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1.1 Phosphor — essentiell aber umstritten

Gegenwartig ist Phosphor (P), nach Stickstoff, der umstrittenste N&hrstoff im
landwirtschaftlichen Okosystem. P gehort zu den essentiellen Nihrstoffen fiir das pflanzliche
Wachstum. Aufgrund des hohen pflanzlichen Bedarfs (3-5mg g* TM, Hawkesford et al. 2012)
wird P als Makronahrstoff klassifiziert und macht je nach Art der Nutzpflanze 0,05-0,5% der
Gesamttrockenmasse aus (Vance et al. 2003). Nach Schachtman et al. (1998) und Richardson
et al. (2009) wird der Nahrstoff vor allem als Orthophosphat im Protonen Co-Transport aus
der Bodenlésung aufgenommen. In Abhangigkeit des pH-Werts erfolgt die Aufnahme
Uberwiegend als Dihydrogenphosphat (H2POs’), aber auch als Hydrogenphosphat (HPO?)
bzw. Phosphorsaure (H3PO4). Jedoch ist die Aufnahme von anorganischem Phosphat (P;) liber
Pflanzenwurzeln begrenzt. Dies ist darauf =zurlickzufihren, dass P Uberwiegend in
gebundenen, stabilen und nahezu unloslichen Formen vorliegt, eine groRe Reaktivitat
gegeniber zahlreichen Bodenbestandteilen aufweist und nur in sehr geringer Konzentration
in der Bodenlosung (< 10 uM) vorhanden ist (Bieleski 1973; Schachtman et al. 1998; Hinsinger
2001). Zusatzlich fuhrt die P-Aufnahme zu einer charakteristischen Verarmungszone in der
Rhizosphire. Dies wird ebenfalls durch die geringe Diffusionsgeschwindigkeit (10*? bis
10°m?s?) von P-lonen im Boden verstirkt (Schachtman et al. 1998). Somit ist die
Konzentration des verfligbaren P;in Boden niedriger, als die des pflanzlichen Gewebes, welche
nach Raghothama (1999) bei 5-20mM liegt. Daher erfolgt die Aufnahme entgegen eines
Konzentrationsgradienten und ist somit energieabhangig (Raghothama 1999). Im Gegensatz
zu Stickstoff und Schwefel wird Phosphor in der Pflanze nicht reduziert und zahlt nicht zu den
assimilierten Nahrstoffen. P verbleibt entweder in seiner anorganischen Form oder fungiert,
aufgrund der Eigenschaft Esterbindungen einzugehen, als wichtige Komponente
verschiedener Schliisselmolekiile in der Pflanze (Hawkesford et al. 2012). Beispielsweise als
Strukturkomponente in Nukleinsduren und Phospholipiden, weshalb der Nahrstoff eine grolSe
Bedeutung fiir den Aufbau der DNA sowie fir den Aufbau und die Funktion von
Biomembranen hat. Dort fungiert P nach Schachtman et al. (1998) und Hawkesford et al.
(2012) als Briickenelement zwischen zwei Nukleotiden bzw. zwischen einem Diglycerid und
einem weiteren Molekidl (Aminosdure, Alkohol) und formt so die entsprechenden
Makromolekiile (Nukleinsduren bzw. Phospholipide). Nach Maathuis (2009) ist im Falle der
Phospholipide die negative Ladung der Phosphatgruppe entscheidend fiir die raumliche

Struktur der Biomembran, da sie der Lipidkomponente den stark hydrophilen Charakter
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verleiht. Dies bestimmt die Funktion der Biomembran, welche vor allem zusammen mit
Transportproteinen, in der selektiven Nahrstoffaufnahme liegt (Hawkesford et al. 2012). Des
Weiteren bindet P; mittels Pyrophosphatbindungen an weitere Phosphatgruppen. Infolge
dieser Bindungen entstehen die Energietrager des pflanzlichen Stoffwechselsystems, wie
Adenosindiphosphat (ADP) und Adenosintriphosphat (ATP). Die Bildung und Hydrolyse der
Pyrophosphatbindungen ist einer der zentralen Mechanismen im Energiestoffwechsel.
Bedingt durch die Hydrolyse der Pyrophosphatbindung eines ATP’s wird Energie freigesetzt,
die flur weitere Reaktionen, z.B. Starkebiosynthese oder lonenaufnahme, genutzt bzw.
bendtigt wird. Neben ATP gibt es weitere energiereiche Phosphonukleotide wie
Uridintriphosphat (UTP) und Guanosintriphosphat (GTP) (Maathuis 2009; Hawkesford et al.
2012). Des Weiteren werden Enzyme in Folge einer Phosphorylierungsreaktion durch ATP,
UTP oder ADP aktiviert (Hawkesford et al. 2012). Die Phosphorylierung wird durch
Proteinkinasen vermittelt und kann zu einer Aktivierung, Inaktivierung und/oder Veranderung
der allosterischen Eigenschaften des Zielproteins fiihren (Budde und Chollet 1988). Nach
Schachtman et al. (1998) ist die Verteilung von anorganischem Phosphat und somit die
Aufrechterhaltung einer stabilen Pi-Konzentration im Cytoplasma essentiell fiir viele
Enzymreaktionen. Im Blatt selbst kann die Konzentration von P; um einen Faktor von 20
schwanken, wohingegen die Konzentration im Cytosol infolge der Aufrechterhaltung der
Homoostase in einem engen Bereich reguliert wird (Hawkesford et al. 2012). Der Grund
hierfir liegt laut Mimura et al. (1990) in der puffernden Funktion der Vakuole, die durch
Aufnahme und Abgabe von P; in das Cytosol dessen Pi-Konzentration weitestgehend konstant
halt. 85-95% des Gesamt-P einer Zelle werden in Form von P; in der Vakuole gespeichert
(Lauer et al. 1989Db). Gleiches gilt auch fiir die Zellen in den Wurzeln (Hawkesford et al. 2012).
Des Weiteren hat P; auch eine wichtige Funktion in der Photosynthese, genauer in der
Kohlenstoffverlagerung zwischen den Chloroplasten und dem Cytosol (Hawkesford et al.
2012). Abhangig vom Pflanzengewebe gibt es neben P; zwei weitere entscheidende
Speicherformen von P — Polyphosphat und Phytat (Yang et al. 2017). Phytat ist die
Hauptspeicherform in Pflanzensamen. Bis zu 80 % des in die Samen transportierten Phosphors
liegt in Form von Phytinsdure vor und dient als Phosphorquelle bei der Keimung (Asada et al.
1970).

Kommt es zu einer Unterversorgung der Pflanze, so dass eine Aufrechterhaltung der

physiologischen und metabolischen Prozesse nicht mehr moglich ist, hat dies einen Einfluss
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auf die Entwicklung der Pflanze. Besonders unter starkem P-Mangel sinkt die cytosolische
Konzentration von P; in den Blattern um einen Faktor bis zu 25. Gleichzeitig sinkt die
Konzentration der energiereichen P-Verbindungen um 20-30% (Hawkesford et al. 2012). An
der Morphologie der Pflanze wird dies durch verschiedene Symptome deutlich. Besonders das
Sprosswachstum wird durch mangelnde P-Verfligbarkeit negativ beeinflusst (Fig. 1.1). Neben
einer verminderten SprossgroRe (Fredeen et al. 1989; Rao und Terry 1989) ist auch die
Blattbildung verlangsamt (Colomb et al. 2000; Plénet et al. 2000; Assuero et al. 2004) und je
nach Kultur auch die Blattanzahl verringert (Lynch et al. 1991). In der Wurzel kommt es zu
Veranderungen der Wurzelarchitektur (Williamson et al. 2001). Das Wachstum ist aber
weniger betroffen als im Spross, was in einem verringerten Spross-Wurzel-Verhaltnis
resultiert (Lynch 1995). Jedoch wird die Entwicklung der reproduktiven Organe genauso
gehemmt wie das Sprosswachstum — verspatete Blitenanlage (Rossiter 1978), verringerte
Blutenanzahl (Bould und Parfitt 1973) sowie verringerte Kornausbildung (Barry und Miller
1989) sind die Folge.

Nach Bergmann (1993) ist eine rotviolette und tiefpurpurne Verfarbung von Blattern vor allem
an jungen Pflanzen ein typisches Kennzeichen fiir Phosphormangel (Fig. 1.1). Dies ist auf eine
verstarkte Synthese von Anthocyanen zum Schutz gegen UV-Strahlung und
photoinhibitorischen Schaden unter P-Mangel zurtickzufiihren (Amtmann et al. 2005). Bei
anhaltendem P-Mangel kann es, beginnend auf den alteren Blattern, zu einer verstarkten
Bildung von braunen bis dunkelbraunen nekrotischen Flecken kommen. Diese verteilen sich
Uber das Blatt und flihren zum vollstandigen Absterben (Seneszenz) und Abfallen der Blatter
(Bergmann 1993). Die Ursache hierfiir ist die Remobilisierung von organischem P in alteren
Blattern und dessen Translokation in jlingere Blatter. Schlussendlich flihrt ein P-Mangel bei
allen Kulturpflanzen zu einer starken Minderung des Ertragspotentials und ein anhaltender P-
Mangel wahrend der Jugendentwicklung der Pflanzen kann durch eine spatere P-Gabe nicht
mehr kompensiert werden (Bergmann 1993; Grant et al. 2001).

Folglich ist die moderne Landwirtschaft, trotz zahlreicher Anpassungsmechanismen der
Pflanze, zur Erhaltung der hohen Ertragslage auf regelméaBige Inputs durch P-Dingung
angewiesen. Zum einen erfolgt dies durch mineralischen Diinger und zum anderen durch
organische Wirtschaftsdiinger wie Flissigmist und Festmist, aber auch durch Géarreste aus

nachwachsenden Rohstoffen. Neben den positiven Wirkungen von Phosphor auf das
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Pflanzenwachstum, den Ertrag und die Bodenfruchtbarkeit birgt eine P-Diingung auch eine

Vielzahl negativer Faktoren, die es beim Einsatz des Nahrstoffs zu berlicksichtigen gilt.

Figure 1.1: Phosphor Mangelsymptome an der Kulturpflanze Mais, z.B. (A, B) mit reduziertem
Sprosswachstum in Wallsbll, Schleswig-Holstein; (C) abgestorbene altere Blatter (Seneszenz, roter
Pfeil) und Anthocyanverfarbungen an den jungen, griinen Blattern; (D) verringertes Sprosswachstum,
abgestorbene altere Blatter (roter Pfeil) und beginnendes absterben jlingerer Blatter (orangener Pfeil)
in Nahrlosung.

Im Vergleich zu anderen Makronahrstoffen weist Phosphor in den meisten Bdden eine sehr
geringe Mobilitat und Pflanzenverfligbarkeit auf (Hinsinger 2001). Der gesamte Bodenvorrat
von P steht in einem FlieRgleichgewicht zwischen dem mineralisch gebundenen, dem
organisch gebundenen sowie dem pflanzenverfligharen P (Schachtman et al. 1998). Die
geringe Mobilitdt von anorganischem Phosphat im Boden ist zudem auf die hohe Affinitat der
P-lonen gegeniiber elektrophilen Kationen wie Eisen, Aluminium aber auch Calcium und
Magnesium zurlickzufiihren. Mit diesen kdnnen die P-lonen verschiedenste Formen von

Mineralen (z.B.Hydroxylapatit, Variszit, Strengit) bilden (Hinsinger 2001). Nach Holford (1997)
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sind ungefdahr 80% des gesamten Phosphors im Boden in anorganischer oder organischer
Form gebunden. Daher dominierte in der Vergangenheit die Annahme, dass P im Boden als
nahezu immobil zu betrachten ist. Solch eine Annahme veranlasste die Landwirte dazu, mehr
Diinger auszubringen, als die Pflanzen tatsachlich aufnehmen konnten (Haygarth und Jarvis
1997). Vor diesen Hintergriinden entwickelte sich das Agrarokosystem in Bezug auf Phosphor
von einer Netto-Senke zu einer Netto-Quelle (Sharpley et al. 2001).

Ahnlich wie bei Stickstoff kann auch P {iber verschiedene Wege in das Grund- und
Oberflachenwasser eingetragen werden. Dabei wird der Nahrstoff sowohl in gebundener als
auch in geloster Form (iber Oberflachenabfluss (Erosion und Abschwemmung), aber auch iber
den Verlustpfad Sickerwasser bzw. Drainage (Makroporenfluss) in das Grund- und
Oberflachenwasser verfrachtet (Hart et al. 2004). Als groRter Verlustpfad wird in der Literatur
der Oberflachenabfluss, insbesondere die Erosion beschrieben, wobei P liberwiegend in
gebundener Form an Partikeln transportiert wird (Kronvang 1992; Haygarth und Sharpley
2000). Dahingegen sind die P-Verluste Uber das Sickerwasser in das Grundwasser als gering
eingestuft, da P einerseits im Boden liberwiegend an Bodenpartikel (Tonminerale, organische
Substanzen, Eisen-/Aluminium-Oxide) absorbiert vorliegt und andererseits mobilisierter,
geloster Phosphor wahrend der Bodenpassage wieder festgelegt werden kann (Holsten et al.
2016; Sharpley et al. 2001). Allerdings ist nach Sharpley et al. (2001) die Umweltwirkung von
gelostem P als Uiberproportional hoch zu betrachten, weshalb trotz geringer Verluste der
Grundwasserabfluss als zweitwichtigster Austragspfad gilt (Holsten et al. 2016). Neben der Art
des Verfrachtungspfades haben auch die topographischen Gegebenheiten, der P-Gehalt der
Boden, der Bodentyp sowie die Art der Bewirtschaftung und insbesondere die
Nahrstoffapplikation eine entscheidende Rolle auf die P-Verluste (Sharpley und Tunney 2000;
Sharpley et al. 2001; Hart et al. 2004).

Laut der Autoren des 2. Ndhrstoffberichts des Landes Schleswig-Holstein, Henning und Taube
(2019), sind die Ursachen fiir Phosphor-Verluste vielschichtig. Als eine Ursache wird die
Entkopplung der Produktionssysteme mit einseitigem Transfer von Phosphor aus
Ackerbaubetrieben in Viehbetriebe und der damit einhergehenden Entkopplung des P-Zyklus
gesehen. Dies wird auch in weiteren Studien beschrieben (Sharpley und Jarvie 2012; Jarvie et
al. 2015; Sharpley et al. 2018). AuRerdem wird der Landnutzungswandel von Griinland zu Mais
im Zuge der Biogas-Energiewende als weitere entscheidende Triebfeder fiir die hohen

Belastungen des oberflaichennahen Grundwassers beschrieben. Vor allem in den maisstarken



Einleitung

Regionen ist mit gréReren P-Uberschiissen zu rechnen. Neben einer organischen Diingung
erfolgt hier haufig ein zusatzlicher Mineraldiingereinsatz, der laut der Autoren im Durchschnitt
Uber 20kg P ha? betragt. Dies fuhrt zu P-Salden (Differenz aus dem Acker zugefiihrten und
abgefiihrten P), die deutlich Gber den angestrebten Wert von 10kg P,0s ha! liegen. Trotz
einer signifikanten Reduktion des mineralischen P-Dingemitteleinsatzes kommt es zur
Belastung der Oberflachengewasser wie Fliissen, Seen und Meeren (Koch et al. 2018). Dies ist
auch an den FlieBgewassern Schleswig-Holsteins erkennbar (Fig. 1.2; (MELUND 2019). Eine
Folge daraus ist die Eutrophierung von Gewassern bis hin zu massivem Fischsterben und dem
Verlust der Biodiversitat sowie die Verunreinigung des Trinkwassers (Kotak et al. 1993;

Burkholder und Glasgow 1997; Withers et al. 2001).
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Figure 1.2: Situation zur Einhaltung bzw. Uberschreitung der Zielvorgaben des Meeresschutzes fiir (A)
Ortho-Phosphat-Phosphor und (B) Phosphor-Gesamt in FlieRgewdssern Schleswig-Holsteins (Stand
September 2017; Bewertung nach Rakon; Dicke Linien: Beurteilung anhand von Messwerten im
Wasserkorper; gestrichelte Linien: Beurteilung tGbertragen) (MELUND 2019).

Landwirtschaftliche Boden sind jedoch nur eine von mehreren Nahrstoffquellen, die sich auf
SiRwasser- und Meeresokosysteme auswirken. Trotzdem stellt die Bewirtschaftung der
Boden und der Boden-P-Status eine wichtige Strategie zur Einddmmung der Eutrophierung
dar (Withers et al. 2019). Eine Reduzierung des P-Inputs zur Generierung niedrigerer P-
Gehalte im Boden, die fiir einen 0©kologischen Gewinn gerechtfertigt sind, darf die

Pflanzenproduktivitat nicht negativ beeinflussen (Withers et al. 2019).
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Aus den vorgenannten Griinden wird deutlich, dass die Effizienz der P-Nutzung im
landwirtschaftlichen Sektor gesteigert werden muss. Im Jahr 2017 wurde daher eine
Novellierung der Diingeverordnung durchgefiihrt. Die Regelungen zur Ausbringung von
stickstoff- und phosphorhaltigen Diingemitteln wurden weiter verscharft. Eine wesentliche
Verdnderung ist die Reduktion des zuldssigen P-Uberschusses von 20 auf 10kg P,Os ha™,
unabhangig von der Bodenversorgungsstufe. AuRerdem darf ab einer Konzentration von
25mg P,0s 100mg™? Boden nur noch maximal der Entzug gediingt werden. Aufgrund nicht
eingehaltener Ziele im Rahmen der EU-Nitratrichtlinie und EU-Wasserrahmenrichtlinie in
Deutschland fiihrte eine Klage der EU zu einer weiteren Verscharfung der Dingeverordnung
im Jahr 2020. Dies betrifft insbesondere Gebiete mit einer hohen Stickstoff und/oder
Phosphor-Belastung, sogenannte §13-Gebiete. Fir Flachen landwirtschaftlicher Betriebe, die
in einem §13-Gebiet liegen (P-Kulisse), sollen die Auflagen weiter verscharft werden. Dies
beinhaltet vor allem eine Verlangerung der Sperrfristen fiir die Ausbringung von Diingemitteln
(Bundesministerium fir Ernahrung und Landwirtschaft).

Vor diesem Hintergrund werden weitere Verscharfungen der Richtlinien die
landwirtschaftlichen Betriebe vor groRBe Herausforderungen hinsichtlich der P-Diingung
stellen. Die Senkung des zulissigen P-Bilanziiberschusses auf 10kg P2Os ha™ fiihrt dazu, dass
z.B. eine ertragswirksame Unterfulldiingung bei Mais stark reduziert oder komplett auf diese
verzichtet werden muss. Reduzierter Diingerinput und eine geringe Diingernutzungseffizienz
durch die Pflanzen im ersten Jahr (<20%, Plaxton und Tran 2011) sowie klimatische
Verdanderungen (Kalte, Trockenheit) kdnnten vor allem bei Pflanzen mit schlechter P-

Aneignung in der Jugendentwicklung (z. B. Mais) kurzfristig zu P-Mangel fihren.

1.2 Mais und Phosphor

Mais (Zea mays L.) ist nach Weizen sowohl global (FAOSTAT 2019) als auch in Deutschland
(Statistisches Bundesamt 2020) das am zweithadufigsten angebaute Getreide. In Deutschland
wurde der Maisanbau in den letzten 20 Jahren, bei gleichzeitigem Riickgang der Flache von
Dauergriinland, stark ausgedehnt, was vor allem auf die Erzeugung von Biogas zuriickzufiihren
ist (Henning und Taube 2019; Deutsches Maiskomitee 2020a). Der Entzug von Phosphor liegt
je nach Nutzungsrichtung zwischen 90-120kg P,0s ha, wobei in der Jugendphase von der
vierten bis zur zehnten Wachstumswoche ein besonders hoher Bedarf gedeckt werden muss

(Deutsches Maiskomitee 2020b). Die Remobilisierung der P-Reserven in den Maissamen ist
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nach der ersten Wachstumswoche abgeschlossen (Nadeem et al. 2011). Die geringe Mobilitat
von P im Boden, in Kombination mit schnell wachsenden jungen Maispflanzen mit einem sich
langsam entwickelten Wurzelsystem, fihrt in dieser Wachstumsphase haufig zu einer
suboptimalen P-Ernahrung von Mais (Mollier und Pellerin 1999; Pedersen et al. 2017). Daher
hat Mais zur Jugendentwicklung einen hohen Bedarf an anorganischem Phosphat im
wurzelnahen Raum. Gleichzeitig schwachen in Nordeuropa haufig vorkommende Boden- und
Lufttemperaturen von unter 15°C im Frihjahr das Wachstum der Wurzeln (Stamp 1986),
insbesondere das Langenwachstum (Kaspar und Bland 1992). Daraus resultiert eine
verschlechterte ErschlieBung des Bodens, was zu einer reduzierten Aneignung von Boden-P
flhrt. AuRerdem sind die Mineralisation und die Diffusionsgeschwindigkeit von P unter kalten
Temperaturen herabgesetzt (Imran et al. 2013), was die P-Aufnahme fiir junge Maispflanzen
erschwert.

Diese Gegebenheiten erklaren, warum Mais positiv auf den Anstieg der l6slichen P-
Konzentrationen in der Nahe der jungen Wurzeln reagiert, der sich aus der Anwendung einer
sogenannten UnterfulRdiingung von mineralischem P zur Aussaat von Mais ergibt. Barry und
Miller (1989) und Gavito und Miller (1998) zeigen in ihren Studien, dass Mais mit einer
verstarkten Trockenmassebildung auf eine P-Diingung zur Jugendentwicklung reagiert. In
deutschen Landwirtschaftsbetrieben erfolgt groRtenteils eine zusatzliche organische Diingung
von Glille oder Garresten aus der Tierhaltung bzw. Biogaserzeugung.

Die Dingung mit phosphorhaltigen mineralischen und organischen Dingemitteln wurde und
wird wahrscheinlich auch in Zukunft weiter eingeschrankt. Eine reduzierte Diingung von P
kann vor allem in kalten Frihjahren zu einer negativen Beeintrachtigung der
Jugendentwicklung von Mais fiihren. Unter dem Aspekt einer effizienteren P-Diingung kdnnte
die P-Blattdiingung eine Modglichkeit zur gezielten Behebung von auftretenden P-
Mangelsituationen darstellen. In der Theorie stellt die Blattdiingung im Vergleich zur
Bodendiingung ein potentiell umweltfreundlicheres und zielgerichteteres Verfahren dar

(Eichert und Fernandez 2012).

1.3 Blattapplikation von Nahrstoffen und deren Aufnahme Uber das Blatt

Die Blattdiingung ermoglicht die gezielte Applikation von Nahrstoffen in geloster Form auf die
Pflanze, insbesondere auf das Blatt. Darliber hinaus ermoglicht dies eine direkte Zufuhr zu

Zeitpunkten hohen Bedarfs, woraus eine Steigerung der Nutzungseffizienz von Nahrstoffen
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wie P erfolgen kann (Girma et al. 2007). Theoretisch wird durch die gezielte Anwendung einer
Blattdliingung der Umwelteinfluss, beispielsweise durch Auswaschung, verringert (Eichert und
Ferndndez 2012). Vor allem findet die Blattdiingung ihre Anwendungsbereiche in
Anbaugebieten mit Boden, deren Beschaffenheit die Verfligbarkeit von Nahrstoffen einer
Bodendiingung limitieren (Festlegung von P) bzw. hohe Nahrstoffverluste Gber den Boden zu
erwarten sind (Noack et al. 2010). Des Weiteren ist die Blattdliingung eine wichtige Alternative,
wenn das Entwicklungsstadium der Pflanze oder Umweltbedingungen eine ausreichende
Nahrstoffversorgung wichtiger Pflanzenorgane nicht zulassen (Fernandez und Brown 2013).
Jedoch ist gegenwartig das Wissen Uber die Faktoren, die die Wirksamkeit der Blattdiingung
beeinflussen, noch unvollstandig (Noack et al. 2010; Fernandez et al. 2013). Es gibt eine
Vielzahl an Eigenschaften und Faktoren, deren Wechselwirkungen untereinander einen
Einfluss auf die Absorption und Translokation einer Blattdiingung haben. Diese kdnnen nach
Fernandez und Brown (2013) einfachheitshalber in drei Kategorien eingeteilt werden. Das sind
zum einen die physikalischen und chemischen Eigenschaften der Spritzbriihe bzw. Nahrlosung
wie die MolekilgroRe, Loslichkeit, elektrische Ladung, pH-Wert, Oberflaichenspannung,
TropfchengroBe und Verteilung auf der Pflanzenoberflache. Zweitens sind es Umweltfaktoren
wie die relative Luftfeuchtigkeit, Temperatur und Strahlung. Drittens wird die Wirksamkeit
ebenfalls durch die Pflanzenart sowie die Physiologie der Pflanze beeinflusst. Dies sind vor
allem die Blattform, das Vorhandensein von Blatthaaren, das Blattalter, die Architektur der
Cuticula, die Wachsschicht und die Blattoberflache sowie die Mobilitdt des Nahrstoffs in der
Pflanze (Fernandez und Eichert 2009; Fernandez et al. 2013).

Bevor jedoch der Nahrstoff einer Blattapplikation von der Pflanze fiir das Wachstum genutzt
werden kann, muss dieser zuerst die Blattoberflache durchdringen (Fig. 1.3) (Noack et al.
2010). Wie Kirkwood (1999) in seiner Studie beschreibt, gibt es eine Reihe an Prozessen, die
zur Durchdringung der Blattoberflache vollzogen werden miissen. Diese vier Hauptprozesse
bestimmen den Anteil einer Blattapplikation, der die Pflanze erreicht (Deposition), der an der
Pflanzenoberflache haften bleibt (Retention), Gber die Cuticula in die metabolisch aktiven
zelluldren Kompartimente im Blatt eindringt (Aufnahme) und innerhalb der Pflanze
transportiert wird (Translokation) (Fernandez et al. 2013; Peirce 2015). Doch im Gegensatz zu
Pflanzenwurzeln besitzen Blatter keine Transmembranproteine wie Transporter, Carrier und
Kandle, die auf den Transport von Nahrstoffen spezialisiert sind. Die ,Aufnahme” von auf das

Blatt applizierten gelosten Nahrstoffen ist ein einem Konzentrationsgradienten folgender
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passiver Prozess (Eichert und Goldbach 2008) und erfolgt hauptséachlich tiber die Cuticula und
die Stomata (Noack et al. 2010; Fernandez et al. 2013).

Die Cuticula ist eine extrazelluldre Schicht, die die Epidermis der meisten oberirdischen
Pflanzenteile lberzieht (Fernandez und Brown 2013). Als primare Schnittstelle zwischen der
Pflanze und ihrer Umgebung schiitzt die Cuticula vor diversen biotischen und abiotischen
Stressfaktoren (Fernandez und Brown 2013) und dient aulRerdem als Transpirationsschutz
(Kerstiens 1996). Andererseits schiitzt sie im Blattapoplasten vorkommende Nahrstoffe und
geloste Stoffe vor der Auswaschung durch Regen (Eichert und Fernandez 2012) und
ermoglicht den kontrollierten Gasaustausch zwischen Pflanze und Atmosphéare (Yeats und

Rose 2013).

Figure 1.3: Beispiel zur Aufnahme von auf die abaxiale Blattflache applizierten Diingetropfen (A). Die
Wechselwirkungen  zwischen dem  Dingertropfen und der  Weizenoberfliche (B,
Rasterelektronenmikroskop) beeinflussen die Aufnahme des gelésten Nahrstoffes Gber die Cuticula
(C1) und Stomata (C2). Die gelosten Phosphat-lonen werden sehr wahrscheinlich Giber den Apoplasten
in die Epidermiszellen aufgenommen und in andere Pflanzenteile verlagert (D). Abbbildungen C und D
sind Aufnahmen mit dem Transmissions-Elektronen-Mikroskop der abaxialen Oberfliche eines
Weizenblattes (Fernandez und Brown 2013).
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Abhédngig von Pflanzenart und -kompartiment variiert die Dicke der Cuticula (Holloway 1993)
und besteht nach Pollard et al. (2008) zum groRRten Teil aus Cutin, einem Polyester aus
polymerisierten langkettigen Fettsauren, in dem zusatzlich intracuticulare Wachse
eingebettet sind (Fig. 1.4). Die Cuticula kann durch die Einlagerung von Polysaccharid-Fibrillen
aus den Epidermiszellen als zweigeteiltes Element betrachtet werden, der inneren (cuticular
layer) und einer duBeren Schicht (cuticle proper) (Pollard et al. 2008; Hawkesford et al. 2012;
Eichert und Fernandez 2012). Der hydrophobe Charakter der Cuticula nimmt daher von auRen
nach innen ab, weshalb der von der Epidermis beeinflusste Teil der Cuticula (cuticular layer)
durch das Vorhandensein von Polysacchariden eher hydrophile Eigenschaften aufweist
(Eichert und Fernandez 2012). Die duBere Schicht der Cuticula ist zusatzlich durch eine
epicuticulare Wachsschicht tiberzogen, welche einen stark hydrophoben Charakter aufweist

(Heredia 2003).

— e ——— g == +— Epicuticular wax

I>++++++++++"~F+++++++++++‘ ]
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+ + ++ i +
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— Cuticular layer

I
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Figure 1.4: Schematische Abbildung des dufleren Aufbaus eines Blattes. Die Epidermiszellen werden
durch eine Cuticula, welche aus einer Cutin-Matrix (hellgrau) mit eingebetteten intracuticularen
Wachsen besteht, geschiitzt. Die innere cuticuldre Schicht (cuticular layer) ist mit Polysaccharid
Fibrillen durchzogen. Die duRere eigentliche Cuticula ist frei von Zellwandmaterial. In den meisten
Fallen ist die Cuticula durch eine stark hydrophobe epicuticulare Wachsschicht Gberzogen (Eichert und
Fernandez 2012).

