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1 Einleitung

Aminosäuren und Zucker kommen in nahezu allen lebenden Zellen und somit auch

in den P�anzenzellen vor.

Unter der umgangssprachlichen Bezeichnung Zucker versteht man hauptsächlich Oligo-

und Monosaccharide. Zucker sind in jeder p�anzlichen Zelle enthalten, entstehen im

Laufe der Photosynthese in den Chloroplasten, werden z. B. von dem Photoassimilat

Glucose in Saccharose als wichtigste Transportform umgewandelt und sind als orga-

nische Nährsto�e von Bedeutung (Fallert-Müller 2000, Sitte et al.2002). Sie dienen

u. a. der Sto�- und Energiegewinnung, sind am Aufbau der Zellwand beteiligt und

werden für die Synthese von organischen Säuren, Aminosäuren sowie Komponenten

der Lipid- und Nukleinsäuren benötigt (Sitte et al. 2002).

Aminosäuren stellen die Grundbausteine der Proteine und Peptide dar. Sie sind

essentiell für alle Sto�- und Energiewechselprozesse sowie die Proteinbiosynthese,

dienen als Vorstufe für verschiedene Metabolite wie z. B. Neurotransmitter oder

Hormone und kommen u. a. auch in Zellwänden vor. Aminosäuren, die in Proteine

eingebaut werden, bezeichnet man als proteinogene Aminosäuren. Dagegen werden

die Aminosäuren, die nicht Bestandteil von funktionstüchtigen Proteinen sind, als

nicht-proteinogene Aminosäuren bezeichnet. Der Groÿteil der 250 derzeit bekannten

nicht-proteinogenen Aminosäuren wurde in P�anzen nachgewiesen. Der Aminosäu-

renpool der P�anze wird durch Aufnahme von Aminosäuren aus der Nahrung, de

novo-Synthese, Umwandlung und Abbau ständig aufrechterhalten (Fallert-Müller

2000).

Demzufolge sind Aminosäuren und Zucker von groÿer Bedeutung für die P�anzen.

Die p�anzlichen Inhaltssto�e dienen zudem Herbivoren als Nahrung. Beispielsweise

stellt Phloemsaft die essentielle Nahrung für Blattläuse dar (Douglas 2003). Beson-

ders wichtig für Überleben, Wachstum, Entwicklung und Reproduktion der Blattlaus

ist die Zusammensetzung von Zuckern und Aminosäuren in ihrer Nahrung, wobei die

Bedeutung beider Sto�klassen teilweise stark von der Blattlausart, dem Biotyp, oder

der Morphe abhängt (Srivastava et al. 1985, Hewer et al. 2010). In der Vergangen-

heit wurde bereits die Zusammensetzung vieler P�anzenarten untersucht. Es gibt

mehrere Methoden, um der Chemie der P�anzen auf den Grund zu gehen. Dabei

ist entscheidend unter welchem Gesichtspunkt man die p�anzlichen Inhaltssto�e be-
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1 Einleitung

trachten will. Möchte man Kenntnisse über die Nahrung blattfressender Herbivoren

erhalten, so bietet sich die Untersuchung von Blattextrakten an. Dabei werden grob

beschrieben ganze Blätter entnommen, zermahlen und anschlieÿend analysiert. Mit-

hilfe dieser Methode erhält man einen groben Überblick von allen in diesem Blatt-

abschnitt � Gewebe und Phloemsaft � vorhandenen Inhaltssto�en. Jedoch kann man

keine Rückschlüsse ziehen, welche Substanz in welchem Blattbestandteil vorkommt.

Möchte man hauptsächlich die Nahrung phloemsaugender Herbivoren untersuchen,

verwendet man Methoden zur Aufklärung der Phloemsaftzusammensetzung. Eine

Möglichkeit besteht in der Exudation mit EDTA (Ethyldiamintetraessigsäure) ent-

haltenden Pu�er (King & Zeevart 1974). Es werden frische Anschnitte des Stam-

mes, Blattstiels oder Ober�ächenschnitte in ein Gefäÿ mit EDTA-Pu�er gegeben

und für eine de�nierte Zeit ruhen gelassen. Anschlieÿend wird der Anschnitt in ein

Gefäÿ mit destilliertem Wasser gegeben und der zu untersuchende Phloemsaft aufge-

fangen. Die Phloemexudation ist schneller, unkomplizierter und ergibt ein gröÿeres,

analysierbares Volumen im Vergleich zur sogenannten Stylektomie, bei welcher der

Phloemsaft durch das Abtrennen des Stilettbündels momentan fressender Blattläuse

erhalten wird (Kennedy & Mittler 1953, Peel 1975, Gaupels et al. 2008). Ein weiterer

Vorteil dieser Methode ist die Möglichkeit, Phloemsaft aller Siebröhren eines Blat-

tes oder P�anzenbereiches zu untersuchen. Im Vergleich dazu erhält man bei der

Stylektomie ausschlieÿlich die Zusammensetzung des Phloemsaftes einer einzelnen

Siebröhre, die möglicherweise nicht repräsentativ für die gesamte P�anze ist. Al-

lerdings kann bei der Phloemexudation das Volumen des eluierenden Phloemsaftes

nicht gemessen und somit die Konzentration der Inhaltssto�e nicht bestimmt wer-

den. Ein weiteres Problem dieser Methode besteht darin, dass bei der mechanischen

Verwundung durch den Anschnitt auch Substanzen wie z. B. Glucosinolate abgege-

ben werden können, die im Normalfall nicht im Phloemsaft vorhanden sind (Douglas

2003). Zuletzt kann auch eine Kontamination des erhaltenen Phloemsaftes mit auf-

grund des Durchschneidens verletzten Zellbestandteilen nicht ausgeschlossen werden

(Gaupels et al. 2008).

Wenn Blattläuse an P�anzen saugen, werden meist spezi�sche Abwehrreaktionen

seitens der P�anze hervorgerufen (Douglas 2003). Darunter zählen u. a. das lokale

Verschlieÿen der Siebzellen nach mechanischer Verwundung durch die Callosesynthe-

se, Forisome (v. a. für Leguminosen charakteristische Strukturproteine des Phloems)

oder verletzte Zellorganellen sowie die chemische Abwehr durch Toxine, Glucosi-

nolate, Alkaloide, Cardenolide, Quinolizidine oder Glucoside (Dixon 1998, Douglas

2003, Weiler & Nover 2008). Diese Formen der P�anzenabwehr sind negativ für an
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1 Einleitung

der P�anze fressende Herbivoren. Auf der anderen Seite kann ein Blattlausbefall

zu P�anzenreaktionen führen, die positiv für Herbivoren sind. In der Vergangenheit

wurde von Änderungen im Phloemsaft, wie z. B. eine veränderte Zusammensetzung

der Inhaltssto�e oder höhere Konzentration an Aminosäuren aufgrund des Saugens

der Blattläuse an P�anzen berichtet (Havlickova 1995, Sandström et al. 2000, Leroy

et al. 2011). Der höhere Aminosäuregehalt ist für Blattläuse positiv, da dadurch

die Nahrungsqualität gesteigert wird. Dies führt zu einer erhöhten Nahrungsaufnah-

me, Reproduktion und Entwicklung (Simpson et al. 1995). Eine höhere Aminosäu-

rekonzentration nach Blattlausbefall wurde u. a. in Versuchen mit dem Spezialist

Acyrthosiphon pisum auf der Wirtsp�anze Vicia faba sowie mit den Chlorosis- und

Gallenbildung-verursachenden Blattläusen Schizaphis gramineum und Diuraphis

noxia auf Weizen und Gerste nachgewiesen (Sandström et al. 2000, Leroy et al. 2011).

Die Erbsenblattlaus Acyrthosiphon pisum, welche in dieser Arbeit verwendet wird,

um den Ein�uss des Blattlausbefalls auf die Zucker- und Aminosäurezusammenset-

zung zu untersuchen, ist ein Komplex aus elf verschiedenen, auf Leguminosen spezia-

lisierten Rassen (Peccoud et al. 2009, Peccoud & Simon 2010). Sie unterscheiden sich

hinsichtlich ihrer natürlichen Wirtsp�anze, auf der sie bevorzugt leben und auf denen

sie im Vergleich zu anderen P�anzenarten z. T. eine deutlich bessere Performance

� darunter zählen Überleben, Entwicklung, Reproduktion und Wachstum � zeigen.

Einige Rassen der Erbsenblattlaus überleben auf mehreren P�anzenarten, andere

überleben nur auf einer oder wenigen Wirtsp�anzen. Die einzige Ausnahme stellt die

Ackerbohne (Vicia faba) dar. Da die Blattläuse unabhängig von der Rasse auf der

Bohne eine gute Performance aufweisen, spricht man in diesem Fall von einer univer-

sellen Wirtsp�anze. Die beschriebene Spezialisierung auf verschiedene Wirtsp�anzen

kann als der Beginn einer sympatrischen Speziation angesehen werden. Aufgrund der

Auswahl von verschiedenen P�anzenarten, auf denen es zur sexuellen Fortp�anzung

kommt, entsteht die sogenannte �Assortative Paarung�, d. h. es paaren sich unter-

einander ähnliche Individuen häu�g, während der Gen�uss zwischen unähnlichen

Rassen immer geringer wird. Die genetischen Unterschiede zwischen den verschiede-

nen Rassen verstärken sich aufgrund des geringen Genaustausches immer weiter, bis

irgendwann keine Reproduktion mehr statt�nden kann. Zu diesem Zeitpunkt spricht

man von neu entstandenen Arten. Zurzeit kann man bei der Erbsenblattlaus be-

reits von acht Rassen und drei möglichen neuen Arten ausgehen, da bei diesen keine

Hybride mehr gefunden wurden (Peccoud et al. 2009).

3



1 Einleitung

Ein möglicher Faktor, welcher zur Bildung der Rassen auf verschiedenen Wirtsp�an-

zen führt, ist die Chemie der Wirtsp�anzen. In der Literatur wurde bereits häu�g

berichtet, dass die Zusammensetzung des Phloemsaftes z. T. artspezi�sch ist (z. B.

Douglas 2003, Schopfer & Brennicke 2006). Daher kann vermutet werden, dass die

Blattlausrassen an die Chemie ihrer Wirtsp�anze angepasst sind. Die richtige Nah-

rung, v. a. die Zucker- und Aminosäurenzusammensetzung, ist essentiell für Überle-

ben, Entwicklung, Wachstum und Reproduktion der Blattlaus (Srivastava & Auclair

1971, Douglas & Prosser 1992, Simpson et al. 1995, Douglas 1996, Karley et al. 2005,

Douglas et al. 2006, Hewer et al. 2010). Daher beschäftigt sich diese Arbeit mit der

Zucker- und Aminosäurenzusammensetzung von verschiedenen Leguminosen � Vicia

faba, Pisum sativum,Medicago sativa und Trifolium pratense. Alle vier P�anzenarten

stellen natürliche Wirtsp�anzen für verschiedene Blattlausrassen dar. Die Untersu-

chungen wurden mit der Gewebe- bzw. Blattextraktion und der Phloemexudation

durchgeführt. Da beide Methoden wie bereits diskutiert Vor- und Nachteile besit-

zen, werden die Ergebnisse miteinander verglichen. Es soll festgestellt werden, ob die

Gewebeproben Rückschlüsse auf die Phloemzusammensetzung zulassen, da sie deut-

lich einfacher für Analysen aufzuarbeiten und aufgrund der Verrechnung mit dem

Frischgewicht quanti�zierbar sind im Gegensatz zu der Phloemexudation.

Es wurde bereits über mögliche P�anzenreaktionen gegenüber Blattlausbefall spezi-

ell im Phloemsaft berichtet. Daher beschäftigt sich diese Diplomarbeit weiterhin mit

der Frage, ob auch bei den ausgewählten Wirtsp�anze-Blattlaus-Interaktionen Än-

derungen in der Phloemzusammensetzung, wie z. B. die Erhöhung von Aminosäure-

und Zuckerkonzentrationen beobachtet werden können. Für diesen Aspekt werden die

Aminosäure- und Zuckerzusammensetzung von Kontrollp�anzen ohne Blattlausbefall

mit P�anzen verglichen, die Blattlausbefall mit der auf sie spezialisierten Wirtsrasse

ausgesetzt werden.

Infolge der Speziation der Blattlausrassen an ihre Wirtsp�anzen kommt es zur Ko-

evolution. Dies bedeutet, dass zwischen P�anze und Blattlaus sehr enge Wechselwir-

kungen bestehen, die zur ständigen Anpassung aneinander und zum gemeinsamen

Durchlaufen der Evolution über einen langen Zeitraum führen. Es ist daher möglich,

dass die P�anze bei Blattlausbefall erkennt, ob es sich um die spezi�sche Wirtsrasse

oder eine fremde Wirtsrasse handelt und dementsprechend unterschiedlich reagiert.

Daher soll an einem Beispiel untersucht werden, wie sich die Aminosäure- und Zucker-

zusammensetzung ändert, wenn die spezialisierte Rasse und im Vergleich dazu eine

nicht spezialisierte Rasse an der P�anze frisst.
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2.1 Acyrthosiphon pisum (Harris, 1776) � Die
Erbsenblattlaus

Die Erbsenblattlaus aus der Unterfamilie Aphidinae innerhalb der Familie der Aphi-

didae (Röhrenblattläuse) gehört zur Gattung Acyrthosiphon (Meier 1957). Sie ist

weltweit verbreitet und wurde vermutlich 1878 über Europa nach Amerika einge-

führt (Folsom 1909, Markkula 1963).

Abb. 2.1: Blattläuse der Art Acyrthosiphon pisum. Eine adulte Erbsenblattlaus � erkennbar an der
vollständig ausgebildeten Cauda � bei der Geburt eines lebenden Nachkommens. (Bild-
quelle: http://www.ub.edu/web/ub/galeries/imatges/noticies/2010/02/pugo-02.jpg)

A. pisum ist mit einer Körperlänge von bis zu 5 mm eine relativ groÿe Blattlausart,

die in verschiedenen Farbmorphen � grün oder pink gefärbt � vorkommt (Jacobs et

al. 1998, Frantz et al. 2009). Dabei sind die Farbmorphen auf Pisum sativum und

Vicia faba nahezu immer grün, während diejenigen auf Medicago sativa und

Trifolium pratense in beiden Färbungen zu �nden sind (Frantz et al. 2009). Die Erb-

senblattlaus besitzt rote Augen, lange schlanke Siphonen und eine behaarte Cauda

(siehe Abb. 2.1). Als Phloemsauger besitzt sie stechend-saugende Mundwerkzeuge

(Meier 1957, Jacobs et al. 1998). Sie ist in den kalt-temperierten Zonen meist eine

monözisch-holozyklisch lebende Art, d. h. sie betreibt keinen Wirtswechsel und es

erfolgt in der Regel ein Wechsel zwischen sich parthenogenetisch und sexuell fort-

p�anzenden Generationen. Manche Blattlausrassen der Erbsenblattlaus können sich
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allerdings nicht mehr sexuell fortp�anzen und betreiben ausschlieÿlich Parthenoge-

nese (Frantz et al. 2006).

Verschiedene Blattlausklone mit der gleichen Wirtsp�anze werden als eine Rasse be-

zeichnet. Jede Rasse hat spezi�sche genetische Merkmale, die sie von anderen Rassen

unterscheidet. Die Erbsenblattlaus ist ein Komplex aus elf verschiedenen Rassen (Van

Emden & Harrington 2007, Peccoud et al. 2009). Die verschiedenen Rassen von A.

pisum sind auf unterschiedliche P�anzenarten innerhalb der Familie der Legumi-

nosen spezialisiert (Markula 1963, Van Emden & Harrington 2007, Peccoud et al.

2009).

Abb. 2.2: Lebenszyklus von Acyrthosiphon pisum.
(Verändert nach http://theaphidroom.wordpress.com/2012/02/07/where-are-aphids-
during-the-winter/))

Die Überwinterung im Eistadium erfolgt auf Wirtsp�anzen verschiedener Gattun-

gen, darunter Medicago, Trifolium, Lathyrus, Vicia und Pisum. Auf diesen fand im

Herbst bereits die Paarung statt. Im Frühjahr schlüpft die Fundatrix (Stammmut-

ter) aus dem Dauerei (siehe Abb. 2.2). Diese ist �ügellos und reproduziert durch
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Parthenogenese genetisch identische, unge�ügelte Weibchen, die als Fundatrigenien

bezeichnet werden. Die Fundatrigenien gebären ge�ügelte und unge�ügelte Weib-

chen, die sich ebenfalls parthenogenetisch fortp�anzen. Die ge�ügelten Nachkommen

(Migranten) migrieren auf umliegende Leguminosen und stellen aufgrund der hohen

Verbreitungsfähigkeit ein groÿes Problem als Virusüberträger in der Landwirtschaft

dar. Jedoch können auch die unge�ügelten Blattläuse als Virenüberträger fungieren.

Aufgrund der kürzer werdenden Tage im Herbst entstehen Sexuparae, die wiederum

Männchen und Weibchen (Sexuales) gebären. Die als Oviparae bezeichneten Weib-

chen paaren sich mit den Männchen und legen anschlieÿend Dauereier ab, die den

Winter überdauern (Dettner & Peters 1999, Van Emden & Harrington 2007).

2.2 Vicia faba � Die Ackerbohne

Die Ackerbohne gehört zu der Gattung der Wicken (Vicia), die der Unterfamilie der

Schmetterlingsblütler (Faboideae) innerhalb der Familie der Hülsenfrüchtler (Legu-

minosae) zugehörig ist. Die Herkunft der Ackerbohne ist vermutlich Vorderasien.

Sie gehört zu den einjährigen Sommerp�anzen und wird zum Groÿteil in West- und

Mitteleuropa als Kulturp�anze angebaut, kann aber auch gelegentlich wild wach-

send angetro�en werden. Sie gedeiht am besten in einem mäÿig kühlen und feuchten

Klima und bevorzugt schwere Ton- und Torfböden, sowie Lehm- und Humusböden

(Körber-Grohne 1994, Rothmaler 1996, Franke 1997).

Abb. 2.3: P�anze der Art Vicia faba. Gut zu erkennen ist der vierkantige Stängel und die wei-
ÿen, in Trauben angeordneten Blüten mit dem schwarz-violetten Flügel�eck. (Bildquelle:
http://www.deepcraft.org/deep/wp-content/uploads/2009/02/favablossom.jpg)

Die Ackerbohne ist charakteristisch eine kräftige und aufrecht wachsende, ca. 50 bis

120 cm hohe P�anze. Von der Ackerbohne gibt es eine groÿe Anzahl an Sorten, die

sich z. T. im Aussehen unterscheiden (Körber-Grohne 1994). Der Stängel ist vier-
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kantig (siehe Abb. 2.3). Die Blätter sind paarig ge�edert und besitzen meist krautige

Spitzen ohne Ranken. Die Teilblätter der Ackerbohne sind oval, 3 bis 6 cm lang,

�eischig und blaugrün. Die duftende Blüte ist in einer meist zwei- bis sechsblütigen

Traube ausgebildet, die 20 bis 30 mm lang, sehr kurz gestielt und weiÿ ist. Die

Flügel weisen häu�g einen schwarzen bis dunkelvioletten Fleck auf. Die Fahne ist

dagegen häu�g rötlich geadert. Die abstehende oder hängende Frucht ist ca. 8 bis

18 cm lang und 1 bis 2 cm dick. In den Hülsen liegen zwei bis sieben rundlich-ovale,

abge�achte Samen. Die Samen enthalten 20 bis 30 % Eiweiÿ und ca. 55 % Kohlen-

hydrate (Franke 1997). Neben Saccharose wurden hauptsächlich das Oligosaccharid

Verbascose sowie das Polysaccharid Inulin und in geringeren Konzentrationen die

Monosaccharide Fructose und Glucose nachgewiesen (Rupérez 1998). Weiterhin be-

sitzen die Samen der Ackerbohne einen niedrigen Rohfett- (3,36 %) und Ligningehalt

(2,65 %) und weisen ein relativ ausgeglichenes Verhältnis zwischen für den Mensch

essentiellen und nicht essentiellen Aminosäuren auf (Vetter 1995). Sie werden gern

als Gemüse verspeist oder als Tierfutter verwendet (Rothmaler 1996, Franke 1997,

Lauber & Wagner 1998).

Im Phloemsaft der Ackerbohne dominiert in den meisten Fällen die Aminosäure

Asparagin. Weiterhin wurde über Asparaginsäure, Glutaminsäure und Glutamin in

hohen Konzentrationen berichtet. Selten oder in geringen Konzentrationen sind für

Menschen essentielle Aminosäuren wie u. a. Histidin, Methionin, Phenylalanin, Tryp-

tophan oder Cystein identi�ziert worden (Douglas 1993, Sandström & Pettersson

1994). Das Vorhandensein der nicht-proteinogenen Aminosäure Homoarginin ist cha-

rakteristisch für V. faba (Douglas 1993).

2.3 Pisum sativum � Die Erbse

Die Erbse gehört zu der Gattung der Erbsen (Pisum), die in die Unterfamilie der

Schmetterlingsblütler (Faboideae) innerhalb der Familie der Hülsenfrüchtler (Legu-

minosae) einzuordnen ist. Sie stammt vermutlich von der Wildart Pisum elatius ab,

die vom Mittelmeer bis zum Tibet vorkommt. Die Erbse wurde bereits im Neolithi-

kum domestiziert und dient heutzutage v. a. als Futter- und Gemüsep�anze (Franke

1997). Sie wird in verschiedenen Sorten angebaut und kommt z. T. auch verwildert

vor. Anbaugebiete der Kulturp�anze �ndet man in Europa, Nordamerika, Indien und

Afrika. Sie wird im Groben in drei Unterarten unterteilt: Pisum sativum ssp. elátius

(wilde Erbse), Pisum sativum ssp. sativum (Gartenerbse) und Pisum sativum ssp.
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arvense (Felderbse) (Rothmaler 1996, Lauber & Wagner 1998). Die krautige und ein-

jährige Sommerp�anze bevorzugt Lehmböden mit genügend Humus und Kalk sowie

gleichmäÿiger Wasserführung und guter Durchlüftung. Sie benötigt zudem viel Licht

und Wärme. Daher liegt das Optimum ihres Anbaus in der gemäÿigten Klimazone

(Körber-Grohne 1994).

Abb. 2.4: P�anze der Art Pisum sativum. Gut zu erkennen sind die zygomorphen Blüten,
die groÿen, stängelumfassenden Nebenblätter sowie die Wickelranken. (Bildquelle:
http://jeantosti.com/�eurs4/pois3.jpg)

Der kahle, bläulich-grüne Stängel der Erbse ist 30 bis 200 cm lang, niederliegend oder

kletternd. Zudem ist er sehr dünn, hohl und kantig. Die bläulich-grünen Blätter sind

zwei- bis dreipaarig ge�edert und besitzen verzweigte Wickelranken, die aufgrund der

nicht selbsttragenden Achse nach Halt suchen (siehe Abb. 2.4). Die Teilblätter sind

eiförmig und 2 bis 6 cm lang. Als charakteristisches Merkmal sind die Nebenblätter

zu nennen, die gröÿer als die Unterblätter sind und den Stängel mit groÿen Zipfeln

umfassen. Die groÿen Blüten der Erbsenp�anze sind zygomorph und stehen in ein-

bis dreiblütigen, gestielten Trauben. Sie sind weiÿ oder purpurfarben und ca. 1,5

bis 3 cm lang. Die nach Selbstbefruchtung gebildeten Früchte sind ca. 3 bis 10 cm

lange und aufgeblähte Hülsen. Die Samen (Erbsen) der Erbsenp�anze sind kugelig

bis vieleckig (Rothmaler 1996, Lauber & Wagner 1998). In einer Hülse �ndet man

ca. acht Erbsen, die im reifen Zustand bis zu 23 % Eiweiÿe und 48 % Kohlenhydrate

enthalten und eine gelbe bis graugrüne Färbung besitzen (Franke 1997). Die Samen

der Erbse sind gute Lieferanten von Aminosäuren, wobei die schwefelenthaltenden

Aminosäuren Methionin und Cystein limitierend sind (Frias et al 2011). Unreife,

grüne Erbsen weisen dagegen einen Eiweiÿgehalt von 5 bis 7 % sowie einen Kohlen-

hydratgehalt von ca. 12 % auf (Franke 1997). Unter den Kohlenhydraten konnten in

getrockneten Samen in absteigender Konzentration Saccharose, Ra�nose, Stachyose

und Verbascose nachgewiesen werden (Vidal-Valverde et al. 2003).
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Auch für P. sativum wurde in den meisten Fällen Asparagin als dominierende Amino-

säure im Phloemsaft beschrieben. Ebenfalls sind Asparaginsäure, Glutaminsäure und

Glutamin häu�g in hohen Konzentrationen im Phloemsaft vorhanden. Selten oder in

geringen Konzentrationen sind essentielle Aminosäuren wie u. a. Histidin, Methionin,

Phenylalanin, Tryptophan oder Cystein identi�ziert worden. Für P. sativum ist die

nicht-proteinogene Aminosäure Homoserin im Phloemsaft artspezi�sch (Sandström

& Pettersson 1994).

