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l. Abkulrzungsverzeichnis

Np Nanopartikel

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

Uv-vis Ultraviolettes und sichtbares Licht

R? Bestimmtheitsmal}

PPFD Photosynthetic photon flux density (Photosynthetisch aktive Photonenflussdichte)
REM Rasterelektronenmikroskop

GFS Portable gas-exchange fluorescence system (Tragbares Gaswechsel Floureszenssystem)
LED Leuchdiode

ppm  (Parts per million) ein Millionstel

SPAD Soil and Plant Analysis Department

p Nominelles Signifikanzniveau

a Signifikanzniveau

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure

Tab. Tabelle
n Anzahl der Wiederholungen
g Schwerebeschleunigung (9,81 m/s?)

deion. Deionisiert

Da Dalton
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V. Zusammenfassung

Die zunehmende Verwendung von Nanopartikeln (Np) in Konsumgitern und industriellen
Anwendungen 16st im Hinblick auf deren mogliche Freisetzung in der Umwelt und die damit
verbundenen Auswirkungen auf Okosysteme und Organismen gegenwartig verstirkte Bedenken aus.
Trotz dieser moglichen Risiken wird dem gezielten Einsatz von Nanomaterialien im Bereich der
Pflanzenproduktion ein grof3es Potenzial zugesprochen. Jedoch ist Gber die Wirkungen von Np auf
Pflanzen nur relativ wenig bekannt. Das Ziel dieser Arbeit war daher, die Wirkung verschiedener Np
auf das Wachstum und die Entwicklung von Pflanzen sowie mdgliche Anwendungen bei der
Blattdlingung und beim Pflanzenschutz zu untersuchen. Zunachst wurde die Wirkung metallischer Np
(ZnO- (30-40 nm), TiO,- (5-15 nm), Ag-Np (15 nm)) auf die Keimung und Entwicklung von Pflanzen
im Vergleich zu den jeweiligen Bulkmaterialien beurteilt. Im Fall einer negativen Wirkung der Np
wurde in weiteren Experimenten untersucht, ob direkte Wechselwirkungen der Np mit den Pflanzen
(,Np-Effekte”) oder von den Np freigesetzten lonen (,ionische Effekte®) fiir diese Wirkung
verantwortlich waren. Daneben wurden mogliche Vorteile gezielter Anwendungen ausgewahlter Np im
Bereich der Blattdiingung (Cu-Np, Fe-Np) oder des Pflanzenschutzes (Cu-Np) durch eine mdgliche
effektivere Wirkung oder bessere Vertraglichkeit im Vergleich zu einem geldsten und einem weiteren
partikuldren Cu-Préparat (Kupferoxychlorid) untersucht. Np wirkten sich im Vergleich zu den
Bulkmaterialien positiv (ZnO-Np) oder auch negativ (Ag-Np) auf die Keimung und Entwicklung von
Pflanzen aus. TiO>-Np beeintrachtigten die Entwicklung der Pflanzen &hnlich wie TiO2-Bulk. Ag-Np
zeigten starke negative ,,ionische Effekte auf die Transpirations- und Assimilationsrate von Zea mays
und Brassica napus. In Abhédngigkeit von der Expositionsdauer und der Pflanzenart traten zusatzliche
negative ,,Ag-Np-Effekte” bei Z. mays (auf das Wurzelwachstum) und B. napus (auf die
Transpirations-, Assimilationsrate und Trockenmasse) auf, was wahrscheinlich auf die beobachtete
Akkumulation grauer Aggregate an der Wurzeloberflache zurlickzufiihren war. Eine gezielte
Anwendung von Fe-Np fihrte zu keiner Dingewirkung, vermutlich wegen der Bildung nicht
wasserldslicher Eisenoxidverbindungen. Verglichen mit geldsten Préparaten (Cu-EDTA, CuCly) hatten
die Cu-Np meistens eine dhnliche oder geringere Diingewirkung und eine geringere
Pflanzenschutzwirkung. Im Verhaltnis zu Kupferoxychlorid war die Diingewirkung der Cu-Np besser,
wahrend die Pflanzenschutzwirkung &hnlich war. Die Pflanzenvertréglichkeit der Cu-Np war gegeniiber
CuCl, besser und im Vergleich zu Cu-EDTA sowie Kupferoxychlorid schlechter. Bei der
Kupferaufnahme in das Blatt erzielten die Cu-Np ein &hnlich hohes Niveau wie Cu-EDTA, welches sich
jedoch erst mit zunehmender Wirkdauer einstellte. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern detaillierte
Erkenntnisse tber die Wirkung von Np auf Pflanzen und sind in Bezug auf die Risikobewertung und

madglichen Anwendungsgebiete von Np in der Pflanzenproduktion von Bedeutung.
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V. Abstract

The increasing use of nanoparticles (np) in consumer products and industrial applications raises
concerns about their potential release into the environment and possible related impacts on ecosystems
and organisms. Despite these potential risks, the targeted application of np in plant production systems
may offer promising benefits. However, there is only little known about the influence of np on plants.
Therefore, the aim of this study was to analyze the effects of metallic np on the growth and development
of plants and to test their suitability as foliar fertilizers and plant protection agents. Initially, the effects
of metallic np (ZnO (30-40 nm), TiO (5-15 nm), Ag (15 nm)) on the germination and development of
plants were evaluated in comparison to their corresponding bulk counterparts. In case of negative
impacts of the np on plants compared to bulk material, further experiments should reveal whether this
was caused by direct interactions between the np and plants (“np-effects”) or by free ions released from
the np (“ionic effects”). Furthermore, the potential benefits of targeted applications of np in the fields of
foliar fertilization (Cu-np, Fe-np) or plant protection (Cu-np) were studied in terms of effectiveness and
plant compatibility as compared to dissolved or particulate (Cu-oxychloride) Cu compounds. In general,
effects of np on the germination and development of plants compared to bulk materials were positive
(ZnO-np) or negative (Ag-np). TiO.-np impaired the plant development in a similar way as TiO2-bulk
material. Further investigations with Ag-np showed strong negative “ionic effects” on the transpiration
rate and assimilation rate of Zea mays und Brassica napus. Depending on the duration of exposure and
plant species, additional “Ag-np-effects” occurred for Z. mays (on the root growth) and B. napus (on the
transpiration rate, assimilation rate and dry matter), which was possibly caused by the observed
accumulation of grey aggregates on the root surface. In the investigations on the targeted application of
np Fe np did not yield any fertilizing effects, which was probably due to the formation of water insoluble
Fe-oxide compounds. Compared to dissolved Cu-compounds (Cu-EDTA, CuCly), Cu-np had mostly
similar or lower fertilizing and plant protecting effects. In comparison with Cu- oxychloride, fertilizer
efficiency of cu np was higher and the plant protection performance was similar. With regard to the
tolerable dose, the plant compatibility of Cu-np was higher than CuCl, but lower than Cu-EDTA and
Cu-oxychloride. As compared to the dissolved compound (Cu-EDTA) Cu-np reached a similar final
level of Cu uptake into the leaf, although initial uptake rates were lower. The results of this work provide
detailed information about effects of np on plants and contribute significantly to the assessment of risks

and benefits of np applications in plant production.
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1  Einleitung

1.1  Risikobewertung von Nanomaterialien

Aufgrund der zuigigen Fortschritte auf dem Gebiet der Nanotechnologie und der damit verbundenen
vielfaltigen Anwendungsmoglichkeiten von synthetisch hergestellten Nanopartikeln (Np) auf
industrieller Ebene und in Produkten fiir den Endverbrauchermarkt, entstehen zunehmend Bedenken im
Hinblick auf damit moglicherweise einhergehende Risiken fiir die Umwelt (Lowry et al. 2010;
Gottschalk et al. 2013; Judy 2013). Entsprechend einer Empfehlung der EU Kommission (2011) werden
Nanomaterialien wie folgt definiert: ,,Ein Nanomaterial ist ein natlrliches, bei Prozessen anfallendes
oder hergestelltes Material, das Partikel in ungebundenem Zustand, als Aggregat oder als Agglomerat
enthalt, und bei dem mindestens 50% der Partikel in der AnzahlgréfRenverteilung ein oder mehrere
Aulenmalie im Bereich von 1 nm bis 100 nm haben®. Innerhalb dieser GréRenverteilung, befinden sich
Stoffe in der Ubergangszone zwischen Atomen oder Molekiillen und den entsprechenden
Bulk-Materialien und kénnen daher veranderte chemische und physikalische Eigenschaften aufweisen.
In diesem Zusammenhang bezeichnet der Begriff ,,Bulk® Substanzen, deren partikuldre Bestandteile
groRer sind als 100 nm und damit die spezifischen Nanoeigenschaften nicht besitzen (Poole und Owens
2003; Khanna 2016). Mit dem abnehmenden Durchmesser eines sphdrischen Partikels steigt das
Verhéltnis der Oberflache zu seinem Volumen, was z.B. zu einer gesteigerten Reaktivitat und
modifizierten elektronischen, magnetischen oder optischen Eigenschaften fiihren kann (Poole und
Owens 2003; Roduner 2006). Auf Grund dieser einzigartigen Eigenschaften von Nanosubstanzen
existiert bereits ein weites Feld mdglicher Anwendungen in den Bereichen der Medizintechnik (Savery
et al. 2017), Pharmazie (Sheth et al. 2012), Agrarwirtschaft (Tripathi et al. 2016, 2017), Elektrotechnik,
Kosmetik, Energie, Textilindustrie und Umwelttechnik (Hu und Cui 2012; Mangematin und Walsh
2012; Mihranyan et al. 2012). Trotz dieses breiten Anwendungsfeldes existieren keine genauen
Angaben Uber derzeitige Produktionskennzahlen von Np. Schédtzungen variieren in Abhangigkeit vom
jeweiligen Stoff zwischen 10 und 100000 Tonnen pro Jahr (Piccinno et al. 2012). Daher ist auf Grund
der Entsorgung von Stoffen, die Np enthalten, von einer zunehmenden Freisetzung und Anreicherung
von Nanomaterialien in der Umwelt und in der Folge von einer Np-Exposition biologischer Systeme
auszugehen (Nowack und Bucheli 2007; Keller und Lazareva 2014; Lowry et al. 2010; Gottschalk et al.
2013; Judy 2013). Blaser et al. (2008) sagten z. B. fur das Jahr 2010 voraus, dass Silber-Np, welche als
biozide Wirkstoffe in Produkten (Plastik, Textilien) verwendet werden, 15% der gesamten in die
Umwelt freigesetzten Menge Silber in der EU ausmachen werden. In der Studie wurde davon
ausgegangen, dass sich ein Grofiteil des freigesetzten Silbers in Klarschlamm anreichert, welcher auf
landwirtschaftlichen Produktionsflachen zur Dingung ausgebracht werden konnte. Bisher jedoch
existieren im Hinblick auf das zu beurteilende Risiko von Nanomaterialien gegenlber biologische

Systemen erst wenige Erkenntnisse (Maynard et al. 2006; Stensberg et al. 2011). Daher stieg die Zahl
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entsprechender Studien tber die Wechselwirkungen zwischen Np und bestimmten Organismen in den
letzten Jahren deutlich an. Es gibt Hinweise auf die toxische Wirkung von Np gegeniiber Bakterien,
Algen und auch héheren Organismen (Shvedova et al. 2005; Federici et al. 2007; Gagne et al. 2012).
Bisher ist jedoch nur sehr wenig bekannt tber die Wirkung von Np auf das Wachstum von
Kulturpflanzen und (ber die mdglichen Ursachen bereits gezeigter toxischer (Lin und Xing 2008;
Dimkpa et al. 2013; Yin et al. 2011; Cox et al. 2016) oder fordernder Effekte (Larue et al. 2012). Es
wurde vielfach beobachtet, dass Np die Entwicklung (Lin und Xing 2008; Dimkpa et al. 2013; Clement
et al. 2013), die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (Jiang et al. 2014; Oukarroum et al. 2013) und
Malondialdehyd (Shaw und Hossain 2013; Ghosh et al. 2010), die DNA-Struktur (Ghosh et al. 2010;
Lee et al. 2013) und die Néhrstoffgehalte (Burke et al. 2015) von Pflanzen beeinflussen kénnen. Haufig
werden die Beeintrdchtigungen auf die aullergewdhnlichen chemischen und physikalischen
Oberflacheneigenschaften und erhdhte Reaktivitat der Np zurlickgefuhrt, wodurch direkte Schéaden in
biologischen Systemen entstehen kénnen (Nel et al. 2006). Dem gegenlber ware es mdglich, dass auch
die relativ groRe Oberflache der Np zu einer gesteigerten Freisetzung von lonen fiihrt, auch wenn die
Loslichkeit des entsprechenden Bulk-Materials gering ist. Eine der groRen Herausforderungen auf
diesem Forschungsgebiet ist es daher, zwischen den Effekten, welche durch die direkte Interaktion der
Np mit dem Zielorganismus (,,Np-Effekte*) und den indirekten Effekten, welche durch von den Np
freigesetzte-Tonen (,,ionische Effekte*) hervorgerufen werden, zu unterscheiden. Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit zunéchst die Wirkung von Np im Vergleich zu den entsprechenden Bulkmaterialien
auf die Entwicklung von Pflanzen beurteilt. Waren die Effekte der Np im Vergleich zum Bulkmaterial
negativ, wurden weiterfilhrend die Ursachen (,,Np-Effekt oder ,,ionischer Effekt™) der Wirkung im

Detail untersucht.

1.2 Einsatzmdglichkeiten von Nanomaterialien in der Pflanzenproduktion

Die zunehmenden Fortschritte in der Nanotechnologie bestérken nicht nur Bedenken moglicher Risiken
fur die Umwelt, sondern auch das Interesse an dem Potenzial méglicher Anwendungsgebiete in der
Landwirtschaft (Nair et al. 2010; Sekhon 2014; Liu und Lal 2015; Prasad et al. 2017). In gegenwaértigen
Forschungsprojekten wird der Fokus bei den Untersuchungen vor allem auf den Gebieten des
Pflanzenschutzes und der Pflanzenerndhrung gelegt (Nair et al. 2010; Ghormade et al. 2011; Sehkon
2014). Dabei wird vor allem immer wieder auf sogenannte ,.controlled-“ oder ,,slow-release-
Eigenschaften® der Nanomaterialien hingewiesen (Nair et al. 2010; Sekhon 2014). In Bezug auf
systemische Pflanzenschutzwirkstoffe wird dabei auf die Strategie gesetzt, Nanokapseln als sogenannte
»carrier mit Wirkstoffen auszustatten, welche von den Pflanzen aufgenommen werden. Nach der
Aufnahme findet eine Freisetzung der Wirkstoffe statt, wodurch effektivere Wirkungen erzeugt und
Aufwandmengen eingespart werden konnten (Ali et al. 2014). Nicht nur systemische
Pflanzenschutzmittelwirkstoffe in Nano-Form versprechen ein groRes Potenzial, auch ein effektiverer

Pflanzenschutz gegenuber Pilzerkrankungen durch z. B. eine langer anhaltende protektive oder eine
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systemische Wirkung, im Vergleich zu gel6sten oder gréRReren partikuldren Kupferpréparaten, ware
moglich. Bei Nano-Pflanzennahrstoffen wird vorwiegend auf den Vorteil einer langsamen und stetigen
Freisetzung von Néhrstoffen oder auf die Aufnahme ganzer Partikel hingewiesen, wodurch eine
gesteigerte Effektivitét erzielt werden kdnnte (Lal 2008; Shekon 2014; Liu und Lal 2015). GroRe Anteile
der enthaltenen Nahrstoffe werden bei derzeitig verwendeten konventionellen Diingemitteln aus dem
Boden ausgewaschen oder dort festgesetzt, sodass sie den Pflanzen nicht mehr zur Verfligung stehen.
Bei herkdommlichem Stickstoffdiinger werden z. B. 50-70% des Stickstoffes ausgewaschen oder
verfliichtigen sich in Form von Ammoniak- oder Stickoxiden (DeRosa et al. 2010). Bei Nanodiingern
sind Anwendungsformen denkbar, bei denen die Pflanzennéhrstoffe (Stickstoff, Phosphate, Eisen,
Kupfer etc.) selbst als Nanomaterial vorliegen (Rui et al. 2016) oder aber in Np z.B. aus Chitosan
(natirlich vorkommendes Polyaminosaccharid) enthalten sind (Corradini et al. 2010). Durch eine
langsame und stetige Freisetzung von lonen aus diesen Materialien konnten gegebenenfalls
Aufwandmengen eingespart sowie Verluste und Umweltbelastungen reduziert werden (Liu und Lal
2015; Prasad et al 2017). Wenn man von einer stetigen Freisetzung der Nahrstoffe von den Nanostoffen
ausgeht, sind sowohl Anwendungsszenarien vorstellbar, bei denen Nanomaterialien in den Boden
eingearbeitet oder aber auf die Pflanzenoberflache auftragen werden. Weitere Forschungsergebnisse
belegen auch positive Wirkungen von Np auf die Entwicklung von Pflanzen, ohne dass dabei eine
gezielte Anwendung unter den Gesichtspunkten der Pflanzenerndhrung oder des Pflanzenschutzes
durchgefuhrt wurde. So wurden z. B. bereits bei TiO.-Np (Feizi et al. 2012; Larue et al. 2012), Ag-Np
(Parveen und Rao 2015) und ZnO-Np (Lopez-Moreno et al. 2010; Mahajan et al. 2011) positive
Wirkungen auf die Pflanzenentwicklung festgestellt. Auch auf diesem Gebiet der nicht zielgerichteten
Anwendung von Np besteht Potenzial und weiterer Forschungsbedarf. Jedoch sollten im
Zusammenhang mit der Anwendung von Np in der Landwirtschaft auch mdgliche Risiken beurteilt
werden. Wie zuvor gezeigt, kénnen toxische Wirkungen von Nanopartikeln gegentiber Pflanzen ein
Problem darstellen (Stampoulis et al. 2009; Ruffini Castiglione et al. 2011; Clement et al. 2013). Weitere
Risiken bestehen darin, dass Nanopartikel von Pflanzen tber die Wurzel oder die Pflanzenoberflache
aufgenommen werden, wodurch eine Anreicherung von Nanomaterialien in der Nahrungskette
vorstellbar ware. Die mégliche Aufnahme von Np in Pflanzen (iber das Blatt (Eichert et al. 2008; Larue
et al. 2014,) und in die Wurzel (Lin und Xing 2008; Zhu et al. 2008; Koo et al. 2015; Deng et al. 2017)
wurde bereits bestétigt. Dennoch wird die Entwicklung und entsprechende Beurteilung der Wirkung
neuer Produkte mit Nanoeigenschaften dringend empfohlen (DaRosa et al. 2010). Bisherige Analysen
versprechen ein grofles Potenzial und fordern Entwicklungen moglicher Anwendungen von
Nanomaterialien sowie die Beurteilung der Risiken von Np in landwirtschaftlichen
Produktionssystemen (Nair et al. 2010; Ghormade et al. 2011; Khot et al. 2012; Liu und Lal 2015; Prasad
et al. 2017). Direkte und anwendungsnahe Untersuchungen von Nanomaterialien gibt es bisher jedoch
kaum (Liu und Lal 2015). Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit das Verhalten ausgewahlter

metallischer Nanomaterialien auf der Blattoberflache, mit Bezug auf ihre Pflanzenschutz- (Cu-Np) und
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Dungewirkung (Cu-Np und Fe-Np), untersucht und beschrieben. Bereits 1885 wurde von Alexis
Millardet das erste Mal uber die Wirksamkeit der sogenannten Bordeauxbriihe, einem kupferhaltigen
Praparat (CuSO4)+Ca(OH)>), gegenliber falschem Mehltau bei Weinreben berichtet (Ayres 2004). Bis
heute ist die Behandlung von Pflanzen mit kupferhaltigen Préparaten zum protektiven Schutz gegentiber
Pilzkrankheiten eine gangige Praxis, die sowohl in konventionellen als auch 0kologischen
Anbausystemen angewendet wird (Martins et al. 2016). Kupfer gehort daruber hinaus zu den
Mikronahrelementen, die fir Pflanzen essentiell sind. Es ist ein wichtiger Bestandteil von
Redoxsystemen und an vielen physiologischen Prozessen in Pflanzen beteiligt. Zusatzlich ist Kupfer ein
Strukturelement von regulatorischen Proteinen und bei der Elektronentransportkette der Photosynthese,
Atmung der Mitochondrien, Reaktion auf oxidativen Stress sowie im Zellwandmetabolismus und beim
,,Hormon-signaling* involviert (Marschner, 1995). Fir Kupfermangel anfallige Kulturarten sind z.B.
Getreidearten, wie Avena sativa L. und Triticum aestivum L., Cucumis sativus L. und Glycine max (L.)
MEeRR. Situationen unzureichender Kupferversorgung fur Pflanzen treten vor allem auf organischen
Bdden (Franzen et al. 2008) bei einem hohem pH-Wert, aber auch auf grobtexturierten Mineralbéden
auf, jedoch in der Regel nicht flachendeckend. So wird z. B. fur den Westen Kanadas geschatzt, dass
auf ca. 1,5 Millionen Hektar der genutzten Anbauflachen Kupfermangelsituationen herrschen
(Karamanos und Goh 2005). In Polen gehen Schéatzungen davon aus, dass 40% der Béden zu geringe
Kupfergehalte flr eine optimales Ertragsniveau aufweisen (Sienkiewicz-Cholewa und Kieloch 2016).
Nicht nur das Auftreten von Mangelerscheinungen bei Pflanzen ist ein Problem, sondern auch der
geringe Kupfergehalt in den Ernteprodukten, was in einigen Teilen der Welt zur Unterversorgung der
Menschen mit Kupfer fuhrt (Korzeniowska und Glubiak 2011). Um eine ausreichende
Kupferversorgung der Pflanzen zu gewéhrleisten, sind Anwendungen geeignet, bei denen der Boden
durch kupferhaltige Losungen oder Granulate angereichert wird. Wahrend der Vegetationsperiode sind
Anwendungen durchfihrbar, bei denen die Pflanzenoberflache mit kupferhaltigen Préparaten bespriiht
wird und somit eine Kupferaufnahme tber das Blatt ermdglicht (Malhi und Karamanos et al. 2014). So
zeigten Karamanos et al. (2003) Ertragssteigerungen bei T. aestivum durch Boden- und Blattdiingung
mit Kupfer. Eine Blattdlingung kann vor allem dann einen Vorteil haben, wenn zwar ausreichend Kupfer
im Boden vorhanden ist, die Aufnahme von Kupfer ber die Wurzeln jedoch durch die Anwesenheit
hoher Konzentrationen von P, Zn, Fe, Mn und Al beschrankt ist. Auch hohe N-Gehalte kénnen den
Transport in die Pflanzen verzdgern (Mahli und Karamanos 2014). Kupfersulfatpentahydrat
(CuS0O4 5H,0) und Kupferoxid (CuO) sind haufig verwendete Kupferpraparate, die sowohl bei der
Bodenausbringung, als auch bei Blattapplikation verwendet werden. Nachteile dieser beiden Formen
fur eine Blattapplikation sind entweder zu hohe Anteile freier Cu?*-lonen (CuSO4 5H,0), welche toxisch
wirken, oder zu geringe Anteile freier Cu?*-lonen (CuO), sodass der Nahrstoffmangel nicht behoben
wird (Li et al. 2014). Deshalb wurde im Folgenden zusatzlich der mogliche Einsatz der Cu-Np, als

kupferhaltiger Blattdiinger getestet.



Auch Eisen (Fe) gehort zu den essentiellen Mikronahrstoffen. Es besitzt eine Schlisselfunktion bei
Redoxsystemen in Zellen sowie Enzymen und ist dartiber hinaus beteiligt an den Prozessen der
Photosynthese und Atmung (Marschner, 1995). Eisen kann in Abhangigkeit von verschiedenen
Aufnahmestrategien von Pflanzen lber die Wurzeln aufgenommen werden. Obwohl Eisen in Boden
haufig vorkommt, liegt es meist in einer fur Pflanzen nicht verfiigbaren Form (z.B. Eisenhydroxid) vor.
Dabei konnen Strategie I-Pflanzen durch Versauerung oder Abgabe von Reduktionsmitteln und
Chelatoren (Fernandez und Ebert 2005) Eisen losen und in eine verfligbare Form bringen. Strategie
I1-Pflanzen sind in der Lage, Phytosiderophore zu bilden und somit die Eisenaufnahme zu steigern.
Trotz dieser Strategien ist Eisen bei hohem Boden pH-Wert, meist auf kalkhaltigen Bdden, fir Pflanzen
schlecht verfiigbar (Chen und Barak 1982; Hansen et al. 2004; Fernandez und Ebert 2005; Alvarez-
Fernandez et al 2006; Rombola und Tagliavini 2006). Eine Unterversorgung von Kulturpflanzen mit
Eisen kann zu erheblichen Ertrags- und QualitatseinbuRen fihren (Alvarez-Fernandez 2004, 2006) und
ist vor allem in Obstbaum-Kulturarten (Alvarez-Fernandez et al. 2006; Rombola und Tagliavini 2006),
aber auch bei ackerbaulichen Kulturen wie z. B. G. max, Phaseolus vulgaris L., oder Sorghum bicolor
L. (Hansen et al. 2006) ein Problem. Konventionelle Eisendlinger kénnen sowohl in einer Boden- als
auch einer Blattapplikation ausgebracht werden (Abadia et al. 2011). Anorganische gut l6sliche
Eisensalze wie z. B. FeSO, sind als Bodenapplikationen ineffektiv, vor allem bei hohen pH-Werten des
Bodens, da sich rasch nach der Ausbringung fur Pflanzen nicht verfugbare Fe-Verbindungen
(Eisenoxidhydroxide) bilden (Hansen et al. 2006). Chelatisierte Fe-Verbindungen, wie z. B.
Fe-EDDHA, erzielen eine gute Wirkung nach einer Bodenausbringung, sind jedoch sehr kostspielig
(Abadia et al. 2011). In diesen Situationen bieten Blattapplikationen eisenhaltiger Préparate eine
deutlich effektivere Wirkung und kénnen wirtschaftlicher sein. Als Blattapplikation kdnnen sowohl
gebste Salze (FeSO,) als auch chelatisierte Eisenverbindungen (wie z. B. Fe-EDTA oder Fe-EDDHA)
verwendet werden (Anderson 1982; Pestana et al. 2001). Die Vertrdglichkeit ist jedoch bei einer ganzen
Menge der verfligbaren Praparate zur Blattdiingung relativ gering, sodass Blattverbrennungen durch
Salzstress oder hohe Elementkonzentrationen auf der Blattoberflache nach einer Anwendung entstehen
kénnen (Alexander und Schroeder 1987). Da Pflanzen die Néahrstoffe nur in geléster Form (also als lon)
verwerten kénnen und auch nur die gelésten Formen osmotische oder direkte toxische Wirkungen
haben, bedeutet die Applikation als Np (z.B. Fe-Np oder Cu-Np), dass die Nahrstoffe in dieser Form
zundchst in nicht unmittelbar pflanzenverfligbarer Form auf der Blattoberflache vorliegen und dass
daher auch bei hoheren Dosen keine Schaden zu erwarten sind. In dieser Form waére es vorstellbar, dass
eine Art Depot auf der Pflanzenoberflache aufgebracht werden kénnte, welches im Idealfall Gber einen
langerfristigen Zeitraum eine Nahrstoffaufnahme (lonen) bewirkt. Dadurch kénnte man den Problemen
Applikationsschaden durch anfénglich hohe Anteile geldster lonen an den Pflanzen vorbeugen. Auch
eine effektivere Dingewirkung von Np im Vergleich zu einem gel6sten oder anderen partikuldren
Diingemittel, durch z. B. besondere Nanoeigenschaften oder durch die Aufnahme ganzer Np, wodurch

moglicherweise Aufwandmengen eingespart werden konnten, wére denkbar. Diese beiden Aspekte
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wurden im Rahmen der durchgefuihrten Experimente dieser Arbeit mit Cu- und Fe-Np untersucht.
Zusatzlich wurde die Effektivitat der Pflanzenschutzwirkung von Cu-Np, durch z. B. eine langer
anhaltende oder systemische Wirkung, gegentber einer Pilzerkrankung, verglichen mit einem anderen
partikuldren oder geltsten Praparat, beurteilt.

1.3 Zielsetzungen und Hypothesen der Arbeit

Gegenstand des ersten Teils dieser Arbeit (Abschnitt 3) waren die Untersuchung von Effekten
verschiedener metallischer Np (ZnO, TiO,, Ag) auf die landwirtschaftlich bedeutsamen Pflanzenarten
Zea mays L. und Brassica napus L. (Hypothese 1) und der zu Grunde liegenden Wirkursachen
(Hypothese 2). Im zweiten Teil (Abschnitt 4) dieser Arbeit wurden mégliche Anwendungsgebiete von
Nanomaterialien in der Pflanzenproduktion getestet (Hypothesen 3 und 4). Als mdgliche
Anwendungsszenarien wurde der Einsatz von Np als Blattdinger (Cu-Np, Fe-Np) und zum
Pflanzenschutz (Cu-Np) gegenliber Echtem Mehltau an verschiedenen Pflanzarten (C. sativus,

A. sativa, G. max bzw. B. napus) untersucht.
Folgende Hypothesen wurden getestet:
Hypothese 1

Np haben im Vergleich zu den jeweiligen Bulk-Materialien eine andere Wirkung auf die
Entwicklung der Pflanzen (Abschnitt 3.1 und 3.5).

Hypothese 2

Die andere Wirkung von Np beruht nicht nur indirekt auf der hohen Freisetzungsrate von
Metallionen (,,ionischer Effekt™), die aus der hohen spezifischen Oberfléche resultiert, sondern
auch auf direkten Wechselwirkungen der Np mit den Pflanzen (,,Np-Effekt™) (Abschnitt 3.2-
3.5).

Hypothese 3

Metallische Np haben nach einer Blattapplikation im Vergleich zu geldsten Praparaten oder zu
einem groReren partikularen (um) Praparat bei gleicher Aufwandmenge eine effektivere Diinge-
(Fe-Np und Cu-Np) oder Pflanzenschutzwirkung (Cu) (Abschnitt 4.1, 4.3 und 4.4-4.4).

Hypothese 4

Cu-Np sind im Vergleich zu gelosten Kupferpraparaten als Blattapplikation in hoheren
Aufwandmengen vertrdglich und bewirken eine stetige, langanhaltende Né&hrstoffaufnahme
(Abschnitt 4.2-4.4).



Die Ergebnisse dieser Arbeit leisten einen wichtigen Beitrag zur Identifikation der Mechanismen der
Np-Toxizitdt und beleuchten wichtige Aspekte, welche fiir die zukiinftige Beurteilung der Risiken von
Nanomaterialien gegentber Pflanzen von Bedeutung sind. Auf3erdem wurden wichtige Erkenntnisse zu
den mdglichen Einsatzgebieten von Np zu landwirtschaftlichen Zwecken gewonnen, welche fir
weiterfiihrende Studien zur Bewertung und Entwicklung von Np-Anwendungen auf diesem Gebiet eine
wichtige Rolle spielen.

2 Allgemeine Methoden

2.1  Verwendete Np-Suspensionen und Chemikalien

Die verwendeten Np-Suspensionen sind alle kommerziell erhaltlich. Die Silber-Np (Ag-Np) wurden
von der RAS AG (Regensburg, Deutschland) zur Verfiigung gestellt. GemaR der Produktinformationen
hatten die Ag-Np eine durchschnittliche Grofze von 15 nm, wobei 99% der Np eine GroRe unterhalb von
20 nm hatten. Die wéssrige Suspension enthielt neben den Ag-Np (10%) 4% Glycerol-Trioleat (Tagat)
und 4% Polyoxyethylen (20)-Sorbitan-Monolaurat (Tween 20) als stabilisierende Substanzen. Die
Stammsuspensionen der Titandioxid-Np (TiO2-Np, 15%, Anatas, Partikelgrofe: 5-15 nm) und
Zinkoxid-Np (ZnO-Np, 20.7%, PartikelgroRe: 30-40 nm) wurden von Nanoshel LLC (Wilmington,
USA) bezogen. In der TiO,-Np Stammsuspension war 1% der Oberflachenbehandlungskomponente
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) enthalten. Die ZnO-Stammsuspension enthielt 1%
Ethylenglykol als Verdiinnungsmittel und 1% Triton X-100 als Dispergiermittel. Als Referenzstoffe
wurden sogenannte Bulk-Chemikalien verwendet. Dabei handelt es sich jeweils um die gleichen
chemischen Stoffe mit dem Unterschied, dass diese vom Hersteller nicht als Np deklariert werden. Diese
Chemikalien wurden bei Sigma Aldrich (Schnelldorf, Germany) gekauft. Der Hersteller, der die Cu-
und Fe-Np Suspensionen kostenlos bereitgestellt hat, mdchte nicht namentlich genannt werden. Laut
Herstellerangaben waren 90% der enthaltenen Cu-Np (metallisches Kupfer) kleiner als 10 nm. Die
ubrigen 10% der Partikel kdnnen eine GroRRe bis in den um-Bereich haben. Die Eisen-Np-Suspension
enthielt 20% Eisen, ursprunglich als nullwertige Eisennanopartikel, wovon nach Herstellerangaben
durch interne Reaktionen 1-10% als Magnetit (FezO4) vorliegen kénnen. Der Durchmesser der Fe-Np
wird vom Hersteller mit <50 nm angegeben. Die verwendet Diingemittelsuspension Cu-Lebosol 350 SC
enthielt Kupfer als Kupferoxychlorid-Partikel (Cuz(OH)sCl) und wurde von der Lebosol Diinger GmbH
(Elmstein, Deutschland) gekauft. Die in den Stammsuspensionen zusétzlich enthaltenen Stabilisatoren,
Dispergier- und Verdinnungsmittel der Np-Suspensionen (Ag, TiO2, ZnO) wurden zusatzlich separat
bei Sigma Aldrich (Schnelldorf, Deutschland) gekauft oder im Fall von ,,Tagat* von Evonik Industries
AG (Dortmund, Deutschland) zur Verfugung gestellt. Das in manchen Experimenten verwendete
Benetzungsmittel ,,Break Thru“ wurde ebenfalls von Evonik Industries AG (Dortmund, Deutschland)
bereitgestellt. Die fur die N&hrlésungskulturen verwendeten Chemikalien (KNOs, Ca(NOs3)2, KH2POy,
MgSQs, MnCly, ZnS0Os, ,,CuCly*, HsBO3, Na;M0Q,., NaFe-EDTA) wurden bei Karl Roth GmbH Co.
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KG (Karlsruhe) oder Sigma Aldrich (Schnelldorf, Germany) gekauft. AulRer bei Fe-EDTA (98%) lag
der Reinheitsgehalt bei allen Chemikalien bei mindestens 99%. Vor der Verwendung eines Stoffes, der
als partikulare Suspension vorlag, wurden die Préparate fur 5-10 Minuten in ein Ultraschallbad gegeben,
um potentiell gebildete Aggregate in den Suspensionen aufzubrechen und zu suspendieren. Zusétzlich
wurden die Suspensionen vor jeder Anwendung ausgiebig geschdttelt.

2.2 Untersuchungen der Stabilitat der Ag-Np

Mit Hilfe des Uv-vis Spektrums wurde die Konzentration, die Stabilitadt und das Aggregations- und
Sedimentationsverhalten der Ag-Np beurteilt. Das durch die in dieser Arbeit verwendete
Ag-Np-Suspension hervorgerufene Absorptionsmaximum liegt bei 411 nm, wobei die Hohe des Peaks
von der Konzentration der Ag-Np abhangig ist. Durch eine Verschiebung des Peaks zu einer héheren
Wellenldnge kann auf ein zunehmende Grole der Partikel und damit auf deren Aggregation geschlossen
werden (Paramelle et al. 2014). Die Breite auf der halben HOhe des Absorptionspeaks l&sst auf die
GroRenverteilung der Partikel schlieen. Eine Verbreiterung an dieser Stelle weist auf eine starkere
Streuung in der GroRenverteilung der Partikel hin (Agnihotri et al. 2014). Da die Hohe des
Absorptionsmaximums bei 411 nm im Zusammenhang mit der Ag-Np-Konzentration steht, kann die
Konzentration der Ag-Np aus der Extinktion berechnet werden. Folgende Beziehung wurde bestimmt:
y = 10,082x - 0,3663 (R2 = 0,9919, y: Konzentration in mg I}, x: Extinktion). Eine Abnahme der
Ag-Np-Konzentration kann somit einen Hinweis auf die Sedimentation oder die Auflésung der Ag-Np

sein.