Lipophile, unpolare Verbindungen kénnen Uber die hydrophobe Cuticula in das Blatt
eindringen (Schoénherr 2006). Dieser Vorgang soll nach Riederer und Friedmann (2006) in
Folge eines ’dissolution-diffusion-model’ geschehen. Die Diffusionsrate ist dabei von der
Loslichkeit und der Mobilitat der lipophilen Verbindungen in der Cuticula abhangig (Schreiber
2006). Der lipophile und hydrophobe Charakter der pflanzlichen Cuticula macht diese jedoch

zu einer effektiven Barriere gegeniiber der Diffusion von polaren hydrophilen Verbindungen

wie mineralischen Salzen, Chelaten oder Komplexen (Fernandez und Brown 2013). Die
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meisten Blattdiinger werden jedoch in Form von hydrophilen, in der Cuticula nahezu
unldslichen lonen, ausgebracht (Schénherr 2000, 2006). Daher kdnnen sie nach Schlegel et al.
(2005) die Cuticula nicht Gber den lipophilen Weg passieren. Jedoch zeigen Studien, dass die
Aufnahme von lonen erheblich groer ist als zu erwarten ware, weshalb eine Aufnahme Gber
sogenannte ’‘polare Poren’ (Schonherr 1976a), 'wassrige Poren’ (Schonherr 2000) bzw.

‘wassergefullte Poren’ (Schreiber 2005) angenommen wird (Fig. 1.5).

Dry air

Cuticle

Epidermis

c

Humid air .
Solution

Cuticle

Epidermis

Figure 1.5: (A) Schematische Darstellung einer polaren/wassrigen Pore nach Schénherr (2006), die
eine Cuticula durchquert. Die geladenen Teilchen kénnen nur Gber die Pore in das Innere eindringen,
wohingegen die nicht geladenen kleinen Teilchen durch die Membran diffundieren kénnen. (B) und (C)
Schematische Darstellung des Einflusses von Luftfeuchtigkeit auf die Bildung von polaren/wassrigen
Poren nach Eichert und Fernandez (2012). Unter trockenen Bedingungen (B) wird das Wasser aus den
Epidermiszellen in der unteren Cuticulaschicht zurickgehalten. Unter feuchten Bedingungen (C) dringt
das Wasser in die obere Schicht vor, wodurch 'Poren’ entstehen, die das Eindringen polarer, geloster
Stoffe durch die Cuticula erméglichen.

Es wird vermutet, dass solche Poren aufgrund der Absorption von Wassermolekilen an sich
in der Schicht der Cuticula befindenden funktionellen Gruppen (Hydroxy- und
Carboxygruppen) entstehen (Schonherr 2000; Schreiber 2005). Dies geschieht sowohl von der
atmosphdrischen als auch von der epidermalen Seite und wird von der Luftfeuchtigkeit
bestimmt (Eichert und Fernandez 2012). Die Durchmesser der Poren sind abhangig von der
Pflanzenart — z.B. < 1 nm bei der Bitterorange (Citrus x aurantium L.) (Schénherr 1976a) oder
2,4nm bei der Bastard-Schwarz-Pappel (Populus x canadensis MOENCH) (Eichert et al. 1998).
Nach Noack et al. (2010) sind geloste lonen, deren Radius kleiner als der Durchmesser der
Poren ist, in der Lage durch diese zu diffundieren. Letztendlich ist dieser Mechanismus nach
Aussagen von Fernandez und Eichert (2009) noch unzureichend geklart. AuRerdem ist die

Existenz der cuticularen Poren bisher nicht mikroskopisch beobachtet worden und die
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bestehenden Studien ausschlielich mit isolierter Cuticula durchgefiihrt wurden. Dies kann
nach Fernandez et al. (2020) zu irrefihrenden Interpretationen fihren.

Eine weitere Theorie ist die Aufnahme von Nahrstoffen Uiber die Stomata (Fernandez et al.
2013). Stomata sind Spaltéffnungen, die sich durch die Cuticula und Epidermis erstrecken.
Deren Funktion in der Pflanze ist die Regulierung der Wasserabgabe sowie der Austausch von
Kohlenstoffdioxid (CO;) zwischen den pflanzlichen Zellen und der Umwelt (Eichert und
Fernandez 2012). In friheren Studien wird die Annahme postuliert, dass die Aufnahme der
Nahrstoffe infolge eines Massenflusses liber die Stomata erfolgt (Dybing und Currier 1961;
Middleton und Sanderson 1965). Diese Theorie wird von Schénherr und Bukovac (1972)
widerlegt, da SchlielRzellen aufgrund ihrer spezifischen Architektur die Blatter auch vor dem
Eindringen von wassrigen Losungen schitzen. Eine Ausnahme bilden hier wassrige Losungen,
deren Oberflaichenspannung infolge der Zugabe von Additiven herabgesetzt wurde
(Zabkiewicz et al. 1993). Trotz dessen, dass Stomata das Eindringen von Wasser in die Pflanze
verhindern, konnen zahlreiche Studien einen positiven Zusammenhang zwischen dem
Vorhandensein von Stomata und der Aufnahme von geldsten Nahrstoffen darstellen. So
besteht eine positive Korrelation zwischen der Anzahl (Schonherr und Bukovac 1978; Eichert
und Burkhardt 2001; Eichert und Goldbach 2008) und der Offnung von Stomata (Eichert et al.
1998; Fernandez et al. 2005; Schlegel et al. 2006) mit der Aufnahme von Nahrstoffen.

Es wird angenommen, dass die Aufnahme der gelosten Stoffe nicht infolge eines
Massenflusses, sondern vielmehr durch Diffusion erfolgt. Nach der Studie von Eichert et al.
(2008) sollen hydrophile lonen bzw. Partikel entlang der Oberflache der Stomataporen in das
Blattinnere eindringen. Die Autoren nehmen an, dass die Diffusion durch eine Schicht aus
adsorbierten Wassermolekiilen an der Oberflaiche der Stomataporen ermoéglicht wird.
AuBerdem lasst sich aus dieser Studie ableiten, dass die Machtigkeit der Wasserschicht groRer
43 nm betragt und damit in der GréRenordnung liber den Durchmessern von ’polaren Poren’
liegt. Daraus ergibt sich die Annahme, dass liber die Stomata, im Vergleich zu Poren in der
Cuticula, nicht nur groRere Partikel aufgenommen werden kénnen, sondern auch eine héhere
Transportrate erreicht wird (Eichert et al. 2008). Wie groB der Einfluss der Stomata auf die
Nahrstoffaufnahme infolge einer Blattapplikation sein kann, ist letztendlich noch nicht
gesichert, konnte aber laut Forschung von hoher Bedeutung sein (Eichert et al. 2008). Des

Weiteren konnte eine erhohte Penetrationsrate in der Gegenwart von Stomata nach
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Schoénherr und Bukovac (1978) sowie Schlegel und Schonherr (2002) auf die erhohte
Permeabilitat der peristomatalen Cuticula und der Schliefzellen zuriickzufiihren sein.

Ob die Aufnahme letztendlich Gber die Stomata oder tber die Cuticula bzw. Uber beides
bedeutender ist, ist in der aktuellen Forschung noch nicht hinreichend geklart. Die Rolle von
epidermalen Strukturen wie Trichomen (Pflanzenhaare) oder Lenticellen (Poren im
Korkmantel) hinsichtlich der Aufnahme von Nahrstoffen, ist nach Fernandez et al. (2013)
ebenfalls noch unklar.

Jedoch ist fir die Aufnahmewahrscheinlichkeit und -geschwindigkeit tber die Cuticula und
Stomata die Kontaktflaiche zwischen dem Dingertropfen und der Blattflaiche ebenso von
grofler Bedeutung, wie die Blattbeschaffenheit und die Formulierung der Spritzbriihe
(Fernandez und Brown 2013). Blattdiinger konnen allein oder in Kombination mit einer
Vielzahl an Additiven angewendet werden. Additive sind Zusatzstoffe, die die
Kontakteigenschaften, die Absorptionsrate und die Oberflachenverteilung der Spritzbriihe
verbessern. Tenside (Netzmittel) sind eine unter den Additiven haufig angewendete Gruppe,
welche die Oberflachenspannung der Spritzbriihe verringern und folglich die Benetzung auf
der Pflanzenoberflache verbessern. Des Weiteren werden Additive auch zur Verbesserung der
Penetrations- oder Hafteigenschaften eingesetzt (Noack et al. 2010; Fernandez et al. 2013).
Nachdem der Nahrstoff die duRere Blattschicht Gberwunden hat, gelangt er in den
Apoplasten. Der Apoplast spielt eine Hauptrolle bei der Kommunikation der Pflanzen mit der
Umwelt (Geilfus und Mihling 2013) und umfasst die extrazellularen Teile innerhalb des
pflanzlichen Gewebes (Fig. 1.6). Nach Sattelmacher et al. (1998) besteht der Apoplast aus allen
Komponenten, die sich zwischen Plasmalemma und der Cuticula befinden — der Zellwand, der
Mittellamelle, dem Xylem und den gas- und wassergefiillten interzelluldren Rdumen. Zwar
macht der Apoplast nur 5% des Gewebevolumens im Blatt aus (Grignon und Sentenac 1991),
erflllt aber viele verschiedene Funktionen. Insbesondere zur Aufrechterhaltung eines lonen-
Gleichgewichtes (Grignon und Sentenac 1991), dem Schutz des Cytosols vor toxischen
Elementen (Sattelmacher et al. 1998), dem Zellwachstum durch Beeinflussung mechanischer
und osmotischer Prozesse (Grignon und Sentenac 1991) oder der Regulation voriibergehender
pH-Wert Schwankungen (Mihling und Sattelmacher 1995; Geilfus und Mihling 2011). Sein
Pendant, der Symplast, ist das intrazelluldre Kontinuum aller verbundenen Cytosole von
Mesophyllzellen innerhalb eines Blattes (Mimura 1999). Somit muss der Nahrstoff den

Apoplasten passieren, damit er in das Zellinnere aufgenommen und in den metabolisch
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aktiven Kompartimenten genutzt werden kann. In Abhangigkeit des applizierten Nahrstoffs

kommt es anschliefend zu einer lokalen oder systemischen Wirkung in der Pflanze.
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Figure 1.6: (A) Schematische Darstellung von Apoplast, Symplast und Plasmodesmen nach Heldt und
Piechulla (2015). Die extrazellularen Rdume zwischen den Zellwdnden, sowie Zellwande bilden den
Apoplasten. Die Uber Plasmodesmen verbundenen Zellen ergeben den Symplasten. (B)
Fluoreszenzaufnahme der adaxialen Blattseite der Ackerbohne (Vicia faba L.). Der Farbstoff ermoglicht
die rdumliche Unterscheidung in (1) den epidermalen Apoplasten der die Epidermiszellen umgibt, (2)
den Palisadenapoplasten, (3) die Stomata und (4) die Zellen des Palisadengewebes, welche schwarz
erscheinen, da der Symplast nicht mit dem Farbstoff beladen ist (Geilfus und Mihling 2012).

Die Art der Wirkung ist von der Mobilitat im Phloem abhangig. Man unterscheidet zwischen
sehr mobilen Nahrstoffen wie Phosphat, Stickstoff, Kalium oder Magnesium, die somit in der
Pflanze eine systemische Wirkung erzielen kénnen und bedingt mobilen (Eisen, Zink, Bor) bzw.
fast immobilen Nahrstoffen (Calcium, Mangan), welche primar eine lokale Wirkung erzielen
(Hawkesford et al. 2012; Fernandez und Brown 2013). Daher muss die Wirksamkeit der
Blattapplikation im Verhaltnis zu der zu erwartenden Wirkung betrachtet werden. Dies
bedeutet, dass auch lokal wirkende Nahrstoffe einen signifikanten Nutzen fir die Entwicklung
von Pflanzen und insbesondere von Friichten haben (Fernandez und Brown 2013; Ferndndez
et al. 2013). Jedoch wird die Translokation von N&hrstoffen nicht nur durch deren
Phloemmobilitdt bestimmt. Das Entwicklungsstadium des benetzten Pflanzenorgans spielt
eine entscheidende Rolle bei der Verlagerung. Koontz und Biddulph (1957) konnten in ihrer
Studie an jungen Pflanzen der Kidneybohne (Phaseolus vulgaris L.) demonstrieren, dass auf
vollstandig entwickelte Blatter appliziertes radiomarkiertes P in jlingere, noch wachsende
Blatter bzw. die Wurzel verlagert wird. Erfolgt die Applikation jedoch auf wachsendes
Blattmaterial, so nimmt der Anteil an verlagertem P sukzessive mit dem Alter des behandelten

Blattes ab bzw. erfolgt keine Verlagerung mehr aus den ganz jungen Blattern (Fig. 1.7).
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Problematisch bei der Anwendung von Blattdiingungen ist die Hohe der Konzentration des zu
verabreichenden Nahrstoffs. Die Applikation von zu hohen Konzentrationen resultiert in der
Regel in Blattschaden wie z.B. Veratzungen. Lokalisierte Salztoxizitat, das Vorhandensein
toxischer Verbindungen oder der pH-Wert der Nahrlésung sind nach Alexander und Schroeder
(1987) weitere mogliche Faktoren, die Blattschdden verursachen. Andererseits besteht die
Notwendigkeit der Applikationen von hohen Konzentrationen, damit eine ausreichende
Nahrstoffaufnahme (ber das Blatt sichergestellt werden kann. Daher ist die
Nahrstoffversorgung allein auf Basis von Blattdiingungen bei Makronahrstoffen aufgrund des
hohen Bedarfs der Pflanze und den moglichen Blattschaden als unwahrscheinlich anzusehen

(Johnson et al. 2001).

Figure 1.7: Autoradiogramme zeigen die Translokation von radiomarkiertem Phosphor (P3?) in
Kidneybohnenpflanzen (Phaseolus vulgaris L.) 24 Stunden nach der Applikation von 0,2mL einer
10mM Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO4) Losung auf verschiedene Blattetagen (roter Pfeil). Je
dunkler das Pflanzengewebe, desto mehr P32 war nachweisbar. (A) und (B) vollentwickelte iltere
Blatter im unteren Sprossbereich, (C) jingeres Blatt im oberen Sprossbereich und (D) junges, nicht
vollstandig entwickeltes Blatt (Koontz und Biddulph 1957).

1.4 Wirkung und Bedeutung einer Phosphor-Blattapplikation fir die
landwirtschaftliche Nutzung

Die Dingung von Phosphor (iber das Blatt ist eine weltweit angewandte Technik. Jedoch hat
sich die P-Blattdlingung bisher nicht als zuverlassige Methode zur P-Versorgung von Pflanzen
durchgesetzt. Es ist offensichtlich, dass der zu blattapplizierenden P-Menge, aufgrund von
Loslichkeit, Wirksamkeit und Blattverbrennungen, Grenzen gesetzt sind (Noack et al. 2010).
Eine Vielzahl an Studien untersucht die Thematik der P-Blattdiingung an verschiedenen
Kulturen wie Sojabohne [Glycine max (L.) Merr.] (Garcia L und Hanway 1976; Mallarino et al.

2001), Weizen (Triticium aestivum) (Arif et al. 2006; Mosali et al. 2006; Fernandez et al. 2014b;

17



Einleitung

Peirce et al. 2014) und Mais (Barel und Black 1979; Girma et al. 2007). Die Ziele dieser Studien
waren vor allem die entsprechende Formulierung, Konzentration und den optimalen
Zeitpunkt einer Applikation zu bestimmen, insbesondere unter dem Aspekt der
Ertragssteigerung. Wie in dem Review von Noack et al. (2010) zusammengefasst, ist in den
meisten Studien die Applikation vor der Anthese (Blite) der Zeitpunkt mit den vermeintlich
hochsten Ertragseffekten. Jedoch gibt es auch Studien, die mit einer Applikation nach der
Blite einen positiven Effekt auf den Ertrag erzielen konnten. Andererseits erzielte eine P-
Blattdiingung in frihen Wachstumsstadien eine hohere Anzahl an fruchtbaren
Bestockungstrieben in Weizen (Grant et al. 2001). Vermutlich ist aber nach Noack et al. (2010)
die Ubergangsphase vom vegetativem ins generative Wachstum ein vielversprechender
Zeitpunkt, da in dieser Phase ein hoher Bedarf an P vorliegt. Letztendlich Idsst sich aus der
Vielzahl an Studien jedoch kein optimaler Applikationszeitpunkt bestimmen. Im Allgemeinen
zeigen Studien mit P-Blattapplikationen unterschiedliche Resultate und eine klare Beurteilung
ist nicht moglich (Noack et al. 2010).

AulRerdem ist der Bedarf an Phosphor von der Kulturart und der P-Verfiligbarkeit abhangig. Die
besten Ergebnisse hinsichtlich der P-Nutzungseffizienz werden laut Mosali et al. (2006) und
Girma et al. (2007) bei einer Aufwandmenge von 1,5-4kg P ha! erzielt. Andererseits erfolgen
die héchsten Ertragseffekte mit hoheren Aufwandmengen wie z.B. mit 8kg P ha in Form von
Kaliumdihydrogenphosphat bei Mais (Girma et al. 2007). Generell ist laut der Studien die
P-Nutzungseffizienz einer P-Blattdiingung im Vergleich zu einer Bodendlingung verbessert.
Dabei wurden verschiedene P-Verbindungen als Blattdiinger angewendet. Nach Noack et al.
(2010) und Fernandez et al. (2013) sind die am haufigsten verwendeten P-Verbindungen die
Phosphorsaure (H3POa), das Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4), das
Dikaliumhydrogenphosphat (K;HPO4) und das Ammoniumdihydrogenphosphat (NH4H,POa4).
AuBerdem zeigt sich in vielen Studien, dass ein niedriger pH-Wert (2-3) der
Diingerformulierung zu rascheren und besseren P-Aufnahmeeffekten fuhrt (Noack et al.
2010), aber auch gleichzeitig ein verstarktes Auftreten von Verbrennungsschaden verursacht
(Peirce 2015).

In der Literatur wird einer P-Blattdiingung als Ergdanzungsdiingung groBe Bedeutung
zugesprochen (Mosali et al. 2006; Noack et al. 2010; Peirce et al. 2014). Sie ist nach Noack et
al. (2010) die effektivste bzw. effizienteste Methode um in spaten Entwicklungsstadien einer

mangelnden P-Versorgung entgegenzuwirken. Allerdings zeigt sich in der Studie von
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Fernandez et al. (2014b), dass die Absorption von P Uber das Blatt vom P-Status der
Weizenpflanze abhangig ist. Jedoch erfolgte die Studie nur an einer von vielen Kulturpflanzen
(Weizen), fur die eine P-Blattdiingung von Bedeutung sein konnte. Insgesamt wurde aber
bisher nur wenig (iber den Einfluss eines P-Mangels auf eine mogliche P-Aufnahme Uber das

Blatt geforscht.

1.5 Zielsetzung

Phosphor ist ein weltweit bedeutender Makronadhrstoff fur das pflanzliche Wachstum. Jedoch
sind die Anforderungen an den landwirtschaftlichen Sektor hinsichtlich der Nutzung von P in
den letzten Jahren enorm angestiegen. Dies hat zur Folge, dass sich die Diingestrategie
hinsichtlich P weiter verandern wird und muss. Neben diversen Ansatzen zur Erhéhung der P-
Nutzungseffizienz von organischen und mineralischen Diingemitteln, stellt die Blattdliingung
eine Moglichkeit des gezielten Einsatzes zum Zeitpunkt des Bedarfs dar. Wie in den
Abschnitten zuvor erlautert wurde, ist die Applikation von P (iber das Blatt kein ganzlich neues
Konzept. Durch klimatische Veranderungen und die Novellierungen der Diingeverordnung ist
das Risiko eines auftretenden P-Mangels im Jugendstadium von Maispflanzen, aufgrund eines
hohen Bedarfs an wasserloslichem P im wurzelnahen Raum, erhoéht. Zu niedrige
Temperaturen wahrend der Jugendentwicklung beeintrachtigen zum einem die Entwicklung
des Wurzelsystems und zum anderen die Verfiigbarkeit von Nahrstoffen wie P. In erster Linie
wurde daher der Effekt von P-Mangel auf die Blattapplikation untersucht. Dabei wurden

folgende Fragestellungen verfolgt:

- Konnen Maispflanzen mit akutem Phosphormangel blattapplizierten Phosphor
aufnehmen?

- Kann eine Phosphor-Blattapplikation in der Jugendentwicklung von Mais zu einem
signifikanten Biomassezuwachs beitragen?

- Kann durch Erhéhung der Konzentration der Applikationslosung die Haufigkeit der
Behandlung reduziert werden?

- Wird blattgedlingter Phosphor in den ersten 48 Stunden direkt in den Symplasten
aufgenommen oder kommt es zu einer voriibergehenden Speicherung im Apoplasten?

- Kann eine Phosphor-Blattdiingung zur Jugendentwicklung einen Mehrertrag erzielen?
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Abstract

Background: Foliar application is mainly used in agriculture as a targeted top-up application to
prevent deficiencies or during anthesis to improve quality. Hence, foliar fertilization usually
occurs in plants that are in good condition and capable of uptake through the leaf. However, the
extent to which plants utilize a nutrient under conditions of deficiency is also of importance.
Aims: Our aim was to determine the response of P deficient maize plants to P foliar application
at various concentrations and to investigate possible differences between the adaxial and abax-
ial sides of leaves with regard to uptake.

Methods: Maize plants were grown under P deficiency in nutrient solution for two weeks followed
by 2-3 foliar P treatments over a period of three weeks. Three different foliar P concentrations
were compared. Older and younger shoots and roots were analyzed. In a second experiment,
the influence of the leaf side on P uptake was determined by an infiltration/centrifugation method
on the 5% leaf and total P in the 4" leaf, older and younger shoot, and root.

Results: Foliar application significantly increased the biomass and P concentration in deficient
maize, including the roots. Omission of a third application and a concomitant increase in the
application concentration achieved comparable results. Uptake occurred on both sides of the
leaf with no significant differences.

Conclusions: Maize plants are able to absorb and utilize foliar-applied P, even under deficient
conditions and independently of leaf side. P foliar application can therefore be used as a top-up
application in deficiency situations. Moreover, the number of applications can be reduced at high-

er P application concentrations.

Key words: abaxial / adaxial / foliar absorption / foliar fertilization / subcellular
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1 Introduction

The history of research into foliar application stretches back
to the 19t century, as reported by Fernandez and Eichert
(2009), who also point out that this method is now becoming
increasingly important in agricultural practice. In theory, it has
the potential of being a more targeted and environmentally
friendly fertilization method, as the nutrients are applied di-
rectly to the plant. Thus, foliar application can help to reduce
the environmental impact associated with soil fertilization.

The success of foliar application lies in the interaction of
many individual factors. According to Fernandez and Brown
(2013), these factors can be divided into three groups for
simplicity, namely the physico-chemical properties of the for-
mulation, the environmental factors, and various plant physio-
logical aspects. Examples of the physical-chemical properties
are the molecular size of the nutrient and the pH-value, sur-
face tension, and deliquescence point of the spray solution,
whereas those of the environmental factors are the air tem-
perature, relative humidity, and light. The structure and posi-
tion of the leaf, the architecture of the cuticle, the wax layer,
and the mobility of the nutrient in the plant are included under

* Correspondence: Prof. Dr. K. H. Muhling;
e-mail: khmuehling @ plantnutrition.uni-kiel.de
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plant physiological aspects (Fernandez and Eichert, 20009;
Fernandez and Brown, 2013; Fernandez et al., 2013). Before
the foliar-applied nutrient can be utilized by the plant, it must
first penetrate the leaf surface into the leaf interior (Noack
et al., 2010). This so-called “uptake” is a passive process that
is driven by concentration gradients (Eichert and Goldbach,
2008), which, according to the current state of research,
mainly takes place via the cuticle and stomata (Noack et al.,
2010; Fernandez et al., 2013). The cuticle is an extracellular
layer that covers the epidermis of most above-ground plant
parts, such as the leaf. According to Heredia (2003), the
cuticle is also covered by an epicuticular wax layer, which
gives the plant surface a hydrophobic character. Therefore,
the plant cuticle is an effective barrier against the diffusion of
hydrophilic polar compounds, i.e., water-soluble compounds
such as mineral salts, chelates, and complexes (Fernandez
et al., 2013). However, most foliar fertilizers are applied in the
form of ions, which have a very low solubility in the cuticle.
Schlegel et al. (2005) and Schénherr (2006) have shown that
hydrophilic compounds penetrate the cuticle via so-called
polar or aqueous pores. In particular, the part of the cuticle
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surrounding the stomata and trichomes serves as the pre-
ferred entry point for ions into the leaf. However, the structure
of the cuticle varies greatly between plant species, organ
types, stages of development, and nutrient status. This is a
major challenge, because it creates differences between
plants with regard to the properties of permeability of the
cuticle (Kannan, 2010). Another possibility is the absorption
of nutrients through the stomata. The uptake of dissolved
substances is assumed to occur by diffusion (Eichert et al.,
2008). Hydrophilic substances are likely to diffuse into water
molecules adsorbed on the stomatal walls. The extent of the
influence of stomata on nutrient uptake as a result of foliar ap-
plication remains uncertain but might be of great importance
based on current research (Eichert et al., 2008; Fernandez
et al., 2014; Peirce et al., 2014). Furthermore, even within a
single leaf, differences occur between the abaxial and adaxial
sides of the leaf in terms of stomata and trichoma density and
of cuticular composition. Thus, the leaf side itself can have an
influence on the uptake of foliar-applied nutrients.

Numerous studies have shown that the macronutrient phos-
phate (P) is absorbed through the leaf. Under conditions of
poor P availability in the root zone, this is essential because P
is indispensable for plant growth. Therefore, a limited P sup-
ply has a strong impact on crop development, for example, by
reducing shoot growth (Fredeen et al., 1989) or tillering
(Rodriguez et al., 1999). Consequently, plant production is
dependent on a constant input of P fertilization to secure the
yield. For optimal crop development, early P application is
crucial for the growth of roots and shoots (Noack et al., 2010).
One important crop with a requirement for P fertilization is
maize (Zea mays L.). In order to generate optimal plant devel-
opment, sufficient water-soluble P needs to be provided
(banded) to the root area of the plant at the time of sowing.
Banding the fertilizer near to the roots is a worldwide com-
monly used and efficient method for P fertilization (Grant
etal., 2001).

Nevertheless, P fertilization carries the risk of diffuse P losses
and, consequently, of increased environmental pollution
(Withers et al., 2001). Hence, farmers will be obliged by law to
reduce P fertilization or to use it more efficiently. If P defi-
ciency occurs as a result of reduced fertilization in combina-
tion with other factors (e.g., weather conditions), P foliar appli-
cation might be a means of counteracting this deficiency.

The review by Noack et al. (2010) on the state of research on
P foliar fertilization suggests that an effect of foliar-applied P
cannot be generalized. Numerous studies have shown posi-
tive, negative, or no effects of various concentrations on the
uptake of P, the development of the plant, and the yield of ce-
real plants. The main objectives of these studies have been
to determine the appropriate formulation, concentration, and
optimal timing of application, with a focus on yield increase.
Furthermore, as described by Noack et al. (2010), the physi-
ology of the uptake of foliar-applied radiolabeled P has been
investigated in a number of studies, often involving the use of
specifically applied droplets (Koontz and Biddulph, 1957;
Peirce et al., 2014). This has provided valuable information
on the uptake mechanism, the amount of uptake, and the dis-
placement of P-ions. Although the application of P via the leaf

© 2021 The Authors. Journal of Plant Nutrition and Soil Science published by Wiley-VCH GmbH
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is not a new concept, little research has however been carried
out on the possible effects on biomass growth in cases of P
deficiency in maize.

Because P foliar application is mainly used as a supplement
for late season top-up application, which is considered to im-
prove the quality of the crop, the aim of this study has been to
investigate whether (1) a P foliar application enhances plant
development and the P content of maize plants with acute P
deficiency, (2) a doubling of the applied total amount of P by
doubling the P concentration of the foliar fertilizer results in a
significant additional yield, (3) a doubling of the foliar fertilizer
concentration with the same applied P total amount but at
reduced application frequency achieves the same results,
(4) a difference occurs between the abaxial and adaxial side
of the leaf in terms of uptake, and (5) foliar application is more
or less effective compared with re-supply via the root in hydro-
ponics.

2 Material and methods

2.1 Plant material and growth conditions

The maize (Zea mays L.) variety “Keops” (KWS SAAT SE &
Co. KGaA, Einbeck, Germany) was grown in 9L nutrient
solution in the greenhouse of the Institute of Plant Nutrition
and Soil Science, Kiel University (54°20'50” N, 10°6'55'" E)
from April-dune. The temperature was set at 23+ 2°C
during the day and 15°C during the night, and the relative
humidity at around 50+ 10%, under a 14-h photoperiod (8 am
to 10pm) with light intensities ranging from 200 to
550 umol photonm=2s~". Temperature and humidity were
regulated by automatic air exchange. Seeds were soaked in
10 mM aerated CaSQO, solution for 24 h and allowed to germi-
nate for 5 days. Uniform maize seedlings were transferred
into 10-L plastic vessels. Initially, the concentration of the
nutrient solution was 25%, but this was gradually increased to
100% within a week. The full nutrient solution (pH5.9) had
the following composition: 1.3mM Ca(NO,),, 0.7mM
NH,NOZ;, 1.0mM K,SO,, 2.0mM CaCl,, 0.5mM MgSQO,,
200pM Fe-EDTA, 5uM H,BO,, 2uM MnSQO,, 0.5uM ZnSO,,
0.3uM CuSO,, and 0.01uM (NH,)Mo,0O,,. The solution was
changed weekly to avoid nutrient depletion, and at the same
time, the vessels were newly randomized. The KH,PO, con-
centration was adjusted in dependence on the treatment
(Tab. 1).