2.4 Medicago sativa � Die (Saat-)Luzerne

Die Luzerne gehört der Gattung des Schneckenklees (Medicago) an, die in die Un-

terfamilie der Schmetterlingsblütler (Faboideae) innerhalb der Familie der Hülsen-

früchtler (Leguminosae) eingeordnet wird. Sie stammt aus den Steppenländern Vor-

derasiens und benötigt ein warmes Klima und basenreiche Böden. Die Wildform

�ndet man häu�g auf Wiesen. Zudem wird die Luzerne als bedeutende eiweiÿ- und

mineralsto�reiche Futterp�anze weltweit kultiviert (Franke 1997). Die Luzerne �n-

det weiterhin in der Pharmakologie Anwendung. Die Inhaltssto�e besitzen z. T.

neuroprotektive, antioxidative und antimikrobielle Wirkungen. Sie werden zudem

gegen Herzkrankheiten und Krankheiten wie Krebs oder Diabetes eingesetzt. Die

Luzerne besitzt u. a. hohe Gehalte an Saponinen, Flavonoiden, Iso�avonoide (auch

Phytoöstogene), Kumarine, freie proteinogene und nichtproteinogene Aminosäuren

(insbesondere Canavanin), sowie Phytosterole und Vitamine (Bora & Sharma 2011).

Abb. 2.5: P�anze der Art Medicago sativa. Charakteristisch sind die dicht in Trauben zusammen-
gedrängten, zygomorphen Blüten sowie die nach vorn spitz zusammenlaufenden, kleinen
Blätter. (Bildquelle: http://www.tropicalforages.info/key/Forages/Media/Html/images/
Medicago_sativa/Medicago_sativa_01.jpg)
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2 Verwendete Organismen

Die mehrjährige Staude kann 30 bis 90 cm hoch werden und besitzt kurz gestielte,

drei�edrige Blätter (siehe Abb. 2.5). Die nach vorn meist gerundeten, gestutzt oder

spitz gezähnten Teilblättchen sind bis zu 3 cm lang. Die 5 bis 25 zygomorphen Blüten

sitzen endständig in Trauben und haben eine violette bis verwaschen-blaue Färbung

(Franke 1997, Lauber & Wagner 1998). Die Frucht weist eineinhalb bis drei Schrau-

benwindungen auf und ist im Durchmesser 4 bis 6 mm dick. Die Samen werden durch

den Wind verbreitet (Lauber & Wagner 1998).

Auch für die Luzerne wurde in den meisten Fällen Asparagin als dominierende Ami-

nosäure im Phloemsaft beschrieben. Ebenfalls sind Asparaginsäure, Glutaminsäure

und Glutamin häu�g in hohen Konzentrationen vorhanden. Selten sind essentielle

Aminosäuren wie u. a. Histidin, Methionin, Phenylalanin, Tryptophan oder Cystein

identi�ziert worden (Girousse et al. 1991, Sandström & Pettersson 1994). De Almeida

e Silva und Varanda (2005) berichtete zudem über Prolin als dominante Aminosäure

in Extrakten von M. sativa. Saccharose wurde ebenfalls als dominanter Zucker im

Phloemsaft beschrieben. Bei einem vergleichenden Experiment mit M. sativa wur-

de bei Verwendung der Stylektomie ausschlieÿlich Saccharose nachgewiesen, während

bei der Exudation mit EDTA auch Glucose und Fructose vorhanden waren (Girousse

et al. 1991).

2.5 Trifolium pratense � Der Rotklee

Der Rotklee gehört zu der Gattung des Klees (Trifolium), die in die Unterfamilie der

Schmetterlingsblütler (Faboideae) innerhalb der Familie der Hülsenfrüchtler (Legu-

minosae) eingeordnet wird. Er ist eine ein- bis zweijährige krautige P�anze und

unterteilt sich in drei Unterarten. Den Rotklee (Trifolium pratense ssp. praténse)

unterscheidet man von den anderen Unterarten (Schneeklee (Trifolium pratense ssp.

nivále) sowie Borders Klee (Trifolium pratense ssp. bórderi)) anhand der roten Blü-

ten (Lauber & Wagner 1998). Man �ndet den Rotklee auf frischen, nährsto�rei-

chen Wiesen und Weiden, Waldlichtungen, sowie Halbtrockenrasen und Wegrainen.

Zudem bevorzugt er Ton- und Lehmböden. Er wird z. T. auch als Kulturp�anze

angebaut (Rothmaler 1996, Franke 1997). Der Rotklee verfügt über einen hohen

Proteingehalt und gilt daher als beliebte Futterp�anze. Sehr charakteristisch sind

die im gelösten Zustand im Zellverband vorliegenden Iso�avonoide (Schubiger et al.

1998).
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2 Verwendete Organismen

Abb. 2.6: P�anze der Art Trifolium pratense. Charakteristisch sind die zygomorphen Blüten in
einem Blütenköpfchen sowie der helle Fleck in der Mitte der Blätter. (Bildquelle:
http://wild�owersofedinburgh.weebly.com/red-clover-trifolium-pratense.html)

Der Rotklee ist ca. 15 bis 40 cm hoch, aufsteigend und oft verzweigt. Er besitzt eine

grundständige Blattrosette. Die ge�ederten Blätter sind dreizählig, fein behaart, lang

gestielt und wechselständig (siehe Abb. 2.6). Die bis zu 3 cm langen Teilblätter sind

eiförmig und meist ganzrandig. Die Nebenblätter des Rotklees sind ebenfalls oval und

verschmälern sich rasch zu einer langen, pinselförmigen Spitze (Rothmaler 1996).

Charakteristisch ist ein hellerer Fleck in der Mitte der Blätter. Die ungestielten bis

sehr kurz gestielten Blütenstände sind im Durchmesser 1,5 bis 3 cm groÿ, kugelig bis

eiförmig und sitzen ein- bis dreizählig am Ende der Zweige. Die zygomorphen Blüten

werden mehr oder weniger von den obersten Blättern umhüllt (Lauber & Wagner

1998).

Über die Chemie des Phloemsaftes von T. pratense ist nur wenig bekannt. Es wur-

de, wie bereits bei den anderen Leguminosen beschrieben, in den meisten Fällen

Asparagin als dominierende Aminosäure im Phloemsaft gefunden. Ebenfalls wur-

de von hohen Gehalten an Asparaginsäure, Glutaminsäure und Glutamin berich-

tet. In geringen Konzentrationen sind essentielle Aminosäuren wie z. B. Methionin,

Tryptophan, Phenylalanin, Histidin, oder Cystein gefunden worden (Sandström &

Pettersson 1994). Kazakov und Samokish (1980) identi�zierten weiterhin die Ami-

nosäuren Alanin, Leucin, Isoleucin und Prolin sowie die Zucker Glucose, Galactose,

Arabinose, Xylose, Mannose und Inositol mit Hilfe von Papierchromatogra�e.
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3 Material und Methoden

3.1 Grundlage der Experimente

3.1.1 Aminosäure- und Zuckerzusammensetzung von
Medicago sativa, Pisum sativum, Trifolium pratense

und Vicia faba

Um zu klären, inwieweit sich die Chemie der für A. pisum potentiellen Wirtsp�anzen

unterscheidet, wurden Kontrollp�anzen ohne Blattlausbefall hinsichtlich der Zucker-

und Aminosäurezusammensetzung untersucht. Dafür wurden die Phloemexudation

sowie die Gewebeextraktion verwendet (Beschreibung siehe Kapitel 3.4). Es wur-

den die Aminosäure- und Zuckergehalte von V. faba, P. sativum, M. sativa und

T. pratense bestimmt und miteinander verglichen. Die Ergebnisse beider Methoden

wurden zunächst getrennt voneinander betrachtet.

Das Experiment mit den Kontrollp�anzen wurde aufgrund des hohen Zeitaufwandes

auf zwei Tage verteilt. Pro Tag und P�anzenart wurde an jeweils zehn P�anzen die

Phloemexudation und an zehn weiteren P�anzen die Gewebeextraktion durchgeführt.

Insgesamt erhielt man 20 Replikate pro Ansatz und P�anzenart (siehe Tab. 3.1;

Ansätze 1 bis 8).

3.1.2 Vergleich zwischen den Extrakt- und Phloemproben der
Kontrollp�anzen

Um zu klären, inwieweit sich die Ergebnisse der Phloemexudation und Gewebeex-

traktion unterscheiden, wurden die mit beiden Methoden erhaltenen Daten miteinan-

der verglichen. Dafür wurden die Kontrollp�anzen aus dem Kapitel 3.1.1 verwendet.

Wie in der Einleitung bereits beschrieben besitzen beide Methoden Vor- und Nach-

teile. Da die Ergebnisse der Phloemproben nicht quanti�zierbar sind, soll festgestellt

werden, ob anhand der Gewebeproben Rückschlüsse auf die Phloemsaftzusammen-

setzung möglich sind.
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3.1.3 Änderung der Zucker- und
Aminosäurezusammensetzung bei Blattlausbefall

Um die Fragestellung zu klären, ob sich die Aminosäure- und Zuckerzusammenset-

zung von verschiedenen P�anzen in Abhängigkeit vom Blattlausbefall ändert, wurden

die P�anzen mit der artspezi�schen, d. h. die P�anzenart präferierenden, Blattlaus-

rasse in�ziert. Für V. faba und P. sativum wurde daher der Klon P136 verwendet.

Auf M. sativa wurde der Klon L1_22 gesetzt und T. pratense wurde mit dem Klon

T3_8V1 in�ziert. Die erhaltenen Daten wurden mit denen der entsprechenden Kon-

trollp�anzen verglichen.

Das Experiment zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde einen Tag nach dem in

Kapitel 3.1.1 beschriebenen Experiment durchgeführt. Es wurde ebenfalls aufgrund

des hohen Zeitaufwandes auf zwei Tage verteilt. Pro Tag und P�anzenart wurde

an jeweils zehn P�anzen die Phloemexudation und an zehn weiteren P�anzen die

Gewebeextraktion durchgeführt. Insgesamt erhielt man 20 Replikate pro Ansatz und

P�anzenart (siehe Tab. 3.1; Ansätze 9 bis 16).

3.1.4 Ein�uss der Wirtsrasse auf Veränderungen in der
Aminosäure- und Zuckerzusammensetzung

Um zu klären, ob sich die Aminosäure- und Zuckerzusammensetzung in Abhängig-

keit der an der P�anze fressenden Blattlausrasse ändert, wurden die im Kapitel 3.1.3

bereits verglichenen Daten denen von P�anzen gegenübergestellt, welche mit einer

nicht spezialisierten Rasse in�ziert wurden. Für diese Fragestellung wurden die Kon-

trollp�anzen von T. pratense sowie die mit T3_8V1 in�zierten P�anzen verwendet.

Zusätzlich wurden 20 T. pratense-P�anzen mit dem Klon P136 in�ziert.

Dieses Teilexperiment wurde ebenfalls einen Tag nach dem in Kapitel 3.1.1 beschrie-

benen Experiment durchgeführt. Auch hier wurde das Experiment aufgrund des ho-

hen Zeitaufwandes auf zwei Tage verteilt. Pro Tag wurde an jeweils zehn P�anzen

die Phloemexudation und an zehn weiteren P�anzen die Gewebeextraktion durch-

geführt. Insgesamt erhielt man auch hier 20 Replikate pro Ansatz (siehe Tab. 3.1;

Ansätze 7, 8, 15 bis 18).
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Tab. 3.1: Übersicht der Versuchsansätze.

Ansatz P�anze Blattlaus-Klon Methode Anzahl
(Rasse) Replikate

1 Vicia faba - Gewebeextraktion 20
2 Vicia faba - Phloemexudation 20
3 Pisum sativum - Gewebeextraktion 20
4 Pisum sativum - Phloemexudation 20
5 Medicago sativa - Gewebeextraktion 20
6 Medicago sativa - Phloemexudation 20
7 Trifolium pratense - Gewebeextraktion 20
8 Trifolium pratense - Phloemexudation 20
9 Vicia faba P136 (Pisum) Gewebeextraktion 20
10 Vicia faba P136 (Pisum) Phloemexudation 20
11 Pisum sativum P136 (Pisum) Gewebeextraktion 20
12 Pisum sativum P136 (Pisum) Phloemexudation 20
13 Medicago sativa L1_22 (Medicago) Gewebeextraktion 20
14 Medicago sativa L1_22 (Medicago) Phloemexudation 20
15 Trifolium pratense T3_8V1 (Trifolium) Gewebeextraktion 20
16 Trifolium pratense T3_8V1 (Trifolium) Phloemexudation 20
17 Trifolium pratense P136 (Pisum) Gewebeextraktion 20
18 Trifolium pratense P136 (Pisum) Phloemexudation 20

3.2 Aufzucht der P�anzen

Für die Aufzucht der Blattläuse sowie für die Experimente wurden die P�anzen-

arten und -sorten Vicia faba 'THE SUTTON' (Nickerson-Zwaan in Lincolnshire,

Groÿbritannien), Pisum sativum 'BACCARA' (S.A.S. Florimond Desprez, Frank-

reich), Medicago sativa 'GIULIA' (Becker-Schoell AG in Ilsfeld, Deutschland) sowie

Trifolium pratense 'DAJANA' (Becker-Schoell AG in Ilsfeld, Deutschland) verwen-

det.

Die P�anzen wurden auf einem Gemisch aus einem Teil Klasmann Tonsubstrat und

drei Teilen Klasmann Kultursubstrat TS1 aufgezogen. Das Tonsubstrat setzte sich

aus 40 % Weiÿtorf sowie 60 % durchfrorenem Schwarztorf und Torfgranulat zu-

sammen. Das Kultursubstrat besaÿ Sphagnumtorf als Basis. Eine zusätzliche Dün-
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gung war nicht erforderlich. Die P�anzen wurden in einer Klimakammer (16 Stunden

Licht : 8 Stunden Dunkelheit; Tag: 22 ◦C, 65 bis 75 % Luftfeuchte; Nacht: 20 ◦C, 65

bis 75 % Luftfeuchte) in separaten, 10 cm groÿen Rundtöpfen aufgezogen. P. sativum

und V. faba waren bei ihrer Verwendung ungefähr drei Wochen alt. M. sativa und T.

pratense wachsen langsamer und wurden erst nach vier Wochen Aufzucht verwendet,

um eine Mindestgröÿe der P�anzen zu gewährleisten.

3.3 Aufzucht der Blattläuse

Der für die Experimente verwendete Klon L1_22 wurde im Jahre 2002 in Domagné

(Frankreich) von seiner spezi�schen Wirtsp�anze M. sativa gesammelt. Klon P136

von P. sativum kam ebenfalls aus Frankreich, genauer aus dem Kanton Mauzé Le

Mignon, gesammelt im Jahr 1999. T3_8V1 stammt von Blattläusen ab, die 2003

in Ille-et-Vilaine (Frankreich) von T. pratense gesammelt wurden. Die drei Klone

der Erbsenblattlaus wurden bereits seit mehreren Jahren in einer Dauerkultur am

Max-Planck-Institut für chemische Ökologie Jena auf V. faba aufgezogen. Die Acker-

bohne stellt für alle drei Klone eine universelle Wirtsp�anze dar, da die Blattläuse

unabhängig von der Rasse auf ihr eine gute Performance aufweisen.

Für die Aufzucht der in den Experimenten verwendeten Blattläuse wurden diese von

V. faba auf ihre spezi�schen Wirtsp�anzen umgesetzt. Die Anzucht fand in einer

Langtagklimakammer mit konstanten Bedingungen statt (20 ◦C, 70 % Luftfeuch-

tigkeit, 16 Stunden Licht : 8 Stunden Dunkelheit). Die Wirtsp�anzen waren drei

(V. faba und P. sativum) bzw. vier Wochen (M. sativa, T. pratense) alt. Um ein

Entkommen der Blattläuse zu verhindern, wurden die P�anzen mit 185 x 390 mm

groÿen Cellophantüten umhüllt (siehe Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Mit einer Cellophantüte umhüllte Pisum sativum-P�anze kurz vor Beginn des Experi-
mentes.

Auf jede P�anze wurden im Experiment 20 Blattläuse gesetzt. Daher benötigte man

800 Blattläuse der Klone L1_22 (für 40 M. sativa-P�anzen) und T3_8V1 (für 40

T. pratense-P�anzen) sowie 2400 Blattläuse des Klons P136 (für 40 V. faba-, 40 P.

sativum- sowie 40 T. pratense-P�anzen).

Die Anzuchtprozedur sah im Allgemeinen wie folgt aus (siehe Abb. 3.2): Zu Beginn

wurden drei adulte Blattläuse eines Klons auf eine entsprechende Wirtsp�anze ge-

setzt. Die Adulten verblieben zwei Tage auf der P�anze, konnten sich reproduzieren

und wurden anschlieÿend wieder entfernt. Die ca. zehn Nachkommen (NK 0) konnten

nun neun bis elf Tage heranwachsen. Anschlieÿend wurden die adulten Nachkommen

(NK 0) auf neue Wirtsp�anzen aufgeteilt. Auf jede P�anze wurden drei Blattläuse

gesetzt. Diese Prozedur wurde wiederholt, bis genügend Blattläuse für das Experi-

ment vorhanden waren.

Die Anzucht der Blattläuse begann immer drei, bzw. für P136 aufgrund der höhe-

ren Anzahl an benötigten Blattläusen, fünf Wochen vor dem Experiment. Nach dem

Transfer der Blattläuse auf ihre spezi�schen Wirtsp�anzen wurden diese mit Cel-

lophantüten umhüllt, um ein Weglaufen der Blattläuse zu verhindern und in eine

Klimakammer mit gleichbleibenden Bedingungen untergebracht (20 ◦C, 70 % Luft-

feuchtigkeit, 16 Stunden Licht : 8 Stunden Dunkelheit).
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Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Blattlausaufzucht. NK = Nachkommen, X = Adulte von
P�anzen entfernt.

3.4 Ablauf der Experimente

Einen Tag nachdem die adulten Nachkommen NK 1 von den P�anzen entfernt wur-

den, erfolgte das Umsetzen der im Larvenstadium eins bis zwei (L1/L2-Stadium)

be�ndlichen Blattläuse (NK 2) auf die P�anzen für das Experiment. Auf jede für das

Experiment verwendete P�anze wurden 20 Blattläuse der entsprechenden Blattlaus-

rasse gesetzt. Alle P�anzen wurden anschlieÿend mit Cellophantüten umhüllt, um

ein Weglaufen der Blattläuse zu verhindern und in eine Klimakammer mit gleich-

bleibenden Bedingungen untergebracht (20 ◦C, 70 % Luftfeuchtigkeit, 16 Stunden

Licht : 8 Stunden Dunkelheit).

Die Kontrollp�anzen wurden, ebenfalls wie die in�zierten P�anzen, bis zum Experi-

ment mit Cellophantüten umhüllt und in die gleiche Klimakammer gestellt, um bis

auf den Blattlausbefall exakt die gleichen Bedingungen zu scha�en. Fünf Tage nach
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dem Eintüten erfolgte das Experiment mit den Kontrollp�anzen, einen Tag später

die Untersuchung der in�zierten P�anzen.

3.4.1 Phloemexudation

Am Tag vor der Exudation wurden die P�anzen nochmals gründlich gewässert, um

einen guten P�anzenzustand zu gewährleisten und zu verhindern, dass sie wäh-

rend der Prozedur Pu�erlösung aufnehmen. Weiterhin wurden in Eppendorf-Tubes

500 µl Exudationspu�er sowie in weitere Eppendorf-Tubes destilliertes Wasser gefüllt

(1 Eppendorf-Tube pro zu untersuchende P�anze). Die Eppendorf-Tubes wurden an-

schlieÿend in Racks mit entsprechendem Abstand so angeordnet, dass sich die Blätter

später nach Möglichkeit nicht berührten. Bis zum nächsten Tag bewahrte man die

Racks mit den gefüllten Eppendorf-Tubes in einem Kühlschrank bei 4 ◦C auf. Der

Rest der Pu�erlösung wurde bei -20 ◦C gelagert.

Die Exudation fand bei Raumtemperatur statt. Daher musste der bisher noch gefro-

rene Exudationspu�er für die Befüllung der Petrischalen aufgetaut und die Racks mit

den Eppendorf-Tubes aus dem Kühlschrank geholt werden. Nach ca. einer Stunde

waren die Lösungen auf Raumtemperatur erwärmt. Etwas Exudationspu�er wurde

anschlieÿend der Anzahl der P�anzenarten entsprechend in vier Petrischalen ver-

teilt, die Racks mit den Eppendorf-Tubes wurden in Tischgewächshäuser gestellt.

Diese sind lichtdichte Schalen, die mit einem Plastikdeckel verschlossen werden (sie-

he Abb. 3.3). Der Boden der Tischgewächshäuser wurde vor Beginn des Experiments

mit Papiertüchern ausgelegt und mit Leitungswasser befeuchtet. Der Deckel wurde

mit Hilfe von Aluminiumfolie lichtundurchlässig gemacht und ebenfalls mit Wasser

befeuchtet (siehe Abb. 3.4). Diese Maÿnahmen waren nötig, damit in den Blättern

während der Experimentdurchführung keine Photosynthese abläuft, die bei Licht-

zufuhr möglich wäre. Das sehr feuchte Milieu sollte die Wasseraufnahme aus den

Eppendorf-Tubes verhindern.
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Abb. 3.3: Geschlossenes Gewächshaus bestehend aus einer Schale und einem durch Aluminiumfolie
lichtdichten Plastikdeckel.

Abb. 3.4: Geö�netes Gewächshaus. Die Racks mit den Eppendorf-Tubes stehen auf dem mit feuch-
ten Papiertüchern ausgelegten Boden der Schale. Die Spritz�asche rechts im Bild dient
dem Befeuchten des Deckels.

Die Blätter der Experimentp�anzen wurden mit Hilfe einer Skalpellklinge am Blatt-

stiel vorsichtig abgeschnitten, wobei für jede P�anzenart eine andere Klinge ver-

wendet wurde, um mögliche Kontaminationen zwischen den P�anzen zu vermeiden

(siehe Abb. 3.5). Bei V. faba wurde das jüngste voll entwickelte, zweilappige und

oberste Blatt an der Basis abgeschnitten. Bei P. sativum �el die Wahl auf das jüngs-

te voll entwickelte Blatt mit einer Ranke. Während bei T. pratense möglichst das

jüngste, dreilappige und am besten entwickelte Blatt ausgewählt wurde, verwendete

man bei M. sativa zwei voll entwickelte, junge Doppelblätter mit Stiel. Nach dem

Abschneiden des Blattes wurde es sofort in eine mit dem Exudationspu�er gefüllte

Petrischale überführt. Dabei stand für jede P�anzenart eine Schale bereit, um die

Ergebnisse später nicht durch mögliche Inhaltssto�e aus einer anderen P�anzenart

zu verfälschen (siehe Abb. 3.5). In dem Exudationspu�er der Petrischale wurde mit

der Klinge nochmals vorsichtig eine kleine Scheibe von dem Blattstiel abgeschnit-
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ten. Dieser Arbeitsschritt ist nötig, damit die bei einer Verwundung der P�anze

sofort ausgeschütteten Calciumionen durch das komplexbildende EDTA des Exu-

dationspu�ers gebunden werden können und die Exudation des Phloemsaftes nicht

behindert wird. Anschlieÿend wurde das Blatt mit dem Stiel in ein mit Exudati-

onspu�er gefülltes Eppendorf-Tube gestellt, welches im Gewächshaus verblieb. Zu

beachten war, dass keine Luftblasen an der Schnittstelle des Stiels auftraten. Die

Blätter blieben für eine Stunde in den Eppendorf-Tubes. Nach dieser Zeit wurden sie

aus den Eppendorf-Tubes entnommen, mit destilliertem Wasser in einem Becherglas

abgespült, um die Rückstände des Exudationspu�ers zu entfernen und schlieÿlich in

mit destilliertem Wasser gefüllte Eppendorf-Tubes überführt. Der Gewächshausde-

ckel wurde nochmals besprüht, das Gewächshaus dicht geschlossen und der Ansatz

für sechs Stunden ruhen gelassen. Nach der Wartezeit entfernte man die Blätter nach-

einander aus den Eppendorf-Tubes. Die Tubes wurden geschlossen und bei -20 ◦C

bis zur Untersuchung aufbewahrt. Es folgte im Anschluss die Analyse der Proben

mittels HPLC.