2.3 Bestimmung der in der Ag-Np-Suspension enthaltenen Konzentration von Ag*-lonen

Um die Menge freier Ag*-lonen in der Ag-Np-Suspension zu bestimmen, wurden drei verschiedene
Konzentrationen der Ag-Np-Suspension hergestellt (4; 20; 40 mg I). Von jeder Konzentration wurden
drei Wiederholungen angesetzt, welche bei 440000 g fir zweieinhalb Stunden zentrifugiert wurden.
Danach wurde jeweils im obersten Teil des klaren Uberstandes eine geringe Mengen (1 ml) entnommen,
welche auf den Silbergehalt (ICP-OES, Horiba Ultima 2) analysiert wurden. Um sicher zu gehen, dass
keine Ag-Np in der entnommenen Menge enthalten waren, wurde ein Absorptionsscan (300-700 nm)
der Proben durchgefiihrt. Wenn im Vergleich zu Wasser noch eine erhdhte Absorption festzustellen war,
wurde der Anteil der Ag-Np mit Hilfe der oben beschriebenen Gleichung berechnet und von der

gemessenen Konzentration abgezogen

2.4  Verwendete Pflanzenarten

In den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurden die verschiedenen Pflanzenspezies entsprechend
der Eignung fir die verschiedenen Versuchsansdtze und Fragestellungen ausgewahlt. Fur die
Untersuchungen zu den Wirkungen verschiedener metallischer Np auf die Entwicklung von Pflanzen

wurden die Pflanzenarten Z. mays und B. napus ausgewéhlt. Um mdgliche unterschiedliche Reaktionen



verschiedener Arten zu beriicksichtigen, wurde je eine mono- und dikotyle Art gewahlt. Bei den
experimentellen Ansétzen zu dem Verhalten metallischer Np auf der Blattoberflache wurden Pflanzarten
gewdhlt, deren Oberflachen sich zum Auftragen von Flissigkeiten eigneten wie z.B. C. sativus, Vicia
faba L. und G. max. Andere Kriterien wie die Anfélligkeit gegenuber Mé&ngeln bei bestimmten
Mikronéhrstoffen oder pilzlichen Erregern wurden ebenfalls bei der Auswahl der Pflanzenarten
beriicksichtigt. Die Pflanzenarten C. sativus, A. sativa. und G. max sind bekannt dafir, dass sie sensitiv
auf eine ausbleibende Kupferernahrung reagieren. Gleiches gilt fur A. sativa bei einer Unterversorgung
mit Eisen. C. sativus zeigt neben den Eigenschaften der guten Benetzbarkeit zusatzlich eine erhdhte
Anfélligkeit gegenuber Echtem Mehltau, wodurch sich diese Art flir einen der gewahlten
Versuchsansatze besonders eignete. Die bisher genannten Pflanzenarten sind agronomisch haufig
genutzte Arten, denen weltweit eine groBe wirtschaftliche Bedeutung zukommt. In einem
Teilexperiment wurde auflerdem die Pflanzenart Sedum telephium L. verwendet, die Blatter besitzt,
deren Epidermis sich leicht abldsen lasst, wodurch sich eine der Fragestellungen tber die Aufnahme

bestimmter Praparate gezielter beantworten lieR3.

2.5 Pflanzenanzucht und Wachstumsbedingungen

Fur die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden die verwendeten Pflanzen zu einem groRen
Teil in Nahrlosungskulturen gehalten. Die vollstdndige Nahrlésung enthielt alle essentiellen
Pflanzennahrstoffe in ausreichendem Umfang: 5,0 mM Ca(NOs)z, 1,0 mM KH;POg4, 1,0 mM MgSQs,,
11,8 uM MnCly, 1,53 uM ZnSQOs4, 0,79 uM CuCly, 46,2 uM H3BOs3, 0,52 uM Na;MoQy4, 90,0 uM NaFe-
EDTA. Bei Bedarf konnte auf bestimmte Néhrstoffe verzichtet werden, falls eine Unterversorgung der
Pflanzen erwiinscht war, um gezielt einen Néahrstoffmangel zu erzeugen. Die Nahrldsung hatte in der
beschriebenen Komposition zu Beginn einen pH-Wert von 5,4-55. Nach mindestens 7-10 Tagen
wurden die Nahrlésungen regelmaRig ausgetauscht, sodass ein pH-Wert von 6,5 nicht tberschritten
wurde. Die Nahrlosungen wurden stetig und gleichméRig durch ein Beluftungssystem mit Sauerstoff
angereichert. Vor der Uberfiihnrung in die Nahrlésung wurde mindestens die doppelte Menge an
benotigten Pflanzen in Sand oder auf Papier angezogen. Bei der Anzucht auf Papier war auf eine
ausreichend befeuchteten Untergrund zu achten. Um zu Beginn der Keimung die Situation im Boden zu
simulieren, wurde der Lichteinfall durch das Abdecken der Keimschalen verhindert. Das VVorziehen der
Pflanzen garantierte, dass fiir den eigentlichen Versuch eine groBe Anzahl gleichméRig gewachsener
Pflanzen zur Verfugung stand. Das Anziehen auf Papier ging etwas schneller als im Sand, sodass die
Pflanzen je nach Pflanzenart eine Entwicklungsdauer von 3-6 Tagen hatten, bevor sie in die
Né&hrldsungen gesetzt wurden. Bei langerer Dauer bestand die Gefahr, dass die Wurzeln der Pflanzen
austrockneten, da sie haufig keinen Kontakt zur feuchten Oberflache des Papiers mehr hatten. Wenn die
Pflanzen im Sand angezogen wurden, wurden sie in der Regel etwas spéter (nach 6-14 Tagen) in die
Né&hrldsung gesetzt. Die Experimente wurden, je nach freien Stellflachen, im Gewéchshaus oder in der

Klimakammer durchgefiihrt. Die Versuche, die in der Klimakammer (Conviron A1000; Winnipeg,
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Kanada) stattfanden, wurden lediglich mit Z. mays durchgefihrt. Diese Pflanzen wuchsen einzeln in
GeféaRen mit einem Volumen von einem Liter. Jedes der GeféRRe hatte eine eigene Abdeckung, um den
Lichteinfall in die N&hrlosung so gering wie mdglich zu halten, sodass Algenwuchs unterbunden wurde.
Die Pflanzen wurden von wasserabweisenden Schaumstoffzylindern am Stéangel umhdllt und damit in
dafir vorgesehen Aussparung im Deckel eingelassen, sodass die Wurzeln vollstdndig in der Nahrlésung
eingetaucht waren. Es wurden fiir Mais optimale Bedingungen in der Klimakammer eingestellt:
Tagesbedingungen (14 Stunden): 28 °C; 40% relative Luftfeuchte, PPFD (photosynthetic photon flux
density) auf Pflanzenhohe: 250 umol m2 s?; Nachtbedingungen (10 Stunden): 22 °C; 60% relative
Luftfeuchte. Im Gewéchshaus wuchsen die Pflanzen bei einer durchschnittlichen Tagestemperatur von
25 °C und einer Nachttemperatur von 18 °C. Je nach Jahreszeit konnte die Durchschnittstemperatur ein
wenig Schwanken (1-3 °C). Sobald die natirliche Lichtintensitat im Gewéchshaus geringer war als 50
Kilolux (PPFD: 925 pmol m2 s, wurde zusatzlich kinstliches Licht (Natriumdampfhochdrucklampen
400 Watt, PPFD auf Pflanzenhohe: 200 pmol m2 s, DH Licht GmbH, Wilfrath, Deutschland)
angestellt. Fur Nahrlésungsversuche wurden entweder Kick-Brauckmann-Gefélie mit einem Volumen
von 8 Litern (Fassungsvermdgen zwei bis funf Pflanzen) oder Plastikgefalie mit einem Volumen von
5,2 Litern (Fassungsvermogen: zwei Pflanzen) verwendet. Die Pflanzen waren, wie bereits zuvor
beschrieben, in den Deckel der Gefale eingelassen. In einem Versuch wuchsen die Pflanzen in Boden
(Profi Substrat Typ VM, Einheitserde, Sinntal-Altengronau, Deutschland) in 1,5 Liter Topfen. Im
Gewdchshaus waren die PflanzgefaRe auf Tischen aufgestellt.

2.6 Tropfen- und Sprihapplikationen der Behandlungspraparate

In einem Teil der Experimente wurde das Verhalten verschiedener Préaparate auf der Blattoberflache
untersucht. Dazu wurden die verschiedenen Substanzen entweder durch Tropfen- oder Spriihapplikation
auf die zu untersuchenden Oberflachen aufgetragen. Bei den Sprihapplikationen (Apothekerflaschen
mit Sprihkopf, 50 ml Fullvolumen) wurde immer das gleiche Volumen auf die gleiche Menge Pflanzen
je Variante verteilt. Dabei wurden die Deckel der NahrlosungsgeféRe grof3ziigig mit Papiertlichern
abgedeckt, sodass ein Abtropfen der aufgetragenen Praparate in die N&hrlésung verhindert wurde. Im
Falle der Tropfenapplikation war eine exaktere VVorgehensweise moglich, bei der im Gegensatz zur
Spruhapplikation die applizierte Dosis bekannt war. Die verschiedenen Suspensionen und Ldsungen
wurden immer in der gleichen Konzentration, dem gleichen Tropfenvolumen und der gleichen Anzahl
an Tropfen mit einer Multipette (M4, Eppendorf, Wesseling, Deutschland) aufgetragen, sodass die

aufgetragene Menge des jeweiligen Stoffes exakt bekannt war.

2.7 Bestimmung der Konzentrationen verschiedener Elemente in der Pflanze

Fur die Nahrstoffgehaltsanalysen des Pflanzenmaterials wurde dieses mindestens 48 Stunden bei 60 °C
getrocknet. AnschlieRend wurden die Trockenmassen bestimmt. War die Masse hoher als 0,5 g wurden

die Pflanzen gemahlen und eine Teilprobe (ca. 0,5 g) entnommen. Bei geringeren Gewichten wurde das
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Probenmaterial mit den Handen zerkleinert, wobei Gummihandschuhe getragen wurden. AnschlieRend
wurde das Probenmaterial im S&uredruckaufschluss aufgeldst, sodass die entsprechende
Elementkonzentration in der Losung bestimmt werden konnte. Durch das zuvor bestimmte Gewicht
konnte die Elementkonzentration in der Trockenmasse berechnet werden. Fiir die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Elementaranalysen wurden verschiedene Gerate verwendet. Silber wurde entweder mit
dem ICP OES (Horiba, Modell Ultima 2, Oberursel, Deutschland) oder mit Graphitrohr-AAS (Perkin
Elmer, Modell AAnalyst 700, Waltham, USA) gemessen. Die Elemente Kupfer und Eisen wurden mit
einem Flammen-AAS (Perkin Elmer, Modell 1100 B, Waltham, USA) bestimmt. Phosphat wurde mit
Hilfe des Molybdanblau-Verfahren bestimmt. Bei diesem Verfahren werden Orthophosphate mit
Ammoniummolybdat im sauren Medium zu Phosphormolybdansdure umgesetzt. Unter Zuhilfenahme
von Reduktionsmitteln ergibt sich Phosphormolybdéanblau. Die Intensitét des Farbstoffes hangt von der
vorhandenen Phosphatmenge ab und kann bei 578 nm photometrisch (Eppendorf, Modell ECOM 6122,

Wesseling, Deutschland) bestimmt werden.

2.8 Gaswechselmessungen

Die Transpirations- und Assimilationsrate wurde mit Hilfe des Gerdtes GFS 3000 (portable gas-
exchange fluorescence system, Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Deutschland) bestimmt. Das Gerat war
mit den folgenden Komponenten ausgestattet: “Control Unit 3100-C, Standard Measuring Head
3010-S”, LED Light Source 3040-L und AC Power Supply 3020-N. Fir die Messung wurde das Blatt
in die Kivette des Standard Measuring Head 3010-S eingespannt. Dabei war darauf zu achten, dass die
Kvette dicht verschlossen war, sodass die Umgebungsluft die Messung nicht stérte, gleichzeitig jedoch
das Blatt nicht beschadigt wurde. Fir die Messung wurde eine CO, Konzentration von 400 ppm (etwa
normale Konzentration in der AufRenluft) und eine H,O-Konzentration von 17000 ppm im Luftstrom
(750 pmol/s), der durch die Kuvette gefiihrt wurde, eingestellt. Das Prinzip der Messung basiert auf der
Bestimmung der Verdnderung der CO.- und H,O-Konzentrationen in dem Luftstrom (Infrarot-
Gasanalysator), der durch die Kuvette geleitet wird. Mit Hilfe dieser Daten werden Riickschliisse auf
die Transpirations- und Assimilationsrate des in der Kivette einspannten Blattes gezogen. Um
einheitliche Untersuchungsbedingungen zu schaffen, konnen folgende Parameter eingestellt und fiir die
Dauer der Messung konstant gehalten werden: Luftstromgeschwindigkeit und -zusammensetzung

(CO2-Konzentration, H,O-Konzentration), Temperatur und Licht.

2.9  Trockenmassen-, Wurzelldangen, Chlorophyllbestimmung

In vielen Versuchen zéhlte die Trockenmasse zu den grundlegenden Parametern zur Beurteilung der
verschiedenen Wirkungen der unterschiedlichen Behandlungen der Pflanzen. Um die Trockenmasse zu
bestimmen, wurden in der Regel der Spross und die Wurzeln der Pflanzen separat voneinander geerntet
und fiir mindestens 48 Stunden im Trockenschrank bei 60 °C gelagert. AnschlieRend wurde das Gewicht

der jeweiligen getrockneten Pflanzenteile mit einer Waage (Satorius Entris, Satorius Lab Instruments
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GmbH, Goéttingen, Deutschland) bestimmt. Die L&nge der Wurzeln in einem frithen
Entwicklungsstadium, in dem noch keine Seitenwurzeln und Verzweigungen gebildet waren, wurde mit
Hilfe eines Lineals ausgemessen. Wurzeln, die sich in einem spéteren Entwicklungsstadium befanden,
wurden mit Hilfe eines Wurzelscanners digital abgebildet. Dazu wurden die Pflanzen in einem eigens
dafur konzipierten Wasserbehalter auf den Scanner gelegt, sodass die Wurzeln mdglichst gleichmaRig
im Wasser verteilt waren und nach Mdglichkeit nicht Gbereinander lagen. Nach dem Scannen aller
Pflanzen einer Behandlung wurde das Wasser stets gewechselt, um Kontaminationen von anderen
Behandlungen durch an den Wurzeln haftendendes Wasser zu vermeiden. Nachdem die Bilder aller
Pflanzenwurzeln aufgenommen waren, wurden diese mittels einer Software (WinRhizo, Instruments
Regent Inc, Québec, Kanada) im Hinblick auf die Lange ausgewertet. Der Chlorophyllgehalt einzelner
Blatter wurde entweder mit einem SPAD-Meter (Minolta SPAD-502 Plus, Konica Minolta, Tokio,
Japan) oder nach Extraktion des Chlorophylls mit 80%igem Aceton photometrisch bestimmt
(Lichtenthaler und Wellburn 1983).

2.10 Bildaufnahmen mit dem Rasterelektronenmikroskop (REM)

Zur Beurteilung des Erscheinungsbildes und der partikularen GroRenverteilung der auf Blattern
aufgetragenen Préparate wurden die Blattoberflachen mit einem Rasterelektronenmikroskop (REM)
untersucht. Dazu wurden Tropfen (15 pl) auf die Blattoberflache verschiedener Pflanzenarten
(C. sativus, A. sativa, V. faba) aufgetragen. Nachdem die Tropfen eingetrocknet waren, wurden die
behandelten Stellen mit einem Lochstanzer ausgeschnitten und auf Objekttragern fur das REM gelegt
und getrocknet. Die Proben wurden zundchst durch einen Sputter mit Gold (400 nm Schichtdicke)
beschichtet. Anschlieend wurden die Aufnahmen mit REM (Thermo Fisher Scientific, Phenom pure,

Eindhoven, Niederlande) bei verschiedenen Vergroferungen gemacht.

2.11 Statistische Analysen und grafische Darstellungen

Die Daten wurden mit einer einfachen Varianzanalyse (ANOVA) mit IBM SPSS Statistics 22 (IBM,
New York, USA) ausgewertet (p< 0.05). Die statistischen Unterschiede zwischen einzelnen
Behandlungen wurden mit dem Duncan-Test identifiziert («#=0.05). Falls nicht anders im Text erwéhnt,
werden die Ergebnisse als Mittelwert dargestellt (+Standardfehler). Die Diagramme wurden mit Excel
(Office 2010, Microsoft, Washington, USA) erstellt.
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3 Einfluss von synthetisch hergestellten metallischen Np (Ag, TiO,, ZnO) auf die Entwicklung

von Pflanzen

3.1  Wirkung metallischer Np (Ag, TiO; ZnO), in Abhangigkeit der Dosis, auf die
Keimfahigkeit und Sprossentwicklung von Z. mays im Vergleich zu den entsprechenden
Bulk-Substanzen

3.1.1 Einleitung

Das Ziel dieser Untersuchungen bestand darin, potentielle Wirkungen metallischer Np (Ag, TiO., ZnO)
auf das Wachstum von Pflanzen im Vergleich zu den jeweiligen Bulk-Stoffen zu beurteilen, vor allem
im Hinblick auf eine mdgliche gesteigerte Toxizitat der Np. Dazu wurde die Keimféhigkeit sowie das
Wurzelwachstum von Z. mays nach Zugabe verschiedener Np-Suspensionen (ZnO, TiOz, Ag) in
verschiedenen Konzentrationen (20; 200; 2000 mg 1) im Vergleich zu den jeweiligen Bulk-Stoffen
untersucht. AuRBerdem sollten potentielle Beeintrachtigungen durch in den Np-Suspensionen enthaltenen
Stabilisatoren gepruft werden.

3.1.2 Material & Methoden

3.1.2.1 Bestimmung des pH-Wertes in den Np-Suspensionen

Um Nebeneffekte durch unterschiedliche pH-Werte auszuschlieBen, wurden diese in den verschiedenen Np- und
Bulk-Suspensionen und -Konzentrationen (20; 200; 2000 mg 1) gemessen (WTW, pH 340i; Weilheim,
Deutschland).

3.1.2.2 Behandlung des Saatgutes mit den verschiedenen Np-Suspensionen

Fur die Versuche mit TiO.- und Ag-Np wurden die gleichen Konzentrationen der Bulk-Stoffe
gleichzeitig in einem Versuch getestet. Flr den Versuch, in dem die Wirkung von ZnO-Np mit ZnO-
Bulk verglichen wurde, wurden die Konzentrationen der ZnO-Bulk-Behandlung kleiner als 2000 mg I
in einem separaten Experiment untersucht. In den TiO2- und Ag-Suspensionen wurde ein
konzentrationsabhangiger pH-Wert festgestellt (Tab. 1). Um eine Auswirkung der verschiedenen
pH-Werte auf die Effekte auszuschlieBen, wurde den Np-Suspensionen ein MES-Puffer
(2-(N-Morpholino)ethansulfonséaure) zugegeben (TiO2: 1 mM MES, Ag: 12 mM MES). Dadurch hatten
die verschiedenen Np- und Bulk-Behandlungssuspensionen einen gleichméaRigen pH-Wert zwischen
6,0-6,1. Der pH-Wert der ZnO Suspensionen (Bulk und Np) war annahernd gleich (7,1-7,5), sodass kein
Puffer beigefligt wurde. Das Saatgut (120 Kdrner) wurde in Hypochloritlésung (1%) fur 10 Minuten
oberflachensterilisiert und anschlieRend grindlich mit deion. Wasser gespiilt. Danach wurden die
Saatkdrner in den entsprechenden Suspensionen und Konzentrationen fur 20-24 Stunden vorgequollen.
Im Anschluss daran wurden die Saatkdrner ausgewéhlt, bei denen der Embryo bereits angeschwollen

und die Samenschale aufgeplatzt war. Diese Saatkdrner wurden dann zur weiteren Keimung in
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Petrischalen (100 mm*15 mm) gegeben. Sieben Saatkorner je Schale und drei Schalen je
Behandlungskonzentration wurden verwendet. Bei gleichbleibender Np-Konzentration wurde ein
Volumen von 25 ml appliziert, sodass die Saatkérner nicht vollstandig bedeckt waren. Anstelle von
Filterpapier als Saatbett wurde ein Kunststoffnetz verwendet, um zu verhindern, dass sich die Np im
Filterpapier festsetzen. Der Deckel wurde so aufgelegt, dass eine ausreichende Sauerstoffversorgung
gewadhrleistet war. Der Flissigkeitsverlust durch Verdunstung in den Petrischalen wurde nach 1,5 Tagen
ausgeglichen. Die Keimrate, Wurzelldnge und in manchen Fallen auch Sprosslange wurde nach 1-3

Tagen gemessen. Sobald 2 mm der Wurzel sichtbar waren, wurde das Saatkorn als gekeimt bewertet.

3.1.2.3 Einfluss der additiven Stoffe welche als Stabilisatoren in den Np-Suspensionen enthalten
sind

Um auszuschlieRen, dass die zusatzlich in den Np-Suspensionen enthaltenen stabilisierenden Additive
die Wirkung der Np beeinflussen, wurde anschliefend deren Einfluss auf die Keimféahigkeit und das
Wachstum in einem separaten Versuch untersucht. Folgende Substanzen und Konzentrationen wurden
fur die Behandlung gewéhlt: Ein Gemisch aus Glycerintrioleat und Polyoxyethylen(20)-Sorbitan-
Monolaurat (jeweils 800 mg I'Y) (Ag), CTAB (133 mg I) (TiO,) und ein Gemisch aus Trition X-100
und Ethylenglycol (jeweils 97 mg I) (ZnO). Die verwendeten Konzentrationen der Stabilisatoren im
Versuch entsprachen dem Gehalt einer Np-Suspension mit einer Np-Konzentration von 2000 mg IX. Das
Saatgut (120 Kérner) wurde in Hypochloritlésung (1%) fir 10 Minuten sterilisiert und anschlieRend

grindlich mit deion. Wasser gesplilt.
3.1.3 Ergebnisse

3.1.3.1 pH-Werte der Np-Suspensionen

Der pH-Wert der verschiedenen Stammsuspensionen variierte in Abhéangigkeit von der verwendeten Np
Konzentrationen (Tab. 1). Da sowohl bei den Ag-Np als auch bei den TiO,-Np die Unterschiede relativ
hoch waren, wurde durch Zugabe eines Puffers (MES) ein einheitlicher pH-Wert von 6,0-6,1 eingestellt.

Tabelle 1: pH-Werte der verschiedenen Np-Behandlungssuspensionen bei verschiedenen Konzentrationen vor und nach der

Zugabe eines Puffers (MES). Der ZnO-Np-Suspension wurde kein Puffer zugegeben.

Ag-Np TiO2>-Np ZnO-Np
Np-Konzentration (mg I%) 20 200 2000 20 200 2000 20 200 2000
pH-Wert (vorher) 65 74 76 59 48 37 71 72 15
Zugabe MES (mM) 12 12 12 1 1 1
pH-Wert (nachher) 6,1 6,1 61 6,0 6,0 6,0

14



3.1.3.2 Einfluss der Behandlungen des Saatgutes mit den verschiedenen Np-Suspensionen und

der additiven Stabilisatoren

Die Keimfahigkeit (Abb. 1, A) wurde durch die Behandlung mit Ag-Np in der hochsten Konzentration
negativ beeinflusst. Die geringeren Konzentrationen (20 und 200 mg I*) hatten dagegen keine Wirkung
auf die Keimféhigkeit. Die Behandlungen mit Ag-Bulk hatten ebenfalls keinen Einfluss auf die
Keimféhigkeit der Pflanzen. Eine Behandlung mit Ag-Np hatte im Vergleich zur Kontrolle einen
deutlichen negativen Einfluss auf das Wurzel- (W) und Sprosswachstum (S) (Abb. 1, B) in Abhdngigkeit
von der Hohe der applizierten Dosis. Die Exposition der Pflanzen mit Ag-Bulk zeigte keine negativen

Auswirkungen auf das Wachstum.
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Abbildung 1: Einfluss von Ag-Np und Ag-Bulk (20-2000 mg I'Y) auf die Keimrate (A) sowie das Wurzel- und Sprosswachstum
(B) von Z. mays in Abhéngigkeit von der Zeit (24-72 Stunden). Die Werte entsprechen den Mittelwerten (+ Standardfehler)
aus drei Wiederholungen mit jeweils sieben Saatkdrnern. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle sind mit einem *-Symbol
gekennzeichnet (p<0,05).

Die Applikation von TiO2-Np in der héchsten Konzentration verursachte eine Reduktion der Keimrate
in den ersten 24 Stunden (Abb. 2, A). Die Behandlung mit Bulk-TiO; bei einer Konzentration von
0,2 g I'* reduzierte die Keimrate innerhalb der ersten 48 Stunden. Die tbrigen Behandlungen hatten
keinen Einfluss die Keimfahigkeit. Die TiO,-Np wirkten sich bei den Konzentrationen von 200 und
2000 mg I negativ auf das Wurzelwachstum aus (Abb. 2, B). Die hohe Konzentration (2000 mg 1)
beeinflusste auch das Sprosswachstum nach 72 Stunden negativ. Die TiO.-Bulk-Behandlungen
verursachten ebenfalls negative Effekte auf das Wurzelwachstum nach 48 Stunden bei den
Konzentrationen 200 und 2000 mg I*X. Die mittlere Konzentration von 200 mg I reduzierte zuséatzlich
das Sprossldngenwachstum. Es war zu beobachten, dass die TiO»-Np durch Agglomeration groRere

Partikel bildeten und sich auf der Bodenoberflache der Petrischalen festsetzten (nicht dargestellt).
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Abbildung 2: Einfluss von TiO2-Np und TiO2-Bulk (20-2000 mg I') auf die Keimrate (A) sowie das Wurzel- und
Sprosswachstum (B) von Z. mays in Abhangigkeit von der Zeit (22-72 Stunden). Die Werte entsprechen den Mittelwerten
(+ Standardfehler) aus drei Wiederholungen mit jeweils sieben Saatkornern. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle sind mit
einem *-Symbol gekennzeichnet (p<0,05).

Die Behandlung mit ZnO-Np reduzierte die Keimrate bei einer Konzentration von 20 mg I* nach 24
Stunden (Abb. 3, A). Die Bulk-Behandlung wirkte sich bei einer Konzentration von 2000 mg I*
ebenfalls negativ auf die Keimung aus. Bei den tibrigen Konzentrationen und an den spéater untersuchten
Zeitpunkten der Keimrate wurden keine Unterschiede mehr festgestellt. Es war zu beobachten, dass die
ZnO-Np durch Agglomeration groRere Partikel bildeten und sich auf der Bodenoberflache der
Petrischalen festsetzten (nicht dargestellt). Nach 48 und 72 Stunden war das Wurzelwachstum lediglich
durch die Behandlung mit ZnO-Bulk (2000 mg I'%) negativ beeintrachtigt (Abb. 3, B). Die Behandlungen
der Pflanzen in den geringen Konzentrationen mit ZnO-Np (20; 200 mg I?) fiihrten zu einer
Verbesserung des Wurzelwachstums. Die Keimfahigkeit der Pflanzen wurde bis zu einer Konzentration
von 1000 mg I durch eine ZnO-Bulk-Behandlung nicht beeinflusst (Abb. 3, C). Die Wurzellange der
gekeimten Pflanzen war nach 48 Stunden durch die Behandlungen mit ZnO-Bulk bei den
Konzentrationen von 100 und 1000 mg I* reduziert (Abb. 3, D).

16



120 4 5 1 ZnO (mg 1)
mKontrolle
ONp (20)
T =Np (200) *
100 + 4] mNp(2000)
=Bulk (2000)
80 A
€ ~ 31
€
Q
g 60 1 >
E 1 ZnO (mg I) o
M —e— Kontrolle S
-
Np (20) 2 4
40 A —a— Np (200)
—&— Np (2000)
—=— Bulk (2000)
20 4 14
0 T T \ 0
A 2 % Stunden 40 50 B 48 Stunden (W) 72 Stunden (W)
120 - 2 7 ZnO (mg I)
mKontrolle
'|' oBulk (20)
1001 v OBulk (50)
) oBulk (100)
mBulk (1000
80 - X “* (1000)
2 €
2 L
g 60 ZnO (mg IY) o1
© —e— Kontrolle §
x Bulk (20)
40 Bulk (50)
—=— Bulk (100)
—=— Bulk (1000)
20 A
0 T T " 0 -
20 30 40 50 48 Stunden (W)
c Stunden

Abbildung 3: Einfluss von ZnO-Np (20-2000 mg IY) und ZnO-Bulk (50-2000 mg I'Y) auf die Keimrate (A+C) und auf das
Wurzel- und Sprosswachstum (B+D) von Z. mays in Abh&ngigkeit von der Zeit (24-72 Stunden). Die Werte entsprechen den
Mittelwerten (+Standardfehler) aus drei Wiederholungen mit jeweils sieben Saatkdrnern. Signifikante Unterschiede zur
Kontrolle sind mit einem *-Symbol gekennzeichnet (p<0,05).

Im Folgenden werden die Effekte der in den Np-Suspensionen zusatzlich enthaltenen Stabilisatoren
beschrieben (Abb. 4). Bei den verwendeten Konzentrationen handelt es sich um die Menge an
Stabilisatoren, die jeweils in der hochsten Konzentration der Np (2000 mg I) enthalten waren. Die in
den TiO;- und ZnO-Suspensionen enthaltenen Stabilisatoren CTAB bzw. Triton X-100 + Ethylen
Glykol bewirkten beide ein reduziertes Wurzelwachstum nach 24 Stunden und ein reduziertes
Sprosswachstum nach 48 Stunden. CTAB beeinflusste zusatzlich das Wurzelwachstum nach 48 Stunden
negativ. Die in der Ag-Np-Suspension enthaltenen Substanzen hatten dagegen in der getesteten

Konzentration keine Auswirkungen auf das Wachstum
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Abbildung 4: Einfluss der in den verschiedenen Np-Suspensionen enthaltenen stabilisierenden Hilfsstoffe auf das Wurzel- und
Sprosswachstum von Z. mays in Petrischalen nach 24 und 48 Stunden. Getestet wurden jeweils die in den Suspensionen
enthaltenen Hilfsstoffe ohne die jeweiligen Np. Fiir Ag-Np-Suspensionen: ein Gemisch aus Glycerol-Trioleat (Tagat) und 4%
Polyoxyethylen (20)-Sorbitan-Monolaurat, jeweils 800.0 mg |2, fiir TiO2-Np-Suspensionen: CTAB; 133 mg I'Y) und fiir ZnO-
Np: ein Gemisch aus Triton X-100 und Ethylenglycol, jeweils 97.0 mg I%. Die Werte entsprechen den Mittelwerten (+
Standardfehler) aus drei Wiederholungen mit jeweils sieben Saatkdrnern. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle sind mit
einem *-Symbol gekennzeichnet (p<0,05).

3.1.4 Diskussion

Es wurde der Einfluss verschiedener Np- und Bulk-Suspensionen (Ag, TiO., ZnO) auf das Wachstum
von Z. mays untersucht, um potentiell verschiedene Wirkungen der Np im Vergleich zu den jeweiligen
Bulk-Stoffen aufzudecken. Direkte Vergleiche mit anderen Ergebnissen &hnlicher verdffentlichter
Studien sind nur bedingt moglich, da festgestellte Wirkungen von Np auf Pflanzen durch die jeweiligen
experimentellen Methoden beeinflusst werden kdnnen. Haufige Unterschiede bestehen z.B. bei: Art
(Partikelstruktur) und GroRe der Np, Np-Konzentration und Expositionsdauer, Wachstumsgrundlage
(Boden, Sand, Wasserkultur, Agar), Pflanzenart und der Verwendung von stabilisierenden Hilfsstoffen
in den Np-Suspensionen, die die Wirkung beeinflussen kdnnen. Diese Aspekte kdnnten Ursachen fur

widerspriichliche Wirkungen im Vergleich zu anderen veroffentlichten Ergebnissen sein.

Die Ag-Np hatten einen extremen Einfluss auf die Pflanzenentwicklung in Abhéngigkeit von der
applizierten Konzentration. Je héher die verwendete Dosis, umso stérker waren die negativen Effekte
auf die Keimung sowie das Wurzel- und Sprosswachstum (Abb. 1). Auf Grund der gezeigten Ergebnisse
kénnen Nebeneffekte durch die in den Ag-Np-Suspensionen enthaltenen Stabilisatoren ausgeschlossen
werden, da die Menge an Stabilisatoren, die in der hdchsten getesteten Ag-Np-Konzentration
(2000 mg I') enthalten ist, keine Wirkung auf die Pflanzenentwicklung hatte (Abb. 4). Bereits
verdffentlichte Studien zeigten ebenfalls konzentrationsabhdngige negative Effekte von Ag-Np auf die
Biomasseentwicklung (Stampoulis et al. 2009; Yin et al. 2011; Dimkpa et al. 2013; Musante und White
2012), das Wurzel- und Sprosswachstum (Yin et al. 2011; Dimkpa et al. 2013; Parveen und Rao 2015),
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die Ausbildung von Wurzelhaaren (Garcia-Sanchez et al. 2015) und die Transpiration der Pflanzen
(Stampoulis et al. 2009; Musante und White 2012). Die Applikation von Ag-Np in geringer
Konzentration (2 mg I) war fiir die Biomasseentwicklung von G. max unter Staunasse forderlich
(Mustafa et al. 2015). Parveen und Rao (2015) konnten ebenfalls eine verbesserte Keimung von
Pennisetum glaucum L. durch eine Behandlung mit Ag-Np (50 mg I) feststellen.