2.2 Experiment 1

In the first experiment, the influence of P foliar application on
the nutrient status and plant development was analyzed after
2 weeks of deficiency in comparison with re-supply via the
roots. Six treatments with a different P supply were cultivated
in four biological replicates (Tab. 1). The first 7 d after seed-
ling transference (three plants per vessel), the maize plants
were cultivated under normal P conditions (0.2mM KH,PO,)
to ensure proper seedling development. Afterwards, in order
to induce P deficiency symptoms, the P concentration in the
nutrient solution was lowered to 0.01 mM KH,PO, in all treat-
ments, except for the positive control (Tab. 1). After two
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Table 1: Schematic view of various phosphate supplies for the six distinct treatments over a period of seven weeks. For each treatment, four
biological replicates were installed with three maize plants. Foliar application was carried out only once a week. From week four onwards, P
was omitted in the nutrient solution of the foliar applications. For further details, see descriptions in the text (see Material and methods).2

Time after germination pos.C neg.C Root FA,q0 FA 00 FA;,
week 1 + + + + + +
week 2+3 + - - - - -
week 4 + - +

week 5 + - + X

week 6 + - +

week 7 + - + X X X

Harvest: day 46

@pos. C (positive control); neg. C (negative control); Root (re-supply via root); FA, , (foliar application with foliar application concentration in mM
KH,PO,); + (0.2 mM KH,PO, via roots); — (0.01 mM KH,PQ, via roots); x (0.00 mM KH,PO,,).

weeks under deficiency conditions, re-supply occurred via (1)
the roots, by increasing the KH,PO, concentration back to
0.2mM until harvest; (2) two foliar applications with a total
applied amount of 372 mg P pot™! (200 mM KH,PO,, pH 4.5)
on the first day of the 4" week at BBCH 15 (20 mL pot~') and
11 d later at BBCH 17/18 (40 mL pot™); (3) three foliar appli-
cations with two levels of P concentration (50mM and
100mM KH,PO,, pH4.5) and a total applied amount of 186
or 372mg P pot™! on the first day of the 4™ week at BBCH 15
(20mLpot™), 7 d later at BBCH 16/17 (50mLpot™'), and
once again 9 d later at BBCH 17/18 (50 mLpot™') (Tab. 1).
Applications were conducted using a calibrated hand-held
spray bottle. The plants were wetted from underneath and
above. Furthermore, the solution contained 0.1% Silwet®
Gold as a wetting agent to increase the spreading and pene-
trating properties and application took place in the morning
between 5.30am and 7 am to avoid leaf burn by high irradia-
tion and to take advantage of the higher air humidity. To pre-
vent contamination of the nutrient solution, the plant stems
were wrapped with paper, and the vessel lids were covered
with foil. From the time of the 18t foliar application, plants in
the foliar application groups received no further P supply via
their roots. Prior to the first foliar application, an intermediate
harvest was performed on the same day for the later calcula-
tion of the uptake efficiency. Plants were harvested 10 d after
the last foliar application on day 46 after seedling transfer-
ence. Total P concentration was determined in the older shoot
(fully developed leaves and stem), the younger shoot (no fully
developed leaves), and the root. Additionally, a possible effect
on the uptake of other nutrients was investigated, especially
for K, since P was applied as a K salt.

2.3 Experiment 2

In experiment 1, the maize plants were wetted from under-
neath and above. Therefore, in experiment 2, possible differ-

© 2021 The Authors. Journal of Plant Nutrition and Soil Science published by Wiley-VCH GmbH

ences between applications to the adaxial and the abaxial
sides of the leaf were investigated in order to differentiate the
influence of the leaf sides on overall uptake. Germination, nu-
trient solution composition, and cultivation in the first three
weeks were the same as those described above. In addition,
foliar application was carried out at the same time as the 15t
foliar application in experiment 1, but the foliar application so-
lution (200 MM KH,PO, plus 0.1% Silwet® Gold) was brushed
onto the respective side of the leaf to avoid cross-contamina-
tion. Per plant, 2 mL (6 mL pot™') were applied, and to prevent
contamination of the nutrient solution, the plant stems were
wrapped with paper, and the vessel lids were covered with
foil. Harvest took place the following day. In order to deter-
mine the uptake of the foliar-applied P more precisely, subcel-
lular parameters were determined in addition to the total P
concentration in dry matter. Total P concentration was deter-
mined separately in the 4 leaf, the older shoot (all leaves
below the 4" leaf plus stem), the younger shoot (all leaves
above the 5" leaf), and the root. The 5" leaf was used to
obtain the apoplastic washing fluid (AWF) and the cell sap.

2.4 Sampling and analysis of plant tissue

To determine their fresh weight, maize plants from each ves-
sel were cut above the ground. Afterwards, the plants were
divided into those parts to be examined and washed three
times in deionized water to avoid fertilizer residues remaining
on the leaf. Oven-dried plants (65°C) were weighed and then
ground to a fine powder (Cyclotec 1093, Foss Tecator, Hga-
nas, Sweden). For mineral nutrient analyses, 200 mg of each
replicate were digested with 10 mL of 69% HNO, (ROTIPUR-
AN Supra for ICP, 69%) for 45min in a 1800 W microwave
oven (MARS 6, Xpress, CEM, Matthews, MC, USA),
according to the method described by Jezek et al. (2014).

www.plant-soil.com
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2.5 Sampling and analysis of subcellular
fluids

The methods for the extraction of AWF (Lohaus
et al., 2001; O’Leary et al., 2014) were used in a
modified form. Briefly, 5" leaves were cut with a
razor blade and carefully washed three times in
deionized water. For infiltration, leaves were cut
into segments of 15cm? without midribs and
placed in separated cups fully covered with deion-
ized water in a desiccator. A vacuum was then
generated for 5 min. Leaf segments were removed
and placed on dry tissue, and water was dabbed
off carefully. For recovery of AWF, the leaf seg-
ments were transferred into 20 mL syringes with
open tips and placed into Sarstedt™ tubes (Sar-
stedt™ Tube, 50mL). Subsequently, the tubes
were centrifuged at 1500 rpm for 10 min at 4°C
(Heraeus Multifuge X3R Zentrifuge, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA). The supernatant was
transferred into new tubes, weighed, frozen in
liquid nitrogen, and stored at —80°C until further
used. For cell sap collection, leaf segments were
removed from the syringes and frozen in liquid ni-
trogen. They were thawed at room temperature
and transferred afterwards into syringes placed in
tubes for centrifugation (see above). The super-
natant was transferred into new tubes, weighed,
frozen in liquid nitrogen, and stored by —80°C until
purification. AWF samples were diluted at a ratio of
1:10, chloroform was added, and the solution was
vortexed and centrifuged (12000 rpm, 4°C, 5 min).
Cell sap samples were mixed at a ratio of 1:1 with
an ice-cold methanol/chloroform mixture (1:1, v/v),
vortexed, and shaken at 4°C for 60 min. After-
wards, 2mL deionized water was added, and the
sample was again vortexed and shaken (4°C,
60 min). Finally, the mixture was centrifuged at
4500 rpm and 4°C for 10 min. The removed aque-
ous phase from AWF and cell sap was then

J. Plant Nutr. Soil Sci. 2021, 000, 1-11
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Figure 1: Visual symptoms of phosphorus deficiency and impact of phosphorus
re-supply. Representative plants at harvest time (46 days after germination).
Pos. C (positive control), 0.2mM KH,PO, (potassium dihydrogen phosphate) in
nutrient solution (NS); neg. C (negative control), 0.2 mM KH,PO, in NS in week 1
and 0.01mM KH,PO, in NS for 6 weeks; Root (re-supply via roots), 0.2mM
KH,PO, in NS in week 1, 0.01mM KH,PO, in NS for 2 weeks and 0.2mM
KH,PO, in NS for the last 4 weeks; FA,, (foliar application), 0.2mM KH,PO, in
NS in week 1, 0.01 mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and 0.0 mM KH,PO, over the
last 4 weeks + 200mM KH,PO, two times in week 4 and 6; FA,;,, 0.2mM
KH,PO, in NS in week 1, 0.01mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and 0.0mM
KH,PO, over 4 weeks + 100 mM KH,PO, three times in week 4-6; FA;,, 0.2mM
KH,PO, in NS in week 1, 0.01mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and 0.0mM
KH,PO, over 4 weeks + 50 mM KH,PO, three times in week 4-6.

passed over C18-columns (JTB-7020-01) for further purifica-
tion. The ion concentration in the AWF was multiplied by
three, and the dilution factor [=(Vwater+Vgas)/Vwater)] of the
maize plants determined by Lohaus et al. (2001).

2.6 Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS software
(version 17.0). Values of treatments were subjected to one-
way ANOVA followed by Duncan’s Multiple Range test at
o =5%.

3 Results

3.1 Plant Development

Total shoot dry matter (DM) values of the negative control
(neg.C) and positive control (pos.C) were significantly re-
duced or increased, respectively, in comparison with the treat-
ments involving the re-supply of P (leaves or roots; Figs. 1

© 2021 The Authors. Journal of Plant Nutrition and Soil Science published by Wiley-VCH GmbH

and 2A). Mean DM values were 33.5gpot™! for neg.C and
120.3 gpot~! for pos. C. Foliar application after two weeks of
deficiency increased DM up to about 70%, which was signifi-
cantly different compared with the neg. C (Fig. 2A). No signifi-
cant differences in the total plant DM could be found between
the various foliar applications (57.11g, 48.2g, and
51.1gpot™). However, re-supply via the root (Root) gave
significantly higher DM compared with foliar application and
amounted to 85.6 gpot™!, representing an additional yield of
65% compared with that obtained after foliar application. The
division into groups of older or younger shoots resulted in
similar proportions of DM being obtained in the older shoot as
in the total plant (Fig. 2B), whereas in the younger shoot, no
significant difference was seen between the neg.C and the
foliar applications as determined after 7 weeks (Fig. 2C). In
contrast, the group Root showed a significantly higher DM.
However, the significantly highest DM was measured in the
pos.C. Re-supply of P via the leaves also significantly in-
creased the root DM in the foliar applications at 200 mM
KH,PO, (FA,y,) in comparison with the neg. C (Fig. 2C). On
the other hand, the DM of roots from plants receiving the foliar
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Figure 2: Dry matter in g pot™' of (A) total shoot, (B) older shoot, (C)
younger shoot, and (D) root at harvest 46 days after germination.
Pos.C (positive control), 0.2mM KH,PO, (potassium dihydrogen
phosphate) in nutrient solution (NS); neg.C (negative control),
0.2mM KH,PO, in the NS in week 1 and 0.01 mM KH,PO, in NS for
6 weeks; Root (re-supply via roots), 0.2 mM KH,PO, in NS in week 1,
0.01 mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and 0.2mM KH,PO, in NS for
the last 4 weeks; FA,, (foliar application), 0.2mM KH,PO, in NS in
week 1, 0.01 mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and 0.0 mMKH,PO,
over the last 4 weeks + 200 MM KH,PO, two times in week 4 and 6;
FA,5: 0.2mM KH,PO, in NS in week 1, 0.01 mM KH,PO, in NS for 2
weeks, and 0.0 mM KH,PO, over 4 weeks + 100 mM KH,PO, three
times in week 4-6; FA;,, 0.2mM KH,PO, in NS in week 1, 0.01 mM
KH,PO, in NS for 2 weeks, and 0.0mM KH,PO, over 4 weeks +
50 mM KH,PQO, three times in week 4-6. Bars represent means + SD
(n = 4). Small letters indicate significant differences between treat-
ments (ANOVA with Duncan test, p < 0.05).

application at 100 mM (FA, ;) or at 50 mM (FA,) showed no
significantly differences from either the neg.C or the treat-
ment at FA,,,. Moreover, the pos.C group significantly
showed the highest and the Root group the second highest
values in the root.

3.2 P concentration and content in different parts
of plants

The studied parts of neg. C plants cultivated under deficiency
conditions exhibited the significantly lowest P concentra-
tions in all plant groups (Fig. 3A-3D). The P concentra-
tions were between 0.43mgPgDM™"! in the older shoot,
1.1mgP gDM" in the younger shoot, and 0.74mgP g DM
in the root tissue; total shoot contained 0.77 mgP gDM".
Optimal nutrition led to a P concentration between
1.6mgPgDM™" in the root and 4.1mgPgDM™" in the
younger shoot. Addition of 0.2mM KH,PO, after two weeks
of deficiency significantly raised the P concentration in all
plant parts to the same level as those of the pos. C group.
Re-supply of P via foliar application resulted in an average
percentage increase of P concentration up to 430% in the old-
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Figure 3: Phosphorus concentration [P] in mg g~' dry matter and con-
tent in mg pot™' of (A, E) total shoot, (B, F) older shoot, (C, G)
younger shoot, and (D, H) root were analyzed after harvest 46 days
after germination. Pos. C (positive control), 0.2mM KH,PO, (potas-
sium dihydrogen phosphate) in nutrient solution (NS); neg.C (nega-
tive control), 0.2mM KH,PO, in the NS in week 1 and 0.01 mM
KH,PO, in NS for 6 weeks; Root (re-supply via roots), 0.2mM
KH,PO, in NS in week 1, 0.01 mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and
0.2mM KH,PO, in NS for the last 4 weeks; FA,, (foliar application),
0.2mM KH,PO, in NS in week 1, 0.01mM KH,PO, in NS for 2
weeks, and 0.0 MM KH,PO, over the last 4 weeks + 200 mM KH,PO,,
two times in week 4 and 6; FA,,,, 0.2mM KH,PO, in NS in week 1,
0.01mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and 0.0mM KH,PO, over 4
weeks + 100mM KH,PO, three times in week 4-6; FAg,, 0.2mM
KH,PO, in NS in week 1, 0.01 mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and
0.0mM KH,PO, over 4 weeks + 50 mM KH,PO, three times in week
4-6. Bars represent means + SD (n = 4). Small letters indicate sig-
nificant differences between treatments (ANOVA with Duncan test,
p <0.05).
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er shoot, around 200% in the younger shoot, and 85% in the
roots compared with those of the neg. C group. Significant
effects on the P concentration in the shoot were detected
between the three foliar applications. FA,, in three applica-
tions led to the highest P concentration in the whole plant at
2.3mgPgDM™" and in the older shoot at 2.3mgP gDM™
(Fig. 3A, 3B). In contrast, plants receiving FAg,, also given in
three applications, revealed the lowest P concentration in
their shoot segments (Fig. 3A—-3C). When applied twice at an
increased foliar fertilizer concentration, as in FA,,, the P con-
centration did not increase as much as in the older shoots of
plants treated with FA, ,, (1.8 mg P g DM™"), but no differences
were determined in the total plant (2.1mgP gDM™") and in
the younger shoot.

With regard to the P content of the whole plant or the individu-
al regions, the results showed that FA,,, and FA,, treatment
resulted in a significantly higher P content than of plants
treated with FAg, i.e., approx. 50% more, apart from the root
(Fig. 3). In the older shoot, the differences in the contents
between foliar application and neg. C were significantly the
highest (up to 770%), whereas in the root, they significantly
increased by a factor of two. Furthermore, in all compart-
ments, the contents for the Root group were significantly
increased at twice the value of the foliar applications. The
contents of the pos. C group were significantly the highest in
the older shoot and in the younger shoot with more than 200
and 68 mg P pot™', respectively. Only values in the Root group
were equivalent.

The proportion of P absorbed following foliar application was,
at 90% of the total P for FA,,, and FA,,, significantly higher
in comparison with that for FAg,. Treatment with FAg, achiev-
ed a total P value of 85% for the whole plant (Tab. 2). With a
proportion of 94% for FA,, and FA,,, and 91% for FA, the
values for the total shoot P were above 90%. In the root, almost
50% of the P in all three treatments came from foliar-applied P.

J. Plant Nutr. Soil Sci. 2021, 000, 1-11

The uptake efficiency of foliar-applied P reached 26% for FA,,
and FA,,, whereas it was significantly higher for FA, at 32%.

3.3 Potassium and magnesium concentration after
P re-supply

Macronutrient measurements revealed an influence of P nu-
trition amount and method on the potassium (K*) concentra-
tion and content in the plant tissues (Fig. 4A, 4B). In compari-
son to the P concentration in the older shoot, younger shoot,
and root (Fig. 2B—2D), the K* concentration demonstrated an
inverse ratio of the treatments. Overall, the plants receiving
the neg. C and foliar applications had the highest K* concen-
trations. However, re-supply of P via the roots reduced the K+
concentration in comparison to that in the plants in the neg. C
group and after foliar applications, and no difference from the
pos. C was observed in the younger shoot. In contrast, the
contents in the older shoot showed the same ratios as those
measured for P. However, this relationship could not be meas-
ured in the younger shoot and root. The neg. C was at the lev-
el of the groups with P re-supply. The K* concentrations in the
older shoot and the root of the pos. C group were the signifi-
cantly lowest and the contents the significant highest, apart
from the root.

The neg. C group consistently showed the lowest magnesium
(Mg?*) concentrations and contents (Fig. 4C, 4D). In compari-
son with the pos. C and Root groups, the values were even
significantly lower. An increase in Mg?* concentration and
content were also measured following the foliar applications.
Thereby, the highest Mg2* concentration was determined fol-
lowing FA,,, treatment and was significantly higher than that
in the neg. C group. This was also measured for the FA,;,
treatment in the younger shoot. The slightest differences
were seen in the younger shoot. However, an increase of the
KH,PO, concentration in the nutrient solution led to a signifi-
cant increase of Mg?* concentration in the root. At

Table 2: Foliar phosphorus absorption and percentage of total plant phosphorus adjusted by the values of the intermediate harvest and calcu-
lation of the uptake efficiency of treated maize plants depending on the amount of P applied via the leaf.2

Treatment Plant part Foliar P absorption Foliar P Foliar P applied Foliar P absorption
(mg pot™) (% foliar P of total P) in total (% of foliar P
(mg pot™) recovered)
FAs0 Total 96.77 + 4 b 90+ 1 b 372 26:1a
Shoot 90.94+4 B 94 +1 B
Root 6.27 +1 ns 567 ns
FA 00 Total 96.33+8 b 90+ 1 b 372 26+2a
Shoot 91.85+8 B 94 +1 B
Root 4.48 £1 ns 47 + 11 ns
FAg, Total 59.38+9 85+ 1 a 186 32+3b
Shoot 548217 A 91 +1 A
Root 456+ 1 ns 4810 ns

8FA,, (foliar application with foliar application concentration in mM KH,PO,); data are means + SD (n = 4). Letters indicate significant differen-
ces within the examined plant part between treatments (ANOVA with Duncan test, p < 0.05); not significant (ns).
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5.5 mgMg?*gDM™", the pos. C group contained 6 times more
Mg?* than the neg. C group, especially after the foliar applica-
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Figure4: (A, B) Potassium and (C, D) magnesium concentration
[K*; Mg?*] in mg g~! dry matter and content in mg pot™ of older shoot,
younger shoot, and root were analyzed after 46 days of growth
Pos.C (positive control), 0.2mM KH,PO, (potassium dihydrogen
phosphate) in nutrient solution (NS); neg.C (negative control),
0.2mM KH,POQ, in the NS in week 1 and 0.01 mM KH,PO, in NS for
6 weeks; Root (re-supply via roots), 0.2 mM KH,PO, in NS in week 1,
0.01 mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and 0.2mM KH,PO, in NS for
the last 4 weeks; FA,, (foliar application), 0.2mM KH,PO, in NS in
week 1, 0.01 mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and 0.0 mMKH,PO,
over the last 4 weeks + 200 MM KH,PO, two times in week 4 and 6;
FA g9 0.2mM KH,PO, in NS in week 1, 0.01 mM KH,PO, in NS for
2 weeks, and 0.0mM KH,PO, over 4 weeks + 100mM KH,PO,
three times in week 4-6; FA;),, 0.2mM KH,PO, in NS in week 1,
0.01mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and 0.0mM KH,PO, over 4
weeks + 50mM KH,PO, three times in week 4-6. Bars represent
means + SD (n = 4). Letters indicate significant differences between
treatments (ANOVA with Duncan test, p < 0.05).
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tions (~0.9mgMg?*gDM™"), whereas the respective value
for the Root group was 3.4 times higher (3.0 mg Mg2* g DM™1).

3.4 Total P and subcellular phosphate-P
concentration in dependence on the treated
leaf side

In all investigated plant regions, treatments with foliar-applied
P showed significantly higher P concentrations independently
of the treated leaf side (Fig. 5). The subcellular measure-
ments showed no significant difference between the treated
leaf sides. In the cell sap, the phosphate-P concentration for
FA jaxial @t 1.66 mmol L' was slightly higher than the concen-
tration for FAadaxial gt 1 54 mmol L~'. The increase in P con-
centration in the treated groups was about 30 to 50% compar-
ed with the neg. C group. In particular, in the untreated root,

A
04 b 2.0
o !
£ 0.3 b g 1.5
£ E
i 2
2 0.2 3 1.0+
& E
— a T
& 0.1+ 0.5+
g g
o =
0.0- 0.0-!
>
© & &
& & v
& <
C D
3+ 39
- s
= a
o .
"o 2+ g 2
E’ b £
= b 3
3 o = 5]
5 g
o o
= T
0- 0-
>
© 8"*@ &
& & v
& <
E F
= 3+ 34
z b
"o b fg
22 - 2
3 a 4
2 £
- 3
817 e 14
E T
3 [
T
= 0 0
&
eﬁb‘o 5 &

Figure5: Concentration of phosphate-phosphorus [PO,-P] in
mmol L~" of (A) apoplast, and (B) cell sap and of phosphorus concen-
tration [P] in mg g~' dry matter of (C) 4" leaf, (D) older shoot, (E)
younger shoot, and (F) root. Neg.C (negative control), 0.2mM
KH,PO, in nutrient solution (NS) for 1 week and 0.01 mM KH,PO, in
NS for 2.5 weeks; FA29al (foliar application), 0.2mM KH,PO, in NS
for 1 week, 0.01 mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and 0.0 mM KH,PO,
+ 200mM KH,PO, on the adaxial leaf side in week 4; FA ...
0.2mM KH,PO, in NS for 1 week, 0.01mM KH,PO, in NS for
2 weeks, and 0.0mM KH,PO, + 200 mM KH,PO, on the adaxial leaf
side in week 4. Bars represent means + SD (n = 4). Small letters indi-
cate significant differences between treatments (ANOVA with Duncan
test, p < 0.05).
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the P concentration increased from 1.3mg PgDM~" to 1.9
(FApaxia) @nd to 2.2 mgPgDM-! (FA29axa)  The highest
concentrations of P were measured in younger shoots. How-
ever, no significant differences in P uptake were measured
between the adaxial and abaxial side of the leaf.

4 Discussion

The efficiency of P fertilizer use is crucial for the economic
and environmental sustainability of agriculture. Little work has
been carried out on the influence of P status on foliar P up-
take. Therefore, we questioned whether the foliar application
of the macronutrient P in maize plants with a P deficiency is
sufficient to enhance plant development and growth. Hence,
the biomass and P plant status in the various parts of the
maize plant were investigated using hydroponic cultivation.

4.1 Foliar application of KH,PO, increases
biomass and P concentration

The huge differences in dry matter between the positive and
the negative control (Figs.1 and 2) demonstrate the impor-
tance of P as an essential macronutrient and underline the
need for the development of appropriate P fertilization
strategies to ensure high plant productivity, with respect to
changes in Fertilizer Ordinances (Jezek et al., 2014). In addi-
tion to reduced dry matter, negative control plants grown in
0.01 mM KH,PO, also showed premature leaf senescence
and reduced leaf area. This is in agreement with results of
several other studies (Colomb et al., 2000; Assuero et al.,
2004; Hawkesford et al., 2012). However, studies on foliar ap-
plication have not focused on biomass effects in deficient
plants. The re-supply of P via foliar applications after 2 weeks
of P deficiency resulted in a significant effect on biomass, P
concentration, and P content (Figs.2 and 3). This finding
broadly supports the statement by Noack et al. (2010) that
early P foliar application could lead to an early dry matter
response. On the contrary, no positive effects of P foliar appli-
cation on the biomass are reported in the study of Thorne
(1957). Furthermore, plants receiving foliar P application
showed a visible delay of leaf senescence compared to
plants of the negative control group (Fig. 1). Thus, foliar appli-
cation seems to delay leaf senescence, a feature that
Benbella and Paulsen (1998) have also shown in their field
experiment with wheat (Triticum aestivum). This finding can
be attributed to the significantly increased P concentration
and P content in the whole plant following foliar application
(Fig. 3). Our results thus confirm both the uptake of P by P de-
ficient maize and its utilization for growth under hydroponic
conditions. This is contrary to the findings of Fernandez et al.
(2014) who have reported that no radiolabeled P is taken up
by deficient wheat leaves. According to those authors, this
might be attributable to the decrease in stoma and trichome
density and a failure to open stoma following a normal diurnal
rhythm. In contrast, Clarkson and Scattergood (1982) have
found that leaves of barley (Hordeum vulgare) grown via
hydroponics with a one-week P deficiency have a higher ab-
sorption of radiolabeled KH,PO, than control plants. How-
ever, nutrient deficiency leads to a possible change in the
structure of leaves, which can impair or prevent absorption.

© 2021 The Authors. Journal of Plant Nutrition and Soil Science published by Wiley-VCH GmbH
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Unsurprisingly, we determined that the P concentration in the
younger shoots of the plants receiving foliar applications was
highest compared with the other plant parts. According to
Fernandez and Brown (2013), P exhibits high phloem mobi-
lity and can be translocated within the plant. Koontz and
Biddulph (1957) have demonstrated on bean plants (Phaseo-
lus vulgaris L.) that the immature leaves do not displace foliar
applied 2P, whereas 2P absorbed via fully developed leaves
is displaced into growing tissue. Hence, a redistribution and
translocation of P occur to the point of demand. This is also
evident in the studies of Grant et al. (2001) and McBeath
et al. (2011) and in the younger shoots and the roots of our
study (Fig. 3). However, not all leaves had appeared at the
time of our last P foliar application and, thus, a translocation
of P must have occurred to ensure such high P concentra-
tions in the younger shoot. Overall, up to 90% of the total P
content resulted from our foliar applications (Tab. 2). Our cal-
culations suggested that the proportion in the shoot was even
higher at up to 94% foliar-applied P, and that about 50% of
the P in the roots was attributable to foliar application. No dif-
ferences were found in the dry matter of the younger shoot
between the negative control and the foliar applications or
between the foliar applications (Fig. 2C). In addition to P
re-translocation (Mimura et al., 1996) in the negative control,
a possible explanation is that differences would only become
apparent when the leaves are fully developed, because under
P deficiency, leaf expansion is inhibited (Fredeen et al., 1989;
Assuero et al., 2004). Therefore, based on the P concentra-
tion and P content, we might expect that the leaves of the
plants receiving the foliar applications would have a larger
leaf area with further growth. Probably the largest amount of
P was taken up with the last application, because at this time,
the largest leaf area was present. As harvest took place 10
days later and based on the P content, the lack of difference
in dry matter between the plants receiving foliar treatments
can be explained by the above-mentioned arguments.

4.2 Foliar P is absorbed over both sides of the leaf

The results of our second experiment demonstrated that P
deficient maize absorbed P in equal proportions over the
adaxial and abaxial leaf sides (Fig. 5). Under normal condi-
tions, maize plants show differences in the structure of their
leaves. While a higher stomata density is found on the abaxial
side, the adaxial side has three different types of trichomes
(Driscoll et al., 2006; Martin and Glover, 2007; Revilla et al.,
2016). Further, various studies have shown that stomata
have a direct impact on the absorption rate of foliar-applied
nutrients (e.g. Eichert and Burkhardt, 2001; Eichert and Gold-
bach, 2008); thus, increased absorption via the abaxial leaf
side is suspected. However, the presence of trichomes is
highly likely to promote nutrient uptake, which might be bene-
ficial for foliar fertilization via the adaxial side in maize. For
example, Schlegel and Schénherr (2002) have shown that
the presence of trichomes on young apple fruits increases the
uptake of CaCl,. According to Fernandez et al. (2014), this
might be because of the reduced thickness of the cuticle and
the occurrence of cracks and discontinuities in the trichome
base. Furthermore, the study of Revilla et al. (2016) has
revealed that maize leaves are less wettable on the abaxial
side of the leaf, but this also depends on the population. A
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similar effect has been observed during application in our
study. However, quantification of the importance of the indi-
vidual uptake pathways is problematic because differences in
uptake being difficult to attribute to just one component
(Peirce etal., 2014).

4.3 The increase of foliar fertilizer concentration
enables the reduction of applications

Higher concentrations of foliar P solutions led to a higher ab-
sorption rate but lower uptake efficiency (Schénherr, 2001;
Girma et al., 2007; Peirce et al., 2014). This has been con-
firmed by our results (Fig. 3, Tab. 2). Moreover, the results of
a further doubling of the foliar fertilizer concentration to
200 mM but with the same applied total P amount as for foliar
application with 100 mM suggested that a third application is
unnecessary. No differences have been measured in dry mat-
ter and P content (Figs. 2 and 3) and, hence, from a practical
point of view, the saving of an additional application will be of
importance from a time and economic perspective. According
to Fernandez and Eichert (2009), the higher absorption rates
can probably be attributed to the finding that the uptake rate
is determined by the difference in concentration of the solutes
within the spray solution and the interior of the leaf. Never-
theless, in our study, foliar application with 200 mM KH,PO,
and foliar application with 100 mM KH,PO, achieved, at 26%,
a significantly lower relative absorption rate than foliar appli-
cation with 50mM KH,PO, at 32% (Tab. 2). In our experi-
ments, application by spraying led to unavoidable losses,
thereby reducing the efficiency (Tab. 2). In addition to the drift
caused by the wetting of the plants from all sides, the run-off/
dripping of the spray solution along the leaves and over the
stem must also be taken into account. This was revealed by
the darkening of the paper that we had wrapped around the
base of the stems to prevent the spray solution from affecting
the nutrient solution. A further indication that the leaf fertilizer
was not completely absorbed was the presence of individual
crystalline residues of the spray solution on individual maize
leaves. These were mainly formed where larger quantities of
solution had accumulated and dried out leaving deposits.
Reed and Tukey (1978) and McBeath et al. (2020) have
found low uptake efficiency in the use of KH,PO, as a foliar
fertilizer, attributable to its crystallization on the surface of
leaves.