Abb. 3.5: Versuchsaufbau der Phloemexudation. Erkennbar sind eine P. sativum-P�anze, sowie
die vier beschrifteten Petrischalen und Skalpellklingen für jeweils eine P�anzenart. Im
Hintergrund steht das mit destilliertem Wasser gefüllte Becherglas bereit.

3.4.2 Pu�erherstellung

Als Exudationspu�er diente eine 20 mM EDTA-Lösung mit einem 5 mM Natri-

umphosphatpu�er mit einem pH-Wert von 6. Dieser Exudationspu�er wurde aus

21



3 Material und Methoden

einer 0,5 M EDTA-Stammlösung sowie einer 0,5 M Natriumphosphat-Stammlösung

hergestellt.

a) EDTA-Stammlösung

Die molare Masse des verwendeten EDTAs beträgt M = 292,25 g/mol. Um die

Stammlösung zu erhalten, wurden 18,25 g EDTA in 125 ml H2O gelöst. Da sich

das pulverisierte EDTA nur bei einem basischen pH-Wert löst, wurde zunächst nur

ein Teil des Wassers zugegeben und allmählich Natriumhydroxid-Plättchen hinzuge-

fügt. Sobald die Lösung einen pH-Wert von 8 erreichte, löste sich das EDTA schnell

auf. Anschlieÿend wurde das restliche Volumen Wasser hinzugegeben.

b) Natriumphosphat-Stammlösungen

Für die Herstellung der Natriumphosphat-Stammlösungen wurden zunächst zwei

Teillösungen hergestellt. Es wurde mit folgenden Chemikalien gearbeitet:

(1) Na2HPO4 * 2H2O mit einer molaren Masse von M = 177,99 g/mol

(2) NaH2PO4 * 2H2O mit einer molaren Masse von M = 156,01 g/mol

Für die Herstellung von 0,5 M Stammlösungen wurden 44,5 g Na2HPO4 * 2H2O für

Stammlösung (1) und 39 g NaH2PO4 * 2H2O für Stammlösung (2) in jeweils 500 ml

H2O gelöst.

Für den Exudationspu�er wurden zunächst beide Natriumphosphat-Stammlösungen

(12 ml Na2HPO4 * 2H2O mit 88 ml von NaH2PO4 * 2H2O) gemischt, um einen pH-

Wert von 6 zu erhalten. Anschlieÿend wurden 7 ml dieses Natriumphosphatpu�ers

mit 28 ml der EDTA-Stammlösung und ca. der Hälfte des Endvolumes an Wasser

zusammengegeben. Nachdem mithilfe von Phosphorsäure der pH-Wert 6 erreicht war,

wurde mit Wasser bis auf 700 ml aufgefüllt. Der Exudationspu�er wurde daraufhin

in 50 ml Röhrchen aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -20 ◦C aufbewahrt.
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3.4.3 Gewebeextraktion

Die Gewebeextraktion erfolgte mit neuen P�anzen während der letzten zwei bis drei

Stunden der Phloemexudation. Dazu schnitt man ebenfalls mit der für jede P�anzen-

art bereitliegenden Skalpellklinge die zuvor festgelegten und bei der Phloemexuda-

tion (siehe Kapitel 3.4.1) beschriebenen Blätter ab. Jedes Blatt wurde anschlieÿend

sofort gewogen, vorsichtig in ein 2 ml Eppendorf-Tube überführt und in �üssigen

Sticksto� gegeben.

Anschlieÿend bewahrte man die Proben entweder bei -80 ◦C auf oder trocknete sie

direkt gemeinsam mit den Proben vom Vortag im Gefriertrockner bei -80 ◦C für zwei

Tage. Nach dem Trocknen gab man in jedes Eppendorf-Tube drei Stahlkugeln. Die

Proben wurden im Schüttler zermahlen und anschlieÿend bis zur Analyse bei -20 ◦C

aufbewahrt.

3.5 Vorbereitung der Proben für die Analysen

3.5.1 Phloemproben für die Aminosäureanalytik

Zunächst musste für die Aminosäureanalytik ein entsprechend konzentrierter Ami-

nosäurestandard hergestellt werden, um später bei der Auswertung einen Referenz-

wert zu erhalten. Der Standard ist ein Gemisch aus verschiedenen, 13C- und 15N-

markierten Aminosäuren, die aus einer Alge gewonnen werden (algal amino acids

13C,15N, Isotec, Miamisburg, US). Die enthaltenen Aminosäuren sind Alanin, Serin,

Prolin, Valin, Threonin, Isoleucin, Leucin, Asparaginsäure, Glutaminsäure, Methio-

nin, Histidin, Phenylalanin, Arginin, Tyrosin, Asparagin, Glutamin sowie Lysin.

Um die Endkonzentration von 5 µg/ml zu erhalten wurden 45 µl Phloemprobe mit

5 µl Aminosäurestandardlösung (50 µg/ml) gemischt. Anschlieÿend erfolgte die Ana-

lyse der Proben hinsichtlich der enthaltenen Aminosäuren mit Hilfe der HPLC.

23



3 Material und Methoden

3.5.2 Phloemproben für die Zuckeranalytik

Für die Analytik der Zucker wurde die Phloemprobe 1:20 verdünnt und anschlieÿend

mit Hilfe der HPLC analysiert.

Um die Ergebnisse auswerten zu können, wurden zudem Gemische aus sechs verschie-

denen Zuckern (Glucose, Fructose, Saccharose, Ra�nose, Stachyose, Verbascose) in

Konzentrationen von 20 µg/ml, 10 µg/ml, 5 µg/ml und 2 µg/ml hergestellt und

ebenfalls mit der HPLC analysiert. Durch die Erstellung einer Eichkurve mit diesen

Gemischen ist eine Quanti�zierung des Zuckergehaltes möglich.

3.5.3 Extraktproben für die Aminosäureanalytik

Zu den getrockneten und gemahlenen Blattproben wurde 1 ml 80 %iges Methanol

zugegeben. Die Proben wurden anschlieÿend geschüttelt, eine Stunde ruhen gelas-

sen, nochmals geschüttelt und zuletzt bei maximaler Geschwindigkeit sechs Minuten

zentrifugiert. Vom Überstand wurden 10 µl abgenommen und in Vials überführt.

Anschlieÿend wurden 490 µl des Aminosäurestandards (10 µg/ml) hinzugefügt. Es

folgte nun die Analyse der Proben mittels HPLC.

3.5.4 Extraktproben für die Zuckeranalytik

Die Extraktproben wurden zunächst wie für die Aminosäureanalytik beschrieben

vorbereitet. Vom Überstand wurden 100 µl Blattextrakte unverdünnt in eine 96-

Well-Platte überführt und ebenfalls mittels HPLC analysiert.
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3.6 HPLC (engl. High Performance Liquid
Chromatography)

3.6.1 Aminosäureanalytik

Die Aminosäuren in den vorbereiteten Proben wurden direkt mittels LC-MS/MS

analysiert (siehe Abb. 3.6). Die verwendete Methode wurde bereits in einer Publika-

tion von Jander et al. (2004) beschrieben und geringfügig modi�ziert. Die Chroma-

tographie wurde an einem Agilent 1200 HPLC-System (Agilent Technologies, Böb-

lingen, Deutschland) durchgeführt. Die Trennung der Analyten erfolgte an einer Zor-

bax Eclipse XDB-C18 Säule (50 x 4,6 mm, 1,8 µm, Agilent Technologies, Böblingen,

Deutschland). Als mobile Phase A diente 0,05 % Ameisensäure in Wasser, Acetonitril

stellte die mobile Phase B dar, wobei folgendes Elutionspro�l benutzt wurde: 0 bis

1 min, 97 % Phase A; 1 bis 2,7 min, 3 bis 100 % Phase B in Phase A; 2,7 bis 3 min

100 % Phase B und 3,1 bis 6 min 97 % Phase A. Die Flussrate der mobilen Phase

betrug 1,1 ml/min. Die Temperatur der Säule wurde konstant bei 25 ◦C gehalten.

Das Agilent 1200HPLC-Gerät war mit einem API 5000 Tandem-Massenspektrometer

(AB SCIEX Germany GmbH, Darmstadt, Germany) gekoppelt. Das Massenspektro-

meter war mit einer Turbospray-Ionisierungsquelle (ESI = Electro Spray Ionization)

ausgestattet und wurde auf den positiven Ionisierungsmodus eingestellt. Die Gerä-

teparameter wurden durch Versuche mit einem Aminosäurestandardgemisch (amino

acid standard mix, Fluka, St Louis, USA) optimiert. Die Ionisierungsspannung be-

trug 5500 eV. Die Temperatur des Turbogases wurde auf 700 ◦C eingestellt. Das

Zerstäubergas wies einen Druck von 70 psi auf, das �Curtain�-Gas besaÿ einen Druck

von 30 psi, das Heiz- bzw. Trockengas wurde auf einen Druck von 70 psi einge-

stellt und das Kollisionsgas auf einen Druck von 2 psi. Das Massenspektrometer

wurde im MRM-Modus (multiple reaction monitoring) betrieben. Es wurden die in

Jander et al. (2004) beschriebenen MRMs für die einzelnen Aminosäuren angewen-

det. Ausnahmen waren lediglich Arginin (m/z precursor ion: 175→ product ion: 70)

sowie Lysin (m/z 147 → 84). Die Au�ösung beider Quadrupole (Q1 und Q3) wurde

auf �unit� eingestellt. Für die Datenerfassung und -prozessierung kam die Software

Analyst 1.5.2 (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) zur Anwendung. Die

Linearität der Ionisierungse�ektivität wurde mit Hilfe einer Analyse von Verdün-

nungsreihen eines Standardgemisches (amino acid standard mix, Fluka plus Gln,

Asn und Trp, ebenfalls Fluka, St Louis, USA) überprüft. Zur späteren Quanti�zie-

rung wurden die Proben mit 13C- und 15N-markierten Aminosäuren (algal amino
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acids 13C, 15N, Isotec, Miamisburg, US) mit einer Konzentration von 10 µg /ml

(Extrakte) bzw. 5 µg/ml (Phloemproben) versetzt (wie bereits in 3.5.3 und 3.5.1

erwähnt). Die Konzentrationen der einzelnen markierten Aminosäuren im Gemisch

wurden über HPLC-Fluoreszenzdetektion nach Vorsäulen-Derivatisierung mit Ortho-

Phthaldialdehyd-Mercaptoethanol unter Nutzung einer externen Standardkurve von

einem Standardgemisch (amino acid standard mix, Fluka plus Gln, Asn und Trp,

ebenfalls Fluka) ermittelt. Die einzelnen Aminosäuren in den Proben wurden mithil-

fe der 13C- und 15N-markierten Aminosäuren quanti�ziert (einzelne Parameter zur

Identi�zierung siehe Tab. A.1 und Tab A.2, Seite 107 f.). Ausnahmen waren Trypto-

phan und Asparagin. Tryptophan wurde mittels 13C-, 15N-Phe unter Verwendung

eines Responsefaktors von 0,42 quanti�ziert.

3.6.2 Zuckeranalytik

Die Zucker in den vorbereiteten Proben wurden ebenfalls direkt mittels LC-MS/MS

analysiert (siehe Abb. 3.6). Die Chromatographie wurde an einem Agilent 1200

HPLC-System (Agilent Technologies, Böblingen, Deutschland) durchgeführt. Die

Trennung der Analyten erfolgte an folgender HILIC-HPLC-Säule: apHera NH2 Po-

lymer Säule (15 x 4,6 mm, 5 µm, Agilent Technologies, Böblingen, Deutschland).

Als mobile Phase A wurde Wasser verwendet, Acetonitril stellte die mobile Phase B

dar, wobei folgendes Elutionspro�l benutzt wurde: 0 bis 0,5 min, 80 % Phase B in

20 % Phase A; 0,5 bis 13 min, 80 bis 55 % Phase B in 20 bis 45 % Phase A; 13 bis

14 min 55 bis 80 % Phase A und 14 bis 18 min 80 % Phase B. Die Flussrate der

mobilen Phase betrug 1,0 ml/min. Die Temperatur der Säule wurde konstant bei

25 ◦C gehalten. Das Agilent 1200-HPLC-Gerät war mit einem API 3200 Tandem-

Massenspektrometer (AB SCIEX Germany GmbH, Darmstadt, Deutschland) gekop-

pelt. Das Massenspektrometer war mit einer Turbospray-Ionisierungsquelle ausge-

stattet und wurde im negativen Ionisierungsmodus betrieben. Die Ionisierungsspan-

nung betrug -4500 eV. Die Temperatur des Turbogases wurde auf 600 ◦C eingestellt.

Das Zerstäubergas wies einen Druck von 50 psi auf, das �Curtain�-Gas besaÿ einen

Druck von 20 psi, das Trockengas wurde auf einen Druck von 60 psi eingestellt und

das Kollisionsgas auf einen Druck von 5 psi. Zur Detektion der Zucker wurde das

Massenspektrometer im MRM-Modus betrieben. Die einzelnen Parameter zur Iden-

ti�zierung sind im Anhang nachlesbar (siehe Tab. A.3, Seite 108). Für die Datener-

fassung und -prozessierung wurde die Software Analyst 1.5.2 (Applied Biosystems,

Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die Linearität der Ionisierungse�ektivität wur-
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de mit Hilfe einer Analyse von Verdünnungsreihen (20 µg/ml, 10 µg/ml, 5 µg/ml

und 2 µg/ml) eines Zuckerstandardgemisches überprüft. Im Zuckergemisch enthal-

ten waren Verbascose, Ra�nose, Stachyose, Glucose, Saccharose und Fructose. Die

Quanti�zierung der einzelnen Zucker erfolgte mittels externer Kalibrierungskurven.

Abb. 3.6: Zur Analytik verwendete HPLC-Anlage, gekoppelt an ein Triplequadrupole-
Massenspektrometer.

3.7 Datenaufarbeitung

Die Daten der Extrakte wurden auf das Frischgewicht bezogen umgerechnet und

konnten dadurch quanti�ziert werden. Die Quanti�zierung der Phloemproben war

nicht möglich, da nicht nachvollziehbar ist, wie viel Phloemsaft in der de�nierten

Zeit in das Wasser eluierte. Aus diesem Grund wurden die Daten zunächst in Pro-

zentangaben umgewandelt, d. h. alle Aminosäuren einer Phloemprobe wurden auf-

summiert und der Anteil jeder einzelnen an der Gesamtaminosäuremenge ermittelt.

Anschlieÿend wurde überprüft, ob die Exudation erfolgreich war. Dafür wurde die

Gesamtmenge der Aminosäuren jeder P�anze betrachtet, die Daten mit den Peaks

im Chromatogramm verglichen und auf das Vorhandensein von Zuckern überprüft.

Diejenigen Proben, in denen im Vergleich zu den anderen P�anzen der gleichen Art

im Boxplot gra�sch sichtbar deutlich weniger Aminosäuren sowie keine Zucker gefun-

den wurden oder die Chromatogramme keine deutlichen Peaks aufwiesen, wurden aus

der Statistik ausgeschlossen, da die Exudation in diesen Fällen wahrscheinlich fehl-

geschlagen war. Nachfolgend wurden die Phloemproben mit Wasserkontrollen (de-

stilliertes Wasser) verglichen. Wenn Werte der Phloemproben kleiner oder gleich der
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Ergebnisse der Wasserkontrolle waren, wurden die Werte dieser Aminosäure gleich

null gesetzt.

Generell wurden alle proteinogenen Aminosäuren betrachtet, ausgenommen Cystein

und Glycin. Beide Aminosäuren waren nicht in dem verwendeten Aminosäurestan-

dard enthalten, daher fehlten Referenzwerte zur Identi�zierung. In den Extrakten

wurden Methionin und Arginin nicht ausgewertet, da die Substanzen sehr starken

Zerfall aufwiesen. Dies führte dazu, dass die Peaks in den Chromatogrammen häu�g

nicht vom Hintergrundrauschen unterschieden werden konnten. Ebenfalls bestand

dieses Problem häu�g bei Histidin in den Extrakten, weshalb hier nur die Fälle in

die Betrachtung einbezogen wurden, bei denen sich ein Peak deutlich vom Hinter-

grundrauschen hervorhob.

3.8 Statistik

Alle erhaltenen Daten wurden mit SigmaPlot Version 12.0 analysiert und dargestellt.

Die in Prozent angegebenen Daten der Phloemexudation wurden vor Durchfüh-

rung der statistischen Tests durch 100 geteilt und anschlieÿend einer Arkussinus-

Quadratwurzel-Transformation unterzogen.

Mit Hilfe einer ANOVA wurde analysiert, ob die Aminosäure- und Zuckerzusam-

mensetzung zwischen den Kontrollp�anzen unterschiedlich ist. Es wurde die Zusam-

mensetzung der Extrakte und die der Phloemproben getrennt betrachtet. Für die

Analyse der Extrakte wurde der Kruskal-Wallis-Test und bei signi�kanten Unter-

schieden anschlieÿend der Posthoc-Test �Tukey Test� verwendet. Bei der Analyse

der Phloemproben wurde je nachdem ob die Daten normalverteilt bzw. die Varian-

zen homogen waren, entweder eine ANOVA oder der Kruskal-Wallis-Test verwendet.

Als Posthoc-Test wurden, je nachdem ob die Proben die gleiche Anzahl von Repli-

katen aufwiesen, der �Tukey Test� oder die �Dunn's Methode� genutzt.

Für den Vergleich der Phloemproben mit den Gewebeproben einer P�anzenart wur-

den zunächst die Daten der Extrakte in Prozentangaben umgewandelt, durch 100 ge-

teilt und anschlieÿend eine Arkussinus-Quadratwurzel-Transformation durchgeführt.

Es wurden T-Tests verwendet. Waren eine Normalverteilung oder Varianzenhomo-

genität nicht vorhanden wurde ein Mann-Whitney-Test durchgeführt.
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Ebenfalls mit Hilfe eines T-Tests wurde betrachtet, ob der Befall mit Blattläusen die

Aminosäure- und Zuckerzusammensetzung verändert. Wurde keine Normalverteilung

oder Varianzenhomogenität festgestellt, wurde auch hier ein Mann-Whitney-Test

verwendet.

Um die Frage zu klären, ob sich die Aminosäure- und Zuckerzusammensetzung in Ab-

hängigkeit der an der P�anze fressenden Blattlausrasse ändert, wurde eine ANOVA

oder bei Nichtnormalverteilung der Daten bzw. bei fehlender Varianzengleichheit ein

Kruskal-Wallis-Test verwendet. Bei den Extrakten wurde für signi�kant verschiedene

Daten der �Tukey Test� angeschlossen. Für die Phloemproben wurde bei signi�kanten

Unterschieden die �Dunn's Methode� angewendet, da die Probenanzahl unterschied-

lich war.
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Für die Auswertung der Aminosäurezusammensetzung wurden die Aminosäuren in

folgende Kategorien eingeteilt:

a) vorherrschende Aminosäuren bzw. Aminosäuren mit hohen prozentualen An-

teilen: über 9 % Anteil an der Gesamtmenge aller Aminosäuren

b) Aminosäuren mit mittleren prozentualen Anteilen: über 1 % Anteil an der

Gesamtmenge aller Aminosäuren

c) Aminosäuren mit geringen prozentualen Anteilen: über 0,4 % Anteil an der

Gesamtmenge aller Aminosäuren

d) Aminosäuren mit sehr geringen prozentualen Anteilen: unter 0,4 % Anteil an

der Gesamtmenge aller Aminosäuren

4.1 Aminosäure- und Zuckerzusammensetzung von
Medicago sativa, Pisum sativum, Trifolium
pratense und Vicia faba

4.1.1 Aminosäurezusammensetzung in den Extrakten der
Kontrollp�anzen

Generell weisen die Extrakte von P. sativum die höchste Konzentration (Median:

69505,31 nmol/g FG) an Aminosäuren auf. Die geringste Konzentration wurden da-

gegen in T. pratense (Median: 8765,20 nmol/g FG) gefunden. In allen P�anzenarten

sind Asparagin und Asparaginsäure die Aminosäuren mit den höchsten Konzen-

trationen. Glutamin und Glutaminsäure wurden ebenfalls je nach P�anzenart in

sehr hohen bis mittleren Konzentrationen detektiert. Alanin, Serin, Prolin, Valin

und Threonin weisen in allen P�anzenarten eine mittlere Konzentration auf. Die

Aminosäuren Isoleucin, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin und Lysin sind in geringen

bis sehr geringen Konzentrationen vorhanden. S-Methylmethionin ist in V. faba, M.
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sativa und T. pratense die Aminosäure mit der geringsten Konzentration, Trypto-

phan ist die am geringsten vorkommende Aminosäure in P. sativum (siehe Abb. 4.1).

Die Aminosäurezusammensetzung unterscheidet sich häu�g signi�kant zwischen den

P�anzenarten (siehe Tab. 4.1)

Tab. 4.1: Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwi-
schen den Extrakten der Kontrollp�anzen.

Aminosäure H-Wert P-Wert

Alanin 60.517 < 0.001

Serin 48.057 < 0.001

Prolin 49.850 < 0.001

Valin 49.850 < 0.001

Threonin 64.219 < 0.001

Isoleucin 40.880 < 0.001

Leucin 30.075 < 0.001

Asparaginsäure 52.106 < 0.001

Glutaminsäure 45.050 < 0.001

Histidin 14.958 0.002

Phenylalanin 41.092 < 0.001

Tyrosin 26.835 < 0.001

Tryptophan 32.836 < 0.001

Asparagin 42.391 < 0.001

Glutamin 61.940 < 0.001

Lysin 45.055 < 0.001

S-Methylmethionin 58.308 < 0.001
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Abb. 4.1: Aminosäurezusammensetzung in den Extrakten der Kontrollp�anzen. Die Abbildung 4.1a
zeigt die in hohen Konzentrationen vorkommenden Aminosäuren, Abbildung 4.1b zeigt
die Aminosäuren, die nur in geringen Konzentrationen vorhanden sind. Verschiedene
Buchstaben symbolisieren signi�kant unterschiedliche Aminosäurekonzentrationen zwi-
schen den P�anzenarten.
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Alanin und S-Methylmethionin sind im Vergleich zu V. faba und T. pratense in

signi�kant höheren Konzentrationen in P. sativum und M. sativa vorhanden.

Serin sowie Prolin, Valin undGlutamin weisen verglichen mit den anderen P�an-

zenarten die höchste und signi�kant unterschiedliche Konzentration in P. sativum

auf. M. sativa und V. faba weisen keine statistisch relevanten Unterschiede auf. Die

Konzentrationen dieser vier Aminosäuren sind in T. pratense am geringsten und

unterscheiden sich signi�kant von allen anderen P�anzenarten.

Besonders bemerkenswert ist die signi�kant höhere Konzentration von Threonin in

den Extrakten von P. sativum im Vergleich zu den anderen P�anzenarten. M. sativa

und V. faba zeigen mittlere Konzentrationen an Threonin und unterscheiden sich

nicht signi�kant voneinander. T. pratense weist einen signi�kant geringeren Gehalt

an Threonin auf als M. sativa und P. sativum.