Die gezeigten Effekte einer Behandlung mit TiO>-Np waren abhdngig von der verwendeten
Konzentration (Abb. 2). Ab einer Konzentration von 200 mg I traten negative Wirkungen auf die
Pflanzenentwicklung auf. Die Ergebnisse weisen jedoch auch darauf hin, dass der in der
TiO2-Np-Suspension enthaltende Stabilisator (CTAB) die Pflanzenentwicklung sehr stark hemmte
(Abb. 4), was ebenfalls die Ursache der gezeigten Effekte durch eine TiO.-Np-Behandlung gewesen
sein konnte. Daruber hinaus trat ein gehemmtes Wachstum durch eine Behandlung mit TiO.-Bulk auf,
jedoch nur bei der mittleren Konzentration (200 mg I'%). Dies kénnte darauf hinweisen, dass der Stoff
TiO; selbst eine toxische Wirkung erzeugen kann, unabhéngig davon, in welcher Form er vorliegt (Np
oder Bulk). Effekte durch unterschiedliche pH-Werte kénnen ausgeschlossen werden, da ein Puffer
verwendet wurde. Ein mdéglicher Einfluss geldster Ti-lonen ist auf Grund der geringen Loslichkeit von
TiO, (Finnegan et al. 2007; Schmidt und Vogelsberger 2009) unwahrscheinlich. Bisherige
veroffentlichte Ergebnisse zur Wirkung von TiO.-Np sind sehr widerspriichlich. Einflusse, die sich
negativ auf die Keimung (Ruffini Castiglione et al. 2011; Clement et al. 2013; Andersen et al. 2016),
auf das Biomassewachstum (Clement et al. 2013) und das Wurzelwachstum (Ghosh et al. 2010; Ruffini
Castiglione et al. 2011; Clement et al. 2013) auswirkten, wie in den hier dargestellten Ergebnissen,
wurden bereits zuvor beschrieben. In den meisten Fallen wurde eine konzentrationsabhangige negative
Wirkung beschrieben. Es wurden ebenfalls bereits negative Effekte durch eine TiO,-Bulk-Behandlung
auf die Biomasse (Clement et al. 2013), das Sprosswachstum (Feizi et al. 2012), die Keimung und das
Wourzelwachstum (Feizi et al. 2012; Clement et al. 2013) beschrieben. Feizi et al. (2012) konnten
teilweise negative und positive, in den meisten Fallen jedoch keine Wirkungen durch eine
TiO2-Np-Applikation auf das Wachstum von Weizen (T. aestivum) feststellen. Ein Zusammenhang
zwischen den Effekten und der verwendeten Konzentration war in dieser Studie nicht erkennbar (Feizi
et al. 2012). Foltete et al. (2011) und Klancnik et al. (2011) konnten keinerlei Auswirkungen einer
TiO2-Np-Applikation auf das Wurzelwachstum und die Frischmasse von Pflanzen beobachten. Dariiber
hinaus gibt es Hinweise darauf, dass TiO,-Np das Wurzelwachstum von Pflanzen férdern kénnen (Larue
et al. 2012). Diese Autoren berichten von einer Begiinstigung des Wurzelwachstums von Weizen bei
Konzentrationen von 50 oder 100 mg I und einer Np-GroRe von 14-36 nm. Als Ursache fir das
geforderte Wachstum wurde eine verbesserte Wasseraufnahme in das Wurzelgewebe vermutet.
Geringere Konzentrationen (10 mg I*) und groBere Np (140-655 nm) beeinflussten in der genannten

Studie die Keimung, das Wurzelwachstum und die Trockenmasse nicht.
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Obwohl die in den ZnO-Np-Suspensionen zusétzlich enthaltenen Hilfsstoffe (Triton X-100 und
Ethylenglykol) zur Stabilisierung der Np bei der gleichen Konzentration, die in einer 2000 mg I*
ZnO-Suspension enthalten sind, einen negativen Einfluss auf das Wurzelwachstum hatten (Abb. 4),
konnte bei der 2000 mg I* Behandlung mit ZnO-Np keine Beeintrachtigung des Wachstums beobachtet
werden (Abb. 3). Die Ergebnisse zeigen auch, dass bei geringeren Konzentrationen (20 und 200 mg I
ZnO-Np) das Wurzelwachstum groRtenteils gefordert wurde. Die Verwendung von ZnO-Bulk zeigte ab
einer Konzentration von 100 mg It und dartiber eine hemmende Wirkung auf die Keimung und das
Wurzelwachstum. Eine mdgliche Ursache fur die gezeigten Effekte konnte die Freisetzung von
Zn*-lonen aus den ZnO-Np oder auch aus ZnO-Bulk sein, welche eine fordernde oder hemmende
Wirkung auf das Wachstum haben kénnten. Eine weitere mdgliche Begrindung fir die Effekte kdnnte
darin liegen, dass die Kontrollpflanzen in deion. Wasser heranwuchsen und somit hdherem osmotischem
Stress ausgesetzt waren als die behandelten Pflanzen, bei denen der osmotische Stress durch freigesetzte
Zn**-lonen geringer war. Der pH-Wert der verschiedenen Konzentrationen lag zwischen 7,1 und 7,5. Es
ist jedoch unwahrscheinlich, dass solch geringe Unterschiede im pH-Wert eine Erklarung fir die
gezeigten Effekte sein konnten. In der Literatur gibt es ebenfalls Studien, in denen positive Wirkungen
von ZnO-Np auf das Wurzel und Sprosswachstum von Vigna radiata L. und Cicer arientinum L.
(Mahajan et al. 2011) sowie auf die Keimung und das Wurzelwachstum von G. max (Lopez-Moreno et
al. 2010) gezeigt wurden, bei gleichen oder geringeren Konzentrationen als in der vorliegenden Arbeit.
In beiden Studien konnte jedoch eine Beeintrachtigung des Wachstums bei allen Pflanzenspezies ab
einer Konzentration von 2000 mg I festgestellt werden, was gegensatzlich zu den Ergebnissen dieser
Arbeit ist. Beide Studien untersuchten die Wirkung von ZnO-Bulk-Behandlungen nicht. Studien, die
Wirkungen von ZnO-Bulk untersuchten, zeigten ein gehemmtes Wachstum (Dimkpa et al. 2012;
Stampoulis et al. 2009), was den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit entspricht. Die Ergebnisse von
Garcia-Gomez et al. (2015) ergaben ein gehemmtes Sprosswachstum bei Vicia sativa L. bei einer
ZnO-Konzentration 1000 mg kg* Boden. Die meisten anderen Studien zeigten in Abhangigkeit von der
Dosis negative Effekte von ZnO-Np auf Biomasseentwicklung (Lin und Xing 2008; Stampoulis et al.
2009), Keimung (Lin und Xing 2007) und Wurzelwachstum (Lin und Xing 2007; Dimkpa et al. 2012;
Shaymurat et al. 2012; Yang et al. 2015). Einige Studien untersuchten den Einfluss der von den
ZnO-Np freigesetzten Zn?*-lonen und kamen zu dem Schluss, dass das gehemmte Wachstum der
Pflanzen nicht auf die Zn?*-lonen zurtickzufiihren ist (Lin und Xing 2007, 2008; Shaymurat et al. 2012).

Zusammenfassend kann man basierend auf den vorliegenden Ergebnissen schlielen, dass Np in
Abhangigkeit von der Dosis sowohl negative als auch positive Wirkungen auf das Wachstum von
Z. mays haben kdnnen. Die entsprechenden Bulk-Stoffe hatten im Vergleich dazu &hnliche (TiOy),
gegensatzliche (ZnO) oder keine (Ag) Wirkung. Diese Tatsachen unterstreichen die Bedeutung einer
gesonderten Beurteilung der Wirkung von Np im Vergleich zu den Bulk-Stoffen auf hohere

Organismen. AuBerdem geht aus den Ergebnissen hervor, dass die Wirkung zusétzlich durch die
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beigefiigten Stabilisatoren in den Suspensionen beeinflusst werden kann. Andere Studien zeigten
bereits, dass die An- bzw. Abwesenheit von Stabilisatoren die Toxizitat von Np beeinflussen kdnnen
(Barrena et al. 2009; Stampoulis 2009; Cvjetko 2017), jedoch wurde dieser Aspekt in manchen Studien
auch vernachléssigt (z.B. Yin et al. 2011; Yin et al 2012).

3.2 Untersuchungen der Wirkung von Ag-Np auf das Wachstum von Z. mays in einer
N&ahrldsung

3.2.1 Einleitung

Fur eine nahere Beurteilung der zugrundeliegenden Ursachen der zuvor festgestellten Effekte wurden
in den folgenden Experimenten nur noch Ag-Np verwendet, da hier: (i) im Vergleich zu Ag-Bulk eine
klare negative Wirkung und eine Dosis-Wirkungsbeziehung erkennbar war, (ii) die Ag-Np nicht
erkennbar grofRere Agglomerate bildeten und (iii) durch die zusatzlich enthaltenen Hilfsstoffe in der
Ag-Np-Suspension keine toxische Wirkungen hervorgerufen wurden. Die verwendeten ZnO- und
TiO>-Np eigneten sich fir diese Art der Versuche weniger, da die enthaltenen Hilfsstoffe
(Trition X-100 und Ethylen Glykol (ZnO) und CTAB (TiO,)) bereits negative Wirkungen verursachten
und potentielle Effekte dadurch Uberlagert werden kénnen. Zunédchst wurde untersucht, wie sich die
Wirkungen der Ag-Np bei Z. mays in einem spéteren Entwicklungsstadium, d.h. nach der Keimung, in
einer Nahrlésung duBerten. Zusatzlich wurde gepruft, ob eine Tropfen-Applikation von Ag-Np auf die
Blattoberflache ebenfalls eine Beeintrachtigung verursacht.

3.2.2 Material & Methoden

Das Experiment wurde im Klimaschrank durchgefiihrt. Die Pflanzen wurden, wie bereits in Abschnitt
2.5 beschrieben, zunéchst auf Papier fiir drei Tage angezogen und im Anschluss in die Nahrldsung
uberfiihrt. Nach insgesamt 5 Tagen Wachstum wurde in der N&hrldsung eine Ag-Np-Konzentration von
2 und 10 mg I eingestellt. Zusatzlich wurde die Wirkung einer Blattapplikation von Ag-Np untersucht.
Dazu wurden elf Tropfen mit je einem Volumen von 10 pl und einer Konzentration von 20 mg I auf
die Blattoberflache des altesten Blattes aufgetragen. Auf die Behandlung mit Ag-Bulk wurde in diesem
Versuchsansatz verzichtet, da in den Keimfahigkeitsuntersuchungen zuvor keine Effekte festzustellen
waren. Als Kontrolle dienten Pflanzen, die keine Zugabe von Ag-Np in die Nahrlésung erhielten. Je
beschriebener Variante wurden vier Pflanzen behandelt. 2 Tage nach der Applikation der Ag-Np wurde
die Gesamtwurzellange gemessen und weitere 5 Tage spater wurden die Trockenmasse der Pflanzen
bestimmt (vgl. Abschnitt 2.9).

3.2.3 Ergebnisse

Bereits nach 24 Stunden konnte bei beiden verwendeten Ag-Np-Konzentrationen ein starkes Einrollen

der Blatter (Abb. 5, B und C), eine Akkumulation grauer Aggregate an der Wurzeloberflache
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(Abb. 5, D und E) sowie eine Beeintrachtigung des Wachstums festgestellt werden. Die Blattapplikation
der Ag-Np verursachte keinerlei Aufféalligkeiten im Vergleich zu den Kontrollpflanzen.
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Abbildung 5: Z. mays 24 Stunden nach Einstellung verschiedener Ag-Np-Konzentrationen in den Néahrldsungen. Die
Konzentrationen betrugen 2 mg I* (B) oder 10 mg It (C). Im Vergleich dazu zeigt (A) eine Kontrollpflanze, die keine Ag-Np

erhielt. (D) und (E) zeigen Aufnahmen der Nahrldsung mit den darin enthaltenen Wurzeln 24 Stunden nach Zugabe der Ag-
Np (10 mg I%).
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Die Analyse der Wurzelldnge und der Trockenmasse 2 Tage nach der Zugabe der Ag-Np zur Nahrlésung
zeigte eine starke Reduktion des Wachstums bei beiden Konzentrationen (2 und 10 mg I'Y). Die Pflanzen,
die eine Blattapplikation der Ag-Np (20 mg I*) erhielten, wiesen kein gehemmtes Wachstum auf
(Abb. 6).
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Abbildung 6: Einfluss von Ag-Np auf das Wurzelwachstum (A) von Z. mays nach 48 Stunden und auf die Trockenmasse (B)
nach 5 Tagen. Ag-NP wurden entweder zur Nahrlésung gegeben (2 und 10 mg I1) oder auf Blatter appliziert (20 mg I). Die
Werte entsprechen den Mittelwerten (+Standardfehler), n = 4. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle sind mit einem
*-Symbol gekennzeichnet (p<0,05).

3.2.4 Diskussion

Wie bereits zuvor in den Untersuchungen zur Keimfahigkeit und der Entfaltung der Wurzel und des
Sprosses zeigte sich auch im weiteren Verlauf der Jungpflanzenentwicklung in einer Hydrokultur eine
starke Beeintrachtigung des Wachstums (Z. mays) durch eine Ag-Np-Exposition der Wurzeln (Abb. 6
A und B). Zusatzlich wurde dabei ein sehr starkes Einrollen der Blatter beobachtet, was darauf schlieRen
lasst, dass trotz des Wachstums in einer Nahrldsung die Wasserversorgung gestort war. Diese Tatsache
kdnnte ein Hinweis auf einen mdglichen Einfluss freigesetzter Ag*-lonen sein, welche als Aquaporine-
Hemmer bekannt sind (Niemietz und Tyerman 2002). In der genannten Studie wurde gezeigt, dass die
Permeabilitat von Wasser durch die Plasmamembran der Wurzeln nach Zugabe von AgNO; gehemmt
war. Eine weitere mdgliche Ursache fir die beobachteten Phdnomene kénnte die Beeintrachtigung der
Wasser- und Néhrstoffaufnahme durch die Akkumulation der grauen Aggregate an der
Wourzeloberflache sein (Abb. 5, D und E). Die Akkumulation von Ag-Np an der Wurzeloberflache von
Arabidopsis thaliana L. (Wang et al. 2013) und Lolium multiflorum Lam. (Yin et al. 2011) wurde bereits
beschrieben, jedoch nicht unmittelbar in den Zusammenhang mit den gezeigten negativen Effekten
gebracht. Die im Experiment durchgefiihrte Blattapplikation der Ag-Np verursachte keinen Einfluss auf
das Wachstum der Pflanzen (Abb. 6 A und B). Larue et al. (2014) untersuchten die Toxizitat bei Lacuta
sativa L. nach einer Blattapplikation von Ag-Np bei deutlich geringeren Konzentrationen

(10-100 pg I als in der vorliegenden Arbeit und stellten dabei keine negativen Auswirkungen auf die
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Biomassebildung fest. Zusammenfassend kann man daraus schlielen, dass auch in einem spateren
Entwicklungsstadium das Wachstum durch eine Zugabe von Ag-Np in die Né&hrlésung deutlich
beeintrachtigt war. Basierend auf diesen Beobachtungen ist eine Beeintrachtigung des Wachstums durch
freigesetzte Ag*-lonen zu vermuten. Jedoch besteht auch die Mdglichkeit, dass die Ag-Np selbst an der
Wirkung beteiligt sind.

3.3 Untersuchungen der Wirkung verschiedener Ag*-lonen-Konzentrationen (AgNOs) auf das
Wachstum und die Assimilations- und Transpirationsrate von Z. mays

3.3.1 Einleitung

Um den Einfluss freier Ag*-lonen auf das Pflanzenwachstum zu bestétigen, wurden zwei Experimente
durchgefuhrt, in denen eine konzentrationsabhéngige Wirkung freier Ag*-lonen (AgNOs3) untersucht
wurde. Auf Grund des Verdachtes, dass die Anwesenheit von Ag*-lonen den Wasserhaushalt der
Pflanzen stort, wurde im ersten Versuch neben der Trockenmasse zusatzlich der Gaswechsel der
Pflanzen gemessen. In einem zweiten Experiment wurde der Einfluss verschiedener Konzentrationen

von Ag*-lonen auf die Gesamtwurzelldnge beurteilt.

3.3.2 Material & Methoden

Beim ersten Versuch im Gewdachshaus wurden die Pflanzen (Z. mays) 10 Tage in Sand angezogen und
im Anschluss in eine Hydrokultur mit vollstandiger Nahrlosung Gberfiihrt. Je Behandlung gab es zwei
Né&hrlosungsgefalle mit je vier Pflanzen. Nach insgesamt 38 Tagen wurden in den N&hrldsungen
verschiedene Konzentrationen (1, 10, 100, 1000 pg IY) von Ag*-lonen (appliziert als AgNOs) eingestellt.
Der Gaswechsel der Pflanzen wurde 2, 3 und 6 Tagen nach der Zugabe von AgNQO3; gemessen. Neun
Tage nach der Behandlung wurden die Pflanzen geerntet und die Trockenmassen bestimmt. Der zweite
Versuch fand in einer Klimakammer statt, wobei die Pflanzen zuvor auf Filterpapier angezogen wurden
(vgl. Abschnitt 2.5). Dabei wurde der Einfluss der gleichen Ag*-lonen-Konzentrationen wie zuvor 5

Tage nach Zugabe zur Nahrlosung auf die Wurzelldnge untersucht

3.3.3 Ergebnisse

Die Transpirations- und Assimilationsrate sowie die Trockenmasse der Pflanzen im ersten Versuch
wurde nur bei der hochsten Ag*-Konzentration von 1000 pg I negativ beeintrachtigt (Abb. 7 A-C).
Eine Silberkonzentration von 100 pg I hatte eine positive Wirkung auf die Assimilationsleistung 3
Tage nach der Applikation der Ag*-lonen. Die lbrigen Ag*-Konzentration verursachten keine Effekte
auf die Trockenmasse und den Gaswechsel der Pflanzen (Abb. 7, A-C). Im zweiten Experiment wurde
bei den Ag*-lonen-Konzentrationen 100 und 1000 mg I tiber den gesamten Zeitverlauf eine geringere
Wurzellédnge festgestellt (Abb. 7, D).

24



15 5 Ag (gl 25 o AgT (Mg ™)
mKontrolle mKontrolle *
o(1) o@)
o(10) o(10)
B(100) 20 1 m(100
=(1000) (100)
= _ =(1000)
2 e
£ 1 € ]
3 =
2 o
£ 5
S S 10 -
g 3
3 €
g€ 05 £
E g 51
<
* n *
N *
0 4
2 Tage 3 Tage 6 Tage
*
0 -+
A 2 Tage 3 Tage 6 Tage B -5-
9 1 Ag* (Mg I') 1800 4 A9" (g1
mKontrolle —— Kontrolle
8 - o(1) 1600 - (1) o
o(10) 10
. ] =(100) 1400 10
=(1000) —=e— (100) T
g —%— (1000)
5 6 S 1200 ﬁ
@ =4 ’
2 5 S 1000
£ [}
5 .
g | 2 800 {
2 ;
[ %] 4
3l . 8 600
400 A
2
200 *
1
0 T T )
0+ -5 45 95 145
c Spross Waurzel D Stunden nach Applikation

Abbildung 7: Experiment 1 (A-C): Einfluss verschiedener Ag*-lonen-Konzentrationen (0-1000 ug 1) auf die Transpirations-
und Assimilationsrate (2-6 Tage nach Applikation ) sowie die Trockenmasse (9 Tage nach der Applikation) von Z. mays.
Experiment (D): Einfluss verschiedener Ag*-lonen Konzentrationen (0-1000 pg 1) auf die Gesamtwurzellange von Z. mays.
Die Werte entsprechen den Mittelwerten (+Standardfehler) der jeweiligen Behandlung (acht Pflanzen (Experiment 1) bzw. vier

Pflanzen (Experiment 2)). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle werden durch ein *-Symbol gekennzeichnet (p < 0.05).

3.3.4 Diskussion

Die Ergebnisse bestdtigen eine deutliche Beeintrachtigung der Biomassebildung sowie der
Transpirations- und Assimilationsrate ab einer Ag*-lonen-Konzentration von 1000 pg I in der
Néahrlésung. Der negative Wert bei der Assimilationsrate 2 Tage nach der Applikation hangt vermutlich
damit zusammen, dass die Pflanzen keine Photosynthese betreiben und eine Nettoabgabe von CO- durch
Atmung stattfindet. Die geringer gewéhlten Konzentrationen beeinflussten die Transpirationsrate nicht
(Abb. 7, A-C). Das Wurzelwachstum reagierte sensitiver als die Trockenmasse auf die Ag*-lonen, denn
hier war bereits eine deutliche Beeintrachtigung bei einer Konzentration von 100 ug I zu erkennen
(Abb. 7, D). Daraus kann geschlossen werden, dass die Toxizitdtsschwelle je nach gemessenem
Parameter zwischen einer Ag*-Konzentration von 100 und 1000 pg I* liegt. Die Beeintrachtigungen

konnten dadurch erklart werden, dass Ag*-lonen in Konkurrenz mit anderen positiv geladenen Teilchen
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stehen und deren Platze in Zellwanden, -membranen und DNA-Molektlen einnehmen, wodurch durch
Fehlfunktionen verursacht werden konnten (Spadaro und Becker 1976). AuRerdem sind Ag*-lonen
bekannt dafiir, dass sie die Ethylen-Aktivitét in Pflanzen hemmen (Beyer 1979; Zhao et al. 2002; Strader
et al. 2009), was ebenfalls eine Ursache fiir die gezeigten Beeintrachtigungen sein kann. Im Hinblick
auf die Assimilationsrate konnte bei einer mittleren Konzentration von 100 ug I* sogar eine positive
Wirkung erzielt werden. Stimulierende Wirkungen auf das Wachstum von Pflanzen bei geringen
Ag*-lonen-Konzentrationen wurden zuvor bereits beschrieben (Strader et al. 2009; Wang et al. 2013).
Wang et al. (2013) vermuten, dass die Ursache der positiven Wirkungen auf den Effekt der Hormesis
zurlickzufiihren sein kdnnte. Dabei fordern geringfuigige Mengen toxischer Stoffe die Abwehrsysteme
von Organismen, was letzten Endes zu einer gesteigerten Leistung flihrt (Stebbing 1982; Calabrese und
Baldwin 2002; Calabrese und Mattson 2017). Die im Experiment zuvor diskutierte Vermutung, dass
freie Ag*-lonen an den gezeigten Effekten nach einer Ag-Np-Behandlung, einen groen Anteil haben,

wird durch diese Ergebnisse unterstiitzt

3.4 Differenzierung zwischen ionischen (Ag*) und ,,Ag-Np-Effekten“ auf das Wachstum und
die Assimilations- und Transpirationsrate von Z. mays und B. napus unter

Bericksichtigung der Expositionsdauer.

3.4.1 Einleitung

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden die Ursachen der festgestellten Effekte aus den
vorangegangenen Versuchen, welche durch die Anwesenheit von Ag-Np hervorgerufen wurden, néher
untersucht. Da zuvor vermutet wurde, dass ein Grofteil der beschriebenen Effekte durch aus den Np
freigesetzte Ag*-lonen verursacht wurden, wurde zwischen der Wirkung der zu Beginn in der
Ag-Np-Suspension vorhandenen Menge freier Ag*-lonen (,ionische Effekte”) und der mdglichen
Wirkung der Ag-Np selbst (Np-Effekte) differenziert. Dazu wurden Behandlungsvarianten ergénzt,
welche dieselbe effektive Menge freier Ag*-lonen (AgNOs;) enthielten wie die Ag-Np-Variante.
Zusatzlich wurden Ag-Behandlungen beigefiigt, die Chlorid (CaCl.,) enthielten (,,Ag-Np+CaCl,* und
,AgNO3+CaCly*), um die freien Ag*-lonen aus der Suspension (Ag-Np) bzw. Lésung (AgNOs) als
AgCl auszufallen. Bei Untersuchungen zur Toxizitdt von Ag-Np auf Bakterien (Escherichia coli) in
Abhéngigkeit von der Menge freier Ag*-lonen und der zugebenen Menge Chlorid (NaCl) wurde diese
Vorgehensweise bereits angewendet (Levard et al. 2013). Oukarroum et al. (2013) zeigten ebenfalls,
das die Toxizitét freier Ag*-lonen auf Lemna gibba L. durch die Zugabe von Chlorid (CaCl,) aufgehoben
werden konnte. Bei Beurteilung der toxischen Wirkung von Ag-Np bei hoheren Pflanzen wurde diese

Methodik bisher in keiner mir bekannten veroffentlichten Studie angewendet.
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3.4.2 Material & Methoden

3.4.2.1 Vorversuch zur Untersuchungen der freigesetzten Menge Ag*-lonen der Ag-Np in

Wasser und Stabilitat der Ag-Np in einer Nahrlésung

Um zwischen ionischen und Np-Effekten unterscheiden zu kdnnen, wurde zunéchst die Menge freier
Ag*-lonen, die zusatzlich zu den Ag-Np in der Suspension enthalten sind, bestimmt (vgl. Abschnitt 2.3).
Damit wahrend des Versuches eine Exposition der Pflanzen zu den Ag-Np gewahrleistet war, wurde
auch die Stabilitat der Ag-Np in einer Nahrlésung, jedoch ohne darin wachsenden Pflanzen untersucht
(vgl. Abschnitt 2.2).

3.4.2.2 Ergebnisse des Vorversuches zur Beurteilung der freigesetzten Menge Ag*-lonen der Ag-Np in

Wasser und Stabilitat der Ag-Np in einer Nahrlésung

Die Menge an gelosten freien Ag*-lonen steht im linearen Zusammenhang mit der Menge der
enthaltenen Ag-Np in der Dispersion. Im Mittel lagen 6-7 % der Menge der Ag-Np, entsprechend der
Steigung der linearen Funktion, in geloster Form als Ag*-lonen vor (Abb. 8, A). Die Hohe des
Absorptionsmaximums steht wie bereits beschrieben (vgl. Abschnitt 2.2) im Zusammenhang mit der
Ag-Np-Konzentration. Die Hohe des Peaks nahm im Verlauf eines Tages bei allen untersuchten
Konzentrationen (2 bis 10 mg IY) leicht ab, wenn die Ag-Np in einer Nahrlosung (zuséatzlich enthalten
sind 1 mM CaCly) dispergiert waren. Dies weist auf eine geringfligige Abnahme der
Ag-Np-Konzentration hin. Uber einen Zeitraum von 24 Stunden kam es bei keiner der verschiedenen
Konzentrationen es zu einer Verschiebung der Absorptionsmaxima auf horizontaler Ebene, was ein

Hinweis darauf ist, dass die GréRe der Ag-Np sich nicht veranderte (Abb. 8, B).
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Abbildung 8: Menge an geldsten Ag*-lonen in Abhéngigkeit von der Ag-Np-Konzentration (A). Absorptionsspektrum einer
vollstandigen Nahrlosung (enthélt zusétzlich 1 mM CaClz) nach der Einstellung verschiedener Ag-Np-Konzentrationen (0, 2,
6, 10 mg I'Y) ohne Pflanzen ber einen Zeitraum von 24 Stunden. Alle 20 nm ist ein Datenpunkt dargestellt (B). Die Werte

entsprechen den Mittelwerten (+Standardfehler) dreifacher Wiederholungen.
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3.4.2.3 Differenzierung zwischen ionischen (Ag*) und ,,Ag-Np-Effekten* - Pflanzenversuche

Es wurden zwei unterschiedliche Pflanzenspezies (Z. mays und B. napus) fir diese Untersuchung
verwendet. Die Pflanzen wuchsen in einer Wasserkultur (vgl. Abschnitt 2.5) und die Applikation der
Np fand, im Vergleich zu vorherigen Versuchen, zu einem spateren Entwicklungsstadium (Mais: nach
2 und 5 Wochen; Raps: nach 3,5 Wochen) der Pflanzen statt. Eine Konzentration von 6,0 mg It Ag-Np
wurde fiir beide Pflanzenarten verwendet. Als Referenz wurde die gleiche effektive Menge an freien
Ag*-lonen (7 %=0,42 mg I, vgl. Abschnitt 3.4.2.2), in Form von AgNOQs, appliziert. Mit Hilfe einer
Ag*-lonen-selektiven Elektrode (Thermo Fisher Scientific, Orion 9616 BNWP, Eindhoven,
Niederlande) wurde verifiziert, dass die Konzentrationen freier Ag*-lonen bei den miteinander zu
vergleichenden Behandlungen gleich waren. Um zwischen ionischen und ,,Np-Effekten‘ unterscheiden
zu konnen, wurden zwei weitere Ag-Behandlungen hinzugefugt, bei denen die freien Ag™-lonen mit
CaCl, (1 mM) als AgCl ausgeféllt wurden (,,Ag-Np+CaCl,*“ und ,,AgNOs+CaCl,*) und somit nicht mehr
flr die Pflanzen verfugbar waren. Jedoch verblieb entsprechend des Léslichkeitsproduktes auch nach
Zugabe von CaCl; rechnerisch eine Restkonzentration von 8,6 pg It Ag*-lonen in den Losungen. Den
vorangegangenen Versuchen zufolge (vgl. Abschnitt 3.3) hat eine solch niedrige Konzentration jedoch
hdchstwahrscheinlich keinen Einfluss auf das Wachstum und die Gaswechselleistung der Pflanzen. Als
Kontrolle wuchsen die Pflanzen in einer vollstdndigen Nahrlosung, jeweils mit oder ohne CaCl,. Auf
die Behandlung mit Ag-Bulk wurde auch in diesem Versuchsansatz verzichtet, da in den
Keimféhigkeitsuntersuchungen zuvor keine Effekte festzustellen waren. Die Np-Konzentration wurde
in den Nahrlésungen, die Ag-Np enthielten, zum Teil wahrend des Experimentes untersucht. Um die
Prozesse an der Wurzeloberflache genauer beurteilen zu kdnnen, wurden, in einem unabhangigen
Experiment im Klimaschrank mit den gleichen Behandlungen Detailaufnahmen (Leica, Leica MZ 125;
Wetzlar, Deutschland) der Wurzeln bei Z. mays (10 Tage) und bei B. napus (14 Tage) 24 Stunden nach
der Ag-Np Applikation mit einem Binokular gemacht.

3.4.2.3.1 Differenzierung zwischen ionischen (Ag*) und ,,Ag-Np-Effekten* bei Z. mays

Das erste Experiment fand im Gewadchshaus statt und es gab je Behandlung vier Behalter mit jeweils
zwei Pflanzen (n=8). Bis zum drei-Blattstadium wuchsen die Pflanzen (Z. mays) in Sand, bevor sie in
eine vollstandige Nahrldsung (5,2 Liter je Behélter) gesetzt wurden (vgl. Abschnitt 2.5). Insgesamt funf
Wochen nach der Keimung wurden die verschiedenen Konzentrationen der Behandlungen
(,,Kontrolle+CaCl; ,,Ag-Np*; ,,Ag-Np+CaCl,"; ,,AgNOs*; ,,AgNOs+CaCly*) in der Nahrlosung
eingestellt. 24 Stunden nach der Behandlung wurden Gaswechselmessungen (vgl. Abschnitt 2.8)
durchgefuhrt. Nach einer Exposition der Pflanzen von insgesamt 72 Stunden wurden diese geerntet und
die Trockenmasse (Wurzel und Spross) sowie die Ag*-Konzentration im Spross bestimmt (vgl.
Abschnitt 2.7 und 2.9). Wahrend des Versuchs wurden die Konzentration und die Verénderung der

GroRe der Ag-Np gemessen (nach 2, 24, 48 Stunden), um festzustellen wie lange Np in der N&hrlésung
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vorhanden waren (vgl. Abschnitt 2.2). In einem zweiten, anschlieRenden Experiment wurde zusétzlich
noch der Einfluss einer langeren Expositionsdauer (8 Tage) beriicksichtigt. In diesem Fall fand der
Versuch im Klimaschrank (vgl. Abschnitt 2.5) statt und die Pflanzen waren zum Behandlungszeitpunkt
erst 2 Wochen alt. Wegen der limitierten Stellflache im Klimaschrank wurde auf die Kontrollvariante,
die kein CaCl, enthielt, verzichtet. Die Ubrigen Behandlungen wurden beibehalten wie zuvor
beschrieben. Je Behandlungsvariante gab es flinf Pflanzen. Auf Grund der geringeren Blattfliche der
Pflanzen war die Messung der Transpirations- und Assimilationsrate nicht mdglich. Als
Analyseparameter dienten daher nur die Trockenmasse, Wurzelldnge (vgl. Abschnitt 2.9) sowie die
Silberkonzentration des Sprosses und der Wurzel (vgl. Abschnitt 2.7). Auf Grund auffélliger
Verféarbungen der oberirdischen Pflanzenteile wurden zusétzlich Nahrstoffgehaltsanalysen (Eisen und
Phosphor) des Sprosses und der Wurzel durchgefihrt (vgl. Abschnitt 2.7). Hier muss darauf
hingewiesen werden, dass die Wurzeln vor dem Trocknen und der Analyse des Ag-, P-, und Fe-Gehaltes
nicht abgewaschen wurden, sodass die gemessenen Konzentrationen durch mdgliches auferlich

anhaftendes Material beeinflusst sein konnten.

3.4.2.3.2 Differenzierung zwischen ionischen (Ag*) und ,,Ag-Np-Effekten* bei B. napus

Der dritte Versuch fand im Gewachshaus statt. Die Pflanzen (B. npaus) wurden ebenfalls in Sand
angezogen, jedoch schon nach 4 Tagen in die Hydrokultur (5,2 Liter je Behalter) mit vollstandiger
Néhrlésung uberfuhrt (vgl. Abschnitt 2.5). Die Zugabe der verschiedenen Behandlungssubstanzen (wie
bereits im Versuch mit Z. mays erwahnt) fand bereits nach insgesamt 3,5 Wochen Wachstum statt. Die
Gaswechselmessungen wurden mehrmals und an verschiedenen Zeitpunkten (3, 26, 96 Stunden) nach
der Applikation durchgefiihrt (vgl. Abschnitt 2.8). Sieben Tage nach der Applikation wurden die
Pflanzen geerntet und die Trockenmasse bestimmt (vgl. Abschnitt 2.9). Durch die entsprechend
gewdhlten Analysezeitpunkte konnte somit der Einfluss nach kiirzerer und langerer Expositionsdauer
beurteilt werden. Darliber hinaus wurde ebenfalls die Ag-Konzentration im Spross untersucht. Auch
hier wurden wahrend des Versuches die Konzentration und die Veranderung der GroRe der Partikel
gemessen (nach 22, 48 und 96 Stunden), um festzustellen wie lange Ag-Np in der Nahrlgsung vorhanden
waren (vgl. Abschnitt 2.2).

3.4.3 Ergebnisse

3.4.3.1 Differenzierung zwischen ionischen (Ag*) und ,,Ag-Np-Effekten* bei Z. mays - kurze
Expositionsdauer (3 Tage)

Die Zugabe von Ag-Np und AgNOs reduzierte die Transpirations- und Assimilationsleistung 24 Stunden
nach der Applikation deutlich (Abb. 9, A und B). Wie bereits zuvor beschrieben, war bei beiden
Varianten ein starkes Einrollen der Blatter zu beobachten. Bei den Varianten, die zusatzlich CacCl,

enthielten, war keine Beeintréchtigung der Transpirations- und Assimilationsrate festzustellen und auch
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kein Einrollen der Blatter zu erkennen. Die Behandlung, welche lediglich CaCl, enthielt, wies ebenfalls
keine negative Beeinflussung des Gaswechsels der Pflanzen auf. Die festgestellten Trockenmassen 72
Stunden nach Beginn der Behandlung, wiesen auf eine deutliche negative Beeinflussung der
Biomassebildung durch eine Applikation von Ag-Np und AgNOs, hin (Abb. 9, C). Durch die Zugabe
von CaCl, konnten die Effekte bei der Spross- und Gesamttrockenmasse nur etwas abgeschwécht
werden. Diese Effekte waren jedoch nicht signifikant verschieden zu den Varianten ,,Ag-Np*“ und
,AgGNOs“. Die Kontrollvarianten (ohne Ag) mit oder ohne CaCl, unterschieden sich nicht in der
Trockenmasse. Wie in Abb. 9 (D) zu erkennen ist, nahm die Hohe des Absorptionspeaks und damit die
Konzentration der Ag-Np kurz nach der Applikation der Ag-Np mit und ohne Zugabe von CaCl; ab.
Entsprechend der linearen Funktion (2.2) nahm die Ag-Np-Konzentration in den ersten beiden Stunden
um 23% (,,Ag-Np“) und 34% (,,Ag-Np+CaCl,") ab. Bereits nach 24 Stunden sind bei beiden
Ag-Np-Behandlungen nur noch 10-12% der urspriinglichen eingestellten Ag-Np-Menge nachweisbar.
Aulerdem wurde eine starke Akkumulation grauer Aggregate an der Wurzeloberflache (Abb. 10 C und
D) sowie auf dem Boden und an den Wanden der Nahrlésungsgefalie beobachtet. Nach 48 Stunden
waren nur noch 4% der urspriinglichen eingestellten Ag-Np-Konzentration messbar. Die Position des
Peaks (411 nm) verschob sich horizontal (iber den gesamten Zeitraum nicht, was anzeigt, dass sich die
GrolRe der noch vorhandenen Ag-Np, zum Zeitpunkt der Messung, nicht veranderte.
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Abbildung 9: Transpirations-, Assimilationsrate (A+B) und Trockenmasse (C) von Z. mays 24 Stunden (Transpirations- und
Assimilationsrate) und 72 Stunden (Trockenmasse) nach Zugabe von Ag-Np (6 mg I'*) und AgNOs (0,42 mg It Ag*-lonen )
mit oder ohne CaCl2 (1 mM) in die Nahrlésung. Die Werte entsprechen den Mittelwerten (+Standardfehler) der jeweiligen
Behandlung (je acht Pflanzen). Signifikante Unterschiede zueinander werden durch verschiedene Buchstaben gekennzeichnet
(Duncan Test, a < 0.05). D: Mittelwerte des Absorptionsspektrums der Nahrlgsungen (n=4), welche Ag-Np enthielten, tber
einen Zeitraum von 48 Stunden.

Sowohl die Ag-Konzentrationen als auch die aufgenommenen Gesamtmenge (Abb. 10, A und B) im
Spross wiesen nach einer Zugabe von ,,Ag-Np“ deutlich héhere Werte auf als bei den Ubrigen
Behandlungen, welche sich nicht in diesen beiden Parametern unterschieden. Es scheint als wirden in
beiden Fallen (,Ag-Np“ und ,,Ag-Np+CaCl;") die Aggregate vor allem an den Feinwurzeln
akkumulieren. Bei ,,Ag-Np*“ (Abb. 10, C) erweckt es jedoch den Eindruck, dass die Feinwurzeln nicht
mehr intakt sind und der Besatz mit Aggregaten nicht so dicht ist wie,,Ag-Np+CaCl." (Abb. 10, D).
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Abbildung 10: Ag-Konzentrationen (A) und -Entzuge (B) des Sprosses von Z. mays (Entwicklungsstadium: 5 Wochen) 72
Stunden nach der Zugabe von Ag-Np (6.0 mg I'*) und AgNOs (0,42 mg I'* Ag*-lonen ) mit oder ohne CaClz (1 mM) in die
Nahrlésung. Die Werte entsprechen den Mittelwerten (+Standardfehler) der jeweiligen Behandlung (n = 8). Signifikante
Unterschiede zueinander werden durch verschiedene Buchstaben gekennzeichnet (Duncan Test, o < 0.05). C und D: Vergleich
der Wurzeln 10 Tage alter Pflanzen (Z. mays) 24 Stunden nach der Applikation von ,,Ag-Np*“(C) und ,,Ag-Np+CaCl."(D).