4.4 Foliar application is at a disadvantage
compared with re-supply via the root

Despite the positive effects compared to the negative control,
foliar application was at a disadvantage compared with the
re-supply of P via the root in hydroponics. With respect to the
dry matter and P concentration, the re-supply of P via the root
showed significantly increased values (Figs.2 and 3A-3D).
Foliar application with 100 mM KH,PO, led to no differences
in P concentrations in the older shoot compared with the posi-
tive control and re-supply via the root. However, if the P con-
tent of the plants was taken into account (Figs. 3E-3H), the
total amount of P in the shoot and root was significantly
reduced by half when P was applied via the leaf. On the one
hand, P foliar application is limited by the fact that concentra-
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tions that are too high lead to damage of the leaf through high
nutrient loading (Noack et al., 2010). On the other hand, P
supply in the leaf by foliar-applied P is for a short period of
time as shown by Arsic et al. (2020), whereas re-supply via
the root in hydroponics ensured continuous supply. However,
we must point out that the above experiments have been
conducted by hydroculture. A possible interaction of P-ions
with soil components has not been considered in this study.
Although the addition of P via the root affects the P concen-
tration of the positive control, it cannot solve a two-week defi-
ciency, if the P content is also taken into account (Fig. 3).

4.5 P re-supply reveals different effects on
potassium and magnesium

Decreased K* concentrations for the positive control and for
re-supply via the root are attributable to a dilution effect
(Figs. 4A,4B) as was also shown by Reinbott and Blevins
(1991, 1994). On the other hand, in the foliar applications, the
K* content in the older shoot increased more than the dry
matter, regardless of the applied concentration, and therefore
the concentrations did not decrease. The finding that the con-
tents increased more than the dry matter can be attributed to
the additional amount of K* applied to the leaves. Surpris-
ingly, no increase in the K* content was observed in the
younger shoots, despite foliar application. Because the K*
level was not deficient and because P has no influence on K*
uptake, a possible K* effect as a result of foliar application
cannot be assessed.

In comparison with K*, the Mg?* concentration in the maize
shoot or root is dependent on the P nutritional status of the
maize plants, since the Mg?* concentration was the same in
the nutrient solution of all treatments (Fig. 4C). This is consis-
tent with other studies. Reinbott and Blevins (1991, 1994)
measured an increase in the Mg?* concentration and Mg?*
content under increased P levels. The P foliar application had
an effect on the uptake of Mg2*, as can be seen in the con-
centrations/contents of Mg?* but especially in the Mg?* con-
tent in the older shoot (Figs. 4C, 4D). However, re-supply via
the root has a stronger effect. This is probably attributable to
the continuous P supply in the nutrient solution. An interesting
finding was the Mg?* concentration and content in the root of
the positive control and the re-supply via root. This suggests
that the P-supply/level in the root space is decisive for Mg+
uptake, as is consistent with the study of Reinbott and Ble-
vins (1991). These results confirm the assumption of Reinbott
and Blevins (1999) that the uptake and translocation of Mg2*
are directly influenced by P levels, e.g., via the regulation of
channels divalent cations.

5 Conclusion

Our results show the potential benefits of such foliar applica-
tion in maize with P deficiency. Under controlled conditions,
we have shown that foliar application can be used to inter-
vene in cases of acute P deficiency, as maize plants are able
to absorb P through the leaf, despite P deficiency. A P foliar
application on maize might also be a suitable for avoiding
sudden P starvation. Furthermore, an additional application
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can be omitted by doubling the spray concentration without
increasing the P amount. Nevertheless, the concentration of
P should not be increased at will, because concentrations
that are too high lead to damage of the leaf structure or of
functional processes within the leaf. No difference was de-
tected with regard to whether the nutrient P is applied via the
adaxial or abaxial side of the leaf. This finding is beneficial for
nutrient absorption as the plant can be wetted from both sides
to increase the potential uptake area and to avoid losses dur-
ing the spraying process, both further increasing the effi-
ciency of P uptake. Our data show that further research on
application techniques will be beneficial in order to make foliar
application more efficient, especially given that farmers will
increasingly be forced by law to reduce P soil fertilization.
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Abstract

One crucial aspect for successful foliar application is the uptake of the nutrient into the
cytoplasm for metabolization by the plant. Our aim was to determine the subcellular
distribution of foliar-applied P in leaves, the translocation of this P within the whole plant, and
its impact on the ion status of P-deficient maize plants within the first 48 h of treatment. Maize
plants with P deficiency were sprayed with 200 mM KH,POa. After 6, 24, and 48 h, the 5% |eaf
of each plant was harvested for the isolation of apoplastic washing fluid, cell sap, and vascular
bundle sap and for the examination of transporter gene expression. The remainder of the
plant was divided into 4t leaf, older and younger shoots, and root for total P determination.
No accumulation of foliar-applied P was measured in the apoplast. P was mostly taken up into
the cytosol within the first 6h and was associated with increased mRNA levels of PHT1
transporters. A strong tendency towards rapid translocation into the younger shoot and an
increase in NOs uptake or a decrease in organic acid translocation were observed. The
apoplast seems to exert no effect on the uptake of foliar-applied P into the epidermal and
mesophyll cells of intact leaves. Instead, the plant responds with the rapid translocation of P
and changes in ion status to generate further growth. The effect of the absorbed foliar-applied

P is assumed to be a rapid process with no transient storage in the leaf apoplast.
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1 Introduction

Phosphorus (P) accounts for 0.05-0.5% of total dry plant matter, depending on crop species
(Vance et al. 2003). It is one of the most important of plant nutrients, and because of its high
plant requirement, is classified as an essential macronutrient. Globally, P is one of the most
frequently limiting nutrients for plant growth. P has a low availability, especially on acid soils,
which account for 30% of the total land area worldwide (Uexkill und Mutert 1995). P
deficiency has a negative effect on crop yield (Hawkesford et al. 2012) and can also affect the
uptake of other nutrients, for example NOs™ (Jeschke et al. 1997) or Mg (Reinbott und Blevins
1991). Therefore, plants have developed various adaptive systems as a result of P-starvation,
e.g., high-affinity P uptake, storage of inorganic P in the vacuole, re-translocation of inorganic
P between tissues, and exudation of phosphatases or organic acids into the rhizosphere
(Mimura 1999). One important crop with a requirement for P fertilization is maize (Zea mays
L.). Therefore, maize plants require the application of starter P to provide essential P for early
growth (Grant et al. 2001). Moreover, in addition to starter P during sowing, foliar application
late in-season has become established as an effective alternative for P fertilization of crops on
soils with a high P fixation (Noack et al. 2010). Foliar-applied P might thus also play a significant
role under conditions of phosphorus deficiency. The nutrient can be applied directly to the
plant and enables a higher efficiency of fertilizer use (Girma et al. 2007). The nutrient must
however be absorbed by the plant, especially the leaves, to have an effect on metabolism and
crop vield. Therefore, the nutrient has to penetrate the leaf surface and apoplast to reach the
cytosol of the mesophyll cells in order to be utilized by the plant (Noack et al. 2010). According
to the current state of research, "nutrient uptake” is a passive process that is driven by
concentration gradients and takes place mainly via the cuticle and stomata (Eichert und
Goldbach 2008; Fernandez et al. 2013). The probability and rate of uptake via the cuticle and
stomata presumably depends on the contact area between the fertilizer droplet and the leaf
surface. This area is thus just as crucial for uptake as the formulation of the spray liquid, the
leaf composition, and the leaf mass (Fernandez und Brown 2013). However, in order to reach
the cytosol or to be translocated via the phloem within the plant, the nutrient must first enter

the apoplast.

The apoplast comprises those parts within the plant that are extracellular. Its counterpart, the

symplast, is the intracellular continuum of all connected cytosols of mesophyll cells within a
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leaf of a plant (Mimura 1999). According to Sattelmacher et al. (1998), the apoplast is formed
by all components between the plasmalemma and the cuticle, i.e., the cell wall, middle
lamella, xylem, and gas- and water-filled intercellular spaces. The apoplast has functions in the
ion balance (Grignon und Sentenac 1991), element detoxification (Sattelmacher et al. 1998),
and regulation of transient pH fluctuations (Geilfus und Mihling 2011; Mihling et al. 1995) in
plants. Furthermore, the leaf apoplast is known to play a role as a diffusion barrier and in ion
exchange (Fernandez und Brown 2013). lons present in the apoplast also influence the
movement of ions between the apoplast and the symplast (Lee et al. 2012). However, little is
known about the movement of ions within the apoplast. The uptake of nutrients into/from
the apoplast and their interaction within the apoplast have not been examined in detail. The
physico-chemical properties of the apoplast presumably influence the movement and uptake

of foliar-applied nutrients into the symplast (Fernandez und Brown 2013).

Foliar application can only be effective when the nutrient is absorbed, via the apoplast, into
the symplast from where it can be utilized or translocated via the phloem into the growing
parts of the plant, such as young leaves, fruits, or grain (Bukovac und Wittwer 1957). A
distinction is made between highly mobile nutrients (e.g., N, P, K, or Mg) that can achieve a
systematic effect in plants, conditionally mobile nutrients (e.g., Fe, Zn, B), and almost
immobile nutrients (e.g., Ca, Mn;) that primarily achieve a local effect (Hawkesford et al. 2012;
Fernandez und Brown 2013). This means that the effectiveness of the treatment must be
considered in relation to the effect to be expected. Therefore, even locally acting nutrients
can have a great benefit for the development of plants and, especially, of fruits (Fernandez
und Brown 2013; Fernandez et al. 2013). In addition, the developmental stage of the wetted
plant organs plays a major role in nutrient translocation within a plant. For P, Koontz und
Biddulph (1957) have shown, by means of radiolabeled P, that when applied to mature leaves
of Phaseolus vulgaris, P is mostly translocated to the younger leaves and root, whereas
immature leaves exhibit little to no translocation of foliar-applied P. This suggests that,
depending on the stage of development, translocation of mobile P in the phloem occurs to
the site of demand. The internal utilization of inorganic P within the plant requires its transport
through membranes wherever symplastic connections are lost. Thus, membrane transport
systems are also required for the distribution and remobilization of inorganic P in shoot
tissues. A number of members of the PHT1 family of plant phosphate transporters perform

this role (Mudge et al. 2002; Smith et al. 2003).
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Several studies have analyzed the effects of P foliar application, as reviewed by Noack et al.
(2010). Aspects of optimal concentration, optimal timing, and yield increase have been
investigated in various crops, especially soybean (Glycine max. L.) and wheat (Triticum
aestivum). For example, Fernandez et al. (2014b) and Peirce et al. (2014) have investigated
the influence of the leaf surface and the P nutritional status on the uptake and translocation
of P in wheat. However, in all previous studies, little work has been carried out on deficient
plants, and no subdivisions have been made between the movements of foliar-applied P into
the apoplast and symplast. Thus, the aim of this study has been to determine the apoplastic
uptake and movement of foliar-applied P into the apoplast and symplast over a fixed period
of time in P deficient maize plants and to compare these data with the re-supply of P via the
roots. We have also investigated the effect of the re-application of P via the leaf on other
nutrients and chemical compounds. Such an approach should provide further information
about the uptake, distribution, translocation, and effect of P within leaf tissue and about the
impact of the apoplast on the uptake of foliar-applied P into the mesophyll cells of intact

leaves.

2 Material and methods

2.1 Experimental set-up

Experiments were carried out in the greenhouse at the experimental station of the Institute
of Plant Nutrition and Soil Science, Kiel University (54°20’ 50”’N, 10°6’ 55”’E). Maize (cv. Keops,
KWS SAAT SE & Co. KGaA, Einbeck, Germany) was grown under a 14 h photoperiod (light
intensities: 200-550 umol photon m™ s) in nutrient solution, and the temperature was set at
23 +2/15°C (day/night). The temperature and humidity were regulated by automatic air
exchange. Seeds were germinated in vermiculite/perlite (2:1) for 6 days. Uniform maize
seedlings were transferred into 10L plastic vessels. Initially, the concentration of the nutrient
solution was 25%, but this was gradually increased to 100% within a week. The 100% nutrient
solution (pH 5.9) had the following composition: 1.3 mM Ca(NOs3)2, 0.7 mM NH4NOs, 1.0mM
K2SOa4, 2.0mM CaCly, 0.5mM MgSQ04, 200uM Fe-EDTA, 5uM H3BO3, 2uM MnSO4, 0.5uM
ZnS04, 0.3 uM CuS0g4, and 0.01 uM (NH2)Mo07024. The solution was changed weekly to avoid
nutrient depletion, and at the same time, the vessels were newly randomized. The KH2PO4

concentration was adjusted depending on the treatment.
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P uptake via foliar application compared with re-supply via the roots was to be determined in
P-deficient plants over time. Four treatments with 12 biological replicates were cultivated
under normal P conditions (0.2 mM KH;POa) to ensure proper seedling development within
the first 7 days after seedling transference (Tab. 1). Afterwards, in order to induce P deficiency
symptoms, the P concentration in the nutrient solution was lowered to 0.01 mM KH;PO4 in all
treatments, except for the positive control. After two weeks under nutrient deficiency, re-
supply occurred via the roots by increasing the KH,PO4 concentration back to 0.2 mM KH;POa4
or via foliar application as described in section 2.2. To assess P uptake over time, four
biological replicates of each treatment were harvested at three time points, namely at 6, 24,
and 48 h, after P re-supply. To gain further insight into P uptake, subcellular parameters were
determined in addition to the total P concentration in dry matter. The total P concentration
was determined separately in the 4™ leaf, the older shoot (all leaves below the 4" |eaf plus
stem), the younger shoot (all leaves above the 5™ |leaf), and the root. The 5 leaf was used to
obtain the apoplastic washing fluid (AWF) and the cell sap (Tab. 1). In addition, the plants were
cut off below the 4t |eaf for collection of the vascular bundle sap. The first exudate was
discarded to avoid contamination from cut cells. Vascular bundle sap was kept on ice during
collection and stored at -20°C until purification. The response of the plants to a P foliar
application was examined in a broader perspective by measuring other nutrients or organic
acids. To obtain an overview of the activity of various transporters with respect to P uptake
via the leaf, the abundance of certain transcripts was analyzed in fresh plant material after
6h. A second batch of plants was grown under identical conditions. The youngest fully
expanded leaf (YFEL), one growing leaf, and the roots were harvested. Fresh plant materials
were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -20°C. For RNA analysis, leaves and

roots were ground in liquid nitrogen and stored at -80°C.

2.2 Foliar application

The unique foliar application occurred in the early morning hours between 5.30am and
6.30am to avoid leaf burn by high irradiation and to take advantage of the higher air humidity.
The foliar application solution (pH 4.5) contained 200 mM KH2POas and 0.1% (v/w) Silwet® Gold
as a wetting agent to increase its spreading and penetrating properties. Applications were
conducted using a calibrated hand-held spray bottle. The plants were wetted from
underneath and from above with 15mL (93 mg P pot) foliar application solution. To prevent

contamination of the nutrient solution, the plant stems were wrapped with paper, and the
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vessel lids were covered with foil. The negative control was grown under deficient conditions,

whereas the foliar application group received no further P supply via the roots.

Table 1: Schematic view of experimental setup with four distinct P treatments and 12 biological
replicates. Four biological replicates for each harvest date at 6, 24, and 48 hours after foliar application.
Three maize plants were harvested and divided into 5% leaf (infiltration/centrifugation method) and
4™ |eaf, older and younger shoot, and root (total P).

Treatment (12 biological replicates)
Pos. C Neg. C Root FA200

Week 1 + + + +
Week 2/3 + - - -
Week 4 + - + FA

Sub- Total Sub- Sub- Total Sub-

Total [P] cellular [P] cellular Total [P] cellular [P] cellular

Harvest: 6, | 4™ leaf; 4t |eaf; 4t |eaf; 4t |eaf;
24 and older -; older -; older -; older -;
48h after | younger | 5% leaf younger | 5% leaf younger | 5% leaf younger | 5" leaf
Pre- shoot; shoot; shoot; shoot;
supply root root root root

2pos. C (positive control); neg. C (negative control); Root (re-supply via root); FAxq (foliar application
with 200 mM KH;PO,); + (0.2 mM KH;PQ, via roots); — (0.01 mM KH;PQO, via roots); FA (200 mM KH,PO,
via leaf)

2.3 Sampling and analysis of subcellular fluids

The method for extraction of AWF was used as described by Goérlach und Mihling (2021).
Briefly, 5t leaves were cut and carefully washed three times in deionized water. Leaf segments
of 15cm? were placed in a desiccator, and a vacuum was then generated for 5 min. For the
recovery of AWF, the leaf segments were transferred into 20 mL syringes with open tips and
placed into Sarstedt™ tubes (Sarstedt™ Tube, 50mL). Subsequently, the tubes were
centrifuged at 1500 rpm for 10 min at 4°C (Heraeus Multifuge X3R Zentrifuge, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA). The supernatant was transferred and stored at -80°C until further
used. For cell sap collection, leaf segments were removed from the syringes and frozen in
liquid nitrogen. They were thawed, centrifuged, and stored at -80°C until purification (see
above). AWF samples were diluted at a ratio of 1:10, chloroform was added, and the solution
was vortexed and centrifuged (12000 rpm, 5min, 4°C). Cell sap samples were mixed at a ratio

of 1:1 with an ice-cold methanol/chloroform mixture (1:1, v/v), vortexed, and shaken for
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60min at 4°C. Afterwards, 2mL deionized water was added, and the sample was again
vortexed and shaken (60 min, 4°C). Finally, the mixture was centrifuged for 10 min at 4500 rpm
and 4°C. The removed aqueous phases were then passed over strata C18-columns (JTB-7020-
01) for further purification. The ion concentration in the AWF was determined by isocratic ion
chromatography (Dionex™ 1C-5000 Capillary Reagent-Free IC System, Thermo Scientific) and
was multiplied by 3, and the dilution factor (=(Vwater+Vgas)/Vwater) of the maize plants was

determined as given by Lohaus et al. (2001).

2.4 Sampling and analysis of plant tissue

For total P concentration, the fresh weight of the various plant parts (depending on the
experiment) was first determined. To avoid the presence of foliar fertilizer residues, all plant
parts were washed three times in deionized water. Oven-dried plants (65°C) were weighed
and then milled to a fine powder (Cyclotec 1093, Foss Tecator, Hogands, Sweden). For the
determination of minerals with inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS;
Agilent Technologies 7700 Series, Boblingen, Germany), 200 mg of each replicate was digested
with 10 mL of 69% HNOs (ROTIPURAN Supra for ICP, 69%) for 45 min in a 1800 W microwave
oven (MARS 6, Xpress, CEM, Matthews, MC, USA) according to the method described by Jezek
et al. (2015).

Free inorganic anions and organic acids were extracted in hot water. Oven-dried milled fine
powder (20 mg) was dissolved and boiled for 5min in 1 mL deionized water, mixed thoroughly
by vortexing, and immediately placed on ice for 30 min. An aliquot of 0.150 mL supernatant
was collected and diluted with 1.350 mL deionized water, followed by the addition of 0.200 uL
chloroform. Subsequently, the samples were vortexed and centrifuged once again. The
supernatant was collected and cleaned by being passed through strata C18-columns.
Afterwards, both the anions and organic acids were determined by isocratic ion

chromatography (Dionex™ IC-5000 Capillary Reagent-Free IC System, Thermo Scientific).

2.5 RNA isolation and RT-qPCR analysis

For analysis of the mRNA transcript level of certain phosphate transporters (Zm PHT1;1,
Zm PHT1;2,Zm PHT12), the total coding RNA of leaves and root were extracted by using TRIzol
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. The concentration and purity of
RNA were determined by a NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare Life Science),

and the integrity was checked by gel electrophoresis. Total isolated coding RNA (1 ug) was
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reverse-transcribed following the manufacturer’s instructions (Verso cDNA synthesis kit,
Thermo Fisher Scientific, USA), including DNase | treatment. The quality of the synthesized
cDNA (1:10 dilution) was examined by standard PCR with the most stable reference gene
ubiquitin-conjugating enzyme (Zm UBC) (Geilfus et al. 2011; da Silva et al. 2019). Quantitative
RT-PCR was performed by the PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems) with
the primers shown in Table S1 on a CFX96 Real-Time System (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munich, Germany). Each reaction (20 pl) contained 200nM of each primer, 2 ul diluted cDNA
templates, and other reaction components. After an initial denaturation step (95°C for 5 min),
RT-gPCR was carried out over 40 cycles (95°C for 155, 60°C for 30s, 72°C for 305s), followed by
a melting curve stage (95°C for 155, 60°C for 1 min, 95°Cfor 155, 24°Cfor 155s). Three biological
replicates and three technical replicates were used for each treatment. The transcript levels
of the genes were normalized with the endogenous control (Zm UBC), and the expression
changes of target mRNAs were determined by using the 2-AACt method (Livak und
Schmittgen 2001).

2.6 Statistical analysis

Data were statistically analyzed using SPSS software (version 17.0) and GraphPad Prism 8. The
analysis was based on four biological replicates per treatment. The effects of treatments were
tested using one-way ANOVA according to Duncan’s (homogeneity of variance) or Games-
Howell (heterogeneity of variance) multiple range tests at p <5%. Significance of the
correlations was tested using a two-tailed Pearson’s correlation on GraphPad Prism 8 at

p < 5%. Significant differences are indicated by different letters.

3 Results

3.1 Plant growth

Examination of growth parameters showed a significant increase in dry matter of the positive
control compared with the deficient groups over the course of the harvest period (48 h)
(Fig. 1). Furthermore, no significant difference was seen in dry matter between the negative
control and the groups with P re-supply in all investigated plant regions, except after 48 h in
the roots (Fig. 1E). This was also observed in the fresh weight of the 5™ leaf (Fig. 1E), whereas
the fully developed 4t leaf showed no major differences between the variants (Fig. 1A). In
contrast, the deficiency groups exhibited enhanced root growth that was significantly

different from the positive control (Fig. 1E).
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Figure 1: Fresh matter in gram pot™ of (A) 5% leaf, and dry matter in gram pot™ of (B) 4™ leaf, (C) older
shoot, (D) younger shoot, and (E) root at harvest 6, 24, and 48 hours after foliar application. Pos. C
(positive Control), 0.2 mM KH,PO4 (potassium dihydrogen phosphate) in nutrient solution (NS); neg. C
(negative control), 0.2 mM KH2PO,4 in NS for 1 week and 0.01 mM KH,POy4 in NS for the following weeks;
root (resupply via roots), 0.2 mM KH,PO, in NS for 1 week, 0.01 mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and
0.2mM KH,PO, as re-supply in week 4; FAq (foliar application), 0.2mM KH,PO, in NS for 1 week,
0.01mM KH2PO4 in NS for 2 weeks, and 0.0 mM KH,PO4 + 200 mM KH,POy4 as re-supply in week 4. Bars

represent means + standard derivation (n=4). Letters indicate significant differences between
treatments (ANOVA with Duncan test, p < 0.05).
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3.2 Subcellular phosphate-P concentration

The analysis of the subcellular phosphate-P concentrations [PO4-P] showed the lowest values
in the AWF and the highest values in the cell sap (Fig. 2A, B). In the apoplast, the main
differences between all treatments became apparent after 24 h and remained until the third
harvest. The positive control group and those plants receiving re-supply via their roots
revealed the significantly highest PO4-P concentration in the apoplast. Significant differences
between the negative control and the foliar application group were measured after 24 h and
48 h. Correlation analysis between harvest dates and the PO4-P concentration in the AWF
revealed a determination coefficient of 58% for re-supply via the root, whereas no correlation
could be determined in the foliar application group (Fig. 2D). Almost the same correlations
could be observed for the cell sap (Fig. 2E). Compared with the concentration in the AWF, all
treatments differed significantly in the cell sap after 6h (Fig. 2B). Foliar application and re-
supply via the root showed the third and second highest concentration at 2.6 and
3.7mmol POs-P L, respectively. At 0.95mmol POs-P L', the concentration in the negative
control was 1.8 times lower than the concentration in the group with re-supply via leaf. This
ratio could also be determined after 24 h and 48 h, as the values for both treatments remained
relatively stable. After 48 h, no significant difference between the positive control and foliar
application group could be measured, whereas a re-supply via the root revealed the
significantly highest concentrations as early as 24 h. An almost reverse picture for the groups
with re-supply was obtained from the vascular bundle sap analysis (Fig. 2C). Re-supply via the
leaf achieved the significantly highest concentration after the first 6 h (3.1 mmol POs-P L), but
this level markedly decreased during the following 42 h (0.2 mmol PO4-P L) to almost that of

the negative control (0.03 mmol PO4-P LY).

A highly significant negative correlation was detected by correlating vascular bundle sap
concentration with the time after re-supply (R?=-0,888, Fig. 2F). This correlation gave a
determination coefficient of nearly 38% for the group with root re-supply. The concentrations
here did not rise to the level of foliar application after 6 h but remained stable over 24 h
(~2.3mmol POs-P L) and slowly declined after 24h, while nevertheless exhibiting the
significantly highest values from the timepoint after 6h. The values for both control
treatments remained relatively stable, although the concentrations for the negative control

at ~0.04 mmol PO4-P L't were below the concentrations of the other treatments (Fig. 2C).
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Figure 2: Concentration of phosphate-phosphorus [POs-P] in mmol L of (A) apoplast, (B) cell sap, and
(C) vascular bundle sap at 6, 24, and 48 hours after foliar application. Pos. C (positive Control), 0.2 mM
KH2PO4 (potassium dihydrogen phosphate) in nutrient solution (NS); neg. C (negative control), 0.2 mM
KH2PO4 in NS for 1 week and 0.01 mM KH,PO4 in NS for the following weeks; root (resupply via roots),
0.2mM KH3POg4 in NS for 1 week, 0.01 mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and 0.2 mM KH,PO, as re-supply
in week 4; FAypo (foliar application), 0.2mM KH;PO, in NS for 1 week, 0.01 mM KH;PO, in NS for 2
weeks, and 0.0 mM KH,PO4 + 200mM KH,PO4 as re-supply in week 4. (D) Apoplast, (E) symplast, and
(F) vascular bundle sap showing correlations for the treatments Root and FAzq between [PO4-P] and
time. Bars represent means +standard derivation (n =4). Letters indicate significant differences
between treatments (ANOVA with Duncan or Games Howell test, p < 0.05).
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3.3 Phosphorus concentration after P re-supply

P foliar application significantly increased the P concentration [P] in all parts of the plant
compared with the negative control over time by a factor of up to 2 (Fig. 3). In the younger
shoot, the group receiving foliar application exhibited an increasing trend, as was indicated by
the correlation of P concentration with time after re-supply, with a determination coefficient
of nearly 71% (Fig. 3C). However, in the 4™ |eaf, the P concentration remained stable
(R? = 0.14; Fig. 3E), and negative correlations were determined for the older shoot and the
root (R% = -0.56; -0.53; Fig. 3F, H). At 3.9mg P g'! DM, the highest P concentration in the group
re-supplied via the leaf was measured after 48 h in the younger shoot. Compared with the
negative control, this represented an increase of 130% (1.7 mg P g'* DM). The concentration
in the group re-supplied via the root was 6.7mgP g* DM and, for the positive control,
7.0mg P gt DM. In the roots, the P concentration increased by 100% (6 h) and 43% (48 h) after
foliar application compared with the negative control. The group re-supplied via the root
revealed no significant differences from that re-supplied via leaf in most cases after 6h.
However, after 24 h, the difference between foliar application and re-supply via the roots
became significantly evident. The P concentration in the group with root re-supply
approached the level of the positive control in the 4% leaf and the younger shoot (Fig. 3A, C).
Compared with foliar re-supply, the P concentration in the groups with P re-supply via root
remained stable in the roots (R? = 0.04; Fig. 3D, H), but a major increase was observed in the
younger shoot over time (R? = 0.88; Fig. 3G). Overall, the positive control showed the highest
P concentration and the negative control the lowest. In addition, the concentrations in the

control groups exhibited a decreasing trend over time.