Die höchste Konzentration an Asparaginsäure und Asparagin weist P. sativum

auf. Das gleiche Muster zeigt Lysin mit dem Unterschied, dass die Aminosäure eine

sehr groÿe Variabilität in den Proben von M. sativa aufweist. Der Gehalt dieser drei

Aminosäuren in P. sativum ähnelt dem von M. sativa. Signi�kant unterschiedlich

sind die Konzentrationen von Asparaginsäure, Asparagin und Lysin in P. sativum

im Vergleich zu V. faba, wobei sich die Werte von V. faba und M. sativa wiederum

ähneln. Die geringste Konzentration weist T. pratense auf und unterscheidet sich

signi�kant von den Ergebnissen in M. sativa und P. sativum.

Auch die Glutaminsäure weist durchschnittlich die höchste Konzentration in P.

sativum auf. Der Gehalt dieser Aminosäure in P. sativum unterscheidet sich signi-

�kant von den ermittelten Werten in V. faba M. sativa und T. pratense. Die Kon-

zentrationen in V. faba und M. sativa sind im Vergleich zu P. sativum niedriger

und ähneln einander. Weiterhin ist die Konzentration an Glutaminsäure in M. sativa

ähnlich zu der in den Extrakten von T. pratense, welche den geringsten Gehalt auf-

weisen. Die Konzentration an Glutaminsäure in V. faba unterscheidet sich signi�kant

von dem in T. pratense ermittelten Gehalt.

Isoleucin, Leucin, Phenylalanin und Tyrosin sind in V. faba, M. sativa und P.

sativum in ähnlichen Konzentrationen vorhanden. Signi�kant geringer im Vergleich

zu den anderen P�anzenarten sind die Konzentrationen der vier Aminosäuren in T.

pratense.
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Histidin wurde nur sporadisch in den Extrakten von V. faba (in sechs von 20 P�an-

zen) sowie in einem Extrakt von M. sativa detektiert. Es konnten keine statistisch

relevanten Unterschiede zwischen den P�anzenarten festgestellt werden.

Tryptophan weist signi�kant höhere Konzentrationen in M. sativa und T. pratense

im Vergleich zu V. faba und P. sativum auf.

Zwischen den Extrakten von T. pratense und P. sativum wurden die meisten signi-

�kanten Unterschiede gefunden (ausgenommen Histidin, welches in beiden P�anzen-

arten nicht nachgewiesen wurde). Die Extrakte von V. faba und M. sativa zeigen

in den meisten Fällen ähnliche Konzentrationen an Aminosäuren (12 von 17 Über-

einstimmungen). Ebenfalls sind sich M. sativa und P. sativum hinsichtlich mehrerer

Aminosäurekonzentrationen ähnlich (neun von 17 Übereinstimmungen).

4.1.2 Aminosäurezusammensetzung in den Phloemproben der
Kontrollp�anzen

In allen P�anzenarten besitzen Asparaginsäure, Glutaminsäure und Asparagin durch-

schnittlich die höchsten prozentualen Anteile aller im Phloemsaft gefundenen Ami-

nosäuren. Glutamin weist in V. faba, T. pratense und M. sativa ebenfalls sehr hohe

prozentuale Anteile und in P. sativum einen mittleren Anteil an der Gesamtmenge

aller Aminosäuren auf. Alanin, Threonin und Serin fallen je nach P�anzenart in die

Kategorie der dominanten bis mittel abundanten Aminosäuren. Prolin, Valin, Leucin,

Isoleucin und Lysin sind im Phloemsaft der Kontrollp�anzen in mittlerer Abundanz

vorhanden. Histidin, Arginin und Phenylalanin weisen je nach P�anzenart relativ

geringe bis mittlere Anteile am Gesamtaminosäuregehalt auf. In den Phloemproben

aller Kontrollp�anzen sind Tyrosin, Tryptophan, S-Methylmethionin und Methio-

nin gering bis sehr gering vorkommende Aminosäuren (siehe Abb. 4.2). Abgesehen

von Alanin und Asparagin unterscheidet sich bei jeder nachgewiesenen Aminosäure

mindestens eine P�anzenart signi�kant oder zumindest tendenziell von den anderen

(siehe Tab. 4.2).

34



4 Ergebnisse

Tab. 4.2: Ergebnisse der ANOVA (F-Wert mit * gekennzeichnet) bzw. des Kruskal-Wallis-Tests (H-
Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Phloemproben der
Kontrollp�anzen.

Aminosäure H- bzw. F-Wert P-Wert

Alanin 6.109 0.106

Serin 7.086 0.069

Prolin 2.453* 0.070

Valin 6.860* < 0.001

Threonin 84.696* < 0.001

Isoleucin 9.175* < 0.001

Leucin 14.378 0.002

Asparaginsäure 26.226 < 0.001

Glutaminsäure 6.182* < 0.001

Methionin 53.304 < 0.001

Histidin 20.508 < 0.001

Phenylalanin 19.035 < 0.001

Arginin 25.403 < 0.001

Tyrosin 22.423 < 0.001

Tryptophan 9.317 0.025

Asparagin 1.660* 0.183

Glutamin 17.329 < 0.001

Lysin 7.766 0.051

S-Methylmethionin 33.348 < 0.001

35



4 Ergebnisse

Abb. 4.2: Relative Anteile von Aminosäuren an der Gesamtmenge aller Aminosäuren in den
Phloemproben der Kontrollp�anzen. Abbildung 4.2a zeigt die in hohen prozentualen
Werten vorkommenden Aminosäuren, Abbildung 4.2b zeigt die Aminosäuren, die nur in
geringen prozentualen Anteilen vorhanden sind. Verschiedene Buchstaben symbolisieren
signi�kant unterschiedliche Aminosäureanteile in den P�anzenarten.
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Wie schon beschrieben bestehen bei den AminosäurenAlanin undAsparagin keine

statistisch relevanten Unterschiede zwischen den Kontrollp�anzen.

Serin, Prolin und Lysin weisen im Vergleich zu den anderen P�anzenarten einen

leichten, nicht signi�kanten Trend hin zu niedrigeren Werten in P. sativum auf.

Valin, Isoleucin, Leucin, Glutaminsäure, Histidin und Tyrosin zeigen die

höchsten prozentualen Anteile in V. faba und T. pratense. Die prozentualen An-

teile von Valin und Isoleucin im Phloem von V. faba und T. pratense unterscheiden

sich signi�kant von denen in P. sativum und M. sativa. Der prozentuale Anteil von

Glutaminsäure und Histidin in V. faba unterscheidet sich signi�kant von den in P.

sativum und M. sativa ermittelten Werten, während T. pratense keine signi�kanten

Unterschiede im Vergleich zu den anderen P�anzenarten zeigt. Leucin und Tyrosin

weisen den niedrigsten im Vergleich zu V. faba und T. pratense signi�kant unter-

schiedlichen prozentualen Anteil in M. sativa auf.

Besonders au�ällig ist der signi�kant höhere Anteil von Threonin in P. sativum im

Vergleich zu den ermittelten Werten in den anderen P�anzenarten.

Den höchsten Anteil an Asparaginsäure weist der Phloemsaft von M. sativa auf,

gefolgt von P. sativum, T. pratense und V. faba. Hinsichtlich dieser Aminosäure

unterscheidet sich M. sativa signi�kant von V. faba und T. pratense. Der Asparagin-

säureanteil im Phloemsaft von P. sativum ist signi�kant höher als der von V. faba

und ähnelt dem von T. pratense. Ebenfalls ähneln sich die Phloemproben von V.

faba und T. pratense hinsichtlich des Asparaginsäurevorkommens.

Der Anteil an Glutamin ist in T. pratense signi�kant geringer als im Phloemsaft

von V. faba, P. sativum und M. sativa.

Der Methioninanteil in den Phloemproben von V. faba und P. sativum ist signi�-

kant höher verglichen mit denen von M. sativa und T. pratense.

Der Anteil von Phenylalanin im Phloemsaft von M. sativa ist signi�kant geringer

im Vergleich zu den anderen P�anzenarten. V. faba, P. sativum und T. pratense

weisen ähnliche Phenylalaninanteile auf.
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Der Anteil anArginin ist im Phloemsaft von P. sativum am höchsten und signi�kant

verschieden von den ermittelten Werten in V. faba und M. sativa. Den geringsten

prozentualen Anteil an Arginin weist M. sativa auf und unterscheidet sich signi�kant

von T. pratense. V. faba ähnelt hinsichtlich des Anteils an Arginin zum einen M.

sativa und zum anderen T. pratense.

Der höchste prozentuale Anteil an Tryptophan wurde in T. pratense nachgewiesen,

es folgen M. sativa und V. faba. Der geringste Anteil dieser Aminosäure wurde im

Phloemsaft von P. sativum gefunden. Hinsichtlich des Anteils an Tryptophan un-

terscheiden sich die ermittelten Werte in P. sativum und V. faba signi�kant von T.

pratense.

Der prozentuale Anteil von S-Methylmethionin ist in P. sativum am höchsten und

in V. faba am geringsten. Der in V. faba ermittelte Anteil der Aminosäure unter-

scheidet sich signi�kant von dem im Phloemsaft von P. sativum und T. pratense.

Ebenso ist der S-Methylmethioninanteil in M. sativa signi�kant verschieden von dem

in T. pratense.

Insgesamt weisen die geringsten Unterschiede V. faba im Vergleich mit T. pratense

(nur vier unterschiedliche Aminosäureanteile) sowie P. sativum im Vergleich mit

M. sativa (ebenfalls nur vier unterschiedliche Aminosäureanteile) auf. Die gröÿten

Unterschiede bestehen zwischen M. sativa im Vergleich zu T. pratense und V. faba

(neun unterschiedliche Aminosäureanteile).

4.1.3 Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der
Kontrollp�anzen

Den dominanten Zucker mit mittleren Konzentrationen zwischen 444,99 µg/g FG

(M. sativa) und 572,83 µg/g FG (T. pratense) stellt in allen P�anzenarten Saccha-

rose dar, gefolgt von Fructose und Glucose. Fructose weist mittlere Konzentrationen

zwischen 49,27 µg/g (P. sativum) und 292,45 µg/g FG (M. sativa) auf. Die mitt-

lere Konzentration an Glucose schwankt zwischen 26,31 µg/g FG (V. faba) und

300,84 µg/g FG (P. sativum). Ra�nose konnte nur in M. sativa (2,70 µg/g FG) und

T. pratense (28,4 µg/g FG) nachgewiesen werden. Stachyose wurde ausschlieÿlich in

sehr geringen Konzentrationen (0.37 µg/g FG) in zwei M. sativa-P�anzen identi�-

ziert und aufgrund dessen nicht näher betrachtet. Der Zucker Verbascose wurde in
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keiner P�anzenart nachgewiesen. Bis auf Saccharose konnten in allen Zuckern signi�-

kante Unterschiede zwischen den P�anzenarten nachgewiesen werden (siehe Tab. 4.3

und Abb 4.3).

Tab. 4.3: Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests zum Vergleich der Zuckerzusammensetzung zwischen
den Extrakten der Kontrollp�anzen.

Zucker H-Wert P-Wert

Glucose 53.089 < 0.001

Fructose 38.824 < 0.001

Saccharose 2.733 0.435

Ra�nose 50.271 < 0.001

Abb. 4.3: Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der Kontrollp�anzen. Verschiedene Buchsta-
ben symbolisieren signi�kant unterschiedliche Zuckerkonzentrationen zwischen den P�an-
zenarten.

Der Gehalt an Saccharose ist in allen Kontrollp�anzen annähernd gleich. Die Glu-

cosegehalte von V. faba und T. pratense sind einander ähnlich und signi�kant nie-

driger zu den sich ähnelnden Gehalten in M. sativa und P. sativum. Im Hinblick

auf den Fructosegehalt ähneln sich V. faba und P. sativum, während sie signi�kant
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niedriger zu den Werten von M. sativa und T. pratense sind. P. sativum und M.

sativa ähneln sich ebenfalls. Ra�nose kommt verglichen mit den Extrakten von V.

faba und P. sativum in signi�kant höheren Konzentrationen in T. pratense und M.

sativa vor.

4.1.4 Zuckerzusammensetzung in den Phloemproben der
Kontrollp�anzen

Die Chromatogramme der Phloemproben waren meist aufgrund des hohen Hinter-

grundrauschens bzw. den geringen Mengen an gefundenen Zuckern nicht auswertbar.

Fructose konnte lediglich in den Phloemproben von drei V. faba- P�anzen nachge-

wiesen werden. Saccharose wurde in 17 V. faba-, jedoch nur in einer M. sativa- und

zehn T. pratense-P�anzen gefunden. In den Phloemproben von P. sativum waren

keine Zucker detektierbar. Aufgrund dessen wird auf einen Vergleich der Zucker im

Phloem verzichtet.

4.2 Vergleich der Aminosäurezusammensetzung in
den Extrakt- und Phloemproben der
Kontrollp�anzen

Die Aminosäuren mit den höchsten Anteilen am Gesamtaminosäuregehalt sind mit

beiden Methoden die gleichen. Die Phloemproben sowie die Extrakte werden von

Asparagin und Asparaginsäure dominiert. Die geringsten Anteile am Gesamtamino-

säuregehalt in den Extrakten sowie den Phloemproben wurden häu�g für S-Methyl-

methionin, Tryptophan und Methionin ermittelt.

Die Aminosäuren Alanin, Isoleucin, Leucin, Methionin, Histidin, Arginin, Tyrosin,

Lysin und S-Methylmethionin kommen im Vergleich zu den Extrakten in allen vier

P�anzenarten in signi�kant höheren Anteilen in den Phloemproben vor. Verglichen

mit den Phloemproben ist in allen P�anzenarten der Anteil an Prolin signi�kant

höher in den Extrakten. Valin folgt demselben Muster, allerdings ist der Unterschied

zwischen den Proben von V. faba nicht signi�kant.
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Serin, Threonin, Asparaginsäure, Glutaminsäure, Phenylalanin, Tryptophan, Aspa-

ragin und Glutamin werden im Folgenden für die einzelnen P�anzenarten näher

betrachtet, da kein einheitliches Muster über alle P�anzenarten vorhanden ist.

4.2.1 Unterschiede in der Aminosäurezusammensetzung
zwischen den Extrakt- und Phloemproben von Vicia

faba

Die Anteile von Serin, Threonin, Glutamin, Phenylalanin und Tryptophan sind im

Vergleich mit den Extrakten in den Phloemproben signi�kant höher. Asparagin ist

in signi�kant höheren Anteilen in den Extrakten vertreten. Den gleichen, nicht signi-

�kanten Trend zeigt auch Valin. Die Anteile von Asparaginsäure und Glutaminsäure

zeigen keine statistisch relevanten Unterschiede zwischen den beiden Methoden (siehe

Tab. 4.4 und Abb. 4.4).
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Tab. 4.4: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Extrakt-
und Phloemproben von V. faba.

Aminosäure T- bzw. t-Wert P-Wert

Alanin 7.701* < 0.001

Serin 452.000 0.045

Prolin 202.000 < 0.001

Valin 316.000 0.074

Threonin 3.040* 0.004

Isoleucin 6.432* < 0.001

Leucin 542.000 < 0.001

Asparaginsäure 408.000 0.440

Glutaminsäure 349.000 0.391

Methionin 560.000 < 0.001

Histidin 507.000 < 0.001

Phenylalanin 3.568* 0.001

Arginin 570.000 < 0.001

Tyrosin 3.098* 0.004

Tryptophan 534.000 < 0.001

Asparagin 293.000 0.015

Glutamin 527.000 < 0.001

Lysin 556.000 < 0.001

S-Methylmethionin 10.898* < 0.001
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Abb. 4.4: Relative Anteile von Aminosäuren an der Gesamtmenge aller Aminosäuren in den
Extrakt- und Phloemproben der V. faba-Kontrollp�anzen im Vergleich. Die Abbildung
4.4a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkommenden Aminosäuren, die Abbildung
4.4b zeigt die Aminosäuren, die nur in geringen prozentualen Anteilen vorhanden sind.
Die Sternchen zeigen signi�kante Unterschiede an (p < 0.05 *, p < 0.01 **, p < 0.001 ***).
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4.2.2 Unterschiede in der Aminosäurezusammensetzung
zwischen den Extrakt- und Phloemproben von Pisum

sativum

Im Vergleich zu den Extrakten weisen die Phloemproben signi�kant höhere Anteile

an Serin, Threonin, Asparaginsäure, Glutaminsäure, Phenylalanin und Tryptophan

auf. Asparagin ist in signi�kant höherer Abundanz in den Extrakten nachgewiesen

worden. Glutamin weist keine statistisch relevanten Unterschiede zwischen beiden

Methoden auf (siehe Tab. 4.5 und Abb. 4.5).

Tab. 4.5: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Extrakt-
und Phloemproben von P. sativum.

Aminosäure T- bzw. t-Wert P-Wert

Alanin 210.000 < 0.001

Serin 277.000 < 0.001

Prolin 583.000 < 0.001

Valin 532.000 0.001

Threonin 253.000 < 0.001

Isoleucin 230.000 < 0.001

Leucin 228.000 < 0.001

Asparaginsäure −4.079* < 0.001

Glutaminsäure 287.000 < 0.001

Methionin 210.000 < 0.001

Histidin 210.000 < 0.001

Phenylalanin 224.000 < 0.001

Arginin 210.000 < 0.001

Tyrosin 227.000 < 0.001

Tryptophan 251.000 < 0.001

Asparagin 593.000 < 0.001

Glutamin 1.540* 0.132

Lysin 216.000 < 0.001

S-Methylmethionin 243.000 < 0.001
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Abb. 4.5: Relative Anteile von Aminosäuren an der Gesamtmenge aller Aminosäuren in den
Extrakt- und Phloemproben der P. sativum-Kontrollp�anzen im Vergleich. Die Abbil-
dung 4.5a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkommenden Aminosäuren, die Ab-
bildung 4.5b zeigt die Aminosäuren, die nur in geringen prozentualen Anteilen vorhanden
sind. Die Sternchen zeigen signi�kante Unterschiede an (p < 0.01 **, p < 0.001 ***).
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4.2.3 Unterschiede in der Aminosäurezusammensetzung
zwischen den Extrakt- und Phloemproben von
Medicago sativa

Serin, Asparaginsäure und Glutamin sind in den Phloemproben in signi�kant hö-

herer Abundanz als in den Extrakten gemessen worden. Dieses Muster zeigt sich

tendenziell, d. h. ohne Signi�kanz, auch bei Threonin. Die Extrakte von M. sativa

weisen im Vergleich zu den Phloemproben signi�kant höhere Anteile an Asparagin

auf. Glutaminsäure, Phenylalanin und Tryptophan weisen keine statistisch relevan-

ten Unterschiede zwischen den Extrakten und Phloemproben auf (siehe Tab. 4.6 und

Abb. 4.6).

Tab. 4.6: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Extrakt-
und Phloemproben von M. sativa.

Aminosäure T- bzw. t-Wert P-Wert

Alanin 535.000 < 0.001

Serin 463.500 0.020

Prolin 4.259* < 0.001

Valin 2.562* 0.015

Threonin 447.000 0.062

Isoleucin −4.105* < 0.001

Leucin 471.000 0.011

Asparaginsäure 554.00 < 0.001

Glutaminsäure −0.888* 0.380

Methionin 430.000 0.017

Histidin 506.500 < 0.001

Phenylalanin 440.500 0.092

Arginin 550.000 < 0.001

Tyrosin 454.000 0.039

Tryptophan 382.000 0.966

Asparagin 9.695* < 0.001

Glutamin 498.000 < 0.001

Lysin 484.000 0.004

S-Methylmethionin −3.997* < 0.001
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Abb. 4.6: Relative Anteile von Aminosäuren an der Gesamtmenge aller Aminosäuren in den
Extrakt- und Phloemproben der M. sativa-Kontrollp�anzen im Vergleich. Die Abbildung
4.6a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkommenden Aminosäuren, die Abbildung
4.6b zeigt die Aminosäuren, die nur in geringen prozentualen Anteilen vorhanden sind.
Die Sternchen zeigen signi�kante Unterschiede an (p < 0.05 *, p < 0.01 **, p < 0.001 ***).
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4.2.4 Unterschiede in der Aminosäurezusammensetzung
zwischen den Extrakt- und Phloemproben von
Trifolium pratense

In den Phloemproben von T. pratense wurden im Vergleich zu den Extrakten si-

gni�kant höhere Anteile von Asparaginsäure und Phenylalanin ermittelt. Das gleiche

Muster, jedoch ohne Signi�kanz weist Glutamin auf. Im Vergleich zu den Phloempro-

ben weisen die Extrakte einen signi�kant höheren Anteil an Glutaminsäure auf. Serin,

Threonin, Asparagin und Tryptophan weisen keine statistisch relevanten Unterschie-

de zwischen den Extrakten und Phloemproben auf (siehe Tab. 4.7 und Abb. 4.7).

Tab. 4.7: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Extrakt-
und Phloemproben von T. pratense.

Aminosäure T- bzw. t-Wert P-Wert

Alanin 5.158* < 0.001

Serin 0.316* 0.754

Prolin 225.000 < 0.001

Valin −2.988* 0.005

Threonin 0.298* 0.767

Isoleucin 9.247* < 0.001

Leucin 7.624* < 0.001

Asparaginsäure 2.324* 0.026

Glutaminsäure −4.779* < 0.001

Methionin 460.000 0.002

Histidin 560.000 < 0.001

Phenylalanin 536.000 < 0.001

Arginin 560.000 < 0.001

Tyrosin 514.000 < 0.001

Tryptophan 378.000 0.966

Asparagin −1.125* 0.268

Glutamin 449.000 0.054

Lysin 567.000 < 0.001

S-Methylmethionin 569.000 < 0.001
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Abb. 4.7: Relative Anteile von Aminosäuren an der Gesamtmenge aller Aminosäuren in den
Extrakt- und Phloemproben der T. pratense-Kontrollp�anzen im Vergleich. Die Abbil-
dung 4.7a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkommenden Aminosäuren, die Ab-
bildung 4.7b zeigt die Aminosäuren, die nur in geringen prozentualen Anteilen vorhan-
den sind. Die Sternchen zeigen signi�kante Unterschiede an (p < 0.05 *, p < 0.01 **,
p < 0.001 ***).
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4.3 Änderung der Zucker- und
Aminosäurezusammensetzung bei
Blattlausbefall

4.3.1 Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung in
den Extrakten

In allen Kontroll- sowie in�zierten P�anzen stellt Asparagin die Aminosäure mit der

höchsten Konzentration dar. Weiterhin kommen Glutamin, Glutaminsäure und As-

paraginsäure in hohen Konzentrationen vor. Die geringsten Konzentrationen weisen

S-Methylmethionin, Tryptophan, Tyrosin und � falls detektiert � Histidin auf.

Trotz Blattlausbefall bleiben die Konzentrationen von Serin, Prolin, Valin, Isoleucin,

Leucin, Histidin und Tyrosin unverändert im Vergleich mit den Kontrollp�anzen.

Eine weitere Gemeinsamkeit besteht darin, dass es in jeder P�anzenart Aminosäu-

ren gibt, die nach Blattlausbefall niedrigere oder höhere Konzentrationen aufweisen.

Diese Aminosäuren variieren jedoch zwischen den P�anzenarten.

Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung in den Extrakten von

Vicia faba

In den mit P136 in�zierten V. faba-P�anzen kommt verglichen mit den Kontrollp�an-

zen Tryptophan in einer signi�kant höheren Konzentration vor. Das gleiche Muster

weist Phenylalanin auf, jedoch ohne Signi�kanz. Asparaginsäure weist im Vergleich

zu den Kontrollp�anzen eine signi�kant niedrigere Konzentration in den in�zierten

P�anzen auf. Die Konzentrationen von Alanin, Threonin, Glutaminsäure, Asparagin,

Glutamin, Lysin und S-Methylmethionin verändern sich trotz Blattlausbefall nicht

(siehe Tab. 4.8 und Abb. 4.8).
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Tab. 4.8: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Extrakten
der Kontroll- und in�zierten P�anzen von V. faba.