3.4.3.2 Differenzierung zwischen ionischen (Ag*) und ,,Ag-Np-Effekten* bei Z. mays - lange
Expositionsdauer (8 Tage)

Die Wurzellange und die getrocknete Biomasse der Pflanzen (Abb. 11, A und B) 8 Tage nach einer
Behandlung mit ,,Ag-Np*“ und ,,AgNOs* waren in gleicher Weise beeintréchtigt wie auch schon im
vorangegangen Experiment gezeigt wurde. Im Vergleich dazu fiihrte die Zugabe von CaCl; in beiden
Féllen zu einem verbesserten Wachstum der Wurzellange und Biomasse, jedoch war das Wachstum
weiterhin schlechter als bei der Kontrolle. Zusitzlich ist zu sehen, dass die Variante ,,AgNO3+CaCl,*
ein  hoheres Wurzelwachstum hatte als die Behandlung mit,,Ag-Np+CaCl,“. Bei den
Trockenmasseparametern ist kein Unterschied zwischen den Behandlungen ,,Ag-Np+CaCly* und

»AgGNOs+CaCly* zu erkennen.

32



2000 mKontrolle+CaCl, 14 - mKontrolle+CaCl,
mAg-Np BAg-Np
1800 A d mAg-Np+CaCl, 12 mAg-Np+CaCl, c
1600 - BAgNO; DAgNO,
mAgNO;+CaCl, BAgNO;+CaCl,
1400 1.0 1
T G
5 1200 | 2
[ @ 0,8
=4 ©
& 1000 E
& £ o6
5 800 A 3
= =
600 0.4
400 A
0,2 4
200
0 - \ 0,0 4
A Waurzel B Spross Wurzel Gesamt

Abbildung 11: Wurzellangen (A) und Trockenmassen (B) von Z. mays (Entwicklungsstadium: 3 Wochen), 8 Tage nach der
Zugabe von Ag-Np (6.0 mg I'Y) und AgNOs (0.42 mg I-* Ag*-lonen ) mit oder ohne CaClz (1 mM) in die Nahrlésung. Die Werte
entsprechen den Mittelwerten (+Standardfehler) der jeweiligen Behandlung (je funf Pflanzen). Signifikante Unterschiede
zueinander werden durch verschiedene Buchstaben gekennzeichnet (Duncan Test, a < 0.05).

Die Zugabe von CaCl, zur Nahrlgsung reduzierte in beiden Varianten (,,Ag-Np* und ,,AgNOs*) die
Ag- Konzentrationen im Spross (Abb. 12, A). Die gesamte in den Spross aufgenommene Ag-Menge
(Abb. 12, B) war bei der Variante ,,Ag-Np+CaCl," geringer als bei den anderen Varianten. Die Ag-
Konzentrationen in der Wurzel waren bei den Varianten, welche CaCl; enthielten, deutlich geringer als
bei den anderen Varianten. In den Wurzeln der Pflanzen, die mit ,,Ag-Np* behandelt wurden, konnten
deutlich héhere Ag-Konzentrationen gemessen werden als bei den Pflanzen, deren N&hrldsung nur
»AgNOs“ enthielt (Abb. 12, C). Bei der gesamten, in die Wurzel, aufgenommenen Ag-Menge (Abb. 12,
D) zeigten sich &hnliche Unterschiede. Anders war jedoch, dass die Pflanzen der Behandlung ,,AgNO;*
sich nicht von den Werten der Behandlungen, die jeweils CaCl; enthielten, unterschieden haben.
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Abbildung 12: Ag-Konzentrationen und Entziige des Sprosses (A+B) und der Wurzel (C+D) von Z. mays
(Entwicklungsstadium: 3 Wochen) 8 Tage nach der Zugabe von Ag-Np (6.0 mg I') und AgNOs (0,42 mg I'* Ag*-lonen ) mit
oder ohne CaCl2 (1 mM) in die Nahrlésung. Die Werte entsprechen den Mittelwerten (+ Standardfehler) der jeweiligen
Behandlung (je funf Pflanzen). Signifikante Unterschiede zueinander werden durch verschiedene Buchstaben gekennzeichnet
(Duncan Test, a < 0.05).

Wie in Abb. 13 (A) zu erkennen ist, war der Aufwuchs bei der Variante ,,Ag-Np* und ,,AgNOs* stark
beeintréchtigt. Auffallend war zusétzlich, dass die Behandlungen ,,AgNp+CaCly* sowie
,AgNO;+CaCly Aufhellungen im Blattgewebe zeigten. Bei der Variante ,, Ag-Np+CaCl,” war

zusétzlich eine leichte violette Farbung der Blattunterseite zu erkennen (Abb. 13, A-C).
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Abbildung 13: A: Vergleich der oberirdischen Pflanzenteile von Z .mays 8 Tage nach Zugabe verschiedener Préparate (in der
Reihenfolge von links beginnend): ,,Kontrolle+CaCl>, ,,Ag-Np*, ,,Ag-Np+CaCl>*, ,,AgNOs“und ,,AgNO3+CaCl>“ in die
Nahrlésung. In den Abbildungen B (Blattunterseite) und C (Blattoberseite) ist jeweils ein Blatt folgender Behandlungen
dargestellt (in der Reihenfolge von links beginnend): ,,Ag-Np+CaCl.*, ,,AgNOs+CaCl.*, ,,Kontrolle+CaClz*.

Die P-Konzentrationen im Spross der Pflanzen der Behandlungen , Ag-Np+CaCl;’, ,, AgNOs*,
»AGNO3+CaCly* unterschieden sich nicht von denen der Pflanzen der ,Kontrolle® (Abb. 14, A).
Lediglich die Behandlung mit ,,Ag-Np* fuhrte zu einer htheren Konzentration im Spross der Pflanzen
im Vergleich zur Kontrolle. AuBerdem wies die Variante ,,AgNO3z+CaCl,* eine hhere P-Konzentration
auf als die Variante ,,AgNOs*“. Der gesamte P-Entzug des Sprosses (Abb. 14, B) war bei der Kontrolle
am hochsten und bei den Ubrigen Varianten deutlich geringer. Dabei wiesen die Pflanzen der
Behandlungen mit ,,Ag-Np* und ,,AgNOs* die geringsten P-Mengen im Spross auf. Durch die Zugabe
von CaCl; stieg die P-Aufnahme in beiden Féllen an, bei der Variante ,,Ag-Np+CaCl," jedoch geringer
als bei der Behandlung ,,AgNOs+CaCl,“. Bei der P-Konzentration in der Wurzel (Abb. 14, C) wies die
Behandlung ,,Ag-Np+CaCl.*“ geringere Werte auf als ,,AgNOs+CaCl,*, ,,AgNOs* und die Kontrolle,
unterschied sich jedoch nicht von ,,Ag-Np*. Die P-Konzentrationen bei ,,Ag-Np*, ,,AgNOs+CaCl,* und
,AgNOs“waren nicht unterschiedlich zueinander, jedoch deutlich geringer als bei Kontrolle+CaCl.. Die
absolute durch die Wurzeln entzogene P-Menge (Abb. 14, D) war bei ,,Ag-Np“ und ,,AgNOs“ am
geringsten, die Werte waren jedoch nicht verschieden von ,,Ag-Np+CaCl,". Der P-Entzug bei ,,AgNOz*
und ,,Ag-Np+CaCl," unterschied sich nicht, war jedoch deutlich geringer als bei der Kontrolle.
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Abbildung 14: P-Konzentrationen und -Entziige des Sprosses (A und B) und der Wurzel (C und D) von Z. mays
(Entwicklungsstadium: 3 Wochen) 8 Tage nach der Zugabe von Ag-Np (6.0 mg I') und AgNOs (0,42 mg I'* Ag*-lonen ) mit
oder ohne CaClz (ImM) in der Né&hrlésung. Die Werte entsprechen den Mittelwerten (+ Standardfehler) der jeweiligen
Behandlung (n= 5). Signifikante Unterschiede zueinander werden durch verschiedene Buchstaben gekennzeichnet (Duncan
Test, 0. < 0.05).

Die Fe-Konzentration im Spross (Abb. 15, A) war nach einer Behandlung mit ,,Ag-Np+CaCl," deutlich
hoher als bei den Pflanzen der Kontrolle. Die Ubrigen Varianten unterschieden sich nicht zu der
Kontrolle. Die Pflanzen der Behandlungen mit ,,Ag-Np* und ,,AgNOs*“ nahmen die geringsten Mengen
Fe in den Spross auf (Abb. 15, B). Durch die Zugabe von CaCl; stieg die gesamte Aufnahmemenge an
Eisen, bei ,,AgNO3z+CaCl,* jedoch starker als bei ,,Ag-Np+CalCl,*“. Die Variante ,,AgNOs+CaCl,*
unterschied sich dadurch nicht von der Kontrolle. Die beiden Varianten, die kein CaCl, erhielten, wiesen
deutlich hdhere Eisenkonzentrationen in der Wurzel (Abb. 15, C) auf als die tbrigen Varianten, welche
sich nicht voneinander unterschieden. Die gesamten in die Wurzel aufgenommenen Fe-Mengen

unterschieden sich bei den verschiedenen Behandlungen nicht (Abb. 15, D).
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Abbildung 15: Fe-Konzentrationen und -Entziige des Sprosses (A und B) und der Wurzel (C und D) von Z. mays
(Entwicklungsstadium: 3 Wochen) 8 Tage nach der Zugabe von Ag-Np (6.0 mg I') und AgNOs (0,42 mg I'* Ag*-lonen ) mit
oder ohne CaCl2 (1 mM) in die Nahrlésung. Die Werte entsprechen den Mittelwerten (+ Standardfehler) der jeweiligen
Behandlung (n = 5). Signifikante Unterschiede zueinander werden durch verschiedene Buchstaben gekennzeichnet (Duncan
Test, 0. < 0.05).

3.4.3.3 Differenzierung zwischen ionischen (Ag*) und ,,Ag-Np-Effekten bei B. napus

Die Zugabe von ,,Ag-Np“ und ,,AgNO3“ reduzierte die Transpirations- und Assimilationsleistung
(Abb. 16, A+B) bereits drei Stunden nach der Applikation deutlich. Wie bereits zuvor bei Z. mays
beobachtet, trat auch bei B. napus nach einer Behandlung mit ,,Ag-Np*“ oder ,,AgNOs*“ ein welker
Zustand bei den Pflanzen auf. Bei den tbrigen Behandlungen waren zu diesem Zeitpunkt (3 Stunden
nach der Applikation) weder eine geringere Transpirations- und Assimilationsrate als bei der Kontrolle
festzustellen, noch wurden anderweitige Beeintréchtigungen beobachtet. Nach 24 Stunden fiihrte die
Behandlung ,,Ag-Np+CaCly* jedoch ebenfalls zu einer reduzierten Transpirations- und
Assimilationsleistung der Pflanzen. Die Behandlung ,,AgNOs+CaCl,“ unterschied sich nach wie vor
nicht von der Kontrolle. Nach 96 Stunden wurden die gleichen Unterschiede bei der Transpirations-
und Assimilationsrate wie bereits nach 24 Stunden beobachtet. Die Trockenmassen (Abb. 16, C) bei
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,»Ag-Np*“, ,,Ag-Np+CaCl," und ,,AgNOs*“ 7 Tage nach Beginn der Behandlung zeigten ebenfalls
deutlich geringere Werte im Vergleich zu den Kontrollpflanzen. Die Pflanzen der Behandlung
,»AgGNOs+CaCl,* zeigten keinen Unterschied bei der Trockenmasse im Vergleich zur Kontrolle. Wie
in Abb. 16 (D) zu erkennen ist, nahm die Hohe des Absorptionspeaks und damit die
Ag-Np-Konzentration in der Nahrlésung im Verlauf des Versuches mit und ohne Zugabe von CaCl,
ab. Entsprechend der o.g. linearen Funktion (vgl. Abschnitt 2.2) hatte die Ag-Np-Konzentration nach
22 Stunden bereits um 22% (,,Ag-Np*) und 35% (,,Ag-Np+CaCl.") der urspriinglichen Konzentration
abgenommen. Nach 48 Stunden waren bei beiden Ag-Np-Behandlungen noch 21-23% der
urspriinglichen eingestellten Ag-Np Menge nachweisbar. AuRerdem wurde eine starke Akkumulation
grauer Aggregate an der Wurzeloberflache sowie auf dem Boden und an den Wénden des
NéhrlosungsgefaRes beobachtet. Nach 96 Stunden waren noch 9-12% der zu Beginn eingestellten
Ag-Np-Konzentration messbar. Die Position des Peaks (411 nm) verschob sich auf horizontaler Ebene
liber den gesamten Zeitraum nicht. Dies zeigt an, dass sich die GroRe der noch vorhandenen Ag-Np

zum Zeitpunkt der Messung nicht verénderte.
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Abbildung 16: Transpirations-, Assimilationsrate (A+B) und Trockenmasse (C) von B. napus 3-96 Stunden (Transpirations-
und Assimilationsrate) und 7 Tage (Trockenmasse) nach Zugabe von Ag-Np (6.0 mg I'*) und AgNOs (0.42 mg I* Ag*-lonen)
mit oder ohne CaClz (1 mM) in die Nahrlésung. Die Werte entsprechen den Mittelwerten (+ Standardfehler) der jeweiligen
Behandlung (je 8 Pflanzen). Signifikante Unterschiede zueinander werden durch verschiedene Buchstaben gekennzeichnet
(Duncan Test, a < 0.05). D: Mittelwerte des Absorptionsspektrums der Nahrlgsungen (n=4), welche Ag-Np enthielten, tber
einen Zeitraum von 48 Stunden.

Die beiden Behandlungen, die kein CaCl, enthielten (,,Ag-Np* und ,,AgNQO3*), wiesen im Vergleich zu
den anderen Behandlungen deutliche Schéaden in der Blattstruktur auf (Abb. 17, A-E). Besonders
auffallig war, dass die Wurzeln der Pflanzen bei ,,Ag-Np+CaCl," eine starkere dunkle Verfarbung als
die Wurzeln der Behandlung ,,Ag-Np“ aufwiesen (Abb. 17, F und G). In einem unabhéangigen
Experiment, in dem die Ag-Np zu einem deutlich friiheren Entwicklungsstadium appliziert wurden, war
das Erscheinungsbild der adsorbierten Aggregate an die Wurzeloberflache bei den Behandlungen
,Ag-Np“ (Abb. 17, H) und ,,Ag-Np+CaCl." (Abb. 17, ) dhnlich. Es scheint als wiirden sich in beiden

Fallen die Aggregate vor allem an den Feinwurzeln akkumulieren.
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Abbildung 17: Vergleich einzelner Blatter (B. napus) 7 Tage nach Zugabe der verschiedenen Préparate: Kontrolle+CaClz (A),
,,Ag-Np“(B), ,,Ag-Np+CaClz" (C), ,,AgNOs*(D), ,,AgNOsz+CaCl>* (E) in die Nahrlésung. F und G:Vergleich der Wurzeln
einzelner Pflanzen (B. napus) 7 Tage nach Zugabe der verschiedenen Praparate ,,Ag-Np“(F) und ,,Ag-Np+CaCl." (G) in die

Né&hrldsung. H und I: Vergleich der Wurzeln 14 Tage alter Pflanzen (B. napus) 24 Stunden nach der Zugabe von ,,Ag-Np*“(H)
und ,,Ag-Np+CaCl2" (I).

Die Ag-Konzentrationen (Abb. 18, A) sowie die insgesamt aufgenommenen Mengen Ag im Spross
(Abb. 18, B) wiesen nach einer Zugabe von Ag-Np und AgNOs deutlich héhere Werte auf als die beiden
anderen Varianten, bei denen zusétzlich CaCl; in der Nahrlésung enthalten war.
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Die Werte entsprechen den Mittelwerten (+ Standardabweichung) der jeweiligen Behandlung (je acht Pflanzen).

3.4.4 Diskussion

3.4.4.1 Vorversuch zur Beurteilung der freigesetzten Menge Ag*-lonen der Ag-Np in Wasser

und Stabilitat der Ag-Np in einer Nahrldésung

Die leicht reduzierte Hohe der Peaks (Abb. 8, B) nach 24 Stunden, die bei den Konzentrationen 2 bis 10
mg I"t beobachtet wurde, weist auf eine leichte Abnahme der Ag-Np-Konzentration hin, was vermutlich
auf eine geringfiigige Agglomeration und anschlieBende Sedimentation der Ag-Np zurlickzufuhren ist.
Fur keine der verschiedenen Konzentrationen wurde eine Verschiebung des Peaks auf horizontaler
Ebene beobachtet, was ein Hinweis darauf ist, dass keine Verdnderung der Grof3e der Ag-Np stattfand.
Demnach kann man annehmen, dass zumindest in den ersten 24 Stunden durch die Anwesenheit der
Pflanzennahrstoffe und CaCl, die GroRenverteilung und die Stabilitdt der Ag-Np nicht oder nur
geringfugig beeinflusst wird. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde fur die weiteren Experimente
mit Ag-Np eine Behandlungskonzentration von 6 mg It gewahlt. Die Ergebnisse belegen, dass in der
Suspension ca. 6-7 % der Gesamtmenge Silber in geldster Form als freie Ag*-lonen vorlagen (Abb. 8,
A). Diese Tatsache unterstiitzt die Vermutung, dass freigesetzte Ag*-lonen entscheidend zu den
festgestellten negative Effekten der Ag-Np beitragen kénnen, was im Folgenden néher diskutiert wurde.

3.4.4.2 Stabilitat der Ag-Np wahrend des Experimentes mit Pflanzen (Z. mays und B. napus)

Trotz des zuvor gezeigten relativ stabilen Verhaltens der Ag-Np tber einen Zeitraum von 24 Stunden in
einer N&hrlosung (inklusive 1 mM CaCl.), die keine Pflanzen enthielt (Abb. 8, B), nahm die mittlere
Ag-Np-Konzentrationen in der Nahrlosung wéhrend des Versuchs mit Pflanzen (Z. mays und B. napus)
bei ,,Ag-Np*“ und ,,Ag-Np+CaCl," relativ schnell ab (Abb. 9 und 16, D). Auffallig war, dass sich die
Ag-Np-Konzentration bei B. napus deutlich langsamer reduzierte als bei Z. mays. Dabei sank bei beiden
Pflanzenarten die Konzentration bei ,,Ag-Np+CaCl," etwas schneller als bei ,,Ag-Np*“. Die Abnahme
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derAg-Np-Konzentration l&sst darauf schlieRen, dass die Ag-Np sich entweder aufldsten oder durch
Agglomeration groRere Aggregate entstanden, welche maéglicherweise sedimentieren und nicht mehr
durch das Absorptionsspektrum erfasst werden kénnen. Die Beobachtung verstarkter Akkumulation
grauer Aggregate an der Wurzeloberflache (Abb. 10, C+D) sowie an den Behélterwénden und am Boden
bestatigt eher letztere Vermutung.

3.4.4.3 Differenzierung zwischen ionischen (Ag*) und ,,Ag-Np-Effekten* bei Z. mays

Der Versuchsaufbau wurde so gewahlt, dass Effekte aufgezeigt werden, die tber den Einfluss der von
Beginn in der Ag-Np-Suspension enthaltenen Menge freier Ag*-lonen (6-7% der applizierten Ag-Np-
Konzentration, Abb. 8; A) hinausgehen. Die gezeigten Beeintréchtigungen der Transpirations- und
Assimilationsrate (Abb. 9, A und B) wurde nach kurzer Expositionsdauer (72 Stunden) bei Z. mays
eindeutig durch die Anwesenheit der Ag*-lonen hervorgerufen, da durch das Ausfallen der Ag*-lonen
in beiden Varianten (,,Ag-Np+CaCl,", ,,AgNOs+CaCl,*) die negativen Einfliisse nicht auftraten. Die
Trockenmasse bei Z. mays (Abb. 9, C) zeigte 72 Stunden nach der Applikation der Ag-Préparate durch
das Ausfallen der Ag*-lonen mit CaCl; (,,Ag-Np+CaCl;", ,,AgNOz+CaCl,*) etwas hohere Werte als
ohne, jedoch keine signifikante Aufhebung der negativen Einfliisse. Im Vergleich dazu erkennt man
nach einer Expositionsdauer von 8 Tagen (Z. mays) eine deutlich héhere Trockenmasse (Abb. 11, B)
durch das Ausfallen der freien Ag*-lonen bei beiden Behandlungen (,,Ag-Np+CaCl;" und
»AgNOs+CaCl,“) im Vergleich zu ,,Ag-Np*“ bzw. ,,AgNOs*. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass
vor allem ,,ionische Effekte* durch eine ,,Ag-Np*“-Behandlung zum Tragen kamen. Jedoch lief3en sich
durch die Zugabe von CaCl, die negativen Effekte bei der Trockenmasse bei beiden Varianten
(,,Ag-Np+CaCl," und ,,AgNO3+CaCl,*) nicht vollstandig aufheben, sodass die Werte geringer waren als
bei den Kontrollpflanzen (,,Kontrolle+CaCl,*). Eine wahrscheinliche Ursache dafiir konnte sein, dass
zu Beginn der Applikation noch nicht alle freien Ag*-lonen als AgCI ausgefallt waren und daher zu
Beginn eine hohere freie Ag*-lonen-Konzentration vorherrschte als die Restmenge (8,6 pg I%), die tiber
das Loslichkeitsprodukt berechnet wurde. Ein negativer Einfluss durch die Restmenge der Ag*-lonen
(8,6 ug I'Y) ist auBerst unwahrscheinlich, da vorangegangene Versuche (vgl. Abschnitt 3.3) mit Z. mays
einen Einfluss auf die Wurzellange erst ab einer Ag*-lonenkonzentration (AgNOs) von 100 pg I* und
auf die Transpirations-, Assimilationsrate sowie Trockenmasse erst ab 1000 pg I gezeigt haben. Auch
eine negative Wirkung von AgClI, welches sich nach der Zugabe von CaCl, gebildet hat, kann nicht
ausgeschlossen werden, wird jedoch als unwahrscheinlich eingeschétzt. Nach langerer Expositionsdauer
(8 Tage) trat jedoch bei Z. mays zusétzlich eine starkere Hemmung des Wurzelwachstums (Abb. 11, A)
durch die Behandlung mit ,,Ag-Np+CaCl," auf als durch ,,AgNOs+CaCl;“. Dies gibt einen Hinweis auf
eine zuséatzliche Beeintrachtigung durch die Ag-Np (,,Np-Effekt®), die tiber Effekte durch die zu Beginn
vorhandenen Ag*-lonen (,,ionische Effekte*) hinausgingen. Eine wahrscheinliche Ursache fiir diesen
zusétzlichen Np-Effekt konnte die beobachtete Akkumulation grauer Aggregate an der
Waurzeloberflache sein (Abb 10, C+D).
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Im Experiment mit langerer Expositionsdauer von 8 Tagen (Z. mays) waren auBerdem bei
,,Ag-Np+CaCl;” und ,,AgNOs+CaCl,* deutliche Aufhellungen des Sprosses und der Blatter zu
beobachten (Abb. 13, A-C). Die Pflanzen der Behandlung ,,Ag-Np+CaCl,* wiesen zusétzlich noch eine
leichte violette Farbung auf, vor allem an der Blattunterseite. Als Ursache wurde eine Unterversorgung
mit den Nahrstoffen Fe (Aufhellung) und P (violette Verfarbung) vermutet, weshalb die
Stoffkonzentrationen dieser beiden Elemente P und Fe im Spross und in der Wurzel aller Pflanzen
bestimmt wurden. Wang et al. (2013) zeigten bereits eine Anreicherung von Anthocyanen, welche fur
die violette Verfarbung verantwortlich sind, in A. thaliana nach einer Ag-Np oder Ag*-lonen Exposition.
Der vermutete P-Mangel bei ,,Ag-Np+CaCl," konnte durch die Ergebnisse des P-Gehaltes im Spross
(Abb. 14, A) nicht bestdtigt werden, da sich die P-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle
(,,Kontrolle+CaCl,*) nicht unterschied. Lediglich die Variante ,,Ag-Np* wies einen erhdhten Wert bei
der P-Konzentration gegeniber der Kontrolle auf. Die anderen Behandlungen zeigten ebenfalls keinen
Unterschied zur Kontrolle (,,Kontrolle+CaCl,*). Bei der Beurteilung der gemessenen Konzentrationen
in der Wurzel (Abb. 14, C) lieRen sich Hinweise auf eine mdgliche P-Unterversorgung der Behandlung
,»Ag-Np+CaCl,* finden, da die P-Konzentration hier geringer war als bei den Pflanzen der Kontrolle
(,,Kontrolle+CaCl;*), bei ,,AgNOs* und bei ,,AgNO3s+CaCl,*, welche keine violette Verfarbung zeigten.
Eine gehemmte P-Aufnahme durch ,,Ag-Np+CaCl," konnte also méglich sein. Jedoch waren die
P-Konzentrationen in der Wurzel bei den Behandlungen ,,Ag-Np*“, ,,AgNOs* und ,, AgNO3z+CaCl,*
ebenfalls geringer als bei ,,Kontrolle+CaCl,*“. Man konnte vermuten, dass auch bei den Behandlungen
,»Ag-Np+CaCl;" und ,,AgNOs;+CaCl,* zu Beginn, durch eine Verzégerung des Ausfallens, hohere
Konzentrationen freier Ag*-lonen vorhanden waren. In diesem Fall ware auch ein Einfluss durch freie
Ag*-lonen moglich, die z.B. P vermehrt als AgsPO. aus der Nahrlosung ausféllen. Basierend auf den
Ergebnissen der P-Analyse lassen sich jedoch keine eindeutigen Hinweise ableiten, welche die violette
Verfarbung der Pflanzen bei ,,Ag-Np+CaCl," erklaren wiirden. Auch die Bestimmung der
Eisenkonzentrationen im Spross (Abb. 15, A) gab keinen Hinweis darauf, dass die Aufhellungen der
Pflanzen bei ,,Ag-Np+CaCl;" und ,,AgNOs;+CaCl,* mit einer mangelnden Eisenversorgung
zusammenhingen. Entgegen der Vermutung fiihrte die Behandlung ,,Ag-Np+CaCl," sogar zu einer
deutlich hoheren Eisenkonzentration im Spross im Vergleich zur Kontrolle (,,Kontrolle+CaCl.*). Bei
der Fe-Konzentration in der Wurzel (Abb. 15, C) waren auch keine Unterschiede der Behandlungen
,»Ag-Np+CaCl;" und ,,AgNOs+CaCl,* zu ,,Kontrolle+CaCly*“ festzustellen. Auffillig war, dass die
beiden Behandlungen ,,Ag-Np*“ und ,,AgNOs* sogar zu sehr viel htheren Eisenkonzentrationen in der
Wurzel fiihrten. Da die Wurzeln vor der Analyse beider Elemente (P und Fe) nicht abgewaschen wurden,
ist es mdglich, dass bei den gemessenen Elementkonzentrationen der Wurzeln durch &ufRerlich
anhaftendes Material beeintrachtigt waren, sodass es sich nicht ausschlieflich um die aufgenommene
Menge des Elementes handelte. Insgesamt liel? sich kein direkter Zusammenhang zwischen den
beobachteten Aufhellungen bei ,,Ag-Np+CaCl;" und ,,AgNOs;+CaCl,* und der Eisenkonzentration

erkennen. Eine Erklarung fur die Verfarbungen l&sst sich dementsprechend aus den vorhandenen
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Ergebnissen nicht ableiten. Literaturstellen, die einen Zusammenhang zwischen der P- und

Fe-Konzentration in Pflanzen und der Exposition zu Ag-Np untersuchten, sind mir nicht bekannt.

3.4.4.4 Differenzierung zwischen ionischen (Ag*) und ,,Ag-Np-Effekten* bei B. napus

Die Analyse der Transpirations- und Assimilationsrate (Abb. 16, A und B) bei B. napus zeigte 3 Stunden
nach der Applikation ebenfalls eine deutliche Beeintrachtigung bei ,,Ag-Np“ und ,,AgNOs“ im
Vergleich zu den Behandlungen, bei denen die Ag*-lonen ausgefallt wurden (,,Ag-Np+CaCl;" und
»AgGNOs+CaCl,*). Dies ist ebenfalls ein deutlicher Hinweis auf ,,ionische Effekte” zu Beginn. Die in
Abb. 17 (A-E) gezeigten Schaden der Bléatter belegen den Einfluss freier Ag*-lonen deutlich, da die
Schéden bei ,,Ag-Np+CaCl,* und ,,AgNOs+CaCl,* nicht auftraten. Jedoch war bei B. napus bereits nach
24 Std bei der Transpirations- und der Assimilationsrate ein zusétzlicher ,,Np-Effekt” zu erkennen: Trotz
des Ausféllens der freien Ag*-lonen verursachte die Behandlung ,,Ag-Np+CaCl,* einen negativen
Einfluss auf die Transpiration und Assimilation 24 Stunden nach der Applikation, wahrend dies bei
,AgGNO3+CaCly nicht der Fall war. Gleiches war bei der Trockenmasse (Abb. 16, C) 7 Tage nach
Beginn der Behandlung zu sehen. Eine Verfarbung der Pflanzen war in diesem Experiment nicht zu

erkennen.

3.45 Zusammenfassende Diskussion - mdgliche Ursachen der Effekte und Beurteilung der
Silberaufnahme und -verlagerung in den Spross bei B. napus und Z. mays

Die zusatzliche Beeintréachtigung durch Ag-Np (,,Np-Effekt*) wurde zuvor bereits beschrieben (Navarro
etal. 2008; Yin et al. 2011; Stampoulis et al. 2009; Dimkpa et al. 2013). Navarro et al. (2008) schlossen
aus ihren Ergebnissen, dass die reduzierte Photosynthese von Algen (Chlamydomonas reinhardtii) zum
GroRteil durch den Anteil freier Ag*-lonen induziert wird. Dennoch wird erwahnt, dass die Behandlung
Ag-Np bei gleicher Konzentration an freien Ag*-lonen im Vergleich zu AgNOs; zu stérkeren negativen
Effekten flhrte. Es wurde vermutet, dass durch die Interaktion der Algen mit den Ag-Np zusatzliche
Ag*-lonen freigesetzt wurden, welche fur die starkeren Effekte verantwortlich waren. In einer weiteren
Studie (Stampoulis et al. 2009) wurde festgestellt, dass eine Behandlung mit dem Uberstand einer Ag-
Np-Suspension (1000 mg 1Y) nach Zentrifugation den Biomassezuwachs von Cucurbita pepo L.
signifikant weniger beeintrachtigte als die Behandlung mit Ag-Np (1000 mg I'%), worauf hin auf eine
zusétzliche Wirkung der Ag-Np geschlossen wurde. Die Mdglichkeit, dass eine zusétzliche Wirkung
der Ag-Np durch eine zusatzliche Ag*-lonenfreisetzung aus den Ag-Np hervorgerufen werden kénnte,
wurde dabei jedoch auBer Acht gelassen. Yin et al. (2011) zeigten, dass eine Behandlung mit
Ag-Np (40 mg I') das Wachstum von L. multiflorum hemmte, wahrend der Uberstand der
Ag-Suspension nach Zentrifugation (1,2 mg I* freie Ag*-lonen) zu keiner Beeintrachtigung des
Wachstums fiihrte. Zusatzlich konnten die negativen Effekte einer Ag-Np-Behandlung durch die
Zugabe eines Ag*-lonenbinders (Cystein) nicht gemindert werden. Es wurde vermutet, dass die toxische

Wirkung durch die Ag-Np selbst oder durch zusatzlich freigesetzte Ag*-lonen hervorgerufen wurden.
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Dimkpa et al. (2013) zeigten eine gestortes Wachstum von T. aestivum in Sand nach Zugabe von
Ag-Np in Abhéngigkeit von der applizierten Konzentration. Bei der aquivalente Menge freier Ag*-lonen
in der Sandmatrix hatte AgNO3z im Vergleich zu den Ag-Np keine negativen Folgen fur das Wachstum,
was auf einen zusétzlichen Effekt durch die Ag-Np schlieRen lasst. Demnach sind als Ursache fiir einen
zusétzlichen ,,Np-Effekt* drei Szenarien mdglich, die bereits zum Teil in der Literatur erwidhnt werden:
Eine starkere Hemmung des Wachstums durch die (i) von den Ag-Np zusétzlich stetig freigesetzten
Ag*-lonen (Navarro et al. 2008 und Yin et al. 2011), (ii) Ag-Np selbst (Stampoulis et al. 2009 und Yin
et al. 2011) oder (iii) veranderten Ag-Np-Eigenschaften, verursacht durch die Zugabe von CaCl,. Bei
den Szenarien (ii) und (iii) konnte die zusatzliche Beeintrachtigung durch die nach einer Behandlung
mit ,,Ag-Np“ und ,,Ag-Np+CaCl,", beobachtete Akkumulation grauer Aggregate an der
Wourzeloberflache verursacht worden sein. Dies kénnte z.B. zu mechanischen Schdden oder einer
gehemmten Nahrstoff- und Wasseraufnahme gefiihrt haben. Die nach kurzer Expositionsdauer (3 Tage)
bei Z. mays deutlich hohere Ag-Konzentration im Spross (Abb. 10, A) bei der Behandlung ,,Ag-Np* im
Vergleich zu ,,AgNO;“ lasst die Vermutung einer stetigen Ag*-lonenfreisetzung oder aber die
Aufnahme ganzer Ag-Np zu. Jedoch sollte dann auch die Konzentration im Spross bei ,,Ag-Np+CaCl,"
hoher sein als bei ,,AgNOs;+CaCl,*, da man hier ebenfalls eine stetige Ag™-lonenfreisetzung erwarten
wirde, was aber nicht bestéatigt wurde. Mdglich ware, dass eine duRerliche Kontamination des Sprosses
mit Ag bei der Behandlung ,,Ag-Np“ zu den erh6hten Werten gefiihrt haben konnte. Die Experimente
mit Z. mays (Expositionsdauer: 8 Tage) und B. napus zeigten dahingegen nach Behandlungen mit
»AQ-Np“ und ,,AgNOs“, anders als bei Z. mays, nach kurzer Expositionsdauer (3 Tage) keine
Unterschiede bei der gemessenen Ag-Konzentration im Spross (Abb. 12, A und B bzw. Abb. 18, A und
B). Dies spricht eher dafiir, dass nur ein Teil der von Beginn an vorhandenen Menge freier Ag*-lonen
aufgenommen wurde, was somit die Vermutung einer stetigen Freisetzung oder einer Aufnahme ganzer
Ag-Np eher nicht zulasst. Auch die geringen Ag-Gehalte im Spross bei ,,Ag-Np+CaCl," im Versuch mit
B. napus und Z. mays (Expositionsdauer: 8 Tage) sprechen nicht flir eine Aufnahme von Partikeln oder
eine zusatzliche Freisetzung von Ag*-lonen, da diese sonst héher sein missten als bei ,,AgNO3s+CaCl,“.
Da die Wurzeln bei dem Versuch mit Z. mays (Expositionsdauer: 8 Tage) vor der Analyse nicht
abgewaschen wurden, sind die extrem hohen Werte der Ag-Konzentration der Wurzeln (Abb. 12, C) bei
der Behandlung ,,Ag-Np*“ vermutlich durch &uflerlich anhaftende Ag-Np und durch die beobachtete
Ansammlung grauer Aggregate an der Wurzeloberflache zu erklaren. Die Akkumulation grauer
Aggregate war auch bei der Behandlung ,,Ag-Np+CaCl,*“ zu beobachten, sodass man auch &hnliche
Konzentrationen bei der Wurzel erwartet hétte, was sich in den Ergebnissen jedoch nicht widerspiegelte.
Diese Tatsache spricht dafiir, dass es sich im Fall von ,,Ag-Np+CaCl." bei den an der Wurzeloberflache
akkumulierten Aggregaten nicht vorwiegend um Ag handelt. Jedoch sind diese Vermutungen sehr
spekulativ, da die Wurzeln nicht abgewaschen wurden und auch der Prozess des Trocknens in
Papiertiten zu einem ungleichmaRigen Abrieb des duBerlich anhaftenden Materials gefiihrt haben

konnte. Auf Grund der gemessene Ag-Konzentrationen im Spross bei allen Versuchen wird eine
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zusétzliche Freisetzung weiterer Ag*-lonen von den Ag-Np fiir beide Pflanzenspezies, und damit
Szenario (i), eher als unwahrscheinlich eingeschatzt, lasst sich jedoch durch die Ergebnisse nicht
eindeutig widerlegen. Auch eine Aufnahme und Verlagerung ganzer Ag-Np in den Spross wird
basierend auf den gemessenen Ag-Konzentrationen eher ausgeschlossen. Im Gegensatz zu diesem
Verdacht gibt es durchaus Studien, die eine Aufnahme und Verlagerung von Ag-Np oder von zusétzlich
freigesetzten Ag*-lonen von der Wurzel in den Spross vermuten (Ma et al. 2010; Geisler-Lee et al. 2013;
Dimkpa et al. 2013; Wang et al. 2013). Dimkpa et al. (2013) konnten partikulare Ag-Strukturen im
Blattgewebe nach Ag-Np- und AgNOs-Exposition feststellen. Ma et al. (2010) stellten dies nach Ag-Np
Applikation ebenfalls fest, gaben dabei jedoch den Hinweis, dass Pflanzen in der Lage sind, Metallionen
zu reduzieren, wodurch sich elementares Silber im Pflanzengewebe bilden kann (Harris und Bali 2008).
Dies wiirde bedeuten, dass detektierte partikulare Ag-Strukturen im Pflanzengewebe auch ionischem
Ursprungs sein kénnten. Yin et al. (2011) weisen ebenfalls darauf hin, dass sowohl eine Aufnahme von
Partikeln als auch die von Ag*-lonen mdglich sein kann. In einer weiteren Studie wird auch vermutet,
dass die Ag-Konzentration im Spross bei Populus deltoides Marsh. nach Ag-Np Wurzelexposition nicht
nur durch freigesetzte Ag*-lonen zu erklaren sind und schlieBen darauf, dass eine partikuléare Aufnahme
stattfand (Wang et al. 2013). Sollte eine Aufnahme von Ag-Np tber die Wurzel mdglich sein, so ist dies
sicherlich abhéngig von der gewéhlten Pflanzenart und der GroRe der Ag-Np, wodurch unterschiedliche
Beurteilungen zu Stande kommen konnen. Anhand der vorliegenden und in anderen Studien
verOffentlichten Ergebnisse lasst sich die Aufnahme ganzer Ag-Np jedoch nicht eindeutig bestéatigen
oder widerlegen. Basierend auf den Erkenntnissen der durchgefiihrten Experimente erscheint Szenario
(iii) am wahrscheinlichsten als Ursache fiir die gezeigten Np-Effekte. Unterstutzt wird die Vermutung
dadurch, dass bei der Behandlung ,,Ag-Np+CaCl,*, im Versuch mit B. napus, eine deutlich starkere
Ansammlung grauer Aggregate an der Wurzeloberflache zu erkennen war als bei ,,Ag-Np*“ (Abb. 17,
F+G). Die Bilder der Wurzel in Abb. (10, C und D) geben ebenfalls einen Hinweis darauf, dass die
Behandlung ,,Ag-Np+CaCl,*“ bei Z. mays zu einer starken Akkumulation grauer Aggregate an der
Wurzeloberflache flihrte. Dies wirde die Vermutung zulassen, dass die Zugabe von CaCl, zwar die
toxische Wirkung von freien Ag*-lonen unterbindet, gleichzeitig jedoch die Akkumulation der grauen
Aggregate fordert, was letzten Endes zu den vermeintlichen zusétzlichen Np-Effekten gefiihrt haben
konnte. Dieses Beispiel wiirde belegen, dass potentielle Wirkungen von Ag-Np durch die Anwesenheit
bestimmter Stoffe verandert oder unter Umstanden sogar verstarkt werden kénnen. Diesen Fall konnte
man als einen ,,CaCl,-Effekt” oder aber als ,,Np-Effekt beschreiben, der durch die Zugabe von CaCl;
gefordert wurde. Sollte die Zugabe von CaCl; eine Verédnderung der Ag-Np-Eigenschaften hervorrufen
oder z.B. die Aggregation der Ag-Np fordern, l&sst sich ein zusétzlicher Np-Effekt nicht eindeutig

belegen.
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3.5 Schlussfolgerung

Im Hinblick auf die zu beurteilende Wirkung von Nanomaterialien auf die Entwicklung von Pflanzen
kann man aus den Ergebnissen schlieRen, dass im Vergleich zu den jeweiligen Bulk-Stoffen die
Wirkungen verschieden (ZnO und Ag) oder &hnlich (TiO2) waren. Eine gesonderte Beurteilung der
Wirkung von Nanomaterialien und der zu Grunde liegenden Ursachen der Effekte auf Pflanzen ist
dementsprechend notwendig. Bei der ndheren Betrachtung der Wirkung der Ag-Np stellte sich heraus,
dass Effekte auf die Transpirations- und Assimilationsrate sowie das Wachstum von Pflanzen
vorwiegend durch die Anwesenheit freier Ag*-lonen hervorgerufen wurden. Jedoch wurde, nach Zugabe
eines Ag*-lonenbinders (Chlorid) in Abhangigkeit von der Expositionsdauer, bei Z. mays (nach 8 Tagen)
und B. napus (nach 24 Stunden) ein zusitzlicher Effekt (,,Ag-Np-Effekt“ oder CaCly-Effekt™)
festgestellt, wodurch die Eingangs formulierte Hypothese (2) bestétigt wurde. Es wurde zusatzlich
festgestellt, dass der Zeitpunkt der Ausprigung eines ,,Np-Effektes” von Expositionsdauer und der

Pflanzenart abhangig sind.

