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1 Hnleitung

Interaktionen zwischen Pflanzamd Ameisen sind mannigfaltig und bieten zahlreiche Beispiele fur
Symbiosen (Bronstein et al. 2006, R@my & Oliveira&2007, Mayer etal. 2014). Die Bandbreite

reicht von opportunistischen und fakultativen Interaktionen bis hin zu obligaten Amé&#anzen
Assoziationen. Ameisen verbreiten fir Pflanzen Samen und erhalten als Gegenleistung die
lipidreichen Anhéangsel der Samen, sogenanitaiosomen (Fischer et al. 2008), oder schutzen
Pflanzen vor Herbivorie (Heil BicKey 2003, Heil2008, Mayer et al. 204). Wahrend fakultative
Assoziationen auch in gemafRigten Breiten moglich sind, beschrénken sich obligate APfleiszen
Assoziationen auf den tropischen und subtropischen Raum (Dav&lddoKey 1998 Die Vorteile

einer obligaten Assoziation fur Pflanmed Ameisen sind divers. Ameisen schitzen die Pflanzen etwa
vor Herbivoren, sdubern diese von Pilzpathogenen oder entfernen rankende Pflanzen (Janzen 1966,
Schupp 1986, Vasconceld391, Gaume et al. 199 Fischer et al2002). Stellenweise versorgen die
Ameisen die Symbiosepartner sogar mit Nahrstoffen (Sagers et al. 2000; Fischer et al. 2003;
Gegenbauer et al. 2012). Im Gegenzug wird den Ameisen von der Pflanze oft Wohnraum, der als
Domatium bezeichnet wird, zur Verfliigung gestellt. Die Domatien der nkoptgtischen Pflanzen
werden von den unterschiedlichsten Pflanzenorganen, seien es der Petiolus und ausgeholte Stamme
wie beiPiper(Fischer et al. 2002), hohle Nebenblattdornen wie Adeaga (Heil et al. 2004) oder die
hohlen Stamme und Aste b€ecropigDavidson & Fisher 199@bildet. Zudem bieten die Pflanzen

den Symbiosepartnern oft auch Nahrung in Form von extrafloralem Nektar (EFN) oder

Futterkorperchen (Mayer et al. 2014).

Die Interaktion zwischerCecropia(Urticaceae) undAzteca (Formicidae, Diichoderinae), die im

Fokus dieser Untersuchung steht, ist eine der bekanntesten und am intensivsten untersuchten in den
Neotropen (Bronstein et al. 2006yalverde & Hanson 2011 Cecropiaist eine sehr haufige
Pionierpflanze, die nicht nur in Lichtungem primadren Regenwald sondern auch in Plantagen,
Weiden, Garten und entlang von Strafl3en verbreitet ist. Ein gro3er Te€@elgopiaArten wird von

Ameisen der Gattundztecabesiedelt. Die Assoziation mit deékztecaAmeisen ist schon seit Uber

100 Jahren é&kannt, wobei allerdings in ersten Beschreibungen die symbiontische Natur der
LYGSNI{1GA2Y y20K &il NJCeclogicbedaflzilremIcedeihed tdzieca o dzNR S
' YSAaSy a2 ¢6Syradasr sAS RSN I dzyR RSNI @drid€eSoa
Anpassungen der Pflanze an ihren Symbiosepartner vielfaltig AZtecaAmeisen leben in den

hohlen Internodien des Stammes und spater auch in den AsterCeamnopia Die Pflanze weist in

jedem Internodium eine Stelle, das Prostoma, auf, in detblirdel fehlen und das Gewebe

schwacher ausgepragt ist. Diese Stelle wird von den Ameisen durchbrochen und als Zugang zum



Domatium benutzt (Longino 1991). Zudem produzi€dcropiaFutterkdrperchen. Neben kleinen
Pearl bodies auf den Blattern werdetr alem die sogenannten Multeichen Korperchen (MKs)
gebildet. Die MKs werden an der Basis des Petiolus von einer kielférmigen Struktur, dem Trichilium,

das mit Trichomen bedeckt ist, produziert (Rickson 1976).

Die Genese und Zusammensetzung dieser MKs bilden einen zentralen Schwerpunkt der vorliegenden
Arbeit. Obwohl die Anatomie der Trichilien bereits untersucht wurde (Rickson 1976, Bischof et al.
2013), bestehen noch ungeklarte Fragen; besonders die Funkeésn dhs gesamte Trichilium
Uberziehenden, Trichompolsters wurde bisher kaum thematisiert. Zudem lag der Schwerpunkt der
bisherigen Untersuchungen zur chemischen Zusammensetzung bisher auf den Kohlenhydraten.
Weiters wurde nicht untersucht, inwieweit sichied MKs unterschiedlicherCecropiaArten

unterscheiden.

Vor kurzem wurde au3erdem ein zusatzlicher Partner in@kgropia/Aztec#\ssoziation gefunden:

Pilze der Ordnung Chaetothyriales (Ascomyceten), auch als >schwarzebdeéehnet. Auch in
anderen AmeisetfPflanzen wurden solche Pilze gefunden. Die Ameisen Kkultivieren sie in
>Pilzpatches< (Defossez et al. 2009, Voglmayr et al. 2011, Blatrix et al. 2013). Da zudem kurzlich
nachgewiesen werden konnte, dass der Pilz bei ssmeAmeiserPflanzerAssoziationen an die
Larven verfittert wird (Blatrix et al. 2013), stellt sich die Frage, ob der PilzpatéiztEraebenfalls
Nahrung sein konnte. Uberraschenderweise wurden unlangst MKs dokumentiert, die auf dem
Pilzpatch lagen undvon Hyphen durchdrungen waren (Mayer, personliche Mitteilung). Die
Inhaltstoffe des Pilzpatchs und welche Rolle er in AetecaCecropiaAssoziation einnimmt, sind

jedoch bisher noch nicht bekannt.

Verschiedene Entwicklungsstadien der Ameisen haben oferschiedliche Néahrstoffanspriche.
Wahrend Arbeiterinnen etwa vor allem Kohlenhydrate benétigen, sind fiir heranwachsende Larven
etwa Proteine von groéRerer Bedeutunbldward & Tschinkel 1981, Echols 1966, Heil et al. 1998,
Fischer et al. 2002). Das Metaibgpektrum (also etwa losliche Aminosauren, Kohlenhydrate,

Fettsauren und Sterole) voxztecawurde bisher jedoch noch nicht untersucht.

Das Anliegen dieser Untersuchung bestand somit darin, anatomisch die Entwicklung dewbhdler
Kdrperchen zu dokunmgieren und mit einem metabolomischen Ansatz zu klaren (1) welche
Inhaltsstoffe  die MKs verschiedenerCecrop-Arten  aufweisen, (2) fur welches
Insektenentwicklungsstadium die MKs ein geeignetes Nahrstoffangebot bieten, (3) ob auch der
Pilzpatch als Nahrundienenund bei MK Knappheit als MK Substitution verwendet werki@nnte,

und (4) welche Funktion die Trichome der MKs haben.
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Um die Fragestellungen zu tberprifen wurden in der vorliegenden Arbeit umfassende anatomische
Untersuchungen (Binokular, Lichkrmskopie, Computertomographie) durchgefiihrt. Um die Anlage

und Pflege des Pilzpatches zu untersuchen, wurden mittels Endoskop Videoaufnahmen im Inneren
frisch besiedelter Domatien gemacht. Um Ruckschlisse auf die Zusammensetzung der Gewebe und
mdgliche Narstofffliisse ziehen zu kénnen wurde schlieBlich eine umfangreiche Metabolomics
Analyse von vier unterschiedlich@&ilanzenGewebetypen (MKs, Pilzpatch, Trichome, Trichilium) und
von MKs dreieCecropiaArten (C. insignisC. obtusifoliaC. peltatg durctgefihrt. AuRerdem wurde

das Metabolitspektrum von Arbeiterinnen, Larven, Puppen, Geschlechtstiere der symbiontischen

Aztecasp- Arten untersucht.
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2 Methoden

2.1 MorphologischrAnatomiscle Untersuchung

Es wurcen Trichilenproben von Cecropia insignisim Unterwuchs einer Olpalnenplantage in der
Nachbarschaft & Tropenstation La GambgN 8°4261', W 83°1297"; Sehdhe: 70m, jahrlicle
Niederschlagsrenge: 6000mm)genommen, die verschedenes Aler aufwiesen. Beide befanden sich
allerdings ineinem Stadium in dm MKs produzrt werden. Zudcem wurde in derselben Plantag eine
Trichilenproben von einer ca. 1,70m hoen C. cf. peltata genommen. Die Proken wurden in FAA
(Formalathyd, Essigséue und Alkohol) fixart, in Wien in 70% Alkohol (dsflhrt undin dieser Lésung
bis fur weitere Untersuchungn gelagert. Die Analysen der Proben va@hcf. Peltata erfolgte mittels
Binokular und Computertomographie (Binokuldintersuchungen, CGUntersuchungen)Von dn

Proken vonC. insignisvurden Schnite angefertigt (LMUntersuchungn).

2.1.1 BinokularUntersuchungen

Zwei Trichilen-Proken wurden KritischRPunkt gtrocknet (CP Autosamdi@®15) und anschdidend mit
dem Binokular Qlympus SZH10 research stdramtersucht und fotografirt (Nikon DSI1). Die
Aufnahnen  (BnokularUntersuchungn/ LM-Untersuchungn/ CTFUntersuchungn) wurden

teilweise mit dem ProgrammGimp 2.810 (Gimpelevopment Team) nachlearbeitet.

2.1.2 CTFUntersuchungen

Eine Probe vog.cf. peltata wurde in einer aufsteigenden Alkoholserie entwassert (80%, 90%, 96%),
mit einer Wasserstrahlvakuumpumpe entliiftet und schlieBlich in FAA + 1% PTA
(Wolframphosphorsaure) Uberfihrt und fur 14 Tage infiltriert. Die Infiltration mit Wismut

kontrastierte die MKs nicht, weshalb die damit behandelte Probe nicht computertomographisch

erfasst wurde. Die Probe wurde anschliel3end KritRahkt getrocknet (CPAutosamd15)

Gescannt wurde mit dem XRadia MicroXX0U-System, wobei der Scan mit einem 1x und einem
10x-Objektiv durchgefuhrt wurde. Fir die Rekonstruktion des Bildstapels wurde die Software
XMReconstructor 8.1.6599 (XRadia Inerwendet. Fur das 3ERendering wurde AmirgBuild 006
Sellb; Konraduse Zentrum Berlin (ZIB) & Visage Imaging Inc.) verwendsieiwdurch die
verschiedenen Graustufenwerte Gewebe identifiziert und unterschiedlich eingefarbt werden
konnten. Bei der Bearbeitung wurde besonders auf die Verteilung der MKs, den Aufbau der
Leitbiindel und die Trichomtypegeachtet. Der Scan und die Beeitng der Bilder wurden von

Susanne Pamperl durchgefinhrt.
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2.1.3 LM-Untersuchungen

Nach nehrfacher Entliftung und Entwassrung wurcen die Proken in Technovit 7100Harter |
(HeraeusKulert) tberfihrt und mehrere Wochen im Kuhilschrank infilteit und anschiRend in
Technovit7100 Haer 1l (HeraeusKulert) eingebettet. Mit einem Mikrotom wurcen 7um dicle
Langschnitte angefertigt.

Die Schnite wurden anschiend mit 0,5% Toluidinblabzw. Ruteniumrot) gefarbt und mit
Entellan eingedeckelt. Die Querschnitte wurden mit einem Lichtmikroskop (Olympus BX 50)
untersucht und fotogragrt (Nikon DSFI1).

Um de Genese der MKs lesser zu dokunentieren, wurde die Entwicklung in erschedene Staden
untergliedert. Baserend aufRicksoM (1976)lichtmikroskopiscen Untersuchungn zur Entwicklung
der MKs wuren Kaegorien zur Dokurentation der Entwicklungsschriit festgelegt. Da das Losléa
untersucht zusétzliclr

der MKs vom Trichilium empauer verden sollle, wurde ein

Entwicklungsschritt dfiniert (Tah 1).

Talelle 1. Die Bnteilung der Entwicklungeines Trichiliums in Stael in Anehnung an Rickson (1976tadium
5 wurde neu hinzugfiigt. Die Grofenangaten beziehen sich auf Largund Beite der MKs

Stadium 1

Stadium 2

Stadium 3

Stadium 4

Stadium 5

sehr klein, um de
10um, venige Zellen
(ca. 4) nochéine
Wdlbung, édiglich
Zellkollektiv

10-20umLéang/
10-20pumBeite

klein, deutlich unter
100pm, venige Zellen
(ca. 10)éichte Wélbung
der Epidermis

20pumLang/
20pmBeite

deutlich kkeiner als
Stadium 4 bzw. 5;
vielzellig, noch e@utlich

in Gewebe eingebett et

100pmLé&ng/
100pumBeite

relativ grof3,
verschméaérte Basis,
jedoch noch erbunden

mit Gewebe,

500pumLéng/
400umBeite

volle Grof erreicht,
loscelost, Glykogn-
Einlagerungen (Bischof
et al. 2013)

700umLéang/
500um Beite

2.2 Bhologische Untersuchung

Es wurck versucht durch Bobachtung zu Gérprifen, ob vonden Anmeisen bzw. Kdniginen MKs

oder anderes Pflanenmaterial auf de Pilzpatcles aufgetragen werden.

Mit einer sehr lichtempfindlichen Kanera (Canortos 5D Mark 1) undinem Endoskop (Fa. Karl Storz
GmbH) wure die Aktivitat in gerade besiedelten Domaten aufgezeichret. Als Lichtgelle wurde eine
eigens konzipgrte Apparatur ‘erwendet. Da cderen Lleuchtkraft nicht auseichte, wurde die
Beleuchtung mitels starler Tasclenlampen werstarkt (Fig. &). Durch dé Beleuchtungsapparatur
wurde das Domatium indakt beleuchtet und es konne auf direkte, fir die Ameisen storende

Beleuchtung, dé Uber dasEndoskop gleitet wird, verzichtet werden.
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Mit dieser Methode wurden \ersuchspflanen an dei unterschedlichen Standoren (Schoterstral%,
Garen, Regenwaldlichtung) unersucht, wolei darauf gachtet wurde, dass sich di Pflanzn in
einem sehr frilhen Stadium dr Besiedlung kefanden. Wi sich gzeigt hat, istein angebohrtes und
dann weder verschlosenes Prostomaein gutes Indiz fureine vor kurzm erfolgte Neubesiedlung.

Stellenweise wurden auch groBre Kolonen untersucht.

Die Pflanz wurde anschlef3end aneiner nichtverholzten Selle (im untersuchen juvenilen Stadium
ist meist die gesame Pflanz2 noch nicht erholzt) mit einem mantellen Handboher vorsichtig
angebohrt. In dasentstandene Loch wure vorsichtig im passden Winkel dasEndoskopeingefiihrt
und anschifRend die Beleuchtungsapparatwen platzert (Fig. 8). Da diser Engriff eine Storung
darstllt, wurde meist ca. 15min gwartet, bis sich d¢ Ameisen wieder beruhigt hatten, bevor gefilmt
wurde. Beim Filmen wurde dasEndoskop (neist) nicht mehr bewegt. Gefilmt wurde zwischen 30 und
60 Minutenmit der lichtempfindlichsen Bnstelloption (1ISC6.400)

2.3 Analy= der Metabolite

2.3.1 Samneln der Proken

2.3.1.1 Samnelorte

Untersucht wurcen Pflanen (C. obtusifolia, C.gitata, C. insignisund Aneisen (Azteca sp) in der
Umgebung der Tropenstation La Gamba. Usine grof®e Menge an MKs zu lukeren, wurde an vilen
unterschiedlichen Standorén zuverschiedeneMagsziten gesammelt. Proken wurden im Zitraum

Anfang $ptember bis Anfang Oktodr 2013 gnommen.

En grofer Teil der MKs wure auf dem Gebiet der Finca Amalal geerntet. Dalkei hancklt es sich um
die Flacle eines Wiederaufforstungsprogkts. Die von Aneisen nicht bkesiedelten GCecropia
Erntepflanzn (n=6) waen alkesamtentlangeines Bewés®rungsgralens angordnet, meist zwisclen

zwei und diei Metern hoch und zudm, mit einer Ausnahne, sehr sonrenexponiert.

Zucem wurden MKsauf unbesiedelten Gecropien in einer Olbaumplantag in der Nachbarschaft er

Tropenstationabgesamrrelt (n=3).

Des Weiteren wurden im Garéen der Forschungsanla&gTrichilen bewohnter CecropiaPflanzn (n=3)
mit Tangé-Trap gschitzt und wederholt abgesamnelt. Bei Tangé Trap (CONECH) handlt es sich
um eine sehr klebrige Mas®, die die Exklusion @r Ameisen gewdhrleistet. Beim grof3ziigign
Auftragen der Mas® rund um de Trichilen wurde versucht de Trichilen von Tangd-Trap

freizuhalen. Da mitunér beobachet wurde, wie die Ameisen mit Partileln und toten Arbeiterinnen

14



Briiclen zu an Trichilen errichteten, wurde die Barriere mit Tangé-Trap nehrfach erneuert.
Generell wurde der Grof3eil der (auch unlewohnten) GecropiaPflanzn in irgendeiner Weise mit

Tangé-Trap gschitzt, um das Adsnten der Trichilen durch flugunfahig Insekten zu \erhindern.

Bne Proke stammt auseiner Aufsammlung im Juni 2013 aus Monteverdacem wurden auch
Proken eines Individuums in Vén im Glashaus @Rnweg 14, Institue of Botany and Botanical
Garten) genommen. Da dé MKs a@r Pflane von nemandem geerntet wurden, konne eine grole
Menge an MKs géichzitig gesamnelt werden. Anstatt we tblich mit der Praparernadel wurden die
MKs akrdings mit Hilé von Trichern aus Fikrpapier von dcen Trichonen heruntergeschittelt.

Vertrocknete MKs und ¥runreinigungen wurden anschif3end miteiner Pinztte entfernt.

2.3.1.2 Samneln der MKs

Die frischen MKs wur@n einzeln mit einer Praparernadel abgesamnelt, wobei darauf gachtet
wurde, dass nur frisoly also veil3 gefarbte MKs entfernt wurden, wahend bereits langere am
Trichilium présntierte, ausg@trocknete MKs (braunlice Farbung) nicht gerntet wurden. Zusm
wurden mitunter auch MKs, @i sich ceutlich unter dem Trichompolsterabzichneten, mit der

Praparernadel herausgelost, wolei darauf gachtet wurde, keine Trichone mit einzusamneln.

Um die nétige Menge fur die chemiscte Analy® zu sammeln, wurden stets alke erreichbalen
Trichilen abgeerntet. Der Plan die unterschiedlich alen Trichilen einzeln einzusamneln, wurde
aufgrund as geringen Troclengewichts der MKs erworfen. De einzige Ausnahne bildet die Pflanz
im Glashausdes Botanischn Garens cer Uniwersitat Ween, deren Trichilen in \erschedene

Altersstufen unterteilt und abgesamnelt wurden.

Gesamnelt wurde in Eppendorfgefalie (=5pis), de mit Watte verschlossn und spéagstens nach 20
Minuten Samneln in Silikagl aufbewahrt wurden, um \érfalschung durch enzymatiscie

Abbauproesse zuvermindern.

Die MKs wureén nach &m Ruicktransport (reist nachetwa 5 Stun@n) in die Tropenstation La
Gambain der Mikrowelle bei hochser Temperaturstufe fir 30 Skunden erhitzt. Deser Schritt
wurde durchgefuhrt, um weitere Enzymaktivitdt zu urgrbinden. Anschifend wurcen die
gebffneten, lediglich mit Wate verschlosgnen Epis im Trocknschrank ér Station kei ca. 35°C bis
zum Heimtransport gelagert und in Wen bis zuiextraktion verschlosen auflewahrt. De im Glashaus
gesamnelten MKs wur@n nicht mit der Mikrowelle behandelt, sondern sofort in den

Troclenschrank tlbrfihrt.
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Auch die abgeschnitienen Ase, die zum Samraln von Ingkten und Pilzpatces herangezogen
wurden, (Vgl.: Kapitel2.3.1.4 Ernte restlicher Gewele wurden mit Tangd-Trap kehancelt,
aufgehangt und dé MKs nacheiner Nacht abgerntet. Durch daseinmalige Absamneln lediglich
eines Ases konne allerdings nurein Brucheil des Frischgwichts cer anderen MK-Prolen erreicht
werden. Umeine Vergleichbarleit mit den Insktenproben derselben Pflanez zu gwahren, wurden

aber auch dese Probken fur die Untersuchung ausgwahit.

Als probématisch stllte sich teraus, dass ele Pflanen zwar MKs aufvesen, alker nur ein Brucheil
der angestrebten 10mg Trocgngewicht gesamrelt werden konnte. En Grol3eil der Proken wurde
daher gepoolt und fur Laborstlaufe (Extraktion/Derivation/Analy®) verwendet. Bei der Auswahl
der Proken fiir die Analy® wurde darauf geachtet, dass a# drei in La Gamba vorkomenden
CecropiaArten reprasentiert waren (Longino 2010)Untersucht wurden die MKs vondrei Individien

von C. insignisfunf Individien vonC. obtusifoliaind €chs Individen vonC. ltata.

2.3.1.3 Bestimmung vonCecropia

Zur Bestimmung er CecropiaPflanzn wurden jeweils Fotos @r Olker- und Unerseite, der Blatter,
des Mittelsegments, des Zentrums der Blattrervatur, des Habitus, ds Retiolus, der Krore, des
Stipulus, eines jungn und eines alen Trichiliums, ds Stamnmes und @gebenenfalls der
Infloresznzen gemacht. In La Gamba gibés diei GecropiaArten (C. pltata, C. insingnisind C.
obtusifolig (Longino 2010)Baserend auf cem Bestimmungsschliss$ von Berg et al. (2005 wurde
die Bestimmung auf Artnigau durchgefihrt. Bei den infloresznztragenden, ausgwachnen
Baunen konnt die Bestimmung einfach und éfinitiv durchgefiihrt werden. Da jung Cecropia
Pflanen einer Art in vielen Bereichen shr varianenreich ausgbildet sind gtwa <ehr
unterschiedliche Lapgenanzahl @r Blatter einer Art), erwies sich dé Bestimmung ebr juvenilen
Pflanzn, die fir die Untersuchung ér MKs kerangezogen wurden, als schvérig. De Bestimmung

auf ArtNiveau konne dennoch mit elativer Siclerheit bei allen Pflanen vorgenommen werden.

2.3.1.4 HEnte restlicher Gewebe

Fur de Untersuchung ér Inskten- und Pilzpatchegwebe wurden ausgwachne CecropiaBaune,
die eine voll entwickelte Infloresznz aufwiesen, waslie Bestimmungerleichtern sollte, gesucht. Dé
Untersuchungsbaum befanden sich im Gaen der Station bzw. an Str&@randern in der
Umeebung. Mit einer Baumschre mit Teleskopstang wurden je zwei Ase der Baune
abgeschnitten. Geschnitten wurden Ase, die Infloresznzen aufwiesen und elativ gut zuerreichen
waren (in 3 bis BVletern Hohe). Es wurce versucht de Aste mdglichst nak beim Baumstammzu

schreiden, um so @n Ast in giner vollen Lange untersucten zu kénen.
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Im Laué der Untersuchung kristallisrte sicheine Methode heraus, de am besten garanterte, dass
die Ameisen nicht mit &em Abtransport @r Brut oder gar mit em Abwanetrn der Kolone auf den
starken Bngriff reagerten: De Ast wurden mdglichst bald nach ed Riicklehr ins Labor in
unterarmlange Stiicle gehackt, sofort in luftdiche Plastiklehalter verpackt und fureinige Stuncen in
die Tiefkuhltruhe (ca.-18 °C) glegt. So wuran die Ameisen betdaubt und konnen auch spér viel

leichter abgesamrrelt werden.

AnschieRend wurden die Aste mit einer Machete oder einem Messer gedffnet und rasch d
betdubten Aneisen mit einer Pinztte gesammelt Bedauerlicherweise mussen die Ameisen fur die
Untersuchung gtotet werden. Pro Ast wurd versucht um dé 30 Aneisen zu samreln. Zusatzlich
wurden ca. 10 Arbeiterinnen zur Artkestimmung in 96% Alkohol koawiert. Neben den
Arbeiterinnen wurden, falls vorhandn, noch eingesamnelt: gefliigelte Geschechtstiere, Pupgen,
Lanen, von en Aneisen gehaltene Coccoida, wobei letztere leider nur in €hr geringen Mengen
gesamnelt werden konnen und deshalb in @r Analy® nicht berticksichtig wuren. Des Weiteren
wurden Prolen des Pilzpatchs vorsichtig aus eh Domaten gekratzt Trichiliumprolen wurden
generell von pder Pflanz, von der MKs abgsamnelt wurden, entnommen und zwarjeweils Proken
eines jungen undeines alen Trichiliums. B8 aufgenommenen Laex- und Stelproben konnten in der

Analy® ebenso nicht kertcksichtigt verden.

Auch dese Proken wurden mit Watte verschlosen und im Troc&nschrank lei 35°C gtrocknet. In
Wien wurden die getrockneten Gewebe gegebenenfalls von Watepartikeln gereinigt. Zueém wurden
die Trichilenproben bearbeitet: Mit einer Pinztte wurden die Trichome von den Trichilen gerupft,
um se separat zu unérsucten. Dalei wurde versucht mdglichst wnige MKs mit in d& Proke zu
nehmen. Aufgrundder teilweise sehr geringen Grofe junger MKs (Vgl. Kapitel 3.1.1: Anatomie
Morphologie und Entwicklung der Miller’'schen Kérperghgatang das miturgr sicterlich nicht zur
Géane. Dennoch wurae die Trennung vorgnommen, um so ungrschiedliche Tendenzen in der
Zusamnensetzung s Trichiliums (mit Trichiliunegvebe, Trichonen, MKs) und dr Trichone

auszumachn.

2.3.2 Laborungersuchungn der Proken

2.3.2.1 Methodenfindung zur Analesaller Gewebe

Am Department for Molecular Systms Biology(University of Venna) wurden unterschedliche
Methoden erprobt, um de beste Analygtechnik zueruieren. Um Ergebnis® zu erzielen, die einen
Vergleich mit den Inhaltsstoffen der FutterkOrperchen anderer myrmekophytiscler Pflanzn zulassn

wuirden, wurden Vorunersuchungn mit dem Protokollvon Fiscler et al. (2002 gemacht
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Mehrere Probeversuchsgang zeigten jedoch, dass @se Methode bei geringer Prokenmenge (10mg)
schwer umsetzbar ist. Dabr wurde ein StandardProtokoll ces Departments for Molecular Systms
Biology ausgwahlt. De Analy® war damit einfacher durchzufiihen, weniger fehleranfallig und
fuhrte zudem zu umfangeicheren Resultaten. Die Analy® (Extraktion, Derivatisation, GEMS
Messung, Analysmit Chromatoff)erfolgte leicht modifizert nachWeckwerth et al. (2004).

2.3.2.2 Extraktion

10mg aer Proken (MKs,etc.) wurden mit je funf in Methanol gewasclenen StainessMetallkugeln
homogenisiert. Anschi3end wurden sk in einer Retsch-Muhle (Retsch MM400, BtschGmBH& Co
KG, Haan, @many) kei 30p fir 30 8kunden gemahlen, um de Zellen aufzuschéf3en. & nach
Gewebeart wurden sk so oft ggmahken, bis dé Prolke eine pulvrige, nicht klumgnde Mas®
darstllte. Bei schver aufzubechenden Geweben (etwa: Trichilium, tw. Ingkten) wurde teilweise
mehrere Minuten homogenisiert. Da der Homogenisierungsproess auf Daer zu vel Hitz erzeugt,

wurden die Proken nach jedem Homogenisierungsschfiit mindestenseine Minute auf Eisggekihlt.

Far de Extraktion wurce 1ml MCW (=Mthanol, Chloroform, Mili@Vas®r im \erhaltnis 2,5:1:0,5)
Zu pder Prote pipettiert. Das MCW wumstets lichtgeschiitzt kei -20°C aufbwahrt. Zuém wurde

der gesamie Extraktionsproess aufbs durchgfiihrt.

Die Proken wurden fur 8min aufBs inkubert und schle3lich kei -4°C lei 14.000G fur 4min
zentrifugiert. Die Uberstande wurden vorsichtig abpigttiert und aufBs gelagert, wahrend das Rllet
abermals mit 300ul MCW auégchlosen wurde. Nach @m Beifigen von MCW wurdn die Epis
beide Male fir einige Sekunden auf einem Vortex geschittelt, umdie pulverisierten Prolen mit dem
Losungsmitel zu misclen. Danach wur@n die Proben erneut fir 8min aufEs inkubert, bei 14.000 G
und 4°Czentrifugiert und die Uberstande abermals vorsichtig abpiitiert. Dasiberbleibende Pellet
wurde bei -80°C fiir weitere Untersuchung@n zwisctengelagert. Die Uberstande wurden in der
Seedvac (Sped-vacconentrator; Scan, Vac, DKgikeinem minimaen Vakuum von 0.001bar fir
durchschnittlich etwa zweieinhalb Stunén wverdampft und bis zur E@rivatisation kei -20°C

zwischengelagert.

2.3.2.3 Derivatisation

Fur de Derivatisation wura zunachstkine Methoxyamire-Hydrochlorice-PyridinLosung angfertigt.
Dazu wuré@n 20mg MOX (Sigmaldrich) mit 500ul Pyridin (SigmaAldrich) wrmischt. Durch
mehrmaliges Vortexen unter warmem Wassr wurde sichergestellt, dass sich &éide Substanen zur
Géane vermiscten. Anschiflend wurden je 20pl der LOsung auf @i bei Zimmertemperatur

aufgetauten Proken pipettiert, gevortext und flretwa zwanzig &unden zentrifugiert. Anschléf3end
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wurden sk auf einem Trermoshaler bei 550650rpm kei 30°C fir 90min inkuert. Wahrenddessen
wurde MSTFAN-Methyl-N-trimethylsilyktrifluoroacetamide) (Macrery Nagel) mit Alkaren von C10
C40(allegeraden Alkane, also C10, C12, C14 usiein Hexangelostwaren(50mg Alkane in einem
Liter Hexan)(SigmaAldrich) \ersetzt, um fur de Analy® die Berechnungeines Retentionsindex zu
ermdglicten. Dazu wur@n die bei -20°C gkihlten Alkare vorsichtig mit ér Handerwarmt und mit

einer Spritz 30ul davon zu 1ml MSTRAsung gspritzt.