Aminosäure T- bzw. t-Wert P-Wert

Alanin 452.000 0.262

Serin 431.000 0.579

Prolin 433.000 0.543

Valin 433.000 0.543

Threonin −0.743* 0.462

Isoleucin 353.000 0.126

Leucin 349.000 0.102

Asparaginsäure 3.213* 0.003

Glutaminsäure −1.630 0.111

Histidin 386.000 0.473

Phenylalanin 343.000 0.072

Tyrosin 417.000 0.860

Tryptophan 324.000 0.021

Asparagin 389.000 0.579

Glutamin 417.000 0.860

Lysin 406.000 0.925

S-Methylmethionin 358.000 0.164
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Abb. 4.8: Aminosäurezusammensetzung in den Extrakten der V. faba-Kontrollp�anzen sowie der
mit P136 in�zierten P�anzen im Vergleich. Die Abbildung 4.8a zeigt die in hohen Kon-
zentrationen vorkommenden Aminosäuren, die Abbildung 4.8b zeigt die Aminosäuren,
die nur in geringen Konzentrationen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen signi�kante
Unterschiede an (p < 0.05 *, p < 0.01 **).
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Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung in den Extrakten von

Pisum sativum

In den in�zierten P�anzen von P. sativum wurden im Vergleich zu den Kontrollp�an-

zen signi�kant höhere Konzentrationen für Threonin, Tryptophan und S-Methylme-

thionin ermittelt. Die Konzentrationen von Alanin, Asparaginsäure, Glutaminsäure,

Phenylalanin, Asparagin, Glutamin und Lysin verändern sich trotz Blattlausbefall

nicht (siehe Tab. 4.9 und Abb. 4.9).

Tab. 4.9: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Extrakten
der Kontroll- und in�zierten P�anzen von P. sativum.

Aminosäure T- bzw. t-Wert P-Wert

Alanin 1.277* 0.209

Serin 1.558* 0.128

Prolin 1.558* 0.128

Valin 1.558* 0.128

Threonin −2.072* 0.045

Isoleucin 349.000 0.102

Leucin 380.000 0.425

Asparaginsäure 0.335* 0.740

Glutaminsäure −0.421* 0.676

Histidin 400.000 0.342

Phenylalanin 437.000 0.473

Tyrosin 373.000 0.323

Tryptophan 324.000 0.021

Asparagin 0.245* 0.807

Glutamin −0.948* 0.349

Lysin −1.105* 0.276

S-Methylmethionin 292.000 0.001
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Abb. 4.9: Aminosäurezusammensetzung in den Extrakten der P. sativum-Kontrollp�anzen sowie
der mit P136 in�zierten P�anzen im Vergleich. Die Abbildung 4.9a zeigt die in hohen
Konzentrationen vorkommenden Aminosäuren, die Abbildung 4.9b zeigt die Aminosäu-
ren, die nur in geringen Konzentrationen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen signi�kante
Unterschiede an (p < 0.05 *, p < 0.01 **).
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Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung in den Extrakten von

Medicago sativa

In den Extrakten von M. sativa weisen die Aminosäuren Alanin, Asparagin und

Glutamin verglichen mit den Kontrollp�anzen eine signi�kant geringere Konzentra-

tion in den mit L1_22 in�zierten P�anzen auf. Glutaminsäure zeigt eine nicht signi-

�kante Tendenz hin zu einer höheren Konzentration in den in�zierten P�anzen. Die

Konzentrationen von Threonin, Asparaginsäure, Phenylalanin, Tryptophan, Lysin

und S-Methylmethionin verändern sich trotz Blattlausbefall nicht (siehe Tab. 4.10

und Abb. 4.10).

Tab. 4.10: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Extrak-
ten der Kontroll- und in�zierten P�anzen von M. sativa.

Aminosäure T- bzw. t-Wert P-Wert

Alanin 544.000 < 0.001

Serin 0.508* 0.615

Prolin 0.881* 0.384

Valin 0.881* 0.384

Threonin 1.330* 0.191

Isoleucin 413.000 0.946

Leucin 422.000 0.756

Asparaginsäure 469.000 0.114

Glutaminsäure −1.837* 0.074

Histidin 420.000 0.342

Phenylalanin 460.500 0.176

Tyrosin 458.000 0.199

Tryptophan 444.000 0.365

Asparagin 483.000 0.050

Glutamin 554.000 < 0.001

Lysin 431.000 0.579

S-Methylmethionin 379.000 0.409
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Abb. 4.10: Aminosäurezusammensetzung in den Extrakten der M. sativa-Kontrollp�anzen sowie
der mit L1_22 in�zierten P�anzen im Vergleich. Die Abbildung 4.10a zeigt die in ho-
hen Konzentrationen vorkommenden Aminosäuren, die Abbildung 4.10b zeigt die Ami-
nosäuren, die nur in geringen Konzentrationen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen
signi�kante Unterschiede an (p ≤ 0.05 *, p < 0.001 ***).
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Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung in den Extrakten von

Trifolium pratense

In den Extrakten von T. pratense weisen die Aminosäuren Phenylalanin, Lysin und

S-Methylmethionin verglichen mit den Kontrollp�anzen eine signi�kant höhere Kon-

zentration in den mit T3_8V1 in�zierten P�anzen auf. Threonin und Asparagin

zeigen ebenfalls eine nicht signi�kante Tendenz hin zu einer höheren Konzentra-

tion in den in�zierten P�anzen. Die Konzentrationen von Alanin, Asparaginsäure,

Glutaminsäure, Tryptophan und Glutamin verändern sich trotz Blattlausbefall nicht

(siehe Tab. 4.11 und Abb. 4.11).

Tab. 4.11: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Extrak-
ten der Kontroll- und in�zierten P�anzen von T. pratense.

Aminosäure T- bzw. t-Wert P-Wert

Alanin −1.725* 0.093

Serin 420.000 0.797

Prolin 420.000 0.797

Valin 420.000 0.797

Threonin 338.000 0.053

Isoleucin −1.261* 0.215

Leucin 389.000 0.579

Asparaginsäure 352.000 0.120

Glutaminsäure 400.000 0.797

Phenylalanin 346.000 0.048

Tyrosin −1.054* 0.298

Tryptophan 458.000 0.199

Asparagin 339.000 0.057

Glutamin 377.000 0.379

Lysin 317.000 0.012

S-Methylmethionin 295.000 0.002
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Abb. 4.11: Aminosäurezusammensetzung in den Extrakten der T. pratense-Kontrollp�anzen so-
wie der mit T3_8V1 in�zierten P�anzen im Vergleich. Die Abbildung 4.11a zeigt die
in hohen Konzentrationen vorkommenden Aminosäuren, die Abbildung 4.11b zeigt die
Aminosäuren, die nur in geringen Konzentrationen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen
signi�kante Unterschiede an (p < 0.05 *, p < 0.01 **).
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4.3.2 Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung in
den Phloemproben

Glutaminsäure und Asparagin sind in allen Kontroll- und in�zierten P�anzen die

vorherrschenden Aminosäuren. Tyrosin, Tryptophan, S-Methylmethionin und Me-

thionin sind die am geringsten vorkommenden Aminosäuren.

Die Anteile von Prolin, Asparaginsäure, Isoleucin, Leucin, Phenylalanin, Trypto-

phan, Lysin und S-Methylmethionin unterscheiden sich nicht signi�kant zwischen

den Kontroll- und in�zierten P�anzen in allen P�anzenarten. In jeder P�anzenart

gibt es Aminosäuren, deren Anteile mit einem Ansteigen oder Sinken auf Blattlaus-

befall reagieren. Jedoch unterscheiden sich diese von Art zu Art.

Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung in den Phloemproben

von Vicia faba

In den in�zierten V. faba-P�anzen sind die Anteile von Serin, Threonin und Tyrosin

signi�kant höher im Vergleich zu den Kontrollp�anzen. Der Anteil von Asparagin in

den Phloemproben ist in den in�zierten P�anzen signi�kant geringer im Vergleich

zu den Kontrollp�anzen. Das gleiche Muster zeigt Alanin, jedoch ohne Signi�kanz.

Die Anteile von Valin, Glutaminsäure, Methionin, Histidin, Arginin und Glutamin

ändern sich trotz Blattlausbefall nicht (siehe Tab. 4.12 und Abb. 4.12).
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Tab. 4.12: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Phloem-
proben der Kontroll- und in�zierten P�anzen von V. faba.

Aminosäure T- bzw. t-Wert P-Wert

Alanin 1.778* 0.084

Serin 236.000 < 0.001

Prolin 367.000 0.725

Valin 0.153* 0.880

Threonin −3.023* 0.005

Isoleucin −0.528* 0.600

Leucin −0.0925* 0.927

Asparaginsäure 426.000 0.201

Glutaminsäure 1.445* 0.157

Methionin −1.434* 0.160

Histidin 1.460* 0.153

Phenylalanin 349.000 0.391

Arginin −0.653* 0.518

Tyrosin −3.187* 0.003

Tryptophan 420.000 0.267

Asparagin 3.346* 0.002

Glutamin 322.000 0.106

Lysin −1.445* 0.157

S-Methylmethionin −1.242* 0.222
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Abb. 4.12: Relative Anteile von Aminosäuren an der Gesamtmenge aller Aminosäuren in den
Phloemproben der V. faba-Kontrollp�anzen sowie der mit P136 in�zierten P�anzen
im Vergleich. Die Abbildung 4.12a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkom-
menden Aminosäuren, die Abbildung 4.12b zeigt die Aminosäuren, die nur in geringen
prozentualen Anteilen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen signi�kante Unterschiede
an (p < 0.01 **, p < 0.001 ***).
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Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung in den Phloemproben

von Pisum sativum

Die Aminosäuren Valin und Arginin zeigen in den Phloemproben der in�zierten P.

sativum-P�anzen signi�kant höhere Anteile an der Gesamtmenge im Vergleich zu

den Kontrollp�anzen. Die gleiche, nicht signi�kante Tendenz ist für Histidin erkenn-

bar. Dagegen sind Alanin und Glutaminsäure im Vergleich zu den Kontrollp�anzen

in geringeren Anteilen in den in�zierten P�anzen vorhanden. Die Anteile von Serin,

Threonin, Methionin, Tyrosin, Asparagin und Glutamin ändern sich trotz Blattlaus-

befall nicht (siehe Tab. 4.13 und Abb. 4.13).

Tab. 4.13: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Phloem-
proben der Kontroll- und in�zierten P�anzen von P. sativum.

Aminosäure T- bzw. t-Wert P-Wert

Alanin 516.000 0.004

Serin 0.283* 0.779

Prolin −1.440* 0.158

Valin −2.106* 0.042

Threonin 405.000 0.903

Isoleucin −1.520* 0.137

Leucin 0.0121* 0.990

Asparaginsäure 0.393* 0.696

Glutaminsäure 2.067* 0.046

Methionin 357.000 0.156

Histidin −1.925* 0.062

Phenylalanin −0.369* 0.714

Arginin −3.055* 0.004

Tyrosin −1.046* 0.302

Tryptophan 0.228* 0.821

Asparagin 403.000 0.860

Glutamin 401.000 0.818

Lysin −1.341* 0.188

S-Methylmethionin 1.503* 0.141
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Abb. 4.13: Relative Anteile von Aminosäuren an der Gesamtmenge aller Aminosäuren in den
Phloemproben der P. sativum-Kontrollp�anzen sowie der mit P136 in�zierten P�an-
zen im Vergleich. Die Abbildung 4.13a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkom-
menden Aminosäuren, die Abbildung 4.13b zeigt die Aminosäuren, die nur in geringen
prozentualen Anteilen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen signi�kante Unterschiede
an (p < 0.05 *, p < 0.01 **).
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Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung in den Phloemproben

von Medicago sativa

In den in�zierten P�anzen von M. sativa wurde ein im Vergleich zu den Kontroll-

p�anzen signi�kant geringerer Anteil an Glutaminsäure an der Gesamtmenge aller

Aminosäuren ermittelt. Dagegen weist Histidin einen signi�kant höheren Anteil in

den Phloemproben der in�zierten P�anzen auf. Die Anteile von Alanin, Serin, Valin,

Threonin, Methionin, Arginin, Tyrosin, Asparagin und Glutamin ändern sich trotz

Blattlausbefall nicht (siehe Tab. 4.14 und Abb. 4.14).

Tab. 4.14: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Phloem-
proben der Kontroll- und in�zierten P�anzen von M. sativa.

Aminosäure T- bzw. t-Wert P-Wert

Alanin 412.500 0.226

Serin 1.166* 0.251

Prolin 0.377* 0.709

Valin −0.0404* 0.968

Threonin −0.546* 0.588

Isoleucin 0.275* 0.785

Leucin −0.201* 0.841

Asparaginsäure −1.360* 0.182

Glutaminsäure 2.989* 0.005

Methionin 345.000 0.388

Histidin −2.924* 0.006

Phenylalanin 374.500 0.919

Arginin 393.000 0.520

Tyrosin 366.000 0.907

Tryptophan 382.000 0.731

Asparagin 363.000 0.838

Glutamin −0.595* 0.556

Lysin 386.000 0.661

S-Methylmethionin −0.633* 0.531
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Abb. 4.14: Relative Anteile von Aminosäuren an der Gesamtmenge aller Aminosäuren in den
Phloemproben der M. sativa-Kontrollp�anzen sowie der mit L1_22 in�zierten P�an-
zen im Vergleich. Die Abbildung 4.14a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkom-
menden Aminosäuren, die Abbildung 4.14b zeigt die Aminosäuren, die nur in geringen
prozentualen Anteilen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen signi�kante Unterschiede
an (p < 0.01 **).
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Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung in den Phloemproben

von Trifolium pratense

In den in�zierten T. pratense-P�anzen weisen Glutamin und Methionin im Vergleich

zu den Kontrollp�anzen signi�kant höhere Anteile an der Gesamtmenge aller Ami-

nosäuren auf. Dagegen weist Asparaginsäure einen signi�kant geringeren Anteil im

Phloem der in�zierten P�anzen auf. Die Anteile von Alanin, Serin, Valin, Threonin,

Glutaminsäure, Histidin, Arginin und Tyrosin ändern sich trotz Blattlausbefall nicht

(siehe Tab. 4.15 und Abb. 4.15).

Tab. 4.15: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Phloem-
proben der Kontroll- und in�zierten P�anzen von T. pratense.

Aminosäure T- bzw. t-Wert P-Wert

Alanin 340.000 0.267

Serin 387.000 0.855

Prolin −0.195* 0.847

Valin 1.146* 0.259

Threonin 0.558* 0.580

Isoleucin 417.000 0.305

Leucin 412.000 0.376

Asparaginsäure 0.638* 0.527

Glutaminsäure −0.806* 0.425

Methionin 304.000 0.024

Histidin −0.786* 0.437

Phenylalanin −0.107* 0.915

Arginin −0.762* 0.451

Tyrosin 1.102* 0.278

Tryptophan 407.000 0.454

Asparagin 2.963* 0.005

Glutamin 283.000 0.007

Lysin 434.000 0.133

S-Methylmethionin 1.374* 0.178
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Abb. 4.15: Relative Anteile von Aminosäuren an der Gesamtmenge aller Aminosäuren in den
Phloemproben der T. pratense-Kontrollp�anzen sowie der mit T3_8V1 in�zierten P�an-
zen im Vergleich. Die Abbildung 4.15a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkom-
menden Aminosäuren, die Abbildung 4.15b zeigt die Aminosäuren, die nur in geringen
prozentualen Anteilen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen signi�kante Unterschiede
an (p < 0.05 *, p < 0.01 **).
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4.3.3 Veränderungen der Zuckerzusammensetzung in den
Extrakten

In allen Kontroll- sowie in�zierten P�anzen stellt Saccharose den Zucker mit der

höchsten Konzentration dar. Es folgen Glucose und Fructose in allen Proben.

Die einzige Gemeinsamkeit aller P�anzenarten ist, dass es in allen Zucker gibt, die

auf Blattlausbefall mit einer Änderung der Konzentration reagieren.

Veränderungen der Zuckerzusammensetzung in den Extrakten von Vicia

faba

In den Kontrollp�anzen von V. faba wurden Saccharose, Glucose und Fructose detek-

tiert. In den mit P136 in�zierten P�anzen wurden zudem Stachyose und Verbascose

nachgewiesen (siehe Abb. 4.16).

In den in�zierten V. faba-P�anzen wurden im Vergleich zu den Kontrollp�anzen

höhere Konzentrationen an Glucose, Saccharose, Stachyose und Verbascose gefunden.

Das gleiche Muster zeigte auch Fructose, jedoch ohne Signi�kanz (siehe Tab. 4.16).

Tab. 4.16: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Zuckerzusammensetzung zwischen den Extrakten der
Kontroll- und in�zierten P�anzen von V. faba.

Zucker T- bzw. t-Wert P-Wert

Glucose 301.000 0.003

Fructose 343.000 0.072

Saccharose −2.245* 0.031

Stachyose 270.000 < 0.001

Verbascose 350.000 0.010
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Abb. 4.16: Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der V. faba-Kontrollp�anzen sowie der mit
P136 in�zierten P�anzen im Vergleich. Die Sternchen zeigen signi�kante Unterschiede
an (p < 0.05 *, p < 0.01 **).

Veränderungen der Zuckerzusammensetzung in den Extrakten von

Pisum sativum

In den Kontrollp�anzen sowie den mit P136 in�zierten P. sativum-P�anzen wur-

den Saccharose, Glucose und Fructose detektiert. In den in�zierten P�anzen wurden

zudem Stachyose, Ra�nose und Verbascose nachgewiesen (siehe Abb. 4.17).

In den in�zierten P. sativum-P�anzen wurde ein im Vergleich zu den Kontrollp�an-

zen signi�kant höherer Gehalt an Stachyose ermittelt (siehe Tab. 4.17).
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Tab. 4.17: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Zuckerzusammensetzung zwischen den Extrakten der
Kontroll- und in�zierten P�anzen von P. sativum.

Zucker T- bzw. t-Wert P-Wert

Glucose 408.000 0.440

Fructose 376.000 0.922

Saccharose 1.011* 0.319

Stachyose 480.000 < 0.001

Ra�nose 390.000 0.330

Verbascose 390.000 0.330

Abb. 4.17: Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der P. sativum-Kontrollp�anzen sowie der
mit P136 in�zierten P�anzen im Vergleich. Die Sternchen zeigen signi�kante Unter-
schiede an (p < 0.001 ***).

Veränderungen der Zuckerzusammensetzung in den Extrakten von

Medicago sativa

In den Kontrollp�anzen und den mit L1_22 in�zierten P�anzen vonM. sativa wurde

neben Saccharose Glucose, Fructose, Stachyose und Ra�nose nachgewiesen (siehe

Abb. 4.18).
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In den in�zierten P�anzen vonM. sativa weisen Glucose und Fructose im Vergleich zu

den Kontrollp�anzen signi�kant geringere Konzentrationen auf. Den gleichen Trend

zeigt Ra�nose, wenn auch ohne Signi�kanz (siehe Tab. 4.18).

Tab. 4.18: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Zuckerzusammensetzung zwischen den Extrakten der
Kontroll- und in�zierten P�anzen von M. sativa.

Zucker T- bzw. t-Wert P-Wert

Glucose 520.000 0.003

Fructose 513.000 0.006

Saccharose 1.148* 0.258

Stachyose 382.000 0.261

Ra�nose 475.000 0.073

Abb. 4.18: Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der M. sativa-Kontrollp�anzen sowie der mit
L1_22 in�zierten P�anzen im Vergleich. Die Sternchen zeigen signi�kante Unterschiede
an (p < 0.01 **).
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Veränderungen der Zuckerzusammensetzung in den Extrakten von

Trifolium pratense

Neben Saccharose wurden in den Kontroll- und den mit T3_8V1 in�zierten P�anzen

von T. pratense Glucose, Fructose und Ra�nose nachgewiesen. Zudem wurde in den

mit T3_8V1 in�zierten P�anzen Stachyose gefunden (siehe Abb. 4.19).

Im Vergleich zu den Kontrollp�anzen konnte in den in�zierten P�anzen ein signi�-

kant höherer Gehalt an Stachyose nachgewiesen werden. Den gleichen, jedoch nicht

signi�kanten Trend weist Glucose auf. Im Vergleich zu den Kontrollp�anzen wurde

Ra�nose in einer signi�kant geringeren Konzentration in den in�zierten P�anzen

gefunden (siehe Tab. 4.19).

Tab. 4.19: Ergebnisse des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests zum Vergleich zwischen den Extrakten
der Kontroll- und in�zierten P�anzen von T. pratense.

Zucker T-Wert P-Wert

Glucose 340.000 0.060

Fructose 381.000 0.441

Saccharose 472.000 0.096

Stachyose 370.000 0.040

Ra�nose 498.000 0.016
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Abb. 4.19: Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der T. pratense-Kontrollp�anzen sowie der
mit T3_8V1 in�zierten P�anzen im Vergleich. Die Sternchen zeigen signi�kante Unter-
schiede an (p < 0.05 *)

4.4 Ein�uss der Wirtsrasse auf Veränderungen in
der Zucker- und Aminosäurezusammensetzung
am Beispiel von Trifolium pratense

4.4.1 Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung in
den Extrakten von Trifolium pratense

In den Extrakten der Kontrollp�anzen sowie in den mit T3_8V1 und P136 in�zier-

ten T. pratense-P�anzen dominieren Asparagin, Glutaminsäure und Asparaginsäure.

Die geringsten Konzentrationen weisen S-Methylmethionin, Tyrosin, Lysin und Phe-

nylalanin auf.

Trotz Blattlausbefall ändern sich die Konzentrationen von Serin, Prolin, Valin, Threo-

nin, Asparaginsäure, Glutaminsäure, Asparagin, Glutamin, Isoleucin, Phenylalanin,

Tyrosin und Tryptophan nicht. Die Konzentrationen von Lysin und S-Methylmethi-

onin sind signi�kant höher in den mit T3_8V1 in�zierten P�anzen im Vergleich zu
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den Kontrollp�anzen. Die Gehalte beider Aminosäuren in den mit P136 in�zierten

P�anzen unterscheiden sich weder von den ermittelten Werten der Kontrollp�anzen

noch von denen der mit T3_8V1 in�zierten P�anzen. Alanin weist verglichen mit

den Kontrollp�anzen einen nicht signi�kanten Trend hin zu einer höheren Konzen-

tration in den in�zierten P�anzen auf. Die Konzentration von Leucin ist tendenziell

in den mit P136 in�zierten P�anzen geringer im Vergleich zu den Kontroll- und mit

T3_8V1 in�zierten P�anzen (siehe Tab. 4.20 und Abb. 4.20).

Tab. 4.20: Ergebnisse der ANOVA (F-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. des Kruskal-Wallis-Tests
(H-Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Extrakten der
Kontrollp�anzen mit denen der in�zierten T. pratense-P�anzen.

Aminosäure H- bzw. F-Wert P-Wert

Alanin 2.865* 0.065

Serin 0.473 0.789

Prolin 0.473 0.789

Valin 0.473 0.789

Threonin 3.679 0.159

Isoleucin 1.285* 0.284

Leucin 5.804 0.055

Asparaginsäure 1.948 0.378

Glutaminsäure 0.818 0.664

Phenylalanin 4.138 0.126

Tyrosin 0.418* 0.661

Tryptophan 1.040 0.595

Asparagin 3.687 0.158

Glutamin 2.686 0.261

Lysin 6.563 0.038

S-Methylmethionin 10.576 0.005
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Abb. 4.20: Aminosäurezusammensetzung in den Extrakten der Kontrollp�anzen sowie der mit
T3_8V1 oder P136 in�zierten T. pratense-P�anzen. Die Abbildung 4.20a zeigt die in
hohen Konzentrationen vorkommenden Aminosäuren, Abbildung 4.20b zeigt die Ami-
nosäuren, die nur in geringen Konzentrationen vorhanden sind. Verschiedene Buchsta-
ben symbolisieren signi�kant unterschiedliche Aminosäurekonzentrationen zwischen den
Kontrollp�anzen und den in�zierten P�anzen.
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4.4.2 Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung in
den Phloemproben von Trifolium pratense

In den Phloemproben der Kontrollp�anzen sowie den mit T3_8V1 und P136 in�-

zierten T. pratense-P�anzen dominieren Glutaminsäure, Asparagin, Asparaginsäure,

Alanin und Serin. Die geringsten prozentualen Anteile an der Gesamtmenge aller

Aminosäuren weisen S-Methylmethionin und Methionin auf.