4  Untersuchungen des Verhaltens von Kupfer- und Eisennanopraparaten auf
Blattoberflachen

4.1 Untersuchungen des Einsatzes von metallischen Np zur Behebung von Nahrstoffmangeln

und zum protektiven Pflanzenschutz gegen echten Mehltau

4.1.1 Einleitung

Ein Vorteil einer Blattapplikation in Np-Form im Vergleich zu herkdmmlichen Praparaten (gelOste oder
partikuldre (um) Formen) kdnnte darin bestehen, dass bei gleicher Aufwandmengen eine effektivere
Dungewirkung durch z. B. besondere Nanoeigenschaften oder durch die Aufnahme ganzer Np erzielt
wird. Im Rahmen der Untersuchungen sollte zunachst festgestellt werden, ob sich Np-Préaparate (Kupfer
(Cu-Np), Eisen (Fe-Np)) als Dungemittel zur Blattapplikation eignen und im Vergleich zu gelésten und
anderen partikuldren Praparaten bei verschiedenen Konzentrationen eine Wirkung erzeugen. Dazu
wurden Mangelversuche angesetzt, in denen die verwendeten Nahrlésungen den jeweils zu
untersuchenden Stoff nicht enthielten. Mit Hilfe der Trockenmasse und teilweise der Bestimmung der
Chlorophyllgehalte (SPAD und Chlorophyllextraktion) wurde die Wirkung tberprift. Zusétzlich wurde
in einigen Féllen durch Abwaschen der Rickstdnde auf der Blattoberflache die Aufnahme in das
Blattinnere in Abhangigkeit von den verschiedenen Préparaten untersucht. AuBerdem wurde festgestellt,
ob potentiell aufgenommene Stoffe Uber das Blatt in die Wurzel verlagert werden kénnen. Als ein
weiteres maogliches Anwendungsgebiet von Nanomaterialien wurde eine mdgliche effektivere
Pflanzenschutzwirkung von Np, durch z.B. eine langer anhaltende protektive oder systemische

Wirkung, im Vergleich zu einem anderen partikularen und gel6sten Kupferpraparat untersucht. Dazu
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wurden Pflanzen mit den entsprechenden Préparaten behandelt und mit echtem Mehltau inokulierte.

Anschlieffend wurde der Befall bonitiert und somit die Wirksamkeit bestimmt.
4.1.2 Material & Methoden

4.1.2.1 Untersuchungen der Dingewirkung von ,,Cu-Np“ und ,,Fe-Np* im Vergleich zu geldsten
Praparaten (,,CuClL* bzw. ,,Fe-EDTA*) als Blattapplikation bei C. sativus, A. sativa bzw.

B. napus

In Kupfer- und Eisenmangelversuchen wurde zunéchst die Wirkung verschiedener Konzentrationen von
,,CU-Np*“ im Vergleich zu ,,CuCl;* (20-80 mg IY) und ,,Fe-Np* im Vergleich zu ,,Fe-EDTA* (100-1000
mg 1Y) nach einer Blattapplikation untersucht. Fir die Experimente mit den Cu-Np wurden die
Pflanzenarten C. sativus und A. sativa verwendet, da diese bekannt dafiir sind, sensibel auf eine
mangelnde Kupferversorgung zu reagieren. Die Wirkung der Fe-Np wurde an B. napus untersucht, da
diese Pflanzenart deutliche Symptome bei einer Unterversorgung mit Eisen aufweist. Auf Grund der
schlechten Benetzbarkeit der Blatter von B. napus wurde den Fe-Priaparaten das Netzmittel ,,Break
Thru* (0,005%) zugefiigt. Die Pflanzen wurden auf Filterpapier angezogen und mit deion. Wasser feucht
gehalten, sodass von Beginn an der Eintrag von Kupfer bzw. Eisen so gering wie mdglich war. Nach 7
(C. sativus) oder 5 Tagen (A. sativa, B. napus) wurden die Pflanzen in eine Hydrokultur tberfuhrt.
Abgesehen vom Nahrelement Kupfer (CuCl,) bzw. Eisen (Fe-EDTA) wurden die Pflanzen vollstandig
mit Nahrstoffen versorgt (vgl. Abschnitt 2.5). Die Pflanzen der Positivkontrolle (,,Kontrolle*) erhielten
Kupfer (0,79 uM CuCly) bzw. Eisen (90,0 uM Fe-EDTA) von Beginn an tber die Nahrlésung. Bei den
tibrigen Pflanzen wurde bei den Kupfermangelversuchen vollstandig auf eine Versorgung mit Kupfer
liber die Nahrlésung verzichtet. Die Eisenmangelvarianten erhielten zunédchst 20% der Menge Eisen
einer vollstandigen Nahrlosung, damit die Mangelsymptome nicht zu friih auftraten. Nach einer Woche
erhielten sie kein Eisen mehr (iber die Nahrlésung. Die Wirkung der verschiedenen Konzentrationen der
Cu-Np (20 und 40 mg It Cu) bei C. sativus wurde in zwei separaten Versuchen getestet. In beiden
Versuchen mit C. sativus traten nach drei Wochen erste Cu-Mangelsymptome (Aufhellung der Blatter,
gehemmtes Wachstum) auf, woraufhin die Préparate als Spruhapplikation aufgetragen wurden. Jedes
Préparat wurde in zwei bis drei Gaben von insgesamt 50 ml auf drei Pflanzen gleichméafRig aufgespriiht.
Bei den Kupfermangelversuchen mit A. sativa wurde die Wirkung der beiden Konzentrationen (20 und
40 mg I') in einem Versuch getestet. Dabei wurden die Kupferpraparate, welche fiir eine bessere
Benetzung der Pflanzen Tween enthielten (0,002%), ebenfalls nach Auftreten der Mangelsymptome
aufgespriht. In einem zweiten Experiment mit A. sativa wurde die Wirkung der Cu-Np in
Konzentrationen von 40 und 80 mg I untersucht, jedoch wurden die Préaparate bereits aufgetragen,
bevor die Mangelsymptome deutlich wurden. Insgesamt wurden in beiden Versuchsansatzen mit
A. sativa 40 ml der Kupferpraparate in zwei bis drei Gaben auf funf Pflanzen verteilt. Im

Eisenmangelversuch mit B. napus wurden, nach Sichtbarwerden der Mangelsymptome (Aufhellung der
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Blatter), insgesamt 40 ml der Eisenpréparate in zwei Schritten auf funf Pflanzen gespruht. Nachdem die
Préparate auf der Pflanzenoberflache eingetrocknet waren, wurden die Pflanzen in fast jedem Versuch
zwei bis drei Mal mit deion. Wasser durch eine Sprihapplikation gleichméaRig befeuchtet. Im
Experiment mit A. sativa, in dem die Kupferprdparate vor dem Auftreten der Mangelsymptome
appliziert wurden (14 Tage nach der Keimung), wurden die Pflanzen nicht befeuchtet. Bei allen
Spriihaktivitdten wurden die Nahrlosungsbehéalter umfangreich mit Papiertlichern abgedeckt, sodass
abtropfende Flissigkeiten von der Pflanzenoberflache keinen Kontakt zur Nahrlésung haben konnten.
Als Negativkontrollen dienten Pflanzen, bei denen bis zum Schluss auf die Versorgung mit Kupfer
(,,-Cu“) bzw. Eisen (,,-Fe*) verzichtet wurde. In den Untersuchungen mit C. sativus wurde 14 Tage nach
der ersten Cu-Applikation die Trockenmasse bestimmt. Um eine mdgliche Verlagerung von Kupfer
innerhalb der Pflanze zu untersuchen, wurde teilweise der Kupfergehalt der Wurzeln gemessen. Da die
Wurzeln ineinander gewachsen waren, wurden fiir die Analyse der Kupferkonzentrationen in der
Wurzel, drei Teilproben der gemahlenen Gesamtwurzelmasse entnommen und auf ihren Kupfergehalt
untersucht (vgl. Abschnitt 2.7). Die Trockenmasse in den Experimenten mit A. sativa wurde 9 Tage
(Mangelsymptome waren zum Zeitpunkt der Applikation bereits vorhanden) und 18 Tage
(Mangelsymptome waren zum Zeitpunkt der Applikation noch nicht vorhanden) nach Auftragen der
Praparate untersucht. Um die Wirkung der Kupferpréparate, vor allem bei den geringeren
Konzentrationen, besser beurteilen zu konnen, wurde teilweise zusatzlich der Chlorophyllgehalt
(SPAD) bestimmt. Der Einfluss der Fe-Praparate wurde durch die Trockenmasse bei B. napus 12 Tage
nach der ersten Applikation und den Chlorophyllgehalt (SPAD, Chlorophyllaufschluss) bewertet. Die
SPAD-Messung wurde an behandelten Blattern gleichen Alters bei jeder Pflanze durchgefihrt.
Insgesamt wurde an jedem Blatt bei B. napus funf und C. sativus sieben Messungen durchgefiihrt und
automatisch der Mittelwert je Blatt gebildet. Zusétzlich wurden Aufnahmen (REM) der eingetrockneten
Praparate auf der Blattoberfldche von C. sativus, A. sativa (jeweils Cu-Np) und V. faba (Fe-Np) gemacht
(vgl. Abschnitt 2.10). Bei den Aufnahmen von C. sativus war im aufgetragenen Cu-Np-Préparat Tween
(0,002%) enthalten. Im Falle der Fe-Np wurde V. faba gewahlt, da zu diesem Zeitpunkt keine andere

Pflanzenart zur Verfiigung stand.

4.1.2.2 Vergleich der Dungewirkung (C. sativus) und des Kupferaufnahmeverhaltens (G. max)
in das Blatt nach der Blattapplikation verschiedener partikuldarer und geldster
Kupferpréparate

In einem weiteren Experiment wurde die Wirkung der Cu-Np noch im Vergleich zu anderen partikuléren
Kupferpréparaten untersucht. Dabei wurde eine kommerziell erhéltliche Blattdiingemittel-Suspension
Lebosol®-Kupfer 350 SC (,,Kupferoxychlorid®), welche Kupferoxychlorid in partikuldrer Form enthlt,
in den Vergleich miteinbezogen. Da aus Aufnahmen (REM) der Blattoberfl4che nach der Behandlung
mit den Cu-Np hervorging, dass die GroRe der Partikel nach dem Eintrocknen weitaus gréRer war als

vom Hersteller angegeben, wurden die urspriinglichen Cu-Np, im Hinblick auf die durchschnittliche
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PartikelgroRe, modifiziert. Dazu wurden die Cu-Np (1 g I'?) fiir 2 Stunden bei 48000 g zentrifugiert, um
groRere Aggregate zu sedimentieren, sodass sich im Uberstand insgesamt durchschnittlich kleinere
Partikel befanden als in der urspriinglichen Cu-Np-Suspension. Der Uberstand dieser Suspension nach
Zentrifugation wurde ebenfalls als Behandlung (,,Cu-Np-Uberstand*) beigefligt, um zu untersuchen, ob
die GroRe der Partikel einen Einfluss auf die Wirkung hat. Da CuCl; in hoheren Konzentrationen in
Vorversuchen (nicht dargestellt) teilweise leichte Blattschéden verursachte, wurde ,,Cu-EDTA® als
weitere Behandlung erganzt. Die verschiedenen Cu-Substanzen (,,Cu-EDTA®, ,,CuCly*,
,,Kupferoxychlorid“, ,,Cu-Np“, ,,Cu-Np-Uberstand*) wurden im Hinblick auf zwei unterschiedliche
Einsatzmdglichkeiten zur Férderung des Pflanzenwachstums (C. sativus) bewertet. Zum einen wurde
wie schon zuvor die Dungewirkung nach einer Sprihapplikation auf die Blatter getestet. Zum anderen
wurde die Pflanzenschutzwirkung gegeniiber echtem Mehltau nach einer Sprihapplikation auf die
Pflanzenoberflache beurteilt. Der Kupfermangelversuch fand wie schon zuvor beschrieben in einer
Néhrlésung statt. Die Pflanzen wurden wieder auf Filterpapier angezogen und nach 4 Tagen in eine
Hydrokultur Uberfiihrt. Abgesehen vom Nahrelement Kupfer (CuCl,) wurden die Pflanzen vollstandig
mit Nahrstoffen versorgt (vgl. Abschnitt 2.5). Pflanzen fiir die Positiv- und Negativkontrolle wurden
wie zuvor erganzt. Nach drei Wochen (zwei- bis drei-Blattstadium) waren Ansdtze von
Mangelsymptomen (Aufhellung der Blatter, gehemmtes Wachstum) erkennbar und eine erste
Spriihapplikation (15 ml je Behandlungsvariante auf drei Pflanzen verteilt) der verschiedenen Préparate
wurde durchgefiihrt. Nachdem die aufgetragenen Préparate eingetrocknet waren, wurden die Pflanzen
noch einmal mit deion. Wasser bespriiht, um eine bessere Aufnahme zu gewéhrleisten. Sechs Tage nach
der ersten Sprihapplikation wurde der Chlorophyllgehalt (SPAD) eines behandelten Blattes
(2. Blattetage) und eines unbehandelten jlingeren Blattes (4. Blattetage) jeder Pflanze gemessen.
AnschlieBend wurden die Préparate ein weiteres Mal auf die gesamte Pflanze aufgetragen (20 ml je
Behandlungsvariante auf drei Pflanzen verteilt). Weitere 4 Tage spater wurde der Chlorophyllgehalt
(4. Blattetage) erneut gemessen. Insgesamt 10 Tage nach der ersten Behandlung wurde die
Trockenmasse der Pflanzen bestimmt. Da die Wurzeln der Pflanzen in der Nahrlésung bei allen
Versuchen ineinander wuchsen, konnten nur die Gesamttrockenmassen je Behandlung bestimmt
werden, wodurch die statistische Auswertung von Unterschieden nicht méglich war.

In einem zusétzlichen Experiment wurden die Kupferaufnahmemengen in das Blatt von G. max in
Abhéngigkeit von den verschiedenen Behandlungen (,,Cu-EDTA®, ,,Kupferoxychlorid®, ,,Cu-Np* und
,,Cu-Np-Uberstand*) genauer untersucht. Die Pflanzen wuchsen wie bereits zuvor beschrieben in einer
Né&hrlosung unter Kupfermangelbedingungen. Eine Kontrollvariante (,,Kontrolle“)wurde mit Kupfer
tiber die N&hrlésung versorgt. Insgesamt wurden je Behandlung sechs Bléatter behandelt. Nach dem
Auftragen wurden die auf der Blattoberflache eingetrockneten Préparate zweimal per Spriihapplikation
mit dem gleichen Volumen deion. Wasser gleichméRig befeuchtet. Als Negativkontrolle (-Cu) diente
jeweils ein unbehandeltes benachbartes Blatt. Nach 24 Stunden wurden bei jeder Behandlung drei

Blatter abgeschnitten und griindlich mit deion. Wasser, bei leichtem Reiben zwischen den Finger,
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abgewaschen. Gleiches geschah nach 48 Stunden. AnschlieBend wurden die Bléatter getrocknet und
aufgeschlossen, um die Kupferkonzentration in der entstandenen Aufschlusslosung zu messen (vgl.
Abschnitt 2.7). In den Kontrollbl&ttern (-Cu) wurde ebenfalls die Kupferkonzentration bestimmt, welche
spater von den Werten der behandelten Blatter abgezogen wurde. Es wurde die Pflanzenart G. max
gewdhlt, da diese ebenfalls sensitiv auf einen Kupfermangel reagiert und kleine Blatter hat, wodurch
sich die aufgetragenen Préparate von der Oberflache leichter abwaschen lassen als z. B bei den Bléattern
von C. sativus. So sollte gewahrleistet werden, dass am Ende nur die Menge Kupfer bestimmt wird, die
in das Blatt aufgenommen wurde, und nicht zusétzlich noch potentielle Rickstande der Praparate auf
der Blattoberflache. Zusétzlich wurden in diesem Zusammenhang Aufnahmen (REM) der
eingetrockneten Préaparate auf der Blattoberflache gemacht (vgl. Abschnitt 2.10). In diesem Fall wurde

V. faba gewdhlt, da zu diesem Zeitpunkt keine andere Pflanzenart zur Verfligung stand.

4.1.2.3 Vergleich der Wirkung verschiedener partikularer und geldster Kupferpraparate zum

Pflanzenschutz gegentiber echtem Mehltau bei C. sativus

Fur die Untersuchungen der Wirkung gegeniiber Echtem Mehltau (Kombination aus Podosphaera
xanthii Schitdl. (syn. Sphaerotheca fuliginea, S. fusca) und Golovinomyces orontii Heluta (syn. Erysiphe
cichoracearum)) wurden die Pflanzen zunéchst im Sand angezogen und nach 7 Tagen in Pflanzttpfe
(2,5 Liter) mit Kultursubstrat umgesetzt (vgl. Abschnitt 2.5). Um einen friilhen Befall mit Echtem
Mehltau vorzubeugen, wurden die Pflanzen zu Beginn einmal mit einem Fungizid (Amistar, Wirkstoff:
Azoxystrobin, Syngenta, Basel, Schweiz) behandelt. Nach 5 Wochen (sechs bis sieben Blatter waren zu
diesem Zeitpunkt entfaltet) wurden die Pflanzen mit den verschiedenen Kupferpraparaten (180 mg I7)
behandelt. Insgesamt wurden 50 ml auf vier Pflanzen zu zwei Applikationszeitpunkten gleichmaRig
aufgetragen. Eine Variante wurde mit einem weiteren Fungizid (Folicur, Wirkstoff: Tebuconazol, Bayer
AG, Monheim, Deutschland) behandelt und eine weitere Variante erhielt keine Behandlung. Nach dem
Eintrocknen der Préparate wurden die Pflanzen mit Echtem Mehltau inokuliert. Dazu wurden die Sporen
von bereits befallenen Pflanzen gesammelt und gleichméRig auf die behandelten Pflanzen gestreut,
welche dann eine separate Pflanzenkammer (Nacht: ca. 20 °C; Tag: ca. 25 °C) gestellt wurden, um
Neuinfektionen zu vermeiden. Zwischen 6-14 Tagen nach der Inokulation wurde die prozentual
befallene Blattflache bonitiert. Es wurde sowohl die Blattoberseite als auch die -unterseite
berticksichtigt. Die Beurteilung des Befalls erfolgte flir jedes einzelne Blatt in der folgenden Einteilung:
1,3,5,7, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 % befallene Blattflaiche. Um eine mdgliche systemische
Wirkung der Praparate beurteilen zu kénnen, fand 14 Tage nach der ersten eine zweite Inokulation statt.
Dabei wurde der Befall der obersten fiinf Blatter bonitiert, welche nicht mit den Kupferpraparaten
behandelt wurden und zum Zeitpunkt der zweiten Inokulation auch noch keinen Befall aufwiesen. Um
eine weiteres Langenwachstum ab diesem Zeitpunkt zu verhindern, wurde der Trieb der Pflanzen
oberhalb des fiinften unbehandelten Blattes abgeschnitten. Die Bonitur der neuinfizierten und

unbehandelten Blétter fand nach der gleichen Vorgehensweise wie zuvor statt.
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4.1.3 Ergebnisse

4.1.3.1 Untersuchungen der Dingewirkung von ,,Cu-Np*im Vergleich zu ,,CuCl;* an C. sativus

als Blattapplikation

Die Sprosstrockenmassen der Pflanzen (Abb. 19, A), die mit der hoheren Konzentration der
Kupferpraparate (40 mg I") behandelt wurden, wiesen keine Unterschiede zu den Kontrollpflanzen auf,
die mit Kupfer tber die Nahrlésung versorgt wurden. Die Sprosstrockenmassen bei ,,-Cu“ waren im
Versuch mit der héheren Konzentration (40 mg I') im Vergleich zu den anderen Behandlungen deutlich
reduziert. Die Werte der Sprosstrockenmasse (Abb. 19, B) der Varianten ,,Cu-Np*“ und ,,CuCly* lagen,
nach der Applikation geringerer Konzentrationen (20 mg I), zwischen den Werten der Kontroll- und
der ,,-Cu“-Variante und wiesen keine Unterschiede zu diesen beiden auf. Die Sprosstrockenmasse der
Pflanzen, die kein Kupfer erhielten (,,-Cu*), war jedoch geringer als die der Kontrollvariante. Bei der
Wurzeltrockenmasse waren die Unterschiede bei beiden Konzentrationen (20 und 40 mg I'%) dhnlich wie
bei der Trockenmasse, jedoch wurde dies wegen der ineinander gewachsenen Wurzel nicht auf
statistisch signifikante Unterschiede untersucht. In beiden Versuchen waren die Kupferkonzentrationen
(Abb. 19, C und D) in der Wurzel bei allen Behandlungen und der ,,-Cu‘“-Variante deutlich geringer als
bei den Kontrollpflanzen. Die beiden Behandlungen (,,CuCl,* und ,,Cu-Np*, 40 mg I') unterschieden
sich nicht im Vergleich zu ,,-Cu*. Jedoch war die Kupferkonzentration bei ,,Cu-Np* (40 mg I'%) geringer
als bei ,,CuCl* (40 mg I'Y). Im Versuch mit der geringeren Behandlungsdosis (20 mg I) bestand bei
der Kupferkonzentration in der Wurzel kein Unterschied zwischen den Varianten ,,CuCl,", ,,Cu-Np*
und ,,-Cu“. Im Vergleich zur ,,Kontrolle* waren die SPAD-Werte (Abb. 19, E) vor der Behandlung aller
Varianten, die bis zu diesem Zeitpunkt kein Kupfer erhielten, geringer. Eine Woche nach der
Behandlung (,,Cu-Np* und ,,CuCl,*, 20 mg I!) bestand kein Unterschied mehr zwischen der Kontroll-
und ,,CuCly“-Variante. Die Werte der ,,Cu-Np“-Variante waren hoher als die der ,,-Cu“-Variante, jedoch
geringer als die der Kontrollvariante. ,,CuCl>* und ,,Cu-Np* unterschieden sich bei den SPAD-Werten
nicht.
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Abbildung 19: Trockenmasse (A+B), Kupferkonzentration (C+D) in der Wurzel 14 Tage und SPAD-Werte (E) 12 Tage nach
Sprihapplikation verschiedener kupferhaltiger (20 oder 40 mg I'Y) Préaparate (,,Cu-Np*, ,,CuCl>*) bei C. sativus. Insgesamt
wurde ein Volumen von 50 ml je Behandlung (jeweils drei Pflanzen) in zwei bis drei Gaben appliziert. Die Sprosstrockenmasse,
SPAD-Werte und Cu-Konzentration in der Wurzel entsprechen den Mittelwerten (+Standardfehler) der jeweiligen Behandlung
(je drei Pflanzen). Bei der Wurzeltrockenmasse wird nur die Gesamttrockenmasse (je Behandlung drei Pflanzen) dargestellt.
Statistisch signifikante Unterschiede (p<0.05) zueinander werden mit unterschiedlichen Buchstaben markiert (Duncan Test,

a = 0.05). Fur die Wurzeln wurde nur die Gesamttrockenmasse bestimmt.
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Die REM-Aufnahmen der Blattoberflache belegen (Abb. 20, A-D), dass nach dem Eintrocknen des
tropfenweise aufgetragenen ,,Cu-Np“-Préparates auf der Blattoberflaiche Aggregate von mehreren
Mikrometern entstanden sind. In den Aggregaten sind punktuelle Strukturen erkennbar, deren Groflie
sich schatzungsweise im Bereiche von ca. 500 bis 1000 nm bewegt. Bei den runden fleckigen Strukturen
(vor allem in C zu sehen) handelt es sich vermutlich um eingetrocknete Riickstdnde des Netzmittels

Tween.

Abbildung 20: Aufnahmen (REM) der Blattoberflache (C. sativus) nach einer Tropfenapplikation (15 pl) und anschlieBendem

Eintrocknen der Cu-Np-Suspension (40 mg I1) bei verschiedenen VergroRerungen.

Wie in Abb. 21 (A und B) zu erkennen ist, entsprach das duRerliche Erscheinungsbild der Pflanzen den
quantifizierten Parametern (Trockenmasse und Chlorophyllgehalt). Es ist deutlich zu sehen, dass die
Varianten, die mit ,,Cu-Np*“ oder ,,CuCl,* behandelt wurden, bei beiden Konzentrationen einen
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Wachstumsvorteil und eine dunklere Féarbung hatten als Pflanzen der Variante ,,-Cu“. Die

Kontrollpflanzen, die Cu mit der N&hrlésung erhalten hatten, zeigten das beste Wachstum.

Abbildung 21: C. sativus 14 Tage nach Spriihapplikation verschiedener kupferhaltiger (40 (A) und 20 (B) mg I'Y) Préaparate
(,,Cu-Np*, ,,CuClz*) auf die Blatter. Die behandelten Pflanzen erhielten kein Kupfer tiber die Nahrldsung.

4.1.3.2 Untersuchungen der Diingewirkung von ,,Cu-Np* im Vergleich zu ,,CuClL* bei A. sativa

als Blattapplikation

Die Pflanzen der Behandlungen ,,Cu-Np* (40 mg I%), ,,CuCl,* (20 mg I'Y) und ,,CuCl,* (40 mg I'Y) hatten
gleiche Trockenmassegewichte (Abb. 22, A) des Sprosses im Vergleich zueinander und héhere Werte
als die Pflanzen bei ,,-Cu“. Bei den Pflanzen, die eine geringe Konzentration (20 mg I*%) des ,,Cu-Np*“-
Préparates erhielten, war kein hoheres Massenwachstum festzustellen als bei der ,,-Cu‘“-Variante. Im
zweiten Experiment bestand zwischen den verschiedenen Cu-Behandlungen (,,Cu-Np*“ und ,,CuCly)
und unterschiedlichen Konzentrationen (40 und 80 mg I) kein Unterschied bei der Sprosstrockenmasse
(Abb. 22, B). Die Pflanzen der Behandlungen ,,Cu-Np* (40 mg I) und ,,CuCly*“ (40 und 80 mg I*)
wiesen keine hohere Masse des Sprosses auf als die Pflanzen bei ,,-Cu*. Lediglich die Behandlung
,,CU-Np“ (80 mg I fiihrte zu einer erhohten Trockenmasse des Sprosses im Vergleich zu ,,-Cu“. Die
Trockenmasse der Pflanzen die die eine vollstdndige Kupferversorgung lber die N&hrlosung erhielten,
erzielten die hochsten Werte bei den Sprosstrockenmassen. Die Gesamtwurzelmasse stieg mit

zunehmender Behandlungskonzentration des jeweiligen Kupferpraparates.
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Abbildung 22: Trockenmasse von A. sativa 9 (A) und 18 (B) Tage und nach Spriihapplikation verschiedener kupferhaltiger
(20-80 mg I'Y) Préparate (,,Cu-Np*, ,,CuCl>*) auf die Blatter. Insgesamt wurde ein Volumen von 50 ml je Behandlung (jeweils
5 Pflanzen) in drei Gaben appliziert. Die Blatter wurden nach dem Eintrocknen der Préparate in einem Versuch (A) einmal mit
Wasser befeuchtet, wahrend im anderen Versuch darauf verzichtet wurde (B). Die Sprosstrockenmasse entspricht den
Mittelwerten (+Standardfehler) der jeweiligen Behandlung (je 5 Pflanzen). Bei der Wurzeltrockenmasse wird die
Gesamttrockenmasse (je Behandlung 5 Pflanzen) dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede (p < 0.05) zueinander

werden mit unterschiedlichen Buchstaben markiert (Duncan Test, a = 0.05).

Die Aufnahmen (REM) der Blattoberflachen von A. sativa zeigen, dass die in der ,,Cu-Np*“-Suspension
enthaltenen Partikel ahnlich wie bei C. sativus nach dem Eintrocknen groRere Zusammenschliisse (im
Mikrometerbereich) gebildet haben (Abb. 23. A-D). Innerhalb der Zusammenschliisse lassen sich erneut
rundliche Strukturen erkennen, deren Durchmesser schatzungsweise zwischen 500 und 1000 nm liegen.
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Abbildung 23: Aufnahmen (REM) der Blattoberflache (A. sativa) nach einer Tropfenapplikation (15 pl) und anschlieRendem
Eintrocknen der Cu-Np-Suspension (40 mg I1) bei verschiedenen VergroRerungen.

Auch bei A. sativa war die Wirkung der verschiedenen Kupferpraparate und -Konzentrationen anhand
der &uReren Erscheinung der Pflanzen zu erkennen (Abb. 24, A und B). Es ist deutlich zu sehen, dass
die Varianten, die mit ,,Cu-Np* oder ,,CuCly* behandelt wurden, sowohl bei der hohen (B) als auch bei
der niedrigen (A) Konzentration einen Wachstumsvorteil und weniger stark ausgeprégte
Mangelsymptome hatten als die Pflanzen der Variante ,,-Cu®. Die Kontrollpflanzen zeigten das beste

Wachstum.
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Abbildung 24: A. sativa 18 Tage nach Spriihapplikation verschiedener kupferhaltiger (40 (A) und 80 (B) mg I'Y) Préaparate
(,,Cu-Np*, ,,CuClz*) auf die Blatter. Die behandelten Pflanzen und ,,-Cu“ erhielten kein Kupfer tiber die Nahrldsung.

4.1.3.3 Untersuchungen der Diingewirkung von ,,Fe-Np*“ im Vergleich zu ,,Fe-EDTA%“ an B.

napus als Blattapplikation

Die SPAD-Werte (Abb. 25, A) aller Varianten, die bis zum Zeitpunkt der Messung kein Eisen erhielten,
waren gleich und deutlich geringer im Vergleich zu den Kontrollpflanzen mit Eisen. 2 Tage nach der
zweiten Applikation waren die SPAD-Werte aller Fe-Np-Behandlungen weiterhin so gering wie bei den
Pflanzen, die keine Eisen erhielten (,,-Fe*). Lediglich die Behandlung mit ,,Fe-EDTA* erzeugte hohere
SPAD-Werte als die Eisenmangel-Pflanzen, jedoch geringere Werte als die Kontrollpflanzen mit
ausreichender Eisenversorgung tber die Nahrlésung. Bei den Pflanzen, die mit ,,Fe-EDTA* behandelt
wurden, wurden Blattschdden an den Benetzungsstellen festgestellt. Die Werte der extrahierten
Blattpigmente (Chlorophyll a, Chlorophyll b und Carotinoide, Abb. 25, B) entsprechen den
Beobachtungen, die zuvor bei den SPAD-Werten gemacht wurden. Lediglich die htchste Konzentration
der Fe-Np Behandlung fiihrte zu einem Anstieg im Carotinoidgehalt im Vergleich zu ,,-Cu*. Die
Pflanzen, die ausreichend mit Eisen Uber die N&hrlosung versorgt wurden, zeigten ein hoheres
Massenwachstum (Abb. 25, C) als alle anderen Behandlungen. Die Ubrigen Varianten waren bei der

Trockenmasse nicht verschieden zueinander.
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Abbildung 25: SPAD-Werte (A) der Blatter von B. napus vor und nach, sowie deren Pigmentkonzentrationen von Chl a, Chl
b und Carotinoiden (B) nach, zwei Spriihapplikationen verschiedener eisenhaltiger (enthalten jeweils 100-1000 mg I** Fe)
Préparate (Fe-Np, ,,Fe-EDTA*). Die SPAD-Werte wurden vor und 6 Tage nach der zweiten Applikation jeweils am 5. Blatt
gemessen (Durchschnitt aus flinf Messungen je Blatt). Chlorophyll-, Carotinoidgehalte (6. Blatt) und Trockenmassen (C) von
B. napus wurden 10 Tage nach der zweiten Spriihapplikation gemessen. Bei den Wurzeln wird die Gesamttrockenmasse (je
Behandlung fiinf Pflanzen) dargestellt. Die Werte entsprechen dem Mittelwert (+Standardfehler) der jeweiligen Behandlung
(je funf Pflanzen). Statistisch signifikante Unterschiede (p < 0.05) zueinander werden mit unterschiedlichen Buchstaben

markiert (Duncan Test, a = 0.05).