Nach er Inkubation wureén 80ul ces MSTFAIkanGemischs zugder Proke pipettiert. Bei Proken
mit sehr geringem Troclengewicht (<5mg), wurdn lediglich 40ul pipttiert. Nach erneutem
Vortexen und Zentrifugieren wurden die Proken im Tlermoshaler bei 650rpmund 37°C fir 30 min
inkubiert. Anschlef?end wurden sie bei Raumemperatur (~23°C) mit 14.000G fir eivMinuten
zentrifugiert, 80ul bzw. 40pulin GGVials abpipettiert und diese mit Bordeverschluss (crimpcap)

verschlosen und inrerhalb maximal 48h gemessen.

2.3.2.4 GCMSMessung

Die Proben wurden mit GETOFMS (IECO Rgasus® 4D GCxEOFMS, Monclengladbach,
Germany) g¢messen. De Injektion wurde mit einem split/splitlessinjektor unter einer konstanen
Temperatur von 230°C durchgfUhrt. Das Ingktionsvolumen betrug 1pL. Aufgrund et
unterschiedlichen Troclengewichte und der sehr verschiedenen Beschafenheit der untersuchien
Gewebe konnten nicht ale Proben in der gkichen Splitrak gemessen werden. Gemessen wurde
splitless (ohm Verdiinnung) undS5 Yerdiinnungl:5). Um die sensible Saué zu schoen, wurden
nicht ale Gewebe splitless gemessn, da Vorunérsuchungn gezeigt hatten, dass bstimmte
Metabolite in bestimmten Geweben (etwa Trichone) besonders stark ausgpragt waen. Da der
Vergleich von MKs und Pilzpatch im Fokusr dUntersuchung stht, wurden die Proken beider
Gewebe splitless @messen. Die StandardSplitrake fir die Untersuchung alir Gewebe betrug S5
(alsoeine 5facte Verdiinnung). Umeine Vergleichbarleit aller Gewebe zu gwahren, wurden auch
drei MK-Proken und die vier Pilzpatchproben zusatzlich S5 gemessen. Zuséatzlida ein Mix mit

internen Standard$QCMix) sowohl splitess als auch split5 miggnessen (Tab.2).

Takelle 2: Anzahl defProben in unterschiedlichen Verdiinnungsraten (Sphtrate 1:5, SL = splitlgss

S5 | Arbeiter- | GescHe- | | anen Puppen MKs Pilzpatch | Trichilium | Trichome
innen chtst

n= 4 3 4 4 3 4 2 2

SL MKs Pilzpatch

n= 14 4
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Die gasclomatographisck Trennung wureée mit einer HR5MS Sad (30m, ID0.25mm 0.25pm,
Agikent Technologes) durchgefihrt, wobei Helium als Tragrgas miteinem Volunenstrom von 1mL
min™® verwendet wurde. Die Temperatutbetrug zunachst fiir eine Minute 70°C. Darauf folgte ein
kontinuierlicher Temperaturanstieg von 9°C thihis zu 330°C, die fir 7 Minuten beibehalten
wurden. Die Mas®nspektren wurden mittels einer Detektor-Spannung(1550 V, electron impact
ionization 7@V) mit einer Frequenz von 20 Sgktren/Sekunde in einem Mas&n-Bereich von 46600

Thomsorerfasst(Weckverth 2004)

2.3.3 Analys der Proben

2.3.3.1 Analy® mit ChromaTof®

Die Analy® der Metabolite wurde mit dem Programm ChromaTof®e¢iba) durchgfiihrt. Da auch
Sampés, die nur Alkare enthielten, gemessen wurden, konne mit dem Mittelwert der
Retentionsziten ein Retentionsindex festgelegt werden, der einen gerateunabhargigen \ergleich
mit Bibliotheksspektren vereinfacht. Dé Massnspektren wurden mit einer department-internen
Metaboliten-Bibliothek und der >Golm Metabolite Databae< (Kopkaet al., 2005) werglichen.
AnschleRend wurce mithilfe der Standardsim QCMix eine Referenzlise erstellt, um so dé

gangigsen Metabolite, dieim QCMix vertreten waren, zu eruieren.

Nachem die Datn prozssert worden waren, also ak Proben mit dem Referenzspektrum
verglichen wurden, wurden die einzelnen Gewebe nach weiteren, nicht im Q@Mix enthaltenen
Substanen durchsucht, dé, falls mit grofer Siclerheit identifiziert, in die Referenzlise
aufgenommen wurden. Fir dé Identifikation neuer Substanen, die nicht Uber die Standards
definiert werden konnten, wurden mehrere Kriterien herangezogen. Zum einen wurde darauf
geachtet, ob das Sgktrum der neu aufzurehmenden Substanz optischiit dem \ergleichssgktrum
der Bibliothek Uibereinstimmt. Zum andren wurde Uberprift, ob die berechnete >Similarity<einen
gewisen Genzwert Uberschieitet (Uber 850 bei sickerer Identifikation/und zumindestiber 750 bei
mit >_?< marl@rten Metaboliten). Zucem mussen die Retentionsindzes der Substaen jenen der

Bibliothek ungefahr entsprechen.

Substanen, die nicht diesen Kriterien entspraclen, aler starle Peaks zigten und noch imrer mit
hoher Wahrscleinlichkeit identifiziert werden konnten (GroR3eil der Kriterien erfullt und Similartiy
zumindest Uber 750), wurcen mit einem Fragzeichen (>_7?<) gkennzeichnret in die Referenzlisie
aufgenommen. Enige Substanen, die in hoher Konzentration vorkanen oder nur gewebespezifisch
auftraten, konnen keinem Biblidheks-Spektrum zigeordnet werden, wurden aber aufgrund iher

Relevanz eénnoch als >Unknown< mitatdgommen.
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Schlussendlich konne eine Referenzlise mit Uber 200 Substaren erstellt werden, nach denen in
jeder Prolke gesucht wurce. Fur pde Substanz wure vom Programmautomatisch eine Mass
(Quantmass)gewahlt, die fir das Spktrum typisch war und nicht von Maas in unmittelbarer

Umgebung Ulkerlagert wurde. Die Areabzw. Areawerte(=Fl&cle des Reaks) deser Mas® wurden zur

Analy® verwendet.

AnschieRRend wurde die Peakintegration pdes einzelnen Reaks nachkontrolért. Falls dé Peakflache
nicht zur Ganz automatisch erfasst wurde, wurde sie manwell nachgbesrt. Diese auf¥erst
langwerige Kontrollarteit wurde deshalb durchgfiihrt, um de Lise an de unterschedlichen
Gewebstypen und Splitragén, die alle zu kichten Veranderungen im Sgktrum fihren konnen,

anzupasen undein einheitlich vergleichbaies Ergebnis zuerreichen.

2.3.3.2 Nachkearbeitung in Excel

Die Area der identifizierten Substanen wurden schle3lich in das Programnixcel (Excel 2010
(Microsoft Corporation; ®fsion: 14.0.71445.5000), ineth auch dé statistiscle Auswertung
durchgefihrt wurde, Ubertragen. Zundchst wuren die Areawerte vereinheitlicht. Da bei der
Derivatisierung alle aktiven Wasserstoffe durch Trimethy@ilyippen (TMS) ausgetauscht werden
und durch Austauschaffinitaten mehrere Derivate entstehen konfigmbach2012 Fragner 201Q
sind vele Substanen in unterschedliche TMSDerivate géeilt. Fir de Analyg wurde die Areader
unterschiedlichen TMSGruppen zusamrengerechnet. Die Aminoséue Alanire etwa ist somit dé
Sumne von Alanie (2TMS) und Alana (3TMS). Zuem wurde die Substanzlist weiter
vereinheitlicht, indem bei jenen Substanen, die sowohl als BP (Byproduct) als auch als MP
(Mainproduct) in d& Referenzslise aufgenommen wurden, die BRArea gestrichen wurde. Da das
Verhaltnis cer einzelnen Proken bei BP und MRyleich bkibt, ist es auseichend, lediglich vom MP

auszughen.

AbschieRend wurde die Nomenklatur der Liske vereinfacht und es wurden Substanzkadgorien
etabliert. Um eine Literaturdiskussion zuerleichtern und das Witerverwenden der Daken zu
vereinfachen, wurde die englischsprachig Bezeichnung er Begriffe beibehalten (etwa >Alanie<
statt >Alanin<). @ Metabolite wurden unterschiedlichen Substanzklass zugeordnet, wobei
versucht wuree lediglich einfache Uberbegriffe zu \erwenden. De Katkgorien beschranlken sich
daher auf Aminoséuen, Fettsaduren, Serole und Kdhlenhydrate, wobei Zuclersduen und
Zucleralkohok allerdings nicht zu en Kohlenhydratengerechnet wurden. Zur Klassifikation et
Substanen wurde das \érzeichnis pubclkem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.goyNational @nter for
Biotechnology Information) entitzt, wolei die CHEBFOntologyzur Enteilung \erwendet wurde. Die

grole Zahl an Substaenm, die den simpen Ukerkategorien nicht cefinitiv zugewiesen werden
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konnten, wurde als >nicht_zuore@nbar< definiert. Bnige Substanen mit zusétzlicen Grupgen
konnten ebenso nicht mit Sickrheit klassifizert werden und wurcen ebenfalls als >nicht
zuordenbar< bezeichnet Ene Metabolite, die aufgrund ebr ahnlicren Sgektren in cen Bibliotheken
nicht eindeutig identifiziert werden konnen, wurden entweder der Katgorie >Not_annotaed< ocder
einer der Substanzkagorien (etwa Kohlenhydratebei Not _annotaed_Polysaccharid) zegrdnet.
Der Einfachheit halber wurden alle Kohlenhydrate, die aus mehreren Einfachzuckeamdmstals

Polysaccharide definiert und keine Einteduin Oligeund Polysaccharide vorgenommen)

Schle3lich wurden mithilfe der Blanks mogliol Kontaminatioren identifiziert. Um auszusclél3en,
dasses sich i einer Substanz uneine Kontamination handlt, musse die Substanz in zumiregt
einem Gewebe die zehnmal so hokn Areaverte wie der Blank aufweisen. Es wurcen also gweilsdie
Mittelwerte aller acht Gwebe in S5 und dr beiden Gewebe in SL mit dn 10facten
durchschnittlicken Areawerten der Blanks erglichen, und wenn dieser Wert grofer als gdes

Gewebe waren, die Substanz als Kontaminatioefthiert und aus @r Lise geloscht.

2.3.3.3 Statistik

| Qualitative Analy®

Die qualitative Analy® wurde nur fur die S5Untersuchung durchefiihrt, weil ein Veergleich zwisclen
den Geweben angestrebt wurde. De qualitative Analy® berticksichtigt nicht d¢ Menge der

detektierten Substanen, sondrn gibt kediglich Aufschluss i@ deren Vorhanensein.

Dazu wur@ das Vorkomran jeder Substanz in eh unterschiedlichen Geweben (n=24) untersucht.
Kam dasentsprechende Metabolit, unabhangig von & gemessnen Area in dem Gewebe in X75%

der Enzelproben vor, wurce es als vorhanen aufgenommen.

Zucem wurden die Gewebe GroRRgrupgn/Reiche (Inskten: Arbeiterinnen, Lare, Pupgn,
Geschkchtstiere; Pflane: MKs, Trichom, Trichilen; Pilzpatch: Pilzpatch) zegrdnet und erneut
aufgenommen, wenn die{ dzo & G I y T er RPrglenxdestgestellt Werden konnie. Die Bezeichnung
Reich fir cen Pilzpatch ist adrdings nur tedingt zulassig, @il sichin diesem Mikrohabitat sowohl di
von Aneisen kultivierten Pilz (Chatothyriales) als auch Ba&tien finden und nichtnur Pilz allein.
Dem \ergleich zwiscen Pilzpatch und MKs wuedaufgrund cebr Arbeitshypothese besondere
Aufmerksamleit entgegengebracht.

Fur de graphiscle Gestaltung dr aussagkraftigsen Egebnise wurde das Programm &hny2.0
(Juan Cdos OLIY¥RO, bioinfogp.cnb.cses/tools/venny;) verwendet.
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1 Quantitative Analy®

Fur de quantitative Analy® wurden die Area der untersuchen Substanen auf das @wicht
normalisert (=AredGewicht), umeine Vergleichbarleit pro MilligrammTroclenmas® zu gwahren.

Die quantitative Analy® wurde fur die S5 und Sextra durchgfuhrt.

Bei der S5Messung wurén von cn acht unerschedlichen Gewebetypen die Mitt elwerte (n=24)
der normaliserten Area genommen und g die STABWNurzel(Anzahl) berechnetDa lei der
geringen Prokenanzahl pro &webe sehr grofe Abweichungen entstehen, fiel die Entscheidung auf
diese AngabeDie im Text angegebenen Abweichungen (gekennzeichnet durch >+<) gben ebenso
wie die Fehlebalken in den Graphen die STABW/Wurzel(AnzatiBder. Neben den acht
Gewebetypen wurden auch dé Mittelwerte der drei Grol3grupen verglichen. Zusatzlich wureh die
AztecaAmeisen in juwenile Staden (Laren und Pupen) und adule Staden (Arkeiterinnen und
Geschkchtstiere) gegliedert. Zum \érgleich der Substanen in einzelnen Geweben wurden T-Tests
zwisclen alen Geweben bzw. Gruppn durchgefihrt. Als signifikareg Unterschiede werden, falls

nicht anders angfihrt, Unterschiede zu 0.95% Signifikarig-Wert= 0.05)verstanden.

Die untersuche Areader Substanen bezieht sich imner auf eine einzige Mas® dieses Metabolits
und es ist nicht zulassjglie Areazweier Substangn mit unterschiedlichen Mas&nzahkn direkt zu
vergleichen. Da aler eine absolue Quantifizerung tker den mit-gemessenen QCMix zu eitintensiv
gewesen ware und zuam lediglich de Halfte der identifizierten Substanen Gber den QGMix absolut
guantifizert werden konnten, wurde eine andere Methode zum \érgleich von Substaren mit
unterschiedlichen Masgnzahkn herangezogen. Durch dé@ Berechnung einer Ratio konnén die
unterschiedlichen Dimensioren (=Masenzahkn) gekirzt werden. Da so ddiglich ein \Verhdltnis
angegeben wird twa MKs/Laren), konnten auch dé Mittelwerte der Ratios anggeben werden. So
konnte das durchschnittlich Verhaltnis aler Gewebetypen fur alle Substanzkagorien berechnet
werden. Bei Ratio wur@d meist das @webe mit den hdheren Areawverten durch gnes mit cen
niedrigeren gerechret. Wenn in einer der beiden werglichenen Grupmen die Substanz nicht
nachgwiesen werden konnt, sich dé Areaalso kei einer Gruppe auf O kelief, wurde diese Substanz
nicht zur Brechnung as Mittelwerts der Ratio kerangezogen. Ratiosentsprechen, wenn nicht
anders angegeben, stets dem Mittelwert des Gewebetyps. Z.B.Ratio Arbeiterinnen/Larven driickt
somit das ¥rhaltnis des Mittelwerts der Arbeiterinnenproben zu &em Mittelwert der Lanenproben

aus.

Zusatzlich wurd bei der S5Untersuchung auch dasevhaltnis einer BEnzelsubstanz zum Miglwert

aller Gewebe herangezogen, um \érgleiche zwisclen allen acht Gweben ansellen zu konmen.
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Untersucht wurcen bei der S5 und SKnaly® zunachst samtlicke Metabolite aller Gewebe
hinsichtlich @r Ahnlichleiten zwisclen den Geweben. Die Unterschiede wurden mit einem T-Test

auf Signifikanz aeestet. Um Korelationen bei den Gewebetypen zu fingn, wurde eine
Hauptkompomnten-Analy® (im Komnenden stts PCAAnalyg) mit COVAIN (B & Weckwerth
2012) durchgfuhrt. Nullstellen in den Proben wurden dabei durch die Halfte des kleinsten Werts in
der gesamten Tabelle ersetgBin & Weckwerth2012) Bei dem \ergleich zwisclen Pilzpatch und
MKs in @r SkProke wurden die Daten logarithmert (log 10), um Urdrschiede deutlicher zu
maclhen, ansonstn wurde lediglich mit ar normaliserten Areagerechret. Die Substanen, die fur

die grof3te Streuungentlang der Hauptkompomnten verantwortlich sind, wuren in Graphikn oder

im Text hervorgehoben, wolei eine Auswahl @r relevant ersclreinenden Substanen vorgenommen

wurde und kein Anspruch auf Vollstandigit erhoben wird.

Zusatzlich wurdn auch dé Substanzkaggorien untersucht. Dazu wurel vor alem mit den
erwahnten Ratios garbeitet, um allgemeine Trends der Substanzkagorien feststellen zu kénmen.
Relevant wirkende Substanen wurden hervorgehoben, wobkei auch dése Auswahl kineswegs als

vollstandig letrachtet werden darf.

Bei den SkUntersuchungn wurden die gleichen Methoden wie bei der S5Untersuchung
angewendet Alerdings wuran bei der SkUntersuchung auch MiRroben, die techniscle Replikate
darsellen, also Probn des gkichen Individuums, gmessen. Fur dé Vereinheitlichung cer
technisclen Replikate wurde bei den zwei Proken mit je drei Replikaten der Median errechnet,
wahrend fir eine Prole mit zwei technisclen Replikaten ein Replikat aus @r Analyg gestrichen

wurde.
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3 Resultate

3.1 MorphologischrAnatomiscle Untersuchung

3.1.1 Anatomie, Morphologieund Entwicklung der Mlléchen Korperchen

Die MKs sind unmittelbar von Trichomen umgeben und werden in jingeren Stadien vollstandig von
diesen Uberragt und bedeckt. Sie weisen in der Langsansicht eine ovale Form auf und sind an der
Basis mit dem Trichiliumgewebe verbunden. Die Trichome umhullbreidhe MKs dergestaltjass

sie von allen Seiten bedeckt sind, d.thass sich die Trichome auch Uber den MKs wieder wie ein
Dach schlieRen (Fig. 48. In der Aufsicht sind die jungem Trichonpolster eingebetteten MKs

nicht zu erkennen, sondern ledigh jene ausgewachsenen MKs, die teilweise auf der Oberflache

liegen.

Im ausgewachsenen Stadium scheinen sich nandiehMKs von der Trichiliumbasis zu l6sen und
nach oben zu wandern. Teile der MKs ragen klar sichtbar aus den Trichomen heraus, nsitutger i
Grol3teil des MKs an der Oberflache prasentiert. Ist letzteres der Fall, scheint keine Verbindung mit

dem Basisgewebe mehr vorhanden zu sein (Fig. 1D).

Da unterschiedliche Gewebestrukturen unterschiedliche Grauwerte besitzen, lasséeisagr CT
Analysemit dem ProgramnAmiraGewebeebenen definierefentfernt man die Ebene der Trichome

wird eine groRe Anzahl MKs unterschiedlictiamtwicklungsstadienichtbar (Fig. B). So wurden

alleine in dieser Aufsicht, die nicht das gesamte Trichilium z&kf, mittelgroRe bis groRe MKs
gezahlt. Dabei handelt es sich um jene MKs, die entweder voll ausgewachsen (alle relativ gleich grof3)
oder zumindest halb so grof3 sind. Doch finden sich noch zahlreiche bedeutend kleinere MKs (etwa
470), die oft nur als weil3®unkte erkennba sind. Insgesamt sind in FigB 2iber 600 MKs zu

erkennen.

Das 3BModell der MKs lasst auch Rickschéiigber die Verteilung zu (FigABEszeigt sichdass die
MKs relativ gleichmafig verteilt sind. Die Abstédnde zwischen voll &aitgn MKs sind deutlich
groRerals zwischen den kleinen MKs. Grof3e MKs liegen somit meist weiter auseinander als solche

kleinerer Entwicklungsstadien.

Im Detailausschnitt wirken die Entfernungen zwischen den MKs reduzierter und es wird deutlich, wie
dicht die MKs nebeneinander liegen. Auch hier zeigt sich ein gewisser ,Tdarsd groRere MKs

weiter voneinander entfernt sind (FigQ.
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Auch bei den Lichtmikroskopischen Untersuchemtagen nie zwei grol3e MKStadium 4 und 5)
direkt nebeneinandelFig. &-D). Kleine Stadien hingegenveisen mituntersehr knappe Abstéande

auf und liegersehr wohl oft direkihebeneinander (Fig.G).

Die CTAnalyse zeigt zudem, daste dMKs direkt am Trichiliumgewelsitzenund kaum aus dem
Trichonpolster, die sich wie ein Film Ubsie gelegt hatragen(Fig. Z). Die auRersten Zellreiheimd

deutlich heller gefarbt als das restliche Trichiliumgewebe. Da auch die MKs im Langsschnitt leuchtend
hell gefarbt sind, lasst sich daraus ableiten, dasden aufReren Zellreihen eine grofi@hZvon MKs

gebildet wird.

Auch de Lichtmkroskopischen Untersuchungegeben Aufschluss Uber dEntwicklung der MKs

(Fig.4AP. In der Initialphase der MEntwicklung beginnt zwei bis drei Zellschichten unter der

Epidermis die Zellteilungyie auchbereitsin friiheren Untersuchungen dokumentieRicksorl976).

Bei Stadium 1 handelt es sich somit um einige wenige Z&len ¢ %St f Sy 0 RAS Rdz2ND
entstanden sind. Sie bilden allerdings bereits eine kugelige Struktur und sind dadurch bkreits a

ursprungliches MK zu erkennen (Fid\)4

Die Zellen deMKs teilen sich weiter und beginnen relativ bald die Epidermis aufzuwdlben. In dieser
frihen Phase (Stadium 2) sind die beiden Wachterzellen, die sich aus Epidermiszellen differenziere
sehr gutzu erkennen (Fig. 4EDiese spezialisierten Zellen entstehen epidermal Gber den MKs. Wenn
die Epidermis nach oben gedriickt wird, kommt es zu Teilungen in der Epidddiisneu
entstandenen Zellen differenzieren sich rasch zu Wachterzellen, die strdkamrebtomataZellen
erinnern und Starke beinhalterRickson1976). Diese Wachterzellen sind mitunter noch bei den

ausgewachsenen MKs zu erkennen.

Im Stadium 3 ist die Zellteilungrangeschritten und die MKs sind schon relativ deutlich zu erkennen.
Sie wdben sichbereitsaus der Epidermis herausind allerdings noch deutlich im Trichiliumgsve

eingebettet. Das MK verfunbis versiebenfacht sich altdings noch in der GroRe (FigCy

Die Zellen des MKs teilen sich noch mehrfach und das MK nimmt weit&r@&Re zu, bleibt aber

noch mit dem Trichilium verbunden (Stadium 4) (Big). Wenn das MK etwa zwei Drittel seiner
GroRRe ereicht hat, beginnt laut Rickso1976) die Produktion von Glykogenplastiden. Diese
Plastiden scheinen sich wahrend der JEHKtwickung aus Chloroplasten zu differenzieren. Das
gesamte MK reichert sich mit Glykogen an. Lediglich an der Basis des MKs ist wenig Glykogen

nachzuweiserRicksorl976,Bischofet al. 2013).

Voll ausgewachsen, besteht ein MK im Langsschnitt etwa augd@@d und ist durchschnittlich etw

700pm lang (Stadium 5) (Fige}4 Dawenigvoll entwickelte MKs untersucht wurden und die Grol3e
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natirlich von der Schnittebene abhangt, handelt es sich bei diesem Langenmal} lediglich um einen
N&herungswert.An der Basisles MKs werden die Zellen allerdings langlicher und richten sich im

rechten Winkel zum Trichilium aus.

Nachdem die volle Reife erreicht ist, schniirt sich das MK ab. Die Zellen an der Basis bilden einen
schmalen Sockel, bis das MK nur mehr tber weniderzalit dem Trichiumgewebe verbunden ist

(Fig. B\). Entlang dieser Verbindungslinie rei3cie elwande auf und das MK |6st sich vom
Versorgungsgewebe, wobei oft eine konkave Bruclestein MK zu erkennen ist (Fid3)SSowohl in
Schnitten des alten alguch des neuen Trichiliums finden sich einige MKs, die sich eindeutig vom
Gewebe geldst haben und nur mehr von Trichomen umgeben Emdst zwar nicht auszuschliel3en,

dass dies auf die mechanische Beeintrachtigung bei der Praparation zuriickzufiihdechszeigen
Feldbeobachtungen, dass sich die MKs auchststindig auf der Oberflache d@sichompolsters

prasentieren.

3.1.2 Anatomie und Morphologe der Trichore

Die Trichome bilden eime dichten Polsterauf der Oberflache des Trichiliums (Fig. .1Bjeser
Trichompolster besteht aus braunen Trichomen (im Kommenden: >einfache Trichome<) und
langeren weil3 gefarbten Trichomen (im Kommenden: >komplexe Trichol&<Bezeichnung der

Trichomtypen folgt Rickson (1976).

Die untere Halfte deeinfachenTrichomeist gerade ausgebildet und hell gefarbAb der Halfte der
Lange beginnen sich die Trichome zu krauseln und weisen eine braune Farb&serf.Farbverlauf

lasst sich vermutlich durch unterschiedliche Pigmentierung erklarenTBchome sind im untere
Bereich sehr dicht angeordnet und grenzen unmittelbar aneinander. Im oberen Bereich sind sie zwar
noch immer sehr dicht, doch die Trichome sind gekrduselt, ihre Anordnung diffusef {figlm

Bereich der Spitze sirgieoft briichig.

Die Trichome konnteim CT nur beschrankt wiedergeben werdBie einfachen Trichome sind auch
bei 10facher Vergrof3erung nur schwer voneinander abzugrer&ersind nur als gefarbte Schicht zu
erkennen, die aber eine klar abgegrenzte Linie aufweist, die stark darauf heidelgss alle
einfachen Trichome dieselbe L&nge aufweisAnch in der CT tisallerdings zu erkennen, dass
Trichomedas gesamte Trichilium dicht Gberzieh@ng. 2C, Fig. 0. Im Langsschnitt zeigt sich, dass
die Trichome die MKs Uberragen. Sowohl diefathen als auch die komplexen Trichome haben
dabei stets die gleiche Langeobei die komplexen die einfachen Trichome um etwa ein Drittel

deren Lage Uberragen.
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Die Schnitte zeigen, dadge Trichomeaus mehreren, relativ grol3en, linear angeordnetensaraten
Zellen aufgebausind, die sich aus Epiderszellen entwickelt haben (FigCh Jene Bereiche der
Epidermisschicht des Trichiliums, die nicht von MKs durchbrochen werden, beststterur Génze
aus Trichomen, das heif$tass fast jede Epidermidigein ein Trichom umgewandelt wurdRi¢kson
1976).

Aufgrund der Dicke der Schnitte (c@aum) konnten die Trichome in ihrer gesamten Dimension
allerdings nicht erfasst werden. Zumeist lasst sich die gesamte Anordnung des Trichoms lediglich
erahnen, weil sie raumlich aus dem Objektbereich hinausragen. Allerdingsaugid in den LM

Untersuchungn deutlich, dass die Trichome so lang sind, dass sie dieeMHKisllen

Der zweite Typ von Trichomendie komplexen Trichomesind bereits mit dem Binokluddar von
den einfachen Trichomen zu unterscheidé@eutlich langere, ganzlich weiRe Trichome rageis
dem Trichompolster(Fig. 1E)WeiRe Zellen weisen oft auf tote Zellen ohne Inhalt fifayer,

personliche Mitteilung).

Die komplexen Trichome scheinen teilweise dicker zu seals die einfachen TrichomeDieser
Eindruck bestatigt sich auch in der-Giitersuchung Wahrend die einfachen Trichome kaum zu

erkennen sind, konnten die dickeren komplexen Trichome deutlich erfasst wefapBED).

Die Haare krauseln sich nicht, sondern ragen gerade aus der Trichomoberflaiche heraus und weisen
stellenweisdediglich eine sanfte Krimmung auf. Am Ende laufen die Trichome spitz zu (FRjelE).
komplexenTrichome sind nicht so haufig wie die filigranen, einfachen Trichome, scheinen aber
gleichmaRig Uber das gesamte Trichilium verteilt zu §€ig. 1EFig. 6€D). Die dinn zulaufenden
Spitzen der langen Trichome sind oft im oberen Bereich geknickt oder leicht gebogen, was aber auch
auf die Préaparation de®bjekts zuriickgefuhrt werden kéte (Fig. 3GD). An den Rndern des
Trichiliums scheinedie weiRenTrichome besonders stark ausgepragt. Zudem wirken sie in diesem

Bereich noch langer (Fig. 1F).

Die lichtmikroskopischen Untersugtigen zeigen, dass es sich bei demmplexen Trichomen um
dickwandige, relativ gro3e Zellen, die an der Basis stark verlbreited, handelt Dieser zweite

Trichomtypfand sichin denuntersuchtenSchnitten jedoch relativ selteffrig. 5D)

Rickson(1976) verweist darauf, dass dieser komplexere Trichonatyp einem multizellularg
basalen Absatz unter einem einzelligen, dickdigan Trichom bestehZudemsind diese komplexen
Trichome von mehrzéfjen Trichomen umgebe(Rickson 1976)Bei denuntersuchten Praparan

konnten sigedochlediglich alleinstbend nachgewiesen werden (Fid)5

28



3.1.3 Anatomie und MorphologiedesTrichiliums

Beim Vergleich der beiden Proben (altes bzw. neues Trichilum) falltdagé sich die frihen
Entwicklungsstadien der MKs unterscheid@fig6 AD). Bei dem alteren Trichilium bewirken die
frihen MKStadien um einiges spater eine Aufwélbung Egidermis. Wahrend es bei dem jungen
Trichilium in sehr frihen Stadien bereits zur Aufwdlbung komrtQ(=ellen), finden sich bei dem
alteren Trichilium deutlich groRere Stadien (etwa mit 30 Zellen), die noch zur Ganze in der Schicht
positioniert sind ud keinerlei epidermale Waolbung verursach@rg. 7A-B). Zudem ist auch das
gesamte Trichilium im jingeren Stadium stérker gebogen, wahrend dae &tgan sehr flach ist

(Fig. 6A-D). Diese Beobachtungen beziehen sich allerdings auf lediglich zwei Prafsétezlich ist

die Position des Langsschnitts nicht uneingeschrankt vergleichbar.