Trotz Blattlausbefall ändern sich in den P�anzen die Anteile von Serin, Prolin, Va-

lin, Threonin, Asparaginsäure, Glutaminsäure, Isoleucin, Leucin, Histidin, Tyrosin,

Lysin und S-Methylmethionin an der Gesamtmenge aller Aminosäuren nicht. Phe-

nylalanin ist in einer signi�kant geringeren Abundanz in den mit P136 in�zierten

P�anzen vorhanden verglichen mit den Kontroll- sowie den mit T3_8V1 in�zierten

P�anzen. Das gleiche Muster zeigt auch Arginin, jedoch ohne Signi�kanz. Trypto-

phan weist verglichen mit den Kontrollp�anzen einen signi�kant geringeren Anteil

an der Gesamtmenge aller Aminosäuren in den mit P136 in�zierten P�anzen auf.

Der Anteil dieser Aminosäure in den mit T3_8V1 in�zierten P�anzen unterscheidet

sich nicht von den in den Kontroll- sowie P136 in�zierten P�anzen ermittelten Wer-

ten. Weiterhin weist Alanin tendenziell einen höheren Anteil in den Phloemproben

von den mit P136 in�zierten P�anzen auf verglichen mit den Kontroll- und den mit

T3_8V1 in�zierten P�anzen. Die Anteile an Glutamin sind in den mit T3_8V1 in-

�zierte P�anzen signi�kant höher im Vergleich zu den Kontrollp�anzen. Der Anteil

dieser Aminosäure in den mit P136 in�zierten P�anzen unterscheidet sich weder von

den in den Kontrollp�anzen noch von den in den mit T3_8V1 in�zierten P�anzen

ermittelten Werten. Dieses Muster zeigt sich ebenfalls bei Methionin, jedoch ohne

Signi�kanz. Asparagin weist verglichen mit den Kontrollp�anzen einen signi�kant

geringeren Anteil in den in�zierten P�anzen auf (siehe Tab. 4.21 und Abb. 4.21).
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Tab. 4.21: Ergebnisse der ANOVA (F-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. des Kruskal-Wallis-Tests
(H-Werte) zum Vergleich der Aminosäurezusammensetzung zwischen den Phloemproben
der Kontrollp�anzen mit denen der in�zierten T. pratense-P�anzen.

Aminosäure H- bzw. F-Wert P-Wert

Alanin 5.501 0.064

Serin 1.584 0.453

Prolin 0.452* 0.638

Valin 2.219* 0.118

Threonin 0.106 0.948

Isoleucin 1.372 0.504

Leucin 0.515* 0.601

Asparaginsäure 0.536* 0.588

Glutaminsäure 0.307* 0.737

Methionin 5.379 0.068

Histidin 0.180 0.914

Phenylalanin 8.777* < 0.001

Arginin 5.907 0.052

Tyrosin 2.472* 0.094

Tryptophan 9.137 0.010

Asparagin 5.370* 0.007

Glutamin 8.461 0.015

Lysin 2.645 0.266

S-Methylmethionin 2.329* 0.107
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Abb. 4.21: Relative Anteile von Aminosäuren an der Gesamtmenge aller Aminosäuren in den
Phloemproben der Kontrollp�anzen und der mit T3_8V1 oder P136 in�zierten T.

pratense-P�anzen. Die Abbildung 4.21a zeigt die in hohen prozentualen Werten vor-
kommenden Aminosäuren, die Abbildung 4.21b zeigt die Aminosäuren, die nur in ge-
ringen prozentualen Anteilen vorhanden sind. Verschiedene Buchstaben symbolisieren
signi�kant unterschiedliche Anteile der Aminosäuren an der Gesamtmenge zwischen den
Kontrollp�anzen und den in�zierten P�anzen.
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4.4.3 Veränderungen der Zuckerzusammensetzung in den
Extrakten von Trifolium pratense

In den Extrakten der Kontroll- und in�zierten T. pratense-P�anzen dominiert Sac-

charose. Weiterhin konnten Glucose, Fructose und Ra�nose gefunden werden. Sta-

chyose wurde nur in den in�zierten P�anzen identi�ziert. Verbascose wurde nicht

gefunden.

Die Konzentrationen von Fructose, Saccharose und Stachyose unterscheiden sich

nicht zwischen den Kontroll- und in�zierten P�anzen. Bei Befall mit P136 ist der

Glucosegehalt signi�kant geringer als in den mit T3_8V1 in�zierten P�anzen. Der

Gehalt an Ra�nose ist verglichen mit den Kontrollp�anzen in den mit T3_8V1 in-

�zierten P�anzen signi�kant geringer. Die Konzentration von Ra�nose in den mit

P136 in�zierten P�anzen unterscheidet sich weder von den in den Kontrollp�anzen

noch von den in den mit T3_8V1 in�zierten P�anzen ermittelten Werten (siehe

Tab. 4.22 und Abb. 4.22).

Tab. 4.22: Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests zum Vergleich der Zuckerzusammensetzung zwi-
schen den Extrakten der Kontrollp�anzen mit denen der in�zierten T. pratense-P�anzen.

Zucker H-Wert P-Wert

Glucose 7.467 0.024

Fructose 4.110 0.128

Saccharose 3.188 0.203

Stachyose 4.182 0.124

Ra�nose 6.123 0.047
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4 Ergebnisse

Abb. 4.22: Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der Kontrollp�anzen sowie der mit T3_8V1
oder P136 in�zierten T. pratense-P�anzen. Verschiedene Buchstaben symbolisieren si-
gni�kant unterschiedliche Zuckerkonzentrationen zwischen den Kontrollp�anzen und den
in�zierten P�anzen.
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5.1 Aminosäure- und Zuckerzusammensetzung von
Medicago sativa, Pisum sativum, Trifolium
pratense und Vicia faba

5.1.1 Aminosäurezusammensetzung der Kontrollp�anzen

Aminosäuren sind essentiell für Blattläuse. Wenn viele Aminosäuren in der Nah-

rung vorhanden sind, zeigen Blattläuse eine bessere Performance, darunter zählen

Wachstum, Entwicklung, Überleben und Reproduktion (Srivastava & Auclair 1975,

Simpson et al. 1995, Douglas 1996). Besonders wichtig ist dabei das Vorkommen

essentieller Aminosäuren, da diese in der Regel aufgrund ihrer geringen Konzentra-

tion im Phloemsaft limitierend sind (Douglas 2003). Für Blattläuse sind Histidin,

Isoleucin, Leucin, Phenylalanin, Tryptophan, Methionin, Threonin, Valin, Arginin,

Cystein und Lysin essentielle Aminosäuren (Retnakaran & Beck 1968, Srivastava et

al. 1985). Einige Aminosäuren besitzen weiterhin phagostimulierende bzw. nutritive

Eigenschaften. Phagostimulierende Aminosäuren wie z. B. Phenylalanin, Threonin,

Tryptophan, Leucin und Valin erhöhen die Nahrungsaufnahme. Dagegen steigern

nutritive Aminosäuren wie Arginin, Glutamin, Histidin, Isoleucin, Threonin, Lysin,

Leucin und Valin das Wachstum der Blattlaus (Srivastava & Auclair 1975).

In der Literatur wird häu�g über die z. T. artspezi�sche Aminosäurezusammenset-

zung des Phloemsaftes berichtet (Douglas 2003, Schopfer & Brennicke 2006). Auf-

grund dessen und der Bedeutung der Aminosäuren für die Blattläuse wurde in dieser

Arbeit untersucht, inwieweit die Aminosäurezusammensetzung eine Ursache für die

Spezialisierung der Blattlausrassen auf verschiedene P�anzenarten sein könnte.

Zunächst sollen generelle Muster, d. h. Gemeinsamkeiten in allen P�anzenarten be-

sprochen werden. Dominant sind v. a. Asparagin und Asparaginsäure, aber auch

Glutamin und Glutaminsäure in den Extrakten sowie Glutamin, Asparaginsäure und

Asparagin in den Phloemproben. Serin, Alanin, Threonin, Prolin und Valin kommen

in mittleren Konzentrationen in den Extrakten vor, während Valin, Leucin, Isoleucin,

Lysin und Prolin in mittlerer Abundanz in den Phloemproben aller P�anzenarten
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vorhanden sind. In geringen und sehr geringen Konzentrationen bzw. Anteilen kom-

men Isoleucin, Leucin, Phenylalanin, Tyrosin, Lysin, S-Methylmethionin und Tryp-

tophan in den Extrakten bzw. Tyrosin, Tryptophan, Methionin, S-Methylmethionin,

Histidin, Arginin und Phenylalanin in den Phloemproben vor. Die grobe Zusammen-

setzung der untersuchten P�anzenarten ist daher ähnlich und stimmt gröÿtenteils

mit der in der Literatur beschriebenen Aminosäurezusammensetzung, z. B. in Ex-

trakten von Sojabohne und Lupine (Martinez-Villaluenga et al. 2006), in Xylem-

und Phloemproben von Lupine (Parson & Baker 1996), im Phloemsaft von Reis und

Weizen (Weibull et al. 1990),M. sativa (Girousse et al. 1991), V. faba (Douglas 1993,

Sasaki et al. 1990) sowie allen auch von uns untersuchten P�anzenarten (Sandström

& Pettersson 1994) überein. Allerdings sind teilweise auch geringe Abweichungen

unserer Ergebnisse von denen der Literatur beobachtbar. Beispielsweise werden Ar-

ginin, Phenylalanin und Histidin in Phloemproben von M. sativa, P. sativum, V.

faba und T. pratense (Girousse et al. 1991, Sandström & Pettersson 1994) sowie

in Extrakten von Sojabohne und Lupine (Martinez-Villaluenga et al. 2006) als mit-

tel abundant beschrieben, während sie in der vorliegenden Arbeit in die Katego-

rie der seltenen Aminosäuren eingeordnet werden. Diese Unterschiede sind mög-

lich aufgrund der Verwendung anderer Methoden (Extraktion, EDTA-Exudation,

Stylektomie), verschiedener P�anzenarten oder -sorten und unterschiedlicher Bedin-

gungen für die P�anze (z. B. Düngungsregime, Belichtung, Feuchtigkeit). Auch die

Untersuchung unterschiedlicher P�anzenbestandteile (gesamte P�anze, vollständig

entwickeltes Blatt, Fahnenblatt) kann zu Abweichungen in den Ergebnissen führen.

Zusammenfassend variiert die grobe Zusammensetzung nicht deutlich zwischen den

verschiedenen P�anzenarten und hat somit vermutlich keinen Ein�uss auf die Spe-

zialisierung der Blattlausrassen.

Allerdings fallen bei näherer Betrachtung einige markante Unterschiede zwischen den

P�anzenarten auf. Die Gesamtaminosäurekonzentration schwankt in den Extrakten

stark: Die höchste Konzentration an Aminosäuren weist P. sativum auf (Median:

69505,31 nmol/g FG), gefolgt von M. sativa (Median: 32440,03 nmol/g FG), V.

faba (Median: 23629,23 nmol/g FG) und T. pratense (Median: 8765,20 nmol/g FG).

Ausgenommen in V. faba und M. sativa sind alle Konzentrationen signi�kant un-

terschiedlich zueinander. P. sativum weist meist die höchsten Aminosäurekonzentra-

tionen (v. a. bei Serin, Prolin, Valin, Threonin, Asparaginsäure, Glutaminsäure und

Glutamin) und T. pratense die geringsten Gehalte (v. a. bei Serin, Prolin, Valin,

Glutamin, Isoleucin, Leucin und Phenylalanin) auf. Weiterhin fallen Schwankungen

einzelner Aminosäuren zwischen den P�anzenarten auf. Besonders deutlich sind diese
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in den Extrakten bei Asparagin (32 bis 52 %), Threonin (1,8 bis 8,9 %), Glutamin-

säure (8,9 bis 26,5 %) und Glutamin (4,6 bis 13,1 %) sowie in den Phloemproben

bei Asparaginsäure (12 bis 23 %), Glutaminsäure (14 bis 21 %) und Glutamin (6 bis

12 %). Diese Schwankungsbereiche wurden teilweise ebenfalls in einer Studie ermit-

telt, die die Aminosäurezusammensetzung im Phloemsaft von M. sativa, P. sativum,

T. pratense und V. faba sowie von verschiedenen P. sativum-Sorten miteinander ver-

gleicht (Sandström & Pettersson 1994). Auch beim Vergleich der von Sandström und

Pettersson (1994) genutzten Sorten mit unseren Sorten fallen deutliche Schwankun-

gen auf. Selbst bei der Betrachtung unserer Ergebnisse sind zwischen den P�anzenin-

dividuen einer Sorte deutliche Unterschiede vorhanden (z. B. Asparagin in Extrakten

(V. faba: 2 bis 70 %, P. sativum: 13 bis 58 %) und Phloemproben (V. faba: 4 bis

35 %, P. sativum: 4 bis 38 %), Histidin (in 6 von 20 V. faba-Extrakten gefunden)

und Lysin in M. sativa (Extrakte: 0,1 bis 1,6 %; Phloemproben: 0,2 bis 7,2 %)).

Die generell groÿen Abweichungen nicht nur zwischen den P�anzenarten, sondern

auch zwischen den P�anzensorten und -individuen lassen vermuten, dass die Ami-

nosäurezusammensetzung wahrscheinlich nicht für die Spezialisierung der Blattlaus

verantwortlich ist, jedoch deutlichen Ein�uss auf die Performance hat.

5.1.2 Zuckerzusammensetzung in den Kontrollp�anzen

Zucker sind ebenfalls wichtig für Blattläuse. Sie beein�ussen konzentrationsabhängig

die Performance der Blattlaus und v. a. Saccharose als Hauptzucker des Phloem-

saftes dient der Identi�zierung der Siebzellen (Srivastava & Auclair 1971, Douglas

2003, Karley et al. 2005, Hewer et al. 2010). Weiterhin wurde eine Präferenz für

bestimmte P�anzenarten anhand der Zuckerzusammensetzung nachgewiesen (Hewer

et al. 2010). Zu hohe Zuckerkonzentrationen könnten allerdings bei Blattläusen zu

osmoregulatorischen Problemen führen (Dixon 1998, Douglas 2003). Aufgrund der

Bedeutung der Zucker für die Blattläuse und die artspezi�sche Phloemsaftzusam-

mensetzung wurde untersucht, ob die Zuckerzusammensetzung eine Ursache für die

Spezialisierung der Blattlausrassen auf verschiedene P�anzen sein könnte.

Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der Kontrollp�anzen

Zunächst werden generelle Muster, d. h. Gemeinsamkeiten in allen P�anzenarten

besprochen. Saccharose ist in allen untersuchten P�anzenarten mit Konzentrationen
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zwischen 444,99 µg/g FG (M. sativa, Median) und 572,83 µg/g FG (T. pratense,

Median) vorherrschend. Ebenfalls wurde das Disaccharid als dominierender Zucker in

einer Vielfalt von P�anzenarten beschrieben (z. B. Girousse et al. 1991, Douglas 1993,

Schopfer & Brennicke 2006). Die Monosaccharide Glucose und Fructose konnten in

allen P�anzenarten nachgewiesen werden. Verbascose wurde nicht identi�ziert.

Die Konzentrationen von Glucose, Fructose und Ra�nose variieren zwischen den

P�anzenarten. Glucose und Fructose dienen der P�anze als Speicherzucker und sind

nur in geringen Konzentrationen im Phloemsaft vorhanden (Schopfer & Brennicke

2006). Da die p�anzlichen Speicherorgane (Wurzel) nicht der Ernährung der Blatt-

laus dienen, haben diese Monosaccharide wahrscheinlich kaum Ein�uss auf die Erb-

senblattlaus. Ra�nose konnte nur inM. sativa und T. pratense nachgewiesen werden.

Das Trisaccharid ist als dominanter Zucker im Phloemsaft von Lamiaceen und Cur-

cubitaceen bekannt (Douglas 2003, Schopfer & Brennicke 2006). Jedoch wird es in der

Mehrheit der P�anzenarten als Speichersubstanz verwendet (Schopfer & Brennicke

2006). Somit ist auch dieser Zucker weitgehend ohne Bedeutung für Blattläuse. Zu-

sammenfassend hat auch die Zuckerzusammensetzung vermutlich keinen Ein�uss auf

die Spezialisierung der Blattlausrassen.

Zuckerzusammensetzung in den Phloemproben der Kontrollp�anzen

Infolge zu geringer Zuckernachweise in den Phloemproben erfolgt keine Diskussion

der Zucker im Einzelnen. Da Zucker die Hauptkomponenten des Phloemsaftes dar-

stellen (Douglas 2003, Schopfer & Brennicke 2006), können unsere Ergebnisse als

nicht korrekt angesehen werden. Die Ursachen für die kaum nachweisbaren Zucker

sind bisher nicht bekannt. Es ist auszuschlieÿen, dass keine Exudation stattgefun-

den hat, da in den Proben Aminosäuren identi�ziert wurden. Ebenfalls kann die

verwendete Analytik als Fehlerquelle ausgeschlossen werden, da diese Methode im

Max-Planck-Institut für chemische Ökologie bereits mehrfach erfolgreich zur Anwen-

dung kam. Eine mögliche Erklärung ist, dass die Zuckerexudation in Leguminosen

sehr gering ist und somit die Konzentrationen nicht detektiert werden konnten. Dafür

sprechen würde, dass in den in�zierten P�anzen bessere Ergebnisse erreicht wurden,

die Zuckernachweise jedoch weiterhin zu gering waren, um eine Auswertung vorneh-

men zu können. In einem Versuch mit Arabidopsis thaliana wurde herausgefunden,

dass im Vergleich zu der von uns angewendeten Exudation mit EDTA und Was-

ser eine reine EDTA-Exudation die Zuckerexudation steigert, die Verhältnisse der
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Zucker zueinander jedoch von den zu erwarteten Verhältnissen abweichen (Kunert,

G., persönliche Mitteilung). Demzufolge sollte die Zuckerzusammensetzung der Le-

guminosen zukünftig mit der EDTA- und Wasser-Exudation sowie zusätzlich mit der

reinen EDTA-Exudation durchgeführt werden, um zumindest tendenzielle Aussagen

tre�en zu können.

5.2 Vergleich zwischen den Extrakt- und
Phloemproben der Kontrollp�anzen

Der Phloemsaft stellt die essentielle Nahrungsquelle für Blattläuse und andere phloem-

saugende Herbivoren dar (Douglas 2003). Aufgrund dessen besteht ein besonders

groÿes Interesse an der Aufklärung der Zusammensetzung dieser p�anzlichen Trans-

port�üssigkeit. In der vorliegenden Arbeit wurde dafür die Phloemexudation mit

EDTA verwendet. Die Vorteile dieser Methode bestehen darin, dass der Phloemsaft

mehrerer Siebröhren untersucht wird, man im Vergleich zur Stylektomie ein grö-

ÿeres analysierbares Volumen erhält und das Verfahren relativ einfach und schnell

durchzuführen ist (Weibull et al. 1990). Jedoch sind die Ergebnisse nicht quanti�zier-

bar, da die Eluationsmenge nicht bestimmt werden kann und in Abhängigkeit von

P�anzenart und -individuum variiert. Aufgrund dieser Nachteile wurde eine zweite

Methode � die Extraktion � verwendet. Dabei wird das gesamte Blatt bestehend aus

Gewebe, Phloemsaft und Xylem hinsichtlich der Zusammensetzung untersucht. Die

Ergebnisse sind mit Hilfe des Frischgewichtes quanti�zierbar, man erhält ein groÿes

Volumen und das Verfahren ist wenig aufwändig. Jedoch sind in den Extrakten neben

dem Phloemsaft auch Bestandteile enthalten, die nicht der Ernährung der Blattläuse

dienen und daher weniger von Interesse sind.

In diesem Kapitel sollen aufgrund der Vor- und Nachteile beider Methoden die fol-

genden Fragen geklärt werden:

1. Wie ähnlich bzw. unterschiedlich sind die Ergebnisse der beiden Methoden?

2. Lassen die Extrakte Rückschlüsse auf die Phloemzusammensetzung zu?

3. Ist eine Quanti�zierung der Phloemdaten mit Hilfe der Extrakte möglich?

85



5 Diskussion

Zunächst werden die Gemeinsamkeiten der Ergebnisse beider Methoden betrachtet.

Asparagin und Asparaginsäure stellen die Aminosäuren mit den höchsten Anteilen

(Aminosäuren über 9 %) an der Gesamtaminosäuremenge dar. Beide Aminosäuren

werden ebenfalls im Phloemsaft verschiedener P�anzenarten (Douglas 2003, Schopfer

& Brennicke 2006) sowie in Extrakten von sechs bzw. neun Tage alten Sojabohnen-

bzw. Lupinenp�anzen (Martinez-Villaluenga et al. 2006) als dominant beschrieben.

Auch bei den Aminosäuren mit mittleren Abundanzen (über 1 % an der Gesamt-

aminosäuremenge) ähneln sich die Ergebnisse beider Methoden für einige Aminosäu-

ren. Prolin, Valin, z. T. Threonin und Alanin zeigen mittlere Anteile an der Gesamt-

aminosäuremenge. Ebenfalls wurden diese vier Aminosäuren in der Literatur, z. B.

im Phloemsaft von M. sativa (Girousse et al. 1991) und in Extrakten von sechs

bzw. neun Tage alten Sojabohnen- bzw. Lupinenp�anzen (Martinez-Villaluenga et

al. 2006) als mittel abundant beschrieben. Anhand der ähnlichen Ergebnisse für Ami-

nosäuren in hohen und mittleren Anteilen kann man schlussfolgern, dass zumindest

bei diesen Aminosäuren bis zu einem gewissen Grad Rückschlüsse aus den Extrakten

auf die grobe Zusammensetzung des Phloemsaftes gezogen werden können. Jedoch

unterscheiden sich alle anderen Aminosäuren meist deutlich zwischen den Methoden.

Der folgende Abschnitt befasst sich mit den Unterschieden zwischen den Methoden

und der Frage wodurch diese verursacht werden.

Vor allem die Aminosäuren mit geringen (über 0,4 %) und sehr geringen Antei-

len (unter 0,4 %) an der Gesamtaminosäuremenge sind zwischen den Methoden z.

T. hoch variabel. Bei unseren untersuchten P�anzen werden zu diesen Kategori-

en u. a. S-Methylmethionin, Methionin, Tyrosin, Tryptophan und Histidin gezählt,

die ebenfalls in der Literatur als selten im Phloemsaft verschiedener P�anzen be-

schrieben wurden (Girousse et al. 1991, Sandström & Pettersson 1994). Tyrosin und

Methionin wurden auch als seltene Aminosäuren in den Extrakten der Sojabohne

nachgewiesen, während Tryptophan und Histidin mittlere Anteile an der Gesamt-

aminosäuremenge in Sojabohne und Lupine aufwiesen (Martinez-Villaluenga et al.

2006). Ursache für die Abweichung unserer Ergebnisse von den in der Literatur be-

schriebenen sind möglicherweise die verschiedenen untersuchten P�anzenarten (Lu-

pine, Sojabohne), der Vergleich verschiedener Methoden (Extraktion mit Ethanol

statt mit Methanol, Exudation) bzw. Bestandteile der P�anze (gesamte Keimlinge

statt Blattextrakt oder Phloemsaft ausgewachsener P�anzen). Wie bereits zu Beginn

beschrieben, bestehen Exudate aus dem Phloemsaft mehrerer Siebröhren, während

die Extrakte neben dem Phloemsaft noch das Leitgewebe für Wasser und Mineralien

� das Xylem � und Gewebe enthalten. Daher ist die unterschiedliche Zusammen-
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setzung unserer Extrakte und Phloemproben nicht verwunderlich. Weiterhin wurden

mit der Phloemexudation mehr Aminosäuren gefunden. Methionin und Arginin wur-

den nicht in den Extrakten detektiert, auch Histidin konnte nur in Extrakten von V.

faba und einer M. sativa-P�anze nachgewiesen werden. Arginin spielt eine entschei-

dende Rolle beim Sticksto�transport und als -speichersubstanz in Reserveorganen

(Fallert-Müller 2000). Eine mögliche Erklärung für den niedrigen Argininanteil in

den Extrakten ist daher die Tatsache, dass die Blätter der P�anzen keine Reserveor-

gane sind. Ob Histidin und Methionin ebenfalls Transport- oder Speicherfunktionen

besitzen, ist nicht bekannt. Eventuell sind die seltenen Aminosäuren auch in solch

geringen Mengen in den Extrakten vorhanden, dass sie mit Hilfe der HPLC nicht

eindeutig nachgewiesen werden konnten.