Das eingetrocknete ,,Fe-Np* Priparat auf der Blattoberfliche von B. napus zeigt (Abb. 26, A-C), dass
in den Riickstanden Gebilde mit einer Grofie von mehreren Mikrometern entstanden sind. Es ist jedoch
auch erkennbar, dass diese Gebilde vermutlich aus kleineren Partikeln zusammengesetzt sind, die sich

schatzungsweise im Nanometerbereich befinden kdnnten.
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Abbildung 26: Aufnahmen (REM) der Blattoberflache (V. faba) nach Tropfenapplikation (15 pl) und anschlieBendem
Eintrocknen der Fe-Np-Suspension (150 mg I1 Fe) bei verschiedenen VergroRerungen.

4.1.3.4 Vergleich der Diingewirkung (C. sativus) und des Kupferaufnahmeverhaltens (G. max)
in das Blatt nach der Blattapplikation verschiedener partikuldrer und geloster

Kupferpréparate

Die SPAD-Werte (Blatt 2) waren 6 Tage nach einer Behandlung mit den Préparaten ,,Cu-EDTA®,
,,CuCly*, ,,Cu-Np*“ und ,,Cu-Np-Uberstand* gleich wie bei der ,,Kontrolle®, die mit Kupfer iiber die
Néhrlésung versorgt wurde (Abb. 27, A). Die Behandlung ,,Kupferoxychlorid* erzielte geringere
SPAD-Werte als die ,,Kontrolle* und unterschied sich von der Variante ,,-Cu‘ nicht. Die unbehandelten
Blatter (4. Blatt) jeder Variante zeigten zu diesem Zeitpunkt keine Unterschiede zueinander. Die zweite
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Behandlung (4. Blatt) mit den verschiedenen Kupferpraparaten erzielte die gleichen Unterschiede wie
zuvor die erste Behandlung. Die Trockenmasse der Pflanzen nach einer Behandlung mit ,,CuCly* war
statistisch nicht verschieden von der ,,Kontrolle* (Abb. 27, B). Die Trockenmassen der Behandlungen
,,Cu-EDTA*, ,,Cu-Np* und ,,Cu-Np-Uberstand waren alle geringer als bei der , Kontrolle*, jedoch
hoher als bei der Variante ,,-Cu“. Die Trockenmasse der Behandlung ,,Kupferoxychlorid*“ unterschied
sich von ,,-Cu“ nicht, war jedoch auch nicht verschieden zu den Behandlungen ,,Cu-EDTA*, ,,Cu-Np*
und ,,Cu-Np-Uberstand*. Die Unterschiede bei der Wurzeltrockenmassen waren annahernd der des
Sprosses entsprechend. Die Spriihapplikation mit ,,CuCl;** und ,,Cu-Np-Uberstand verursachte

Schéden auf der Blattoberflache, was jedoch nicht dargestellt wird.
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Abbildung 27: SPAD-Werte der Blatter (A) und Trockenmassen (B) von C. sativus nach Spriihapplikation verschiedener
kupferhaltiger (40 mg I'Y) Praparate (,,Cu-EDTA*, ,,CuClz*, , Kupferoxychlorid*, ,,Cu-Np, ,,Cu-Np-Uberstand). Die SPAD-
Werte wurden 6 Tage nach der ersten Applikation jeweils am 2. Blatt (behandelt) sowie 4. Blatt (unbehandelt) gemessen.
Anschlielend wurden die Pflanzen ein zweites Mal bespriht. 4 Tage nach der zweiten Behandlung wurde der SPAD-Wert des
4. Blattes erneut gemessen. Bei der Wurzeltrockenmasse wird die Gesamttrockenmasse (je Behandlung drei Pflanzen)
dargestellt. Die Ubrigen Werte entsprechen dem Mittelwert (+Standardfehler) der jeweiligen Behandlung (je drei Pflanzen).
Statistisch signifikante Unterschiede (p < 0.05) zueinander werden mit unterschiedlichen Buchstaben markiert (Duncan Test,
a=0.05).

Die Riickstéinde der auf die Blattoberfliche aufgetragenen Tropfen (,,Cu-EDTA*) bildeten nach dem
Eintrocknen eine deutliche erkennbare Schicht (Abb. 28 A-D). Partikulare Strukturen sind nicht zu

erkennen.
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Abbildung 28: Aufnahmen (REM) der Blattoberflache (V. faba) nach einer Tropfenapplikation (15 pl) und anschlieRendem
Eintrocknen der Cu-EDTA-Ldsung (40 mg I* Cu) bei verschiedenen VergréRerungen. D: Aufnahme einer unbehandelten
Blattpartie.

Die Aufnahmen (REM) nach der Applikation des Préparates ,,Kupferoxychlorid“ zeigten partikulére
Obijekte, die einen Durchmesser von mehreren Mikrometern hatten (Abb. 29, A-D). Die Partikel hatten
ein eher l&ngliches Erscheinungsbild mit scharfen Kanten. In diesem Fall wirkte es nicht so, als ob die
Partikel aus einem Zusammenschluss kleinere Strukturen entstanden sind.
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Abbildung 29: Aufnahmen (REM) der Blattoberflache (V. faba) nach einer Tropfenapplikation (15 pl) und anschlieRendem
Eintrocknen der Kupferoxychlorid-Suspension (40 mg I-* Cu) bei verschiedenen VergroRerungen.

Wie schon in den Abbildungen (20) und (23) aus den vorherigen Experimenten (vgl. Abschnitt 4.1.3.1
und 4.1.3.2) offensichtlich wurde, zeigten die eingetrockneten Rickstdnde, der ,,Cu-Np*“-Tropfen
wieder groRere Aggregate im Mikrometerbereich, die aus rundlichen Kkleineren Partikeln

(schatzungsweise 500-1000 nm) zusammengesetzt waren (Abb. 30, A-D).
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Abbildung 30: Aufnahmen (REM) der Blattoberflache (V. faba) nach einer Tropfenapplikation (15 pl) und anschlieRendem
Eintrocknen der Cu-Np-Suspension (40 mg I* Cu) bei verschiedenen VergréRerungen.

Bei dem Priparat ,,Cu-Np-Uberstand* ist nach dem Eintrocknen auf der Blattoberfliche zu erkennen,
dass die partikuléren Strukturen im Durchmesser eher Kkleiner (500-1000 nm) sind. Es haben sich

deutlich weniger groRere Aggregate von mehreren Mikrometern gebildet (Abb. 31, A-D).
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Abbildung 31: Aufnahmen (REM) der Blattoberflache (V. faba) nach einer Tropfenapplikation (15 pl) und anschlieRendem

Eintrocknen der Cu-Np-Uberstand-Suspension (40 mg I Cu) bei verschiedenen VergréRerungen.

Nach 48 Stunden wurden bei den Praparaten ,,Cu-EDTA*, ,,Cu-Np* und ,,Cu-Np-Uberstand* deutliche
Blattschaden an den Applikationsstellen beobachtet (Abb. 32, B, D und E), sodass Kupfergehalt und die

prozentual aufgenommene Menge zu diesem Zeitpunkt nicht mehr beurteilt wurden.
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Abbildung 32: Blattoberflachen 48 Stunden nach Beginn der Behandlung. A: ,,Kontrolle“ die Kupfer (iber die Nahrlésung
erhielt. Je Praparat (A: ,,Kontrolle®, B: ,,Cu-EDTA%, C: , Kupferoxychlorid*, D: ,,Cu-Np* E: ,,Cu-Np-Uberstand) wurden 28

Tropfen (12 ul) mit einer Kupferkonzentration von 40 mg It aufgetragen. Die Pfeile markieren Rickstande oder geschadigte
Blattpartien an den Tropfenauflagestellen
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Nach dem Abwaschen der Riickstdnde der Praparate auf der Blattoberflache war nach 24 Stunden bei
»Kupferoxychlorid“ sowohl im Vergleich zu ,,Cu-EDTA* als auch zu ,,-Cu“ und zur ,,Kontrolle* eine
hohere Kupferkonzentration im Blatt festzustellen (Abb. 33, A). Die Kupferkonzentrationen im Blatt
der Behandlungen ,,Cu-Np* und ,,Cu-Np-Uberstand* waren gleich zueinander und nicht verschieden zu
»Kupferoxychlorid®, ,,Cu-EDTA* und zur ,,Kontrolle*. Im Vergleich zu ,,-Cu* wurde bei ,,Cu-Np“ und
,,Cu-Np-Uberstand* eine erhohte Konzentration im Blatt gemessen. Die Pflanzen der , Kontrolle®, die
Kupfer Uber die Nahrldsung erhielten, wiesen zwar eine etwas hohere Konzentration im Blatt auf als die
Pflanzen die kein Kupfer erhielten (-Cu), jedoch war der Unterschied nicht signifikant. Die prozentual
aufgenommene Menge (Abb. 33, B) zeigte nach 24 Stunden einen deutlich héheren Wert bei
. Kupferoxychlorid“ im Vergleich zu ,,Cu-EDTA* und ,,Cu-Uberstand*, nicht jedoch zu ,,Cu-Np*.
,,CU-EDTA*, ,,Cu-Np“ und ,,Cu-Np-Uberstand* unterschieden sich nicht voneinander. Lediglich
,,Kupferoxychlorid“ verursachte keine Schaden nach 48 Stunden und zeigte in beiden Parametern
(Kupferkonzentration und prozentual aufgenommener Menge Cu) gesteigerte Werte im Vergleich zum
ersten Analysezeitpunkt. Auch nach 48 Stunden unterschieden sich die beiden Varianten ,,Kontrolle*
und ,,-Cu* nicht. Die Pflanzen wiesen in diesem Experiment keine eindeutigen Mangelsymptome auf.
Trotz der Verwendung von deion. Wasser fir die Nahrlésungen wurden Spuren von Kupfer im Wasser
als Ursache ausbleibender Mangelerscheinungen der Pflanzen vermutet.
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Abbildung 33: Cu-Konzentration (A), im Blatt und prozentuale Cu-Aufnahme (B) in das Blatt 24 und 48 Stunden nach der
Tropfenapplikation verschiedener Kupferpraparate (,,Cu-EDTA*, , Kupferoxychlorid®, ,,Cu-Np*, ,,Cu-Np-Uberstand*) auf die
Blattoberflache von G. max und anschlieBendem Abwaschen der Riickstdnde. Wegen Blattschaden durch einen Teil der
Behandlungspraparate wurden die Ergebnisse nach 48 Stunden nur teilweise dargestellt. Die Werte entsprechen den
Mittelwerten (+Standardfehler) der jeweiligen Behandlung (je drei Bléatter). Statistisch signifikante Unterschiede (p < 0.05)

zueinander werden mit verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet
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4.1.3.5 Vergleich der Wirkung verschiedener partikularer und geléster Kupferpréaparate zum

Pflanzenschutz gegentiber Echtem Mehltau bei C. sativus

Die Pflanzen der Behandlung ,,.Cu-Np-Uberstand“ waren 6 Tage nach der ersten Inokulation im
Vergleich zu ,,Kupferoxychlorid®, ,,Cu-Np* und den unbehandelten Pflanzen deutlich geringer befallen
und statistisch nicht verschieden zu der Behandlung ,,Cu-EDTA® (Abb. 34, A). Die Behandlungen
»Kupferoxychlorid“ und ,,Cu-Np“ verzeichneten ebenfalls einen geringeren Befall als die unbehandelte
,Kontrolle“. Neun Tage nach der Inokulation waren im Vergleich zu ,,Kupferoxychlorid* und ,,Cu-Np*
die Behandlungen ,,Cu-Np-Uberstand“ und ,,Cu-EDTA* weniger stark befallen. Vierzehn Tage nach
der ersten Inokulation unterschieden sich die Varianten ,,Kupferoxychlorid®, ,,Cu-Np*,
,,Cu-Np-Uberstand“ nicht mehr von der unbehandelten ,,Kontrolle*. Lediglich ,,Cu-EDTA* war noch
weniger stark befallen als die unbehandelten Pflanzen. Die Variante mit Folicur-Behandlung wies tber
den gesamten Zeitraum nach der ersten Inokulation keinen Befall auf. Nach der zweiten Inokulation
(Abb. 34, B) der unbehandelten Blatter zeigte die Behandlung mit Folicur weiterhin keinen Befall. Die
tibrigen Varianten zeigten mit Ober den Zeitraum (6-13 Tage nach der zweiten Inokulation) einen

zunehmenden Befall und unterschieden sich nicht mehr voneinander.
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Abbildung 34: Prozentual befallene Blattflichen von C. sativus nach Inokulation mit echtem Mehltau. Vor der ersten
Inokulation wurden die Pflanzen mit verschiedenen kupferhaltigen (180 mg I*) Praparaten (,Cu-EDTA“, ,,CuCl>",
,Kupferoxychlorid*, ,,Cu-Np*, ,,Cu-Np-Uberstand*) behandelt (50 ml auf vier Pflanzen). Bei der Beurteilung der befallenen
Flache nach der ersten Inokulation (A) wurden nur behandelte Blétter (sechs bis sieben je Pflanze) bertcksichtigt. Nach der
2. Inokulation (B) fand die Beurteilung nur an den unbehandelten Bl&ttern (5) statt. Wenn die Pflanzen nicht befallen waren,
wurde an Stelle des Balkens eine ,,0 eingefiigt Die Werte entsprechen dem Mittelwert (+Standardfehler) der jeweiligen
Behandlung (je vier Pflanzen). Statistisch signifikante Unterschiede (p < 0.05) zueinander werden mit unterschiedlichen
Buchstaben markiert (Duncan Test, a = 0.05).
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4.1.4 Diskussion

4.1.4.1 Untersuchungen der Diingewirkung von ,,Cu-Np* im Vergleich zu ,,CuClL* an C. sativus

und A. sativa als Blattapplikation

Fur die ,,Cu-Np*“ konnte eine positive Wirkung auf das Pflanzenwachstum von C. sativus, bei einer
Konzentration von 40 mg I, festgestellt werden (Abb. 19, A). Jedoch unterschied sich die Wirkung
nicht von der Behandlung mit geldstem Kupfer (,,CuCl>*) derselben Konzentration. In geringerer
Konzentration (20 mg IY) wurde durch die Behandlung mit beiden Praparaten (,,Cu-Np* und ,,CuCl*)
bei der Trockenmasse ein Wert erreicht, der sich weder zur Mangelvariante (,,-Cu) noch zur
Kontrollvariante unterschied, obwohl diese beiden verschieden (,,-Cu* und ,,Kontrolle®) zu einander
waren (Abb. 19, B). Im Hinblick auf den Chlorophyligehalt (SPAD-Werte) in den Blattern ist ein
Unterschied in der Wirkung bei geringer Konzentration (20 mg I*) deutlicher (Abb. 19, E). Beide
Kupferpréparate (,,CuCly* und ,,Cu-Np*) wirkten sich positiv auf den Chlorophyllgehalt aus, dieser war
deutlich héher als die der Kupfermangelpflanzen (,,-Cu‘). Im Hinblick auf den Chlorophyllgehalt
erzielte die Behandlung mit ,,CuCly* (20 mg I) eine bessere Wirkung als die Cu-Np (20 mg I'%). Bei
der Behandlungen mit der hoheren Konzentration (40 mg I*) wurde der Chlorophyllgehalt nicht
bestimmt. Die niedrigen Kupfergehalte in den Wurzeln (Abb. 19, C und D) nach den Blattbehandlungen
mit den Kupferpréaparaten (20 und 40 mgl™) bestétigten eine Unterversorgung der Pflanzen mit Kupfer.
Aulerdem ist dadurch davon auszugehen, dass Uber das Blatt aufgenommenes Kupfer in keiner der
beiden Formen (,,CuCly* und ,,Cu-Np*) Uber den Versuchszeitraum in die Wurzeln verlagert wurde. Im
zusétzlichen Kupfermangelversuch mit A. sativa und den getesteten Konzentrationen von 20 und 40 mg
I wurden diese Erkenntnisse tendenziell bestatigt (Abb. 22, A). Die hohere (40 mg I') Konzentration
des ,,Cu-Np*“-Praparates erzeugte die gleiche positive Wirkung wie beide Konzentrationen (20 und 40
mg 1) der Behandlungen mit ,,CuCl,*. Bei den geringen Konzentrationen (20 mg I) hatte das
,,CuCly*“-Priparat eine bessere Wirkung als die ,,Cu-Np“-Behandlung, weshalb die Wirkung der Cu-Np
insgesamt weniger effektiv eingeschatzt wird. Die Gesamtwurzeltrockenmassen beider Pflanzenarten
(A. sativa und C. sativus) unterstiitzten die getroffenen Aussagen, konnten jedoch wegen der ineinander
gewachsenen Wurzeln nicht statistisch ausgewertet werden. In einem weiteren ergédnzenden Versuch
wurden die Kupferpraparate vor dem Auftreten von Mangelsymptomen aufgetragen (Abb. 19, B).
AuRerdem wurde die Wirkung verschiedener Konzentrationen (40 und 80 mg ') der Kupferpraparate
(,,CuCly* und ,,Cu-Np*) ohne die Wiederbefeuchtung der Praparate nach dem Eintrocknen auf der
Blattoberflache untersucht. Im Hinblick auf die Trockenmasse konnte dabei nur durch die Behandlung
,,Cu-Np-Uberstand“ (80 mg I*) eine Wirkung erzeugt werden. Die Ubrigen Behandlungen und
Konzentrationen erzielten im Vergleich zu ,,-Cu‘ keine Wirkung auf die Trockenmasse. Da ,,Cu-Np*
(80 mg I'?) bei ausbleibender Wiederbefeuchtung als einzige Behandlung eine hohere Trockenmasse als
»-Cu* aufwies, kann unter diesen Bedingungen von einer effektiveren Wirkung der ,,Cu-Np“ im

Vergleich zu ,,CuCly* ausgegangen werden. Eine mogliche Erklarung daftir wére, dass die Tropfen der

69



Cu-Np durch ihre Eigenschaften langer feucht bleiben als die Tropfen bei ,,CuCl,* wodurch eine bessere
Aufnahme zu erkléren wére. Néhere Untersuchungen zur Dauer des Eintrocknens der Praparate wurden
jedoch nicht durchgefiihrt. Eine weitere mégliche Ursache fiir die bessere Wirkung der ,,Cu-Np* wire,
dass Partikel aus dem ,,Cu-Np“-Préparat vollstandig aufgenommen wurden, wodurch woméglich eine
bessere Wirkung erzeugt wurde. Die insgesamt schwéchere Wirkung aller Préparate, obwohl gleiche
und auch hohere Konzentrationen (80 mg 1) verwendet wurden als zuvor, ist vermutlich durch das
Ausbleiben der Wiederbefeuchtung zu erkldren. Darllber hinaus ware auch der friihe
Applikationszeitpunkt vor Auftreten der Mangelsymptome eine mogliche Erklarung fur die schwachere
Wirkung der Préparate. Die kirzere Versuchsdauer im Vergleich zum ersten Versuch mit A. sativa
kénnte auch dazu gefiihrt haben, dass mdgliche spater sichtbar werdende Vorteile unentdeckt geblieben
sind. Untersuchungen zu einer zielgerichteten Blattapplikation von Cu-Np zur Behebung von
Néhrstoffméngeln sind mir bisher nicht bekannt. Bisherige Studien beurteilen vorwiegend
Auswirkungen von Cu-Np bei Pflanzen unabhéngig von einer gezielten Behandlung, wobei vorwiegend
eine Waurzelexposition der Cu-Np stattfindet. Nekrasova et al. (2011) konnten zeigen, dass eine
Behandlung mit Cu-Np, im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, bei geringen Dosen (0,025-0,25 mg
I1) eine positive Wirkung auf die Photosyntheserate von Elodea densa Planch. hatte. Ab einer
Konzentration von 1 mg I* wurde bei Cu-Np ein negativer Einfluss auf die Photosyntheserate
beobachtet. Der Chlorophyllgehalt wurde bei geringen Konzentrationen (0-0,25 mg I%) nicht beeinflusst,
wahrend daruber liegende Kupferkonzentrationen sich negativ auswirkten. Jedoch handelt es sich bei
E. densa um eine Wasserpflanzenart, welche vollstandig und tber den gesamten Versuchszeitraum in
einem mit Cu-Np angereichertem Medium wuchs, wodurch sich die Wirkungen der verwendeten
Konzentrationen mit denen in der vorliegenden Arbeit, nach zielgerichtetem Aufsprihen, nur bedingt
vergleichen lassen. In einer anderen Studie wurde ein verbessertes Wachstum bei Lactuca sativa L. nach
einer Anreicherung des Bodens mit Cu-Np (130 und 600 mg kg!) festgestellt (Shah und Belozerova
2009). Hohere Konzentration von Cu-Np in Agar 200-1000 mg I zeigten bei T. aestivum und C. pepo
eine toxische Wirkung (Lee et al. 2008). In einer Nahrldsung traten toxische Effekte durch Cu-Np bereits
bei 100 mg I bei C. pepo auf (Musante und White 2012). Stampoulis et al. (2009) berichten ebenfalls

von toxischen Effekten von Cu-Np auf C. pepo bei Konzentrationen von 1000 mg I'tin einer Nahrlosung.

4.1.4.2 Untersuchungen der Diingewirkung von ,,Fe-Np*“ im Vergleich zu ,,Fe-EDTA* an B.
napus als Blattapplikation

Bei der Untersuchung der Wirkung von Fe-Np im Vergleich zu ,,Fe-EDTA* bei B. napus wurde der
Chlorophyllgehalt und die Trockenmasse bestimmt (Abb. 25, A-C). Keine der bestimmten Parameter
wies auf eine Wirkung der ,,Fe-Np* hin. Lediglich die hochste Fe-Np-Konzentration (1000 mg I%) hatte
einen Einfluss auf den Carotinoid-Gehalt. ,,Fe-EDTA*, welches als Referenzmaterial verwendet wurde,
erzielte zumindest beim Chlorophyllgehalt eine Wirkung, nicht jedoch bei der Trockenmasse. Die

,,Fe-EDTA“-Behandlung hatte trotz besserer Wiederbegriinung keine Vorteile bei der Trockenmasse,
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was eigentlich zu erwarten gewesen ware. Die Ursache dafur kénnten die durch eine Behandlung mit
,,Fe-EDTA* verursachten Blattschiden sein. Die verwendeten Fe-Np wurden in deion. Wasser auf die
gewunschte Konzentration verdiunnt und aufbewahrt. Auffallig war, dass sich innerhalb kurzer Zeit
relative groRe Aggregate in der Suspension bildeten, welche rasch sedimentierten. Daher wird vermutet,
dass nach kurzer Zeit keine Partikel in Nanogrofe mehr in den Suspensionen enthalten waren. Die
Aufnahmen der Blattoberfliche mit dem REM zeigten deutlich gréRere Aggregate nach dem
Eintrocknen der Préparate auf der Blattoberflache. Vermutlich lag das Eisen relativ schnell als nicht

wasserldsliche Eisenoxidverbindung (FesO4) in der Suspension vor, entsprechend der Abfolge folgender

Reaktionen:

Oxidation von Fe: 3Fe > 2Fe* +Fe? + 8¢
Reduktion von H* in H,O: H.O+ 2" > H, + O*
Gesamtreaktion: 3Fe+4HO > Fes0s+4H;

Diese Reaktion findet vermutlich bereits bei der Lagerung der Fe-Suspension statt,
hochstwahrscheinlich aber spatestens auf den Blattoberflachen nach Applikation. Daher kénnen weder
Partikel selbst noch freie pflanzenverfiigbare Fe-lonen von den Blattern aufgenommen werden. Die
Elementaranalyse der getrockneten Fe-Np ergab lediglich einen 70-prozentigen Anteil an Eisen an der
Gesamtmasse. Dies bestatigt die Vermutung, dass die Partikel zumindest im getrockneten Zustand fast
vollstandig als Eisenoxid vorliegen. Um eine Wirkung zu erzielen, wére es vermutlich erforderlich, dass
der Fe-Nano-Suspension Substanzen zugegeben werden, die Eisen I0sen (z. B. Citronenséure), jedoch
wiirde dies einen eventuellen Vorteil der Applikation als Np zunichtemachen, ndmlich die Mdglichkeit,
hohere Fe-Dosen pflanzenvertraglich zu applizieren als dies mit Salzen oder Chelaten mdglich ist.
Maoglicherweise konnte bei der Herstellung auch ein Tragermittel gewéhlt werden, welches als
Reduktionsmittel die Bildung von Eisenoxiden verhindert. Die Gewéhrleistung der Stabilitat der
Nanopartikel, und damit der Erhalt vorteilhafter Eigenschaften der Np, ist ein ganz entscheidender
Punkt, um eine Dungewirkung durch entweder freigesetzte lonen oder die Aufnahme ganzer Partikel
erzielen zu kénnen. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnten bereits positive
Wirkungen durch eine Fe-Np Blattapplikation bei T. aestivum auf wichtige Ertragsparameter unter
Feldbedingungen gezeigt werden (Bakhtiari et al. 2015). Delfani et al. (2014) zeigten ebenfalls, dass
eine Blattapplikation von Fe-Np bei Vigna unguiculata L. eine signifikante Wirkung auf
Ertragsparameter, Eisen- und Chlorophyligehalte im Vergleich zu den unbehandelten Pflanzen hatten.
Askary et al. (2016) konnten positive Wirkungen durch Fe-Np (Fe;0O3) auf Wachstumsparameter,
Chlorophyll- und Proteingehalt von Catharanthus roseus L. nach Zugabe zur Nahrlésung zeigen. Auch
Rui et al. (2016) stellten eine positive Wirkung von Eisen-Np (Fe»O3) auf das Wachstum und die
SPAD-Werte von Arachis hypogaea L. fest. Ghafariyan et al. (2013) erzielten ebenfalls eine positive
Wirkung durch supermagnetische Eisenoxid-Np auf den Chlorophyllgehalt von G. max nach Zugabe
zur Néhrlosung. Dabei unterschied sich die Wirkung im Vergleich zu ,,Fe-EDTA® nicht. Jedoch wurden

in diesen beiden letzten Beispielen die Fe-Np nicht auf die Pflanzenoberfl&che, wie in der vorliegenden
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Arbeit, sondern in das Kultursubstrat (Boden bzw. N&hrldsung) gegeben, sodass ein Vergleich der
Ergebnisse nur schwer moglich ist. Weitere zielgerichtete Untersuchungen des Einsatzes von Fe-Np zur
Blattdingung sind mir nicht bekannt. Da die Fe-Np keine Diingewirkung erzielten, wurden keine

weiteren Untersuchungen mehr durchgefthrt.

4.1.4.3 Beurteilung der Rickstande verschiedener partikularer Praparate (Cu-Np und Fe-Np)
nach Applikation und anschlieBendem Eintrocknen auf der Blattoberflache

Aus den REM-Untersuchungen der Blattoberflache geht hervor, dass die eingetrockneten ,,Cu-Np*-
(Abb. 20 und 23, A-D) und ,Fe-Np“-Prdparate (Abb. 26, A-C) sehr groRe Aggregate (im
Mikrometerbereich) gebildet haben. Die punktuellen Strukturen bei beiden Stoffen weisen darauf hin,
dass die grofieren Aggregate aus Kleineren Partikeln (schatzungsweise 500-1000 nm) zusammengesetzt
sind, sodass diese gegebenenfalls vor dem Eintrocknen noch nicht zu gréBeren Aggregaten
zusammengeschlossen waren. Ob die durchschnittliche GréRenverteilung der Partikel den Angaben
(<10 nm (Cu-Np), <50 nm (Fe-Np) des Herstellers (vgl. Abschnitt 2.1) entspricht, lasst sich somit
anhand der Bilder der eingetrockneten Rickstdnde nicht eindeutig beurteilen. Jedoch erscheint die
direkte Aufnahme der gebildeten Aggregate, z.B. durch Stomata, auf Grund ihrer durchschnittlichen
GroRe eher unwahrscheinlich. Falls die Partikel vor dem Eintrocknen der Suspension in Kkleinerer
(Nanometerbereich) GroRe vorlagen, ist die Aufhahme wahrscheinlicher einzuschatzen. Jedoch wurde

die GroRe der suspendierten Partikel nicht bestimmt.

4.1.4.4 Vergleich der Diungewirkung (C. sativus) und des Kupferaufnahmeverhaltens (G. max)
in das Blatt nach der Blattapplikation verschiedener partikularer und geldster

Kupferpraparate

Das Experiment zur Beurteilung der Wirkung verschiedener Cu-Np-Suspensionen (,,Cu-Np®,
,,Cu-Np-Uberstand) im Vergleich zu Kupferlésungen (,,Cu-EDTA* und ,,CuCl>) und zu einer bereits
am Markt befindlichen partikuldaren Dingemittelsuspension (,,Kupferoxychlorid“) bei einer
Blattapplikation bestatigt ebenfalls eine Wirkung kupferhaltiger Nanopraparate. Als geeignete Dosis fur
eine Sprihapplikation auf die Pflanzenoberflache waren 40 mg It bei den Np-Formulierungen sowie bei
den Kupfer-Lésungen ausreichend, um eine positive Wirkung bei der Trockenmasse und dem
Chlorophyllgehalt bei C. sativus zu erzielen (vgl. Abschnitt 4.1.3.1), weshalb nur diese eine
Konzentration verwendet wurde. Die Applikation der ,,CuCl,*“-Ldsung verursachte, trotz positiver
Wirkung, offensichtliche Schaden im Blattgewebe, was zuvor in den Versuchen bei C. sativus nicht
beobachtet wurde (vgl. Abschnitt 4.1.3.1). Auch die Behandlung ,,Cu-Np-Uberstand* fiihrte ansatzweise
zu leichten Schaden im Blattgewebe, jedoch nicht so stark wie bei ,,CuCly*. Dies gibt einen Hinweis
darauf, dass ein hoher Anteil gel6ster Cu?*-lonen in der ,,Cu-Np-Uberstand“-Suspension enthalten war,
der vermutlich die Schaden verursachte. Die anderen Cu-Formulierungen (,,Cu-EDTA®, ,,Cu-Np“,

Kupferoxychlorid®) wirkten sich nicht negativ aus. Die Kupferpréparate ,,Cu-Np“ und
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,,Cu-Np-Uberstand“ erzeugten eine positive Dlngewirkung auf die Trockenmasse sowie den
Chlorophyllgehalt, wobei sie sich nicht in der Wirkung zu den Kupferlésungen (,,Cu-EDTA®, ,,CuCl>*)
unterschieden. Die Behandlung mit ,,Kupferoxychlorid“ fiihrte bei keinem der Parameter zu einer
Verbesserung im Vergleich zu ,,-Cu®. Die verwendete Konzentration von 40 mg I liegt jedoch deutlich
unter der vom Hersteller empfohlenen mittleren Aufwandmenge (ca. 140 mg I* fir Getreide) fir
,»Kupferoxychlorid®.

Im Widerspruch zu den gezeigten Ergebnissen des Einflusses der verschiedenen Kupferpraparate auf
den Chlorophyllgehalt und das Wachstum der Pflanzen (C. sativus) unter Mangelbedingungen stehen
die Untersuchungen zur Kupferaufnahme bei G. max. Die Ergebnisse zeigen, dass bei
»Kupferoxychlorid“ die htchsten Kupferkonzentrationen im Blatt und prozentualen Aufnahmemengen
des Blattes (Abb. 33, A und B) festzustellen waren, wobei die Wirkung auf das Wachstum und den
Chlorophyllgehalt (Abb. 27, A und B) hier am geringsten waren. Die widerspruchlichen Ergebnisse sind
wahrscheinlich auf die verwendete Methodik des Abwaschens zuriickzufiihren. So lielen sich
vermutlich die Ruckstande von ,,Kupferoxychlorid*“ am schlechtesten abwaschen, wodurch vor allem
noch auf der Blattoberflache anhaftendes Material bei der Bestimmung der Kupferkonzentration im
Blatt mit einbezogen wurde. Gleiches wurde bei ,,Cu-Np* und ,,Cu-Np-Uberstand* vermutet. Bei
,CU-EDTA*“ wurde die geringste prozentual aufgenommene Menge festgestellt, obwohl im
vorangegangenen Versuch eine der besten Dungewirkungen erzeugt wurde. Hier ist davon auszugehen,
dass es sich bei der prozentual aufgenommenen Menge um die tatsdchliche Menge handelt, die in das
Blattinnere gelangte. Die Messung wurde vermutlich nicht von Rickstanden auf der Blattoberflache
beeinflusst, da sich ,,Cu-EDTA“ wegen der guten Loslichkeit am besten von der Blattoberflache
abwaschen lielR. AuBer bei ,,Cu-EDTA* ist davon auszugehen, dass ein Teil der gemessenen Werte durch
Ruckstande auf der Blattoberflache beeinflusst wurde. Daher kann man schlussfolgern, dass die
Methodik des Abwaschens sich nicht eignet, die Aufnahme partikuldrer Blattdiinger zu beurteilen.
Deshalb wurde spater die Kupferaufnahme in das Blattinnere mit einer anderen Methodik erneut
untersucht. Da,,Cu-Np* sowie ,,Cu-Np-Uberstand* dhnlich gute Wirkungen aufwiesen wie das Praparat,
welches Kupfer in geldster Form enthielt (,,Cu-EDTA*), wurde die Wirkung vermutlich durch

freigesetzte Cu?*-lonen hervorgerufen.

4.1.45 Beurteilung der Ruckstande verschiedener partikularer Préparate
(»Kupferoxychlorid®, ,,Cu-Np%, ,,Cu-Np-Uberstand*) und einem gelGsten Préaparat
(,Cu-EDTA“) nach Applikation und anschlieRendem Eintrocknen auf der
Blattoberflache

Wie schon zuvor beschrieben (vgl. Abschnitt 4.1.3.1 und 4.1.3.2) geht aus den Aufnahmen (REM) der
Blattoberflache hervor, dass das eingetrocknete ,,Cu-Np“-Préparat deutlich groBere Aggregate (im
Mikrometerbereich) gebildet hat (Abb. 30, A-D). Jedoch setzten sich die Aggregate der Cu-Np aus
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kleineren runden Strukturen zusammen, deren Durchmesser sich schatzungsweise im Bereich von 500
bis 1000 nm befand. Das Praparat ,,Kupferoxychlorid*“ (Abb. 29, A-D) wies geschatzt eine &hnliche
durchschnittliche PartikelgroRe wie ,,Cu-Np* auf. Allerdings hatten die Partikel eher ein langliches
scharfkantiges Erscheinungsbild und waren nicht aus kleineren Strukturen zusammenzusetzen. Das
Zentrifugieren bei der Praparation von ,,Cu-Np-Uberstand* hat tatsachlich dazu gefiinrt, dass die Menge
der groReren Aggregate abnahm und vorwiegend punktuelle runde Partikel zu erkennen waren (Abb.
31, A-D). Diese hatten jedoch immer noch einen Durchmesser von ca. 500-1000 nm. Damit waren trotz
des Zentrifugierens der Suspension die enthaltenen Partikel bei ,,Cu-Np-Uberstand* immer noch
deutlich gréRer als vom Hersteller (vgl. Abschnitt 2.1) angegeben (<10 nm). Unklar bleibt, ob die
Partikel in der suspendierter Form mdglicherweise eine andere GroRenverteilung hatten und womdglich
der Prozess des Eintrocknens zu einer verstarkten Aggregation und damit zu gréReren Partikeln fiihrte.
Die Riickstinde von ,,Cu-EDTA* bildeten eine deutliche Schicht auf der Blattoberflache aus in der keine

partikuldren Strukturen zu erkennen waren.