Die unterschiedliche Schichtung des Trichiliumgewebes lasst sich im Uberblick bereits erkennen.
Direkt unterhalb der Epidermis findet sich eine Schiatrt etwa 5 Zellreiha, die relativ kompakt
angeordnet sind undgleichma3ig verdickte Zellwande aufweisen. Die Zellen beinhalten
Chloroplasten mit StarkekornernRickson 1976). Darunter lasst sich eine weitere Zellschicht
erkennen, die aus deutlich gro3eren Zellen (etwa 10e&dbén)aufgebaut ist, deren Ecken deutlich

verdickt sind. Die Zellen werden mit der Entfernung zur Epidermis immer giRig8&s¢riL976).

Darunter befindersich die vasikularen Bundel. Das Versorgungsgewebe ist sehr dicht ausgepragt und
durchzieht den gsamten Gewebebereich unter dem TrichiligRig. D). Die Leitblndel sind zudem

sehr méchtig ausgepragtig. B).
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Fig. 1: Binokular-Untersuchungen eines Trichiliums A. Teilansicht Trichilium; Trichome bilden eine
dichte Masse. B. Wachsende MKs von Trichomen schitzend umhiillt. C. Trichome (an der Basis weiB, im
oberen Bereich braun) ummanteln MK. D. Ausgewachsene (deutlich groRere) MKs werden an der
Oberflache prasentiert. E. Braune Trichome bilden dichte Matte, durchdrungen von langeren weiRen
Trichomen. F. Lange, weille Trichome finden sich besonders hdufig an den Randern bzw. Ecken des
Trichiliums.
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Fig. 2: Computertomographische Untersuchung des Trichiliums A. Aufsicht auf Trichilium (jung). B. Aufsicht auf
das selbe Trichilium, allerdings Trichome transparent, Anzahl der MKs erkennbar. C. Schnitt durch Trichilium. D.
GefaRbilindel unter der Trichilienschicht.
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Fig.3: Computertomographische Untersuchung; Details A. Hervorgehobene MKs, groRe Anzahl an MKs;
regelmaRige Verteilung. B. Hervorgehobene Leitbiindel, sehr intensive Versorgung mittels groBer Anzahl von
Leitbiindeln. C. Detailansicht der Trichommatte, zwei unterschiedliche Trichomtypen, dicht nebeneinander
liegende MKs. D. Detailansicht Trichommatte, beide Trichomtypen uberragen MKs unterschiedlicher
Entwicklungsphasen.



Fig. 4: Entwicklung der MKs A. Stadium 1 (5/6-zellig); durch Pfeil markiert, daneben bereits leichte
Aufwolbung. B. Stadium 2 bereits mit leichter Aufwdélbung, mit beiden Wachterzellen auf der Spitze der
Wolbung. C. Stadium 3, bereits groBere MKs (ca. 100um). D. Stadium 4; etwa zu 2/3 ausgewachsen; noch mit
Trichilium verbunden. E. Stadium 5; endgililtige GréRe (ca. 700um lang), etwa 500 Zellen, Loslésung von
Trichilium. F. Uberblick Giber das Trichilium, unterschiedliche Stadien zu erkennen.
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Fig. 5: Anatomische Details des Trichiliums A. MK liber schmalen Bereich noch mit Trichiliumgewebe
verbunden. B. losgelostes MK. C. einfache Trichome, mehrzellig und einzellig. D. komplexe Trichome
tulpenformig. E. Die beiden Wachterzellen mit MK in sehr friihem Entwicklungsstadium, (Foto invertiert). F.
Vasikuldre Biindel (griin), Trichome (rot); alle Trichome Bestandteil der einzelligen Schicht der Epidermis.
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Fig. 6: Vergleich eines alten und jungen Trichiliums A. altes Trichilium. B. junges Trichilium. C. altes
Trichilium, (Foto invertiert). D. junges Trichilium, (Foto invertiert). E. MK, umgeben von angeschnittenen
Trichomen, verschiedene jlingere Stadien zu erkennen. F. Detailaufnahme MK.
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Fig. 7: Vergleich altes und junges Trichilium; Details A. altes Trichilium, Stadium 2 noch keine
epidermale Aufwolbung. B. junges Trichilium, Stadium 2, deutliche epidermale Aufwdlbung, obwohl aus
weniger Zellen bestehend; auch Stadium 1 zu erkennen. C. Wachterzellen auf Stadium 4. D.
Trichiliumschichten; a. gleichmaRig verdickte Zellen, kompakt angeordnet b. groBere Zellen, mit verdickten
Ecken, mit Entfernung zur Epidermis groRer werdend.
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3.2 Bhologische Untersuchung

Es gelangen zwar wederholt Aufnahnen der Konigin, das Filem von elevantem \erhalten ist
jedoch eher selten. De Koéniginren reagerten auf dasEnfiihren des Endoskops zunéchst st mit
dem Abtasen der Linge bzw. s Stérungséreichsund zogn sich danach auseth Blickéld zurlck,
kehrten aber oft spaer wieder in den Fokus zuriick. bist tasteten die gefilmten Koniginen die
Internodienwand ab oér verharrten reglos. Auch das irgnsive PutZn des Kopés wurce

beobachét.

Der Transport von MKs @l das Diingn von Pilzgwebe konnten nicht keobachet werden. Es
konnte jedoch eine Konigin A. cf. afari) dakei gefilmt werden, wie sie etwas auf @&n Bocden des
Internodiums platzrte. De Konigin offrete dabei ihre Mandibeln und schen eine geleeartige,

elastiscke Substanz érvor zu wirgn (Fig. 8D)

Bei einer Pflane konnten zwei Koniginen im gkichen Domatium éstgestellt werden. De
Koniginren unterschieden sich farblich starkes handalt sich umeine grofie gelbe Kénigin @r Art A.
xanthochroaund eine kleinere, dunkkre, wahrscleinlich eine A. alfari(Fig. &).Bn Kampf zwisain

den beiden Kdniginen konnte zu desem Zitpunkt nicht beobachet werden.

Zucem wurde eine relativ kleine Kolone mit einigen Arbkeiterinnen gefilmt. Es konnte zwarauch de

Konigin déser Kolone gefilmt werden, doch wuren keine auffalligen Interaktionen aufgezeichnet.

Bei groferen Kolonen (mit Arkeiterinnen) wurde nur alarméertes und aggessives \erhalten

gegeniber dem Endoskop feobachet. Die Ameisen reagierten auf de Enflihrung des Endoskops oft
mit dem Abtransport von Pupgn und Laren. Des Weiteren wurde eine kartonartige Struktur gefilmt

(Fig. 8E)
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Fig. 8: Ethologische Untersuchungen A. Beleuchtungsapparatur, verbessert mit Stirnlampen mit sehr
starker Leuchtkraft. B. Filmaufnahmen bei junger Cecropia sp. C. Zwei Ameisenkoniginnen (helle Farbung: A.
xanthochroa; dunkle Farbung: A. cf. alfari) in einem Domatium, mittels Endoskop aufgenommen; Stoppbild
Videoaufnahme. D. Konigin beim Hervorwiirgen einer Substanz, mittels Endoskop aufgenommen, Stoppbild
Videoaufnahme. E. Arbeiterinnen mit Puppe vor Karton-Struktur, mittels Endoskop aufgenommen,
Stoppbild Videoaufnahme, WeiRabgleich vorgenommen.
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3.3 Analys der Metabolite

3.3.1 Qualitative Analys (S5)

Ene detaillierte Tabelle die das Vorkomren samtlicker Substanen und ihr VorhandnseA Y A Y X T pi’

der Prokemenge in allen Geweben bzw. Grol&ichen zigt, findet sich im AnhangFig. Anhang 2).

Voninsgesamt 147in die Liste aufgenommenen Substanen konnen in cen verschiedenen Geweben
durchschnittlich 9%6 Substanen festgestellt werden. Bei der Untersuchung é@r Organisnenreiche
wurde deutlich, dass @i meisten Substanen bei den Ingekten nachgwiesen werden konnten (103
bei n=15), wahend bei den Pilzpatckes (76 lei n=4)und Pflaren (67 leA Yy T T 0 & Falbx T p2

deutlich weniger Substanen vorhanan waren.

Dass mehr Substanen in den einzelnen Entwicklungsstadin der Ameisen zu fineen sind, eigt sich
auch in e@n einzelnen Geweben (Tab.3). De Insektenstaden unterscheiden sich in iher Anzahl
lediglichdurchhéchsens 3 Substaren. In pdem Insktengewebe finden sich aler stets mindestens

20 Metabolite mehr als in @n anceren untersuchien Gewebetypen.

Takelle 3: Anzahl @r festgestellten Substanen in den Geweben.

Insekten Pflanzn Mikroorg
Arbeiteri. Geschltst. Puppen Lanen Trichorre MKs Trichilium Pilzpatch
n=4 n=3 n=4 n=4 n=2 n=3 n=2 n=4
111 110 109 108 87 85 76 75

3.3.1.1 Vergleich Ingkten

Obwohl sich di Insektengewebe in der Menge der detektierten Substanen stark gkichen, zigte
sich kei paarweisem \ergleich der Gewebetypen mittels \enn-Diagramnen, dassdurchschnittlich
100 # Substanen in jedem Insektegewebe vorkommen, wahend durchschnittlich 10 *
Substanen exklusiv in ¢ einem der beiden Gewebe aufscheinen Bei dieser Gegeniberstellung
wurde deutlich, dass sich Pupp und &schEchtstiere (5 bzw. 6 Substaern exklusiv) und Laen

und Pupgn (6 bzw. 7 Substaar exklusiv) am raisten ahreln.

Beim \ergleich aler vier Inektenstaden zigt sich, dass 91 Substamzin alen vier Geweben
vorkommen und in @schkchtstieren und Pupen je nur eine Substanzexklusiv im ¢weiligen
Gewebe nachgwiesen wurde (Geschechtstiere: Not_annotaed_Polysaccharid_RI_2846; Pepp
Histidire). Zwei Substanen kommen ausnahmslos in eh Lanen vor (Laren: Tehalose, Not

annotated_RI _2080.1) wélend seben Metabolite ausnahmslos in eh Aneisen vorkomrren
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(Ameisen: A=zlaic acid, Itaconacid_?,Pinitol, Stigmaatol_?, Not_annotatd_Polysaccharid_mglw.

_Niggrose_?, Not_annotaed_RI_1650.6, Not_annoted RI_2249.2).

3.3.1.2 Vergleich Reiche

Der Vergleich der Grol3grupen (Fig.10) zeigt, dass 47 Substaez sowohl in Inekten, Pflanen als
auch em Pilzpatch vorkomen. Von @&n 147 Substaren der Referenzlise beider Splitraen
konnten in der S5 Messung in dn drei GroRBeichen 125 Substarey AY s THRikEN R
nachgewiesen werden. Uker ein Drittel dieser festgestellten Substanen (37.6%) ist somit in ath
GroR3grupen wertreten. Von @n 10 icentifizierten Fettsduren kommt ein GroR3eil (7) in akn
Reichen vor. Dé sowohl kei Inskten, Pflanengewebe dzy R 't A f 1 LJ (eORGolethefige X T pi:
nachgwiesene Fettsauren sind: Hxadecanoicacid, Etradecanoicacid_?,lxadecenoic acid, 9(Z)
Octadecenoic acid, Docosanoiacid, Heptadecanoicacid und [Rcanoicacid. Zuém wurden in alen
Reichen 8 Aminosauen gefunden (4 nichtproteinogene: Aspartic acid, Butyricacid-3-amino-,
Glutamicacid, Pyroglutami@cid, sowie 4 proteinogene, davon 3essntielle: Glycire, Isokucine;
Serine und Valire). Weiters wurcen 5 Kohkenhydrate[Fructo®, Glucos, Hexoe A, Maltog und

Sucrog] und zvei Serole (Campsterol und keta-Sitosterol) nachgwiesen.

Die meisten exklusiv vorkomranden Substanen finden sich lei den Inskten. 35 Substaren (28%)
wurden ausnahmslos é den Inekten nach@wiesen. Bei auffalend vielen dieser Substanen (7)
hancelt es sich umAminoséauen. De exklusiv in @n Ingekten vorkommenden Aminosduen sind:
Arginire [-NH3], Cystine_?,Homocystine, Homogrine, Lysie, Methionine sowie Ornithine. Zudem
konnten noch dei Saccharid (Hexos D, Tagates ? und Not_annotatd Polysaccharid_RI_2755.8)

exklusiv im Inektengewebe nachgwiesen werden.

Im Pilzpatch wuren 13 exklusive Substanen (9.6%) nacleyiesen. Dri Saccharid (Hexoe B,
Trehalose, Rentose A) und zwi Strole (Fucoserol_?,Stigmasrol_?) wurden nur bei dem Pilzpatch
in X75% abr Proten nachgwiesen. De letzte GroRgrupe der Pflanzn hat lediglich 3 nicht néér

kategoriserbare Substanen (2.4%)exklusiv

Die 10 Substaren (8%), d# Insekt und Pilzptch gemeinsam halen, aker nicht im Pflanengewebe
vorkommen, umfasen zwei Aminosauen (Leucine - esentiell, Tyrosie ¢ nicht-essentiell) undeine
Fettsaure (Dodecanoic acid). éne 11 Substaren (8.8%), @i exklusiv in Inekten und Pflanen
vorkommen, umfasen wiederum eine ungewohnlich hote Anzahl von echs Annoséuen. Bei den
exklusiv in Inekten und Pflang, nicht aker im Pilz vorkomrenden Aminosauen hancelt es sich um:
Alanire, Aspargie, Glutamire, Ptenylalanire, Prolire und Theonine. Zuem kommen noch ein

Sterol (Choésterol) und zvei Saccharid (Hexos C, Notannotated Polysaccharid_RI_2952.2)
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ausschiflich tei Inekten und Pflane vor. &ne 6 Substanen (4.8%), d nur sowohl in Pflarezals
auchimt A f T LJI 76%dtkomingn, aker nicht in cen Anmeisen nachg@wiesen werden konnen,

beinhalten ein KohlenhydrafGalactos) undeine langlettige Fettsaure (Tetracosanoicacid).

Der Vergleich der Reiche deutet bereits darauf hin, dasslie verschiedenen Substanzklags in den
jeweiligen Organisnen-Reichen unterschiedlich haufig vorkomnen (es finden sich beispielsweise
viele Aminosauen in den Insgkten, aber nicht im Pilzpatch Die Unterschiede werden noch
deutlicher, wenn man de Verteilung cer Substanzklags in den einzelnen Reichen untersucht (Tab

4). Angefuhrt werden nur die z¢ T peler Probenmenge in den Reichdokumentierten Metabolite.

Insgesamt konnter23 Aminosaurenvon 24 bei der Untersuchung definierdelpei der Analyseder
GroRgrupen in zumineést einem der Reiche A Yy  x erpProterfenge nachgwiesen werden.

Lediglich Histiline konnte bei der qualitativen Analyg der Reiche nicht festgestellt werden.
Aminosauen sind im Pilzpatch am schwacastvertreten. Von @&n 23 in zumindst einem der

Reiche vorhancenen Aminosduen konney’ Mn 6 n o2 0 AY t Adwiesedwardei Iml dz x T
Pflanzngewebe fanden sich 14 (61%)ead Aminosauen, wahend in cen Inekten alle 23 (100%) er

in den Reichen nach@wiesenen Aminosauey’ A Yy ek Rr@in voFhanan waren.

Eswurden 14 Kohlenhydrate (von 18 bei der Untersuchung definienteexklusive Zuckeralkohole
und Zuckersaureénin zumindest einem der drei GroReiche T dz T p:iewieseh. Qeriglich
Melibiose, Raffinog, Not _annotaed_ Polysaccharid_nhg_Nigerose? und Not_annotagd Poly
saccharid_RI_2846 koramt nichtzux75%nachgwiesen werden. Es wurden 8 Kohlenhydratg57%)
im Pflanengewebe, 9 Kohlenhydratg64%) im Pilzpatch und Xbhlenhydratg71%) in én Insekten
Ay  xer prekenRachgwiesen.

Es kamer® Fettsduren (von 10 bei der Untersuchung definierteim) zumingest einem Grof3eich in
UbeNJ x Tgn:RrobeR vor. lediglich Hxanoicacid konnte in keinem Reich iniibeNJ $%Ttep Fale
festgestellt werden. Zugtm kanen 7 (78%)dieser 9 Substanen in alen Reichen vor. In Inekten- und

Pflanzngewebe waren insgesamt 8 [Ettsauren (89%)vorhanden, im Pilzpatch $100% ettsauren.

Es konnterb Serole (also alle 5 bei der Untersuchung definierteamincest ineinem RRA OK Ay X T p3
der Prokemengen nachgwiesen werden. Zwei der Serole (Campesterol, bet&itosterol)traten in

allen Reichen auf. In Inskten und Pflanen konnen je 3 (Campesterol, bet&itosterol und
Cholesterol_7?) im Pilzpatch 4 (Campesterol, bet&itosterol, Fucosterol_?, Stigmasterol_?)

unterschidliche Serole A Yy x &r pYokenRachg@wiesen werden.
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Talelle 4: Anzahl @r Vertreter der jeweiligen Substanzklass in den Grof3eichen

Gesamt I(r;‘szetléieg)l Pilzpatch (CZQ?QS 3

Proken n=26 n=15 n=4 n=7

Anzahl nachgw. Substangy” 0 X 1 125 103 76 67
Aminosauen 23 23 10 14
Saccharid 14 10 9 8
Fettsauren 9 8 9 8
Sterole 5 3 4 3

Nicht klassifizrt 74 59 44 34

3.3.1.3 Vergleich Gewebe (MKs- Pilz)

Beim \ergleich von MKs und Pilzpatdifrig.9 zigte sich, dass @ibeiden Gewebe 60 Substaren
gemeinsam halen, de A Y x erRiptenfhachgwiesen werden konnen. In cen MKs wurén 25
Substanen, im Pilzpatch 16 Substaez exklusiv éstgestellt. 71% ar in den MKs gfundenen
Substanen kommen auch imPilzpatchvor, 29% @r Metabolite sind exklusivfir die MKs 79%der
gefundenen Substanen des Pilzpatchs komnen auch in én MKs vor, wakand 21% ér Substanen

nur im Pilzpatch naclegviesen wurden.

Auffallend viele (9) Aminosauen wurden nur in den MKsnachgwiesen. Bei den exklusiv in én MKs
vorkommenden Aminosauen hancelt es sity um die proteinogenen Alanire, Aspargie, Glutamire,
Lysire, Phenylalanire, Prolire, Threonine, und dé nicht-proteinogenen Homorine und Ornithine.
Zucem komnen je ein Saccharid (Not_annoted Polysaccharid Rl _2952.2) urein Strol
(Choeksterol_?)exklusiv in @n MKs vor.Im Pilzpatch wued exklusiv dei Kohlenhydrate(Hexose B,

Pentose_A, Tehalos) undein Phytogerol (Stigmasgrol) festgestellt
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25 Substanzen,

16 Substanzen,

MKs Pilzpatch exklusiv in MKs exklusiv im Pilzpatch
Alanine (AS) Mucic Acid (6TMS)_? Hexose_B (Sa)
Aspargine (AS) Nicotinamide Pentose_A (Sa)
Glutamine (AS) Panthotenic acid_? Trehalose (Sa)
Homoserine (AS) Putrescine Stigmasterol_? (St)
Lysine (AS) Threitol_or_Erythritol Acetic acid
Ornithine (AS) Not_annot._RI_2556.1 -3,4-dihydroxyphenyl-
Phenylalanine (AS) Not_annot._RI_2774.5 Azelaic Acid
Proline (AS) Uridine_? Benzoic acid, 4-hydroxy-
Threonine (AS) myo-Inositol- Galactinol
Cholesterol_? (St) 1-phosphate Gallic acid_?
Not_annot.- Malonic acid

Polysacc._RI_2952.2 (Sa) Pyruvic acid

Cinnamic acid, trans-
Ethanolaminephosphate
Galactosylglycerol
Glycerol-2-phosphate_?
Itaconic acid_?

Not_annotated_RI_1724.9
Not_annotated_RI_2038.8
Not_annotated_RI_2080.1
Urea

Vanillic acid

Fig. 9: Venn-Diagr. Vergleich MKs-Pilzpatch
Lediglich die exklusiven Substanzen sind ausgefiihrt. Substanzkategorien wurden abgekiirzt. AS=Aminosaure,
Sa=Saccharid (Kohlenhydrate), St=Sterol

3.3.1.4 Vergleich Gawebe (MKs/Pilz Insektenstadien)

Vergleicht man dé MKs mitden verschiedenen Azteca-Geweben (Puppen, Laren, Geschechtstieren,
Arbeiterinnen) wird deutlich, dass nur enige deNJ A Yy ek Prqkéh voEkommenden Substanen
exklusiv in @n MKszu finden sind Nur 7 Substaren (9%) komran im \érgleich mit Pupgn oder
Lanen jeweils exklusiv in @&én MKs vor und nur 8Substanen (11%) beim Vergleich mit
Geschkchtstieren oder Arbeiterinnen. Insgesamt hanelt es sich um 14 Substagrz, die sich kei den
MKs zumindst von einem der Insektenstaden unterscheiden. Lediglich dei dieser Substanen
kommen in keinem einzigen Insektenstadium vor, sonern nur in den MKs. Bi den Substanen

hancelt es sich um Cagbylquinic acid_cis_trans_3_5, Cinnam@id, transund Tetracosanoicaicd_?.

Im Pilzpatchwurden weniger Substanen als in @&n MKs éstgestellt, zudem unterscheidet sich der
Pilzpatch dutlich von @&n Inektenstadien. \ergleicht man Pilzpatch undrbeiterinnen kommen 15
Substanen exklusive im Pilzpatch vor. 8m Vergleich mit Geschechtstieren, Laren und Pupen sind
je 16 Substaren exklusiv im Pilzpah vorhanén. Insgsamt gibtes 24 Substamn, die sich von
zumincest einem der Insektenstaden unterscheiden. 8 cer Substanen teilen die Pilz mit keinem
einzigen Insktenstadium. De& acht Metabolite sind de zwei nicht naler bestimmbaen
SaccharidHexos2 B und Bntose_A wie bei den MKs Cafeoylquinic acid_cis_trans_3_5)nd

Tetracosanoiacid_?und Galactinol,Galliacid_?, Not annotad_RI_2038.8 und Vanillacid
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Insekt

Pilzpatch

Pflanze

11 (in Insekt und Pflanze)

Alanine (AS)

Aspargine (AS)

Glutamine (AS)

Phenylalanine (AS)

Proline (AS)

Threonine (AS)

Hexose_C (Sa)

Not_annotated_Polysaccharid-
RI_2952.2 (Sa)

Cholesterol_? (St)

Threitol_or_Erythritol

Not_annotated_RI_2556.1

10 (in Insekt und Pilzpatch)

Leucine (AS)

Tyrosine (AS)

Dodecanoic acid_? (FS)
Benzoic acid, 4-hydroxy-
Butanoic acid, 2-hydroxy-_?
Gluconic acid-1,5-lactone_?
Malonic acid

Oxalic acid
Not_annotated_RI_1186.5
Urea

6 (in Pilzpatch und Pflanze)

Galactose (Sa)

Tetracosanoic acid_? (FS)

Azelaic Acid

Caffeoylquinic
acid_cis_trans_3_5

Salicylic acid_?

Vanillic acid

Insekt: Ameise (n=4), Larven
(n=4), Puppen (n=4),
Geschlechtstiere (n=3)

Pilzpatch: Pilzpatch (n=4)

Pflanze: Mks (n=3), Trichilium
(n=2), Trichome (n=2)

47 (gemeinsam in allen Reichen)

Aspartic acid (AS)
Butyric acid, 4-amino- (AS)
Glutamic acid (AS)
Glycine (AS)

Isoleucine (AS)
Pyroglutamic acid (AS)
Serine (AS)

Valine (AS)

Fructose (Sa)

Glucose (Sa)

Hexose_A (Sa)
Maltose (Sa)

Sucrose (Sa)

Decanoic acid (FS)
Docosanoic aicid (FS)
Heptadecanoic acic (FS)

Hexadecanoic acid (FS)
Hexadecenoic acid, 9-(Z)- (FS)
Octadecenoic acid (FS)
Tetradecanoic acid_? (FS)
Campesterol (St)
beta-Sitosterol (St)

Adenine

Butanoic acid, 2,4-dihydroxy-
Citric acid

D-Sorbitol_?

Fumaric acid

Gluconic acid/Galactonic acid
Glutaric acid

Glyceric acid

Glycerol

Glycerol 3-phosphate

Glycolic acid

Lactic acid

Malic acid

Nicotinic acid

Pentonic acid_?
Pentose_alcohol_A_?

Phosphoric acid

Quinic acid

Succinic acid
Threonic_or_Erythronic acid_Peak1
Threonic_or_Erythronic acid_Peak2
Not_annotated_RI_1345.6
Not_annotated_RI_2013.4

Uracil

myo-Inositol

35 (exklusiv in Insekt)

Arginine [-NH3] (AS)

Cysteine_? (AS)

Homocysteine (AS)

Homoserine (AS)

Lysine (AS)

Methionine (AS)

Ornithine (AS)

Hexose_D (Sa)

Tagatose_? (Sa)

Not_annotated_Polysaccharid_R
1_2755.8 (Sa)

2-Oxoglutaric acid

Acetic acid, 4-hydroxyphenyl-

Amine_mglw_Dopamine_?

Ascorbic acid

Ethanolaminephosphate

Glycerol-2-phosphate_?

Inosine

Isobutyric acid, 3-amino

Kynurenic acid_?

Nicotinamide

Ornithine-1,5-lactam_?

Oxamic acid

Panthotenic acid_?

Putrescine

Threonic acid-1,4-lactone

Tocopherol, alpha-

Not_annotated_RI_1337.9

Not_annotated_RI_1456.1_may
be_Erythronic_acid

Not_annotated_RI_1879.1

Not_annotated_RI_2419.7

Not_annotated_RI_2774.5

Not_annotated_RI_2794.2

Uricacid_?

Uridine_?

myo-Inositol-1-phosphate

13 (exklusiv in Pilzpatch)

Hexose_B (Sa)
Trehalose (Sa)
Pentose_A (Sa)
Fucosterol_? (St)
Stigmasterol_? (St)

Acetic acid, 3,4-
dihydroxyphenyl-
Amine_mglw_Tyramine_?

Galactinol

Gallic acid_?

Pyruvic acid
Not_annotated_RI_1724.9
Not_annotated_RI_2038.8
Not_annotated_RI_2080.1

3 (exklusiv in Pflanze)

Cinnamic acid, trans-
Itaconic acid_?
Mucic Acid_?

Fig. 10 Venn-Diagr.:
Reiche im Vergleich

Angezeigt werden jene
Substanze, die in 275% der
Proben eines  Reiches
festgestellt wurden.
Substanzkategorien wurden
gegebenenfalls  beigefligt:
AS= Aminosaure,

Sa= Saccharid, St= Sterol
FS= Fettsaure,
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3.3.2 Quantitative Analyse

3.3.2.1 S5Untersuchung

| Vergleich der Gewebe

a Anzahl @r signifikanen Unterschiede

Um zu beurteilenwelche Gewebe sich stark voneinander unterscheiden und welche nur wenige

Unterschiede aufweisenvurde die Anzahl der signifikanten Unterschiede (0.95%) herangezogen.

Beim Vergleich der Gewebe ergeben sich grof3e Schwankuimgeler Anzahl der ghifikanten
Unterschiede (Tab.;5ig.11). Wahrendbei manchen Gewebaypen lediglich 2 der 147 untersuchten
Substanzen signifikant unterschiedlich sind (Larven vs. MKs und Larven vs. Psipdém)anderen
Geweba bis zu 95 Substaen (Geschlechtstiere vs. Pilzpatehjschieder(Fig. 11)Im Durchschnitt

unterscheiden sich zwei beliebige Geweah&3 +4.6 Substanzen signifikant.

Die MKsweisen im Vergleich mit den anderen 7 Geweben durchschnittlict6Zubstanzen auf, die

sich signifikant unterscheiden. Die kleinste Anzahl an signifikanten Unterschieden wurde, wie
erwahnt, im Vergleich mit den Larven (2), Puppen (4), dem Trichilium (12) und Trichomen (16)
eruiert. Beim Vergleich zwischen Pilzpatch unidsMinterscheiden sich 28 Substanzen signifikant. Die
meisten signifikanten Unterschiede treten beim Vergleich zu Geschlechtstieren (33) und Ameisen

(45) auf.

Der Pilzpatchunterscheiden sich durchschnittlich 62 £9 Substanzen vojedem anderen Gewebe.