Insgesamt zeigt die Mehrheit aller Aminosäuren in den Phloemproben höhere Wer-

te als in den Extrakten. Alanin, Serin, Threonin, Asparaginsäure, Glutamin, Leu-

cin, Isoleucin, Histidin, Methionin, Phenylalanin, Arginin, Tyrosin, Tryptophan, Ly-

sin und S-Methylmethionin sind anscheinend hauptsächlich als Transportform im

Phloemsaft und nur in geringen Anteilen im Blattgewebe vorhanden. Dagegen wei-

sen Prolin, Valin und Asparagin höhere Anteile in den Extrakten auf. Da das Xylem

das Leitgewebe für Wasser und Mineralien darstellt (Schopfer & Brennicke 2006)

und die Aminosäurezusammensetzung der Extraktproben kaum beein�usst, müssen

diese drei Aminosäuren im Gewebe in deutlich höheren Anteilen vorhanden sein als

im Phloemsaft.

Zusammenfassend kann man mit beiden Methoden die grobe Aminosäurezusammen-

setzung der P�anze erkennen. Vor allem bei den dominanten Aminosäuren zeigen die

Ergebnisse beider Methoden Übereinstimmungen. Jedoch gibt es vor allem bei den

geringer abundanten Aminosäuren z. T. starke Unterschiede. Aufgrund dessen sind

keine Vorhersagen der Phloemsaftzusammensetzung sowie keine Quanti�zierung der

Phloemdaten mit Hilfe der Extrakte möglich. Die einzige Möglichkeit Phloemsaft

quantitativ zu untersuchen stellt weiterhin die Stylektomie dar. Diese Methode ana-

lysiert die Phloemsaftzusammensetzung von einer durch die saugende Blattlaus aus-

gewählten Siebröhre. Jedoch stellt sich die Frage, wie repräsentativ diese Siebröhre

für die Gesamtheit aller Siebröhren einer P�anze ist. Zudem ist es wahrscheinlich,

dass die Blattlaus die Zusammensetzung des Phloemsaftes bereits verändert, wenn

sie in die P�anze sticht und nach den Siebröhren sucht. Wichtig, jedoch ebenfalls sehr

schwierig wäre es, in diesem Zusammenhang zu ermitteln, inwieweit die Blattlaus die

Phloemsaftzusammensetzung beein�usst. Ein Ansatz wäre, den per Stylektomie er-
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haltenen Phloemsaft einer gerade erst mit einer Blattlaus besetzen P�anze mit dem

einer bereits länger mit Blattläusen in�zierten P�anze zu vergleichen.

5.3 Änderung der Zucker- und
Aminosäurezusammensetzung bei
Blattlausbefall

5.3.1 Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung bei
Blattlausbefall

Phloemsaft, die einzige Nahrungsquelle der Blattlaus, stellt aufgrund des geringen

Anteils v. a. der essentiellen Aminosäuren eine limitierende Sticksto�quelle dar. Da

Blattläuse für eine gute Performance jedoch ausreichend Sticksto� hauptsächlich in

Form von Aminosäuren benötigen, besitzen sie Endosymbionten, die für sie einige

essentielle Aminosäuren herstellen (Douglas & Prosser 1992, Febvay et al. 1995).

Um die extreme Abhängigkeit von ihren Endosymbionten zu reduzieren, wäre es für

die Blattläuse von Vorteil, wenn sie den Sticksto�metabolismus der P�anze mani-

pulieren und den Aminosäureanteil, insbesondere den der essentiellen Aminosäuren,

im Phloemsaft erhöhen könnten. Auf der anderen Seite wird die P�anze durch den

Blattlausbefall geschädigt. Um die Schädigung gering zu halten, sollte Herbivoren-

befall zur Aktivierung von Abwehrmechanismen (z.B. Produktion von Sekundärme-

taboliten wie Glucosinolate, Cardenolide, Glucoside, Quinolizidine) oder zumindest

Toleranzreaktionen in der P�anze führen (Dixon 1998, Douglas 2003, Schwachtje &

Baldwin 2008). Daher stellt sich die Frage, ob Blattlausbefall den Aminosäuregehalt

der P�anzen verändern kann. Es wären zwei Alternativen denkbar: Entweder die

Blattlaus ist in der Lage, den Sticksto�metabolismus der P�anze zu ihren Gunsten

zu manpulieren oder die P�anze antwortet auf die Schädigung durch die Blattläuse

mit Reaktionen zu deren Nachteil.

Nach Blattlausbefall wurde ein Anstieg der Anteile von Threonin, Glutaminsäure,

Phenylalanin, Tryptophan, Lysin und S-Methylmethionin in den Extrakten, sowie

von Serin, Threonin, Tyrosin, Glutamin, Valin, Histidin, Arginin und Methionin in

den Phloemproben nachgewiesen (siehe Tab. 5.1 und Tab. 5.2, Seite 91 f.). Konzen-

trationsanstiege von Glutamin, Valin, Histidin, Phenylalanin und Lysin wurden eben-

falls in Phloemproben von mit A. pisum in�zierten V. faba-P�anzen ermittelt (Leroy
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et al. 2011). Auch in Extrakten des Winterweizens, welcher mit Metopolophium

dirhodum in�ziert wurde, stiegen die Gehalte von Histidin, Arginin, Phenylalanin,

Valin, Lysin, Tyrosin und Methionin an (Havlickova 1995). Ein Aminosäureanstieg ist

generell vorteilhaft für die Blattlaus, v. a. weil die Mehrheit der bei uns als ansteigend

detektierten Aminosäuren essentiell, phagostimulierend und bzw. oder nutritiv sind.

Durch den Anstieg wird zudem die Abhängigkeit von den Endosymbionten reduziert.

Auch die Konzentrationserhöhung der nicht essentiellen Aminosäuren Glutaminsäure

und Serin ist vorteilhaft für die Blattlaus, da diese Aminosäuren Vorgänger für die

Synthese anderer, z. T. essentieller Aminosäuren sind (Heldt 2005). Die Ursache der

Konzentrationsanstiege könnten Speichelproteine, die während der Penetration in die

P�anzenzelle gelangen, sein. Diese greifen eventuell direkt in den Sticksto�metabo-

lismus der P�anze ein oder verursachen eine Proteolyse p�anzlicher Proteine sowie

eine seneszensähnliche Reaktion, in deren Folge Aminosäuren frei werden (Dorschner

et al. 1987, Eleftherianos et al. 2006, Sandström et al. 2000, Leroy et al. 2011).

In den untersuchten Extrakten sanken die Konzentrationen von Alanin, Asparagin,

Asparaginsäure und Glutamin nach Blattlausbefall. Ebenso verringerte sich der An-

teil an Alanin, Glutamin und Asparagin in den Phloemproben (siehe Tab. 5.1 und

Tab. 5.2, Seite 91 f.). Die Konzentrationen aller genannten Aminosäuren sanken

ebenfalls in Extrakten des mit M. dirhodum befallenen Winterweizens (Havlickova

1995). Ein Absinken der Aminosäureanteile ist negativ für die Blattlaus, da sie stär-

ker auf ihre Endosymbionten angewiesen ist. Zudem werden die nicht essentiellen

Aminosäuren Asparagin und Glutamin zur Synthese anderer, essentieller Aminosäu-

ren benötigt (Febvay et al. 1995, Heldt 2005). Somit kann ein Absinken von Ami-

nosäureanteilen als Abwehrreaktion der P�anze gedeutet werden. Durch die Spei-

chelproteine der Blattläuse wird wahrscheinlich eine Protolyse hervorgerufen, infolge

dessen Sticksto�atome frei und zur Synthese von Abwehrsubstanzen oder Proteinen

wie z. B. Kinasen verwendet werden (Dorschner et al. 1987, Schwachtje et al. 2006,

Schwachtje & Baldwin 2008). Bei der Betrachtung unserer Extrakt-Ergebnisse fällt

auf, dassM. sativa die einzige P�anzenart ist, in der alle signi�kant unterschiedlichen

Aminosäureanteile sinken. Dies würde bedeuten, dass die Luzerne im Vergleich zu

den anderen P�anzenarten mit einer stärkeren Abwehrreaktion auf Blattlausbefall

reagiert. Die langsamere Entwicklung der Erbsenblattläuse auf M. sativa unterstützt

diese Vermutung.

Zusammenfassend wurden in unseren Extrakten und Phloemproben aller P�anzen-

arten sowie in der Literatur (z.B. Havlickova 1995, Telang et al. 1999) Aminosäuren
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gefunden, deren Konzentrationen sich durch Blattlausbefall verändern. Bei Valin

und Histidin kann von einem Anstieg bei Blattlausbefall als generelles Muster aus-

gegangen werden, da auch in der Literatur bisher einstimmig davon berichtet wurde

(Havlickova 1995, Telang et al. 1999, Sandström et al. 2000, Petersen & Sandström

2001, Leroy et al. 2011). Ansonsten sind keine generellen Muster zwischen den un-

tersuchten P�anzenarten sowie in der Literatur erkennbar. Zunächst können unter-

schiedliche P�anzenarten verschieden auf Blattlausbefall reagieren. Zum Beispiel hat

Sandström et al. 2000 herausgefunden, dass Weizen- und Gerstep�anzen im Hinblick

auf den Aminosäuregehalt z. T. unterschiedlich auf den Blattlausbefall mit Schizaphis

graminum reagieren. Weiterhin führen unterschiedliche Blattlausarten häu�g zu un-

terschiedlichen Reaktionen in der P�anze, wie eine Studie mit entweder A. pisum

oder Megoura viciae in�zierten V. faba-P�anzen bewies (Leroy et al. 2011). Eben-

falls kann eine andere Kombination aus P�anzen- und Blattlausart und bzw. oder

in unserem Fall Blattlausrasse, sowie eine unterschiedliche Anzahl verwendeter und

überlebender Blattläuse (z. B. drei Blattläuse (Havlickova 1995) im Vergleich zu 150

Blattläusen pro P�anze (Leroy et al. 2011)) unterschiedliche P�anzenreaktionen zur

Folge haben. Zudem könnte auch die Verwendung verschiedener Methoden, z. B.

Exudation, Extraktion oder Stylektomie, sowie die Untersuchung unterschiedlicher

P�anzenorgane, wie z. B. bei Vergleichen von einem Umhüllungsblatt mit einem

vollständig entwickelten Blatt oder der gesamten P�anze zu variablen Mustern füh-

ren. Für vergleichbare Ergebnisse muss weiterhin auf identische Bedingungen für die

P�anzen, wie Feuchtigkeits- und Lichtregime geachtet werden (z. B. Tully & Hanson

1979). All diese aufgeführten Ursachen für verschiedene P�anzenreaktionen könnten

dazu geführt haben, dass im Gegensatz zu unseren Ergebnissen z. B. die Anteile von

Glutaminsäure, Serin, Glutamin und Threonin in den mit M. dirhodum in�zierten

Weizenextrakten sanken (Havlickova 1995) und die Anteile von Alanin, Asparagin,

Asparaginsäure und Glutamin in den Xylem- und Phloemproben von mit A. pisum

in�zierten V. faba-P�anzen anstiegen (Leroy et al. 2011).

In Zukunft sollten die Experimente mit mehr Wirtsp�anzen sowie eventuell anderen

Wirtsrassen wiederholt werden, um weitere generelle Muster bzw. Gesetzmäÿigkeiten

zu identi�zieren.
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Tab. 5.1: Zusammenfassung der durch Blattlausbefall mit der spezialisierten Rasse bedingten Ver-
änderungen der Aminosäurezusammensetzung in den Extrakten aller untersuchten P�an-
zenarten. (�+� symbolisiert Anstieg der Aminosäure bei Befall, �−� symbolisiert Absinken
der Aminosäure bei Befall, zwei Zeichen kennzeichnen signi�kante Unterschiede, ein Zei-
chen bedeutet Tendenz)

Aminosäure V. faba P. sativum M. sativa T. pratense

Alanin −−
Serin
Prolin
Valin

Threonin ++ +

Isoleucin
Leucin

Asparaginsäure −−
Glutaminsäure +

Histidin
Phenylalanin + ++

Tyrosin
Tryptophan ++ ++

Asparagin −− +

Glutamin −−
Lysin ++

S-Methylmethionin ++ ++
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Tab. 5.2: Zusammenfassung der durch Blattlausbefall mit der spezialisierten Rasse bedingten Ver-
änderungen der Aminosäurezusammensetzung in den Phloemproben aller untersuchten
P�anzenarten. (�+� symbolisiert einen Anstieg der Aminosäure bei Befall, �−� symbo-
lisiert ein Absinken der Aminosäure bei Befall, zwei Zeichen kennzeichnen signi�kante
Unterschiede, ein Zeichen bedeutet Tendenz)

Aminosäure V. faba P. sativum M. sativa T. pratense

Alanin − −−
Serin ++

Prolin
Valin ++

Threonin ++

Isoleucin
Leucin

Asparaginsäure
Glutaminsäure −− −−
Methionin ++

Histidin + ++

Phenylalanin
Arginin ++

Tyrosin ++

Tryptophan
Asparagin −− −−
Glutamin ++

Lysin
S-Methylmethionin

5.3.2 Veränderungen der Zuckerzusammensetzung bei
Blattlausbefall

Zucker sind in der Regel in hohen Konzentrationen im Phloemsaft enthalten, d. h.

nicht limitierend (Douglas 2003). Sie sind wichtig für die Performance der Blattlaus,

die Erkennung der Siebzellen und Wirtsp�anzen (Hewer et al. 2010). Zudem werden

ihre Kohlensto�e zur Neusynthese essentieller Aminosäuren verwendet (Whitehead

& Douglas 1993). Daher wären zu geringe Zuckerkonzentrationen nachteilig für die

Blattläuse und ein Anstieg bzw. Konstanz des Gehaltes von Vorteil. Auf der ande-

ren Seite führen zu hohe Konzentrationen zu osmoregulatorischen Problemen (Dixon

1998, Douglas 2003). Da Blattlausbefall die P�anze schädigt, sollte diese Toleranz-
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oder Abwehrreaktionen aktivieren und die Zucker zur Synthese von Abwehrsubstan-

zen oder als Speichersubstanz für späteres Wachstum nutzen.

In den Extrakten jeder P�anzenart gibt es Zucker, deren Konzentrationen sich bei

Blattlausbefall verändern. Jedoch unterscheiden sich die betre�enden Zucker zwi-

schen den P�anzenarten (siehe Tab. 5.3, Seite 94). Ursachen dafür könnten neben

der P�anzenart auch die unterschiedlichen Blattlausrassen oder eine Kombination

aus beidem sowie eine unterschiedliche Anzahl überlebender Blattläuse sein.

In den Extrakten wurden je nach P�anzenart für alle Zucker Konzentrationsanstiege

festgestellt mit Ausnahme von Glucose und Fructose inM. sativa und Ra�nose inM.

sativa und T. pratense. Besonders au�ällig in diesem Zusammenhang ist, dass V. faba

als universelle Wirtsp�anze für nahezu alle Zuckergehalte Anstiege aufweist. Die gute

Performance der Blattläuse auf dieser P�anzenart unterstützt die Vermutung, dass

erhöhte Zuckerkonzentrationen von Vorteil sind. Der Anstieg könnte ebenfalls wie

in Kapitel 5.3.1 beschrieben aufgrund von in den Metabolismus eingreifenden oder

Seneszenz bewirkenden Speichelproteinen verursacht werden. Auf der anderen Seite

erfordert die p�anzliche Abwehr und Toleranz Ressourcen und Energie, welche die

P�anze aber ebenfalls für Wachstum und Reproduktion benötigt. Aufgrund dessen

wird die Assimilationsrate eventuell erhöht und mehr Zucker produziert (Steppuhn

2007, Schwachtje & Baldwin 2008). Möglich ist auch der aktive Rücktransport der

Zucker von den Sink-Organen (Wurzel) in die Source-Organe (Blätter) durch Trans-

porter, die durch die P�anzenschädigung aktiviert werden und zu einem Ansteigen

der Zuckergehalte in den Blättern führen (Truernit et al. 1996, Schwachtje & Baldwin

2008).

Im Gegensatz dazu sanken die Glucose- und Fructosegehalte in M. sativa sowie die

Ra�nosekonzentration in M. sativa und T. pratense bei Blattlausbefall. Alle sich

in den Extrakten von M. sativa verändernden Zuckerkonzentrationen sanken. Wie

bereits in Kapitel 5.3.1 erwähnt, entwickelt sich die Erbsenblattlaus auf der Luzer-

ne deutlich langsamer als auf anderen P�anzenarten. Somit kann das Absinken der

Zuckerkonzentrationen als weiteres Zeichen für eine generell verstärkte Abwehr der

Luzerne gedeutet werden. Es gibt verschiedene Erklärungen für das Absinken von

Zuckerkonzentrationen bei Blattlausbefall. Es ist bekannt, dass durch Verletzungen

der P�anze eine Invertase in der Wurzel aktiviert wird, durch die es zur Saccharo-

sespaltung kommt. Gleichzeitig wird in den Blättern eine Untereinheit einer Prote-

inkinase inaktiviert. Beides führt zu einem stärkeren Transport der Zucker aus den
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Blättern in die Wurzel (Roitsch & Gonzalez 2004, Schwachtje et al. 2006, Schwachtje

& Baldwin 2008). Dort werden sie für neues Wachstum und Reproduktion nach Her-

bivorenbefall gespeichert (Schwachtje et al. 2006, Schwachtje & Baldwin 2008). Der

beschriebene Abtransport aus den Blättern und die Speicherung der Zucker in der

Wurzel wären eine mögliche Erklärung für unsere Ergebnisse der absinkenden Zucker-

konzentrationen in den Blättern. Eventuell nutzt die P�anze die Kohlensto�atome

der Zucker auch für die Synthese von Sekundärmetaboliten.

Trotz der diskutierbaren Ergebnisse sollte man sich jedoch ins Gedächtnis rufen, dass

sich die Blattlaus von Phloemsaft ernährt und die Zuckerzusammensetzung in den

Extrakten möglicherweise nur von geringer Bedeutung ist.

Tab. 5.3: Zusammenfassung der durch Blattlausbefall mit der spezialisierten Rasse bedingten Ver-
änderungen der Zuckerzusammensetzung in den Extrakten aller untersuchten P�anzenar-
ten. (�+� symbolisiert einen Anstieg des Zuckers bei Befall, �−� symbolisiert ein Absinken
des Zuckers bei Befall, zwei Zeichen kennzeichnen signi�kante Unterschiede, ein Zeichen
bedeutet Tendenz).

Zucker V. faba P. sativum M. sativa T. pratense

Glucose ++ −− +

Fructose + −−
Saccharose ++

Stachyose ++ ++ ++

Ra�nose − −−
Verbascose ++

5.4 Ein�uss der Wirtsrasse auf Veränderungen in
der Aminosäure- und Zuckerzusammensetzung

In Kapitel 5.3.1 wurde bereits herausgefunden, dass Blattlausbefall die Aminosäu-

rezusammensetzung beein�usst. Ein Anstieg der Aminosäurekonzentrationen ist in

der Regel positiv, ein Absinken negativ für die Blattlaus.

Infolge der Speziation der Blattlausrasse auf ihre Wirtsp�anzen kommt es durch sehr

enge Wechselwirkungen und ständige Anpassung aneinander zur Koevolution. Dies

wirft folgende Fragen auf:
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1. Kann die P�anze erkennen, ob es sich um eine spezialisierte oder fremde Wirts-

rasse handelt?

2. Reagiert die P�anze anders, wenn eine als fremd erkannte Wirtsrasse an ihr

saugt im Vergleich zu einem Befall mit einer spezialisierten Rasse?

3. Sind verschiedene Rassen in der Lage, die P�anze unterschiedlich zu beein�us-

sen?

5.4.1 Ein�uss der Wirtsrasse auf Veränderungen der
Aminosäurezusammensetzung

Trotz Blattlausbefall waren die Anteile der meisten Aminosäuren in den in�zierten

P�anzen ähnlich zu den in den T. pratense-Kontrollp�anzen ermittelten Werten.

Einige Aminosäuregehalte veränderten sich jedoch bei Blattlausbefall (siehe Tab. 5.4

und Tab. 5.5, Seite 97 f.). Die Anteile von Alanin in den Extrakten und Asparagin in

den Phloemproben änderten sich rassenunspezi�sch. Der Alaningehalt stieg in den

in�zierten P�anzen leicht an. Beide Rassen sind scheinbar in der Lage, den p�anzli-

chen Metabolismus hinsichtlich dieser Aminosäure zu ihrem Vorteil zu manipulieren.

Der Anteil an Asparagin sank dagegen in den in�zierten P�anzen. Da Asparagin in

Asparaginsäure umwandelbar und diese zur Synthese anderer essentieller Aminosäu-

ren verwendbar ist (Heldt 2005), kann das Absinken als unspezi�sche Abwehrreaktion

gedeutet werden, die beide Blattlausrassen nicht umgehen können. Im Bezug auf Ly-

sin und S-Methylmethionin in den Extrakten, sowie Methionin und Glutamin in den

Phloemproben reagierte die P�anze rassenspezi�sch zum Vorteil der spezialisierten

Blattlausrasse. Die Aminosäureanteile blieben in mit P136 in�zierten P�anzen kon-

stant, während sie in mit T3_8V1 in�zierten P�anzen anstiegen. Möglicherweise ist

die spezialisierte Rasse besser an ihre Wirtsp�anze angepasst und kann den Metabo-

lismus zu ihren Gunsten manipulieren. Zum Nachteil für die fremde Rasse reagierte

die P�anze im Bezug auf Leucin in den Extrakten sowie Phenylalanin und Argi-

nin in den Phloemproben. Die drei Aminosäuren wiesen in den mit P136 in�zierten

P�anzen geringere Abundanzen auf als in mit der spezialisierten Rasse in�zierten

und in den Kontrollp�anzen. Vermutlich stellt das Absinken eine Abwehrreaktion

der P�anze dar, die der an T. pratense angepasste Klon T3_8V1 umgehen kann,

während die fremde Rasse dazu nicht in der Lage ist. Besonders bemerkenswert ist
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der ansteigende Alaninanteil in den Phloemproben der mit P136 in�zierten P�anzen

im Vergleich zu den mit T3_8V1 in�zierten und den Kontrollp�anzen. Dies lässt

vermuten, dass die fremde Rasse im Gegensatz zur spezialisierten Rasse entweder

in der Lage ist, den Metabolismus zu manipulieren und Proteine aufzuspalten oder,

dass die P�anze Alanin benötigt und verstärkt synthetisiert, um Verteidigungssto�e

zu produzieren. Allerdings besitzt Alanin keine groÿe Bedeutung für die Blattlaus,

d. h. sie ist weder essentiell noch phagostimulierend oder nutritiv und in P�anzen

generell in mittleren Konzentrationen vorhanden (Douglas 2003). Daher ist das Kon-

stantbleiben der Aminosäure höchstwahrscheinlich kein deutlicher Nachteil für die

spezialisierte Blattlausrasse.

Zusammenfassend gibt es einige Aminosäuren, deren Gehalte bei Blattlausbefall kon-

stant bleiben oder sich rassenunabhängig verändern. Die Anteile einzelner Amino-

säuren verändern sich jedoch in Abhängigkeit von der an der P�anze saugenden

Blattlausrasse. Die Veränderungen sind in der Regel zum Vorteil für die spezialisierte

Blattlausrasse und zum Nachteil für die fremde Rasse. Vermutlich ist die speziali-

sierte Rasse besser an ihre Wirtsp�anze angepasst und in der Lage, die p�anzliche

Abwehr zu umgehen und bzw. oder den Sticksto�metabolismus zu ihrem Vorteil zu

verändern. Diese Hypothese wird von einer Studie an der Ackerbohne unterstützt, in

welcher der Befall mit der auf V. faba spezialisierten Blattlausart A. pisum einige für

Blattläuse positive Veränderungen in der Aminosäurezusammensetzung hervorrief,

während diese bei der nicht spezialisierten Art Megoura viciae nicht beobachtet wur-

den (Leroy et al. 2011). Die fremde Rasse P136 scheint dagegen keinen Ein�uss auf

den Metabolismus zu ihren Gunsten nehmen (Ausnahme Alanin) oder die Abwehr

umgehen zu können. Möglicherweise sind verschiedene Speichelproteine oder Spei-

chelzusammensetzungen die Ursache (Dorschner et al. 1987, Miles 1999). Um dies

zu klären, sollte der Speichel verschiedener Blattlausrassen in Zukunft untersucht

werden.
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Tab. 5.4: Zusammenfassung der durch Blattlausbefall mit einer spezialisierten sowie fremden Rasse
bedingten Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung in den Extrakten im Ver-
gleich zu den Kontrollp�anzen von T. pratense. (�+� symbolisiert einen Anstieg der Ami-
nosäure bei Befall, �−� symbolisiert ein Absinken der Aminosäure bei Befall; zwei Zeichen
kennzeichnen signi�kante Unterschiede, ein Zeichen bedeutet Tendenz).