55



Kapitel 2

A 124 E
15
S 94 =
[a] g A
“t .
- 7, 107
2 > 088
£ 6 E R S e
~ £ 59
~ c & B <
3 —
& b oo % . 2 T 4 ¥ R2:0.13_8‘ ;
a— A, ¥ ¥
X
0 . . , 04— | |
6h 24 h 48 h 0 6h 24 h 48 h
B 124 F
5
— D A 2 A
= c = %)
_ - 2.9
ﬁo 9 }//4\+ , 34 & 4
o b
o
= A
E 2 3
S 6 =
=} =} V. 2
& . 524 & v R=0561 4
g e 1y 5 N v
S 3 e}
—_— b B o
o e ST, — 1
= b Ty X [
a A
.\I\_‘ w
0 ; ; ; 0+ ; .
6h 24 h 48 h 0 6h 24 h 48 h
C 12+ G
8
’2_\ = A
s .
a .
< 9 o ,L/Q?;,\j\"/ .
g > 6 : @/ A
£ =
£ £ 4
g 6 = T o112 ¥
: s
) = P
& 5 | 1
> c
o 34 3 24
2 S
= [
0 0 T T T
0 6h 24 h 48 h
D 12 H
6
A
A
= 94 N
2 s A R?=0.037 °
5 O 4] e
2 6 2 t * :
£ E |3
° = | e 2
8 8 Y -R=0.525
= = 24 R /
& 5 =
0 . . . 04— , ,
6h 24 h 48 h 0 6h 24 h 48 h
—— pos.C —# neg.C -4 Root -w¥ FAyy --A-- Root -¥- FA

Figure 3: Total phosphorus concentration [P] in mg g DM and correlations between total phosphorus
concentration [P] and time of harvest for Root and FA,qo treatments at 6, 24, and 48 hours after foliar
application. (A, E) 4™ Leaf, (B, F) older shoot (stem and leaves below 4™ leaf), (C, G) younger shoot
(leaves above 5% leaf), and (D, H) root. Pos. C (positive Control), 0.2 mM KH,PO, (potassium dihydrogen
phosphate) in nutrient solution (NS); neg. C (negative control), 0.2mM KH,PQO, in NS for 1 week and
0.01mM KH,PQ, in NS for the following weeks; root (resupply via roots), 0.2 mM KH,PO4 in NS for 1
week, 0.01 mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and 0.2 mM KH,PQO, as re-supply in week 4; FAxy (foliar
application), 0.2 mM KH,PO, in NS for 1 week, 0.01 mM KH,PQO, in NS for 2 weeks, and 0.0 mM KH,PO,
+200mM KH3PO4 as re-supply in week 4. Bars represent means +standard derivation (n = 4). Letters
indicate significant differences between treatments (ANOVA with Duncan or Games Howell test,
p £0.05).
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3.4 Relative transcript abundance of PHT1 transporter genes

Under P deficiency, the expression of the three studied transporters in the Zm PHT1 family
were significantly increased compared with the positive control with sufficient P supply
(Fig. 4). The mRNA expression of plasma membrane transporter Zm PHT12 was significantly
increased for the negative control and in the groups with re-supply via root and leaf. In the
youngest fully developed leaf (YFEL), the groups with P re-supply showed a significant
decrease in mRNA expression compared with the negative control. Similar results were
measured in the growing leaf, but no significant difference was seen between the negative
control and the group with P re-supply via the leaf. In the roots, no difference in mRNA
expression was detected between the three P-deficient groups (Fig. 4A-C). In the growing leaf,
MRNA expression of Zm PHT1,;1 showed the same pattern as that for Zm PHT12 (Fig. 4E). In
the YFEL and the roots, mRNA expression of Zm PHT1;1 in the group with P re-supply via the
leaf was at the same level as that of the negative control, whereas in the treatment with re-
supply via the root, the expression was significantly reduced (Fig. 4D, F). Compared with the
other two transporters, the differences were less pronounced for Zm PHT1;2. Although the
highest mMRNA expression was measured in the growing leaf for the negative control and the
plants re-supplied via the leaf, this level was similar to those of the other transporters
(Fig. 4H). However, in the YFEL, no difference was detected between the groups with P re-
supply and the positive control (Fig. 4G). Moreover, mRNA expression of the Zm PHT1;2
transporter was not significantly increased in the roots re-supplied with P compared with
roots in the positive control (Fig. 4l). In contrast, no significant difference could be measured
between the root re-supply treatment and the other two treatments, both of were

significantly different from the positive control.

57



Kapitel 2

A 60 B 40+ C
[ o = 3
2T > o 307 2%
A £2 g3
T > v s o<
IR e3 o=
RS N B 204 NS
=% Ec a8
I I o I o
n.% op o5
0 x
&3 § ¢ 104 g9
x
[}
0_
o o & N
&g & € &
N
D 254 E 30+ F 304
= Cc
©
o~ o 9 [)
2 2o 29
st g < & 8 20 c
D > S 0=
= =0 ‘_:
o c o5 B
— Q9 — = 5
(] = c [l
9 I o I o
a g [ o 5 104
x
&3 g8 g3 b
x
o a
0_
@] (¢} S &
o & O a5
§ & <& s
G 8+ H 50+ | 8-
b = ¢ b
O~ cug40_ [
> 6 > 5 > o 6
st RS 338
o> 0 2 30 o=
N ~ 2 ~ S
r_ug“‘ o2 '-__;.64— 7
£g T 5 20 T /
Q.sQ__ 0.% Q.% /
. a -4 a
§827 2 a 8§ 104 §e2 /
x
o a /
N . N 2
o o & ® o o S © o o N ®
o S o oS S % & S o
& & Rl & & Rl & & &

Figure 4: Relative expression of (A-C) Zm PHT12, (D-F) Zm PHT1;1, and (G-1) Zm PHT1,;2 genes in the
youngest fully expanded leaf, a growing leaf, and the roots. Pos. C (positive Control), 0.2 mM KH,PO4
(potassium dihydrogen phosphate) in nutrient solution (NS); neg. C (negative control), 0.2 mM KH,PO,
in NS for 1 week and 0.01 mM KH>PQO, in NS for the following weeks; root (resupply via roots), 0.2 mM
KH2PO4 in NS for 1 week, 0.01 mM KH2PO4 in NS for 2 weeks, and 0.2 mM KH,PO, as re-supply in week
4; FAy0 (foliar application), 0.2mM KH,PO4 in NS for 1 week, 0.01mM KH,PO, in NS for 2 weeks, and
0.0mM KH;PO4 + 200 mM KH,PO, as re-supply in week 4. Bars represent means +standard derivation
(n =3). Small letters indicate significant differences between treatments (ANOVA with Duncan or
Games Howell test, p < 0.05).

3.5 Nitrate and organic acids concentration after P-resupply

Regardless of the type of P re-supply, the nitrate (NO3’) concentration increased significantly
in contrast to that of the negative control after 48 h in the older shoot (~13%) and the vascular
bundle sap (~65%) (Fig. 5A, C). This was also evident in the younger shoot. However, the group
re-supplied via the root showed a significantly stronger increase than the group with foliar
application and was at a similar level to that of the positive control after 48 h (Fig. 5D). In the

4t |eaf and the roots, no effect on NO3™ concentration could be measured as a result of P re-
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supply. The concentrations in the groups with P deficiency were significantly lower than those

in the positive control (Fig. 5B, E).
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Figure 5: Nitrate (NO3’) concentration in mmol L of (A) the vascular bundle sap and in mg g DM of
(B) 4t leaf, (C) older shoot (stem and leaves below 4™ leaf), (D) younger shoot (leaves above 5™ leaf),
and (E) root at 6, 24, and 48 hours after foliar application. Pos. C (positive Control), 0.2 mM KH;PO,
(potassium dihydrogen phosphate) in nutrient solution (NS); neg. C (negative control), 0.2 mM KH,PO4
in NS for 1 week and 0.01 mM KH,PQOg in NS for the following weeks; root (resupply via roots), 0.2 mM
KH2POg4 in NS for 1 week, 0.01 mM KH,PO4 in NS for 2 weeks, and 0.2 mM KH,PO, as re-supply in week
4; FAxoo (foliar application), 0.2 mM KH,PO4 in NS for 1 week, 0.01 mM KH,PO4 in NS for 2 weeks, and
0.0mM KH;PO4 + 200mM KH,PO, as re-supply in week 4. Bars represent means +standard derivation
(n = 4). Letters indicate significant differences between treatments (ANOVA with Duncan or Games
Howell test, p < 0.05).
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The concentration of malic acid in the vascular bundle sap was significantly highest in the
negative control (Fig. 6A). The largest differences were measured after 48 h. For the group
with P foliar fertilization, the concentration was 40% lower and, for the group re-supplied via
the roots, was even 74% lower. The lowest concentration was measured in the positive
control. Similar results were found for the concentrations of citric acid in the vascular bundle
sap (Fig. 6B). The concentrations were significantly reduced in the groups with P re-supply.

The significantly lowest concentrations were measured in the positive control.
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Figure 6: Concentration of (A) malic acid and (B) citric acid in mmol L of vascular bundle sap at 6, 24,
and 48 hours after foliar application. Pos. C (positive Control), 0.2 mM KH,PO, (potassium dihydrogen
phosphate) in nutrient solution (NS); neg. C (negative control), 0.2mM KH,PO, in NS for 1 week and
0.01mM KH,POy4 in NS for the following weeks; root (resupply via roots), 0.2 mM KH,PO, in NS for 1
week, 0.01mM KH;PO4 in NS for 2 weeks, and 0.2 mM KH,PO, as re-supply in week 4; FAxqo (foliar
application), 0.2mM KH,PO4 in NS for 1 week, 0.01 mM KH,PO,4 in NS for 2 weeks, and 0.0 mM KH,PO,
+ 200mM KH3PO4 as re-supply in week 4. Bars represent means +standard derivation (n = 4). Letters
indicate significant differences between treatments (ANOVA with Duncan or Games Howell test, p <
0.05).

4 Discussion

In this study, the uptake of foliar-applied P in maize under P deficiency was determined
subcellularly in order to gain new insights into nutrient movement within leaf tissue. The dry
matter results showed that a deficiency of P led to a significant reduction of plant growth
(Fig. 1), thus demonstrating the importance of an adequate supply of this essential
macronutrient to the plant. No difference was measurable in the dry matter of the 5™ |eaf,
probably because of the sufficient P supply of all treatments in the first week. However, the
other plant compartments exhibited P deficiency conditions from the second week onwards;
this considerably restricted growth, in particular the growth and expansion of the leaves

(Fig. 1D), as shown in previous studies (Plénet et al. 2000; Assuero et al. 2004). At the same
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time, the plants of the deficiency groups showed increased root growth under P deficiency
(Fig. 1E), leading to a typical decrease in the shoot/root ratio (Hawkesford et al. 2012). First
adaptations to the addition of P were visible in the dry mass of the roots, which did not
increase compared with that in the negative control. Here, foliar fertilization was no less

effective than root fertilization (Fig. 1E).

4.1 Effect of foliar-applied P on the POs-P concentration of various subcellular
compartments

In most studies regarding P foliar application, the P concentration of the whole tissue is
measured, and no difference is made between the intracellular and the apoplastic space. In
the present study, we have measured the apoplastic and the intracellular POs-P
concentrations separately in relation to P foliar application. Our results demonstrate that
foliar application leads to significantly increased POs4-P concentrations in all three
compartments, i.e., the apoplast, cell sap, and vascular bundle sap (Fig. 2). By comparing the
concentrations of PO4-P in the apoplast and cell sap, even an increase in uptake into the
epidermal and mesophyll cells becomes apparent. In comparison with the control treatments
(~6:1), the POas-P concentration ratio is approximately 11:1, which can be attributed to the
maintenance of a stable inorganic P concentration in the cytoplasm for enzyme reactions
(Schachtman et al. 1998). In addition, Mimura et al. (1990) have shown higher uptake rates of
P in isolated protoplasts of P-deficient leaves. This is attributable to the upregulation of
transporters. Independently of this, the P concentrations in the apoplast and cell sap change
in parallel (Fig. 2), as also shown by Mimura et al. (1996), presumably because of the P
homeostasis achieved via membrane transport between the various inter- and intracellular
pools, i.e., between the cytoplasm, vacuole, apoplast, and nucleus (Schachtman et al. 1998).
Moreover, these results are in agreement with those obtained by Mimura et al. (1990; 1992;
1996), who have worked on phosphate transport across membranes, phosphate re-
translocation, and inorganic phosphate homeostasis in the leaves of barley with a P root
supply. The increasing concentrations are confirmed by the determination of the increased P

concentration in the 4™ |eaf as a result of foliar application (Fig. 3A).

Furthermore, the results show no temporarily high accumulation of foliar-applied P in the
apoplast. Thus, we can conclude that foliar-applied P, which has penetrated the leaf, is almost
completely absorbed into the epidermal and mesophyll cells (Fig. 2) and that the response of

the plant is rapid. The absence of accumulation in the apoplast might be attributable not only
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to homeostasis, but also to the structure of the apoplast and the upregulation of P
transporters. The apoplast is composed of the water-free space, which is freely accessible to
ions and charged and uncharged molecules, and the Donnan free space, in which cation
exchange and anion repulsion take place. Because of the high proportion of carboxyl groups
(R-COO) in the cell walls, the apoplast acts as a cation exchanger, whereas anions are repelled
(White 2012). In addition, Schachtman et al. (1998) report that P starvation leads to an
increased expression of transporters of the plasma membrane gene family. In our study, the
gene expression of three Zm PHT1 family Pi/H* co-transporters have been found to be highly
affected under P deficiency in the youngest fully expanded leaf, a growing leaf, and the roots
in comparison with those of the positive control (Fig. 5). For Zm PHT12 and ZmPHT1;2, this
result is in agreement with those of Nagy et al. (2006) and Liu et al. (2016), whereas for
ZmPHT1;1, Nagy et al. (2006) have also detected increased relative expression, whereas Liu et
al. (2016) report no higher relative expression in the roots. The rate of phosphate transport
across plasma membranes is determined in part by the number of transporters in the
membranes. This number is related to the rates of transcription of the genes encoding the
transporters, the rates of mRNA decay, and the rates of protein turnover (Smith et al. 2003).
Physiological measurements have shown that plants rapidly increase their capacity for
phosphate uptake under phosphate deprivation (Clarkson und Scattergood 1982). Thus, the
higher abundance of these plasma membrane transporters confirms the rapid uptake of both
foliar-applied and root-applied P after two weeks of P deficiency. As described by Plaxton und
Tran (2011), members of the Zm PHT1 family exhibits a certain degree of tissue-specific
expression, which may explain the differences in the relative expression of mRNA in the
various plant regions (Fig. 5). In addition, regardless of the transporters, a decrease in relative
expression has been detected mainly in those plants re-supplied via the roots. In plants re-
supplied via the leaf, we have found a lower relative expression mainly in the youngest fully
expanded leaf, even less expression in the growing leaves, and none at all in the roots (Fig. 5).
This implies the increased P concentrations exert some form of feedback regulation in the

plant.

Our results suggest that a short-term high P foliate supply leads to uptake into the cytoplasm
or to temporary storage in the vacuole, which occupies more than 80% of the cell volume and
acts as a kind of main buffer (Mimura et al. 1990; Schachtman et al. 1998). Moreover,

Morcuende et al. (2007) have demonstrated, in Arabidopsis seedlings, that, as a result of P re-
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supply, rapid (<3 h) upregulation of the cellular molecular machinery occurs to promote
growth and to optimize metabolic pathways for energy production, followed rapidly by cell
division and lipid and protein biosynthesis. This finding is contrary to that of Ferndndez et al.
(2014b) who have found that P deficient wheat plants fail to absorb foliar-applied P, and that,
with increasing plant P status, the absorption increases. The authors suspect that this effect is
attributable to the additionally discovered change in the surface structure of the leaf and the
decrease in the number of stomata and trichomes. Our results have established that foliar-
applied P can indeed penetrate P-deficient maize leaves and is taken up by the plant into the

cells.

4.2 Rapid translocation of foliar-applied P within the plant to sites of demand

We have obtained another important finding by measuring the PO4-P concentration in the
vascular bundle sap (Fig. 2C). In general, the groups resupplied with P exhibit the highest PO4-P
concentrations, but the significantly highest PO4-P concentration over the entire measuring
period after 6 h is conspicuous in the foliar application group. This confirms the rapid uptake
of P into the cell and the translocation of foliar-applied P to the point of demand. Our results
from the subcellular measurements are also confirmed by the determination of the P
concentration in the individual plant compartments (Fig. 3). Translocation of the foliar-applied
P occurs mainly within the first 24 h and is very low after 48 h, as illustrated by the negative
correlation between POs-P concentration and time (Fig. 2C, F). Here, translocation of P occurs
within the first 6h into both the younger shoots and the roots (Fig. 3C, D). Whereas
translocation in the younger shoots increases steadily over time (Fig. 3C, 4C), it decreases
again in the roots over the following 18 h but remains increased compared with the negative
control (Fig. 3D, 4D). Furthermore, the differences in the P concentrations of the older and
younger shoot indicate that the plant directs P to sinks, i.e., the growing parts (Fig. 3B, C);
hence, the P concentrations in the younger shoots are higher than those in the older shoots
under P deficiency, as described by Mimura (1995). This is also measurable in plants with re-
supply via the roots (Fig. 3C). According to Luan et al. (2017), the decrease in P concentration
in roots might be attributed to miRNAs serving as long-distance signals and traveling from
shoots to roots to maintain inorganic P homeostasis at the whole-plant level, under low
inorganic P conditions, through enhanced P uptake and translocation. According to Jeschke et
al. (1997), a large proportion of re-translocated P via phloem to the roots is reloaded into the

xylem and transported into the growing plant tissue in deficient plants. Our results reveal that
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the onset of translocation within the plant is rapid, and that the foliar-applied P is not only
effective at the site of application. Using high-resolution laser ablation-inductively coupled
plasma-mass spectrometry elemental mapping, Arsic et al. (2020) have shown the rapid
movement of applied ions from the leaf surface to the phloem within 24h and a re-
translocation of foliar-applied P into the growing leaves within 7 days. The authors conclude
that foliar P only provides a temporary nutritional relief for the deficient leaves, since they
decline back to a P-deficient status by days 6 and 7. This is, in particular, evident from the
negative correlation of P concentration and time in the older shoot, the root, and the vascular
bundle sap during the first 48 h (Fig. 2F, 4B, D). Furthermore, the increase in the younger shoot
as a result of re-supply via the roots is significantly stronger than after foliar fertilization
(Fig. 4C). The differences between re-supply via the leaf and root indicate that foliar
application provides a positive effect but cannot keep pace with the consistency of root
application under hydroponic conditions. However, three P foliar applications within 14 days
result in a 70% biomass increase compared with a P deficient control (Gérlach und Miihling
2021). Whereas Arsic et al. (2020) performed their first measurement after 24 h, we have
shown that the uptake of foliar-applied P occurs mainly within the first 6 h, in agreement with
Wittwer und Lundahl (1951). According to Neumann et al. (1981), the penetration of KH;PO4
can persist for up to 72 h, despite the apparent drying of the applied droplets. However, foliar-
applied P is presumably not completely translocated. This is evident from previous studies
(Barrier und Loomis 1957; McBeath et al. 2020). In particular, the translocation of foliar-
applied P from treated leaves to other parts of the plant is reduced in wheat when applied at

early tillering compared with application at flag leaf emergence (Peirce et al. 2019).

4.3 Foliar-applied P increases uptake of nitrate and decreases translocation of organic
acids

An influence of P re-supply (mainly in the form of foliar application) on the uptake and
translocation of other nutrients or chemical compounds within the first 48h was only
measurable for NOs™ and organic acids (Fig. 5, 6). An increase in Mg concentration within the
first 48 h could not be measured and seemed to become apparent only as a consequence of a

longer growth phase (Gorlach and Miihling 2021).

A reduced uptake and lower translocation of nitrate from the roots to the shoot under P
deficiency was also detected by Jeschke et al. (1997), Neumann et al. (1999), and Gniazdowska

und Rychter (2000) who postulated reduced NOs™ reductase activity in the roots and a lower
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sink requirement attributable to slower growing deficient plants or to increased proton
extrusion. Our results show a rapid plant response within the first 48 h after P re-supply via
the leaf or root, especially in the growing younger shoot (Fig. 5). Thus, the increase in the
nitrate concentration occurs in parallel with the increase in the vascular bundle sap
(Fig. 5A, C, D), possibly related to an increase in the ATP level, which also drops as a result of
P deficiency (Gniazdowska und Rychter 2000). On the other hand, the re-supply of P probably
induces greater growth in the plant. The higher concentration of NOs™ in the younger shoot in
the group with root re-supply can be explained by the sustained P uptake by the roots

(Fig. 2, 3), whereas during foliar application, the increase in P concentration is limited.

The decrease of the concentrations of malic acid and citric acid in the vascular bundle sap as
a result of P re-supply can therefore be seen as a reaction of the plant to the increasing P
concentration within the plant tissue (Fig. 6). As a result of P resupply via the root, the effect
is not only greater on the P concentration, but also on the two organic acids (Fig. 5, 6), which
supports the assumption that the formation of organic acids is reduced after P re-supply. An
important component of the response of the plant to inorganic P starvation is the excretion
of organic acids from the roots into the rhizosphere, resulting in rhizosphere acidification
(Raghothama 1999; Plaxton und Tran 2011). According to Jones (1998), malate and citrate are
mainly released into the rhizosphere under P deficiency. The increased P concentration by
resupplying probably reduces the activity of enzymes such as malate hydrogenase and citrate
synthase, which are increased under P deficiency (Fang et al. 2009). The finding of no
increased concentrations of malic acid and citric acid in the shoot and root (data not shown)

is probably attributable to the direct excretion of organic acids via the roots.

5 Conclusions

Our results show the potential benefits of P foliar application in maize with P deficiency. Under
controlled conditions, we have shown that the P concentration in the plant tissue increases in
all compartments, especially during the first 6 h. This also results in the increased uptake of
nitrate or decreased translocation of organic acids. No accumulation of foliar-applied P in the
apoplast has been detected, but rather a rapid increase of the P concentration in the symplast
of epidermal and mesophyll cells. We conclude that increased expression at PHT1 transporters
favors the uptake of P into the cytosol, and that there is no interference from the apoplast on

foliar-applied P. The plant shows rapid translocation of the absorbed nutrient within the plant,
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especially into the sinks. Thus, foliar-applied P can be assumed to be an efficient fertilizer
technique, as the P is absorbed into the leaf mesophyll. Our results demonstrate the rapid
effect of foliar-applied P, which is an advantage, especially for the speedy remedy of deficiency

conditions.
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Table S1. List of primer pairs used for RT qPCR analysis.

Gene bank accession Primer Sequence of forward (f) and reverse (r) Length %GC Annealing Product
number Name primers (5'-3’) (bp) content temp (°C) size (bp)
NM_001112348.1 Zm PHT12 |[F |GTCACTACCTTGCTGCACAC 20 55 59 157

R |CATAAGTGGCTGCGAGGATG 20 55 59
JQ178245.1 Zm PHT1;2 |F |AGTACGCCAACAAGAGGAGG 20 55 59 131

R |GTTGGATGGAGCACTGTTCG 20 55 59
NM_001111799 Zm PHT1;1 [F [TGGTCATGGTCATCTGCTCC 20 55 59 148

R [TACTCGGACATGATGGTGGC 20 55 59
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Abstract: The efficiency of phosphorus (P) use in agriculture needs to be improved, with farmers
being increasingly forced by law to reduce P soil fertilization. Thus, P foliar application might become
more important in agriculture. The effect of foliar P fertilization has not been widely studied in maize,
despite it being a crop with high P demand during juvenile development. Our aim was to investigate
the effect of P foliar application during juvenile development on maize crop growth and yield. We
conducted outdoor pot experiments to investigate the effect on P uptake, translocation, and dry
matter following three applications of foliar fertilizer of various P formulations and with additional
P soil fertilization between the 4th and 6th leaf stage during two growing seasons. To determine
direct and possible long-term effects, plants were harvested at various developmental stages. P
foliar application resulted in a significant increase in P concentration in all plant parts ten days
after the last application, regardless of P form, nutritional status, or year. P concentration remained
high only in those parts of the plant that were present during foliar application. Biomass effects
were sporadically visible until flowering, but not at maturity. We conclude that foliar P fertilization
during juvenile development does not increase yield but might nevertheless be a useful remedy for
short-term P deficits.

Keywords: foliar application; foliar nutrition; foliar uptake; nutrient management; phosphate;
phosphorus

1. Introduction

Phosphorus (P) is an essential and indispensable macronutrient for plant growth and
is the second most frequent limiting macronutrient after nitrogen [1]. The nutrient is of
prime importance as a structural component in nucleic acids, phospholipids, coenzymes,
and phosphoproteins [2] and as an energy carrier in the form of adenosine diphosphate
(ADP) or triphosphate (ATP) [3] and also plays a role in photosynthesis and respiration [4].
Thus, in the absence of an adequate P supply, plants show a range of P deficiency symptoms
such as decreased plant height [2], reductions in tillering [5], restricted seed formation [6],
reduced leaf area [7,8], and premature senescence of leaves [9]. However, plant uptake
precedes biomass development, and so early season P-nutrition is crucial for the life cycle
and growth of shoot and root [10]. Indeed, a persistent P deficiency during juvenile
development cannot be subsequently recovered in the form of a late-season supply [2].

One of the arable crops with a close relationship to P is maize (Zea mays L.). Maize is
the second-largest arable crop both worldwide [11] and in Germany [12]. In Central and
Northern Europe, maize is sown in the springtime (April/May). Low temperatures are
a major yield-limiting factor. In April, in particular, the air and soil temperatures are at a
minimum for optimal growth conditions. Maize growth is slow at temperatures lower than
15 °C because the seedlings lose the ability to establish dry matter during the development
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of the root, which is weak under these conditions [13]. Moreover; nutrient acquisition is
particularly limited by low temperatures since, under low soil temperatures, the solubility
of nutrients and the speed of diffusion decrease [14]. Consequently, the availability of P,
which is delivered by diffusion [1], is significantly reduced. Low soil temperatures cause
two problems: (I) poor development of the root area [13,15] and (II) reduced availability
of soil P to the plant [2,16]. In addition, the low availability of P ions in bulk soils (large
reactivity relative to numerous soil constituents [17]) and a concentration below 10 uM in
the soil solution limits plant uptake of P [1,18]. Since the diffusion rate of P is low, root
uptake generates a rhizosphere that is depleted of P [1]. In consequence, P is one of the
least available and most inaccessible macronutrients in soil [19]. Therefore, maize plants
require the application of starter P at sowing to provide essential P for early growth [2].
The practical method of supplying P to provide sufficient water-soluble P in the root area
and to increase P fertilizer efficiency is usually by banding the fertilizer near to or with the
seed during sowing [2,20]. This method ensures P nutrition during juvenile development.

According to Hart et al. [21], the use of (mineral) fertilizer has massively increased over
the last century. Furthermore, agricultural systems have changed from being a net sink of P
to a net source of P, which increases the problem of diffuse P losses [22]. In order to protect
the environment and maintain its ecological and chemical status, the European Union has
adopted various directives (EU Nitrates Directive, EU Water Framework Directive) that
have led to Fertilizer Ordinances being drawn up at the level of the individual states in
the EU. The Fertilizer Ordinance regulates good professional practice with regard to the
application of fertilizers on agricultural land and is intended to increase the efficiency of
fertilizer use [23]. Thus, in the future, farmers will be increasingly forced by law to reduce
P fertilization of the soil. Foliar application has become an increasingly important tool for
sustainable and productive crop management [24] and is used worldwide. In addition, this
method can be employed at times of high nutrient demand. The application of nutrients
such as P by this technique might therefore lead to an increase in the efficiency of fertilizer
use [10,25].

In the literature, many factors are mentioned that have an influence on the absorp-
tion and translocation of leaf fertilizers: (1) the physical and chemical properties of the
sprayed nutrient solution (e.g., molecule size, solubility, surface tension); (2) environmental
factors (e.g., relative humidity, temperature, radiation); (3) plant species and physiology
of the plant (e.g., architecture of the cuticle, wax layer, mobility of the nutrient in the
plant) [24,26,27]. However, the effectiveness depends not only on the uptake of nutrients
into the leaf, but also on the subsequent transfer of nutrients to other parts of the plant,
such as young leaves, grains, or fruits. Hence, nutrients with high phloem mobility are the-
oretically more likely to generate systemic effects in contrast to immobile elements [24]. The
uptake of various forms of foliar P have previously been shown for some crops, especially
for winter wheat [28-31]. Nevertheless, most of the research on foliar P fertilization has
been conducted on winter wheat in the U.S. and Australia. According to Noack et al. [10],
foliar fertilization is the most effective and efficient method for late-season P supply. We,
therefore, wished to study the effect of P foliar application during juvenile development in
maize and to determine whether this would lead to a more efficient design of P fertilization
in maize. The effects of three P foliar applications were studied with regard to (1) the
concentration and translocation of P within the plant, (2) biomass development, and (3)
yield during a specific time course. These aspects were investigated as a function of two P
foliar fertilizer forms and the nutritional status of the maize plants.

2. Materials and Methods

The experimental designs were completely randomized and were carried out in the
outdoor area of the Experimental Station of the Institute of Plant Nutrition and Soil Science,
Kiel University, Kiel, Germany (54°20'50" N, 10°6’55"" E). Basic fertilization was mixed
into the soil by using a (concrete) mixer. One gram N (as NH4NO3), 1.2 g K (as KySOy),
1.2 g K (as KCl), 0.5 g Ca (as CaSQOy), and 0.33 g Mg (as MgSO4) were applied to each
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pot (Mitscherlischpot, 6.2 L). To eliminate nutrient deficiencies other than P, additional
nutrient solutions were surface-applied at 30 days after sowing (DAS) at levels (in g pot’l)
of: 0.015 Fe (as Fe-EDTA), 0.010 Cu (as CuSQOy), 0.015 Zn (as ZnSOy), 0.030 Mn (as MnSOy),
0.010 B (as H3BO3), and 0.002 Mo (as (NH4)sMo70,4); at 43 DAS: 1 K (as KSO4) and 0.5 N
(as NH4NO3); at 57 DAS: 1 K (as KSOy4) and 0.5 N (as NH4NO3); at 71 DAS: 1 K (as KSOy),
0.5 N (as NH4NO:3), 0.1 Ca (as CaSOy), and 0.1 Mg (as MgSOy). Two maize seeds (Zea mays
L. var. Keops, KWS SAAT SE & Co. KGaA, Einbeck, Germany) were sown per pot at a
depth of 3.5 cm. Five days after germination, the plants in the pots were separated into one
plant per pot. Under natural weather conditions, plants were watered only if necessary.
Excess rainwater was collected and returned. In anticipation of heavy rainfall, plants were
moved to a rainout shelter. At times of high water demand, containers were placed in large
buckets with a continuous water supply.

P foliar fertilizer was applied early in the morning (5.30-6 a.m.) to avoid leaf burn
by high irradiation and to take advantage of the higher air humidity. Maize plants were
sprayed from above by using an in-house spraying technology with three double flat fan
nozzles (Air Injektor Kompakt-Doppelflachstrahldiisen IDKT 120, Lechler, Metzingen, Ger-
many). The overlapping of leaves was avoided by the pots being aligned with appropriate
spacing. To improve the wetting of the plants, 0.1% of the wetting agent Silwet® Gold
(Spiess-Urania, Ochsenfurt, Germany) was added to the sprayed fluid. Contamination of
the soil was prevented by covering the pots with aluminum foil and wrapping the stems
with paper. The applied concentration was equivalent to 1.24 kg phosphorus ha=! in a
total volume of 200 L ha~!.