Die geringste Anzahl an signifikanten Unterschieden besteht beim Vergleich mit den MKs (28),
ansonsten ist die Anzahl der Unterschiede des Pilzpatches im Vergleich mit anderen Geweben stets
groRe als der hochste Wert an Unterschieden bei den MKs. Im Mehgieit den Puppen (46), dem
Trichilium (48) und Trichomen (53) zeigt sich eine hohe Anzahl signifikanter Unterschiede. Die
hdchste Menge signifikanter Unterselie besteht aber mit deharven (73) eiterinnen (90) und
Geschlechtstiene (95). Die hochsteAnzahl signifikanter Unterschiede ist beim Pilzpatch somit im

Vergleich mit den Insektenstadien, mit Ausnahme der Puppen, zu ¢Efgeril)

Die Arbeiterinnen unterscheiden sich von den anderen 7 Gewebetypen im Durchschrid 9
Substanzen signifika, wobei die geringste Anzahl an Unterschieden zu den Puppen (24) besteht,
wahrend sie sich am deutlichsten vom Pilzpatch (90) unterscheiden. B&erhlechtstierergibt

es im Durchschnitt 4@10 signifikante Unterschiede zu den anderen Geweben, waoleeigréidte
Ahnlichkeitmit den Puppen (10) besteht. Die groRte Menge an Unterschieden tritt im Vergleich mit
dem Pilzpatch (95) auf. Bei dearvenunterscheiden sich durchschnittlick 29 Substanzen, wobei

die geringsten Unterschiede zu den MKs (2) und Puppen (2) bestehen, wahrend sich die hdchste
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Anzahl an signifikant unterschiedlich&ubstanzen im Vergleich mit dem Pilzpatch (73) zeigt. Die
Puppenunterscheiden sich nur in 1831Substazen von den restlichen Gewelypen. Die Puppen

sind somit durchschnittlich am wenigsten von allen anderen 7 Getypbn differenziert. Die
geringste Anzahl signifikant unterschiedlicher Substanzen wurde im VerdlidAuppenmit den
Larven (2) festgestie]l wahrend die meisten Unterschiede im Vergleich mém Pilzpatch (46)
auftreten. Im Durchschnitt unterscheidet sich d@idgchilium signifikant mit 3Qt7 Substanzen, wobei

die geringste Anzahl im Vergleich mit den Trichomen (11) besteht. Die grof3te | Amaah
Unterschieden hingegen zeigt sich im Vergleich mit den Ameisen (51). Béiridbomen sind
durchschnittlich 296 Substanzen signifikant verschieden, wobei die geringsten Unterschiede zum
Trichilium (11) bestehen, die meisten Substanzen sich hingsigeifikant beim Vergleich mit dem

Pilzpatch (53) unterscheiddfRig. 11)

Tabelle5: Anzahl der signifikanten Unterschiede zu den anderen Geweben im Durchschnitt

Arbeiteri.| Geschlt. | Puppen Larven MKs Trichilium | Trichome | Pilzpatch
44 +9 40 #10 1846 249 2016 307 29 46 62 19

Alle Entwicklungsstadien vofztecasind daher am unterschiedlichsten zupilzpatch ebenso die
Trichome, wahrend bei den Trichilien der gréf3te Unterschied zu den Ameisen besteht (51), dicht

darauf (48) folgt allerdings der Pilzpatch.

Die vier Entwicklungsstadien dé&meisenunterscheiden sichuntereinanderim Schnitt um 194
Substanzen, wobei dieindeutig geringsten Unterschiede zwischen Larven und Puppen (2) bestehen,
gefolgt von Geschlechtstieren vs. Puppen (10). Am meisten unterschiedliche Substanzen wurden bei

denArbeiterinnenvs. Geschlechtstieren (29) bzw. bei den Ameisenargeh (27) festgestellt.

Die pflanzlichen Gewebetypen unterscheiden sich lediglich ig2lSubstanzen, wobei MKs und
Trichome (16) die meisten signifikanten Unterschiede aufweisen. MKs und Trichilium (12) bzw.

Trichome und Trichilium (11) weisen etwasniger signifikante Unterschiede auf.
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Fig. 11: Anzahl signifikanter
Unterschiede

Angegeben wird die Menge der
Unterschiede bei einer Signifikanz
von 0.95%. Unterschiede variieren
stark (2-95).

Die rechte Grafik verdeutlich die
Unterschiede von MKs und Pilzpatch
zu den Insektengeweben.
Angegeben wurde die Anzahl
signifikanter Unterschiede.
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b PCAAnalye

Die PCAAnalyse zeigt eine deutliche Gruppierung der Gewebe (Fig. D#a)Pilzpatch formt die
raumlich dichteste Gruppe. Alle 4 Proben konzentrieren sich auf einer sehr kleinen Flache. Sowohl
MKs (=3) als auch Trichome (n=2) bilden sehr nahe beieinander liegende Gruppen. Ameisen (n=4),
Geschlechtstiere (n=3) und Trichilium (n=2) weisen leichte Streuungen auf, wobei die ersten beiden
eher entlang der PC-Achse (66.32%) verteilt sind, wahrend leteteentlang der PC-2Achse
(12.87%) streuen. Letztlich sind die Larven und Puppen am weitesten gefachert. Die Larven
differenzieren sowohl entlang der P@ls auch deiPC2Achsen, sind aber dennoch als homogene
Gruppe erkennbar. Bei den Puppen grenzt sicte Probe deutlich von allen anderen Gewebeproben

ab.

Pilzpatch und MKs clustern am deutlichsten. Sie unterscheiden sich minimal in ihrer Anordnung
entlang der PC-Achse. Eine Larvennd eine Puppenprobe befinden sich ebenso in unmittelbarer
Nahe der WzpatchMK-Gruppe. Ansonsten bilden aber alle Insektengewebe, mit Ausnahme der
erwahnten Puppenproheeine klar erkennbare Gruppierung, die lediglich entlang der ACh2e

stark streut. Entlang dieser Achse zeigen sich auch deutliche Unterschiede ewéghkhiten und
juvenilen InsektenstadierArbeiterinnenund Geschlechtstiere bilden zwar je eieigenehomogene
Gruppe, formen aber gemeinsam eine klar erkennbare Gruppierung. Die juvenilen
Entwicklungsstadien sind zwar weitflachiger verteilt, ein GrofteilProben lasst sich aber ebenso

als einheitliche Gruppe erkennen. Trichilium und Trichome bilden eine Gruppe, die am deutlichsten
von den anderen Gewebeverbanden abgegrenzt ist. Sowohl auf der A&&hdealsauch besonders

auf der PC -Achse sind beidereit entfernt von den restlichen Gewebsverbanden. Auch die MKs sind

sehr deutlich von dem Trichilium und den Trichomen entfé¢Fing. 12a)

Streuungsrelevante Substanzen

Die starke Differenzierung ddwichilium und Trichomeron den anderen Geweben wiliksonders

von Fructose, dieni den beiden Gewebenm Vergleich in viel hdheren Mengen vorhanden ist,
beeinflusst(Fig. 12b) Fir die Gruppierung der Insekten im entgegengesetzten Bereich der PC 1 und
PC 2Achse sind vor allem die beiden Aminoséurdfanine und Proline und die Fettsaure
Hexadecanoiacid ausschlaggebend. Die Grafiken aller Substanzen, die einer Substanzkategorie

zugeordnet wurden, finden sich, wie erwahimh Anhang ig. Anhang 6).

Fructosekommt in den Pflanzengeweben (exklusiv&$)l im Vergleich zu den anderen Geweben in
sehr hohen Mengen vor. Digreaverte von Fructose in Trichilium und Trichome unterscheiden sich

je signifikant von allen anderen Geweben. Lediglich zwischen Trichilium und Trichomen besteht kein
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signifikanter Unteschied. Im Trichilium ist im Schnitt 341mal mehr Fructose enthalten als in den
anderen Geweberaul3er denTrichomer. Ganz &hnlich fallt der Verglaider Trichome mit den
Geweben (exklusive Trichilium) aulSructose ist im Schnitt Uber 2688mal h&aufigerin diesem
Gewebe vertreten. Der geringste Unterschied der durchschnittichen Areamenge besteht im
Vergleich Zu den Ameisen (Ratio: Trichiliurb&terinnen=6.70; Ratio:
Trichome/Abeiterinner=5.27). Am starksten unterscheiden sich dkeea von Trichilium und
Trichomen von jenen der Larven (Ratio: Trichilium/Larven=74.42; Ratio: Trichome/Larven=58.61). Die
Menge gemessener Fructose spiegelt sich somit auf derAR&de wieder, auf der das Gewebe der
Ameisen jenem der Pflanze (exklusive MKs) am nachstewdbtrend die Larven auf der P&\2hse

am weitesten von den Pflanzengeweben (exklusive MKs) entfern{Sigd12b)

Alanine kommt in den Insektengeweben in weitaus gréReren Mengen s in den
Pflanzexgeweben und dem Pilzpatch. Der durchschnittligkreawert der Grof3gruppe Insekten ist
11mal hoher als der durchschnittliche Wert der Gro3gruppe Pflanze (Ratio: Insekt/Pflanze= 11.30)
und Uber 100 000mal hoéher als der durchschnittiche Wert im Pilzpatch (Ratio: Insekt/Pilz= 111
332.87). D@ adulten Insektnstadien, also Ameisen und Geschlechtstiere, unterscheiden sich dabei
signifikant von allen Geweben nicht tierischen Ursprungs. Signifikante Unterschiede innerhalb der

Insekten gibt es nichtFig. 12b)

Die Aminosauré@rolineist wiederum bei den Insekten sehr prominent vertreten. Im Insektengewebe
wurden durchschnittlich Gber 17mal mehr Proline als im Pflanzengewebe dokumentiert (Ratio:
Insekt/Pflanze=17.77), wahrend die Aminosaure im Pilzpatch sowohl bei den S5 als admh Bki
Messungen nicht nachgewiesen werden konnte. In Larven und Puppen sind im Durchschnitt Gber
3.5mal soviel Proline wie in den Ameisen und tber 2.7mal mehr Prddisén den Geschlechtstieren
nachgewiesen worden. Auch wenn keine signifikanten Uniéesie zwischen den Insektengeweben
bestehen, lasst sich damit wohl die Differenzierung der juvenilen und adulten Entwicklungsstadien

entlang der PC2 (12.87%)chse teilweise erklarefirig. 12h)

Die FettsdureHexadecanoi@cid tritt ebenso in sehr hoheMengen in den Insektengeweben auf.

Durchschnittlich sind die gemessendmeaverte der Fettsdure im Insektengewebe Uber 7mal so
hoch wie in den Pflanzengeweben (Ratio: Insekt/Pflanze=7.43) und Uber 50mal so hoch wie im
Pilzpatch (Ratio: Insekt/Pilzpatch=63). Die htchste durchschnittliché\reawurde bei Larven und
Puppen festgestellt. Die juvenilen Insektenstadien enthalten im Schnitt Gber 3mal so viel
Hexadecanoic acid wie die adulten Stadien (Ratio: juvenile Entwicklungsstadien/adulte
Entwicklungsstadien=3.24Qbwohl dieArbeiterinnennicht die héchste durchschnittlichéreavon

Hexadecanoi@cid aufweisen, unterscheidesie sich als einziges Insektengewebe stagmifikant
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von denPflanzengwebenund dem Pilzpatchwas wohl mit da hohen Schwankungen déwreader

anderen Insektenproben erklart werden ka(fig. 12h)

Neben den Metaboliten Fructose, Alanine, Proline und Hexadecaacid, die die starkste
Auswirlung auf die Streuung der Proben haben, gibt es noch andere Substanzen, die ebenso einen
deutlichen Einfluss auf die Verteilung in der PCA ausitien Saccharide (Glucose, Trehalose und
Maltose), funf Aminoséaureridoleucine Valine, Tyrosine, Glycine u@utamicacid) sowie funf nicht

naher definierte Substanzklassen (Quidid, Myalnsoitol, Phosporiacid, Glycerol und Lactizid).

Da auf Trends in den Substanzklassen im folgenden Kapitel ndher eingegangewgliidapitel
3.3.2.1: S8Jntersuchungll. Substanzkategorien in den Gewepemwverden sie hier weniger

ausfuhrlich behandelt.

Glucoseist wie Fructose in den Trichomen und im Trichilium in besonders hoher Menge vertreten.
Wiederum unterscheiden sich di&reaverte von Trichomen und Trichiliung jsignifikant von den
restlichen 6 Geweben. Im Trichilium ist im Schnittl®mal mehr Glucose enthalten als in den

anderen Geweben, in den Trichomen durchschnittlickdi®also viel.

Trehalosést in groR3er Menge in den Insekten ausgepragt, wahrend es in den Pflanzenbestandteilen
(inklusive MKs) und dem Pilzpatch in geringeren Mengen Waonden wurde (Ratio:
Insekten/Pflanzen=63.89; Ratio: Insekten/Pilzpatch=15.32). Im Pilzpatch, der bei €isterm

Substanzen sehr geringAreaverte aufweist, wurde hieraber mehr als m Pflanzeagewebe
R21dzYSYGASNI® . SNBAGA RAS ljdz f AdGFGAGS 1 ylrteasS 1T SA
lediglich in den Larven nachgewiesen wurde. In den anderene@@mwwurde zwar in einzelnen

t NP6SYy ¢NBKIf2a8 R21dzYSYGiASNIsE R20O0K yAOKO Ay xT ps3
Areawverten, wo Trehalose besonders deutlich in den Larven ausgepragt ist (Ratio:

Larven/Ameisen=9.88; Ratio: Larven/Geschleatrtsti4.19; Ratio: Larven/Puppen=14.95).

Maltose ist vor allem in den Insekten ausgepragt (Ratio: Insekt/Pflanze=34.79; Ratio:
Insekt/Pilzpatch=71.90), wobei die P@ppdie durchschnittlich héchstareaaufweisen, wéahrend in

den Ameisen durchschnittlich daeutlich geringsten Werte dokumentiert wurden.

Vier der funf Aminosaurenqoleucine Valing Tyrosine Glycing sind im Durchschnitt in gré3erer

Menge inden Insektengeweben zu finden als in den anderen Geweben. Zudem findet sich die grofite
Menge diesewvier Aminosauren durchschnittlich je den PuppenGlutamic acichingegen hat die
durchschnittlich hochstéreain den MKs, die Substanz findet sich allerdings auch in hohen Mengen

in den Insektengeweben.
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Quinicacid, eine Hydroxycarbonsaure, die keirtar Uberkategorien zugeordneturde, kommt wie
Fructose und Glucose vergleichsweise in sehr hohen Mengen in Trichomen und Trichilium vor. Im
Vergleich ist sie in etwa B6t52mal so oft im Trichilium ausgepragt wie in den anderen Geweben
(exklusive Trichom) bzw. in den Trichomen 1234mal so haufigexklusive Trichilium)Quinicacid

konnte in den sechs anderen Geweben in verhaltnismaRig eher gerfagewerten nachgewiesen

werden.

Myo-Inositol, einZuckeralkohqlder ebenso keiner der Uberkategorien zugeordnet wurde, konnte in
den Puppen am haufigsten nachgewiesen werden. Signifikante Unterschiede bestehen allerdings
lediglich zwischen Pilzpatch und diversen Geweben, da im Pilzpatch nur eine geringe Menge

nachgewiesenverden konnte.

Phosphoric_acideire Saure der ebenso keiner Uberkategorie zugeordnet wurde, konnte in den

sechs Geweben Geschlechtstiere, Larven, Puppen, MKs, Trichilium und Trichome in relativ hohen
Mengen nachgewiesen werden, wahrend das Metabolitdem Ameisen und Pilzpatchproben
auBerst geringeAreaverte aufwies. Im Gesamtdurchschnitt war die Substanz in den erwéhnten

sechs Geweben 30mal haufiger anzutreffen als im Mittelwert der AmdtdepatchGruppe.
Glycero] ein Zuckeralkohol, kommt in véeichsweise hoher Zahl in Larven und Puppen vor.

Lacticacid eine Hdroxycarbonsaure, wurde auch im Durchschnitt am haufigsten in Larven und

Puppen dokumentiert, wobei in beide~allen die Puppen die hochsteeabeinhalten.
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Fig. 12b: PCA-S5; Vergleich der Gewebe: Streuungsrelevante Substanzen

Namentlich angezeigt werden Substanzen, die auf die Streuung der Proben entlang der PC 1 (66.32%)- und PC2
(12.87%) -Achse den meisten Einfluss haben. Fructose ist wichtiger Faktor fir die Verortung der Pflanzengruppe,
wahren Hexadecanoic acid, Alanine und Proline die Positionierung der Insektengruppe mafRgeblich beeinflussen und
auch teilweise fiir die Streuung juveniler und adulter Entwicklungsstadien verantwortlich sind.

0
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1 Substanzkadgorien in cen Geweben

a Aminosauen

Es konnten 24 Aminosauren (=AS) in den Proben nachgewiesen werden. Wie die qualitative Analyse
bereits vermuten lasst, sind die AS im Insektengewebe besonders prasent. Auch wenn unterhalb der
75%Marke auf Vorhandensein der Substanzen gepruft wird, zeiggmahnliche Trends. 24 (100%)

der untersuchten AS kommen meist mit den hochsteaaverten in allen Insektengeweben vor. Alle

24 AS wurden zudem in zumindest einem Pflanzengewebe (inklusive MKs) dokumentiert. Der
Pilzpatch weist auch bei der quantitativéintersuchung mit Abstand die wenigsten Aminosauren

auf. Nur 12 (50%) der AS werd beim Pilzpatch nachgewieseind die AS waren zudem stets in
vergleichsweise ausgesprochen geringer Menge ausgepBagtder qualitativen Analysedie nur
Substanzen berisikchtigt, die in den Proben ix T pider Mengen vorkommen, wurden 10 AS

festgestellt.

Das Insektengewebe beinhaltet hingegam haufigsten die hochste Area einA6. Nur bei 5 AS
(20.8%) ist der hochste durchschnittliche Areawert ein pflanzliches Gewedren& bei den MKs).
Der Pilzpatch hat niemals den héchsten durchschnittlichen Areawert. Bei 18 ASw@B¥)edes

einzelne Insektengewebe hohere Werte auf atlegGewebe der anderen Grof3reiche.

In Geweben vonAzteca sind die vorkommeden AS 10mal setark ausgepragtals wie im
Pflanzengewebe (Ratio: Insekt/Pflanze=10.2Z8 kediglich bei drei AS konnte ein héherer Areawert

im Reich der Pflanzen als im Reich der Insekten festgestellt werden. Bei diesen AS handelt es sich um
Aspargine, Aspartiacid urd Butyricacid, 4amino. Jene 12 AS, die auch im Pilzpatch vorgefunden
wurden, kommen in Schnitt in den Insekten in Uber 10 000fach groRerer Menge vor (Ratio:
Insekt/Pilzpatch=10963.189150. Die erwahnten 12 Aminosauren sind in der Pflanze im Schnitt
1000mal haufiger vertreten (Ratio: Pflanze/Pilzpatch= 1112804).

Das Vorkommen der AS in den Insektengeweben unterscheidet sich zwischen den
Entwicklungsstadien. In den juvenilen Stadien sind tber 1.5mal mehr AS als in den adulten Stadien.
Auch wenn alle AS zur Berechnung dieser Ratio herangezogen wistdesi, 7 ASZ9.1%) dieArea

bei den adulten Stadien héher. Alanine, Butyatid 4amino, Glutamine, Homoserin&lethionine,

Pyroglutamiacid und Homocysteingindhaufiger in den adulten Stadien vertreten.

Vergleich der Gewebe

Der Vergleich der Einzelgewebgt dem Gewebeschnitt zeigt, dass nur die Insektengewebe bei den
AS Uber dem Gesamtdurchschnitt lieg&ing. 13) Die juvenilen Stadien grenzen sich in ihrer Ratio am

starksten vom Mittelwert ab. Larven und Puppen sind dabei relativ gleich ausgepragt. Ameisen und
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Geschlechtstiere, also die adulten Entwicklungsstadien, unterscheiden sich auch stark vom

Mittelwert, grenzen sich aber weniger deutlich ab.

Alle Gewebe, die nicht tierischen Ursprungs sind, weisen eine Ratio unter 1 auf, sind also kleiner als
der Mittelwert samtlicher Gewebeproben. Der Vergleich der Ratios aller AS zeigt, dass die MKs von
allen Geweben nichtiierischen Ursprungs eindeutig die héchste Ratio besitzen. Das bedeutet, dass
die 24 AS inBchnitt in den MKs die hochstaeader restlichen Gewebaufweisen.Vier ASsind in

den MKs sogastarker ausgepréagt als itmsektengewebe. Den Hochstwert aller Gewebe bilden die

MKs bei Aspargine, Aspartcid, Glutami@icd und Homoserine.

Trichome und Trichilium, die in der PCA eine klar erkennbare Ghififan, unterscheiden sich im
Vorkommen der AS jedoch deutlich. Obwohl die Gesamtmenge der Trichome zwar eindeutig unter
dem Gewebeschnitt liegt (Ratio: Trichome/MBésamt=0.408), ist die gemessene Menge deutlich
hoher als die der Trichilien, die sehr wgnAS aufzuweisen scheinen (Ratio: TrichiliumAMW
Gesamt=0.094). Zwei AS liegen bei den Trichomen in der Ratio tGber dem Gewebeschnitt: Aspartic
acid und Butyric acid -4mino, wobei letztere die hochsten durchschnittlichédmeaverte aller
Gewebe aufweist. InRilzpatch sind die AS entweder nicht vorhanden oder nur in aufgegsngen

Mengen vertreten (Ratio: Pilzpatch/M@esamt=0.00R

Pilzpatch

Trichilium

Trichome

MKs

MW aller

-0.998

-0.906

-0.592

-0.347

Gewebe

Ameisen

Geschlt.

Larven

Puppen

+0.294

+0.300

+0.696

+0.794

(=0)

' ' : richilium
richome
MKs
Ameisen
Geschlt.
Larven
Puppen

'Pilzpatch ‘
|
|
|
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Fig.13: Aminoséuren. Ratio: Einzelgewebe/MBEsamt; Unterschiede der Gewebe

Berechnet wurde das Verhdltnis eines Einzelgewebes (MW) zum Gesamtdurchschnitt; anschlieRend wurde der Mittelw
AS gebildet und der Abstand der durchschnittlichen Ratio von dem Mittelwert aller Gewebe angegeben. Die Grafik ze
die Insektengwebe alle Uberdurchschnittlich viele AS aufweisen. MKs zeigen im Vergleich mit detienistihhen Geweben
die héchste Ratio, die dennoch unter dem Gewebeschnitt liegt.

Ausgewahlte Substanzen

Alanine, Proline und tw. Isoleucine, Valine, TyrodBigcine und Glutamiacid wurden bereits in der

PCAAnalyse besprochen.
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b Kohlenhydrate

Es wurden 18 unterschiedlichiéohlenhydratenachgewiesen, wobei einig&ohlenhydratenicht

naher bestimmt werden konnten und lediglich als Pentose, Hexose bzw. Pbiggdedefiniert
wurden. Zudem wurden die Zuckersauren und Zuckeralkohole nicht zur Substanzkategorie
gerechnet. Melibiose wurde bei der S®ntersuchung lediglich in einer einzigen Probe
(Geschlechtstiere) mit sehr geringéreaverten nachgewiesen, weshalim Kommenden von 17

Kohlenhydraterausgegangen wird.

15 Kohlenhydrate §8%) wurden im Insektengewebe nachgewiesen, wahrendKdHllenhydrate

(82%) in den Pflanzen und 12 im Pilzpatch (71%) dokumentiert wurdetKoBRienhydratesind im
Unterschied zu den Aminoséauren sehr unterschiedlich stark ausgepragt, weshalb sich Trends nicht so
leicht feststellen lassen wie bei den AS. Von den acht Geweben haben sieben Gewebe zumindest
einmal bei einer Substanz den hdchsten Durchschnittswlezdiglich de Pilzpatch hat nie die
hochste Area aller Gewebe. Die Trichome weisen bei viéshlenhydratendie durchschnittlich
hdchste Area auf (Hexose_A, Hexose B, Hexose D und Pentose_A), gefolgt von Trichilium und
Arbeiterinnen die in je dreKohlenhydraterdie hdchsteAreazeigten (Trichilium: Fructose, Glucose,
Galactose, Ameisen:  Tagatose_?, Not_annotated_Polysaccharid_mglw._Nigerose?,
Not_annotated_Plysaccharid_RI_2755.8¥wvei Kohlenhydra¢ hatten bei Geschlechtstiene
(Hexose_C, Not_anmated Polysaccharid_RI_2846) und Larven (Trehalose, Ralfindge
durchschnittlich héchsteArea Puppen und MKsn je einem Kohlenyhdra(Puppen: Maltose,

MKs:Sucrose).

Vergleich Gewebe

Beim Vergleich aller 17 Sacchariiegen die Pflanzengewebe (exklesMKs) am deutlichsten tber
dem Gewebeschnitt (Fig. 14). Trichome weisen durchschnittlich die hochste Ratio zum
Gesamtdurchschnitt bei allen Sacchariden auf und auch im Trichilium konnten deutlich
Uberdurchschnittlich hohe Ratios festgestellt werden. Urden Insekten wurde die hdchste Ratio
durchschnittlich bei den Ameisen festgestellt. Pilzpatch, MKs und Puppen liegen unter dem
Gewebeschnitt, wobei der Pilzpatch wiederum insgesamt am weitesten unter dem Gesamtschnitt

liegt.
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Pilzpatch MkS Puppen MW aller Geschit. Larven Ameisen | Trichilium | Trichome

0905 | 0452 | -0.224 G‘(ezvoibe +0.029 | 0059 | 0239 | +0.964 | +1.314
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Fig. 14: Kohlenhydrate. Ratio: Einzelgewebe/MBEsamt; Unterschiede der Gewebe

Berechnet wurde das Verhdltnis eines Einzelgewebes (MW) zum Gesamtdurchschnitt; anschlie3end wurc
Mittelwert aller AS gebildet und der Abstand der durchschnittlichen Ratio von dem Mittelwert aller Gewebe ange
Trichome, Trichilium, Geschlechtstiere und ésen liegen im Vergleich aller Saccharide Uber dem Gewebesct
Pilzpatch, MKs, Puppen und Larven liegen unter Gewebeschnitt.

Ausgewahlte Substanzen

Fructose, Glucos@rehalosaind Maltose wurden bereits in den Resultaten der P&ralyse

diskutiert.

Sucroseist in den MKs mit Abstand am deutlichsten ausgepragt. Sucisisedas einzige
Kohlenhydrat in dem die MKs die hochstreaaller Gewebe besitzen. Sucrose istnimdestens
zemfache Menge haufiger in den MKgu finden als in anderen Geweben, Ubertrifft die
durchschnittlichen Areaerte der Gewebeaber auch teilweisaim das 100 bis 10@ache. In den
Arbeiterinnen und Puppen ist es durchschnittlich auch noch in groRerer Mengpanden (Ratio
MKs/Arbeiterinner11.23; Ratio MKs/Puppen=18.76), in den anderen Geweben ist es nur mehr in
deutlich geringeren Mengen vorzufinden. Am wenigsten Sucrose findet sich im Trichilium (Ratio
MKs/Trichilium=263.80) und im Pilzpatch (Ratio MKs/Rittp=1051.67). Aufgrundier hohen
Standardabweichungen unterscheiden sich die MKs lediglich von den Larven, Puppen und dem

Pilzpatch signifikant.

c Fettsauren

Es wurden 10 Fettsduren (=FS) nachgewiesen, wobei nur eindeutig als solche identifizierbare
Substanzen der Substanzkategorie beigefugt wurden (Butaeaic2,4dihydroxy und Butanoicacid
2-hydroxy wurden aufgrund ihrer angehéngten Gruppen udes Umstaneks dass sie >doppelt<
detektiert wurden nicht aufgenommen).Alle 10 FS konnten in einet@ewebe nachgewiesen
werden, wobei Hexanoiacid allerdings nur in einer einzigen NMobe dokumentiert wurde und

daher beim Errechnen der Ratios von 9 FS ausgegangen wurde.
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Die FS sind meist entweder stark in den Insektengeweben (besonders bei den loaleesjark in

den Pflanzengeweben (besonders bei den Trichomen) ausgepragt. Bewgigen die Larven die
hochste Area aller Gewebe auf. Zwei H®mmen eindeutig am haufigsten in den Trichomen vor,
namlich Tetracosanoi@cid_?, das in den Trichomen sig@ht haufiger als in allen anderen
Geweben vorkommt und Docosanoaxid, das sich signifikant von allen Geweben bis auf das
Trichilium unterscheidet. Auch dirbeiterinnenweisen bei einer FS (Decanaicid) die hdchste
durchschnittlicheAreaauf, wobeidiese FS in relativ geringen Mengen detektiert wurde und deshalb

die Werte kritisch betrachtet werden mussen.

Vergleich Gewebe

Beim Vergleich der FS zeigt sich, dass die Puppen am deutlichsten tUber dem Gesamtschnitt liegen
(Fig. 15) Die zweithéchste Gamtratio weisen die Trichome auf. Larven uAitbeiterinnenliegen

zwar deutlich unter diesen beiden Ratios, sind aber noch immer Uber dem Gesamtschnitt gelegen.
Die restlichen vier Gewebe (Geschlechtstiere, MKs, Trichilium und Pilzpatch) liegen unter dem

Gesamtdurchschnitt. Der Pilzpatch zeigt wiederum die kleinste Ratio aller Gewebe.

Pilzpatch | Trichilium MKs. Geschlt. MW aller | Ameise Larven Trichome Puppen

0965 | 0796 | 0732 | -0.593 G?foibe 0122 | +0404 | +0.958 | +1.352
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Fig.15: Fettsduren Ratio:Einzelgewebe/MWGesamt; Unterschiede der Gewebe

Berechnet wurde das Verhéltnis eines Einzelgewebes (MW) zum Gesamtdurchschnitt; anschlieend wurde der M
aller AS gebildet und der Abstand der durchschnittlichen Ratio von dem Mittelwert aller @eavgfegebenPuppen
Trichome Larvenund Ameisen liegen im Vergleich aller Saccharide Uber dem Gewebeschnitt. Pilzpatch, MKs, Pup)
Larven liegen untelem Gewebeschnitt.

Ausgewahlte Substanzen

Die Verteilung von Hexadecanaicid wurde bereitbei der PCA5Analyse dargestellt. Die
restlichen FS werden nicht ausfuhrlicher prasentiert, weil der Schwerpunkt der Untersuchungen auf
anderen Substanzkategorien liegt. Wie bei den anderen Substanzklassen auch, finden sich alle 10 FS,

bei denen Werte diktiert wurden, im AnhangHig. Anhang)6
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d Sterole

Da Sterole fir das Uberleben und die Entwicklung von Insekten entschegiedd(Nagata &
Nagasawa 2011), wurde ihnen bei der Analyse besondere Akdamakeit entgegengebracht. Es
konnten 5 unterschiedthe Sterole identifiziert werden: Campesterol, b&itosterol, Cholesterol_?
,Fucosterol_? und Stigmasterol_?. Aufgrund der relativ ahnlichen Struktur wurde die genaue
Definition der Sterole meist Ubeten Retentionsindex vorgenommeeshalben konnten dr der

Sterole nur mit bedingt (>_?<) identifiziert werden.