4.1.4.6 Zusammenfassende Diskussion — Beurteilung der Diingewirkung (C. sativus und A.
sativa) und des Kupferaufnahmeverhaltens (G. max) in das Blatt nach der

Blattapplikation verschiedener partikularer und geldster Kupferpraparate

Die eingangs formulierte Hypothese (3) Uber den Vorteil einer effektiveren Dlngewirkung von
,,Cu-Np*“ oder ,,Cu-Np-Uberstand“ gegeniiber gelosten Kupferpriparaten, z.B. durch besondere
Nanoeigenschaften oder durch die Aufnahme ganzer Np, konnte in den meisten Fallen nicht bestéatigt
werden. Unter Berlicksichtigung der Erkenntnisse aus den Abschnitten 4.1.4.1, 4.1.4.2 und 4.1.4.3
hatten die geltsten Praparate (,,Cu-EDTA® bzw. ,,CuCly*.) entweder dhnliche Wirkungen wie ,,Cu-Np*
bzw. ,,Cu-Np-Uberstand* oder, bei geringeren Konzentrationen (20 mg I%), bessere Wirkungen als
,CU-Np“. Lediglich wenn die Préparate auf der Blattoberfliche nach dem Eintrocknen nicht
wiederbefeuchtet wurden, war im Vergleich zu "CuCl," eine bessere Wirkung durch eine Behandlung
mit "Cu-Np" (80 mg I*) zu erkennen. Die Wirkung geringerer und hoherer Konzentrationen als 40
mg I sowie das Ausbleiben der Wiederbefeuchtung wurde fiir ,,Cu-Np-Uberstand" nicht getestet. Im
Vergleich zu einer kommerziell erhdltlichen Diingemittelsuspension (,,Kupferoxychlorid), mit
vermeintlich groBBeren Partikeln, konnte eine effektivere Wirkung mit den Préparaten ,,Cu-Np* bzw.
,,Cu-Np-Uberstand*, bei einer Behandlungskonzentration von 40 mg I%, erzielt werden. Jedoch geht aus
den Bildern der Riickstédnde auf der Blattoberflache hervor, dass die durchschnittliche GroRe der Partikel
bei ,,Cu-Np*“ und ,,Kupferoxychlorid* dhnlich war (im Bereich mehrerer Mikrometer), lediglich bei
Cu-Np-Uberstand waren die Partikel im Durchschnitt mit 500-1000 nm offensichtlich kleiner (Abb. 29,
30 bzw. 31). Die Wirkung durch die Aufnahme ganzer Partikel bei ,,Cu-Np*“ und ,,Kupferoxychlorid*
wurde wegen der relativ groBen Aggregate (im Mikrometerbereich) eher als unwahrscheinlich
eingeschitzt. Dennoch ist die Aufnahme ganzer Partikel bei ,,Cu-Np“ und ,,Kupferoxychlorid* denkbar,

da nicht bekannt ist in welcher GroRe die Partikel in der Suspension vorlagen, bevor sie auf der
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Blattoberfldache eintrockneten. Wegen der durchschnittlich kleineren Partikel bei ,,Cu-Np-Uberstand“
ist die Aufnahme ganzer Partikel durch z.B. Stomata hier wahrscheinlicher. Bei allen Praparaten wurde
dennoch vermutet, dass die Diingewirkung vorwiegend durch freigesetzte Cu?*-lonen verursacht wurde.
Unklar bleibt, ob die Cu?*-lonen stetig aus den partikularen Materialien freigesetzt wurden oder ob
lediglich der Anteil der von Beginn an vorhandenen freien Cu?*-lonen fiir die positive Wirkung der
partikuldren Praparate verantwortlich ist. Die Ergebnisse des Experimentes tber die Kupferaufnahme in
das Blatt mit G. max waren im Vergleich zu den Ergebnissen der Dingewirkung der verschiedenen
Préparate widersprichlich. Dabei wurde z.B. bei dem Praparat "Kupferoxychlorid”, welches eine
schwache Diingewirkung hatte eine hohe Kupferaufnahme in das Blatt festgestellt. Es wurde vermutet,
dass Ruckstande der Praparate auf der Blattoberflache die gemessenen Kupferkonzentrationen in den
Blattern beeinflussten, wodurch die Werte teilweise tberschétzt wurden. Daher wurde die angewendete
Methodik im Zusammenhang mit der Beurteilung der Kupferaufnahme als ungeeignet eingeschétzt (vgl.
4.1.4.4). Im néchsten Kapitel (4.2) wurden deshalb weitere Untersuchungen unternommen, um das
Kupferaufnahmeverhalten in das Blatt und das Cu?'-lonenfreisetzungsvermogen der verschieden
Préparate in einem anderen Ansatz besser zu verstehen. Andere Studien, welche die Diingewirkung in
einer Blattapplikation von kupferhaltigen geldsten und partikuléren Préparaten miteinander verglichen,
sind nicht bekannt. Vergleiche mit anderen Studien, die den Einfluss von Cu-Np auf die Entwicklung
von Pflanzen untersuchten, wurden bereits diskutiert (vgl. Abschnitt 4.1.4.1).

4.1.4.7 Vergleich der Wirkung verschiedener partikularer und geldster Kupferpraparate zum

Pflanzenschutz gegentiber Echtem Mehltau bei C. sativus

Das Experiment zur Untersuchung der Schutzwirkung der unterschiedlichen Cu-Suspensionen
gegeniber Echtem Mehltau an C. sativus (Abb. 34, A) zeigte fiir jede der getesteten Behandlungen
(Folicur, ,,Cu-EDTA*, , Kupferoxychlorid“, ,,Cu-Np*, ,,Cu-Np-Uberstand*) eine positive Wirkung im
Vergleich zur unbehandelten ,,Kontrolle®. Die Varianten ,,Cu-Np-Uberstand** und ,,Cu-EDTA* boten
zu Beginn (6 Tage nach der Inokulation) den effektivsten Schutz, da sie die geringste befallenen Flache
aufwiesen. Die Varianten ,,Cu-Np“ und ,,Kupferoxychlorid“ zeigten zu einem frithen Zeitpunkt (6-9
Tage nach der Inokulation) einen hdheren Anteil befallener Blattflache im Vergleich zu ,,Cu-EDTA*
und ,,Cu-Np-Uberstand*. Vierzehn Tage nach der ersten Inokulation war kein Unterschied mehr
zwischen Behandlungen und ,,Cu-Np“, ,Kupferoxychlorid“, , Cu-Np-Uberstand* und den
unbehandelten Pflanzen zu erkennen. Die Behandlung mit ,,Cu-EDTA® hatte jedoch noch leichte
Vorteile gegeniiber der ,,-Cu“-Variante. Die Behandlung mit Folicur zeigte (iber den gesamten Zeitraum
keinen Befall, was zu erwarten war, da dieses Produkt tiber eine systemische Wirkung verfiigt. Die
Untersuchungen nach der zweiten Inokulation (Abb. 34, B) zeigten keine systemische Wirksamkeit der
verschiedenen Kupferpriparate, da die unbehandelten Blatter aller Varianten (,,Cu-EDTA®,
,,Kupferoxychlorid*, ,,Cu-Np*, ,,Cu-Np-Uberstand*) in gleicher Weise und Geschwindigkeit befallen

wurden wie bei den Pflanzen, die von Beginn an keine Behandlung erhielten. Lediglich Folicur wirkte
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systemisch, wies jedoch zum Ende des Experimentes auch einen sehr geringen Befall der unbehandelten
Blattflache auf. Auch beim protektiven Schutz gegenuber Echtem Mehltau ist davon auszugehen, dass
die Wirkung vorwiegend von freien Cu?*-lonen hervorgerufen wurden, da die Varianten ,,Cu-EDTA*
und ,,Cu-Np-Uberstand“ (in dem ein hoher Anteil freier Cu?*-lonen vermutet wird) die effektivste
Wirkung zeigten. Insgesamt ist die abnehmende Wirkung aller Kupferpréparate dadurch zu erklaren,
dass die Blatter nach der Applikation weiter wuchsen und sich somit die wirksamen Riickstande der
aufgespriihten Préparate auf der Blattoberflache verdinnten. Es wird darauf hingewiesen, dass
Kupferpraparate in der Praxis vor allem zum Schutz gegentiber falschem Mehltau eingesetzt werden
und seltener, wie in der vorliegenden Arbeit, gegeniiber echtem Mehltau. Bereits zuvor wurde eine
effektive Schutzwirkung durch Cu-Np gegentiber Fusarium. Culmorum Sacc., Fusarium. Oxysporum
Schlechtend. und Fusarium. equiseti Sacc. in vitro gezeigt (Bramhanwade et al. 2016). Kanhed et al.
(2014) zeigten in einem ahnliche Ansatz ebenfalls eine Wirkung von Cu-Np gegenliber Phoma
distructiva, Curvularia lunata, Alternaria alternata und Fusarium oxysporum. Eine weitere Studie
belegte eine effektive Wirkung von Cu-Np gegeniber Saprolegnia sp. ebenfalls in vitro (Kalatehjari et
al. 2015). Ouda (2014) erzielte auch eine positive Wirkung von Cu-Np gegentber Alternaria alternata
und Botrytis cinerea in vitro und zeigte, dass Cu-Np die Hyphen der Pilze beschadigten. Ahnliche in
vivo-Untersuchungen zum Schutz gegenuber Pflanzenpathogenen, wie sie in der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrt wurden, sind mir nicht bekannt. Jedoch wurde bereits eine effektive Wirkung von Ag-Np
in einem Pflanzenexperiment mit C. sativus und C. pepo gegentiiber echtem Mehltau gezeigt (Lamsal et
al. 2011). Im Hinblick auf den protektiven Schutz gegenuber echtem Mehltau konnte im Vergleich zu
dem gel6sten Praparat (,,Cu-EDTA®) keine effektivere Wirkung gezeigt werden. Die Wirkung lieR bei
den partikuldren Substanzen (ber die Zeit eher nach. ,Kupferoxychlorid“ ,,Cu-Np“ und
,,Cu-Np-Uberstand* verhielten sich in der Wirkung &hnlich. Auch eine systemische Wirkung der Np-

Préparate war nicht festzustellen.

4.2 Untersuchung der lonenfreisetzung verschiedener partikuldarer und geloster

Kupferpréparate sowie der Kupferaufnahmemengen in das Blatt (S. telephium).

4.2.1 Einleitung

Der erste Vorteil einer moglichen effektiveren Diingewirkung von Np gegeniiber einem geldsten
Praparat konnte meistens weder fir die Cu-Np noch fur die Fe-Np bestétigt werden. Lediglich im
Vergleich zu einem herkdmmlichen partikuldren Diingemittel (,,Kupferoxychlorid) war die
Dungewirkung der Cu-Np besser. Der zweite Vorteil einer Np-Blattdiingung kénnte moglicherweise
darin bestehen, dass mineralische N&hrstoffe in htheren Konzentrationen aufgetragen werden kdnnen
als in geloster Form, ohne dass dabei Blattschadden durch einen zu hohen Anteil anfanglich vorhandener
geldster lonen hervorgerufen werden Dadurch kdnnten Pflanzennéhrstoffe in partikularer Form als

Depot auf die Pflanzenoberflache aufgetragen werden und mdoglicherweise, eine stetige
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Né&hrstoffaufnahme in das Blatt, im Idealfall Gber einen l&ngerfristigen Zeitraum, bewirken. Um die
Wirkungsweise der verschiedenen partikuldaren Cu-Suspensionen (Kupferoxychlorid®, ,,Cu-Np“,
,,Cu-Np-Uberstand*) niher zu untersuchen, wurden zwei Modellversuche durchgefiihrt. Dazu wurde
das Cu?*-lonenfreisetzungsverhalten der verschiedenen Priparate (,,CuCly“, , Kupferoxychlorid®,
,,Cu-Np*, ,, Cu-Np-Uberstand*) (iber einen Zeitraum von 48 Stunden in einem Modellversuch mit einer
Dialysemembran untersucht. AuBerdem wurde die Kupferaufnahme in das Blatt aus diesen
verschiedenen Kupferpraparaten (,,Cu-EDTA®, , Kupferoxychlorid®, ,,Cu-Np*, ,,Cu-Np-Uberstand*)
und deren Vertraglichkeit erneut beurteilt. Um fiir die Bestimmung der Kupferaufnahme eine
geeignetere Methode als das zuvor durchgefiihrte (vgl. Abschnitt 4.1.2.2) ausschlieRliche Abwaschen
der Rickstande auf der Oberflache zu entwickeln, wurden zunachst zwei Vorversuche durchgefuhrt.
Das Prinzip bestand darin, neben dem Abwaschen der Blattoberflache zusatzlich die Epidermis der
Blatter zu entfernen, sodass bei der spéteren Analyse tatsachlich nur die Kupferkonzentration im
Blattinneren bestimmt wurde. Zur Untersuchung der Aufnahme in das Blatt wurde in diesem
Versuchsansatz die Pflanzenart S. telephium. verwendet, da sich hier die Epidermis gleichmaRig und
vollstdndig ablésen lasst. Es ist mir nicht bekannt, dass diese Methodik im Zusammenhang mit der

Quantifizierung der Aufnahme von Néahrstoffen schon einmal verwendet worden ist.
4.2.2 Material & Methoden

4.2.2.1 Untersuchung der lonenfreisetzung verschiedener partikuldrer und gel6ster

Kupferpraparate

Der erste Modellversuch zum Cu?*-lonenfreisetzungsvermogen wurde mit Hilfe einer Dialysemembran
(Molecular weight cut-off (MWCO): 500-1000 Da) und Agar durchgefiihrt. Das Riickhaltevermégen
der Dialysemembran wurde so gewahlt, dass sie fiir partikulére Stoffe, die groBer als ca. 1 nm sind, nicht
durchlassig war. Es wurden ca. 10 cm lange Stiicke des Dialyseschlauches an beiden Seiten der Lange
nach aufgeschnitten. AnschlieBend wurden rechteckige Blocke (1 cm x 1,5 cm x 12 cm) aus Agar (1,5
%) hergestellt. Die zurechtgeschnittenen Stiicke des Dialyseschlauches wurden auf die Agar-Blocke
gelegt, welche in einer Petrischale lagen. Danach wurden von verschiedenen Kupferprdparaten
(,CuCly*, ,,Kupferoxychlorid®, ,,Cu-Np*, ,,Cu-Np-Uberstand*) elf Tropfen mit definiertem Volumen
(12 pl) mittig auf die Dialysemembran mit einer Multipette aufgetragen (Abb. 35). Es wurde darauf
geachtet, dass die aufgetragenen Flussigkeiten keinen direkten Kontakt zum Agar hatten. Die
verschiedenen Praparate enthielten eine Kupferkonzentration von 0,1 mg I%. Je Behandlung gab es acht
Wiederholungen. Nach dem Auftragen der Tropfen wurden die Petrischalen abgedeckt, sodass die Agar-
Streifen und die Tropfen nicht austrockneten. Nach 24 und nach 48 Stunden wurden jeweils vier Streifen
geerntet. Dazu wurden 2 Stunden vor der Ernte die Deckel der Petrischalen abgenommen, sodass die
Tropfen auf der Dialysemembran nahezu eintrockneten. Dadurch wurde sichergestellt, dass beim

Abnehmen der Dialysemembran von den Agarbldcken die Flissigkeiten nicht versehentlich von der
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Membran herunterlaufen konnten und wohlmaéglich den Agar kontaminierten. AnschlieBend wurden die
Agar-Blocke und Dialysemembranen fir 48 Stunden bei 60 °C getrocknet und anschlielend
aufgeschlossen (vgl. Abschnitt 2.7). Die Kupferkonzentration in der Aufschlussldsung wurde dann
spater am AAS analysiert. Das Prinzip basierte darauf, dass Cu-Partikel durch die Dialysemembran
zuriickgehalten wurden und nur geléste Cu?*-lonen durch die Membran entlang eines
Konzentrationsgradienten in den Agar diffundieren konnten. Durch die Bestimmung der Konzentration
des Kupfers im Agar und auf der Membran, konnte somit eine Aussage Uiber das Cu?*-lonenfreisetzungs-

und Nachlieferungsvermégen der verschiedenen Substanzen getroffen werden.

Abbildung 35: Agar-Blécke mit aufliegender Membran nach der Tropfen-Applikation der Praparate.

4.2.2.2 Untersuchungen zur Kupferaufnahme in das Blatt (S. telephium) nach Applikation
verschiedener partikulérer und geloster Kupferpraparaten

Die Versuche zur Kupferaufnahme in das Blatt bei S. telephium fanden in &hnlicher Weise statt.
Zunachst wurden Blatter mit einer moglichst einheitlichen GroRe am Trieb der Pflanzen abgeschnitten.
Die Blattoberfldche wurde griindlich mit deion. Wasser abgespult. Danach wurden die Blatter mit einem
Skalpell mittig entlang der Mittelachse durchgeschnitten. Die Schnittflachen wurden mit aufgewéarmter
flissiger Vaseline, die sich beim Abkuhlen rasch verfestigte, versiegelt, um ein Austrocknen der Blatter
zu verhindern. Auf eine der beiden Blatthélften wurde eines der Préparate mit der Multipette mittig in
Tropfen mit definiertem Volumen aufgetragen. Die andere Blatthalfte diente als ,,Kontrolle* und wurde
in gleicher Weise mit deion. Wasser behandelt. Nach verschiedenen Wirkzeiten wurden zundchst die
aufgetragenen Praparate bei allen Blattproben abgewaschen. Danach wurden die noch feuchten
Blatthalften mit Papiertiichern abgetrocknet und im Anschluss daran die Vaseline mit einem Spatel
entfernt. Nun konnte die Epidermis bei den Blattproben entfernt werden. Dazu wurde das Blatt an der
Basis geknickt, sodass das Blatt-Parenchym brach, die Epidermis an der Blattoberseite jedoch noch
intakt war. Nun wurde die Epidermis der Blattoberseite vom unteren Ende zur Blattspitze hin in einem
flachen Winkel abgezogen (Abb. 36, D). Gleiches geschah mit den Blatthélften der ,,Kontrolle“. Die
Technik des Abziehens der Epidermis wurde im Zusammenhang mit der Untersuchung der Physiologie
der Stomata zuvor gezeigt (Weyers und Travis 1981). Die jeweiligen Blattpraparate wurden fir 48

Stunden im Trockenschrank bei 60 °C getrocknet, aufgeschlossen und auf Kupfer untersucht (vgl.
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Abschnitt 2.7). Dadurch konnte eine Aussage getroffen werden, wieviel Kupfer in Abhé&ngigkeit von
der Zeit aus den jeweiligen Kupferpréparaten in das Blattgewebe unterhalb der Epidermis gelangte. Die
beiden unbehandelten Blatthalften festgestellten Werte wurden von den gemessenen Werten bei der
Behandlung abgezogen.

Abbildung 36: Abziehen der Epidermis von S. telephium (A, B, D). In A und B sind wurde die Epidermis mit einem Filzstift
punktuell markiert, um die Mdglichkeit des Ablésens zu verdeutlichen. Aufgetragene Tropfen (C) auf die Blatthalften (Cu-
préparat und deion. Wasser (,,Kontrolle*)). Die Schnittstellen sind mit Vaseline versiegelt.

Der Vorteil der Methodik des Abwaschens der Blattoberflache und dem zusétzlichem Abziehens der
Epidermis (,,Abwaschen+Abziehen) gegentber des ausschlie3lichem Abwaschens der Blattoberflache
("Abwaschen™) wurde in einem Vorversuch gepruft. Dazu wurde auf sechs Blatthalften ,,Cu-EDTA*
(80 mg It Cu) in funf Tropfen (je 16 pl Volumen) mittig mit einer Multipette aufgetragen. In diesem
Experiment wurde ,,Cu-EDTA* anstelle von ,,CuCly* verwendet, da letzteres bereits in geringen
Konzentrationen Nekrosen auf der Blattoberflache verursachte. Nach dem Auftragen der Tropfen
wurden alle Proben auf feuchten Papiertiichern in einer Petrischale bei geschlossenem Deckel
aufbewahrt. Dadurch war in der Petrischale annéhernd eine Luftfeuchte von 100 % eingestellt, sodass
die Tropfen nicht eintrockneten. Nach dem Abwaschen der Ruckstdnde auf der Blattoberflache wurde
in diesem Versuch nur bei der Halfte der sechs Blattproben die Epidermis entfernt
(,,Abwaschen+Abziehen®). Bei der anderen Hélfte wurde die Epidermis nicht entfernt (,,Abwaschen®),
sodass die Aufhahme in Abhéangigkeit von den verschiedenen Methoden beurteilt werden konnte. Die

jeweiligen Blatthélften, die zur ,,Kontrolle* dienten, wurden gleicherweise behandelt.
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Zusétzlich wurde in einem zweiten Vorversuch der Effekt des ansatzweisen Eintrocknens
(,,Eintrocknen®) gegeniiber dem Feuchtbleiben (,,Feucht) der aufgetragenen Tropfen auf die
Kupferaufnahme in das Blattinnere beurteilt. In der Theorie hat das Eintrocknen bzw. die Abnahme des
Volumens des Tropfens zur Folge, dass die Kupferkonzentration im Tropfen steigt. Dadurch wird der
Konzentrationsgradient (Cu) in das Blattinnere erhéht und die Diffusion in das Blatt gefordert, was in
diesem Versuch bestéatigt werden sollte. Die Préparation der Bléatter fand wie zuvor beschrieben statt.
Danach wurden jeweils 7 x 12 pl ,,Cu-EDTA* mit einer Kupferkonzentration von 200 mg I als Tropfen
auf die Blattoberflache aufgetragen. Es wurde eine hohere Konzentration gewahlt, um hohere
Aufnahmen zu erzielen als im ersten VVorversuch. Bei der einen Variante wurden die Blatthdlften nach
dem Applizieren der Tropfen zunachst fur 2 Stunden an der freien Luft im Labor stehen gelassen, sodass
ein Teil des Tropfenvolumens nach dieser Zeit verdunstet war und dementsprechend die
Kupferkonzentration im Tropfen erhéht wurde. Alle Tropfen waren zu diesem Zeitpunkt jedoch noch
feucht (,Eintrocknen®). Danach wurden die Blatthalften auf feuchten Papiertiichern in einer
geschlossenen Petrischale bei anndhrend 100 % Luftfeuchte lber den gesamten Versuchszeitraum
aufbewahrt, sodass die Tropfen nie vollstandig eintrockneten. Im Vergleich dazu wurde bei der anderen
Variante von Beginn an 100% Luftfeuchtigkeit in der Petrischale eingestellt, sodass das
Tropfenvolumen Uber den Versuchszeitraum auf der Blattoberflache nicht oder nur sehr geringfiigig
abnahm (,,Feucht”). Zur Vereinfachung wurden in beiden Nebenversuche nur Behandlungen mit
,,CU-EDTA* durchgefihrt. Der Versuchszeitraum betrug in beiden Fallen 48 Stunden, und je Variante
gab es drei Wiederholungen. Da die Rohdaten zunéachst nicht normalverteilt waren, wurden sie fur die
statistische Auswertung logarithmisch transformiert.

Nach den beiden VVorversuchen wurde ein Versuch durchgefiihrt, bei dem die Kupferaufnahme aus den
verschiedenen partikuldren und geldsten Kupferpraparaten bei S. telephium getestet wurde. Zundchst
wurde in einem Nebenversuch die Vertraglichkeit der verschiedenen Préparate (,,CuCly*, ,,Cu-EDTA*,
., Kupferoxychlorid*, ,,Cu-Np*“ und ,,Cu-Np-Uberstand**) in den verschiedenen Konzentrationen (10, 50,
80, 100 und 200 mg I'%) bei S. telephium untersucht. Dazu wurden fiinf Tropfen mit je einem Volumen
von 16 pl des jeweiligen Praparates bei den genannten Kupferkonzentrationen auf die Blattoberflache
aufgetragen. Die Préparate trockneten auf der Blattoberfliche ein und nach 48 Stunden wurde
festgestellt, bei welcher Konzentration durch das jeweilige Préparat offensichtliche Schaden an der
Kontaktstelle verursacht worden waren. Im eigentlichen Experiment zur Aufnahme wurden
verschiedenen Kupferpraparate (Cu-EDTA, ,,Kupferoxychlorid, ,,.Cu-Np*, ,,Cu-Np-Uberstand*) in
Tropfen (5 x 16 pl) mit einer Kupferkonzentration von 80 mg I'%, welche bei allen Praparaten vertraglich
war, mittig mit einer Multipette aufgetragen. Die Konzentration wurde etwas geringer gewahlt als im
Versuch mit der Dialysemembran, da hoéhere Konzentrationen bei einigen Varianten (,,Cu-Np“,
,,CU-Np-Uberstand*) Schaden auf der Blattoberflache verursacht hatten. Je Behandlung wurden acht

Blatthélften behandelt. Die Blatthdlften wurden auf Papiertiicher in offene Petrischalen gelegt. Alle
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Praparate blieben zunédchst (2 Stunden) an der freien Laborluft, sodass ein Teil des Tropfenvolumens
verdunstete. Das Ziel dabei war wie zuvor beschrieben, die Kupferkonzentration im Tropfen zu erh6hen
und die Kupferaufnahme zu fordern. AnschlieBend wurde das Filterpapier befeuchtet und die Petrischale
abgedeckt. Dadurch war eine Luftfeuchtigkeit von anndhernd 100 % in der Petrischale eingestellt,
sodass die Tropfen nicht vollstandig eintrockneten. Nach 24 und 48 Stunden wurden je Behandlung vier
Blatthilften und die entsprechende ,,Kontrolle* geerntet. Der Kupfergehalt im Blatt wurde anschlieend,

wie bereits beschrieben, festgestellt.
4.2.3 Ergebnisse

4.2.3.1 Untersuchung der lonenfreisetzung verschiedener partikularer und geldster

Kupferpraparate

Die Kupferkonzentration im Agar (Abb. 37, A) war bei der Behandlung ,,CuCl>* 24 Stunden nach der
Applikation héher (8,1 pg g?) als bei ,,Kupferoxychlorid“ (1,7 pg g*) und bei ,,Cu-Np-Uberstand* (4,5
ug glb). ,,Cu-Np“ (6,0 ug g?) und ,,CuCl* unterschieden sich zu dem Zeitpunkt nicht signifikant.
AuBerdem war ,,Cu-Np“ nicht verschieden zu ,,Cu-Np-Uberstand. Die Behandlung
»Kupferoxychlorid hatte signifikant geringere Werte als alle anderen Behandlungen. Nach 48 Stunden
erreichten die Behandlungen ,,Cu-Np* und ,,Cu-Np-Uberstand* das gleiche Niveau wie ,,CuCl,*. Die
Werte der Behandlung mit ,,Kupferoxychlorid“ waren auch nach 48 Stunden deutlich geringer als die
aller anderen Behandlungen. Bei der prozentual aufgenommenen Menge der Cu?*-lonen nach 24
Stunden (Abb. 37, B), wurde bei ,,CuCl,* der hochste Wert festgestellt (22,9 %), welcher zu allen
anderen verschieden war. ,,Cu-Np* (14,1 %) und ,,Cu-Np-Uberstand* (15,4 %) unterschieden sich nicht,
waren jedoch hoher als bei ,,Cu-Lebsosol* (4,5 %). Nach 48 Stunden erreichten ,,Cu-Np*“ (27,6 %) und
,,Cu-Np-Uberstand“ (28,9 %) das gleiche Niveau wie ,,CuCly* (32 %), wahrend der Wert bei

,,Kupferoxychlorid“ im Vergleich zu der Messung nach 24 Stunden sogar etwas geringer war (4%).
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Abbildung 37: Cu-Konzentration (A) und prozentuale Cu-Aufnahme (B) in den Agar 24 und 48 Stunden nach der
Tropfenapplikation verschiedener Kupferpraparate (,,CuClz*, ,,Kupferoxychlorid“, ,,Cu-Np*, ,,Cu-Np-Uberstand*) auf eine auf
dem Agar aufliegende Dialysemembran (MWCO 500-100). Die Agar-Bldcke hatten eine Umgebungsfeuchte von 100%, sodass
der Agar und die Tropfen nicht austrockneten. Die Werte entsprechen den Mittelwerten (+Standardfehler) der jeweiligen
Behandlung (je vier Agarbldcke). Statistisch signifikante Unterschiede (p < 0.05) zueinander werden mit unterschiedlichen
Buchstaben markiert (Duncan Test, a = 0.05).

4.2.3.2 Untersuchungen zur Kupferaufnahme in das Blatt (S. telephium) nach Applikation
verschiedener partikulérer und geloster Kupferpraparaten

Der Vorversuch zum Vergleich zwischen den Methoden ,,Abwaschen” und zunidchst Abwaschen und
anschlielendem Abziehen (,,Abwaschen+Abziehen*) der Epidermis zeigte deutliche Unterschiede,
sowohl bei der gemessenen Kupferkonzentration im Blatt als auch bei den Anteilen des Kupfers, die
prozentual bezogen auf die applizierte Gesamtmenge im Blatt wiedergefunden wurden (Abb. 38, A und
B). In beiden Fallen waren die Werte bei der Variante ,,Abwaschen* deutlich hoher.
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Abbildung 38: Cu-Konzentration (A) und prozentuale Cu-Aufnahme (B) im Blatt (S. telephium) 48 Stunden nach der
Tropfenapplikation (5x16 pl) von ,,Cu-EDTA* (80 mg I') auf die Blattoberflache. Es werden die Werte nach dem Abwaschen
der Blattoberflache mit den Werten nach Abwaschen der Oberflache und zusétzlichem Abziehen der Epidermis miteinander
verglichen. Die Proben wurden tber den gesamten Versuchszeitraum bei 100% relativer Luftfeuchte gehalten, sodass nur
geringfigige Teile des anfénglichen Tropfenvolumens verloren gingen. Die Werte entsprechen dem Mittelwert
(+-Standardfehler) der jeweiligen Behandlung (je funf Blattern). Statistisch signifikante Unterschiede (t-Test, logarithmierte
Daten, p < 0.05) werden mit *-Symbol gekennzeichnet.

Im Vorversuch zum Einfluss des ansatzweisen Eintrocknens des Praparates (Cu-EDTA) auf die
Kupferaufnahme waren die Werte der Kupferkonzentration sowie der prozentual aufgenommenen
Menge Kupfer bei der Variante ,,Eintrocknen‘ deutlich héher als bei der Variante ,,Feucht®, bei der die
aufgetragenen Tropfen keine oder nur geringfugige Teile des Tropfenvolumens durch Verdunstung
verloren hatten (Abb. 39, A und B).
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mFeucht 12 4
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Cu-Konzentration im Blatt (ug g%)
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Abbildung 39 Cu-Konzentration (A) und prozentuale Cu-Aufnahme (B) im Blatt (S. telephium), 48 Stunden nach der
Tropfenapplikation (7x12ul) von ,,Cu-EDTA“ (200 mg I'Y) auf die Blattoberflache. Vergleich der Werte nach annaherndem
Eintrocknen (,,Eintrocknen®) und nicht Eintrocknen (,,Feucht”) des Tropfens. Die Werte entsprechen dem Mittelwert
(+-Standardfehler) der jeweiligen Behandlung (je funf Blattern). Statistisch signifikante Unterschiede (t-Test, logarithmierte
Daten, p < 0.05) werden mit *-Symbol gekennzeichnet.

83



Die verwendeten Praparate zeigten eine unterschiedliche Vertraglichkeit auf der Blattoberflache
(S. telephium) in Abhangigkeit von der Kupferkonzentration (Tab. 2). Die Behandlung ,,CuCl,*“ fuihrte
bereits bei einer Konzentration von 50 mg I zu Schaden an den Auflagestellen der Tropfen. Eine
Konzentration von 10 mg I* zeigte bei ,,CuCl>* noch keine Schaden. Bei ,,Cu-Np-Uberstand* trat eine
Unvertraglichkeit bei einer Konzentration von 100 mg I* auf, wahrend eine Konzentration von
80 mg I noch keine Schaden verursachte. ,,Cu-Np* zeigte Schiden bei einer Konzentration von
200 mg I, wahrend 100 mg It noch vertraglich waren. ,,Kupferoxychlorid“ und ,,Cu-EDTA* zeigten

keine Schaden im getesteten Bereich der Kupferkonzentrationen (10-200 mg I%).

Tabelle 2: Vertragliche und unvertrégliche Konzentrationen (10, 50, 80, 100, 200 mg I-1) verschiedener Kupferpraparate nach
dem Aufbringen von fiinf Tropfen zu je 15 pl auf die Blattoberflache von S. telephium. Wenn keine der verwendeten

Konzentrationen einen Schaden verursachte, wurde ein - eingefiigt.

,»,CuCly* ,,CU-EDTA*“ , Kupferoxychlorid“ ,,Cu-Np* , Cu-Np-Uberstand*
Appliziertes 5x15 pl 5x15 pl 5x15 pl 5x15ul  5x15 pl
Tropfenvolumen
Vertragliche 10 10-200 10-200 10-100 10-80
Konzentrationen
(mg 1)
Unvertragliche 50-200 - - 200 100-200
Konzentrationen
(mg 1)

Im Experiment zur Kupferaufnahme (Abb. 40, A und B) aus den verschiedenen Préparaten in das
Blattinnere (S. telephium) zeigte sich bei ,,Cu-EDTA* nach 24 Stunden eine hohere Kupferkonzentration
(9,8 ng g?) als bei den tbrigen Behandlungen (2,5-3,0 pug g?). Die anderen Behandlungen
(.,Kupferoxychlorid*, ,,Cu-Np*, ,,Cu-Np-Uberstand*) unterschieden sich nicht voneinander. Nach 48
Stunden waren jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen allen Behandlungen bei der
Kupferkonzentration erkennbar. Bei der prozentual aufgenommenen Menge Kupfer zeigten sich
ahnliche Unterschiede zwischen den jeweiligen Behandlungen wie bei der Kupferkonzentration im
Blatt. Verschieden war, dass nach 48 Stunden die Werte von ,,Cu-EDTA* hoher waren (13,5 %) als die
von , Kupferoxychlorid*“ (2,3 %). Die Behandlungen ,,Cu-Np* und ,,Cu-Np-Uberstand“ (6,7 bzw.
4,4 %) unterschieden sich weder zu ,,Cu-EDTA* noch zu ,,Kupferoxychlorid“. Die Werte der
unbehandelten Blatthalfte wurden von den Werten der Behandlungen in beiden Diagrammen (Abb. 40,

A und B) bereits abgezogen.
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Abbildung 40: Cu-Konzentration (A) und prozentuale Cu-Aufnahme (B) im Blatt (S. telephium), 24 und 48 Stunden nach der
Tropfenapplikation verschiedener Kupferpraparate (,,Cu-EDTA*, ,,Kupferoxychlorid®, ,,.Cu-Np*, ,,Cu-Np-Uberstand“) auf die
Blattoberflache und anschlieBender Entfernung der Epidermis. Nach 2 Stunden wurde eine Luftfeuchte von annéhrend 100%
eingestellt, sodass die Tropfen nicht vollstandig eintrockneten, jedoch nicht mehr das anfangliche Volumen hatten. Die Werte
entsprechen dem Mittelwert (+Standardfehler) der jeweiligen Behandlung (je finf Blattern). Statistisch signifikante
Unterschiede (p < 0.05) werden mit unterschiedlichen Buchstaben markiert (Duncan Test, a = 0.05).