2.1. Experiment 1

Experiment 1 was conducted from May to October 2019 to investigate the uptake and
influence of two different P foliar fertilizer formulations on growth, P concentration, and
grain formation. Mitscherlich pots were filled with 6 kg air-dried and sieved soil (<4 mm).
The soil substrate was an arable (with organic fertilization) loamy sand from the district of
Plon (Schleswig-Holstein) with 79.3% sand, 13.3% silt, and 7.4% clay. Further details are
summarized in Table 1. Three treatments were cultivated in five biological replicates: a
control treatment (control) without foliar P application and two treatments with different
foliar P fertilizers (KH,PO4, H3POy). Foliar fertilizers were applied on 40, 46, and 53 DAS.
The concentration of the fertilizer solution was 200 mM, and the pH was 4.5. For H3POy, the
pH had to be raised to 4.5 using NaOH, as otherwise, severe leaf burn would have occurred.
To illustrate possible effects of P foliar application over time, maize plants were harvested at
three dates, namely ten days after the last P application (BBCH 16), at flowering (BBCH 65),
and at maturity (BBCH 89). This includes three crucial developmental stages of maize. The
developmental stages of maize consisted of germination (BBCH 00-09), leaf development
(BBCH 10-19); stem elongation (BBCH 30-39); inflorescence emergence, heading (BBCH
51-59); flowering, anthesis (BBCH 61-69); development of fruit (BBCH 71-79); ripening
(BBCH 83-89); and senescence (BBCH 97-99) [32]. The total P concentration was studied in
various parts of the plants for better evaluation.

Table 1. Physico-chemical characteristics of the soils.

Soil Experiment 1 Soil Experiment 2
pH (CaClp) 5.9 6.1
Phosphorus (mg 100 g~ soil) 7.5 5.0
Phosphorus release rate (ug kg’1 *10 min) 825 519
Potassium (mg 100 g_1 soil) 8.6 7.9
Magnesium (mg 100 g~ soil) 8.7 5.1
Copper (mg 100 g~! soil) 1.3 0.9
Manganese (mg 100 g~ soil) 23.6 145.5
Zinc (mg 100 g~! soil) 1.4 1.3
Boron (mg 100 g’1 soil) 0.33 0.38

Sulfur (mg 100 g*] soil) 5.7 59
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2.2. Experiment 2

The second experiment was set up in the subsequent growing season from May to
October 2020 in order to investigate whether soil fertilization with P had an influence
on the effect of foliar-applied P. Mitscherlich pots were filled with 6 kg air-dried and
sieved soil (<4 mm). The soil substrate was an arable loamy sand from the district of
Ost-Holstein (Schleswig-Holstein) with 71.8% sand, 19.9% silt, and 8.3% clay. Further
details are summarized in Table 1. The experiment comprised four treatments with five
biological replicates: two control treatments with 200 and 300 mg KH,POy soil fertilization,
respectively, and two treatments with additional foliar application. KH,PO4 was used as
foliar fertilizer and was applied on 35, 42, and 49 DAS. The P concentration was 200 mM,
and the pH was 4.5. Aboveground plant material was harvested ten days after the last
P application (BBCH 16) and at maturity (BBCH 89) and was then separated into groups
containing the various parts of the plants for better evaluation.

2.3. Plant Sampling and Analysis

Plants were cut aboveground. Afterward, the plant material was divided into those
parts to be examined. All plant parts were washed three times in deionized water to avoid
fertilizer residues remaining on the leaves. Oven-dried plants (65 °C) were weighed and
then milled to a fine powder for further analysis (Cyclotec 1093, Foss Tecator, Hoganads,
Sweden). For mineral nutrient analyses, 200 mg of finely ground plant material was di-
gested with 10 mL of 69% HNO3; (ROTIPURAN Supra for ICP, 69%) for 45 min in an 1800 W
microwave oven (MARS 6, Xpress, CEM, Matthews, MC, USA) and subsequently mea-
sured using inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS; Agilent Technologies
7700 Series, Boblingen, Germany) according to the method described by Jezek et al. [33]. For
starch analysis, the milled grain material was additionally ground with a ball mill (Schwing-
miihle MM 400, Retsch GmbH, Haan, Germany). Starch concentration and content were
determined by enzymatic hydrolysis of starch to glucose as described by Brandt et al. [34].

2.4. Statistical Analysis

Data were statistically analyzed using SPSS software (version 17.0). Analysis was
based on five biological replicates per treatment. Effects of treatments were tested using
Student’s t-test in cases of two experimental groups or one-way ANOVA and following
Duncan’s Multiple Range test at &« < 5%.

3. Results
3.1. Development of Biomass, P Concentration, and P Content Over Time

During the entire growth period, predominantly no significant difference was seen
in the dry matter (DM) of the total plant. However, at flowering, plants with additional
KH,PO; foliar P application showed significantly higher dry matter than those receiving
the control treatment, whereas those treated by foliar fertilization with H3PO, were not
significantly different from either treatment (Figure 1A). Mean dry matter values were
117.2 g pot~! for the control, 130.0 g pot~! for foliar application with KH,POy, and 122.2 g
pot~! for foliar application with H3POy. By the time that the plants had fully ripened, no
significant difference could be determined in the dry matter of the plants (Figure 1A).
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Figure 1. (A) Dry matter in g plant~!. (B) Phosphorus concentration (P) in mg g~! dry matter.
(C) Phosphorus content (P) in mg plant_l of the total maize plant. Control without P fertilization
(control), three foliar applications of 200 mM potassium dihydrogen phosphate (KH;POy) or phos-
phoric acid (H3POy) at 40, 46, and 53 days after sowing. Maize plants were harvested during the 6th
leaf stage (BBCH 16), flowering (BBCH 65), or maturity (BBCH 89) over time. Bars represent means +
SD (n = 5). Upper and lower case letters indicate significant differences between treatments within
the development stages (ANOVA with Duncan test, p < 0.05).
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In contrast, significant differences in P concentrations were evident ten days after
foliar application, but these diminished during the further progress of the growing season
(Figure 1B). At 3.8 mg P g~! DM, plants that had received an H3POy foliar application
exhibited a significant increase of 44% compared with the control treatment. The P concen-
tration of the plants that were foliar-fertilized with KH,POy (3.3 mg P ¢g~! DM) was at a
lower level than those with foliar-applied H3PO, but was significantly higher than those
under the control treatment (2.6 mg P g~! DM). At flowering, the P concentration was in a
range of 1.8 mg P g~! DM, and only the treatment with foliar-applied H3POy resulted in
a significant increase in comparison with the control treatment. The lowest P concentra-
tions (all showing no significant differences) were measured in plants at the third harvest.
However, for P content, the values for the treatments with additional foliar applications
were 25% higher than those from the control treatment with significant difference until
flowering (Figure 1C).

3.2. P Concentration in Various Parts of Plants at 6 Leaf Stage, Flowering, and Maturity

The determination of the dry matter of the various plant parts showed differences
only in the roots. The root dry matter of the group with H3POy foliar fertilization was
significantly reduced (Figure 2A). The studied parts of the control plants cultivated under
no P supply exhibited the significantly lowest P concentrations in all parts of these plants
(Figure 2B). The P concentrations were between 2.3 mg P g~! DM in the older shoot,
24mgP g~! DM in the youngest fully expanded leaf (YFEL), and 4.3 mg P g~! DM in
the younger shoot; root tissue contained 1.5 mg P g~! DM. Supply of P via the foliar
application with KH,PO4 and H3POy4 resulted in an average percentage increase up to 17%
in the younger shoot and 37% in the root (Figure 2B). In the older shoot and the YFEL, foliar
application with H3PO,4 showed a significant increase in concentration compared with
foliar application with KH,POy (Figure 2B). In the older shoot, in particular, this resulted in
an increase of P concentration by 88% above the mean value of the control plants compared
with an increase of 44% when KH,PO,4 was applied.

During flowering, the groups with supplemental foliar fertilization showed signifi-
cantly lower dry matter in the leaves below the ear leaves (lower leaves) but significantly
higher values in the leaves above the ear leaves (upper leaves) and the growing maize cobs
(Figure 3A). No differences in P concentration could be measured in the ear leaves and the
leaves above them (Figure 3B). However, significant differences in P concentration were ev-
ident in the leaves below the maize cobs. At 1.9 mg P g~! DM, the P concentration in maize
plants following H3POy foliar application was 24% higher compared with maize plants
having KH,POy foliar application and 40% higher compared with maize plants without
foliar application (Figure 3B). Foliar application of H3PO4 also showed the significantly
highest concentrations in the roots and the stem. However, the application of KH,PO4
had the significantly second-highest concentration in the stem but showed no significant
differences in the root from either the control or the treatment with H3POy (Figure 3B). The
opposite was seen in the young maize cobs and the associated husk leaves. Significant
effects were detected between the control and the H3PO, group. At 3.3 mg P g~! DM, the
control group showed the highest P concentration (Figure 3B).
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Figure 2. (A) Dry matter in g plant~! and (B) phosphorus concentration (P) in mg g~! dry matter at

BBCH 16 (6th leave unfolded) following the three treatments: control without P fertilization (control)

or three foliar applications of 200 mM potassium dihydrogen phosphate (KH;PO,) or phosphoric

acid (H3POy) at 40, 46, and 53 days after sowing. Maize plant material was separated into root, older

shoot, youngest fully developed leave (YFEL), and younger shoot. Bars represent means + SD (1 = 5).

Upper and lower case letters indicate significant differences between treatments within the examined

parameters (ANOVA with Duncan test, p < 0.05).
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Figure 3. (A) Dry matterin g plan’ﬁ1 and (B) phosphorus concentration (P) in mg g*1 dry matter of
the investigated parts of the plant were analyzed after harvest at flowering (BBCH 65). Plant material
was separated into root, stem, lower leaves (leaves below the ear leaves), ear leaves, upper leaves
(leaves above the ear leaves), and maize cobs (+husk leaves). Control without P fertilization (control)
or three foliar applications of 200 mM potassium dihydrogen phosphate (KH;PO,) or phosphoric
acid (H3POy) at 40, 46, and 53 days after sowing. Bars represent means + SD (n = 5). Upper and
lower case letters indicate significant differences between treatments within the examined parameters
(ANOVA with Duncan test, p < 0.05).

Once the plants had fully ripened, no significant differences were seen in their dry
matter, except for the cob leaves and the leaves above them (Figure 4A). At maturity, the P
concentrations in the roots were below a value of 1.0 mg P g~! DM, which was however
higher than the P concentrations of the individual shoot sections, which were below a value
of 0.5 mg P g~! DM, except for the P concentration in maize grains. In the individually
studied plant regions, no significant differences were detected among the three treatments,
even in the lower parts of the plant (root, stem, lower leaves), with the exception of
the maize grains (Figure 4B). However, the measurement of the P concentration in the
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maize grains showed a significant increase in the groups with additional foliar fertilization
compared with the control. At 2.39 mg P g~! DM for the treatment with KH,PO4 and
2.47 mg P g~! DM for the treatment with H3POy, the concentrations were at similar levels,
regardless of the foliar-applied P form. The P concentration in the control group was 13%
lower at 2.17 mg P g¢~! DM.

A 120
Bl Control E KH,PO, H,PO,

o)
=)
|
NH

Dry matter (g plant_l)
3
|

30 ab b
a
NI ETRE NN % ,
J < & & & <&
S & o 4 4 S
< X RS q;\e% &\e"” @4@% & P ng
% P é/\e’ *Q\‘& K
B 3.0 L
b
b
25 b7
S 2.0+
(@)
"e0
20 1.5+
&
& 1.0
0.5 é % i
0.0- T i T % é% T
S ~ & & & <
&o %\?/ \6& 46% \QJ(O'A 46% \Q:bé 060 Qg‘:\\
F B F F L
RN & 8
&

Figure 4. (A) Dry matter in g plant~! and (B) phosphorus concentration (P) in mg g~ ! dry matter
of the investigated parts of the plant were analyzed after harvest at maturity (BBCH 89). Plant
material was separated into root, stem, lower leaves (leaves below the ear leaves), ear leaves and
upper leaves, husk leaves and corncob, and grains. Control without P fertilization (control) and
three foliar applications of 200 mM potassium dihydrogen phosphate (KH,POy) or phosphoric acid
(H3POy) at 40, 46, and 53 days after sowing. Bars represent means + SD (1 = 5). Upper and lower case
letters indicate significant differences between treatments within the examined parameters (ANOVA

with Duncan test, p < 0.05).
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3.3. Dry Matter and P Concentration according to P Soil and Foliar Fertilization

Determination of total dry matter of shoots of maize plants at BBCH 16 showed a
significant increase as a result of the foliar application in the group receiving soil fertilizer
of 200 mg P (Figure 5A). A significant difference was shown in the older shoot, whereas
no significant increase in dry matter was observed in the younger shoot (Figure 5B,C). In
the group with soil fertilization of 300 mg P, the foliar application showed no effect on dry
matter (Figure 5A—C). Regardless of the amount of P fertilized via soil, the P concentration
in all examined parts of the plant and thus also in the total shoot was significantly increased
by three foliar applications of P (Figure 5D-F). In the older shoot, the P concentration was
increased by 40% (200 + foliar application, FA) or 20% (300 + FA) by foliar P fertilization
compared with the control treatment. Moreover, the effect was stronger in the older shoot
than in the younger shoot, in which an increase in concentration of only 27% and 7%,
occurred, respectively.
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Figure 5. Dry matter in g plant~! and phosphorus concentration (P) in mg g~! dry matter of (A,D)
total shoot, (B,E) older shoot, and (C,F) younger shoot at BBCH 16 (6th leaf unfolded). Plants were
cultivated with 200 mg P soil fertilization (200) with additional foliar application (FA) (200 + FA)
or with 300 mg P soil fertilization (300) with additional foliar application (300 + FA). KH,PO,4 was
used as foliar fertilizer and was applied at 35, 42, and 49 days after sowing. Bars represent means
+ SD (n = 5). Asterisks indicate significant differences between treatments of one fertilization level
(student s t-test, p < 0.05).
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In fully ripened plants, a significant effect was no longer seen in shoot dry matter
following three P foliar applications during juvenile development, regardless of P soil
fertilization (Figure 6A). Moreover, no significant difference was measured in the P con-
centration of the total shoot (Figure 6B). In particular, in the examined maize grains, no
significant increase in dry matter could be determined by a P foliar application (Figure 6C).
In addition, P and starch concentrations were not increased in the grains (Figure 6D,E).
Only the starch content in the group receiving soil fertilization of 200 mg P was significantly
increased as a result of P foliar fertilization. However, this was not evident in the group
with 300 mg of soil-applied P (Figure 6F).
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Figure 6. Total shoot (A) dry matterin g plant‘l, (B) phosphorus concentration (P) in mg g‘l dry
matter, (C) grain dry matter in g plant~!, (D) grain phosphorus concentration (P) in mg g~! dry
matter, (E) starch concentration in mg g*1 dry matter, (F) starch contentin g plantfl, and (G) number
of grains per maize cob at maturity (BBCH 89). Plants were cultivated with 200 mg P soil fertilization
(200) with additional foliar application (FA) (200 + FA) or with 300 mg P soil fertilization (300) with
additional foliar application (300 + FA). KH,POy4 was used as foliar fertilizer and was applied at
35, 42, and 49 days after sowing. Bars represent means + SD (1 = 5). Asterisks indicate significant
differences between treatments of one fertilization level (Student ’s t-test, p < 0.05).
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4. Discussion

We have shown that early season P foliar fertilization has a significant effect on
P concentration and P content but a marginal effect on biomass development in maize
(Figure 1, Figure 5, and Figure 6). The effect of P foliar fertilization on P concentration
is mainly measurable at the time of the first harvest at the 6% leaf stage. At this point, a
significant increase is evident regardless of the foliar P fertilizer form or the P nutritional
status of the plant (Figures 2B and 5D-F). Previous studies have found that the application
of H3POj results in a high uptake efficiency. According to Peirce et al. [35], the higher
penetration rate of H3POy is associated with a higher percentage of scorch, which can
cause significant leaf damage. Leaf damage is suggested to have a negative effect on the
translocation of foliar-applied H3POy [35,36]. In addition, photosynthesis might also be
negatively affected by leaf damage, resulting in reduced plant growth [37]. Therefore,
the occurrence of scorch is suspected to be the cause of the lack of yield effect [35,38]. To
prevent this, we raised the pH of the H3PO, spray solution in the present study to 4.5.
Thereafter, the application of H3POj still showed a significantly higher absorption than
KH,POy, confirming the higher uptake efficiency of H3POy. This was mainly measurable
in the plant regions directly affected by foliar fertilization (Figure 2B). The lower uptake
efficiency of KH,PO4 might be attributable to the phenomenon of crystalline formation
on the leaves. At low humidity, an increased accumulation of crystalline residues occurs
that prevents the penetration of P into the leaf. This observation and the lower uptake
rates of KH,PO4 compared with other P-containing products have also been reported
by McBeath et al. [36] and Reed and Tukey [39]. The formation of crystalline residues in
KH,;PO,4 was visible in our study but was probably not as strong as that in the study of
McBeath et al. [36], and the differences in uptake were less pronounced. This is attributable
to possible differences in relative humidity. A similar effect of crystalline formation was not
observed with H3POy, despite an increase in pH. Nevertheless, a high amount of sodium
hydroxide is necessary to adjust the pH of the H3PO, spray solution in order to avoid
high leaf damage. Compared with KH,PO,, H3POy also provides no significant additional
yield; hence, our decision to use KH, PO, in our second experiment.

We observed no difference in P concentrations in the younger shoots and roots (which
were not directly affected or only partially affected by foliar P) between the two P foliar
fertilizers. This showed that the percent translocation of foliar fertilized H3PO4 was lower
than that for KH,POy4, which was also confirmed by the data from the roots and growing
corn cob during flowering (Figure 3B). Despite differences in pH during the application
of H3POy, this finding was also evident in the studies by Peirce et al. [35] and McBeath
et al. [36]. Nevertheless, the assumption of translocation of foliar-applied P to the root by
Peirce et al. [31] can be confirmed by the significantly increased P concentrations in the
roots in the present investigation (Figures 2B and 3B). The translocation of (foliar-applied) P
to the roots is supported by the studies of Koontz and Biddulph [40] and Jeschke et al. [41].
Over time until grain maturity, the significant increase could not be maintained in the
two experiments. At flowering, P concentration was still significantly increased only in
the leaves below the ear leaf or in the roots and the stem. Thus, P concentration was
further enhanced in plant parts that were also present during foliar fertilization (Figure
3B). This indicates that the foliar-applied P is not completely translocated. Moreover, in
Peirce et al. [35], translocation of foliar-applied P from treated leaves to other plant parts
was reduced in wheat when applied at early tillering compared with the application at flag
leaf emergence. According to the authors, this might be attributable to high scorching and
the reduced ability of the leaf cells of younger plants to translocate P to other parts of the
plant. Possibly, the latter is more likely, since less (H3POj4) or even no scorching (KH,POj)
occurred in our experiment. However, the stress conditions that were experienced by the
plant and that were possibly caused by the low incidence of scorch in the treatment with
H;3PO4 could have been the trigger for the lower translocation of H3PO,. In addition,
compared with Peirce et al. [35], our results showed that scorching is enhanced by very low
pH values. On the other hand, P uptake via the roots might also reduce re-translocation at
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younger growth stages, and complete re-mobilization might only occur with grain filling
and end with leaf senescence. Translocation is probably more effective under severe P
deficiency conditions because P uptake through the root is reduced. However, in the study
by Fernandez et al. [30], no difference in percent translocation was found at different P
soil fertilization levels. On the other hand, a significant effect of P foliar application on
biomass growth in maize under severe P deficiency has been shown in plants grown under
hydroponics by Gérlach and Miihling [42]. The findings of no (KH,POy) or significantly
lower (H3POy4) P concentrations in the growing maize cobs and husk leaves at flowering
compared with the control indicate a dilution effect, as the dry matter of growing cobs was
significantly increased in the groups with foliar fertilization (Figure 3B). With regard to the
P content of the maize cobs and husk leaves, the results showed a significant increase of
43% in P contents for the treatments receiving foliar application (Figure S1). At maturity, no
longer were any differences seen in the P concentrations of the individual shoot segments,
apart from the grains (Figure 4B), a finding that supports the assumption of only complete
translocation of foliar-applied P to grain filling. As described by Grant et al. [2], P re-
mobilization within the plant is crucial for the P concentration in the grain and is the
reason that P is effectively translocated from senescent plant parts to the grain until the
plants have fully ripened [43]. This is in agreement with our results (Figure 4B) and also
with other studies of P foliar fertilization in wheat [35,44,45]. The significantly elevated
P concentrations in the maize grains can be attributed to P foliar fertilization. As seen at
flowering (Figure 3B), the concentrations of P and the contents (Figure S1) in the plant
parts affected by foliar fertilization are significantly increased and are only completely
translocated into the grain at maturity. This suggests that no substitution of P occurs in
the plant as a result of P foliar fertilization. Thus, root P uptake is unlikely to be strongly
affected by P foliar fertilization, as also shown by McBeath et al. [36] for wheat. However,
no significant effect on P concentration in the grains was determined in experiment 2
(Figure 6D), and we detected no differences in the P concentrations in all other examined
plant parts (Figure S2). Furthermore, no significant difference could be measured in the
P content at maturity in the plants of experiment 1 (Figure 1C). Consequently, a possible
influence on P root uptake cannot be excluded and might occur because of an increased
translocation of P from the older leaves into the grain.

Moreover, experiment 2 showed that the nutritional status of the plant has an influence
on foliar-applied P absorption. The results suggest that foliar-applied P uptake is increased
when the P nutritional status of the plant is lower. This might be mainly because the
uptake rate is determined by the difference in concentration of the solutes within the spray
solution and the interior of the leaf [26]. A better effect of P foliar fertilization at a lower
nutritional status of the plant is consistent with the study of Mosali et al. [29] on wheat.
However, Fernandez et al. [30] have found that foliar-applied P absorption is higher in
wheat plants with a higher soil P supply. The authors suggest that this is related to changes
in leaf morphology. Furthermore, we have not detected an effect of P foliar fertilization on
starch concentration in either experiment (Figure 6E,F, and Figure S3), only in the group
with 200 mg P soil fertilization in experiment 2. The higher content was attributable to an
increased grain dry matter and a slightly increased starch concentration, as a result of P
foliar fertilization (Figure 6C,E). Similar results were obtained in the study of Leach and
Hameleers [46]. Likewise, P foliar fertilization showed a significant effect in the group
with 200 mg P soil fertilization with regard to the number of grains per cob, but not in the
other groups (Figure 6G and Figure 54). This demonstrates the complexity of the efficacy
of foliar-applied P and its dependence on numerous factors.

P foliar fertilization showed a significant dry matter effect at the first harvest date only
in experiment 2 in the group with a soil fertilization of 200 mg P. The dry matter effect in
experiment 1 at flowering can be attributed mainly to the more advanced development
of the maize cob, possibly as a result of P foliar fertilization (Figure 3A). Despite three
applications of foliar P fertilizer, concentration effects were not reflected in yield, but foliar
fertilization prevented much variability in plant and grain dry weight between replicates
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compared with the controls (Figure 1A, Figure 4A, and Figure 6A,B). The absence of a
yield effect, despite the increase in P concentration and content, might be attributable to
the insufficient translocation of foliar-applied P. As described by McBeath et al. [36], the
effect of P foliar fertilization depends on the effectiveness of translocation within the plant.
As our results showed, complete translocation also did not occur until grain filling, as
discussed above (Figures 3 and 4). On the other hand, the yield effect of foliar P fertilization
at the 6th leaf stage in experiment 1 was possibly reduced by the strong P replenishment
capacity of the soil (Table 1), which was probably accelerated by warm temperatures and
the small soil volume. However, the soil type was deliberately selected to test the effect
of foliar P fertilization under regional conditions. Although our experiments were in
the range of practical application rates of 1.24 kg phosphorus ha~!, the latter could be
increased, because of the lack of leaf damage, in order to achieve a possible yield effect.
The differences in the dry matter of the leaves above and below the ear leaves might
be the result of a lower cob set since the overall number of leaves was the same in all
treatments (Figure 3A, data not shown). In general, studies with P foliar applications
show inconclusive results, as summarized in the review by Noack et al. [10]. The lack
of a positive yield effect has been demonstrated in previous studies of wheat [29,47]
and maize [25], whereas other investigations have detected a yield effect as a result of P
foliar fertilization [48,49]. Nevertheless, the potential of P foliar application is apparent as
revealed by the significant increases in P concentration and content. We assume that foliar
P application can be used to bridge short-term P deficiencies in the root zone because P
is applied directly to the plant and will not be influenced by any soil parameters. Foliar
application from both the abaxial and adaxial leaf surface might improve the success of P
foliar fertilization in practical field trials because more P would be available to the plant for
the same amount of effort, as can be seen in the study of Gérlach and Miihling [42].

5. Conclusions

The foliar application of P resulted in a significant increase in P concentration not only
in the shoot, but also in the root, irrespective of the year, P form, or nutritional status of the
treated maize plants. The increase in P concentration was significantly stronger in plants
with no or less P soil fertilization. In plants with P foliar applications, P concentrations
remained increased mainly in the plant segments that were also present at the time of
applications (root, stem, lower leaves). Complete translocation of the grain occurred during
maturity. Therefore, P foliar application is an effective fertilizer technique for the efficient P
acquisition by maize plants. In general, foliar P fertilization resulted in a higher consistency
in dry matter and grain yield. A possible negative effect of P foliar application on P uptake
via the root cannot be excluded. The reason that the significant effect on plant P status
resulting from P foliar application does not translate into increased biomass or grain yield
remains unclear. However, other mechanisms need to be investigated to explain the lack of
maize responses to foliar application of P. Thus, plants respond to P foliar application, but
this method might be improved by foliar application on both sides of the leaf.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
:3390/agronomy11040727/s1, Figure S1: Phosphorus content (P) in mg plant ™! of the investigated
parts of the plant were analyzed after harvest at flowering (BBCH 65). Plant material was separated
into root, stem, lower leaves (leaves below the ear leaves), ear leaves, upper leaves (leaves above the
ear leaves), and maize cobs (+husk leaves). Control without P fertilization (control) or three foliar
applications of 200 mM potassium dihydrogen phosphate (KH,PO4) or phosphoric acid (H3POy)
at 40, 46, and 53 days after sowing. Bars represent means + SD (1 = 5). Letters indicate significant
differences between treatments (ANOVA with Duncan test, p < 0.05). Figure S2: Phosphorus
concentration (P) in mg g*1 dry matter of (A) stem, (B), lower leaves, and (C) ear + upper leaves.
Plants were cultivated with 200 mg P soil fertilization (200) with additional foliar application (FA) (200
+ FA) or with 300 mg P soil fertilization (300) with additional foliar application (300 + FA). KH,PO4
was used as foliar fertilizer and was applied at 35, 42, and 49 days after sowing. Bars represent
means + SD (n = 5). Asterisks indicate significant differences between treatments of one fertilization
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level (student s t-test, p < 0.05). Figure S3: (A) Starch concentration in mg g*1 dry matter, and (B)
starch content in g plant~!. Control without P fertilization (control) or three foliar applications of
200 mM potassium dihydrogen phosphate (KH,PO,) or phosphoric acid (H3PO;) at 40, 46, and
53 days after sowing. Bars represent means + SD (n = 5). Letters indicate significant differences
between treatments (ANOVA with Duncan test, p < 0.05). Figure S4: Number of grains per maize
cob at maturity (BBCH 89). Control without P fertilization (control) or three foliar applications of
200 mM potassium dihydrogen phosphate (KH;POy) or phosphoric acid (H3POy) at 40, 46, and 53
days after sowing. Bars represent means + SD (1 = 5). Letters indicate significant differences between
treatments (ANOVA with Duncan test, p < 0.05).
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Figure S1: Phosphorus content (P) in mg plant? of the investigated parts of the plant were analyzed after harvest at

flowering (BBCH 65). Plant material was separated into root, stem, lower leaves (leaves below the ear leaves), ear leaves,
upper leaves (leaves above the ear leaves), and maize cobs (+ husk leaves). Control without P fertilization (control) or
three foliar applications of 200 mM potassium dihydrogen phosphate (KH2POs) or phosphoric acid (HsPOs) at 40, 46,

and 53 days after sowing. Bars represent means + SD (1 = 5). Letters indicate significant differences between treatments

(ANOVA with Duncan test, p <0.05).
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Figure S2: Phosphorus concentration [P] in mg g dry matter of (A) stem, (B), lower leaves, and (C) ear + upper leaves.
Plants were cultivated with 200mg P soil fertilization (200) with additional foliar application (FA) (200+FA) or with
300mg P soil fertilization (300) with additional foliar application (300+FA). KH2POs was used as foliar fertilizer and was

applied at 35, 42, and 49 days after sowing. Bars represent means + SD (1 = 5). Asterisks indicate significant differences

between treatments of one fertilization level (student’s t-test, p < 0.05).
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Figure S3: (A) Starch concentration in mg g'dry matter, and (B) starch content in g plant’. Control without P
fertilization (control) or three foliar applications of 200mM potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) or phosphoric

acid (HsPOs) at 40, 46, and 53 days after sowing. Bars represent means + SD (1 = 5). Letters indicate significant differences

between treatments (ANOVA with Duncan test, p < 0.05).
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Figure S4: Number of grains per maize cob at maturity (BBCH 89). Control without P fertilization (control) or three foliar applications
of 200mM potassium dihydrogen phosphate (KH2POs) or phosphoric acid (HsPOs) at 40, 46, and 53 days after sowing. Bars represent
means + SD (1 = 5). Letters indicate significant differences between treatments (ANOVA with Duncan test, p < 0.05).