Vergleich der Gewebe

Obwohl fir die Errechnung der Ratio der Einzelgewebe zum Gesamtschnitt nur finf Substanzen
herangezogen werden konnten, zeigt sich ein eindeutiger Trend. Die adAlt&graAmeisen
(Arbeiterinnen und Geschlechtstier@jeisen tberdurchschnittlich viele Sterole auf (Ratio: adulte
Insekten/juvenile Sadien=21.59+14) Erstaunlicherweise finden sich aber in den Trichomen die
meisten Sterole, im Trichilium jedoch verhaltnismaRigtre wenig. Die hohe Anzahl an Sterolen in
den Trichomen hat mdoglicherweise etwas mit dem Kontakt zu den-évitenden Azteca
Arbeiterinnen zu tun (Y. Kapitel 4.3.1.4: Sterole in den Gewebebje fiinf Gewebe unter dem
Durchschnitt (Puppen, MKs, Pilzplat Trichilium und Larven) sind relativ homogen ausgepragt. Sie

alle liegen deutlich unter dem MW der Gewebe, weisen aber alle relativ dhnliche Ratios auf.

Larven Trichilium | Pilzpatch MKs Puppen MW aller Geschit. Ameisen | Trichome

-0.8 -0.768 -0.701 -0.68 -0.645

Trichilium
Pilzpatch
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Geschlechtstiere
Ameisen
Trichome
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|
|
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|
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Fig. 16: Sterole. Ratio: Einzelgewebe/M@esamt; Unterschiede der Gewebe
Berechnet wurde das Verhaltnis eines Einzelgewebes (MW) zum Gesamtdurchschnitt; anschlieRend wurde der M
aller AS gebildet und der Abstand der durchschnittlichen Ratio von dem Mittelwert aller Gewebe angegeben. Die
sind stark in den Tricdmen und den adulten Entwicklungsstadien ausgepragt. Alle anderen Gewebe liegen unte
Mittelwert der Gewebe und weisen sehr dhnliche Ratios auf.

-1 -0.5 0 0.5 15 2

58



Analyse ausgewéhlter Substanzen

Campestero[Fig. 17 A)wurde in den hiochsten Mengen bei den adultdntecafestgestellt. In den
Arbeiterinnen finden sich durchschnittlich dieochste Area aber auch der Mittelwert der
Geschlechtstiere ist deutlich groRer als jensiimtlicher andererGewebe. Die Arbeiterinnen
unterscheiden sich somit auch signifikant voséimtlichen Geweben mit Ausnahme der
Geschlechtstiere. Aucldiese haben noch hoheAreawerte, unterscheiden sich aber nur mehr
signifikant von Pilzpatch, Puppen und Larven. Die geringsteaverte fiir Campesterolveisen im
Schnitt Pilzpatch und Trichilium auf. MKs, Larven, Puppen und Trichome haben &hnliche,

durchschnittlicheAreawverte.

Das Phytosterabeta-Sitosterol(Fig.17. B)war im Schnitt am starksten in den Trichomen vertreten.
Auch in den Arbeiterinnen wde es in hoher Menge vorgefunden. Aufgrund der geringen
Probemenge schwanken didreaverte der Trichome stark, sie unterscheiden sich lediglich
signifikant von Larven und Puppen. Bei Arbeiterinnen komeieaber signifikant in hdherer Menge

vor als in 5anderen Geweben, lediglich zu Trichomen und Puppen besteht kein signifikanter
Unterschied. DieAreawverte der Geschlechtstiere sind bei beSiosterol nicht auffallend hoch
ausgepragt. Im Schnitt weisen diesmal die juvenilen Entwicklungsstadien, aleo uad/Puppen die
geringstenAreaverte auf. Auffallend ist, dass der Pilzpatch und das Trichilium, die in der Regel nur
sehr geringe Mengen Sterole aufweisen, hier &hnlich hohe durchschnittliche Werte wie die MKs

zeigen und sogar etwas héhere Werte aufweeisls die Durchschnittswerte von Larven und Puppen.

Cholesterol ?(Fig.17. C)ist in den adulten Entwicklungsstadien am haufigsten anzutreffen. Im
Schnitt kommen die hochstemAreaverte in den Geschlechtstieren vor, gefolgt von den
Arbeiterinnen. Die Arbiterinnen, die zwar durchschnittlich deutlich weniger Cholesterol aufweisen
als die Geschlechtstiere, unterscheiden sich signifikant von allen anderen Geweben. Die
Geschlechtstiere hingegen unterschieden sich lediglich signifikant von Larven, PuppenondiKs
Pilzpatch, nicht aber von Trichilium, Trichomen und Arbeiterinnen. Ein Umstand, der vermutlich mit
den hohen Standardabweichungen der Daten bei den Geschlechtstieren zu erklaren ist. Pilzpatch und
Trichilium zeigen wiederum die geringsten Mengen an |&4terol_7?.Larven, Puppen, MKs und

Trichome kommen im Durchschnitt in etwa gleichen Mengen vor.

Auch Fucosterol ?(Fig. 17. D) ist bei den Arbeiterinnen und Geschlechtstieren am stérksten
ausgepragt. Die Trichome weisen zudem ebenso hdtreaverte auf. Die Arbeiterinnen
unterscheiden sich bis auf Geschlechtstiere und Trichome signifikant von allen anderen

Gewebetypen. Die Geschlechtstiere unterscheiden sich signifikant von Larven, MKs, Pilzpatch und
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Puppen, nicht aber von Arbeiterinnen, Trichomermdwem Trichilium. In MKs und Pilzpatch kommt
Fucosterol_7n etwa de gleichenMenge vor. Bei Larven und Trichilium konnte kein Fucosterol_?

nachgewiesen werden.

Stigmasterol_2AFig.17. E)wurde in den gréf3ten Mengen in den Trichomen nachgewiesen. Der
Mittelwert der Areawerte liegt deutlich Uber den anderen Geweben, aufgrund der hohen
Standardabweichungen unterscheiden sich die Trichome aber lediglich signifikant von Larven,
Puppen und Pilzpatch. Auch Geschlechtstiere und Arbeiterinnen weisen h8hesserte als die
anderen Gewebe auf, wobei in den Geschlechtstieren durchschnittich mehr Stigmasterol_?
nachgewiesen wurde. Auffallendsti dass in Pilzpatch und Trichilium ungewd6hnlich viel
Stigmasterol_? gefunden wurde. Die durchschnittlicheraverte des Pilzpatches sind beinahe so
hoch wie jene derArbeiterinnen.In Larven und MKs konnte kein Stigmasterol_? nachgewiesen

werden, in den Puppen wurde lediglich in einer von vier Proben Stigmasterol_? detektiert.
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Fig. 17: Sterole in den Geweben

Dargestellt sind die Mittelwerte der Peakflache (=Area) der jeweils festgelegten Masse einer Substanz (pro Gewebe).
Fehlerbalken wurden aufgrund der hohen Schwankungen durch geringe Probenanzahl mit =STABW/Wurzel(Anzahl)
berechnet. In der y-Achse sind die Areawerte der jeweils berechneten Masse verzeichnet. Hohe Werte sind noch kein
Beleg fiir ein iberproportionales Auftreten der Substanz in den Geweben, kdnnen aber oft einen Trend verdeutlichen. Im
Feld rechts neben der Grafik finden sich samtliche Gewebe, die sich voneinander signifikant (0.95%) unterschieden.

Ar= Arbeiterinnen, Ge= Geschlechtstiere, La= Larven, Pu= Puppen, MK= Mdllersche Korperchen, Pp= Pilzpatch, Trl=
Trichilium, Tro= Trichome.

3.3.3 SlkUntersuchung

3.3.3.1 Vergleich: MKs verschdener CecropiaArten

| Anzahl @r signifikanen Unterschiede

Wie bei samtlichen Geweben der -Bhtersuchungen wurde auchei den MKs verschiedener
CecropiaArten die Anzahl der signifikanten Unterschiede untersucht, um so Riickschliisse Uber die

Ahnlichkeit der untersuchte@ecropiaArten beziiglich der Futterkorpercheziehen zu kénnen.

Die TFTests zeigen, dasss bei denMKs der unterschiedlicheecropiaArten kaum signifikante
Unterschiede gibtAusnahmen sindrei Substanzen im Vergleich zwisct@&ninsignisind C. peltata
Aspargine, Methionine und Isovalesacid 2oxo_7?. Die Aminosdure Aspargimn&t signifikanthohere
Areawverte in C. insignis wahrend Methiome und lIsovalericacid, 2oxo_? signifikant hdhere
Areawerte bei C. peltatazeigen.C. peltataind C. obtusifoliaunterscheiden sich in einer Substanz
signifikant. DieAreaverte von Hexanoicacid sind beiC. peltata signifikant hoher als beC.
obtusifolia Bei C. obtusifoliaund C. insignisunterscheiden sich diéAreaverte keiner einzigen

Substanz signifikant.

Von den 14gefundenenMetaboliten konnten in den MKs 132 Substanzen festgestellt werden. Die
MKs zeigen somitrotz einer Vielzahl dokumentierteSubstanzen nur sehr geringe signifikante

Unterschiede auf Artniveau. Zudem wird deutlich, dass der gréf3te Teil der untersuchten Metabolite
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(90%) in zumindest einer MRrobe detektiert wurde. Die 88ntersuchung bei der durch die
starkere Verdinnung grundi&zlich weniger Substanzen nachgewiesen werdeannten,

dokumentiert auch bereits 120 Substanzen (82%) in mindestens einéribbi¢.

Besonders die MKs vo@. insignisund C. obtusifoliadhneln einander stark. Auch wenn man
Unterschiede nur bei einer Sifikanz von 0.85% definiert (statt wie bisher 0.95%), um mehr
Unterschiede deutlich zu machen, unterscheiden sich die beiden Arten lediglich in einer einzigen
Substanz (Not_annotated_RI_2249.Z). peltata und C. obtusifolia unterscheiden sich in 7

Substanen undC. peltataund C. insigni® in 8 Subtanzen zu 0.85% signifikant.

Die drei MKProben, die vonC. obtusifoliaim Glashaus geerntet wurden, wurden auf ihre
Unterschiede zu den Pflanzen im Freiland untersucht. Da die drei Proben lediglich von einem
Individuum gesammelt wurden, berlcksichtigt die Berechnung alle technischen Replikate. Die drei
Proben der Glashauspflanze unterscheiden sich in 8 Substanzen signifikant von samtlichen im
Freiland gesammelten Probekinterschiedlich sind Hexose B, Isovaleric acidoo, Pentose A,

Pinitol, Salicylic_acid_?,Tocopherol alpha, Non_annotated_RI_2038.8.

Il PCAAnalye

Obwohl die TTests darauf hinweisen, dass es nur wenig Unterschiede zwischen den MKs der drei
untersuchtenCecropigArten gibt,zeigt die Hauptkomponentenanalyse, dasssich durchausuch
unterscheiden Fig. 18). Die einzelnerCecropiaVIKs sind als Gruppe zu erkennen, auch wenn sie

nicht so deutlictclustern wie diaunterschiedlicherGewebeartervon Cecropia

Besonders deutliclelustern die Proben voi€. peltata(n=6). Finf der sechs Proben bilden eine
deutliche Gruppe, die sich auf allen drei P&#Hhsen zu den anderen Proben differenzieren. Die
sechsteC. peltataProbe streut stark entlang der PGA2Zhse (12.66%) und ist dorher im Bereich
von C. insignisind C. obtusifolieanzutreffen. Auch auf der PGA®hse (9.77%) differenziert sie stark
von den restlicherC. peltataProben und ist wieder im Bereich v@ninsignisind C. peltataverortet.
Entlang der PC-Achse (54.60%st die Probe allerdings nicht weit von den restlichen Proben

entfernt.

C. insignizund C. obtusifoliadie sich bereits bei der Diskussion der signifikanten Unterschiede am
wenigsten unterschieden, lassen sich auch in der PCA schwer voneinander abghktihzereine,
weiter entfernt liegenden Ausnahme bilden sie gemeinsam eine Gruppe, die sich deutligh. von
peltata abgrenzt. Auch bet. obtusifolign=>5) findet sich eine Probe, die sehr weit von den restlichen
Proben entfernt ist. Diese differenziert stark auf allen drei Achsen und ist im Vergleich mit allen

anderen Proben am starksten peripher positioniert. Die restlichen vier Proben sind redduig/ n
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beieinander verortet. Entlang der PGA8Bhse gibt es kaum eine Streuung, wahrehd Gruppe

entlang der PC-Achse leicht differenziert. Auf der PEAEhse ist die Streuung am gré3ten (E).

Die MK Proben vof. insignign=3) streuen stark. Zweler Proben bilden eine erkennbare Gruppe,
die allerdings mitten im Cluster vdd. obtusifoliaverortet ist. Die dritte Probe differenziert deutlich

entlang der PC-Achse.

Streuungsbeeinflussende Substanzen

Welche Substanzen besonders stark auf die \artg der Proben Einfluss nehmen, lasst sich bei den
MKs schwieriger eruieren als bei der PCA der Gewebe. Keine Substanz bt &hnlich starken Einfluss
auf die Positionierung einer Probe oder eines Clusters aus. Allerdings sollen im Kommenden, ohne
Anspruchauf Vollstandigkeit, einige Substanzen, die die Differenzierung der Proben besonders

beeinflussen, angefihrt werden.

Fur die Positionierung vog. obtusifolialinks der PC -Bchse ist etwa Tetracosanoacid_? von
Bedeutung(Fig. Anhang 5)DieAreaverte der Fettsaure sind bet. obtusifoliél@mal hdher als beC.
peltata und um 19mal hoéher als b&l. insignis Auch die Aminosaure Aspargine beeinflusst eine
Positionierung der Proben im linken Bereich der PX&Hse. Auch Aspargine ist am deutlichstefin
obtusifoliaausgepragt und unterscheidet sich relativ deutlich ¥@anpeltata(Ratio:C. obtdC. pelt
4.72) und ist aucktéarker al<C. insigniguusgepragt (RaticC. obtdC. pelt 1.72).

Tetracosanoicacid_? bt ebenso einen Einfluss auf eD#ferenzierung entlang der PGAZhse
(12.66%) ausDer entgegengesetzte Bereich wird etwa von Raffinose, Maltose oder Not_annotated
Polysaccharid_RI_2846 gepréagt. Raffinose ist am starkst€n abtusifoliavorhanden, inC. peltata
allerdings ahnlich srk ausgepragt, irC. insingnishingegen kaum vorhanden (Rati@. obtuC.
pelt=1.66; RatioC. obtdC. insig38.45). Maltose ist i€. peltataam starksten ausgepragt (Ratio:
pelt/C. obtw2.49; RatioC. peltC. insigl.72), ein Faktor, der sicherlictie Verteilung im linken
Bereich der PC -Bchse miterklart. Not_annotated Polysaccharid Rl 2846 ist in allen drei
Pflanzenarten mit hohe Areawerten vertreten, aber ebenso inC. peltata am deutlichsten

ausgepragt.

Die Positionierung im oberen Bereich de€ B (9.77%) und damit das deutliche Clustern @on
peltata wird u.a. von Galactose, Spermidine und wiederum Not_annotated _Polysaccharid_RI_2846
beeinflust. DieAreaverte von Galactoseind beiC. peltataam hdchsten und Gber doppelt so grof3

wie bei C. dtusifolia (Ratio: C. peltC. obtu= 2.29) und deutlich intensiver ausgepragt als Gei
insignis(Ratio:C. peltC. insig41.56), was sicherlich ein Faktor dafir ist, wabnpeltataauf der PC

3-Achse am weitesten oben positioniert ist. SpermidinensCi obtusifoliaund C. peltataungefahr
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gleich stark ausgepragt, aber konnteGninsignisicht nachgewiesen werden. Fir die Positionierung
im entgegengesetzten Bereich der PBchse zeigt sich etwa Azelaicid verantwortlich. Es ist am
starksten inC insigns ausgepragt, aber auch @. peltaltavorhanden.(Ratio:C. insigC. obtw3.94;

C. insigC. pelt1.69).

® . insignis Fig. 18: PCA-SL; der MKs der Cecropia-Arten
® C. obtusifolia

C. peltata

Proben bilden relativ klar erkennbare Gruppen.

L : C. peltata clustert mit einer Ausnahme am

Nl T e P Y deutlichsten und differenziert v.a. auf der
. P T PC 3 (9.77%)-Achse. C. obtusifolia als Gruppe

3

3 ‘ o ..: erkennbar, allerdings verzahnt mit C. insignis.
’ Y ¥ . -.@ .. i Je eine Probe beider Arten peripher
T BT G Tl Tl T angeordnet.

Fir die Streuung der Arten relevante
Substanzen wenig eindeutig (zugehorigen
Graphiken im Anhang) Tetracosanoic acid und
Aspargine sind u.a. fiir Positionierung von C.
obtusifolia im linken Spektrum der PC 1-Achse
(54.60%) ein Faktor. Fir die Positionierung von
C. peltata im oberen Bereich der PC 3-Achse

: (9.77%) zeigen sich u.a. Galactose, Spermidine
PC2(12.66%) 10 PC 1 (54.60%) und Not_annotated_ Polysaccharid_RI_2846
verantwortlich.

PC 3(9.77%)

3.3.3.2 Vergleich MKsPilzpatch

| Anzahl @r signifikanen Unterschiede

Um Aufschluss uber die Ahnlichkeit von Pilzpatch und MKs zu erhaltesichietwa in der PGA
Analyse der Gewebe abzeichnet, wurden die Proben des Pilzpatch auch SL gemessen. MKs und
Pilzpatch unterscheiden sich in 28 Substanzen signifikamegt 0.95% in 8 Aminoséauren, 4

Sacchariden, 2 Fettsauren, 1 Sterol und 13 nichitifizierten oder zuordenbaren Substanzen

I PCA

Bereits die PCA aller Gewebe bei ded&Ssung zeigte eine starke Ahnlichkeit zwischen Wi
Pilzpatchgewebe, obwohl bei der -Bhtersuchung dennoch 28 signifikante Unterschiede
dokumentiert werden konntenTrotz dieser Anzahl signifikanter Unterschiede zeigte auch diese PCA
sehr geringe Differenzen zu den MKs. 3 Proben des Pilzpatches (n=4) bilden zwar eine sehr enge
Gruppe, doch die Unterschiede zu den MKs lassen sich nur bedingt festmachen. Da allerslings a
dem Datenmaterial hervorgeht, dass Unterschiede bestehen, wurden, um diese néher zu
verdeutlichen, die Daten mittels eines -L@ghartimus (log10) bearbeitet, um so die Differenzen

zwischen den Geweben deutlich zu machen.
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Die log1GPCA zeigt Unterschiedzwischen dem Pilzpatch und detKs Fig.19a). Pilzpatch und MKs
bilden zwei klar abgrenzbare Gruppen, wobei die vier Proben des Pilzpatches kaum streuen und eine
sehr dichte Gruppe bilden, die sich besonders entlang der HAChde (67.28%) von den MKs
abgrenzt und auch entlang der PEA2hse zu den meisten MiRsoben differiert. Die MKs sind zwar

als Gruppe klar erkennbar, aber viel weiter gestreut. Die Streuung vollzieht sich dabei auf allen drei
Achsen. Innerhalb der MKs lassen sich auch hier die @mumgen der einzelnen Arten erkennen,
auch wenn einzelne Proben von der Gruppe entfernt sind oder Gruppen ineinander Gbergehen. Auf
der PC 4Achse scheint siclE. peltata dasrelativ deutlich clustert, am deutlichsten vom Pilzpatch
abzugrenzen. Auf dieser Achse nahert sich die@rbbtusifoliadie auch grof3teildeutlich clustert,
obwohl eine ProbeC. insignigaumlich nicht von diesem Cluster zu differenzieren ist, am ehesten
dem Pilzpatch an, wobei allerdings die grof3te raumlicreniiung entlang der RZ Achse besteht

(Fig. 19a)

Streuungsrelevante Substanzen

Fur die raumliche Differenzierung des Pilzpatch im linken Bereich detAlsé und im hintersten
Bereich der PC-&chse zeigen sich unterschiedliche Substanzen verantwoffligh 19h) Besonders
D-Sorbitol und Not_annotated_RI_1345.6 beeinflussen die Auspragung. Beide Substanzen sind im
Pilzpatch in signifikant groBeren Mengen zu finden als in den MKs (Sorbitol: Ratio:
Pilzpatch/MKs=37.29; Not_annotated RI_1345.6: RRlippatch/MKs=24.21).

Fur die Positionierung im linken Bereich der P@chse scheinen u.a. auch Vanilad und Hexose
A tendenzgebend zu sein. Allerdings sindsdigeiden Metabolite fiir die Differenzierung zwischen
Pilzpatch und MKs von geringer Relexada sie in relativ ahnlichen Mengen in beiden Geweben

vorkommen (Vanniliecid: Ratio: Pilzpatch/MKs= 1.02; Hexose A: Ratio Pilzpatch/MKs= 1.24).

Fir die Positionierung im entgegengesetzten rechten Bereich der BAJIPC 2Achse sind unter
anderem Sarose, Aspargine, Glutamic acid und Isoleucine verantwortlich. Sucrose kommt in den
MKs in signifikant gféeren Mengen vor als im Pilzpatch (Ratio: MKs/Pilzpatch=533.65). Auch die
Aminosauren Aspargine, Glutamic acid und Isoleutieen in den MKs in gif®eren Mengenauf
(Asparagine: Ratio: MKs/Pilzpatch=675.93; Glutamic acid: Ratio: MKs/Pilzpatch=404.63; Isoleucine:
Ratio: MKs/Pilzpatch=2437.38).

Auch wenn Unterschiede dokumentiert werden konnten widh einige Substanzen in MKs und
Pilzpatch signifikant unterscheiden, ist dennoch festzuhalten, dass sich die beiden Gewebe stark

ahneln. Das zeigtedie S5PCA und SRPCA deuitlich.
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32 : : < el e Fig. 19a: PCA-SL-log10; MKs und Pilzpatch
o : . Yoo Daten wurden logarithmiert (log 10), um
. : e Unterschiede deutlicher zu machen. Erst
il : : . e B dann clustern Pilzpatch und MKs deutlich.
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Fig. 19b: PCA-SL-log10; MKs und Pilzpatch: Streuungsrelevante Substanzen

Fur die raumliche Differenzierung des Pilzpatch zeigen sich u.a. D-Sorbitol und Not_annotated_RI_1345.6
verantwortlich. Fir die Positionierung der MKs im entgegengesetzten Bereich des Spektrums sind u.a.

Sucrose, Aspargine, Gluatmic acid und Isoleucine ausschlaggebend.
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4 Diskussion

4.1 MorphologischAnatomische Untersuchungen

4.1.1 Morphologie undAnatomie der MKs

Vom Trichilium und den MKs wurden Schnitte gemacht, die relativ deutlich zeigen, wie produktiv ein
einzelnes MK ist. Eine gro3e Anzahl MKs in unterschiedlichsten Entwicklungsstadien werden auf der
gesamten Oberflaiche des Trichiliungebildet. Auffallend is wie LM und CTUntersuchungen
zeigten, dass/oll entwickelte MKs nicht in unmétbarer Nahe zueinander liegejunge Stadien
hingegen schon. Mdglicherweise wird die Entwicklung einzelner MKs gefordert, wahrend die

unmittelbar darebenliegenden MKs in ihrem Wachstum kurzzeitig gehemmt werden.

Die im Pflanzenreich sehr ungewohnliche Einlagerung von Glykogen in dieRiutKsoN1976,
Bischofet al. 2013) konnte bei deanatomischerlUntersuchungerdieser Arbeitnicht nachgewiesen
werden. Bei den voll entwickelten Stadien sind zwar mehrere rundliche Einlagerungen in jeder Zelle
zu erkennen (Fig. 3F), ob es sich dabei um Glykogenplastide handelt, kann aufgrund der Schnitte
alleine nicht gesagt werden. Fir eine eentigere Identifizierug misste etwa ein Nachweis mittels
Schiffscher Reaktion erbracht werden, wie bei Rickson (1976). Fur weiterfihrende anatomische
Untersuchungen der Plastiden missten die Proben durch Transmissionselektronenmikroskopie

untersucht werden, wie bei Bischof dt €2013).

Eine weitere Unklarheit betrifft den Entwicklungsstand der reifen MKs. Wahréckbon(1976)von

1mm Lange und Bmm Breite, dann wieder von 3mm Lange und 1mm Breite sprichtBigichofet

al. (2013) den Durchmesser des Transversalschuilg® die Breite) mit 0;Amm an. Dign dieser
Untersuchung dokumentierten MKs, die dem Stadium 5 zugeordnet wurden, sind aber
durchschnittlichnur 700pm lang und etwa 500um breiuchdie im Feld gesammelten MKs waren
wohl deutlich groRer als 1mm. Dirittels Mikroskop untersuchten MKs waren allerdings allesamt
deutlich kleiner als diese N&aherungswerte. Das kann bedeuten, dass es sich bei den als reif
definierten MKs (Stadium 5) noch gar nicht um fertig entwickelte MKs gehandelt hat, sondern sich
dieselediglich friihzeitig durch die Praparation vom Trichiliumgewebe getrennt haben, wéahrend sich
die grofiten MKs beim Transport oder der Entwésserung gelést haben. Da zwei verhaltnismaRig
kleine Trichilien untersucht wurden, wére eine andere Erklarung fikldiaen MKs, dass die Grol3e

der MKs an die GroRe des Trichiliums gekoppelt ist (wogegen allerdings Feldbeobachtungen

sprechen). Vorstellbar ist auch, dass sich die MKs, bereits vom Gewebe geldst, wediehi und
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an Volumen zunehmen. Zudem kann es augihrend der Fixierung zu einem GréRenverlust der

Proben kommen (Mayer, persénliche Mitteilung).

Wie die lichtmikroskopischen Untersthungen zeigtenfinden sich auf einem Trichilium MKs
unterschiedlichster Entwicklungsstadien. O@degt auch die CTUntersuchung, allerdings konnten
die kleinsten Stadietbei der CIUntersuchung, im Gegensatz zur AMtersuchung, nicht erfasst
werden (Fig. 4AB). Die CIUntersuchungen zeigen allerdings besseie ungemein dicht die MKs
gelagert sind (Fig. 60). Auffallendist auch hier, dass sich bei den reiferen MKs selten zwei MKs
gleicher GroflRe nebeneinander befinden. Auch dieU@tersuchungen deuten somit auf einen

Kontrollimechanismus hin, der verhindert, dass zwei direkt benacbidKs zur gleichen Zeit reifen

Das die MKs bei der Behandlung mit Wismut nicht kontrastierten, deutet auf ihre Zusammensetzung
hin. Lipide und Polysaccharide zeigen namlich nur bei ddramllung mit Wismut eine sehr
schwache KontrastierungWeber, perstnliche KommunikatipnDa MKs reictan Lipiden und
Glykogen sind Rickson1976, Bischofet al. 2013, ist es nicht verwunderlich, dass die MKs bei
Kontrastierung mit Wismut in den Aufnahmen nur als >L6cher< in der Trichiliumoberflache zu

erkennen waren.

4.1.2 Umfang der MKProduktion

Bei der Aalyse der Trichilien mittels Computertomographie wurde deutlighlich enorme Anzahl

an MKs ein einzelnes Trichilium bilden kann. In BRy.sind tber 600 MKs unterschiedlicher
Entwicklungsstadien zu erkennen, obwohl nur eine Seite des Trichiliums zuisehdéochgerechnet
produziert ein aktives Trichilium somit Gber 1000 MKs gleichzeitig. Da jede Pflanze mehrere aktive
Trichilien hat, die Uber einige Monate MKs produzieren, wird deytieblche Menge an MKs

Cecropials Nahrung fiir die mit ihr assoztien Ameisen produziert.

Folgaraitet al. (1994) stellten bei @iem Langzeitexperiment an der peruanischéacropiasp. B.

(eine Unterart vonC. membranacéafest, wie viele MKs ein Trichilium in seiner gesamten
Lebensspanne produziert. Dabei wurden je zwei gleich positionierte Trichilien mehrerer Pflanzen von
C. sp. B.untersucht. e durchschnittliche Lebensdauer der beiddmichilien betrug 96+11.3
(STABWhzw. 90.2£19.4(STABWTage. Bei simuliertekmeisenpasenz betrug die durchschnittliche
MK-Produktion 766 bzw. 855.5 MKs Uuber die gesamte Lebensspafoigafaitet al 1994). Im
Vergleich zu den hochgerechneten 1000 MKs, die in égrdmtersuchten Trichiliumprobeown C.cf.
peltata zu einem einzigen Zeitpunktmittelt wurden, scheinen die Werte vo@.sp.B.relativ gering.
Moglicherweise bestehen artspezifische Unterschiede inMEfProduktionzwischenC. cf. peltata

und Cecropiasp. B. Da vorCecropiamembranaceaenur die reifen auf der Trichomoberflache
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prasentierten MKgjezahlt wurden, ist es auch denkbar, dass gar nicht alle der in einem Trichilium
gebildeten MKs zur vollstandigen Entwicklung kommen. Der Unterschied in der Anzahl der MKs
konnte letztlich auch damit erklart werden, dass die Z&hlung, obzwar gewissenhaft durchgefihrt,

falsche Anhaltspunkte flir die Hochrechnung lieferte.

4.1.3 Versorgung degrichiliums

Die anatomischen Untersuchungen zeigtdass das gesamte Trichilium von Leitbundeln durchzogen
wird. Ein ungewohnlich dichtes Netzwerk von vasikularen Bindeln dominiert das gesamte Trichilium.
Die naheliegende Erklarung dafur ist, dass eingewdhnlich hohe Menge an Nahrstoffen in das
Trichilium transportiert werden muss. Es wurde bereits erlautert, wie produktiv ein einzelnes
Trichilium ist. Um die hohe Produktionsrate zu gewahren, ist natirlich ein entsprechend stark

ausgepragtes Versorgusigetzwerk notwendig.

4.1.4 Anatomie und Funktionfrichome

4.1.4.1 Einfache Trichome

In der Binokularansicht wurde deutlich, wie ungemein dicht die Trichome die Oberflache des
Trichiliums bedecken. Auffallend dabei ist, dass die Trichome an der Basis anders ausjsghrafg

an deren SpitzeDieser Farbverlauf lasst sich vermutlich durch unterschiedliche Pigmentierung
erklaren. Die geriffelte Struktur der Spitze dainfachen Trichome ist moglicherweise auf die

Prapmrationsmethode zurtickzufihren.