4.2.4 Diskussion

4.2.4.1 Untersuchung der lonenfreisetzung verschiedener partikularer und geldster

Kupferpraparate

Im Experiment mit der Dialysemembran wurde deutlich, dass die Cu?*-lonenfreisetzung je nach
Kupferpraparat verschieden war (Abb. 37). In diesem Versuch wurde ,,CuCl;* als Vergleichsvariante
verwendet, da ,,Cu-EDTA* offenbar ein zu groler Komplex ist, um durch die Membran zu diffundieren.
Vorversuche (nicht dargestellt) zeigten nur &uBerst geringe Freisetzungen von Kupfer bei der
Verwendung von ,,Cu-EDTA*. Dies belegt auch, dass nur geldste Cu?*-lonen die Membran passieren
kénnen, sodass auch ein Durchtritt ganzer Cu-Np ausgeschlossen werden kann. Sowohl bei der
festgestellten Kupferkonzentration im Agar als auch bei der prozentual aufgenommenen Menge der
Cu®*-lonen in den Agar erzielten die Np-Priparate (,,Cu-Np* und ,,Cu-Np-Uberstand*) nach 48 Stunden
das gleiche Niveau wie ,,CuCly*. Nach 24 Stunden waren die Werte dieser beiden Parameter bei
,,Cu-Np*“ und ,,Cu-Np-Uberstand* groBtenteils (auBer die Kupferkonzentration im Agar bei ,,Cu-Np*)
noch signifikant geringer als bei ,,CuCl,*. Dies weist daraufhin, dass bei beiden Varianten (,,Cu-Np*
und ,,Cu-Np-Uberstand*) iiber eine Dauer von 48 Stunden eine stetige Freisetzung von Cu?*-lonen
stattfand. Bei dem anderen partikuléren Préaparat (,,Kupferoxychlorid“) war dies nicht zu beobachten.
Hier wurden nach 48 Stunden dhnliche Werte festgestellt wie bereits nach 24 Stunden. Dies lasst die
Schlussfolgerung zu, dass bei ,,Kupferoxychlorid“ unter den Bedingungen dieses Experiments nur die
zu Beginn bereits in der Suspension vorhandene Menge Cu?*-lonen vom Agar aufgenommen wurde und

keine weitere Cu?*-lonenfreisetzung von den Partikeln stattfand. Andere Studien untersuchten die
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Freisetzung von Cu?*-lonen vorwiegend im Zusammenhang mit der Toxizitat der Cu-Np. Dabei wurden
sowohl verschiedene GroRen und Formen von Cu-Np als auch eine ganze Reihe verschiedener
Methoden zur Bestimmung der Menge geldster Cu?*-lonen gewahlt, sodass die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse nur bedingt mdglich ist. So nutzten Mortimer et al. (2010) Cu?*-sensorische, lumineszierende
Bakterien (E. coli MC1061), um die Konzentration freier Cu?*-lonen nach Zugabe von Cu-Np (CuO, 30
nm) in einem Nahrmedium zu bestimmen. Im Vergleich zu Cu-Bulk (0,12 % der Gesamtmenge Cu)
hatten dabei die Cu-Np (2,0 % der Gesamtmenge Cu) eine deutlich gesteigerte Loslichkeit. In einer
anderen Studie wurde eine Loslichkeit der Cu-Np (25 nm) von 1,2 % (hach 5 Minuten) und 2,1 % (nach
2 Stunden) im Uberstand einer kiinstlichen Magenflissigkeit gemessen (Lei et al. 2008). Studer et al.
(2010) zeigten bei Analysen des Uberstandes einer Cu-Np (20 nm) Suspension nach Zentrifugation,
dass mit sinkendem pH-Wert (7,4; 7,0; 5,5) eine zunehmende L&slichkeit (0,1 %; 0,3%; 95%) in Wasser
festzustellen war. Gunawan et al. (2011) stellten ebenfalls mit Hilfe eines Membranfilters eine hohe
Loslichkeit (80-95 %) von CuO-Np (14 nm) im Vergleich zu CuO-Bulk (1-8 %) in verschiedenen
Kulturmedien flr Bakterien fest. Baek und An (2011) verwendeten einen Membranfilter, um die
Loslichkeit der Cu-Np (20-30 nm) zu bestimmen. Dabei wurde mit zunehmender
CuO-Np-Konzentration (25-125 mg I%) eine abnehmende relative Loslichkeit (5-2 %) festgestellt. Eine
weitere Studie zeigte mit Hilfe eines Dialyseschlauches bei kugelférmigen CuO-Np (7 nm) eine
Loslichkeit von 3,5 % und bei stdbchenférmigen CuO-Np (7-40 nm) nur eine Loslichkeit von 1 % (Misra
et al. 2012). Miao et al. (2015) verwendeten einen Membranfilter, um die Partikel von den geldsten
Anteilen zu trennen und bestimmten die Menge der Cu?*-lonen in Anwesenheit verschiedener
natlrlicher organischer Materialien (NOM). Dabei stieg die Loslichkeit mit zunehmender Konzentration
der NOM. AuRerdem gibt es Hinweise darauf, dass eine abnehmende PartikelgréRe bei Cu-Np zu einer
hoheren Loslichkeitsrate fiihrt (Misra et al. 2012). Den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und anderer
Studien zur Folge scheint die Loslichkeit bzw. das Freisetzungsvermdgen von Cu-Np von verschiedenen

Paramatern wie z.B. PartikelgroRe, -form, Medium und pH-Wert abhangig zu sein.

4.2.4.2 Untersuchungen zur Kupferaufnahme in das Blatt (S. telephium) nach Applikation

verschiedener partikulérer und geldster Kupferpraparaten

Auf Grund des Widerspruchs der gezeigten Wirkung bei C. sativus und der festgestellten Aufnahme in
das Blatt der verschiedenen Préparate bei G. max aus dem vorherigen Abschnitt (4.1.4.4) wurde eine
neue Methodik entwickelt. Dabei konnte ein Einfluss auf die Messung der Kupferaufnahme durch
verbleibende Riickstande auf der Blattoberflache nach dem Abwaschen ausgeschlossen werden. Der
erste Vorversuch (Abb. 38) zeigt deutlich, dass die gemessenen Kupferkonzentrationen, nachdem die
Blattoberflache nur abgewaschen worden war (,,Abwaschen®), deutlich hoher waren als bei der
Variante, bei der nach dem Abwaschen der Préparate zusdtzlich die Epidermis entfernt wurde
(,,Abwaschen+Abziehen). Dies zeigt, dass entweder Riickstinde auf der Blattoberfliche oder

maoglichweise auch bereits in die Epidermis aufgenommenes Kupfer Einfluss auf die Messung hatte.
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Durch das Abziehen der Epidermis konnte jedoch sichergestellt werden, dass nur bereits in das
Blattinnere aufgenommenes Kupfer berlcksichtigt wurde und somit eine eindeutige Beurteilung der
Aufnahme garantiert war. Durch das Abziehen der Epidermis wird die Aufnahme jedoch eher
unterschatzt, da die Cu-Mengen, die bereits in die Zellen der Epidermis, also ins Blattinnere
aufgenommen worden waren, nicht mit einbezogen wurden. Die Ergebnisse bestatigen den Vorteil
dieser Methodik. Jedoch waren im Vorversuch die festgestellten Kupferkonzentrationen und prozentual
aufgenommen Cu-Mengen bei ,,Abwaschen+Abziehen* (0,05 pug g*; 0,12%) und ,,Abwaschen* (0,67
ug g1; 1,8%) relativ gering. In diesem Experiment, wurde von Beginn an eine annahrend 100-prozentige
Luftfeuchtigkeit eingestellt, sodass die aufgetragenen Tropfen Uber den gesamten Versuchszeitraum
kaum an Volumen verloren haben. Dadurch war der Konzentrationsgradient in das Blatt relativ gering,
wodurch die geringe Kupferaufnahme zu erkléren ist. Eichert et al. (1998) stellten bereits fest, dass die
Aufnahmeraten anionischer Stoffe in das Blatt durch den Prozess des Eintrocknens maximiert wurden.
Daher wurde in einem weiteren Vorversuch (Abb. 39) der Einfluss des Eintrocknens der Tropfen auf
der Blattoberflaiche auf die Aufnahme in das Blatt untersucht. Der Prozess des anndhernden
Eintrocknens und damit der Anstieg der Kupferkonzentration im Tropfen zeigten einen deutlichen
Einfluss auf die Aufnahme. So war die Kupferkonzentration nach dem Eintrocknen im Blatt deutlich
hoher (15,5 ug g?) als bei der Variante, bei der die Tropfen nicht eintrockneten (2,0 ug g). Gleiches
gilt fiir die prozentual aufgenommene Menge Kupfer, wobei Werte von 7,4 % (,,Eintrocknen*) und
1,0 % (,,Feucht) gemessen wurden. Basierend auf den Erkenntnissen der Vorversuche war die
entwickelte Methodik fiir die Beurteilung der Kupferaufnahme aus den jeweiligen Kupferpréparaten
geeignet, unter der VVoraussetzung, dass die aufgetragenen Tropfen auf der Blattoberfldche ansatzweise,
jedoch nicht vollstandig, eintrockneten. Zuvor wurde noch die Vertraglichkeit der verschiedenen
Praparate in verschiedenen Konzentrationen bei S. telephium getestet (Tab. 2). ,,Cu-EDTA* und
,,Kupferoxychlorid zeigten bei den verwendeten Kupferkonzentrationen (10, 50, 80, 100, 200 mg %)
keine Schaden. Die unvertragliche Dosis bei ,,CuCl>* lag zwischen 10 und 50 mg I und war damit die
geringste, die einen Schaden verursachte. Die unvertraglichen Kupferkonzentrationen lagen bei
,,Cu-Np*“ zwischen 100 und 200 mg I* und bei ,,Cu-Np-Uberstand** zwischen 80 und 100 mg I*%. Bei der
Beurteilung der Vertraglichkeit ist darauf hinzuweisen, dass verschiedene Pflanzenarten
unterschiedliche Vertraglichkeitsschwellen haben koénnen. AuBerdem kann die Empfindlichkeit
gegeniiber den Prdparaten auch durch Umweltbedingungen wie Temperatur, Luftfeuchtigkeit,
Lichtintensitat sowie Tropfenvolumen und Wirkdauer beeinflusst werden. So zeigten im vorangegangen
Versuch G. max die Blatter bei der Behandlung mit ,,Cu-EDTA*, ,,.Cu-Np* und ,,Cu-Np-Uberstand*
nach 48 Stunden bereits Schaden bei einer Konzentration von 40 mg It (Abb. 32, B, D und E).
Demgegentiber verursachten Sprihapplikationen (80 mg I1) bei A. sativa keine offensichtlichen
Schaden (vgl. Abschnitt 4.1.3.2). Bei den Untersuchungen zum Schutz gegeniiber Echtem Mehltau
wurde bei C. sativus sogar eine Konzentration von 180 mg I* Cu (,,Cu-EDTA*, ,,Kupferoxychlorid*,

,,CU-Np*, ,,Cu-Np-Uberstand*) als Spriihapplikation verwendet, ohne offensichtliche Schiden zu
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verursachen (vgl. Abschnitt 4.1.3.5). Es ist davon auszugehen, dass die vorhandene Menge freier
Cu?*-lonen fiir die Schaden verantwortlich ist. Auf Grund der schlechten Vertraglichkeit von ,,CuCly*
bei S. telephium wurde als Vergleichsvariante, die Kupfer in geldster Form enthielt, ,,Cu-EDTA*
verwendet. Diese fuhrte in den ersten 24 Stunden zu héheren Kupferkonzentration im Blatt (Abb. 40,
A) als bei den ubrigen Behandlungen. Die (brigen Varianten (,,Kupferoxychlorid®, ,,Cu-Np*“ und
,,Cu-Np-Uberstand*) unterschieden sich zu diesem Zeitpunkt nicht. Nach 48 Stunden unterschieden sich
die Kupferkonzentrationen im Blatt bei keiner der Behandlungen mehr signifikant, waren jedoch bei
,.CU-EDTA* am hochsten. Bei der prozentual aufgenommenen Menge Kupfer nach 24 Stunden (Abb.
40, B) erzielte die Behandlung mit ,,Cu-EDTA*“ den hdchsten Wert, wahrend sich die Ubrigen
Behandlungen (,,Kupferoxychlorid“, ,,Cu-Np*, ,,Cu-Np-Uberstand*) nicht unterschieden. Nach 48
Stunden hatten die Behandlungen ,,Cu-Np* und ,,Cu-Np-Uberstand* ein héheres Niveau als nach 24
Stunden erreicht und unterschieden sich nicht mehr zu ,,Cu-EDTA*, was auf eine stetige, jedoch etwas
langsamere Aufnahme von Kupfer hinweist. Der Unterschied von ,,Cu-Np*“ und ,,Cu-Np-Uberstand* zu
"Kupferoxychlorid" war nach 48 Stunden jedoch nicht signifikant. ,,Kupferoxychlorid“ hatte nach 48
Stunden bei der prozentual aufgenommene Menge Kupfer immer noch einen geringeren Wert als bei
,»CU-EDTA® und zeigte einen dhnlichen Wert wie bereits nach 24 Stunden, sodass hier nicht von einer
stetigen Kupferaufnahme, bezogen auf den Zeitraum von 48 Stunden auszugehen ist. Bei den Préparaten
,,Cu-Np*“ und,,Cu-Np-Uberstand* wurde im Versuch mit Agar (vgl. Abschnitt 4.2.3.1) mit zunehmender
Zeit eine steigende Freisetzung der Cu?*-lonen festgestellt (Abb. 37, B). Im Versuch mit S. telephium
stieg die prozentuale Kupferaufnahme bei ,,Cu-Np* und ,,Cu-Np-Uberstand* mit der Zeit an (Abb. 40,
B). Wenn man diese beiden Erkenntnisse zusammenfuhrt, I&sst sich vermuten, dass bei diesen beiden
Praparaten (,,Cu-Np“ und ,,Cu-Np-Uberstand*) vorwiegend eine ionische Aufnahme in das Blatt
(S. telephium) stattfand, sodass die Aufnahme von Partikeln weiterhin als unwahrscheinlich eingeschatzt
wird. Dennoch kann die Aufnahme ganzer Partikel bei den Préparaten ,,Cu-Np“ und
,,Cu-Np-Uberstand®, (iber z.B. die Stomata unter den angewendeten Versuchsbedingungen nicht
ausgeschlossen werden. Bei ,,Kupferoxychlorid*“ nahm die Cu?*-lonenfreisetzung im Experiment mit
Agar (vgl. Abschnitt 4.2.3.1) und die prozentuale Aufnahme in das Blatt (S. telephium) mit der Zeit
nicht zu. Dadurch lasst sich vermuten, dass nur zu Anfang in der Suspension verflighare Cu?*-lonen
aufgenommen werden und keine zusétzliche Freisetzung von Cu?*-lonen aus dem partikuldaren Material
und damit Aufnahme stattfand. Die Aufnahme ganzer Partikel wird auch bei ,,Kupferoxychlorid“ eher
als unwabhrscheinlich eingeschétzt. Bisherige Studien beschreiben zwei verschiedene Aufnahmewege
tiber die Blattoberflache. Fir lipophile Stoffe wird eine Aufnahme (ber Polymere der Kutikula
beschrieben (Schdnherr 2002). Fir polare und ionische Stoffe besteht die Mdglichkeit des Eindringens
in das Blatt Gber hydrophile Bereiche der Kutikula (Schonherr 1976, 2000). Sogenannte wassrige polare
Poren sollen sich bilden, wenn Wassermolekiile an hydrophileren Bestandteilen der Kutikula adsorbiert
werden und eine Art flissige Verbindung zwischen der Blattoberflache und dem Blattinneren bilden,

die eine Diffusion in das Blattinnere ermdglicht (Chamel et al. 1991; Tyree et al. 1990). Der Radius
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dieser Poren wird auf einen Bereich zwischen 0,3 nm (Schonherr 1976; Popp et al. 2005) und 2,4 nm
(Eichert und Goldbach 2008) geschatzt. Eine weitere Moglichkeit des Eindringens von polaren
Substanzen in das Blattinnere besteht tiber die Stomata (Eichert et al. 1998; Eichert und Burkhardt 2001;
Eichert und Goldbach 2008), wobei je nach Pflanzenart der Porendurchmesser auf grofer als 20 nm
geschatzt wird (Eichert und Goldbach 2008). Bei der Aufnahme tiber Stomata wird ebenfalls vermutet,
dass Wasser an hydrophile Komponenten der Oberflache der Kutikula der SchlielRzellen adsorbiert und
somit eine Verbindung in das Blattinnere besteht (Eichert und Burkhardt 2001). Eichert et al. (2008)
konnten belegen, dass die Aufnahme von Partikeln (ber Stomata mit einer Gréf3e von 43 nm mdglich
ist, wahrend grofere Partikel (1,1 um) nicht in das Blattinnere gelangten. Kaiser (2014) zeigte hingegen,
dass die stomatdare Aufnahme von relativ groBen mineralischen CaCOs-Partikeln (Partikelgrofe: 1-4
um) maglich ist, jedoch nur, wenn eine siliziumorganischen Verbindung als Netzmittel verwendet
wurde, die stomatére Infiltration auslésen kann. Ein solches Netzmittel wurde in der vorliegenden Arbeit
nicht verwendet, sodass nicht davon auszugehen ist, dass um-Partikel aufgenommen werden konnten.
Bei den verwendeten Cu-Np (10 nm laut Herstellerangaben) sollte eine partikulare Aufnahme jedoch
theoretisch mdglich sein, was jedoch nach den erzielten Ergebnissen eher als unwahrscheinlich
eingeschatzt wurde. Eine potentielle Ursache fiir die ausbleibende Aufnahme ganzer Partikel kénnte mit
der mdglichen Ausbildung gréRerer Aggregate (im Bereich mehrerer um) in der Suspension

zusammenhéngen.

Die eingangs formulierte Hypothese (4) vermutet einen Vorteil darin, dass bei ,,Cu-Np“ und
,,Cu-Np-Uberstand“ hohere Konzentrationen auf die Blattoberflache aufgetragen werden kénnen als
beim selben Stoff in geldster Form, ohne dass Blattschdden durch die Applikation entstehen und
dennoch eine stetige Né&hrstoffaufnahme erzielt wird. Dies konnte teilweise bestétigt werden. Im
Vergleich zu ,,CuC12“ waren die Stoffe ,,Cu-Np* und ,,Cu-Np-Uberstand* tatséichlich vertriglicher (vgl.
Tab. 2).Im Vergleich zu ,,Cu-EDTA* waren die Np-Priparate (,,Cu-Np*“ und ,,Cu-Np-Uberstand*)
weniger vertraglich (vgl. Tab. 2). Eine vertrdgliche Konzentration (40 mgl-1) der Np-Praparate
(,,Cu-Np*“ und ,,Cu-Np-Uberstand**) bewirkte jedoch iiber eine Dauer von 48 Stunden eine gleich gute
prozentuale Kupferaufnahme wie ,,Cu-EDTA® (Abb. 40, B). Die Behandlungen mit ,,Cu-EDTA* und
,.Kupferoxychlorid“ zeigte keine Schéden bei den getesteten Konzentrationen (10-200 mg I-1). Bei
»Kupferoxychlorid“ wurde jedoch auch die schwichste Wirkung (vgl. Abschnitt 4.1.3.4) und
prozentuale Kupferaufnahme (vgl. Abschnitt 4.2.3.2) gezeigt, was vermutlich mit dem geringen
lonenfreisetzungsvermogen (vgl. Abschnitt 4.2.3.1) dieser Partikel zusammenhéngt. Das Préparat
,»Cu-EDTA* hatte im Vergleich zu den anderen Priparaten die beste Vertrdglichkeit und wurde am

schnellsten und in den hdchsten Mengen aufgenommen.
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4.3 Zusammenfassende Diskussion

Die gewonnenen Erkenntnisse zum Cu?*-lonenfreisetzungsverhalten und zur Kupferaufnahme in das
Blatt decken sich mit den zuvor festgestellten Diingeeffekten (vgl. Abschnitt 4.1.4.1 - 4.1.4.6) auf die
Biomasse und den Chlorophyllgehalt von Pflanzen, die unter Kupfermangel litten. Damit wurde gezeigt,
dass ein unmittelbarer Zusammenhang zwischen der Diingewirkung, der N&hrstoffaufnahme und dem
lonenfreisetzungsvermogen der Stoffe besteht. Zusétzlich wurde gezeigt, dass die Technik der
Entfernung der Epidermis zu einem verldsslichen Ergebnis bei der Beurteilung der Aufhahme von
Stoffen in das Blattinnere fuhrte. Das alleinige oberflachliche Abwaschen der Préparate scheint die
Ergebnisse bezliglich der aufgenommenen Mengen in das Blattinnere eines Stoffes zu tUberschéatzen. Die
zuvor in 4.1.4.4 beschriebene effektivere Wirkung der Behandlungen ,,Cu-Np* und ,,Cu-Np-Uberstand*
ist im Vergleich zu einem herkdmmlichen partikuldren Blattdiingemittelpréparat (,,Kupferoxychlorid*),
vermutlich auf eine bessere Cu?*-lonenfreisetzung (Abb. 37) und bessere Kupferaufnahme (Abb. 40)
zuruckzufiihren. Im Vergleich zu dem geldsten Préparat (CuCl,) war die Diingewirkung von ,,Cu-Np*
und ,,Cu-Np-Uberstand“ meistens etwas schwacher (vgl. Abschnitt 4.1), was moglicherweise mit der
etwas langsameren Cu?*-lonenfreisetzung (Abb. 37) und langsameren Kupferaufnahme (Abb. 40)
zusammenhing. Wie aus den REM-Untersuchungen hervorgeht, war die durchschnittliche GréRe der
Partikel bei ,,Cu-Np-Uberstand** offensichtlich kleiner als bei ,,Cu-Np* (vgl. Abschnitt 4.1.3.4). Die
exakte durchschnittliche Grolze der Partikel des jeweiligen Praparates wurde jedoch nicht quantifiziert.
Trotz des vermeintlichen GroRenunterschiedes verzeichneten ,,Cu-Np* und ,,Cu-Np-Uberstand* jedoch
die gleiche Duingewirkung (vgl. Abschnitt 4.1.3.4) und das gleiche Cu?*-lonenfreisetzungsvermogen
(vgl. Abschnitt 4.2.3.1). Die prozentuale Aufnahme von Kupfer in das Blatt war bei beiden
Behandlungen (,,Cu-Np*“ und ,,Cu-Np-Uberstand) ebenfalls gleich (vgl. Abschnitt 4.2.3.2). Jedoch
hatte ,,Cu-Np* eine bessere Vertraglichkeit als ,,Cu-Np-Uberstand*, da es in hoheren Konzentrationen
aufgetragen werden konnte als ,,Cu-Np-Uberstand*, ohne dabei Schaden zu verursachen (vgl. Tab. 2).
Die schlechtere Vertraglichkeit von ,,Cu-Np-Uberstand* hing vermutlich mit einem héheren Anteil
anfanglich vorhandener Cu?*-lonen in dem Behandlungspraparat zusammen, was eine Folge der
Zentrifugation des Materials war. Im Vergleich zu ,,CuCl,*“ konnte bei den Np-Préaparaten (,,Cu-Np*“ und
,,Cu-Np-Uberstand*) eine bessere Vertraglichkeit (vgl. Tab. 2) festgestellt werden. Verglichen mit ,,Cu-
EDTA“ waren ,,Cu-Np*“ und ,,Cu-Np-Uberstand* schlechter Vertraglich, erzielten jedoch bei einer
vertraglichen Konzentration mit zunehmender Versuchsdauer eine dhnlich hohe Kupferaufnahme. Fir
die Fe-Np wurde keine Diingewirkung festgestellt, was vermutlich daran lag, dass sich relativ schnell
nicht wasserlosliche Eisenoxidverbindungen (FesO.) in der Suspension oder auf der Blattoberflache
bildeten.

Bei der Untersuchung des protektiven Schutzes gegen echten Mehltau zeigte ,,Cu-EDTA* die effektivste
und am langsten anhaltende Wirkung im Vergleich zu den anderen Kupferpréparaten. Auch hier liegt

die Vermutung nahe, dass die Wirkung in erster Linie mit der Menge freier Cu?*-lonen zusammenhangt.
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Die Préparate ,,Cu-Np* und ,,Cu-Np-Uberstand* setzen zwar stetig Cu?*-lonen frei, vermutlich jedoch
nur so lange die Préparate nicht eingetrocknet waren und nur an Stellen, an denen die Np auf der
Blattoberflache auflagen. Im Versuch zur Schutzwirkung gegentiber Echtem Mehltau trockneten die
Praparate jedoch rasch auf der Pflanzenoberflache ein, sodass die Cu?*-Freisetzung vermutlich gering
war und gegeniiber ,,Cu-EDTA“ eine deutlich geringere effektive Menge Cu?*-lonen auf der
Pflanzenoberflache vorhanden war. Auch wenn eine stetige lonenfreisetzung stattfindet, ist von keiner
besseren horizontalen oberflachlichen Verteilung der lonen auszugehen, was eine Voraussetzung flr
einen besseren protektiven Schutz ware. Daher nahm der Befall bei den Pflanzen, die mit ,,Cu-Np*“ und
,,Cu-Np-Uberstand* behandelt worden waren, schneller zu als bei ,,Cu-EDTA*. Das gleiche galt fiir das
Praparat ,,Kupferoxychlorid“. Eine systemische Wirkung wurde fiir keines der Kupferpréparate

festgestellt.

4.4  Schlussfolgerung

Insgesamt zeigen die Ergebnisse (Abschnitt 4), dass Nano-Pflanzennahrstoffe im Fall der Cu-Np als
Depot auf die Blattoberflache aufgetragen werden kénnen und dort eine Nahrstoffaufnahme in das Blatt
erfolgt wodurch letztendlich eine Dlingewirkung erzeugt wird. Vermutlich steht die Dlingewirkung bzw.
Kupferaufnahme im Zusammenhang mit dem Cu?*-lonenfreisetzungsvermogen des jeweiligen
Préparates. Der Untersuchungszeitraum mit 48 Stunden war jedoch relativ gering, sodass keine
Aussauge zur Wirkweise Uber einen langerfristigen Zeitraum getatigt werden kann. Im Vergleich zu
,CuCl* waren bei den Cu-Np-Priparaten (,,Cu-Np*“ und ,,Cu-Np-Uberstand) hohere
Anwendungskonzentrationen maéglich, ohne Blattschdden zu verursachen (vgl. Tab. 2). Gegenlber
,»Cu-EDTA* verursachten die Cu-Np-Prdparate allerdings bereits bei geringeren Konzentrationen
Schaden auf der Blattoberflache. Die Vertréglichkeit der Praparate steht vermutlich im Zusammenhang
mit den anfanglich vorhanden freien Cu®*-lonen, welche in hohen Konzentrationen Schéaden auf der
Blattoberflache verursachen. In den meisten Fallen wurde durch die Cu-Np keine effektivere Wirkung
erzielt als bei den geldsten Préparaten. Wenn die auf der Blattoberflache eingetrockneten Préparate
regelmaRig wiederbefeuchtet wurden, wirkten die geldsten Praparate bei geringeren Konzentrationen
(20 mg Iy etwas besser als ,,Cu-Np* (vgl. Abschnitt 4.1.4.1). Lediglich bei einer ausbleibenden
Wiederbefeuchtung der eingetrockneten Préparate auf der Blattoberflache erzielte ,,Cu-Np* eine etwas
effektivere Wirkung als ,,CuCly* (vgl. Abschnitt 4.1.4.1). Dabei war jedoch insgesamt eine hohere
Anwendungskonzentration (80 mg I) nétig. Bei einer Anwendung von ,,Cu-Np* unter natiirlichen
Umweltbedingungen wére jedoch durch Regenwasser oder sich niederschlagende Luftfeuchtigkeit eine
regelméfige Wiederbefeuchtung gewéhrleistet, wodurch der gezeigte Vorteil der Behandlung ,,Cu-Np*
zunichte gemacht werden wirde. In diesem Zusammenhang und im Hinblick auf eine langerfristige
Wirkung misste jedoch auch die Regenfestigkeit der miteinander zu vergleichenden Stoffe
beriicksichtigt werden. Moglicherweise lassen sich Np-Préparate nicht so leicht Abwaschen wie geldste

Préparate, wodurch wiederum ein Vorteil fir die Np-Préparate entstehen wirde. Diese Untersuchungen

91



wurden im Rahmen der Arbeit jedoch nicht durchgefihrt. Im Vergleich zu einem herkdmmlichen
partikuldren Blattdiinger (Kupferoxychlorid) war eine effektivere Wirkung der Behandlungen ,,Cu-Np*
und ,,Cu-Np-Uberstand* bei einer Konzentration von 40 mgl* festzustellen. Fir die getesteten Fe-Np
konnte keine Wirkung gezeigt werden, was vermutlich mit der raschen Bildung von nicht
pflanzenverfligbaren Eisenoxiden zu erkléren ist. Es wird darauf hingewiesen, dass die durchschnittliche
GroBe der Partikel sowohl bei ,,Cu-Np*“ und ,,Cu-Np-Uberstand* als auch den Fe-Np nach dem
Eintrocknen auf der Oberfldche offensichtlich nicht einem ,,Nanomaterial“ gemiBl der zu Beginn
formulierten Definition (1.1) entspricht. Ob die Partikel vor dem Eintrocknen in der Suspension eine
kleinere GroRe hatten, bleibt unklar. Dadurch kénnen die Ergebnisse nicht eindeutig belegen, ob Stoffe,
die explizit als ,,Nano* deklariert sind, wirklich eine gesonderte Wirkung im Vergleich zu gréBeren
Partikeln oder geldsten Materialien des gleichen Stoffes haben. Sollte eine gesonderte Wirkung von
Nanomaterialien oder auch groferen partikuldren Strukturen im Hinblick auf die Pflanzenernéhrung
vorhanden sein, so steht diese sicherlich im Zusammenhang mit dem lonenfreisetzungsvermdgen des
Stoffes, wie sich durch die Ergebnisse vermuten lasst. Die Aufnahme ganzer Partikel z. B. durch
Stomata ist unter Berlicksichtigung der GroRe der Partikel zwar durchaus denkbar, wurde jedoch, wegen
der gemessenen Konzentrationen im Blattinneren (S. telephium) und im Zusammenhang mit dem
lonenfreisetzungsvermdgen (Agar) sowie der Ausbildung groRere Aggregate nach dem Eintrocknen auf
der Blattoberflache, eher als unwahrscheinlich eingeschatzt. Im Hinblick auf eine protektive
Schutzwirkung gegeniiber Echtem Mehltau verzeichnete keines der partikuldren Préparate (,,Cu-Np*,
,,Cu-Np-Uberstand“ und , Kupferoxychlorid®) eine bessere Wirkung als das geldste Priparat
(Cu-EDTA). Eine systemische fungizide Wirkung wurde weder fir eines der partikuléren noch flr das

geldste Praparat nachgewiesen.

5 Fazit und Ausblick

5.1 Potentielle Wirkungen und Risiken von Nanomaterialien in Bezug auf Pflanzen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit liefern wichtige Erkenntnisse im Hinblick auf die Bewertung
der Wirkung von Nanomaterialien auf die Entwicklung von Pflanzen. Es wurde betont, dass eine
Vielzahl von Eigenschaften, wie z.B. die Loslichkeit und die Anwesenheit von Stabilisatoren die
Wirkung von Nanomaterialien beeinflussen kdnnen. Die Ergebnisse bestétigen, dass im Vergleich zu
den entsprechenden Bulk-Materialien fir Np eine gesonderte Bewertung der Wirkung auf Pflanzen
notwendig ist. Bei der Identifizierung der Wirkursachen der Ag-Np auf die Pflanzenentwicklung wurde
gezeigt, dass ein GroRteil der negativen Einflisse durch freigesetzte Ag*-lonen hervorgerufen wurde.
Zusétzlich konnte in Abhangigkeit von der verwendeten Pflanzenspezies und der Expositionsdauer ein
zusétzlicher ,,Ag-Np-Effekt* festgestellt werden, der womdglich jedoch durch die Zugabe von CaCl,
gefordert wurde. Bei der Beurteilung der Wirkung von Nanomaterialien sollte die Erforschung der
Ursache-Wirkungsbeziehung stets im Mittelpunkt stehen. Dies bietet die Grundlage, mdgliche Risiken
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oder positive Eigenschaften von Nanostoffen langfristig beurteilen zu kdnnen. Da die Untersuchungen
unter weitestgehend kontrollierten Bedingungen durchgefiihrt wurden, ist eine direkte Ubertragung der
Ergebnisse Gber die Wirkung von Np auf das Wachstum von Pflanzen auf realistische Szenarien unter
Umweltbedingungen nur bedingt méglich. Im Hinblick auf die Auswirkung von Nanomaterialien auf
Pflanzen oder andere Organismen sollte daher fiir weiterfiihrende Studien unbedingt das Verhalten von
Nanomaterialien in umweltrelevanten Medien, wie z.B. Boden oder Gewassern im Fokus stehen. Dazu
bedarf es vor allem Techniken, die es ermdglichen Nanomaterialien in diesen Medien zu erkennen und
von natdrlichen Partikeln zu unterscheiden. In diesem Zusammenhang ist es grundlegend notwendig,
dass tatsachliche Konzentrationen von Nanostoffen in der Umwelt quantifiziert werden, um mdgliche
Risiken besser abschatzen und Inhalte weiterfihrender Forschungsarbeiten festlegen zu kénnen. Es
sollte verstarkt die Aggregations- und Loslichkeitskinetik der entsprechenden Nanomaterialien
untersucht werden, da diese Eigenschaften grundlegend die Wirkung auf Organismen beeinflussen. Mit
diesen Kenntnissen lieRen sich zukunftig Untersuchungen zur Wirkung von Nanomaterialien unter
umweltnahen Bedingungen durchfiihren, wodurch mégliche Risiken realistischer eingeschatzt werden
kénnten. Die Ursachen der in dieser Arbeit und auch in anderen vertffentlichten Studien gezeigten
positiven Wirkungen von Nanomaterialien auf die Entwicklung von Pflanzen in einer nicht
zielgerichteten Anwendung, sollten ebenfalls in weiterfiihrender Studien untersucht werden. Zusatzlich
sollte, um mogliche Gefahren durch das Anreichern von Nanomaterialien in der Nahrungskette
vorzubeugen, die mdgliche Akkumulation von Nanomaterialien in Okosystemen und Pflanzen
unbedingt néher erforscht werden. Dabei ware es interessant, mogliche Aufnahmewege der Np, wie
z. B. Stomata oder Wurzeln, sowie deren mogliche Verlagerungen innerhalb der Pflanzen im Detail zu

erforschen.

5.2  Zielgerichtete Einsatzmdoglichkeiten von Nanomaterialien in der Pflanzenproduktion

Im Hinblick auf gezielte Anwendungsmoglichkeiten von Nanomaterialien fur landwirtschaftliche
Zwecke ist es insgesamt sehr fragwirdig, ob sie sich gewinnbringend einsetzen lassen. Die zumeist
unbekannte Kinetik (wie z. B. Aggregations- und Loslichkeitsverhalten) und geringe Stabilitat von
Nanomaterialien unter Umweltbedingungen lassen bisher keine zielgerichteten verlasslichen
Anwendungen zu. Darlber hinaus sind die Risiken einer moglichen Anreicherung von Np in der
Nahrungskette durch landwirtschaftliche Anwendungen bisher nicht hinreichend untersucht und
beurteilt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Np-Préparate teilweise eine Wirkung als
Dunger oder Pflanzenschutzmittel erzeugen konnten, wobei jedoch die Wirkungen im Vergleich zu
geldsten Praparaten meistens weniger effektiv waren. Im Vergleich zu einem herkdmmlichen
partikuldren Préparat war durch die Np eine effektivere Wirkung festzustellen. Mdégliche vorteilhafte
Anwendungen waéren durch die gezeigte Eigenschaft, Giber einen Zeitraum von 48 Stunden stetig
Nahrstoffe freizusetzen, durchaus vorstellbar. Hier besteht der Bedarf, die Freisetzungsraten auch iber

einen langeren Zeitraum zu beurteilen. Um die Wirkweise besser zu verstehen, waren z.B. weitere
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Untersuchungen der N&hrstoffaufnahmen bei verschiedenen Luftfeuchten in das Blatt denkbar. Um die
Wirkung unter naturlichen Bedingungen besser beurteilen zu kdnnen, sollte der Einfluss mehrfachen
Eintrocknens und wiederbefeuchten auf lonenfreisetzungsraten untersucht werden. In diesem
Zusammenhang konnten die entwickelten Techniken des Abziehens der Epidermis und der
Untersuchung der Freisetzungsraten mit Hilfe einer Dialysemembran hilfreich sein. Flr eine weitere
Entwicklung von Np als Blattdiinger sollten anschlieBende Experimente im Hinblick auf die
Regenfestigkeit der Préparate durchgefiihrt werden. Erganzend ware es sinnvoll, die Wirkung der
Np-Anwendungen unter Freilandbedingungen zu testen. Zusatzlich wére es interessant zu untersuchen,
ob ganze Partikel oder Aggregate in das Blatt, z.B. durch Stomata aufgenommen und in andere
Pflanzenteile verlagert werden konnen und dort womdglich eine Wirkung zu erzeugen. Damit
verbunden sollte die theoretisch denkbare Anreicherung von Np in der Nahrungskette beurteilt werden.
Sollte es zukiinftig moglich sein, stabile Nanomaterialien herzustellen, die gezielt unter entsprechenden
Umweltbedingungen Nahrstoffe oder Pflanzenschutzwirkstoffe freisetzen, besteht durchaus die
Madglichkeit, sichere und effektive Anwendungen fur die Landwirtschaft zu entwickeln. Wenn es
beispielsweise mdglich, wéare Nanomaterialien herzustellen, die auf der Blattoberflache regenbesténdig
sind und kontinuierlich Nahrstoffe freisetzen, kdnnten womadglich héhere Aufwandmengen eingesetzt
werden, ohne dabei Blattverbrennungen zu erzeugen und dennoch den Nahrstoffbedarf der Pflanzen
sichern. Eine bessere Vertraglichkeit und eine gute Kupferaufnahme konnten in dieser Arbeit bereits
ansatzweise bei den Cu-Np im Vergleich zu CuCl, gezeigt werden. Im Vergleich zu Cu-EDTA wurde
durch die Cu-Np, zwar mit einiger Verzégerung, eine ahnlich gute Kupferaufnahme bewirkt, jedoch war
die Vertraglichkeit deutlich geringer. Nanomaterialien, die tber die Eigenschaft verfiigen, stetig
Néhrstoffe freizusetzen, waren auch fir eine Bodenausbringung geeignet, da somit
Auswaschungsverluste, Festsetzung und dadurch auch die Aufwandmengen reduziert werden kénnten.
In diesem Zusammenhang h&tten Nanomaterialien, die Makrondhrstoffe wie z.B. Stickstoff, Phosphat
oder Kalium enthalten, ein grof3es Potenzial, die landwirtschaftliche Produktion weiter zu optimieren.
Dazu ist jedoch zunéchst eine umfangreiche und grundlegende Beurteilung der Stabilitéit, Funktionalitét,
Wirkungsbeziehungen mit anderen Stoffen und Risiken von entsprechenden Nanomaterialien und -

technologien unter LabormalRstaben notwendig.
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