93



Diskussion

Diskussion

94



Diskussion

5.1 Hintergrund

Fehlendes Wissen Uber die Aufnahme von blattapplizierten Nahrstoffen fiihrte zu dem
beliebten Spruch ’spray and pray’ (Ferndndez und Eichert 2009). Trotzdem hat sich die
Blattdiingung in der Landwirtschaft immer mehr etabliert, da sie im Vergleich zur
Bodendilingung potentiell umweltfreundlicher und zielgerichteter ist (Eichert und Fernandez
2012). Dies gilt insbesondere im Bereich der Mikrondhrstoffe, welche von Pflanzen im
Vergleich zu Makronahrstoffen in geringeren Mengen bendtigt werden. Untersuchungen zur
Wirkung von Mikronahrstoffbehandlungen haben gezeigt, dass die
Applikationskonzentrationen bei Wurzelbehandlungen im mikromolaren Bereich liegen,
wahrend bei Blattanwendungen Konzentrationen im millimolaren Bereich angewendet
werden (Ferndndez und Eichert 2009). Makrondhrstoffe wie P wurden bei dieser Art der
Diingung jahrzehntelang nicht beachtet, weil die von der Pflanze benétigten P-Diingermengen
zu grof sind, um allein durch eine Blattdiingung gedeckt werden zu kénnen (Mosali et al.
2006). In den letzten zwanzig Jahren hat sich die Forschung vor allem auf die zusatzliche P-
Blattdiingung, als sogenannte ,,top-up” Applikation, zur Qualitatssteigerung von Getreide (v.a.
Weizen) in Landern wie den USA oder Australien fokussiert, wie in dem Review von Noack et
al. (2010) zusammenfassend erldutert wird. Jedoch ist wenig tGber den Einfluss von P-Mangel
auf die Aufnahme und Wirksamkeit von Phosphor lber das Blatt bekannt (Peirce 2015).

Eine der Hypothesen in der vorliegenden Arbeit lautet, dass eine P-Blattdiingung ein
unterstiitzender Faktor fiir eine Uberbriickung kritischer Phasen oder zur Behebung von
witterungsbedingtem P-Mangel sein konnte. Insbesondere bei Kulturpflanzen mit einem
hohen P-Bedarf wahrend der Jugendentwicklung (z.B. Mais), bei denen sich ein friiher P-
Mangel negativ auf den spateren Ertrag auswirkt, kdnnte sich eine P-Blattdliingung positiv auf
den Biomassezuwachs auswirken.

Letztendlich kann festgehalten werden, dass die P-Blattdlingung in unserer heimischen
Landwirtschaft noch keine grolRe Rolle spielt. Dies liegt u.a. darin begriindet, dass
weitestgehend Bdden mit guter P-Versorgung sowie ein wachstumsfreundliches Klima
vorliegen. Diese Griinde ermdglichen eine gute Pflanzenentwicklung ohne die Notwendigkeit
einer zusatzlichen Blattdiingung. Klimatische Verdanderungen (Trockenheit und Kalte im
Frihjahr) und die Novellierungen der Diingeverordnung fiihren aber auch in Deutschland

langsam zu einem Umdenken in der Diingemittelapplikation.
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Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich mit dem Thema der P-Blattdiingung, um ihre
Wirksamkeit in Maispflanzen mit akutem P-Mangel zu bestimmen. Die wissenschaftlichen
Schwerpunkte liegen dabei in der Verteilung des blattapplizierten Phosphors auf die
subzellularen Kompartimente Apoplast und Symplast, auf der Translokation innerhalb der
Pflanze, auf der Entwicklung der Biomasse sowie auf dem Einfluss der Konzentration der

Spritzbrihe auf die Aufnahme und die notwendige Applikationshaufigkeit.

5.2 Hochgradiger Phosphormangel bei Mais hat keinen Einfluss auf die
Aufnahme von blattappliziertem Phosphat

Die groBen Unterschiede in der Trockenmasse zwischen den Pflanzen der Gruppe mit
optimaler Phosphorversorgung und denen mit unzureichender P-Versorgung (Kapitel 1,
Fig. 1, 2; Kapitel 2, Fig. 1) zeigen sehr deutlich die zentrale Bedeutung von P als essentiellen
Makronahrstoff auf. Die eigenen Ergebnisse in der hier vorgelegten Arbeit unterstreichen die
Notwendigkeit neue geeignete P-Diingestrategien zu entwickeln, um trotz der Verdanderungen
in der Diingeverordnung eine hohe Pflanzenproduktivitat zu gewahrleisten. Zum Beispiel zeigt
sich nach zwei Wochen unter P-Mangelbedingungen, dass die P-Reserven der Pflanzen
aufgebraucht sind und das Wachstum der Pflanzen um ca. 20% verringert ist (Kapitel 2, Fig. 1).
Im Verlauf der folgenden Woche steigen die Unterschiede in der Trockenmasse auf 50% (im
Vergleich zur Kontrollgruppe mit ausreichender P-Versorgung) an. Neben den typischen
rotvioletten bis purpurnen Verfarbungen durch verstarkte Anthocyanbildung (Vance et al.
2003) ist dies insbesondere an einer verringerten SprossgrofRe erkennbar (Kapitel 1, Fig. 1, 2;
Kapitel 2, Fig. 1). Ebenfalls ist die Entwicklung neuer Blatter verzogert und eine verkleinerte
Blattflache kann in den Versuchen unter P-Mangel in Kapitel 1 und 2 festgestellt werden. Die
Ergebnisse bestatigen die Befunde aus den Studien von Plénet et al. (2000) sowie Assuero et
al. (2004). Wie in den Ergebnissen der eigenen Untersuchung aus Kapitel 1 belegt wird, kann
eine dreimalige Blattapplikation von P einem P-Mangel entgegenwirken. Dies ist insbesondere
an der SprossgroRe, Trockenmasse und der Anzahl gesunder Blatter verifizierbar und kann vor
allem auf die positive Entwicklung der Pflanzen im Bereich des alten Sprosses (Stangel und
vollentwickelte Blatter) zuriickgefiihrt werden (Kapitel 1, Fig. 1, 2).

Infolge der Blattapplikationen ist das Schossen der Pflanzen mit 50 bis 60 cm Unterschied in
der Pflanzenhdhe im Vergleich zur P-Mangelkontrolle starker ausgepragt gewesen. Im jungen

Spross dagegen ist kein positiver Effekt durch die Blattdiingung auf die Trockenmasse zu
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dokumentieren (Kapitel 1, Fig. 2C). Im Vergleich zur héheren Trockenmasse der Pflanzen mit
einer Wiederzugabe von P Uber die Wurzeln zeigt sich, dass die P-Versorgung durch
blattappliziertes P fir kiirzere Dauer einen positiven Effekt auf das pflanzliche Wachstum hat
(Kapitel 1, Fig. 2). Dies wird durch die Abnahme der P-Translokation in der Gruppe mit P-
Blattdiingung im Vergleich zur Gruppe mit wiedereinsetzender Wurzeldlingung sichtbar
(Kapitel 2, Fig. 2C, F). Auch in der Studie von Arsic et al. (2020) zeigt sich eine Abnahme in der
Translokation von blattappliziertem P in Gerstenpflanzen. Eine weitere Erklarungsmoglichkeit
fir den ausbleibenden Effekt in der Trockenmasse im jlingeren Spross ware, dass die Blatter
noch nicht vollstandig entwickelt sind und erst mit vollstandiger Blattentwicklung der
Kontrollgruppe mit P-Mangel Uberlegen gewesen waren. Dies kann darauf zurlickgefiihrt
werden, dass unter P-Mangel die Blattausdehnung gehemmt ist (Fredeen et al. 1989; Plénet
et al. 2000). Hervorgerufen wird dies durch eine verminderte Zellproduktions- und
Zellteilungsrate, aber auch die durchschnittliche Lange der Zellteilungszone ist unter P-Mangel
verringert (Assuero et al. 2004). Unter Berlicksichtigung der P-Konzentrationen bzw. -Gehalte
im jungen Spross aus Kapitel 1 und 2 kann man davon ausgehen, dass die Blatter der
Blattdiingungsvarianten mit weiterem Wachstum eine groRere Blattausdehnung aufweisen
werden als die Blatter von Pflanzen der P-Mangelgruppe. Zusatzlich ist der Zuwachs der
Trockenmasse des Sprosses in den Gruppen mit P-Blattdiingung im Vergleich zur Kontrolle mit
P-Mangel grofer als der Zuwachs in der Wurzeltrockenmasse und fihrt zu einer Verschiebung
des Spross-Wurzel-Verhaltnisses zugunsten des Sprosses (Kapitel 1, Fig. 2). Dieses Ergebnis
lasst sich dadurch erkldren, dass unter P-Mangel das Wurzelwachstum zur besseren
NahrstofferschlieBung gestarkt wird. Neben anorganischem P (Kapitel 1, Fig. 3D; Kapitel 2,
Fig. 3D) werden vor allem Photosyntheseprodukte zur Aufrechterhaltung des
Wurzelwachstums aus dem Spross in die Wurzeln verlagert (Fredeen et al. 1989; Cakmak et
al. 1994). Nach 48 h kann noch kein signifikanter Effekt durch die P-Zugabe Uiber das Blatt oder
die Wurzel in Kapitel 2 bestimmt werden. Jedoch ist die Wurzeltrockenmassebildung in der P-
Mangelkontrolle um 26 % erhoht (Kapitel 2, Fig. 1E).

Zusatzlich ist an den Pflanzen der Blattdiingungsvarianten eine hohere Anzahl an vitalen
Blattern im alten Spross (Daten nicht gezeigt) bzw. eine zeitliche Verzégerung des Absterbens
von Blattern nachweisbar (Fig.5.1). Aus diesen Befunden ldsst sich ableiten, dass die
Seneszenz der dlteren Blatter in der Negativkontrolle infolge einer P-Blattdlingung verzogert

wird, was durch die signifikant hoheren P-Konzentrationen und P-Gehalte in Spross und
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Wourzel bestatigt wird (Kapitel 1; 2). Gleiches wird von Benbella und Paulsen (1998) an
Weizenpflanzen im Feld nachgewiesen. Fir die Seneszenz ist die P-Homoostase der
Gesamtpflanze ausschlaggebend, welche die P-Konzentration in den jungen Blattern auch
unter P-Mangel aufrechtzuerhalten versucht, um deren Wachstum zu gewahrleisten (Mimura
1995). Entscheidend dafiir ist die hohe Phloemmobilitdt von P (Fernandez und Brown 2013),
die eine generelle Remobilisierung von P aus alten vollentwickelten Blattern in junge
wachsende Blatter innerhalb der Pflanze ermdoglicht (Biddulph et al. 1958; Greenway und
Gunn 1966). Diesen gesamtheitlichen Prozess kénnen ebenfalls Mimura et al. (1996) an
jungen Gerstenpflanzen mit P-Mangel nachweisen. Durch diesen Mechanismus kommt es bei

P-Mangelpflanzen zu einem Absterben der alteren Blatter (Fig. 5.1).

Figure 5.1: Verzogerung der Blattseneszenz (roter Pfeil) und Anthocyanverfarbung (orangener Pfeil)
aufgrund von Phosphat-Blattdiingung bei Maispflanzen unter Phosphormangelbedingungen. (A)
Vergleich zwischen P-Blattdingung (links) und ausbleibender Blattdiingung (rechts), (B) Maispflanze
mit P-Blattdiingung und (C) Maispflanze ohne Blattdiingung.

Neben Phosphor (Fernandez et al. 2014b) kann auch z.B. fir Bor (Will et al. 2011) oder Zink

(Li et al. 2018b) keine oder nur eine geringe Absorption des blattapplizierten Nahrstoffs
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nachgewiesen werden. Dies ist unabhadngig von der Kulturpflanze. Trotz des
Nahrstoffmangels, welcher zu einer Veranderung der Blattmorphologie und Absorption
fihren kann, konnen mit den in dieser Arbeit ermittelten Daten die Annahmen bestatigt
werden, dass eine P-Blattapplikation in friihen Entwicklungsstadien (Noack et al. 2010) bzw.
unter P-Mangelzustanden (McBeath et al. 2020) bei Mais in Hydrokultur einen positiven Effekt
auf die Biomasseentwicklung hat. Die Ergebnisse aus Kapitel 1 zeigen, dass 90 % des Gesamt-
P in den Maispflanzen auf die Blattdlingung zurlickzufiihren ist und es infolgedessen zu einem
positiven Effekt auf die Entwicklung von Maispflanzen mit akutem P-Mangel kommt. Somit
kann postuliert werden, dass die Zunahme an Biomasse bei hochgradigem P-Mangel grofRer
ist. Dies zeigt, dass der Einsatz der P-Blattdiingung in Mais sinnvoll ware und das

Einsatzspektrum der P-Diingung in Mais vergroRert.

5.3 Die Aufnahme von blattappliziertem Phosphor wird nicht durch den

Apoplasten beeinflusst

In dem Review von Fernandez und Brown (2013) wird postuliert, dass auf das Blatt applizierte
Nahrstoffe durch die physikalischen und chemischen Eigenschaften des Apoplasten in ihrer
Bewegung bzw. Aufnahme in den Symplasten beeinflusst werden kénnen. Dies wird darauf
zurlickgefuhrt, dass der Apoplast ein heterogener Bereich ist, der eine Diffusionsbarriere
darstellt und eine entscheidende Rolle im lonenaustausch einnimmt (Fernandez und Brown
2013). Daraus wird abgeleitet, dass die Eigenschaften des Apoplasten eine Auswirkung auf die
Aufnahme von blattgediingten Nahrstoffen haben kénnen. Insbesondere das Vorhandensein
verschiedenster lonen im Apoplasten konnte einen Einfluss auf die Bewegung von
aufgenommenen Nahrstoffen haben (Lee et al. 2012). Letztendlich ist (iber die Bewegung von
Nahrstoffen (iber den Apoplasten hin zum Symplasten wenig bekannt und die Aufnahme von
Nahrstoffen sowohl in den als auch aus dem Apoplasten noch nicht hinreichend untersucht
(Sattelmacher 2001).

Es wird angenommen, dass eine P-Blattapplikation jedoch nur dann zu einer Erhéhung der
Trockenmasse (also des Ertrags) fihren kann, wenn P iber den Apoplasten in den Symplasten
der Mesophyllzellen des Blattes aufgenommen wird. Dort kann P in den metabolisch aktiven
Kompartimenten verwertet werden oder Uber das Phloem in wachsende Pflanzenteile wie
junge Blatter, Friichte oder Korner verlagert werden (Bukovac und Wittwer 1957). Wie von

Sattelmacher et al. (1998) zusammengefasst, hat sich in dlteren Studien gezeigt, dass wenn
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die Aufnahme von Nahrstoffen in den Blattapoplasten die Aufnahme in den Symplasten
Ubersteigt, es zu einer Akkumulation von Nahrstoffen im Blattapoplasten kommen kann.
Aufgrund dieser Erkenntnisse werden der apoplastische und der symplastische Raum in der
vorliegenden Studie separat voneinander untersucht.

Wihrend im Symplasten die Konzentration um mehr als 1 mmol L ansteigt, erhdht diese sich
im Apoplasten erst nach 24 h um ca. 0,2 mmol L' (Kapitel 2, Fig. 2). Dabei erfolgt eine rasche
Aufnahme von blattappliziertem P in die Mesophyllzellen, unabhéngig von der behandelten
Blattseite (Kapitel 1, Fig. 5). So kann P unmittelbar von den Pflanzen fir ihren Stoffwechsel
genutzt werden. Daraus lasst sich riickschliefen, dass das kurzfristig hohe Angebot an
blattappliziertem P nicht durch Bindungen innerhalb des Apoplasten beeinflusst wird und
nahezu vollstdndig in die Epidermis- und Mesophyllzellen aufgenommen wird. Wie bei einer
P-Wiederzugabe lber die Wurzeln (Kapitel 2, Fig. 2; Mimura et al. 1990; 1992) (ibernimmt der
Apoplast auch bei einer Blattdlingung eine transiente Speicherfunktion mit ansteigender P-
Konzentration im Zellinneren. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Wirkung des
aufgenommenen P als sehr effizient angesehen werden kann, wodurch die positive Wirkung
einer Blattdlingung auf den Zuwachs in der Biomasse in Kapitel 1 erklart werden kann.
Morcuende et al. (2007) zeigen in ihrer Studie eine rasche Reversibilitdt auf allen Ebenen
infolge einer P-Wiederzugabe (iber die Wurzeln bei P-Mangelpflanzen. Insbesondere die
Konzentrationen von ATP und Hexosephosphaten erholen sich innerhalb von Minuten.
AuBerdem kommt es zu einem raschen Absinken des unter P-Mangel ansteigenden
Tricabonsdurespiegels, was auf eine schnelle Induktion der Glykolyse hinweist. Dies fiihrt zum
Abbau von Kohlenhydraten mit anschlieBender Energiegewinnung im Citratzyklus fir das
pflanzliche Wachstum (Heldt und Piechulla 2015). Auch die Repression von Genen (DNA-/RNA-
Synthese) wird aufgehoben bzw. die verstdrkte Induktion von Genen, die fir die
Galakto/Sulfolipid-Synthese und den Abbau von Phospholipiden bendtigt wird. Des Weiteren
zeigt diese Arbeit, dass infolge einer P-Blattdliingung nicht nur die Expression von Zm PHT1
Pi/H* Co-Transportern verringert wird, sondern auch die Aufnahme von weiteren Nahrstoffen
wie Nitrat und Magnesium induziert wird (Kapitel 1, Fig.4B; Kapitel 2, Fig. 4,5). Ebenso
kommt es infolge einer ansteigenden P-Konzentration zur Verringerung der Translokation von
organischen Sduren innerhalb der Pflanze (Kapitel 2, Fig. 6). Die Veranderungen dieser
Prozesse veranschaulichen, dass infolge einer P-Blattdliingung der Stoffwechsel der Pflanzen

wieder angeregt wird.
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Die rasche Aufnahme von blattappliziertem P kann auf die P-Homdostase innerhalb der
Pflanze zurlickgefiihrt werden. Nach den Autoren Lauer et al. (1989a) ist unter P-Mangel der
grofite Anteil an anorganischem P in den metabolisch aktiven Kompartimenten der Zelle, dem
Cytosol und den Chloroplasten, zu finden. Daher ist anzunehmen, dass vorerst die
cytoplasmatische P-Konzentration infolge einer P-Blattdiingung erh6ht wird. AulRerdem wird
die rasche Aufnahme wahrscheinlich auch durch diverse Eigenschaften (Dominanz freier
Carboxylgruppen, White 2012) des Apoplasten beginstigt. Die in unserer Untersuchung
gefundene erhohte Expression der Plasmamembran Zm PHT1 Pi/H* Co-Transporter (Kapitel 2,
Fig. 4) unterstitzt ebenfalls die Annahme einer raschen Aufnahme von blattapplizierten P-
lonen in die Mesophylizellen zur Erh6hung der P-Konzentration im Cytosol. Pflanzen reagieren
unter anderem auf P-Mangel mit der Regulation verschiedener PSR-Gene (phosphate-
starvation-response) (Luan et al. 2017). Dazu gehort nicht nur die Remobilisierung von P aus
dlteren Blattern, sondern auch die verstarkte Expression von P-Transportern (Raghothama
1999). Eine raschere Aufnahme aus dem Blattapoplasten (iber die Plasmamembran in den
Symplasten zeigen Mimura et al. (1990; 1992) nach der Zugabe von P ber die Wurzeln an P-
Mangelpflanzen im Vergleich zu Kontrollvarianten. Dies zeigt sich auch in den Ergebnissen aus
Kapitel 2 infolge einer P-Blattdiingung (Fig. 2).

AulRerdem konnten Arsic et al. (2020) an Blattern von jungen Gerstenpflanzen mit P-Mangel
eine Aufnahme sowohl lber die Cuticula als auch Uber die Stomata nachweisen. Die groRte
Akkumulation findet jedoch in den sogenannten Faserzellen statt. Deshalb schlieflen die
Autoren darauf, dass Uber ebendiese Faserzellen die Hauptpenetration und Uber die
Blindelscheide der weitere Transport in Richtung Leitblindel erfolgt. Diese Faserzellen
befinden sich entlang der Mittelrippe und der Blattadern und sind mit den erweiterten
Blindelscheiden verbunden. Zudem kdnnen mehrere Studien den Zusammenhang zwischen
dem Vorhandensein von Stomata (Knoche und Bukovac 1992; Eichert und Burkhardt 2001;
Eichert und Goldbach 2008) oder Trichomen bzw. Narben von Trichomen (Fernandez et al.
2014a; Schreel et al. 2020) und der Aufnahme von auf der Blattoberflaiche abgelagertem
Wasser/Nahrstoffen aufzeigen. Aus diesen Erkenntnissen und den Ergebnissen der Studie aus
Kapitel 1 (Fig. 5) kann aus der Sicht des Autors abgeleitet werden, dass die Aufnahme von
blattappliziertem P unter P-Mangelsituationen wahrscheinlich Uber verschiedene

Aufnahmepfade erfolgen kann. Diese Annahme wird durch die blattmorphologischen
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Unterschiede zwischen der abaxialen (mehr Stomata) und adaxialen (mehr Trichome)

Blattseite bekraftigt (Driscoll et al. 2006; Martin und Glover 2007; Revilla et al. 2016).

5.4 Die Translokation von blattappliziertem Phosphor beglinstigt die
Wirkung einer Phosphor-Blattdiingung

Wird Phosphor lber die Wurzeln aufgenommen, so wird es vor allem tber das Xylem zu den
juingeren Blattern transportiert und in deren Mesophyllzellen aufgenommen. Dort wird P zum
Teil metabolisiert und der groRte Teil in den Vakuolen zwischengespeichert (Bieleski und
Laties 1963; Mimura 1999). Bei einer Blattapplikation muss der Nahrstoff aber nicht von der
Wourzel, sondern von dem Blatt in die restliche Pflanze verlagert werden. Neben der raschen
Aufnahme von blattappliziertem P in den ersten 6 h in den Symplasten der Mesophyllzellen,
zeigt sich auch eine rasche Translokation aus den Blattern in die restliche Pflanze (Kapitel 2,
Fig. 2C). Nach 6h ist die Konzentration an POs-P in den Leitbiindeln (Phloem-/Xylemsaft)
infolge einer Blattdiingung im Vergleich zu den Kontrollgruppen oder einer Wiederzugabe
Uber die Wurzel am hdéchsten (Kapitel 2, Fig. 2C, F). Das iber das Blatt aufgenommene P wird
vor allem in die Wurzeln und den wachsenden Spross verlagert, den sogenannten Sinks
(Kapitel 2, Fig. 3). Dies bestatigt die signifikant erhéhten P-Konzentrationen (70 %), -Gehalte
(50%) bzw. Trockenmassen (27 %) der Wurzeln in Hydrokultur in Kapitel 1 im Vergleich zur P-
Mangelkontrolle (Fig. 2, 3). Nach den Ergebnissen aus Kapitel 2 kann vor allem der wachsende
Spross als Hauptsink betrachtet werden. Wahrend im 4.Blatt, dem alten Spross und der
Wurzel keine oder eine eher negative Korrelation zwischen P-Konzentration und Zeit
bestimmt werden konnte, zeigte sich im wachsenden Spross eine positive Korrelation
(Kapitel 2, Fig. 3). Je alter die Blatter, desto hoher die Verlagerung von blattappliziertem P
(Koontz und Biddulph 1957).

Zwar erfolgt die Translokation von P vor allem innerhalb der ersten 24 h, aber im Zeitverlauf
von 48h kann in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die P-Konzentrationen im jungen Spross
weiter ansteigen und gleichzeitig im alten Spross langsam abnehmen (Kapitel 2, Fig. 3B, C).
Die Translokation ist nach 48h immer noch um den Faktor sieben im Vergleich zur P-
Mangelkontrolle erhoht (Kapitel 2, Fig. 2C). Dies lasst auf eine stetige Translokation von P aus
vollentwickelten Blattetagen in die wachsenden Blattetagen riickschlieRen. In der Studie von
Arsic et al. (2020) wird nach vier Tagen der kritische Wert fiir physiologischen P-Mangel von

2mg gt TM (Carstensen et al. 2019) in der Gerste wieder unterschritten und nach sieben
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Tagen ist die P-Konzentration des letzten vollentwickelten Blattes wieder auf dem Niveau der
P-Mangelkontrolle. Im Gegenzug bleibt sie im wachsenden Blatt weiterhin Uber dem
kritischen Wert. Auch in Kapitel 1 werden die héchsten Konzentrationen an P im jlingsten Blatt
gemessen.

Dies zeigt, dass es auch in den Pflanzen aus Kapitel 1 eine Translokation in den jungen Spross
gegeben haben muss. Signifikant erhohte P-Konzentrationen in einem nicht durch die
Blattdiingung betroffenen jingsten Blatt belegen diese Annahme (Anhang, Fig. 1). Dies
bestatigt eine schnelle systemische Wirkung einer P-Blattdiingung.

Insbesondere unter Nahrstoffmangel ist eine Zirkulation von Nahrstoffen im Phloem und
Xylem innerhalb der Pflanze wesentlich fir das pflanzliche Wachstum (Marschner et al. 1997).
Die Ergebnisse in Kapitel 2 zeigen, dass die Translokation von blattappliziertem P innerhalb
der Pflanze zum grofBten Teil unmittelbar in den ersten 24 h nach einer Blattdiingung erfolgt
und die Translokation negativ mit der Zeit korreliert ist (Fig. 2C, F). Arsic et al. (2020) beweisen
im Bereich der Leitbiindel eine starke Akkumulation von blattappliziertem P nach 24 h, was
auf eine rasche Bewegung des blattapplizierten P in Richtung des Phloems hindeutet und die
Ergebnisse der erhhten POs-P-Konzentrationen in den Leitbindeln erklart (Kapitel 2, Fig. 2C).
In der eigenen Arbeit stammt ca. 50% des P-Gehaltes in der Wurzel aus der P-Blattdliingung
(Kapitel 1, Tab. 2). Generell wird nicht mehr P in die Wurzel verlagert und es gibt keinen
Unterschied zwischen den drei verwendeten Blattdiingungsvarianten (Kapitel 1, Fig. 3D, H).
Diese Befunde lassen vermuten, dass infolge der P-Blattdiingung das P-Konzentrationsniveau
in der Pflanze wahrscheinlich einen kritischen Wert tGberschritten hat, so dass ein Teil des in
die Wurzeln verlagerten Phosphors im Zuge der P-Homoéostase auf der Ebene der
Gesamtpflanze fiir ein weiteres Wachstum zurtick in den Spross verlagert wird.

Nach Luan et al. (2017) kommt es unter P-Mangel zur Expression von Fernsignalen, die in die
Wourzel verlagert werden und dort dafiir sorgen, dass die E2-Konjugase kodiert wird, welche
eine Komponente der Mangelsignaltransduktionskette von anorganischem Phosphat ist und
die P-Allokation zwischen Spross und Wurzeln reguliert (Aung et al. 2006; Bari et al. 2006).
Dies hat zur Folge, dass es zu einer verstarkten Expression von Transportern kommt, die fiir
die Aufnahme in die Wurzel und die Beladung des Xylems (Nahrstofftransport in den Spross)
verantwortlich sind (Kapitel 2, Fig. 4). Die in Kapitel 2 (Fig. 3) dieser Arbeit dokumentierte
Abnahme und die daraufhin nach 6h relativ konstant bleibende P-Konzentration in den

Wurzeln bestatigen die Ergebnisse aus Kapitel 1. Dies bekraftigt die Hypothese, dass es zu
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einem Rlcktransport von in die Wurzel verlagertem P in den Spross kommt, wenn ein
kritischer Wert Uberschritten wird (Kapitel 2, Fig. 3D). Auch Peng und Li (2005) zeigen an
Weizenpflanzen mit beginnendem P-Mangel, den Prozess einer verstarkten Remobilisierung
von P aus den alteren vegetativen Organen Uber das Phloem in die Wurzeln, mit
anschlielender Wiederbeladung des Xylems und Ricktransport zum Sink.

Ebenfalls belegen die erhobenen Daten dieser Arbeit, dass die Konzentrationen in den
Blattdlingungsvarianten nicht auf das Niveau der Mangelpflanzen zurticksinken, wodurch die
Pflanzen langer von den P-Reserven einer Blattdiingung zehren kénnen (Kapitel 1, 3).

Im Vergleich zu den nur einmal behandelten 21 Tage alten Gerstenpflanzen in der Studie von
Arsic et al. (2020) kann in der hier vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass wahrscheinlich
deutlich mehr P aufgenommen wird. Dies kénnte unter anderem auf die wiederkehrende

Blattdiingung, aber auch auf den zunehmenden Blattflachenindex zuriickgefiihrt werden.

5.5 Eine Verdopplung der Phosphor-Applikationskonzentration reduziert
die Applikationshaufigkeit bei gleichbleibender Effizienz

Entscheidend fiir die Blattdiingung ist die effiziente Nutzung dieser Diingungstechnik, also mit
dem geringsten Aufwand den gréBten Nutzen zu erzielen. Dies bedeutet, dass die Anzahl an
Applikationsterminen auf das Notigste beschrankt werden sollte. Jeder einzelne
Applikationstermin ist aus 6konomischer Sicht kostbar, da er Personal (-Zeit) und Material in
Anspruch nimmt. So kann in dieser Arbeit nicht nur die Aufnahme von blattappliziertem P und
dessen effektive Translokation unter P-Mangel, sondern auch das Potential der Einsparung
einer Applikation durch Konzentrationserhohung gezeigt werden (Kapitel 1, Fig. 3). Hohere
Absorptionsraten  lassen  sich durch den Konzentrationsgradienten  zwischen
Applikationslosung und der Konzentration innerhalb des Blattes erklaren. Nach dem
Fick’schen Gesetz ist der Konzentrationsgradient die treibende Kraft fiir die Diffusion
(Fernandez und Eichert 2009). Unter Berlicksichtigung der Konzentrationen fir POs-P im
Apoplasten mit weniger als 1mmol L? (Kapitel 1, Fig.5A; Kapitel 2, Fig.2A) und den
Konzentrationen der Applikationslésungen (50, 100 bzw. 200mmol L) ist ein groRer
Konzentrationsgradient gewahrleistet, welcher zu einer Aufnahme von P in das Blatt fiihrt.
Daraus lasst sich laut der Autoren Fernandez und Eichert (2009) schlieRen, dass die
Aufnahmerate hauptsachlich durch die Konzentration in der Applikationslosung auf der

Blattoberflache bestimmt wird. Je hoher die Losungskonzentration, desto mehr P kann in
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kiirzerer Zeit aufgenommen werden. Um einen hohen Konzentrationsgradienten
aufrechtzuerhalten, muss der geloste Nahrstoff zum einen eine hohe Mobilitdt im
Blattapoplasten und zum anderen eine rasche Aufnahme in die Epidermis- und
Mesophyllzellen aufweisen (Fernandez und Eichert 2009). Dies wird in den Untersuchungen
der vorgelegten Studie aus Kapitel 2 bewiesen. Andererseits ist der Konzentrationsgradient
dynamisch, da unmittelbar nach der Applikation der Nahrstofflésung Wasser verdunstet und
die Konzentration dadurch weiter ansteigt.