Entscheidender aldie erwéahnte farbliche Aufteilunder einfachen Trichomén eine Basis und eine
Spitze ist allerdings die damit einhergehende unterschiedliche Struktur des Trichondgr hellen

Basis stehen die Trichome sehr dicht nebeneinander und dieser Bereicmtscimei einiges
unnachgiebiger als die gekrauselten Spitzen. Méglicherweise besteht dadurch auch ein funktioneller
Unterschied. Eine mdégliche Erklarung wéare namlich, dass die dichte diaSisitze fur dieMKs

dient. Die MKs werden sehr dicht von d&nichomen umlagert. Tatsachlich ist es wahrscheinlich,
dass sich die MKs durch das Wachstum Platz verschaffen, indem sie durch die GréRenzunahme die
Trichome von sich wegbiegen. Eine solch kompakte Struktur ist natirlich dementsprechend stabil.
Die MKs, di ja schlie3lich nur an einer relativ schmalen Basis mit dem Trichiliumgewebe verbunden
sind Fig. 54, kbnnten durch die Haare ausreichend gestitzt werden. Allerdings werden nur die
unvollstandig entwickelten MKs von der Basis umhdillt. Dass sich diemechm oberen Bereich
krauseln, konnte dementsprechend einen besonderen Nutzen fir die reifen halken. Die

ausgewachsenen MKs ragensademTrichonpolster heraus oder liegesogar aufdieser auf. Durch
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die lockereStruktur ist es den MKs zum einen mdglikeichter nach oben zu kommen, wahrend die
gekrauselten Enden mdoglicherweise die MKs an der Trichiliumoberflache halten konnten. Diese
Struktur konnte den >kopfuber< unter dem Petiolus hdngenden MKs den nétigen Halt verl@i@en.

Riffelung kdnntezeudemverhindern, dass die herausgediien MKs wieder zurtickgleiten.

Neben der stiitzenden Funktion kdnnte die Struktur der Trichome auclsdistzfir die MKs
fungieren. Zumindest die jungeMKs werden schlie3lich von dem dichten Trichompolsberlagert.
Dadurch sind sie vor potentiellen Nahrungskonkurrenten der Ameisen versteckt und geschutzt. Dass
MKs trotz der aggressiven Verteidigung der Ameisen von Konkurrenten abgeerntet werden, wurde
namlich mehrfach bdoachtet. L®&ierre (2007) dokumentierte in einerUntersuchung
Sozialparasitismus b&ecropia Es wurde nachgewiesen, dass die Wespe@duarterginussp. in

Costa Rica MKs vaa@. insignisund C. olbusifolia sammelte und das, auch wenn diese Pflanzen
besiedelt waren. Mitunter benutzen die Wespen sogar éiblenkungsmandverum die MKs
ungestortzu rauben(LaPierre 2007) Dass Wespen Trichilien abernten, wurde auch im Zuge dieser
Arbeit beobachtetAztecaschalen die MKstellenweise regelrecht aus den Trichompolstearaus,

um sie abtransportieren zu kdnnen (personliche Beobachtung, Mayer, personliche Mitteilung).

Die Funktion der Trichome kdnnte nun allerdings auch darin liegen,ada$slie relativ reifen MKs
abgeerntet werden kénnen, wahrend die zahlreichen gnegm MKs durch die Trichquolster
geschiitzt sind und so unbehelligt bleibédie produktiven aul3ersten Zellreihen der Trichiliumbasis
(Fig. 4AC) werden so zudemor Verletzung Austrocknung und starker &frahlung geschiitzt. Auch
Rickson (1976) fuhrin seinen Uberlegungen zur Funktion der Trichome die beiden diskutierten
Moglichkeiten an (physikalische Stitze und Schiz)west darauf hin, dass die Trichome nicht
zwingend fur die MKProduktion nétig seien, weil auf karibischen Insélichomlose Cecrgien
gefunden worden seien, die dennoch MKs produzieren. Zudem verweist er auf die Dokumentation
karibischer Exemplare mit voll entwickelten Trichilien mitsamt Trichomen, die keine MKs produzieren

(Ricksornl976,Putz& Holbrook1988,Folgaraitet al. 1994).

Es wurde vermutet, dass der Aufbau der Trichome als Stiitze fungieren kénnte, wobei jedoch noch
nicht auf die Rolle des Symbiosepartners eingegangen wurde. Die MKs dienen schlie3lich den
Ameisen als Nahrungsgrundlage und werden von diesen abgeerntet. Beiten wird je eines der

an der Trichiliumoberflache prasentierten MKs von den Ameisen mit den Mundwerkzeugen
aufgenommen und ins Domatium transportiert. Doch nur die wenigsten MKs befinden sich zur Ganze
auf der Oberflache des Trichiliums. Die Ameisehen vielmehr die MKs aus dem Trichilium heraus
(Rickson 1976personliche Beobachtunggonder schalen sie mitunter, wie beteierwahnt, aus dem

Trichompolster Die Struktur des Trichiliums scheint dabei die Ernte zu erleichtern. Auch beim
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manuellen Abemten fir die Analyse der Metabolite lie3en sich die MKs mit der Spitze einer
Prapariernadel aus dem Trichilium ziehen oder kamen durch@eick der Nadel aus dem Polster
heraus. Folgarait et al. (1994) verweist zudem darauf, dass mehr MKs produzierhywete diese
tatsdchlich abgeerntet werden. Sie konnten in einem Glashausversuch nachweisen, dass bei
manueller Entfernung der MKs, die Trichilien signifikant mehr MKs produzierten als bei den
Kontrollgruppen. Dieser Unterschied besteht allerdings nur leéiem durchschnittlichen
Nahrstoffniveau (Folgarait et al. 1994). Die Produktion der MKs wird somit durch das Abernten der
Ameisen stimuliert. Moglicherweise wird durch das HerauszieteanMKs aus dem Trichompolster

die erhdhte Produktionsrate getriggerBei den komplexen Trichomen kdnnte es sich demnach
hypothetisch um >Fuhlhaare< handeln, die Ediassung der Ameisenaktivitdtienen. Dazu muisste

eine Form von Reizleitung bestehen, die eine Interaktion zwischen Ameisen und Pflanzen ermdglicht.
Da die komplexen Trichome jedoch weil3 sind, handelt es sich dabei vermutlich um tote Zellen, was

gegen diese Uberlegung spricht. Diesm#hme musste experimentell tiberptiferden.

Doch es gibt noch weiter&rklarungen fir die Funktion deBrichonpolsters die die bereits
angedachten weiterfihren. Schutz kénnten die Trichome namlich nicht bloR vor Insekten, die ohne
Gegenleistung MKs ab#en, bieten, sondern auch vor der Soni#as Trichilium kdnnte somit als
Austrocknungsschutfungieren.Bei der Feldarbeit und im Glashaus konnte beobachtet werden, dass
auf Trichilien, die lange nicht von den Ameisen abgeerntet wurden (weil unbesiedelt, mit
TangleTrap geschitzt), eingeschrumpelte MKs vorgefunden werden konBlienTrichome kénnten
somit die jungeren MKs vor dem Austrocknen schiitzen beziehungsweise Sonneneinwirkung auf die
produktiven Schichten mit den gerade gebildeten MKs vedtindDa es sich bé&ecropiaschlief3lich

meist entweder um Pionierpflanze oder um %apSpecies, die neu entstandene Lichtungen sehr
rasch besiedeln, handelt(Folgarait & Davidson 1994)sind sie standortbedingt stark
sonnenexponiert. Zudem ist die Sonnemnstrahlung, fur die hoch wachsende@ecropiaim
Baumkronenbereich relativ extrem, was auch zu starker Evaporation und damit einhergehenden
Wasserverlust fuhrt (Mayer, personliche Mitteilund)ichte Behaarung ist eine im Pflanzenreich
haufig auftretendeMethode, um Austrocknung vorzubeugdhusa et al. 2015)Mdglicherweise

herrscht in den Trichopolstem auch ein eigenes Mikroklima, das der Austrocknung vorbeugt.

Die Binokularuntersuchungen und personliche Beobachtungen zeigten, dass vor allem rede MKs
der Trichomoberflache prasentiert sind, wahrend die jungen MKs noch génzlich von den Trichomen
bedeckt sindDer Trichonpolster schitztsomit nicht nur die jungen MKs, sondern ist wahrscheinlich

aktiv am Transport der reifen MKs an die Oberflache ligteWé&hrend der Ernte der MKnnten
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Beobachtungen gemacht werden, die darauf hindeuten, dass die Anzahl der auf einem Trichilium

prasentierten MKs von der Luftfeuchtigkeit abhangt.

Wahrscheinlicher ist es aber, dass die Ausgabe reifendiKsgler Lufteuchte beeinflusswird und es

eine Kopplung der Prasentationler MKs mit dem Klimayibt. Rossel & Weizezeigten in einer nicht
publizierten Untersuchung (2014), anhand einig@acropiaPflanzen dass diese nicht gleichmaRig,
sondern in einem relatibegrenzten ZeitraunMKs produzierenDer Produktiogbeginn und-stopp

war mit Anderungen der relativen Luftfeuchte und der Temperatur gekoppelt, die in diesem AusmaR
zu keiner anderen Tagesphase auftrat&m deutlicher Abfall der relativen Luftfeuchteutéte die
MK-Produktion ein. Der Anstieg der relativen Luftfeuchtr hingegen mit der Abnahme der
Produktion verbunden. Der Start der Produktion fiel mit einem Tiefpunkt der relativen Luftfeuchte
(ca. 55%) und einem Hoch in der Temperatur (36°C) zusamiRessel & Weizer 2014).
Madglicherweise sind besagte Trichomaéso hygroskopisch umh reagieren auf die Luftfeuchtigkeit.

Das wirde auch den zweigeteilten Aufbau der Trichome erklaren. Bei abnehmender Luftfeuchte
ziehen sichdie Trichome womdglich zusammamd driicken so die MKs nach oben an die
Oberflache. Fig. 1C zeigt deutlich, wie stark umhtillt das MK ist. Ziehen sich die Trichome nun an der
Basis zusammen, wirdas MK automatisch nach oben gedricks ist zudem denkbar, dass die
Trichome bei hoher Lufuchtigkeit aufquellen und so die MKs nicht ausnd&richonpolster

freigeben.

Die klimatischen Bedingungen erleichtern dabei nicht nur einen Prozess, dervaamsiglich auf
energetisch aufwendigerem Wege bewerkstelligt werden musste, sondern die Patisarder MKs
erfolgt zu einem fur die Pflanze perfekten ZeitpunRegen, der die MKs durchndssen oder
abwaschen kénnte, flhrt zu einem Anstieg der Luftfeightdit, weswegen keine neuen MKs an der

Trichiliumoberflache prasentiert werden.

4.1.4.2 Komplexe Trichme

Neben den einfachen Trichomen wem noch die langeren, dickeren unseiRen komplexen
Trichomedokumentiert. Die Untersuchunder komplexen Trichomeeigte, dassieregelmafig tber

das Trichilium verteilt sind, aber besonders an den Randern desliinthiauftreten.Eswurden
jedochzum einen zu wenig Proben zu rudimentér untersucht, um darin einen tatsachlichen Trend
feststellen zu kdnnen. Zum anderen kann es sein, dass nur deswegen dieser Eindruck entstanden ist
weil die weif3en Trichome an den Enkexponierter und die braunen Trichome mdglicherweise

kirzer sind.
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Die CFUntersuchungen deuten darauiin, dass die zahlreich auftretenden MKs zwischen den
weillen Trichomen gelagert sind. Da die MKs die weild@home kaum verdrdngen, entsteht der
Einduck, dass sie zwischen diesen angeordnet sifi). (). Bei den lichtmikroskopischen
Untersuchungen konnte zwar ein zweiter Trichomtyp mit verdickten Zellwanden dokumentiert

werden, allerdings lassen die Schnitte kaum weitere Ruckschlisse zu.

Welche Funktion die speziellen Trichome auslben, lasst sich schwer feststellen. Moglicherweise
erfullen sieeineder zuvor diskutierten Aufgaben. Da sie dicker und wohl auch widerstandsfahiger als
die braunen Trichome sind, konnten sie zur Abwehr von Réudenen. Das wirde auch erklaren,
warum sie an den Ecken scheinbar vermehrt auftreten. Sie kdnnten als Barrikade fungieren, die
verhindert, dass Insekten das Trichilium betretédlerdings sorgen die aggressivéatecawohl

bereits fur ausreichend SchuuEbenso kdnnten sie als Regenschutz dienen, der verhindert, dass den
Stamm hinabflieBendeWasser das Trichilium durchnasst. Ihre weil3e Farbung kann auch ein Indiz
daflr sein, dass sie zu einem Mikroklima beitragen, mit dem der Sonneneinstrahlung entgege
gewirkt wird. Des Weiteren wurde bereits diskutiert, ob die weil3en Trichome zur Wahrnehmung der

Ameisenaktivitat dienen kdonnten.

Der Zusammenhang zwischen der Anordnung der MKs und der wei3en Trichome, auf den die CT
Untersuchungen hinweisen, deutet aeine mogliche andere Funktion hiMdglicherweise tragen
die weil3en Trichome auch zur Regulierung der-Rgduktion bei. Sie kdonntezum einen als
begrenzende Saulen dienen, die aufgrund ihrer Robustheit den herd&iseaden MKs Stabilitat
verleihen Zudemist es denkbar, dass die Trichome als Begrenzung fiir die MKs fungieren, die

kontrollieren, ab welcher Grél3e die MKs nach oben zu wandern beginnen.

4.2 Ethologische Untersuchungen

Es wurden zwehztecaKoniginnen gefilmidie sich dasselbe Domatium &il. Ene Konigin der ArA.

xanthochroaund eineA. cf alfariwurden im gleichen Domatium gefilmt.

In Costa Rica gibt es vigrtecaArten, die obligaCecropigbesiedeln A. constructor, Axanthochroa,

A. coeruleipennisind denA. alfartKomplex wobei letzteer von zwei Arten gebildet wirdh. alfari

und A. ovaticeps Diese besiedeln meist die oberen Internodidror{gino 2010).0bwohl die
Kdniginnen gefilmt, aber nicht gefangen und zur eindeutigen Bestimmung getdtet wurden, konnte
durch die Filmaufnahmen einelativ zuverlassige Artbestimmung durchgefihrt werden. Aufgrund
der unterschiedlichen Farbung der Individuen (eine Konigin sehr dunkel, eine sehr hellautann

jeden Faldavon ausgegangen werden, dass es sich um unterschiedlichehamneeit
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Dassunterschiedliche Kammern derselben Pflanze gleichzeitig von Grinderkéniginnen besiedelt und
bewohnt werden, ist nicht ungewdhnlich. Auch dass sich zwei Kdniginnen eine Kammeriseilen
sehr haufig.Die Hierarchiekdmpfe um die Dominanz der Pflanze beginmeist erst mit dem

SchlUpfen der ersten Arbeit@inengeneration Longino 201Q)

Der Wettstreit, um die Dominanz einer Kolortiei Aztecabeschéftige die Forschung bereits sehr
frih. Bereits von lhering (1907), der sich schon vor tber 100 Jahren miCemopiaAzteca
Beziehung intensiv auseinandersetztaveist auf Kampfe konkurrierender Koéniginnen hin.
Aufeinandertreffende Koniginnen, diem denselben Wohnraum konkurrieren, k&dmpfen laut von
Ihering (1907) bis auf den TodSpatere Beobachtungen zeigtenlleadings, dass die
koloniegriindenden Koéniginnerin neu besiedelten Domatien vorerst friedlich nebeneinander
existieren.Cloe & Perlman (1997) berichten etwa von Gebieten, in denen es gewohnlicherweise zu
Pleometrose (mehrere Koniginngmiinden gemeinsamiee Kolonie) kommt. Es wurdeviele (bis zu
zwanzig) Koniginnen der gleichéateacaArt in einem einzigen Internodium vorgefunde@hoe &
Perlmanl1997, Mayer persotnliche Mitteilung). Dass zwei Individuen unterschiedlishieicaArten,

ein Domatium besieeln, ist somit nicht weiter ungewdhnlich. Es konnte keine auffallende

Interaktion zwischen den beiden Kdniginnen gefilmt werden.

Bei der Neubesiedlung eineCecropiaPflanze wirft die Grunderkonigin zunéchst ihre Flugel ab,
offnet das Prostoma, und schliipflurch die Offnung ins Innerder Pflanze. Das Prostoma wird
anschlieend mit von den Wanden abgekratztem Parenchym wieder verschlossen (ein
wiederverschlossenes Prostoma wurde auch bei den Untersuchungen als Indiz einer Neubesiedlung
herangezogen). Im sten Domatium, das die Konigin besiedelt, verbleibt didse sie die erste
Generation an Arbeiterinnen herangezichtet hat, d.h. die Koloniegriindung erfolgt klaustral. Um
genug Energie daflr aufzubringeagreift sie auf Reserven ihrer Flugmuskulatur zkr(ion lhering

1907,Sager2000,Davidsor2005).

Es konnten keine Verhaltensbeobachtungen gemacht werden, die Rickschlisse darauf zulassen, dass
die Ameisen ihre mit Pilzen beimpften Parenchympellets, die sie vor dem Eierlegen anfertigen, mit
Fazes odeMKs dingen. Es konnte jedoch beobachtet werden, wie eine Koffigiof. alfarj ein
Haufchen am Internodienboden platzierte. Longino (1991) berichtet von haufig in Internodien
vorzufindenden braunen, klebrigen, kleiartigen Haufchen, die bereits MilleKalsllerdbezeichnet

habe. Sie bestehen laut Longino (1991) zum Teil aus abgekratztem Internodiengewebe und sind von

kleinen Fliegenlarven und Nematoden bevdlkert.
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Die hervorgewirgte Substanwar allerdingsweif3 und keinesfalls braun. Dass es sich daipei
ausgewdurgtes Internodiengewebe handelt, jstioch keinesfalls abwegigyeil das Gewebe sich bei
Oxidation braun farbt (Mayer, personliche Mitteilun§)alverde& Hanson(2011) weist darauf hin,

dass eine Schicht des Parenchyms des Internodiums vonKdeiginnen gegessen wird und
vermutet, dass dieses wohl eine zusatzliche Nahrstoffquelle fur koloniegrindende Kdéniginnen
darstellt. Méglicherweise handelt es sich bei dem Haufchen also lediglich um schwer verdauliches
Parenchymgewebe. Es ist aber auch robgldass die Substanz mit Keimaagch jenenvon Pilzen

angereichert wurde.

Dass allerdings keine eindeutige Beimpfung bzw. Diingung eines Pilzpatches beobachtet werden
konnte, kann damit zusammenhangen, dass die Ameisenkdniginnen und vor allem die Afbbeisen
gréReren Kolonien) wahrend der gesamten Videoaufnahme vor allem alarmiert waren und eventuell
kein normales Verhalten zeigten. Obwohl versucht wurde das Endoskop so wenig wie mdglich zu
bewegen und auch mehrmals in das gleiche Domatium hineingefilantle (die Offnung wurde

dabei zwischenzeitlich mit einem Blatt der Versuchspflanze geschlossen), haben sich die Ameisen
wahrend der Beobachtungsdauer von zwei bis drei Stunden an je drei aufeinanderfolgenden Tagen
nicht an das Vorhandensein des Endoskggathnt. Das Endoskop und das gebohrte Loch wurde

von den Ameiseranscheinendals zu groRe Stérung empfunden. Daflir spricht auch, dass einmal
beobachtet werden konnte, wie eine Kdnigin das Domatium verlassen hatte, was in diesem friihen
Besiedlungsstadiursehr ungewoéhnlich igiSager2000). Vermutlich wurde das relativ groRe Loch im

Domatium als zu grof3e Stérung wahrgenommen.

Um das natirliche Verhalten der Ameisen erfolgreicher zu untersuchen, muissten einige Adaptionen
im Versuchsaufbau durchgefiihrt wend. Die Apparatur stets neu aufzubauen ist nicht sinnvoll, da
dies von den Ameisen immer wieder aufs Neue als Stérung empfunden wurde. Es sollte also versucht
werden, einen langeren Beobachtungszeitraum zu gewahren und die Kamera mitsamt
eingeschalteter Beuchtung mehrere Tage am Stlick im Einsatz zu haben. Aufgrund des taglichen
Regens, viel zu schwacher Batterien und Akkus, usi\gtesder Ausristung konnte das allerdings

nicht durchgefuhrt werden. Eine solide Apparatur in einem geschitzten Bereietrighten, ware

die produktivste Untersuchungsmethode.

4.3 Analyse der Metabolite

Es wurden chemische Analysen acht unterschiedlicher Gewebe (Arbeiterinnen, Larven, Puppen,
Geschlechtstiere, Pilzpatch, MKs, Trichilium und Trichome) durchgefihrt, wobei besonders die

Substanzklassen Aminosauren (=AS), Kohlenhydrate, Fettsauren (=F&raledn@her betrachtet

76



wurden. Einigemyrmekophytische Pflanzen wurden bereits auf ihre Inhaltsstoffe untersucht und
deren Lipid, Proteir bzw. Kohlenhydratzusammensetzung ausfuhrlich diskutiert (etwa Rickson 1976,
O’Dowd 1982, Heil et al. 1998, Fiscieal. 2002, Heil et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde

jedoch zum ersten Mal mit einem metabolidssatz gearbeitet, um die Inhaltsstoffe zu analysieren.
Fur den Vergleich mit alteren Analysen gibt es dadurch allerdings zwei Schwierigkeiten:

Erstens wurde der prozentuelle Gesamtanteil der Substanzklassen pro mg Trockengewicht nicht
berechnet. Es wurde zwar versucht eine Auftrennung in Lipide, Proteine usw. durchzufihren,
aufgrund der groRen Schwankungen der Massen in den Zwischenschritten yaddeh ein

moderneres Protokoll gewahlt. Ein Vergleich mit dem Gesamttrockengewicht einer Substanzklasse

kann daher nicht gezogen werden.

Zweitens wurden die vorgefundenen Substanzen nicht absolut quantifiziert. Untersuchungen von
Futterkdrperchen, die Emelsubstanzen (etwa diverse Kohlenhydrate) miteinander vergleichen,
guantifizieren diese meist, um so die prozentuale Zusammensetzung einer Substanzkategorie (etwa
Kohlenhydrate) auszudricken. Eine absolute Quantifizierung der Substanzen wurde aber aus
zweerlei Grunden nicht durchgefihrt: Zum einen wurde aufgrund des hohen Arbeitsaufwands
beschlossen, die Quantifizierungen in Nachuntersuchungen vorzunehmen, zum andern finden sich in
den verwendeten Standards bei weiten nicht alle in den Geweben identiéizgubstanzen. Eine
Quantifizierung aller Substanzen ist somit nicht mdglich. Es wurde versucht, eine mdglichst grol3e
Zahl unterschiedlicher Metabolite zu identifizieren, wodurch ein sehr breites Substanzspektrum

eruiert wurde, das allerdings eine abs@uQuantifizierung erschwert.

Eine weitere Herausforderung bei der Interpretation ist zudem, dass nur bestimmte Substanzklassen
bei der GaVIS festgestellt werden. Uber Proteine, Lipide oder groRe Polysaccharide, wie Glykogen,
das in grol3en Mengen in den Klkeingelagert wird (Ricksd®76 Bischof2013), kdnnen so keine
Aussagen getroffen werden. Zudem ist es méglich, dass Substanzen in dem einen Gewebe schnell
umgebaut werden, wahrend die gleiche Substanz in einem anderen Gewebe kaum weiterverarbeitet
wird und sich deshalb als groRer Pool ansammelt. Die Detektion einer grof3en Menge einer Substanz
kann somit auch lediglich der Ausdruck einer >Sackgasse< in einem Stoffwechselweg sein (Fragner,
personliche Mitteilung). Uber die Geschwindigkeit dieser Umwandiprozesse lassen sich kaum
Aussagen treffen, weshalb viele Fettsduren nicht zwingend auf grof3e Mengen an Lipiden und viele

Aminosauren auf grol3e Mengen an Proteinen hinweisen muissen.

Dennoch werden im Kommenden immer wieder Querverbindungen zur Litegatzogen, da in der

vorliegenden Arbeit die Trends sehr deutlich sind.
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4.3.1 Substanzkategoriein den Geweben

4.3.1.1 FreieAminosaurern den Geweben

Die Analyse der freieAS ergab, dass die meisten AS in den Insektengruppen nachgewiesen wurden.
Die Analyse zeigte dabdrei wichtige Trends: (1) Es wurden bei den Ameiserden juvenilen
Entwicklungsstadien deutlich mehr AS als in déulten Stadien dokumentier{2) zidemwiesen bei
den pflanzlichen Geweben die MiMchenKorperchen (MKs) die meisten AS a{) esfanden sich
im Pilzpatcideutlich weniger unterschiedliche AS und in geringeren Mengen als in den Ameisen und

Pflanzen.

Grundsatzlich bevorzugen Ameisen unterschiedlicher Entwicklungsstadien oft verschiedene
Substanzkategorien (Howard®schinkel 1981). Demnach werden Lipide vor allem von Arbeiterinnen
und Larven (Echols 1966), Kohlenhydrate vor allem von nahrungssuchenden Arbeiterinnen und
Larven (Sorenseet al. 1981, Cassil. Tschinkel 1999) und Proteine vor allem von heranwachsenden
Larven und eierlegenden Kdniginnen bendtigt (Lange 1967, Vinson 196&ydeh hingegen in der
gesamten Kolonie geteilt (Howard &Tschinkel 198%cher et al. 2002).atsachlich konnten in der
vorliegenden Arbeit in allen Ameisenstadien viele unterschiedliche AS nachgewiesen werden, eine
gleichwertige Verteilung der AS in allen Entwicklungsstadien wurde hingegen nicht gefunden. In den
juvenilen Stadien fanden sich im Schnitt 1.5mal mehr AS diniradulten Stadien. Auch wenn diese
Ratio im Vergleich mit anderen ermittelten Verhdltnissen einen bescheidenen Unterschied darstellt,
verdeutlich dies doch einen Trend. Auch fir die Differenzierung von juvambadulten Stadien in

der PCA sind u.a.mfinosauren verantwortlich. So wurden etwa drei Mal so viel Proline in den

juvenilenals in den adulten Entwicklungsstadien festgestellt.

Wheeler & Martinez (1995) betonen die wichtige Rolle von SteRrg&einen wahrend der
Larvalentwicklung, die auch Asahluss Uber die erhéhten ABerte in den adulten Stadien liefern
kénnten. Speicherproteine treten bei Insekten haufig in den spéaten Larvenentwicklungsstadien auf.
Wahrend der Metamorphose ist ein hoher Bedarf an Ressourcen fur den Gewebeautumbau

mit fehlenden Nahrungsaufnahmegepaart sodass die Entwicklung in der Puppe rein durch
gespeicherte Reserven vorangetrieben wird. Die Synthese und Lagerung von Proteinen erlauben das
Lukrieren von AS in Zeiten der Nahrungsknappheit deésrerhohten Bedarf{Wheeler & Martinez

1995). Die erhdhten Ratios der AS, die in Larven und Puppen festgestellt wurden, kénnten somit ein
Ausdruck der Synthese und des Umbaus von Speicherproteinen sein. Demnach waren die hoheren
ASWerte im Larvenstadium damit zu erklaredass in dieser Phase viele AS zur Synthese von
Speicherproteinen bendtigt werden, wahrend das\Va@kommen in den Puppen, das im Schnitt den

hochsten AS Anteil aller Gewebe hat, eine Nutzung der Speicherproteine fir Umbauprozesse
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verdeutlichen konnte. Zwarst es problematisch, von der Anzahl der AS auf den Proteingehalt
rickzuschliel3en, dennoch bieten die Speicherproteine die plausibelste Erklarung fir das Vorkommen
der AS in den juvenilen Stadien; vor allem wenn man die unterschiedlichen Typen dies@meProt

naher beleuchtet.

Es gibt drei unterschiedliche Typen dieser Speicherproteine: Hexamine bilden die grof3te Gruppe,
VHDLs (very high densitiy Liporoteins) zeichnen sich durch besonders hohe Dichte aus und bei der
letzten Gruppe handelt es sich um Prioke, die sehr hohe Anteile an Glutamine oder Glutamic acid
aufweisen (Wheeler & Martinez 1995). Glutamic acid konnten in den MKs und den Insekten in sehr
hohen Mengen nachgewiesen werden, wahrend es im Trichilium, in den Trichomen und besonders
im Pilzpatb in nur sehr geringen Mengen vorkam (Glutamic :aRiatio: MKs/Pilzpatch=404.63). Es
Uberrascht vor allem, dass Glutamic acid in den MKs in diesen hohen Mengen dokumentiert wurde.
Bei der S8Jntersuchung zeigten die MKs sogar den hochsten durchschrettlichlutamic acid
Areawert aller Gewebe (allerdings bei hoher STABW). Das ist insofern bemerkenswert, weil bei fast
allen untersuchten AS die Insektengewebe die durchschhittichsteAreaaufweisen. Nur in funf

der untersuchten AS (20.8%) war ein anddgBesvebe in héheren Mengen vorhanden. Zudem weist

Glutamic acid in € S5Unterusuchung die héchsireaaller 147 untersuchten Substanzen auf.

Der Speicherproteintyp, der hohe Glutamine/GlutaradAnteile aufweistwurde nur bei Bienen

und Ameisen nagfewiesen und ist in der Regel am Anfang des Puppenstadiums am haufigsten. Am
Ende der Entwicklung in den Puppen sind diese Reserven aufgebraucht (Wheeler & Martinez 1995).
Der hohe Anteil an Glutamic acid in den MKs kdnnte somit dafiir sprechen, dasbebeselers an

die Larven verfuttert werdenweil sie den hohen Bedarf an Glutamic acid decken kdnnen. Wenn nun

in der frhen Entwicklung der Puppen die Menge der Speicherproteine am hdéchsten ist, kann
angenommen werden, dass diese Proteine wohl vor alleaemlarvalen Phase aufgebaut werden.