Aminosäure Kontrollp�anzen mit T3_8V1 in�ziert mit P136 in�ziert
Alanin + +

Serin
Prolin
Valin

Threonin
Isoleucin
Leucin (ähnlich T3_8V1) (ähnlich Kontrolle) −

Asparaginsäure
Glutaminsäure

Histidin
Phenylalanin

Tyrosin
Tryptophan
Asparagin
Glutamin
Lysin (ähnlich P136) ++ (ähnlich Kontrolle

sowie T3_8V1)
S-Methylmethionin (ähnlich P136) ++ (ähnlich Kontrolle

sowie T3_8V1)
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Tab. 5.5: Zusammenfassung der durch Blattlausbefall mit einer spezialisierten sowie fremden Ras-
se bedingten Veränderungen der Aminosäurezusammensetzung in den Phloemproben im
Vergleich zu den Kontrollp�anzen von T. pratense. (�+� symbolisiert einen Anstieg der
Aminosäure bei Befall, �−� symbolisiert ein Absinken der Aminosäure bei Befall; zwei
Zeichen kennzeichnen signi�kante Unterschiede, ein Zeichen bedeutet Tendenz).

Aminosäure Kontrollp�anzen mit T3_8V1 in�ziert mit P136 in�ziert
Alanin (ähnlich T3_8V1) (ähnlich Kontrolle) +

Serin
Prolin
Valin

Threonin
Isoleucin
Leucin

Asparaginsäure
Glutaminsäure
Methionin (ähnlich P136) + (ähnlich Kontrolle

sowie T3_8V1)
Histidin

Phenylalanin (ähnlich T3_8V1) (ähnlich Kontrolle) −−
Arginin (ähnlich T3_8V1) (ähnlich Kontrolle) −
Tyrosin

Tryptophan (ähnlich T3_8V1) (ähnlich Kontrolle −−
sowie P136)

Asparagin −− −−
Glutamin (ähnlich P136) ++ (ähnlich Kontrolle

sowie T3_8V1)
Lysin

S-Methylmethionin

5.4.2 Ein�uss der Wirtsrasse auf Veränderungen der
Zuckerzusammensetzung

Es stellt sich die Frage: Verändern sich auch die Zucker in Abhängigkeit der an der

P�anze saugenden Blattlausrasse?
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Die einzigen Zucker, deren Konzentrationen sich rassenspezi�sch veränderten, waren

Glucose und Ra�nose (siehe Tab. 5.6, Seite 100). Der Glucosegehalt war in mit P136

in�zierten P�anzen geringer im Vergleich zu den mit der spezialisierten Rasse in�-

zierten P�anzen. Möglicherweise leitet die P�anze eine unspezi�sche Abwehr- oder

Toleranzreaktion gegen die fremde Rasse ein, während der angepasste Klon T3_8V1

diese umgehen kann. Durch die von der Blattlaus verursachte P�anzenschädigung

wird in der Wurzel eine Invertase aktiviert und Saccharose verstärkt gespalten. In-

folge dessen verstärkt sich der Transport der Zucker aus den Blättern in die Wurzel

(Roitsch & Gonzalez 2004, Schwachtje et al. 2006, Schwachtje & Baldwin 2008).

Dieser Vorgang und ein Einbau der Zuckerkohlensto�atome in Sekundärmetabolite

(Douglas 2003) könnten die Ursache für das Absinken der Glucosekonzentration in

den Blättern der mit P136 in�zierten P�anzen sein. Dagegen sank Ra�nose in den

mit T3_8V1 in�zierten P�anzen deutlich im Vergleich zu den Kontrollp�anzen. Mög-

licherweise handelt es sich in diesem Fall um eine spezi�sche Toleranz- bzw. Abwehr-

reaktion gegen die angepasste Blattlausrasse. Die P�anze nutzt eventuell ebenfalls

die Ra�nose, um Sekundärmetabolite für die Abwehr aufzubauen oder speichert sie

in der Wurzel, damit nach Blattlausbefall Energie und Ressourcen für Reproduktion

und Wachstum verfügbar sind (Douglas 2003, Schwachtje et al. 2006, Schwachtje &

Baldwin 2008). Die Ursache, dass T3_8V1 in�zierte P�anzen eine stärkere Reaktion

zeigen als die mit P136 in�zierten P�anzen, sind eventuell unterschiedliche Spei-

chelproteine (Miles 1999). Diese könnte die P�anze bei Befall mit der spezialisierten

Rasse schneller erkennen und Toleranzmechanismen aktivieren. Dagegen dauert die

Aktivierung der unspezi�schen Abwehrreaktion gegen P136 eventuell länger.

Zusammenfassend verändern sich die Konzentrationen zweier Zucker rassenspezi�sch.

Auch in diesem Fall wäre es wichtig, die Zusammensetzung des Speichels verschie-

dener Blattlausrassen zu untersuchen und weitere Experimente durchzuführen, um

zu klären ob das Absinken von Glucose eine unspezi�sche bzw. das Absinken von

Ra�nose eine spezi�sche Abwehr- oder Toleranzreaktion darstellt.
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5 Diskussion

Tab. 5.6: Zusammenfassung der durch Blattlausbefall mit einer spezialisierten sowie fremden Rasse
bedingten Veränderungen der Zuckerzusammensetzung in den Extrakten im Vergleich zu
den Kontrollp�anzen von T. pratense. (� + � symbolisiert Anstieg des Zuckers bei Befall,
� − � symbolisiert Absinken des Zuckers bei Befall, zwei Zeichen kennzeichnen signi�kante
Unterschiede, ein Zeichen bedeutet Tendenz).

Aminosäure Kontrollp�anzen mit T3_8V1 in�ziert mit P136 in�ziert
Glucose (ähnlich T3_8V1 (ähnlich Kontrolle) −−

und P136)
Fructose
Saccharose
Stachyose
Ra�nose (ähnlich P136) −− (ähnlich Kontrolle

und T3_8V1)
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6 Zusammenfassung

Die Erbsenblattlaus Acyrthosiphon pisum ist ein Komplex aus elf verschiedenen, auf

Leguminosen spezialisierten Wirtsrassen. Die Rassen unterscheiden sich anhand ihrer

natürlichen Wirtsp�anze, auf der sie bevorzugt leben und im Vergleich mit Nicht-

wirtp�anzen eine bessere Performance � darunter zählen Wachstum, Entwicklung,

Überleben, Nahrungsaufnahme und Reproduktion � zeigen. Es stellt sich die Frage:

Was verursacht die Speziation der Rassen auf die verschiedenen Wirtsp�anzen? Da

Phloemsaft die einzige Nahrungsquelle der Blattlaus ist und häu�g als artspezi�sch

beschrieben wird, ist eine Hypothese, dass Unterschiede in der Zusammensetzung

des Phloemsaftes der verschiedenen Wirtsp�anzen die Ursache für die Spezialisie-

rung der Rassen sind. Um diese Hypothese zu testen, wurden die vier Wirtsp�anzen

Vicia faba, Pisum sativum, Medicago sativa und Trifolium pratense ohne Blattlaus-

befall hinsichtlich ihrer Zucker- und Aminosäurezusammensetzung untersucht. Die

Ergebnisse zeigen, dass die vorherrschenden Aminosäuren (Asparagin, Asparagin-

säure, Glutamin, Glutaminsäure) und Zucker (Saccharose) in allen P�anzenarten

die gleichen sind. Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass diese Substanzen höchst-

wahrscheinlich keinen Ein�uss auf die Spezialisierung der Blattlausrassen haben. Die

Aminosäuren in mittleren, geringen und sehr geringen Anteilen am Gesamtaminosäu-

regehalt wie z. B. Alanin, Prolin, Valin, Threonin, Isoleucin, Leucin, Methionin und

Arginin variieren dagegen z. T. stark zwischen den P�anzenarten. Jedoch wurde in

der Literatur bereits über ähnlich deutliche Unterschiede zwischen verschiedenen Sor-

ten einer Art berichtet. Ebenfalls muss beachtet werden, dass Blattläuse Endosymbi-

onten besitzen, die für ihre Wirte Aminosäuren herstellen. Somit sind Blattläuse nicht

vollständig abhängig von der Zulieferung v. a. der essentiellen Aminosäuren aus der

Nahrung. Diese Tatsachen lassen vermuten, dass die Aminosäurezusammensetzung

als Speziationsgrund eher unwahrscheinlich ist. Sehr wahrscheinlich ist hingegen, dass

die Aminosäurezusammensetzung Ein�uss auf die Performance der Blattläuse hat, da

die Unterschiede zwischen den P�anzenarten meist essentielle, phagostimulante und

bzw. oder nutritive Aminosäuren betre�en. Bei den Zuckern sind die Konzentratio-

nen von Glucose, Fructose und Ra�nose unterschiedlich zwischen den Extrakten der

verschiedenen P�anzenarten. Jedoch sind diese Zucker hauptsächlich Speichersub-

stanzen, d. h. sie sind kaum in dem für Blattläuse relevanten Phloemsaft vorhanden.

Daher sind die Zucker als Speziationsgrund ebenfalls eher unwahrscheinlich.
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6 Zusammenfassung

Da uns die Zusammensetzung des Phloemsaftes als essentielle Nahrungsquelle der

Blattlaus interessiert, wurde die Phloemexudation mit EDTA verwendet. Diese Me-

thode untersucht den Phloemsaft mehrerer Siebröhren. Die Ergebnisse sind jedoch

nicht quanti�zierbar, weshalb die Gewebeextraktion als weitere Methode genutzt

wurde. Dieses Vorgehen lässt eine Quanti�zierung über das Frischgewicht zu, jedoch

beinhaltet das Extrakt neben dem Phloemsaft auch für die Ernährung der Blattlaus

weniger wichtige Bestandteile wie das Blattgewebe und das Xylem. Es stellten sich

die Fragen, wie stark sich die Ergebnisse beider Methoden unterscheiden und ob mit

Hilfe der Daten aus den Extraktionen Rückschlüsse auf die Menge der Aminosäu-

ren in den Phloemproben gezogen werden können. Das Ergebnis war, dass zwar die

vorherrschenden Aminosäuren Asparagin und Asparaginsäure mit beiden Methoden

die gleichen sind, aber sich die geringer abundanten Aminosäuren stark unterschei-

den. Demzufolge kann man mit Hilfe der Gewebeproben keine Rückschlüsse auf die

Phloemzusammensetzung ziehen.

Es ist bekannt, dass Blattlausbefall Veränderungen in der Zusammensetzung des

Phloemsaftes verursachen kann. Somit stellt sich die Frage, ob auch bei unseren

verwendeten P�anzen und Blattlausrassen durch Blattlausbefall die Phloemsaftzu-

sammensetzung verändert wird. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden Kon-

trollp�anzen ohne Blattlausbefall mit P�anzen verglichen, die mit der auf sie spezia-

lisierten Wirtsrasse in�ziert wurden. In jeder P�anzenart wurden Aminosäuren und

Zucker gefunden, deren Gehalte auf Blattlausbefall mit einem Anstieg oder Absinken

reagieren. Die betre�enden Aminosäuren und Zucker unterschieden sich in Abhängig-

keit von der P�anzenart und bzw. oder verwendeten Methode. Die Anteile einiger v.

a. essentieller Aminosäuren, wie z. B. Phenylalanin, Tryptophan, Lysin, Valin, Histi-

din, Arginin und Methionin stiegen bei Blattlausbefall häu�g an. Dies ist von Vorteil

für die Blattlaus, da sie weniger abhängig von den für sie essentielle Aminosäuren

herstellenden Endosymbionten wird. Die Konzentrationen von Saccharose, Stachyo-

se und Verbascose steigen ebenfalls bei Blattlausbefall häu�ger an. Dies könnte von

Vorteil für die Blattlaus sein, da v. a. Saccharose als phagostimulante Substanz die

Performance erhöht. Die Ursache für den Anstieg könnten Speichelproteine der Blatt-

laus sein, die entweder zur Seneszenz und zum Freisetzen von Aminosäuren aus den

Proteinen führen und bzw. oder direkt in den Metabolismus der P�anze eingreifen.

Es gibt jedoch auch einige, meist nicht essentielle Aminosäuren, deren Gehalt bei

Blattlausbefall eher sinkt, wie z. B. Alanin, Asparagin und Asparaginsäure. Ra�no-

se ist der einzige Zucker, deren Konzentration häu�g bei Blattlausbefall sinkt. Da ein
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6 Zusammenfassung

geringerer Aminosäure- und Zuckergehalt in der Regel nachteilig für die Blattlaus

ist, stellt ein Absinken vermutlich eine Abwehrreaktion seitens der P�anze dar.

Zuletzt stellen sich die Fragen, ob die durch Blattlausbefall bedingten Veränderungen

rassenspezi�sch sind bzw. ob die P�anze die Blattlausrasse erkennt. Dazu wurden die

Ergebnisse von Kontrollp�anzen mit P�anzen verglichen, die entweder mit der spe-

zialisierten oder einer fremden Wirtsrasse in�ziert wurden. Die Untersuchung ergab,

dass sich die Anteile einiger Aminosäuren und Zucker unabhängig von der Rasse nicht

verändern oder gleichartig verhalten. Es gibt aber auch Aminosäuren (Leucin, Lysin,

Phenylalanin, Arginin und S-Methylmethionin) und Zucker (Glucose und Ra�nose),

deren Gehalte sich rassenspezi�sch verändern. Die Veränderungen sind in der Regel

zum Vorteil für die spezialisierte Rasse und bzw. oder zum Nachteil für die fremde

Rasse. Dies lässt vermuten, dass die spezialisierte Blattlausrasse an ihre Wirtsp�an-

ze angepasst ist und den P�anzenmetabolismus wahrscheinlich zu ihren Gunsten

verändern bzw. die Abwehr umgehen kann. Die nicht spezialisierte Rasse dagegen

kann die P�anzenabwehr scheinbar nicht umgehen oder ist seltener in der Lage, den

p�anzlichen Metabolismus zu ihrem Vorteil zu beein�ussen. Mögliche Ursachen für

die rassenspezi�schen P�anzenreaktionen können verschiedene Speichelproteine oder

Speichelzusammensetzungen darstellen. Zukünftig sollte die Speichelzusammenset-

zung verschiedener Blattlausrassen genauer auf Unterschiede untersucht werden, um

dies zu klären.

In Zukunft sollten die in dieser Diplomarbeit durchgeführten Experimente mit mehr

Wirtsp�anzen und eventuell weiteren Blattlausrassen wiederholt werden, um zu un-

tersuchen, ob es sich bei den bisherigen Ergebnissen um universelle Muster handelt.

Weiterhin wäre es wichtig zu ermitteln, inwieweit die Blattlaus bei der Stylektomie

die Phloemsaftzusammensetzung der P�anze beein�usst, da dies die einzige Metho-

de ist, die quanti�zierbare Ergebnisse über die Nahrung der Blattlaus liefert. Ein

Ansatz wäre, den per Stylektomie erhaltenen Phloemsaft einer gerade erst mit einer

Blattlaus besetzen P�anze mit einer bereits länger mit Blattläusen in�zierten P�anze

zu untersuchen.
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Summary

The pea aphid Acyrthosiphon pisum is a complex of eleven distinct host races living

on plants of the legume family. Each race is specialized on a certain host plant, on

which it prefers living and shows a better performance, which includes growth, deve-

lopment, survival, feeding and reproduction. This leads to the question: What causes

the specialization of the pea aphid host races on the di�erent host plants? The amino

acid and sugar composition of phloem sap, the main food source for aphids, is often

described as species speci�c; thus di�erences in the phloem sap from various host

plants could be the reason for the specialization of the host races. To test this hy-

pothesis, the sugar and amino acid composition of the four native host plants Vicia

faba, Pisum sativum, Medicago sativa and Trifolium pratense were analyzed without

aphid infestation. The results show that the predominant amino acids (asparagine,

aspartic acid, glutamine, glutamic acid) and sugar (sucrose) are the same in all plant

species. This leads to the conclusion that these substances most likely have no e�ect

on the specialization of the aphid host races. Some amino acids with lower abun-

dance, for instance alanine, proline, valine, threonine, isoleucine, leucine, methionine

and arginine show a strong variation between the plant species. However, similar high

di�erences were already reported between varieties of a species. Furthermore, aphids

have endosymbionts, which produce amino acids for their hosts. Thus, the aphids are

not completely dependent on the supply of � especially essential � amino acids from

the food. These facts suggest that the amino acid composition is rather unlikely to

be the reason for speciation. However, it is very likely that the amino acid composi-

tion in�uences the performance of aphids, because the di�erences between the plant

species concern most often essential, nutritive and/or phagostimulatory amino acids.

The concentrations of the sugars glucose, fructose and ra�nose di�er between the

extracts of the four plant species. These sugars are mainly storage substances and

are hardly interesting for aphid nutrition. Therefore, the sugar composition is very

unlikely a reason for the speciation as well.

To analyze the composition of the phloem sap, phloem exudation with EDTA was

used. This method examines the phloem sap of several sieve tubes. Unfortunately,

detected compounds cannot be quanti�ed. Thus tissue extraction was performed

additionally. This approach allows a quanti�cation of the results via the leave weight.

The disadvantage of this method is that the extract contains the leaf tissue and xylem

next to the phloem sap, which are less important for the nutrition of aphids. However,
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how much do the results of both methods di�er and could the extraction data be

used to draw conclusions on the amount of amino acids in the phloem samples?

The results show that although the proportions of the predominant amino acids �

asparagine and aspartic acid � don't change in methods, the levels of less abundant

amino acids di�er greatly. Accordingly, one cannot draw conclusions of the phloem

sap composition using the tissue samples.

It is known that aphid infestation can cause changes in the composition of the phloem

sap. This raises the question whether the phloem sap composition of the plant species

used in this study is changed by the aphid races. The sugar and amino acid com-

position of control plants without aphid infestation were compared to that of plants

infested with their specialized aphid host race. In each plant species, levels of certain

amino acids and sugars underwent changes upon aphid infestation. The respective

sugars and amino acids di�ered depending on the plant species and/or the method

used. The levels of some � especially essential � amino acids such as phenylalanine,

tryptophan, lysine, valine, histidine, arginine and methionine increase more often

with aphid infestation. This is of advantage for the aphids making them less depen-

dent on the supply of essential amino acids from their endosymbionts. The amounts

of sucrose, stachyose and verbascose rose more often with aphid infestation as well.

This could be bene�cial to the aphid and enhance the performance, since especially

sucrose is phagostimulatory. The reason for the accumulation of amino acids and

sugars could be aphid salivary proteins, which either lead to senescence-like reaction

and a release of amino acids from the proteins and/or in�uence the metabolism of

the plant directly. Additionally, there are some non-essential amino acids, such as

alanine, asparagine and aspartic acid, whose levels decrease with aphid infestation.

Ra�nose is the only sugar that decreases upon aphid infestation. Because lower su-

gar and amino acid concentrations are generally bad for the aphid, a decrease might

be a sign of a defensive reaction of the plant.

Since aphid races are specialized on their respective host plant, the questions arose

whether the changes in the host plants are aphid host race speci�c or whether the

plant recognizes the aphid host race. The results of the control plants were compared

with plants that were infested with either the specialized or a foreign host race. The

investigation showed that the amount of most amino acids do not di�er upon infes-

tation or change independent of the aphid host races. However, the levels of certain

sugars (glucose, ra�nose) and amino acids (leucine, lysine, phenylalanine, arginine,

and S-methyl-methionine) change aphid race speci�c. The changes are in most cases
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bene�cial for the specialized aphid race and/or detrimental for the unspecialized host

race. This suggests that the specialized aphid host race is adapted to their native

host plant and can change the plant metabolism for their bene�t or bypass the plant

defense. However, the unspecialized host race cannot circumvent the plant defense

or is rarely able to in�uence the plant metabolism to their advantage. A possible

reason for these race-speci�c plant responses can be di�erences in salivary proteins

or salivary composition of the host races. In the future, the salivary composition of

di�erent aphid host races should be examined to test this hypothesis.

In further studies, the experiments performed in this diploma thesis should be re-

peated with more native host plants and possibly with other aphid host races in

order to examine whether the present results are universal patterns. It would also be

important to determine how much an aphid in�uences the phloem sap composition

of the plant because the stylectomy is the only method that delivers quanti�able

results on the food of the aphid. One approach would be to compare the phloem sap

composition obtained by stylectomy of plants infested shortly before the phloem sap

collection with one aphid with plants, which are infested much longer with many

aphids.
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Anhang

Tab. A.1: Parameter zur Identi�zierung der Aminosäuren. CE = collision energy (Kollisionsenergie),
Ionisierungsmodus: positiv.

Aminosäure Selektierte Masse Selektierte Masse Spannung
in Q1 [Da] in Q3 [Da] der CE [V]

Alanin 90.10 44.10 17.00

Serin 106.00 60.10 15.00

Prolin 116.10 70.00 19.00

Valin 118.10 72.20 13.00

Threonin 120.10 74.20 13.00

Isoleucin/Leucin 132.20 86.10 13.00

Asparaginsäure 134.10 74.10 19.00

Glutaminsäure 148.10 102.10 15.00

Methionin 150.20 104.10 13.00

Histidin 156.20 110.10 17.00

Phenylalanin 166.20 120.20 17.00

Arginin 175.10 70.10 31.00

Tyrosin 182.10 136.20 17.00

Asparagin 133.10 74.10 21.00

Glutamin 147.10 130.00 13.00

Tryptophan 205.20 188.10 13.00

Lysin 147.10 84.10 23.00
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Tab. A.2: Fortsetzung: Parameter zur Identi�zierung der Aminosäuren. CE = collision energy (Kol-
lisionsenergie), Ionisierungsmodus: positiv.

Aminosäure Selektierte Masse Selektierte Masse Spannung
in Q1 [Da] in Q3 [Da] der CE [V]

U-13C,15N-Alanin 94.10 47.10 17.00

U-13C,15N-Serin 110.00 63.10 15.00

U-13C,15N-Prolin 122.10 75.00 19.00

U-13C,15N-Valin 124.10 77.20 15.00

U-13C,15N-Threonin 125.10 78.20 13.00

U-13C,15N-Isoleucin 139.20 92.10 13.00

U-13C,15N-Asparaginsäure 139.10 77.10 19.00

U-13C,15N-Glutaminsäure 154.10 107.10 15.00

U-13C,15N-Methionin 156.20 109.10 13.00

U-13C,15N-Histidin 165.20 118.10 17.00

U-13C,15N-Phenylalanin 176.20 129.20 17.00

U-13C,15N-Arginin 185.10 75.10 31.00

U-13C,15N-Tyrosin 192.10 145.20 17.00

U-13C,15N-Glutamin 154.10 136.00 13.00

U-13C,15N-Tryptophan 218.20 200.10 13.00

U-13C,15N-Lysin 155.10 90.10 23.00

S-Methylmethionin 164.05 102.10 13.00

Tab. A.3: Parameter zur Identi�zierung der Zucker. CE = collision energy (Kollisionsenergie), Io-
nisierungsmodus: negativ

Zucker Selektierte Masse Selektierte Masse Spannung
in Q1 [Da] in Q3 [Da] der CE [V]

Glucose 178.80 89.00 −10.00
Fructose 178.80 89.00 −12.00
Saccharose 340.90 59.00 −46.00
Ra�nose 503.10 179.00 −28.00
Stachyose 665.20 179.00 −48.00

665.20 383.00 −36.00
Verbascose 827.30 59.00 −124.00

827.30 179.00 −58.00
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