Fir jeden gelosten Stoff gibt es einen definierten Schwellenwert fir die relative
Luftfeuchtigkeit, oberhalb dessen die Losung fliissig bleibt und unterhalb dessen sie
austrocknet. Dieser Schwellenwert wird als Deliqueszenzpunkt bezeichnet (Burkhardt und
Eiden 1994; Fernandez et al. 2017). Der Deliqueszenzpunkt ist von den hygroskopischen
Eigenschaften des gelosten Stoffes abhangig. Befinden sich der Deliqueszenzpunkt und die
relative Luftfeuchtigkeit in einem Gleichgewicht, so ist die Konzentration des geldsten Stoffes
am groRten. Ubersteigt die relative Luftfeuchtigkeit den Deliqueszenzpunkt, so nimmt die
Konzentration ab. Fallt sie jedoch unter den Deliqueszenzpunkt, so trocknet der geloste Stoff
vollstandig ein und eine Aufnahme bleibt aus (Fernandez et al. 2017). Daher beglinstigen ein
hoher Deliqueszenzpunkt und eine niedrige Luftfeuchtigkeit das rasche Austrocknen der
Applikationslésung, wodurch die Diffusion in das Blatt gestoppt wird. AuRerdem ist nach
Schonherr (2000) auch bei niedriger Luftfeuchtigkeit die Durchlassigkeit der Cuticula,
aufgrund geringerer Radien der 'wassrigen Poren’, herabgesetzt. Die Abhangigkeit von der
umgebenden Luftfeuchte fiir die Aufnahme von Nahrstoffen, die auf das Blatt appliziert
werden, wird in vorherigen Studien beobachtet (Allen 1960; Eichert et al. 1998; Schénherr
2000). Die kaum steigende Gesamtkonzentration in den Maispflanzen mit P-Blattapplikation
nach den ersten 6 h (Kapitel 2, Fig. 2, 3) und das schnelle Eintrocknen der Applikationsldsung
innerhalb der ersten 20 Minuten sowie einem Deliqueszenzpunkt von 95 % fiir KH,PO4 (Mauer
und Taylor 2010) zeigen, dass vor allem die relative Luftfeuchte und der Deliqueszenzpunkt
die Aufnahmerate begrenzen. In Kombination mit einer Luftfeuchte von maximal 60 % in den
Morgenstunden war die Penetrationszeit des gelosten P stark begrenzt. Letztendlich ist die
Beziehung zwischen der Konzentration der Applikationslosung und der Aufnahmerate nicht
ganzlich geklart (Ferndndez und Eichert 2009). Die Autoren erdrtern in ihrem Review, dass es
sowohl Studien gibt, die eine positive (Schonherr 2001) Korrelation zwischen steigender

Konzentration der Applikationslosung und Aufnahmeraten dokumentieren, als auch Studien
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die eine negative (Schlegel et al. 2006) Korrelation zwischen steigender Konzentration der
Applikationslosung und Aufnahmeraten nachweisen.

Die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse zeigen mit steigendem Konzentrationsgradienten
eine hohere Penetrationsrate (Kapitel 1). Es zeigt sich, dass mit steigender Konzentration der
Applikationslésung auch die absolute, nicht aber die relative Aufnahmerate steigt (Kapitel 1,
Tab. 2). Ein Riickgang der relativen Penetrationsraten mit hoheren P-Konzentrationen kdnnte
zusatzlich auch auf eine fortschreitende Sattigung der Aufnahmeorte zuriickzufiihren sein
(Chamel 1988). Auch in anderen Studien zeigt sich, dass hohere P-Konzentrationen bei
gleichzeitig hoherer Applikationsmenge zu einer hdheren P-Aufnahmerate in Mais (Girma et
al. 2007) und Weizen fiihren (Peirce et al. 2014), bei gleichzeitig verringerter Effizienz. Somit
muss bei steigender Konzentration mit EinbuRRen in der Effizienz des Diingers gerechnet
werden. Erhoht sich jedoch nur die P-Konzentration in der Applikationslésung und die
applizierte Gesamtmenge bleibt gleich, kann kein Absinken der Effizienz bzw. der P-
Konzentration und der Trockenmasse bestimmt werden (Kapitell, Fig.2,3; Tab.2).
AulRerdem verringert sich nach Peirce (2015) die relative Translokation mit Erhéhung der P-
Konzentration der Applikationsldsung, die absolute Translokation bleibt aber immer noch
hoher.

Da P als Makronahrstoff in groReren Mengen von Pflanzen benétigt wird, sollte fiir eine
effektive Blattdiingung eine hdhere Konzentration mit einer etwas geringeren Effizienz
eingesetzt werden, da die Menge an blattappliziertem P auf den Hektar gesehen, relativ gering
ist (2-3kg ha™).

Ubersteigt die relative Luftfeuchtigkeit, z. B. in der Nacht oder in den Morgenstunden, wieder
den Deliqueszenzpunkt, so kann es zu einer erneuten Verflissigung des applizierten Stoffes
kommen. Dies ermoglicht eine erneute Penetration der Blattoberflaiche (Fernandez et al.
2017). Betrachtet man die P-Gesamtkonzentration und den P-Gesamtgehalt der Daten aus
Kapitel 2 (Anhang, Fig. 2), so zeigt sich einerseits, dass innerhalb der ersten 6h der groRRte
Anteil des blattapplizierten P aufgenommen wird. Andererseits ist auRerdem ein leichter
Anstieg des P-Gehaltes Uber die ersten 48 h zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass es zu
einer erneuten Verflissigung der eingetrockneten Applikationslosung und einer
wiederkehrenden Penetration des Blattes gekommen sein muss. Aufgrund von erhdhter
Luftfeuchtigkeit in den Morgenstunden befeuchtete Blatter und die Bildung von

Guttationstropfen an den Blattrandern, konnen eine Wiederbefeuchtung beglinstigen.
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Verbrennungen konnen in dieser Arbeit nur an einzelnen Pflanzen beobachtet werden,
insbesondere dort, wo es aufgrund der Wachstumsmorphologie zu einer Ansammlung der
Applikationslosung gekommen ist (Fig. 5.2). Auch in der Dissertation von Peirce (2015) treten
kaum Verbrennungsschaden an dem Punkt auf, wo der Tropfen mit KH,PO4 appliziert wird.
Verbrennungen auf dem Blatt zeigen sich laut der Autoren Neumann et al. (1981) fiir KH,PO4
erst ab einer Konzentration >0,5M. Zu Verbrennungen kommt es durch die Aufnahme zu
hoher Salzkonzentrationen, welche phytotoxisch wirken und zum Absterben von Zellen
flihren. Beglinstigt wird dies durch die Konzentration, die Umweltbedingungen (Luftfeuchte,
Temperatur), den pH-Wert bzw. die Verwendung von Additiven (Eichert und Fernandez 2012;
Fernandez et al. 2013). Vor allem P-Formen mit niedrigen pH-Werten zeigen eine verstarkte
Aufnahme, aber gleichzeitig auch ein groReres Potential fir Verbrennungen (Peirce et al.
2014; Peirce et al. 2016; McBeath et al. 2020). Ein niedriger Deliqueszenzpunkt begiinstigt
eine langer anhaltende Aufnahme, so dass hohere Salzkonzentrationen eindringen und
Blattschaden verursacht werden koénnen (Noack et al. 2010). Daher wird eine langer
anhaltende Penetration durch die Ansammlung von Applikationslésung an bestimmten

Lokalisationen des Blattes in dieser Studie als Ursache fiir Verbrennungen angesehen.

Figure 5.2: Verbrennungsschaden an Blattern durch das Ansammeln der Applikationslosung in den
Blattachseln noch nicht vollstandig entwickelter Blatter. (A) Sehr starke Verbrennungen durch
Ansammlung der Applikationslésung, die zum Verlust von Blattgewebe gefiihrt haben. (B) Zeitpunkt
der letzten Applikation durch leichte Verbrennungsschaden sehr gut sichtbar. Das Blatt war zum
Zeitpunkt der Applikation nur bis zur weiRen Linie sichtbar.
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Es wird davon ausgegangen, dass Verbrennungen die photosynthetisch aktive Blattflache
verringern (Neumann 1979) und dies die ertragsfordernde Wirkung einer Blattdiingung
schmalert (Fernandez et al. 2013). Daher kénnen bei Makronahrstoffen wie P, die in hohen
Mengen appliziert werden miussen, Salze mit einem hohen Deliqueszenzpunkt von Vorteil
sein. Langsamere Aufnahmeraten konnten Blattschdaden grofStenteils vermeiden wie in

diesem Falle KH,PO4 (Eichert 2019).

5.6 In GefaBversuchen mit Bodensubstrat fihrt eine Phosphor-
Blattdiingung zu einer hoheren Konstanz der Trockenmasse und des

Kornertrags

Die gewonnenen Erkenntnisse aus den Hydrokulturversuchen sollten auch an Maispflanzen
Uberprift werden, die in Bodensubstrat wachsen (Kapitel 3). Vergleicht man die Daten der
vorliegenden Arbeit aus den Kapiteln 1 und 2 mit den Daten aus Kapitel 3, so ist die fehlende
Konstanz im Biomassezuwachs bei in Bodensubstrat wachsenden Maispflanzen mit P-
Blattdiingung deutlich erkennbar (Kapitel 3, Fig. 1, 5). Dies kann einerseits durch die P-
Versorgung an den Wurzeln erklart werden. Wahrend in Hydrokultur tGber zwei Wochen
starker P-Mangel herrscht und ab dem Zeitpunkt der P-Blattapplikationen kein P mehr Gber
die Wurzeln angeboten wird, werden Bodensubstrate mit optimaler Versorgungsstufe
(Gehaltsklasse C) verwendet. Die Bodengehalte und Nachlieferungspotentiale (mittel-hoch)
der beiden Bodensubstrate lassen vermuten, dass diese die Wirkung einer P-Blattdiingung
herabsetzen. Diese Konstellationen wurden bewusst so ausgewadhlt, da sie Béden der
Schleswig-Holsteinischen Ackerbauregionen widerspiegeln sollen (Kapitel 3, Tab. 1).
Andererseits erfolgte in Hydrokultur eine vollstandige Benetzung (abaxial und adaxial) mittels
kalibrierter Handspriihflasche, wahrend in den Versuchen mit Bodensubstrat die Applikation
nur von oberhalb (Uberwiegend adaxial) durch eigene Spriihtechnik mit drei
Doppelflachstrahldiisen (Air Injektor Kompakt-Doppelflachstrahldiisen IDKT 120, Lechler,
Metzingen, Deutschland) erfolgte. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zur Bestimmung der
Aufnahme in Abhangigkeit der Blattseite (Kapitel 1, Fig. 5) und die Daten der subzelluldren
Verteilung von P (Kapitel 2, Fig. 2) zeigen, dass bei beidseitiger Behandlung mindestens eine
Verdopplung der P-Konzentration erreicht wird. Wohingegen bei einseitiger Behandlung die
Konzentration nur um ein Viertel bis ein Drittel erhéht wird. AuRerdem zeigen die Daten aus

Kapitel 1 (Fig. 5), dass sich die adaxiale und abaxiale Blattseite in der P-Aufnahme nicht
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unterscheiden. Daraus kann abgeleitet werden, dass eine P-Blattdiingung mit beidseitiger
Benetzung den Effekt einer Blattdiingung vergréRern sollte.

Wie in den Kapiteln 1 und 2 zeigt sich auch fiir in Bodensubstrat wachsende Maispflanzen eine
signifikante Erhohung der P-Konzentration in den einzelnen Sprossabschnitten und der
Wourzel. Dies bestatigt die Aufnahme des blattapplizierten Phosphors in Hydrokultur aus den
Kapiteln 1 und 2. Ebenfalls wird die Translokation von blattappliziertem P innerhalb der
Pflanze bestatigt (Kapitel 2), da auch hier eine Erhéhung der P-Konzentrationen bzw. Gehalte
in den Wurzeln festgestellt werden kann (Kapitel 3, Fig. 1C, 2B).

In der Studie aus Kapitel 3 zeigt sich jedoch, dass die Verlagerung von blattappliziertem P nur
zu einem gewissen Teil erfolgt und vor allem in den durch die Applikation betroffenen
Pflanzenabschnitten verbleibt (Kapitel 3, Fig.3,4). Ebenfalls bleiben in Kapitel 1 die
Konzentrationen in den vollentwickelten Blattern (alter Spross), auch zehn Tage nach der
letzten Applikation, signifikant erhéht (Kapitel 1, Fig. 3B). Wie in Kapitel 3 bereits diskutiert,
erfolgt eine vollstandige Translokation erst wahrend der Kornfiillung. Dies kénnte, neben der
fehlenden Wachstumszeit, ein weiterer Hinweis darauf sein, warum in Kapitel 1 zum Zeitpunkt
der Ernte noch keine signifikanten Unterschiede zwischen der niedrigeren und den héheren
Aufwandmengen eingetreten sind (Kapitel 1, Fig. 2). AuBerdem zeigt sich auch in Versuchen
mit Bodensubstrat eine Verzégerung der Blattseneszenz infolge einer Blattdiingung mit P
(Fig. 5.1).

Dennoch war die Wirkung einer Blattdliingung, im Vergleich zu absoluten P-Mangelsituationen
in Hydrokultur, weniger stark ausgepragt. Hieraus ist zu schlieBen, dass die Wirkung einer P-
Blattapplikation vor allem unter absoluten Mangelbedingungen zur Geltung kommt. Des
Weiteren zeigt die vorliegende Arbeit, dass P unabhangig vom Erndhrungsstatus der Pflanze
aufgenommen wird (Kapitel 3, Fig. 5), weshalb der Einsatz flexibel gestaltet werden kann. Wie
aus dem Reviewartikel von Noack et al. (2010) hervorgeht, zeigen die bisherigen Studien mit
P-Blattapplikationen im Allgemeinen nicht durchgehend schliissige Ergebnisse. So zeigen auch
die Ergebnisse aus Kapitel 3, die Komplexitat der Wirksamkeit von blattappliziertem P und die
Abhéangigkeit der Wirkung von zahlreichen Faktoren, wie Pflanzenart oder Sorte,
Blattphanologie, Anzahl der Stomata oder den vorherrschenden Umweltbedingungen

(Fernandez und Brown 2013).
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5.7 Bedeutung der Phosphor-Blattdiingung in Mais fir die Zukunft

Die Blattapplikation von Phosphor ist laut der Autoren Noack et al. (2010) eine potenzielle
Managementstrategie, die eine strategische Anwendung von Dinger in glinstigen
Jahreszeiten ermoglicht. Allerdings haben sowohlim Feld als auch im Gewdchshaus angebaute
Pflanzen unterschiedliche Reaktionen auf die P-Blattapplikation gezeigt. Die Ergebnisse der
vorgelegten Dissertation zeigen anschaulich, dass die P-Blattdiingung nicht nur als eine
strategische Anwendung in glinstigen Jahreszeiten zur Ausschopfung des Ertragspotentials
genutzt werden kann, sondern auch unter starken Mangelbedingungen das Potential zur
Verbesserung des Nahrstoffhausaltes haben konnte (Kapitel 1; 3). Vor allem die rasche
Translokation an blattappliziertem P zeigt, dass mit einer schnellen Reaktion der Pflanze zu
rechnen ist (Kapitel 2). Es kann postuliert werden, dass kurzfristiger P-Mangel behoben
werden kann. Somit koénnten insbesondere niedrige Temperaturen wahrend der
Jugendentwicklung von Mais und einer daraus resultierenden schlechteren Aneignung von P
aufgefangen werden. Jedoch muss die Aufnahme und Wirkung von blattappliziertem P auch
unter entsprechenden Bedingungen liberprift werden.

AuBerdem ist laut des Abschlussberichts tber die Auswertung regionaler Klimaprojektionen
der Autoren Dalelane und Deutschlander (2012) davon auszugehen, dass die Anzahl an
warmeren und intensiveren Wetterextremen zunehmen wird. Wechselhafte Temperaturen
wahrend der Jugendentwicklung von Mais im Frihjahr kénnten mit einer Abnahme der
Niederschldage das Risiko von Trocken- und Kaltestress erhéhen. Durch Trockenheit wird die
P-Aufnahme von Pflanzen stark gehemmt, so dass es zum Auftreten von P-Mangel kommen
kann (Bergmann 1993). Nach Turner (1985) zahlt P-Mangel zu den ersten Folgen unter
leichtem bis maRigen Wasserstress. Dies ist auf eine noch geringere Mobilitdt von P-lonen
unter trockenen Bodenbedingungen zuriickzufiihren, da die Diffusion von P-lonen entlang von
wassergefillten Poren oder Bodenpartikel-benetzenden Wasserfilmen erfolgt (Peuke und
Rennenberg 2004; Marschner und Rengel 2012). Die Wirkung der P-Blattdiingung unter
akutem P-Mangel misste jedoch unter verschiedenen Stadien von Trockenstress
wissenschaftlich untersucht werden. Des Weiteren sollte auch Uberprift werden, wie lange
Maispflanzen von einer P-Blattapplikation zehren kdnnen bzw. ob die Maisgenetik (Zahn-,
Hartmais) die Blattdiingung beeinflusst.

Nach der Aufnahme kann die P-Blattdiingung als sehr effizient angesehen werden, wie in der

Studie in Kapitel 2 dokumentiert werden konnte. Dennoch miisste die Effizienz wahrend des
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Applikationsvorgangs erhoht werden. Die Ergebnisse in Hydrokultur zeigen eine geringe
Effizienz (< 32%), aufgrund hoher Verluste an Applikationslosung wahrend der Behandlung
(Kapitel 1; 2). Aufgrund der Applikationstechnik in den Versuchen aus Kapitel 3, kann auch
dort von einer niedrigen Effizienz ausgegangen werden. In der Literatur wird aber in
Abhéangigkeit der Applikationstechnik (Feindosierspritzen) eine Aufnahmeeffizienz von bis zu
95% erzielt (Peirce et al. 2016; 2019; McBeath et al. 2011; 2020). Daher misste vor allem die
Forschung hinsichtlich der Applikationstechnik vorangetrieben werden, um das vorhandene
Potential einer P-Blattdiingung besser ausnutzen zu kénnen (GPS, Pflanzenerkennung und
Bandspritzung wie z.B. AmaSelect Row/Spot). Dies wirde zudem auch die
Applikationsgenauigkeit bei kleinerem Blattflachenindex verbessern. AuRerdem kann aus den
Daten der Kapitel 1 bis 3 geschlussfolgert werden, dass eine Benetzung beider Blattseiten eine
hohere P-Aufnahme gewahrleisten wiirde. Daher ware es von Vorteil, beide Seiten des Blattes
zu behandeln, um eine moglichst groe Anwendungsflaiche und damit die groRtmogliche
Penetrationsflache zu erhalten (Kombination aus Dropleg- und Flachstrahldiisen). Hierzu
missten jedoch ebenfalls weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Die eindeutigen Konzentrationserhohungen (um bis zu 200%, Kapitel 1; um bis zu 150%,
Kapitel 2; um bis zu 44 %, Kapitel 3) lassen vermuten, dass eine mehrfache Blattapplikation
von Phosphor als strategische MaRnahme zur Behebung von P-Mangel eingesetzt werden
kann. Fehlende eindeutige Ertragseffekte in Kapitel 3 deuten darauf hin, dass es keine
ausreichenden Beweise dafiir gibt, ob eine P-Startdiingung reduziert werden kénnte. Dies
miusste, unter der Berlicksichtigung der Applikationstechnik, -konzentration und —haufigkeit,

in Feldversuchen Uberprift werden.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Phosphor (P) ist ein unentbehrlicher Makronahrstoff fir das Wachstum von Pflanzen. Zum
Beispiel hat Mais wahrend der Jugendentwicklung einen hohen Bedarf an anorganischem
Phosphat im wurzelnahen Raum. Kalte und Trockenheit kdnnen zudem die P-Aneignung von
Mais verringern und sich negativ auf den Ertrag auswirken. AuBerdem kommt erschwerend
hinzu, dass herkdmmliche P-Dingemittel eine geringe Nutzungseffizienz aufweisen. Dies
verstarkt die Problematik der diffusen P-Verluste von landwirtschaftlich genutzten Flachen.
Unter dem Aspekt einer effizienteren P-Versorgung von Kulturpflanzen, kdnnte die P-
Blattdiingung eine Moglichkeit zur gezielten Behebung von auftretenden P-
Mangelsituationen darstellen.

Zwar ist die P-Blattdiingung kein neues Verfahren, jedoch ist wenig iber die Aufnahme von P
Uber das Blatt unter Mangelbedingungen bekannt. Die wissenschaftlichen Schwerpunkte
dieser Arbeit lagen dabei in der Verteilung des blattapplizierten Phosphors auf die
subzellularen Kompartimente Apoplast und Symplast, auf der Translokation innerhalb der
Pflanze, auf der Entwicklung der Biomasse sowie auf dem Einfluss der Konzentration der
Applikationslésung auf die Aufnahme und die notwendige Applikationshaufigkeit.

In Hydrokultur, unter kontrollierten Bedingungen im Gewachshaus, konnte gezeigt werden,
dass Maispflanzen mit akutem P-Mangel blattappliziertes Phosphat aufnehmen koénnen.
Dabei stellte sich heraus, dass die P-Konzentrationen von behandelten Pflanzen vor allem
innerhalb der ersten 6 Stunden nach erfolgter Applikation in allen Pflanzenteilen stark
angestiegen sind. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Zellwandeigenschaften und die
lonenverhaltnisse im Blattapoplasten keinen negativen Einfluss auf die Bewegung der
blattapplizierten P-lonen hat. Vielmehr wurde das blattapplizierte P unmittelbar in die
metabolisch aktiven zelluldaren Kompartimente der Epidermis- und Mesophyllzellen
aufgenommen. Dabei erfolgte die Aufnahme von blattappliziertem P unabhangig von der
benetzten Blattseite (ad-, abaxial).

Die deutlich erhthte P-Konzentration in den Leitblindeln belegte zudem eine rasche
Translokation von blattappliziertem P aus dem Blatt. Dabei dominierten die Wurzeln und der
wachsende Spross als Sinkorgane.

Eine dreimalige Blattapplikation flihrte nicht nur zu einer erhéhten P-Konzentration und

einem verstarkten Spross- und Wurzelwachstum, sondern konnte auch einem P-Mangel,

120



Zusammenfassung

beispielsweise in Form von verfriihter Blattseneszenz oder verringerter Blattflache
entgegenwirken.

Durch eine Verdoppelung der Nahrstoffkonzentration, bei gleichbleibender P-
Aufwandmenge, konnte auf eine zusatzliche Blattapplikation verzichtet werden. Dennoch
sollte die P-Konzentration nicht beliebig erhoht werden, da stark erhohte Konzentrationen zu
Schadigungen der Blattstruktur oder von physiologischen Prozessen im Blatt flihren.

In GefaRversuchen mit Bodensubstrat fihrte die P-Blattdiingung zu einer héheren Konstanz
der Trockenmasse und des Kornertrags. Der Anstieg der P-Konzentration war bei Pflanzen mit
keiner oder geringer P-Bodendiingung starker. Eine vollstandige Translokation des
blattapplizierten Phosphats erfolgte jedoch erst wahrend der Kornfiillungsphase. Warum sich
der aus einer Blattdiingung resultierende Effekt auf den P-Status der Pflanze nicht in einer
signifikant erhohten Biomasse oder einem hoéheren Kornertrag niedergeschlagen hat, muss
jedoch in weiteren Forschungsvorhaben untersucht werden.

Die Ergebnisse der vorgelegten Dissertation zeigen anschaulich, dass die P-Blattdiingung nicht
nur als eine strategische Anwendung in glinstigen Jahreszeiten zur Ausschopfung des
Ertragspotentials genutzt werden kann, sondern auch unter starken Mangelbedingungen die

Moglichkeit zur Verbesserung des Nahrstoffhaushaltes bieten kann.
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Summary

Phosphorus (P) is an essential macronutrient for plant growth. For example, maize has a high
demand for inorganic P in the root zone during juvenile development. Cold and drought
conditions can reduce P acquisition by maize and negatively impact yield. In addition,
conventional P fertilizers have a low fertilizer-use efficiency. This increases the problem of
diffuse P losses from agricultural land. Foliar P fertilization might however provide a more
efficient P supply and specifically ameliorate P deficiencies.

Although foliar P fertilization is not a new technique, little is known about foliar P uptake under
deficiency conditions. The scientific focus of this work has been on the distribution of foliar-
applied P to subcellular compartments of the leaf (e.g., apoplast and symplast), translocation
within the plant, biomass development, and the influence of spray concentration on uptake
and required application frequency.

In the greenhouse, maize plants grown under conditions of acute P deficiency by hydroponics
have been shown to be able to take up foliar applied P. The P concentrations within the
treated plants increase significantly in all parts of the plant, especially during the first 6 hours
after application. Moreover, cell wall properties and ion ratios in the leaf apoplast do not
negatively affect the movement of foliar applied P ions. Instead, foliar applied P is taken up
directly into the metabolically active cellular compartments of the epidermal and mesophyll
cells. In addition, the uptake of foliar applied P occurs independently of the wetted leaf side
(ad-, abaxial).

The markedly increased P concentration in the vascular bundles provides evidence of the rapid
translocation of foliar applied P from the leaf. The roots and the growing shoot dominate as
sink organs.

On the one hand, a triple foliar application results in an increased P concentration and
enhanced shoot and root growth, and on the other hand, counteracts symptoms of P
deficiency, e.g., premature leaf senescence or reduced leaf area.

By doubling the nutrient concentration, but at the same P application rate, an additional foliar
application can be omitted. Nevertheless, the P concentration should not be increased
arbitrarily, since strongly increased concentrations lead to damage of the leaf structure or of

physiological processes in the leaf.
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Summary

The results of this work show that foliar P fertilization not only can be used as a strategic
application in favorable seasons to exploit yield potential, but can also provide the opportunity

to improve nutrient balance under severe deficiency conditions.
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Figure 1: Phosphorkonzentration im 6. Blatt (A), 7.Blatt (B), 8.Blatt (C), jliingsten noch nicht
erschienenem Blatt (D) und Wurzel (E) von Maispflanzen aus einem Zwischenversuch 14 Tage nach der
letzten von drei Blattapplikationen. Pos. C (Positivkontrolle) mit einer Phosphorversorgung von
2,0mM KH,PO,  (Kaliumdihydrogenphosphat) in der Nahrlosung (NS); P1 mit einer
Phosphorversorgung von 1,2mM KH,PO, in der NS; P2 mit einer Phosphorversorgung von
0,8mM KH;PO, in der NS. Nahrlosungszusammensetzung und -wechsel erfolgte wie in Kapitel 1
Abschnitt 2.2 beschrieben. Die Blattapplikationen (FA) erfolgten 21, 27 und 35 Tage nach der Aussaat
mit einer Applikationskonzentration von 96 mM KH,PO,4 (P1) und 144 mM KH,PO,4 (P2) in den friihen
Morgenstunden zwischen 6:30-7:30 Uhr. Die Blattapplikation erfolgte nach demselben Prinzip wie in
Kapitel 1 Abschnitt 2.2 beschrieben. Die einzelnen Blattetagen wurden nach der Ernte dreimal
gewaschen, anschlieBend getrocknet und gemahlen. Die Analyse von Phosphor erfolgte wie in
Kapitel 1 Abschnitt 2.4 beschrieben. Balken stellen Mittelwerte + SD dar (n =5). Kleine Buchstaben
kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungen (ANOVA mit Duncan-Test,
p <0,05).
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Figure 2: Phosphor-Gesamtkonzentration (A) und Gesamtgehalt (B) der Maispflanzen aus Kapitel 2
ohne 5. Blatt. Das 5. Blatt wurde fir die Infiltrations-Zentrifugations-Methode (AWF-Extraktion)
verwendet  (Kapitel 2,  Material & Methoden).  Pos.C  (Positivkontrolle), 0,2 mM KH,PO,
(Kaliumdihydrogenphosphat) in der Nahrlosung (NS); neg.C (Negativkontrolle), 0,2mM KH,PO, in der
NS in Woche 1 und 0,01 mM KH,PO4 in der NS fiir die restlichen zwei Wochen; Root (Wiederzugabe
Uber die Wurzeln), 0,2mM KH,PO, in der NS in Woche 1, 0,01 mM KH,PO4 in der NS in Woche 2 und 3
und 0,2mM KH,PO, in der NS als Wiederzugabe in Woche 4; FA;qo (Blattapplikation), 0,2 mM KH;PO4
in der NS in Woche 1, 0,01 mM KH;POy4 in der NS in Woche 2 und 3 und 0,0mM KH,PO4 in Woche 4 +
200 mM KH,PO, als Wiederzugabe (iber das Blatt in Woche 4. Graphen stellen Mittelwerte + SD dar
(n=4). Kleine und grolRe Buchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungen (ANOVA mit Duncan-Test, p < 0,05).
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