Fur diese Proteinsynthese bieten die aminoséurereichen MKs, die zudem noch groRe Mengen

Glutamic acid aufweisen, wohl optimale Voraussetzungen.

Bei den Insekten selbst wiesen Geschlechtstiere, Arbeiterinnen, LarvdnPuppen ahnliche
durchschnittlicheAreaverte von Glutamic acid auf. Hohere Glutamic acid Werte konnten in Larven
und Puppen trotz insgesamt héherer AS Werte nicht festgestellt werden. Wheeler & Martinez (1995)
verweisen allerdings auf Phaseim denen Spigherproteine auch in ausgewachsenen Ameisen
vorzufinden sind. Bei Koniginnen, die ihre Kolonien claustral bilden, also in der Phase der Entwicklung
der ersten Arbeiterinnengeneration nicht auf Nahrungssuche gehen, wurden bei einigen
Ameisenarten Crematogster opuntiag Pheidole spadonjéSolenopsisyloniund Conomyrmasp.)

Speicherproteine dokumentiert (Wheeler & Buck 1995). Da auch Ko&niginnenAxtata ihre
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Kolonien claustral griindenkdnnten sich die hoherAreawverte von Glutamic acid in den

Geschlechtstieren durch das Vorkommen von Speicherproteinen erklaren lassen.

Neben Glutamicacid konnte noch eine Vielzahl anderer AS festgestellt werden, die ebenso
detaillierter diskutiert werden sollten. Davis (1975) untersiectie ASBedurfnisse von Mehlkéfern
(Tenebriomolitoy Uber mehrere Generationen. Um essentielle AS festzustellen, verabreichte er den
Tieren einen AMix, in dem je eine AS fehlte. Uber die Uberlebensrate und Gewichtszunahme der
Larven konnte er so Rickdidsse dartiber ziehen, welche AS eine besondere Rolle in der Ernéhrung
spielen. Die ErgebnissBeser Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Mehlkafer die gleichen
zehn essentiellen AS (Lysine, Isoleucine, Tryptophan, Methionine, Leucine, Phenyl&almeeund
Threonine Histidine Argining bendtigen, die auch beim Wachstum von Ratten und anderen
Vertebraten von Beddung (Davis 1975) und die auch zum Grof{#&iginine und Histidine sind nur
bedeutend fur das normale Wachstum) fir den Menschen edw#l sind (Ganong 2013)
Mittlerweile werden neben den genannten AS auch Glycine und Serine als fir Insekten essentiell
betrachtet, wahrend Histidine und Argimrausgenommen werderfHagen et al1984, Chen 1985,

Gewecke 1995, Barbehenn et al. 1999).

Von diesen zehessentiellenAS(exklusive Histidine und Arginin@urden in der qualitativen Analyse

8 in den MKs nachgewieseBei den Ameisenproben wurden in der qualitativen Asaly der
essentiellen AS nachgewiesa&fon jenen essentiellen AS, die auchAztecanachgewiesemurden,

waren fast alle auch in den MKs zu finden, wahrend der Pilzpatch den Untersuchuihgjge zohl

kaum als Lieferant freier AS dient. Mdglicherweise sind AS in den Pilzpatches in Proteinen gebunden.
Hervorzuheben ist noch, da in keiner einzigen Probe der acht unterschiedlichen eébew
Tryptophan gefunden wurdénteressanterweise verweisen auch Fischer e(2002) explizit darauf,

dass in den Futterkorperchen von vier myrmekophytiscRgmerArten kein Tryptophan gefunden
wurde. In den Futterkérperchen von funf myrmekophytisch&oaciaSpezies wurde hingegen auch
Tryptophan nachgewiesen (Heil et al. 200M)3glicherweise ist diese Aminosaure nidiir alle

Ameisenessentiell.

GonzaleZlTeuber & Heil (2009) fanden heraus, slaslie symbiontischen Ameisen zweier
myrmekophytischerAcaciaArten (A.cornigera Ahindsi)im extrafloralen Nektar (=EFN) eindeutig
hohe ASKonzentration bevorzugten. Zudem favorisierten diese die Nektarmischungen mit jenen vier
AS, die den Nektar ihrer saziierten Pflanze am signifikantesten charakterisierten. Bei der AS
Zusammensetzung zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen dem EFNichin
myrmekophytischen und myrmekophytischécaciaArten. Fir die Differenzierungarenbesonders

Phenylalanine und Proline verantwortlich (Gonzalezber & Heil 2009). Beide AS konnten auch in
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den MKs nachgewiesen werden, lagen allerdings unter dem Durchschnitt. In den Futterkdrperchen
von Acaciawurden die Aspartate als dominanteste Fraktialler AS nachgewiesen. Aspartate
konnten auch in den MKs (dort unter Aspargicid) dokumentiert werden. Hohe Konzentrationen
von AS scheinen erheblich zum Geschmack von EFN beizutragen (Goerékz & Heil 2009),
daher kénnten die hohe Anzahl und Mwe von AS in den MKs (neben den Kohlenhydraten) einen
wichtigen Beitrag zu Geschmack und Attraktivitat der MKs leisten. Zu empfehlen waren
Futterungsexperimente mit AMlischungen, um eine Praferenz flr spezielle AS ¥Yaeca

festzustellen.

4.3.1.2 Kohlenhydratan den Geweben

Bei der Analyse ddéfohlenhydratesrgaben sich folgende grundlegende TrendsDg) Arbeiterinnen
wiesen von allenAmeisenproberdie meisten Kohlenhydrate au2) n den MKdanden sich groRe
Mengen von Fructose, Glucose und besondersdSec(3) Trichilium und Trichome iesen mit
Abstand die hdchste Kohlenhydigatio im Vergleich mit allen anderen Geweben auf. Besonders
Fructose und Glucose fanden sich in diesen Geweben in Uberdurchschnittlich hohen Mghnden
Pilzpatch liegt zwawie bei allen Substanzkategorien amitesten unter dem Gewebsschnitt, doch

einige Kohlenhydrate (etwa Trehalose) finden sich im Pilzpatch haufiger als in den MKs.

Kohlenhydrate dienen fiir Insekten allgemein als essentielle Energiequelle und sind zuathig i

die Formation des Exoskeletts (Boevé & Wackers 2003). Da sich Ameisen holometabol entwickeln
und somit Arbeiterinnen/Geschlechtstiere keine Energie mehr in den Aufbau neuer Strukturen
investieren missen, dienen fir diese Gruppen Kohlenhydrat@Nem als Energielieferant (Boevé &
Wackers 2003). Dass Kohlenhydrate besonders von nahrungssuchenden Arbeiterinnen konsumiert
werden, wurde bereits hervorgehoben. Insofern ist es auch nicht verwunderlich, dass die hdchsten

Ratios in den Arbeiterinnen fegestellt wurden.

Ameisen kdnnen auf vielfaltigste Weise Kohlenhydrate zu sich nehmen. EFN, floraler Nektar; Phloem
oder Xylemsaft, Fruchtbrei oder Honigtau kénnen Quellen fir Kohlenhydrate darstellen (Boevé
Wackers 2003). Behztecasind wohl vor alljn die MKs und der Honigtau der im Inneren der
Domatien gehaltenenCoccoidea Hauptkohlenhydratquellen Grundsatzlich kdnnen von Insekten
aufgenommene Zucker auf dreifache Weise umgebaut werden: Die Kohlenhydrate kdnnen als
Glykogen und Trehalose gespeichert oder mittels Oxidation als EnergiegaeNendet werden.

Zudem werden Zuckerpolymere zu Monosaariten hydrolisiert. Das heif3t, dass Kohlenhydrate nur

als Monosaccharide die Darmwand passieren kénnen (Weil 1987, Boevé & Wackers 20D3)eDas

MKs gelagerte Glykogen muss von den Ameisen zuerst in Monosaccharide zerlegt werden, bevor es

als Energiegelle benutzt wird.
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In den MKs finden sich aber auch Menmd Disaccharide wie Fructose, Glucose und Sucrose, von
denen sich der Grof3teil der Ameisen bevotzagéahrt (Detrain & Prieur 2034 Alle drei Zucker
konnen die intestinale Barriere von Insektéperwinden, zeigen sich sehr tauglich fir metabolitische
Prozesse und wirken sich damit positiv auf das Uberleben der Ameisen aus (Boevé&elisVZa03,
Detrain & Prieur 2019 Die Praferenzen von Ameisen fur bestimmte Zucker variieren allerdings auch
artspezifisch. Bei Untersuchungen mMyrmica rubra (Rote Gartenameise) wurden u.a.
Futterungsversuche mit diversen Kohlenhydraten durchgefiihrt und gezeigt, dass die Ameisen
besonders lange (Feedingtime) Sucrose, Erlose und Melizitose aufnahmen. Die aufgrund
Mortalitatsrate geeignetsten Zuckevaren u.a. Glucose, Melizitose, Sucrose und Trehalose (Boevé &
Wackers 2003)Auch bei der Untersuchung vobasiusniger (Schwarze Gartenameise) konnte
festgestellt werden, dass diese stark auf Sucrose und Meleztgzggeren (Detrair& Prieur2014).

Bei den neben Sucrose oft praferierten Kohlenhydraten Erlose und Melizitose handelt es sich um
Trisaccharide, die beide in den Proben nicht nachgewiesen werden konnten. Aufgrund der geringen
Unterschiede im Spektrum vdfohlenhydraten kann allerdings nicht vollig ausgeschlossen werden,
dass die beiden Metabolite nachgewiesen wurden, jedoch lediglich als Unknown_Polysaccharid (auch
Saccharide mit einer relativ geringen Anzahl von Monosacchariden wurden der Einfachheit halb

bereits als Polysaccharide bezeichnet) identifiziert wurden.

Von den nachgewiesenen Kohlenhydraten in den MKs ist besofderssean tUberdurchschnittlich

hohen Mengen dokumentiert worden. Hohe Sucrosewerte finden sich allerdings nicht in allen
myrmekophytischen Systemen. Heil et al. (2005) stellten eine hohe InveAkseitat im EFN von
Acaciafest. Da Invertase&Sucrose spaltetwurde keine Sucrose in den EFN nachgewieBenim
Intestinaltrakt dersymbiontischen AmeiserP$éeudomyrméxkaum Intervas-Aktivitat stattfindet,

wird der sucrosefreie von den Symbionten EFN bevorz\gieil et al. 2005Purch den Mangel an
Sucrose, die vor allem nichtsymbiontische Ameisen anzieht, ist der EFN von mit Aassiggiierten
Acacia fur fakultative Ameisen wenggy attraktiv. Bei Acacia wirkt also die Kohlenhydrat
Zusammensetzung ausgrenzend auf fakultative Ameisen. Durch eine Spezialisierung wird somit

garantiert, dass die Nahrstoffe den Symbiosepartner erreichen.

Cecropiascheint eine kontrare Strategie zu verfolgen. Das Vorkommen der allgemein attraktiven
Kohlenhydrateund freien Aminosauren machen deutlich, dass MKs flr eine Vielzahl von Insekten
attraktiv sein mussen. Ein méglicher Ausschluss von symbiosefremden 3ééegnt zumindest nicht
Uber die Zusammensetzung zu erfolg&ie Exklusion fakultativer Ameisen scheint viel eher von
Azteca Ubernommen zu werden Da AztecaAmeisen Cecropiaund deren MKs sehr aggressiv

verteidigen, ist eine zusatzliche Exklusion durah Mahrstoffzusammensetzung wohl Uberflissig.
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DassAztecaim Gegensatzu Pseudomyrmexnvertasebesitzt, um die Sucrosemengem nutzen,

kann wohl angenommen werderCafeteriaExperimente zeigtemulerdem, dass Sucrose wohl fur
Aztecabesonders attraktiv wkt. Rossel& Weizer (2014) boterAztecaverschiedene Substanzen,
darunter auch Zuckerldsungen aus Haushaltszucker an und konnten dokumentieren, dass die

Zuckerlésung zu den starksten ReaktionenAmecafiihrte (Rosse& Weizer 2014).

Auch Bischof etla(2013) zeigten, dass Sucrose in sehr hohen Mengen in den MKS. yimitata
vorkommt. Zudem wiesen sie auch noch Glucose, Fructose und Maltose nach und stellten fest, dass
alle genanntenZucker in den MKs starker vertreten waren als im getesteten Blattmaterial. Diese
Ergebnisse verdeutlichen noch einmal die wichtige Rolle von Sucrose in der Assoziation zwischen

Cecropiaund Azteca

Fructose und Glucose wurden in Trichomen und Trichiifugignifikant héheren Mengen festgestellt

als in den MKswas wahrscheinlich mit der Synthese von Sucrose und Glykogen in den MKs
zusammehangen konnte Das Disaccharid Sucrdseaus Fructose und Glucose aufgebaut (Nultsch
2006). Glykogen besteht aus-1,4-verknupften Glucanketten, die Ubet-1,6 Verknupfungen
verzweigt sind. Diese Glucanketten sind wiederum aus Gldendg®iten aufgebaut (Bischof et al.
2013).Die hohen Mengen von Fructose und Glucose im Trichilium lassen sich also vermutlich mit
Bildunggrozessen von Sucrose und Glykogen in den MKs erklaren. Darauf, dass waérend d
PhotosyntheseyebildeteKohlenhydrate in die Trichilien transportiert werden, um so die Genese der
MKs zu unterstutzen, deuten nicht nur die hohen Kohlenhydratmengen c¢hilitm und MKs hin,
sondern auch die machtigen Leitbiindel, die das Trichilduchziehen Fig. 2D, 3B Dass im
Trichilium sehr wenig Sucrose nachgewiesen wurde, lie3e sich mit der raschen Einlagerusg diese

Zuckersn die MKs erklaren.

Gegen diese Antmene spricht hingegen,dass die meisten Pflanzen Sucrose aldaupt
Transportzucker verwender(Seifert 1997). Dementsprechend ist es verwunderlich, dass im
Trichilium verhaltnismaRig wenig davon nachgewiesen wurdéihrend die Fructose und
Glucosewerte so ¢ch sind.Zudem ist es bemerkenswert, dass auch in den Trichomen sehr hohe

Fructose und Glucosé@/erte festgestellt wurden.

Auch wenn der Pilzpatctiie geringsten Mengen an Kohlenhydraten aufwieg&e es auch in allen
anderen Substanzkategorien der Fall rwaleuten die Ratios darauf hin, das&hlenhydrate
vergleichsweise in hoheren Mengen als andere Substanzkategaikanmen. Wéhrend dieAnteile
der gefunderen ASim Pilzpatchniedriger warenund viele AS gar nicht nachgewiesen werden

konnten, verhélt es sich mit den Kohlenhydraten andesfanden sich, bis auf zwei Kohlenhydrate
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(zwei nicht ndher bestimmte Polysaccharide), alle Kohlenhydrate der MKs auch im Pilzpatch. Zudem
fanden sichTrehdose, Hexose A, Hexose D, Pentose A und Tagatose sogar in hoheren Mengen als in
den MKs. Trehalose, Pentose A und Hexose D kamen signifikant ofter im Pilzpatch als in den MKs vor,
wobei Hexose D in den MKs nicht nhachgewiesen werden kobgeRatios, diaur den Durchschnitt

jener Substanen wiedergeben, die sowohl in Pilzpatch als auch in den MKs nachgewiesennwurde
verdeutlichen diesen Trend: Eanflen sich zwar 85mal mehr Kohlenhydrate in den MKs als im
Pilzpatch (Ratio Kohlenhydrate: MKs/Pilzpatchg8p.allerdings wird dieses Verhaltnis stark von
Sucrose beeinflusst, die in den MKs (ber 500mal starker vertretanals im PilzpatchDie
durchschnittliche Ratio der Aminosauren zeigt hingegen, dass die AS Uber 400mal so héaufig in den
MKs wie im Pilzpah zu finden waren (Ratio AS: MKs/Pilzpatch=399.01). Da MKs grol3e Mengen an
I6slichen Zuckern enthalten (Bischof 2013), kann aus diesem Verhdltnis durchaus geschlossen
werden, dass auch im Pilzpatch eine relagroReMenge an Kohlenhydraten festgestelltevden

konnte.

Betrachtet man die Kohlenhydrate im Detalil, ist besonders das signifikant héhere Vorkommen von
Trehalose im Pilzpatch von Interesse. Trehalose, ein aus zwei GEiobeiten aufgebautes
Disaccharid, ist fur Insekten von entscheidender Badag, weil es sich dabei um den haufigsten
freien Zucker in der Hamolymphe handelt (Elbein et al. 2003). Trehalose dient v.a. als
Energielieferant. Im Vergleich zu Glucose, dem Hauptzucker im Blut von Vertebraten, zeigt es
deutliche Vorteile. Ohne die osrtische Konzentration zu verandern, ist die verfiigbare Energie ums
Doppelte groRer. Zudem ist Trehalose viel weniger chemisch aktiv als Glucose. Das ermdgglicht es
Insekten sehr hohe Mengen von Trehalose in der Hamolymphe zu konzentrieren (Schilman & Roces
2008). Trehalose wurde in den hoéchsten Mengen in den Larven gemessen, aufgrund sehr hoher
Schwankungen bestehen aber keine signifikanten Unterschieddleauanderen Geweben. Da bei
adulten Insekten der Trehalosewarach Aktivitdten, die viel Energie eauchen, drastisch sinken

kann (Evans & Dethier 1957) und die Arbeiterinnen auf das Offnen des DomdtigmKapitel
2.3.1.4: Ernte restlicher Gewepbehektisch reagierten, kénnten so die niedrigen Werte von
Arbeiterinnen und Geschlechtstiaréam Vergleth zu den Larven erklart werden. Tendenziell kommt
Trehalose in den Insektengewabén den hochsten Mengen vor. Die-8htersuchungen ergaben
zudem, dass sich signifikant mehr Trehalose im Pilzpatch als in den MKs findet. Trehalose ist
allgemeinrelativ héufig in Pilzen und kann dort in sehr hoher Menge vorkommen (Elbein et al. 2003).
Futterungsexperimente miMyrmica rubrazeigten, dass Trehalose von den Ameisen gut akzeptiert
wurde und auch positive miisse auf das Uberleben hattBoevé & Wickers 2003)asus niger
hingegen vernachlassigte Trehalose im Vergleich zu anderenrstkeyen (Detrain & Prieur 20114

Das Vorkommen von Trehalose und anderen Sacchariden und Zuckeralkoholen (besonders D
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Sorbitol) kénnte somit moglicherweise den Pilzpatch fikzteca attraktiv. machen.
Futterungsexperimente mit Trehalose und anderen Kohlenhydraten konnten hierfir Anhaltspunkte

liefern.

4.3.1.3 Fettsauren in den Geweben

Die Analyse deFettsduren(=FS) lieferte sehr diverse Resultate, die zeigen, dass gewisse FS eher in
der Pflanze (vor allem Trichome) und manche eher in den Insdkta allem Larven und Puppen) in
héheren Mengenvorkommen. Demnach lassen sich folgende Trends festhalterDi€ljuvenilen
Stadien weisen mehr FS auf als die adulten, wobei besonders diahiéehtstiere im Vergleich sehr
wenige FS besitzerf2) die Trichome weisen von bestimmten FS (Docosanoic acid, Tetraégosano
acid_?) sehr hohe Mengen aufind (3)die MKsbesitzen nur relativ wenige F&henso der Pilzpatch,

der allerdings noch geringefereaverte als die MKs aufweist.

Die Ergebnisse der #Balyse sollen an dieser Stelle nur kurz diskutiert werden, weil sie nur bedingt
Aufschluss uber das Vorkommen der Lipide geben. Lipide selbst konnen in manchen
Futterkdrperchen in enormen Mengen artdten, z.B.bestehen die Futterkdrperchen von vier
myrmekophytischerPiperArten zu 4148% der Trockenmasse aus Lipiden (Fischer et al. 2002). Die
MKs vonCecropiaweisen laut Rickson (197&uch héhereMengen an Lipiden auf (Rickson 87

Dass Lipideaber eine ahnlich grolle Menge degodkengewichts bilden, kann wohl eher
ausgeschlossen werden; nicht zuletmifgrund des massiven Glykogenanteils und den in diesen
Untersuchungen nur in geringer Zahl dokumentierten FS. Zudem wurden auch bei Futtetkérperc
anderer Myrmekophyten Lipide gefunden, allerdings machten diese mwstiger Prozent des
Trockengewichts aus: etwaQ%0 der Trockenmasse bei fUAtaciaArten (Heil et al. 2004), oder
5.5% bis 40% beMacaranga wobei hier artabhangige Schwankungerfteeten (Heil et al. 1998).
Rickson (1976) stellte den hohen Lipidanteil der MKs nur optisch fest und actlefBis al. (2013)
beschreiben ca2um groRRe Lipidtrépfchen in den Parenchymzellen der MKs. Eine Prozentangabe, die
das Lipidverhéltnis zum Troakgewicht beschreibt, wurde beCecropiaMKs bisher noch nicht

berechnet und kann auch durch diese Untersuchung nicht aufgezeigt werden.

4.3.1.4 Sterole in den Gewebe

Bei der Analyse konnten flr8terole (betaSitosterol, Campesterol, Cholesterol_?, Fucosterol_?,
Stigmasterol_?) identifiziert werden. Sterole nehmen bei Insekten vor allem drei wichtige Funktionen
ein: Erstens sind sie wichtige Bestandteile der Zellmembran und Gbernehmen dort regulatorische

Funktionen, zweitens sind sie Vorlaufer vieler Hormone, gewér, die regulativ auf die Entwicklung
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wirken, und drittens spielen sie eine wichtige Rolle bei der Regulierung von Genen fiir den

Entwicklungsprozess. (Jing 2014).

Im Vergleich zu den meisten anderen Tieren kdnnen Insekten aber die Sterole nicht selbst
synthetisieren, da ihnen das Enzym Squalene Synthase fehlt, das fur einen wichtigen Zwischenschritt
in der Sterolsynthese bendétigt wird (Jing 2014). Auch Cholesterol, dasgste Sterol der Insekten,
muss Uber die Nahrung aufgenommen oder durch die malifme pflanzlicher Sterole selbst
metabolisiert werden. Es gibt hunderte unterschiedliche Phytosterole und Insekten kdnnen davon
nicht alle in Cholesterol umwaeln (Jing 2014). Verschiedekmtersuchungen zeigten, dass das
Verhéltnis von >guten< (umwand@ren) und >schlechten< (nicht umwandelbaren) Phytosterolen
entscheidende Auswirkungen auf die Uberlebensfahigkeit von Insekten haben kann (Bethaher
1999, Jing 2014). In den Geweben V@acropiaund Aztecawurden Cholesterol und vier weitere
Phytosteole identifiziert, wobei aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der Sterole nur zwei mit
Sicherheit bestimmt werden konnten. Die Analyse lieferte drei entscheidende Ergebnisse: (1)
Cholesterol_? wurde nicht nur in allen Insektengeweben nachgewiesen, soadeh in den MKs

und in den Trichomen; (dei den Insekten wurde die weitaus grolere Menge der Sterole in den
adulten Entwicklungsstadien vorgefunden; und B¢ meisten Sterole konnten in den Trichomen

nachgewiesen werden.

Cholesterolkann auch in Pflanzen vorkommen, jedoch meist in sehr geringen Mengen (Dadd 1977).
Der Nachweis von Cholesterol_? in den MKs kdnnte somit bedeuten, dass in diesem Gewebe hohe
Mengen fir die vergesellschafteten Ameisenpartner eingelagert werden. Auchebestdnalyse

konnte in jeder der 14 MIRroben Cholesterol_? nachgewiesen werd@®ie bereits diskutierte
Anreicherung von Glykogen, ein in Pflanzen sehr seltenes Kohlenhydrat, zeigt, dass eine Anpassung
an die Nahrstoffbediinisse des Partners mdglich.if@eshalberscheint es durchaus plausibelass
Aztecaeinen Teil seines Cholesteif®édarfs direkt Uber die MKs deckt und nicht ausschlie3lich tber

die Metabolisierung von Phytosterolen. Auch in den fettreichen Anhangseln (Elaiosomen) der von
Ameisen verleiteten Samen vonUlex (Stechginster) konnten betSitosterol und Cholesterol
nachgewiesen werden (Fischer et al. 2008). Demnach kdnnte auch der Nachweis von Cholesterol_? in

den MKs eine besondere Anpassurgdie Ernahrungsbedurfnisse vAamtecadarstelen.

In den adulten Azteca kamealle finf festgestellten Sterole in hoheren Mengen vor als in den
juvenilen; meist sogar signifikant. Die Bedeutung der Sterole fur die Metamorphose wurde bereits
angemerkt. Studien an Lepidoptera und Orthoptera ergabeassdlie Cholesterédonzentration in

den Eiern bzw. Embryos ‘l@0mal hoher is, als in den Larven und Puppen (Lafont et al. 2005). Die

Eier vonAztecakonnten bei der Analyse allerdings nicht berlcksichtigt werden, weil sowohl Eier als
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auch MKs im Domatiungelagert werden und diese ohne Binokular schwer unterscheidbar sind.
Aufgrund dieser wichtigen Rolle der Sterole fir Entwicklungsprozesse ware zu erwarten gewesen,
dass in den juvenileAzteca-Stadien mehr Sterole als in den adulten zu finden sind. Diashes
SterolVorkommen in den Adulten lasst sich jedoch auf vielféltige Weise erklaren. Moéglicherweise
werden die Sterole (besonders Cholesterol) in den juvenilen Stadien sofort zu anderen Stoffen
weitersynthetisiert, wahrend der CholestesBbol in den adlten Stadien nur langsam verarbeitet
wird. Aufgrund der vielféltigen Funktionen von Cholesterol bei Insekten kdnnte das Sterolverhéltnis
von juvenilen zu adulten Tieren bAiztecaschlicht eine bei Ameisen gangige Relation darstellen.
Letztlich verweiserschilman & Roces (2008) auf ein Problem bei Untersuchungen der Nahrstoffe
erntender Arbeiterinnen: die kollektive Dimension. Soziale Insekten verwerten im Gegensatz zu nicht
sozialen Insekten namlich die aufgenommene Nahrung nicht schnellstmdglich. Gedxaterung

wird nicht nur vom Individuum verwendet, sondern mittels Trophallaxis mit der Kolonie geteilt
(Holldobler & Willson 1990, Schilman & Roces 2008). Arbeiterinnen und Geschlechtstiere kdnnten
demnach auch mit der Nahrung aufgenommene Sterole ianiiKropfenfir spatere Weitergabe

speichern, was die hohen Sterolwerte erklaren wirde.

Im Pilzpatch wurden zwar auch gewisse Mengen an Cholesterol_? nachgewiesen, doch in viel
geringeren Mengen als in den MKs (Ratio: MKs/Pilzpatch=46.15). Im Trichilnd® Wogegen kein
Cholesterol_? dokumentiert. In den Trichomen konnte Cholesterol_? sogar in gnd@eregen als

in den MKs nachgewiesen werden. Eine Erklarung fiir die Ahnlichkeit von MKs und Trichomen ist
durch die Sammelmethode gegeben. Die Trichome wemrohit der Pinzette entfernt, dabei konnte

aber nicht ausgeschlossen werden, dass kleine, noch nicht vollstandig entwickelte MKs mit
aufgenommen wurden. Das erklalierdings kaum die héheren Werin den Trichomen. Aul3erdem
wurden immer mehr Sterole inesth Trichomen als in den MKs und deutlich mehr als in den
Trichiliumproben gefunden. Besonders der Vergleich mit dem Trichilium ist bemerkenswert. Bie PCA
S5Untersuchung hat die Gemeinsamkeiten von Trichilium und Trichomen aufgezeigt. Auch bei der
Untersuhung der Substanzkategorien wurde deutlich, dass Trichome bei Aminosaurén
Kohlenhydraten sehr ahnliche Ratios aufweisen. Lediglich bei den Fettsduren und den Sterolen sind

sie nicht kongruent.

Eine Erklarung fur die hohen Stelerte, insbesondere fiidie Cholesterol -®Werte kdnnte sein,
dass die Arbeiterinnen durch den intensiven Kontakt mit den Trichomen beim Ernten die Trichome
mit Sterolen anreichern. Nata & Nagasawa (2011) zeigten bei einer Untersuchulpminyx mori
(Seidenraupe), dass diese viele Sterole wieder ausscheiden. Zudem dokumentierten sie einen

erhohten CholestereWert in den Exkrementen im Vergleich zum Darminhalt (Nata & Nagasawa
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2011). Gegen das Argument, Stevidérte in den Trichomen kdnnten auf Extiomen von Ameisen
zurickzufuhren sein, sprechen allerdings die gemessefimaverte von beta-Sitosterol und
Stigmasterol BetaSitosterol ist das haufigste Phytosterol und kann von den meisten Insekten zu
Cholesterol metabolisiert werden (Jing 2014). igagterol kommt auch sehr haufig in Pflanzen vor,
kann aber nicht von allen Insekten genutzt werden; Orthopt&eh{stocera americah&onnen es

etwa nicht in Cholesterol umwandeln (Behmer et al. 1999).

Beide Phytosterole kommen im Durchschnitt aller Gegvam haufigsten in den Trichomen vor, in

den Trichiliumproben konnten zwar auch be&l#osterol und Stigmasterol nachgewiesen werden,
aber in geringeren Mengen als in den Trichomen, was auch fir eine Anreicherung in den Trichomen
spricht. Die anatomischefntersuchungen haben gezeigt, dass die MKs dicht von Trichomen
umlagert sind (vgl. CUntersuchungen/LMJntersuchungen), méglicherweise geben die Trichome
Phytosterole als Sekret ab, das von den Ameisen dann aufgenommen wird. Anatomische Strukturen,
die dese Theorie unterstiitzen, konnten allerdings keine festgestellt werden. Wahrscheinlicher
scheint es, dasfztecaAmeisenimmer wieder Bruchsticke der Trichome, die an den MKs haften
bleiben, mitaufnehmen, diese metabolisieramd so ihren restlicen Bedaf an Cholesterol decken
Aufschluss dartiber wirden Proben des Pflanzenmaterials (Blatt und Stielproben) geben, um
sicherzustellen, ob die Trichome von allen Pflanzengeweben tatsachlich Uberdurchschnittlich stark

mit Phytosterolen angereichert sind.

Bei cer SkUntersuchung wurdenehr Stigmasterol_? und betgitosterol im Pilzpatch als in den MKs
nachgewiesen. Campesterol, Fucosterol_? und Cholesterol_? warengbimggérker in den MKs
ausgepragtAuffallend ist, dass Stimgasterol_? im Pilzpatch viel adett vertretenwar als n den
MKs (Ratio Stigmasterol_?: Pilzpatch/MK=20.36). Fir die hohen Phytosiéfeie im Pilzpatch
ergeben sich zwei mogliche Erklarungen. Zum einen kdrdieePilzpatchprobe mdglicherweise mit
Pflanzenmaterial (etwa Parenchynwgebe) verunreinigt sein. Daflir spricht auch, dass &hnliche
Ratios im Vergleich von Pilzpatch und MKs und PilzpatdhTrichilliumfir die Sterole festgestellt
wurden. Zum anderen erscheint es aber auch moglich, dass der Pilzpatch Btojgoaufweist und

so als zusatzliche Phytosterolquelle dertecadient (Vgl. Kapitel 4.3.2.2: Vergleich von MKs und
Pilzpatch).
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4.3.2 Vergleich der Gewebe

Die PCAAnalyse lieferte deutliche Ergebnisse, die eine klare Gruppierung der unterschiedlichen
Gewebezeigten undRiickschlisse auf die Ahnlichkeit zulieRen. Lediglich eine einzige Puppenprobe
ist in der PCAS5peripher zu allen anderen Proben positioniert. Mdglicherweise handelt es sich bei
dieser Probe um einen Ausrei3er. Auch wenn die Blanks nicht darauf hindkdterie diese Probe
kontaminiert worden sein. & der PCASS stellten sichvor allem die vier Metabolite Fructose,
Hexadecanoic acid, Proline und Alanine als besonders streuungsrelevant heraus. Tatséchlich konnten
hier grol3e Differenzen zwischen den Gewebethgewiesen werden, die auch sicherlich einen
Einfluss auf die Streuung nehmen. Problematisch ist allergivigsextrem diese vier Substanzen auf

die Streuung Einfluss nehmen. Bildet man den Mittelwert samtlicher Proben und sortiert diesen,
ungeachtet @r unterschiedlichen Massenwerte, nach GroR3e, zeigt sich, dass Fructose, Hexadecanoic
acid, Proline und Alanine am haufigsten im Gewebeschnitt auftreten. Tatsachlich sind alle vier
Metabolite sicherlich streuungsrelevant, ihr hoher Einfluss basiert abehaluen Areaverten, die

moglicherweise auch auf >glnstige< Massen zuriickzufiihren sind.

4.3.2.1 MKsim Vergleich mit demnestlichen Pflanzengewebe

MKs und Pflanzenmaterialien zeigen relativ deutliche Unterschimsleder PCA\nalyse Obwohl
Trichilium und Trichomeauch an der Entstehung der MKs beteiligt sind, bestehen deutliche
Unterschiede Tatsachlich wiesen die MKs mit einigen Puppen und Larvenproben mehr Ahnlichkeit
auf als mit Trichomen und Trichilium und scheinen der GroRR3gruppe der Insekten fast naherezu steh
als der Pflanze. Allerdings muss man diese Gruppierung teilweise differenziert betrachten, weil die
grodten Streuungen auf der PCABhse (12.87%) zu erkennen sind und hierbei Fructose, das in
Trichilium und Trichomen deutlich haufiger vorkommt als én dMKs einen Uberproportionalen

Faktor spielt. Doch die Distanz zu den Pflanzenteilen zeigt trotzdem klar, dass die MKs sich im Laufe
der Evolution immer mehr an die Nahrstoffbedilrfnisse angepasst haben. Dass Futterkdrperchen von
Myrmekophyten eine esseidle Rolle in der Symbiose spielen, wurde bereits mehrfach gezeigt
(Fischer et al 2002); dass Futterkérperchen sogar Glykogen aufweisen, wurde bisher allerdings nur
bei Cecropianachgewiesen. Die Einlagerung von Glykogen und das in dieser Arbeit nacay@wvie
Vorkommen von Sterolen (besonders Cholesterol) in den MKs zeigen, wie stark die
Zusammensetzung der MKs an die Nahrungsbedurfniss&ztecaangepasst istBeide Substanzen

sind in dieser Menge in Pflanzen sonst sehr uniblich.
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4.3.2.2 Vergleich vorMKsund Pilzpatch

Pilzpatch und MKs differenzieren kaum und sind sich unter allen anderen Geweben am &hnlichsten.
Da MKs auf den Pilzpatches gefunden wurden und dokumentiert werden konnte, dass Hyphen des
Pilzes die MKs durchdringen (Mayer, personliche Mitteilung)irde vermutet, dass die MKs
moglicherweise auch zur Dingung des Pilzpatches genutzt werden. Es ist auch moglich, dass es sich
beim Pilzpatch um eine wichtige Stickstoffquelle handelt, wahrend die MKs eine wichtige
Kohlenstoffquelleinnerhalb des Systemdarstellen konnte. Schliel3lich kénnte die Funktion des
Pilzpatches auch in der Bereitstellung von NahrungsreserveAdi@caliegen.Die Ergebnisse der
Untersuchung liefern jedoch keine Hinweise darauf, dass die MKs zur Dingung von Pilzpatches

genutzt weden.

Die Verfugbarkeiton Stickstoff ist oft ein limitierender Faktor fiir arboreale Ameisen in tropischen
Lebensraumen, weshalb angenommen wird, dass Stickstoff in Pfl&tmeisenSystemenrecycelt

wird (Tobin 1995, Defossez et al. 201Blatrix et al.2012). In der Assoziation vddirtella und
Allomeruszeigte sich, dass der dort kultivierte Pilz der Symbiose als Stickstoffquelle dient (Leroy et al.
2011). Auch Studien a@ecropidegen nahe dass ein groRer Teil des Stickstoffs in der Pflanze auf
Aktivitaten der Ameisen zuriickzufihren ist (Sagers et al. 2000; Trimble & Sagers 2004). Die Studien,
die auf dem natiirlich vorkommenden Isotdi\, basierten, beriicksichtigen den Pilzpatch allerdings
nicht. Voruntersuchungen zeigten, dass Pilzpatches in &iimestlichen™N,O,-Atmosphére Stickstoff
fixieren kbnnen (Mayerpersonliche Mitteilung). Awdtdem sind Pilze und Bakterien dazu imstande
Zellulose und Chitin abzubauen (Beier & Bertilsson 2013, Glass et al. 2013, Brezinska et al. 2014).
Daher kénnte esein, dass im Pilzpatch durch Fixierung von Luftstickstoff und den Abbau von
Abfallprodukten Stickstoff fir Ameise und Pflanze verfiigbar gemacht wird und keine MKs zur

Diingung gebraucht werden.

Die Resultate der chemischen Analyse sprechen am ehesten fir die dritte Hypothese, die den
Pilzpatch als Nahrstoffspeicher versteht. Die qualitative Analyse zeigt bereits, dass 25 Substanzen
(29% aller MK#/etabolite) exklusiv in den MKs und 16 Substan@i® aller Pilzpatehletabolite)
exklusiv im Pilzpatch /5% der Probenmenge vorkamen. Die Mi&ssen dabei 9 AS exklusiv auf,
wéhrend drei Kohlenhydrate nur im Pilzpatch vorkommen. Die-B&Anaylse ergab, dass sich
Pilzpatch und MKs von allen Gewelmn starksten ahneln. Allerdings zeigte die Untersuchderg
signifikanten Unterschiede, dass sich MKs und Pilzpatch immerhin in 28 Substanzen signifikant
voneinander unterscheiden. Der Pilzpatch zeigt im Vergleich zu den anderen Geweben
durchschnittlich d@ héchste Anzahl signifikanter Unterschiede und &hnelt den MKs somit dennoch

am starksten. Diese hohe Anzahl an signifikanten Unterschieden von Pilzpatch zu den restlichen
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Geweben verdeutlicht auch den Umstand, dass im Pilzpatch stets sehr geringe Meegen d
Metabolite nachgewiesen wurden. Bei der Diskussion der unterschiedlichen Substanzkategorien
zeigte sich bereits, dass der Pilzpatch stets am weitesten unter dem Gewebeschnitt liegt. Da jedoch
immer die gleiche Trockenmasse extrahiert und samtlidheaverte auf ihr Gewicht normalisiert
wurden, ist auszuschliel3en, dass die Probenmenge des Pilzpatches diese geringen Werte verursacht.
Mdglicherweise wurden deswegen geringereaverte dokumentiert, weil im Pilzpatch mehr
Substanzen in Form von Proteinen unigbiden gebunden sind, weshalb bei gleicher Menge

Trockengewicht weniger freie Stoffe dokumentiert wurden.

DieseAhnlichkeitim Nahrstoffaufbau zwischen MKs und Pilzpatch ist ein entscheidendes Indiz dafr,
dass beide als Nahrung fikztecadienen. Eine afhliche Metabolienaisammensetzung deutet
daraufhin, dass sich auch der Pilz stark an die Nahrstoffbedlrfnisse des Symbiosepartners angepasst
hat. Bei den Attini (pilzziichtende Ameisen) beispielsweise, werden Pilze von Ameisen als
Hauptnahrungsquelle genzt (Holldobler & Wilson 2009ine kirzlich verdffentlichte Studie zeigte,
dass auch der Domatiwilz in Ameisefflanzen Assoziatione®¢talomyrmex phylaxLeonardoxa
africang Tetraponera aethiops Barteria fistulosaund Psedomyrmex penetratorTadigal) an die
Larven der vergesellschafteten Ameisen verfiittert wurde (Blatrix et al. 2012). Da alle bisher
untersuchten Domatienpilze derselben Ordnung (Ascomycetes; Chaetothyrialeg&horen
(Defossez et al. 2010vVoglmayr et al. 2011, Blatrix et al. 2013) und diese auckdoropia
nachgewiesen wurde (Mayer perstnliche Mitteilung), wurde angenommen, dass auch der Pilzpatch
der CecropiaAztecaAssoziation geeignetes Larvenfutter darstellen kénnte. Die Ahnlichiieitlen

MKs spricht durchaus daftir.

JuvenileAztecaweisenteilweise groRRe Ahnlichkeiten mit Pilzpatch und MKs Big. Ahnlichkeit von

MKs und Pilzpatch mit den Proben der Larven kdnnte ein Indiz dafiir sein, dass die beiden vor allem
an die Larven verfiert werden. Fir konkretere Aussagen Uber die Nahrstofffllisse missten jedoch
noch andere Untersuchungen gemacht werden (z.B. mit stabilen Isotopengrell konnten bei der
Untersuchung nichtalle an denNahrstoffflissen beteiligterPartner und Gewebéeriicksichtigt
werden. Coccoideadie von Azteca gehalten werden und dig diese vermutlich eine wichtige
Kohlenhydratquelle darstellenwyurden nicht analysiertda lediglich eine sehr geringe Probenmenge
gesammelt werden konnt&Zudem wurdermztecakEier (z groRe Verwechslungsgefahr mit MKdip

Pearl bodies der Blattefzu geringe Mengen)nd Blattproben (zu hohe Chlorophyllmenge fur das

angewandte Laborprotokoll) nicht beriicksichtigt.

Madglicherweise greifAztecain Phasen grof3er Nahrungsknappheit bgvaRen Nahrungsbedarfs auf

den Pilzpatch als Reserve zurii@ecropiaproduziert auf ndhrstoffirmeren Béden weniger MKs
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(Folgarait et al. 1994), mdglicherweise nuétecain Zeiten der Nahrstoffknappheit den Pilzpatch

als Ersatznahrung. Zudem darf niahir alleine vom Pilz als Symbiosepartner vwbrtecaund
Cecropiaausgegangen werden, sondern die mit dem Pilz assoziierten Bakterien und Archaea muissen
ebenso berlcksichtigt werden. Chaetothyriales wachsen langsam (May&fodgimayr 2009;
Voglmayr et al. 2011), wahrend von Bakterien angenommen wird, dass sie Substanzen bei
Stoffwechselvorgéangen relativ rasch umsetzten. Eine rasche Aufnahme und Metabolisierung aller
eingebrachten Nahrstoffe, die von den Bakterien erleichteird, wirde so mit einer langerfristigen
Lagerung in der Biomasse des Pilzes einhergehen. Das wirde auch die geringe Menge
dokumentierter Metabolite (besonders die geringe Anzahl freier AS) erklaren. Viele Néahrstoffe
wlrden somit im Pilzpatch in Form vamder GEMS nicht detektierbarerProteinen, Lipiden und
Polysacchariden gespeichert werden. Die vergleichsweise hohe Anzahl an Kohlenhydraten (v.a.

Trehalose und Sorlat) kdnnte dabei den Pilzpatdtir Aztecabesonders attraktiv machen.

Bisher wurden adirdings nur die Ahnlichkeiten zwischen MKs und Pilzpatch betontjrtierschiede

jedoch noch nicht aufgezeigt. Zum einen weist der Grof3teil der Metabolite im Pilzpateh
geringereAreaauf als die MKs. Zum anderen bestehen bei einigen Substanzen leesatwlitliche
Unterschiede. Es erscheint moglich, dass der Pilzpatch nicht bloR eine Nahrungsreserve darstellt,
sondern flr gewisse Entwicklungsstadien \rtecaeinen wichtigen Bestandteil ihrer Ernahrung
ausmacht. Ist der Pilzpatch aber essentiell addng fur ein Entwicklungsstadium vorgesehen,
muss er mit speziell fur dieses Stadium wichtigen Stoffen angereichert sein. Insofern ist es

aufschlussreich zu untersuchen, welche Metabolite im Pilzpatch haufiger vorkommen als in den MKs.

Zum einen konnterwei der géangigsten Phytosterole im Pilzpatch in hheren Mengen nachgewiesen
werden, wobei besonders Stigmasterol ? in sigaiftkhdheren Mengen im Pilzpatch festgestellt
wurde (Vgl. Kapitel 4.3.1.4: Sterolein den Gewebenh Zum anderen kamen diverse Kehhydrate
(Trehalose, Hexose A, Pentose A, Tagatose-Sorbitol) und einige keiner Substanzkategorie
zugeordneten Metabolite haufiger im Pilzpatch als in den MKs vor. Da dokumentiert wurde, dass
Chaetothyriales an Larven verfittert wird (Blatrix et 2012), ist besonders das Vorkommen der
Phytosterole im Pilzpatch von Interesse. Sterole spielen bei der Entwicklung eine wichtige Rolle (Jing
2014), und durch das hohe Vorkommen von Phytosterolen kdnnten die Pilzpatches eine wichtige
Quelle fur die Larvemlarstellen. Der Mix aus Kohlenhydraten kénnte demnach dazu dienen, den
Pilzpatch geschmacklich von den MKs abzugrenzen und gleichzeitig die Attraktivitat des Pilzpatch als
Nahrung zu garantieren. In den MKs wurden aber Spuren von Cholesterol_?, das iridtiie w

Phytosterole von den Insekten umgebaut werden muss, nachgewiesen. Daher scheint es
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wahrscheinlicher, dass das Reservoir an Phytosterolen im Pilzpatch ebenso als wichtige Reserve

dient, auf die bei Nahrungsknappheit zurlickgegriffen wird.

4.3.2.3 ArtspezifisheUnterschiede in den MKs

Beim Vergleich der chemischen Zusammensetzung der MKs der drei unters@dnderpiaArten
konnten kaum signifikante Unterschiede zwischen den Arten festgestellt werden. Dies erscheint
sinnvoll, da sich did&ztecaGrinderkoniginen bei der Besiedlung jungé&recropiaPflanzen nicht
spezialisieren. Sie besiedeln teilweise sogar nicjitmekophytischeCecropiaArten (Longino 2010).

Stark unterschiedliche Nahrstoffzusammensetzungen der MKs mussten in einer Spezialisierung der

Ameisenpartner resultieren.

Longino verweist allerdings darauf, dasstecazwar bei der Besiedlung von Jungpflanzen beliebig
vorgeht, das bei altererCecropiaBaumen aber durchaus Trends zu erkennen sind. So beobachtete

er, dass ausgewachser@ obtusifoliaBaume nur mehr vorA. xanthochroabzw. A. constructor
besiedelt waren, nicht aber voA. alfarioder A. ovaticepsEr vermutet darirallerdings eher einen
Einfluss der Ameisen auf die Pflanze als einen Spezialisierungsdruck von Seiten der Pflanze. Laut
Longino (1991) legen die beiden letztgenannten Arten namlich ein weitaus weniger aggressives
Verhalten an den Tag und produzieren beseih kleineren Pflanzen Nachkommen. Der daraus
resultierende verringerte Schutz der Pflanzen kénnte zu einer verringerten Uberlebensfahigkeit
fuhren. Longino geht davon aus, dass d@btusifolia fir ihr Uberleben eine viel aggressivere

Verteidigung durcizecabendtigt alsC. insignis(Longino 1991, Longino 2010).

Auch Untersuchungen anderer myrmekophytischer Pflanzen ergaben kaum Unterschiede in der
Zusammensetzung der Futterkdrperchen. Bei denRiperArten P. cenocladun®. fimbriulatum P.
obliquumund P. sagittifoliuméahnelte sich die Zusammensetzung der Futterkdrperchen ziemlich
stark. Signifikant unterschiedliche Konzentrationen waren lediglich bei den I6slichen Kohlenhydraten
bei P. obliqguumund dem aus Proteinen stammenden StickstfP. sagjtifolium zu finden (Fischer

et al. 2002).Bei der Untersuchung der Futterkérperchen vbtacarangazeigten sich hinggen
spezifischeGruppierungenn der Zusammeretzung derdslichen Kohlenhydrate innerhalb der sechs

untersuchten Arten (Heil et al. 1998).

CecropiaPflanzen werden nicht ausschlie3lich véateca besammelt, sondern besonders bei
unbewohnten Pflanzen von anderen Inseki@mgeerntet. Es konnte nachgewiesen werd dass die

WespenartCharterignusp. MKs vonC. insignigaind C. obtusifolisisammelt und das sogar, wenn die
Pflanze von Ameisen besiedelt ist (Pierre 2007). NebenAa#ecaAmeisen besiedeln auch immer

wieder Ameisen anderer Gattungerfamptogenys, Heroponera, Pachycondyla, Pseudomyrmex,
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Crematogaster, Slenopsis, Pheidole, Wasmania, Zarcyptocerus, Procryptocerus, Camyahotus
Myrmelachista Cecropialungpflanzen oder verlassene Domatien (Longino 1991, Davidson & McKey

1993, Davidson & Fisher 1991).

Die grole Anzahl moglicher MBammler zeigt bereits deren hohe Attraktivitat. Eine
Nahrstoffzusammensetzung, die fakultative Insekten benachteiligt (oder exkludiert), wie sie etwa bei
den AcaciaFutterkdrperchen besteht (Heil et al. 2005), scheint nicht zuletzt aufgrund der
festgestellten Sucrosewerte unwahrscheinlich (vgl. Diskussion Kohlenhydrate). Vielmehr kann bei

allen drei Arten von einer allgemeinen Attraktivitat der MKs ausgegangen werden
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5 Zusamnenfassung

5.1 Zusammenfassung

Uber 40 Arten dePflanzengttung Cecropiasp. (Urticaceae)jeben mitAztecaAmeisen(Formicidae,
Dolichoderinag in Symbiose. Die Pflanzen bieten hohle Stangel als Nistraum und bilden in
Haarpolstern (Trichilien) an der Basis des Blattshiglsrung fiir die symbiontischen Ameisen. Diese
Futterkdrperchen] dzOMilletigche Korpercheln 6 aYa o 3ISy | yy i IEFulesfir@i€y 35
AmeisenbrutAztecakultiviert im Inneren der Stangel aber auch Pilze (Ascomycota, Chaetothyriales),
deren Funktion beCecropigbisher noch unbekannt ist. Ziel der vorliegenden Arbeit war es einerseits

die Entwicklung der MKs zu dokumamen. Andererseits sollte in einem metabolomischen Ansatz
geklart werden, welche Inhaltsstoffe in den MKs vorhanden sind, ob deren Néahrstoffangebot fir die
Ameisen ausreichend ist, ob der Pilzpatch beififidppheit als Substitution verwendet werden kann

oder als Nahrungserganzung fungiert, oder génzlich andere Funktionen als angenommen haben

muss. Zudem wurden auch die Inhaltsstoffe der Ameisen in die Analyse mit einbezogen.

Die anatomischen Untersuchungenmit Binokular, Computertomographie und Lichtmikkopie
zeigten, dass in einem Trichilium eine groRe Menge Mélbber Koérperchen (ca. 1000)
unterschiedlicher Entwicklungsstadien vorhanden ist. Jedes Trichilium wird durch ein sehr dicht
ausgepragtes Netz an Leitbindeln versorgt und ist von einem Patinéacher, mehrzelliger
Trichome bedeckt, die sich aus der Epidermis entwickeln. Dickere, l&ngere, weil3e, komplexe
Trichome sind ebenso Bestandteil der Trichompolster. Die Funktion dieser Trichomschicht liegt wohl
darin, dass sie den MKs Schutz vor Fréssém und Austrocknung bieten und zudem als Sttze fir
die MKs fungieren. Die mehrzelligen MKs werden knapp unterhalb der Epidermis gebildet, wachsen
rasch an, wdlben die Epidermis auf und sind schlieBlich nur mehr Uber einen schmalen Bereich mit
dem Triclliumgewebe verbunden. Nach dem Erreichen der vollen Grol3e l6sen sie sich vom
Trichiliumgewebe und wandern durch die Trichompolster an die Oberflache, wo siétzena
abgeerntet werden. Untersuchungen (Rossel & Weizer 2014, unpublideuwten darauf m, dass

eine Korrelation zwischen der Prasentation der MKs an der Oberflache des Trichiliums und dem
Klima besteht. Vermutlich reagieren die Trichome auf Veranderungen der Luftfeuchte und

beeinflussen so den Transport der MKs an die Oberflache.

Bei der chemischen Analysewurde keine absolute Quantifizierung vorgenommen; durch die
Berechnung der Verhdltnisse der Gewebe kdnnen aber Aussagen Uber das Vorkommen einer

Substanzklasse getroffen werden.
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Artspezifische Unterschiede in der Zusammensetzung der Mikatdn fast keine festgestellt
werden. Da aucliztecabei derCecropiaBesiedlung nicht artspezifisch vorgeht, ist es naheliegend,

dass die Zusammensetzung der MKs dieser generalistischen Besiedlungsstrategie entspricht.

Bei der Analyse der Metabolite wdg in den MKs ein Grof3teil der fur Insekten essentiellen
Aminosaurennachgewiesen. In den MKs konnte eine groRe Menge des, fur einen Storageprotein
Typen charakteristischen, Glutamic acid festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass die MKs an
die Larve verfuttert werden kdnnten. In den juvenilekztecaStadien fand sich eine hohe Menge an

AS, was mit der Bildung von Stord@eteinen in diesem Entwicklungsstadium erklart werden kann.

Im Pilzpatch fanden sich erstaunlich wenig AS.

In den MKs wurden groRe Mengen dé€shlenhydratsSucrose dokumentiert. Zudem wird in den MKs
Glykogen eingelagert (Bischof et al. 2013). Das Vorkommen gréRerer Mengen fiir generalistische
Ameisen attraktive Kohlenhydrate und Aminoséuren, sowie das Abemi¢erMKs durch andere
Insekten deuten darauf hin, dass keine Exklusion symbiosefremder Insekten durch die
Zusammensetzung der MKs gewabhrleistet wird. Im Pilzpatch wurden zwar durchschnittlich wenig
Kohlenhydrate dokumentiert, doch einige Zucker, z.B. To=leal der wichtigste Zucker der
Insektenhamolymphe, wurden in gré3eren Mengen im Pilzpatch als in den MKs nachgewiesen. Die

meistenFettsaurenwurden in den Puppen und Trichomen dokumentiert.

Besonderes Augenmerk wurde auf d@éerolegelegt, da Insektemliese nicht selbst synthetisieren
kénnen, sondern diese durch die Nahrung aufnehmen missen. In den MKs und Trichomen wurde das
in Pflanzen seltene Cholesterol nachgewiesen. Wie Glykogen ist vermutlich auch das Vorhandensein
von Cholesterol ein Indiz fur ai Anpassung der MKs an die Nahrstoffbedirfnisse des
Symbiosepartners. Hohe Mengen von Phytosterolen, die Insekten teilweise zu Cholesterol umbauen
kénnen, wurden Uberraschenderweise in den Trichomen nachgewiesen. Moglicherweise nimmt
Aztecauber Bruchstuck der Trichome diese Sterole mit den MKs gemeinsam auf. Das Vorkommen

von Phytosterolen im Pilzpatch kénnte fir deren Eignung als NahrungsreseA&dtasprechen.

Weder die ethologischen Untersuchungen noch die chemische Analyse lieferten Hinweigé dara
dass die MKs zur Diingung des Pilzpatchs verwendet werden. Die Analyse der Metabolite lassen auch
kaum Ruckschlusse dariiber zu, ob es sich beim Pilzpatch um eine wichtige Stickstoffquelle handelt.
Die Untersuchung untersttzt jedoch die Hypothese, abgsPilzpatch vorztecaals Ersatznahrung
verwendet wird. Die chemische Zusammensetzung von Pilzpatch und MKs &hneln einander, was ein
Indiz dafur darstellt, dass beide als Nahrung Aimtecadienen. Moéglicherweise greiffztecabei
Nahrungsknappheit aufden Pilzpatch zurick. Da nachgewiesen wurde, dass Hyphen von

Chaetothyriales in anderen Assoziation an die Amelisanen verfuttert werden (Blatrix et al. 2012),
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ist es zudem vorstellbar, dass der Pilzpatch auch eine Erganzung der Erndhrung der Late#n dar
Ein anderes Kohlenhydratspektrum und das Vorhandensein von Phytosterolen im Pilzpatch deuten

darauf hin. Diese Annahme muss aber durch weiterfihrende Untersuchungen tberprift werden.

Schlusselwdrter: Cecropia Azteca Chaetothyriales, Myrmecophyte Muller8che Korperchen,

Pilzpatch Trichilium, Metabolite, Sterolelnsektenentwicklung

5.2 Abstract

In the study presented here, the food sources for the ants inhabiting myrmecop@giropia
species are investigated with a metabolomic approach. The fmmties ofCecropiathe so called
Mullerian bodies (MBs), are produced from trichila, a structure located at the petiolus base have
been the focus of a few studies, but a metabolomic analysis was never performed An additional
partner of the obligate CecropiaAztecathat has been overlooked for a long time are
Chaetothyrialean fungi. They are cultivated in so called >fungal patches<, and may play an important
role in the nutrient cycle of association. Therefore fungal patches were also chemica#iligatex

as well as worker, queens, larvae and pupaf@zitca

Anatomical studieswith binocular, CFscanningand microscopy revealed thatrithilia produced a
large amount (about 100®f MBsof different development stages. It was found that two mature
MBs never directly adjoin one another, suggesting a control mechaisih tichilium is supplied
through a very dense and extensive networkwvafscular bundlesA mat of two trichome types
usually covers the whole trichiliunmulticellular simple ones ad thicker, longer, white, complex
ones. Three possible functions of this layer of trichomes were assumegratection of the MBs
against predators and desiccation; (2) structural support for the MBs; (3) control of the MB

presentation on the surface difie mat, triggered by changes in humidity.

The metabolomi@nalysisallowsstatements about the ratiof tissues of substance classa#though
no ab®lute quantification waperformed. Alarge amount oblutamic acidwas detectedn the MBs.
Glutamic am is characteristicfor a special storage protein typewvhich is important in larval
developmentof the ants This sugges that MBs are fed to the larvae. Additioglmost of the

amino acids detected in the MBire essentiafor insects.

Compared tothe other tissues investigated (trichilia, trichomes, fungal patches and ants), a large
amountof sucrosewasdocumentedin the MBs The presence afommon carbohydrateanda high
diversity ofamino acidsyhich areattractive to generalistic antsas wel as the harvesting d¥1Bsby

other insectsindicate that exclusion ofion-symbiotic insecby the composition of the MBis not
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implemented Although lower amounts of carbohydrates have been documented in the fungal patch
than in the MBs, some sugars doeind in higher quantities. Trehalose, the most important sugar in
the hemolymph, was detected in large quantities in the fungal patch, which may support attraction

to Azteca

Cholesterol has beemlocumentedin the MBs and the trichomesinsects caf® synthesize sterols
themselvesand have ¢ consume themthrough food.The occurrence irCecropiaMKs probably
illustrates an adaptation of the MBto the nutritional needs of the symbibpartner. Phytosterols,
which can partlypbe metabolizedto cholesterolby insects, wereurprisinglyhigh in the trichomes.
Maybe Aztecaconsumesthis phytosterol via fragments of the thomes sticked to the M8 The
presence of phytosterols in th&ungal patch mightindicate their suitability as a food reserve for

Azteca

MBs differedconsiderablyfrom the other plant tissues (tichilium andtrichomes), providing an

additional argument for aradaptionto the nutritional needs ofAzteca However, the metabolic
analysisallowed hardly any conclusions about whether thfiengal patch is an important source of
nitrogen. Few free amino acids were detecteid the fungal patch, which could point to a low
nitrogen concentration on the one handr to a high protein content, which has to be verified by

further studies.

In summary, he study supportshe hypothesis that the fungglatch ofAztecais used as a substitute
food. A Principal Component Analysis (PCA)as show that fungal patches and MBare chemically
similar to each other. MaybAztecaconsumesghe fungiin times ofMK shortage.Another possibility
is, that the fungi are aradditional part of thelarval diet. Since it was demonstratedhat
chaetothyriales are fedo the larvaein other antplantsassociation(Blatrix et al. 2012), this is
supposingly the cas@he differant carbohydratespectrum and the presence of phytosterols in the

fungalpatch could be aevidence for this

Significant peciesspecific differeges in the composition of the MBwere not detected. Since
Aztecadoes not colonisepecific Cecropiaspecies, the composition of MBnatches thisgeneralist

colonization strategy

Keywords:Cecropiasp.,Aztecasp., Chaetothyriales, Myrmecophyte, Mullerian bodiésngal patch,

trichilium, Metabolomics, sterols, insect development
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