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1 Einleitung

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

in den Pflanzenzellen vor.

Unter der umgangssprachlichen Bezeichnung Zucker versteht man hauptséchlich Oligo-
und Monosaccharide. Zucker sind in jeder pflanzlichen 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 Nihrstoffe von Bedeutung (Fallert-Miiller 2000, Sitte et al.2002). Sie dienen
u. a. der Stoff- und Energiegewinnung, sind am Aufbau der Zellwand beteiligt und
werden fiir die Synthese von organischen Sduren, Aminosiduren sowie Komponenten
der Lipid- und Nukleinsduren benétigt (Sitte et al. 2002).

Aminosduren stellen die Grundbausteine der Proteine und Peptide dar. Sie sind
essentiell fiir alle Stoff- und Energiewechselprozesse sowie die Proteinbiosynthese,
dienen als Vorstufe fiir verschiedene Metabolite wie z. B. Neurotransmitter oder
Hormone und kommen u. a. auch in Zellwdnden vor. Aminosiuren, die in Proteine
eingebaut werden, bezeichnet man als proteinogene Aminosduren. Dagegen werden
die Aminosauren, die nicht Bestandteil von funktionstiichtigen Proteinen sind, als
nicht-proteinogene Aminosduren bezeichnet. Der Grofteil der 250 derzeit bekannten
nicht-proteinogenen Aminosduren wurde in Pflanzen nachgewiesen. Der Aminoséu-
renpool der Pflanze wird durch Aufnahme von Aminosduren aus der Nahrung, de
novo-Synthese, Umwandlung und Abbau stindig aufrechterhalten (Fallert-Miiller
2000).

Demzufolge sind Aminosduren und Zucker von groker Bedeutung fiir die Pflanzen.
Die pflanzlichen Inhaltsstoffe dienen zudem Herbivoren als Nahrung. Beispielsweise
stellt Phloemsaft die essentielle Nahrung fiir Blattliuse dar (Douglas 2003). Beson-
ders wichtig fiir Uberleben, Wachstum, Entwicklung und Reproduktion der Blattlaus
ist die Zusammensetzung von Zuckern und Aminosduren in ihrer Nahrung, wobei die
Bedeutung beider Stoffklassen teilweise stark von der Blattlausart, dem Biotyp, oder
der Morphe abhéngt (Srivastava et al. 1985, Hewer et al. 2010). In der Vergangen-
heit wurde bereits die Zusammensetzung vieler Pflanzenarten untersucht. Es gibt
mehrere Methoden, um der Chemie der Pflanzen auf den Grund zu gehen. Dabei

ist entscheidend unter welchem Gesichtspunkt man die pflanzlichen Inhaltsstoffe be-



1 Finleitung

trachten will. Mochte man Kenntnisse iiber die Nahrung blattfressender Herbivoren
erhalten, so bietet sich die Untersuchung von Blattextrakten an. Dabei werden grob
beschrieben ganze Bliatter entnommen, zermahlen und anschliefsend analysiert. Mit-
hilfe dieser Methode erhilt man einen groben Uberblick von allen in diesem Blatt-
abschnitt — Gewebe und Phloemsaft — vorhandenen Inhaltsstoffen. Jedoch kann man
keine Riickschliisse ziehen, welche Substanz in welchem Blattbestandteil vorkommt.
Md&chte man hauptséchlich die Nahrung phloemsaugender Herbivoren untersuchen,
verwendet man Methoden zur Aufkldrung der Phloemsaftzusammensetzung. Eine
Méoglichkeit besteht in der Exudation mit EDTA (Ethyldiamintetraessigsiure) ent-
haltenden Puffer (King & Zeevart 1974). Es werden frische Anschnitte des Stam-
mes, Blattstiels oder Oberflichenschnitte in ein Gefiafs mit EDTA-Puffer gegeben
und fiir eine definierte Zeit ruhen gelassen. Anschliefend wird der Anschnitt in ein
Gefél mit destilliertem Wasser gegeben und der zu untersuchende Phloemsaft aufge-
fangen. Die Phloemexudation ist schneller, unkomplizierter und ergibt ein gréferes,
analysierbares Volumen im Vergleich zur sogenannten Stylektomie, bei welcher der
Phloemsaft durch das Abtrennen des Stilettbiindels momentan fressender Blattlduse
erhalten wird (Kennedy & Mittler 1953, Peel 1975, Gaupels et al. 2008). Ein weiterer
Vorteil dieser Methode ist die Méglichkeit, Phloemsaft aller Siebréhren eines Blat-
tes oder Pflanzenbereiches zu untersuchen. Im Vergleich dazu erhilt man bei der
Stylektomie ausschlieflich die Zusammensetzung des Phloemsaftes einer einzelnen
Siebrohre, die moglicherweise nicht reprasentativ fiir die gesamte Pflanze ist. Al-
lerdings kann bei der Phloemexudation das Volumen des eluierenden Phloemsaftes
nicht gemessen und somit die Konzentration der Inhaltsstoffe 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 konnen, 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 Blattliuse an Pflanzen saugen, werden meist spezifische Abwehrreaktionen
seitens der Pflanze hervorgerufen (Douglas 2003). Darunter zdhlen u. a. das lokale
Verschliefsen der Siebzellen nach mechanischer Verwundung durch die Callosesynthe-
se, Forisome (v. a. fiir 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 Pflanzenabwehr sind negativ fiir an
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der Pflanze fressende Herbivoren. Auf der anderen Seite kann ein Blattlausbefall
zu Pflanzenreaktionen fiithren, die positiv fiir Herbivoren sind. In der Vergangenheit
wurde von Anderungen im Phloemsaft, wie z. B. eine verinderte Zusammensetzung
der Inhaltsstoffe oder héhere Konzentration an Aminosduren aufgrund des Saugens
der Blattlause an Pflanzen berichtet (Havlickova 1995, Sandstrém et al. 2000, Leroy
et al. 2011). Der hohere Aminosiduregehalt ist fiir Blattlduse positiv, da dadurch
die Nahrungsqualitiat gesteigert wird. Dies fiihrt zu einer erhéhten Nahrungsaufnah-
me, Reproduktion und Entwicklung (Simpson et al. 1995). Eine héhere Aminoséiu-
rekonzentration nach Blattlausbefall wurde u. a. in Versuchen mit dem Spezialist
Acyrthosiphon pisum auf der Wirtspflanze Vicia faba sowie mit den Chlorosis- und
Gallenbildung-verursachenden Blattlausen Schizaphis gramineum und Diuraphis

nozia auf Weizen und Gerste nachgewiesen (Sandstrém et al. 2000, Leroy et al. 2011).

Die Erbsenblattlaus Acyrthosiphon pisum, welche in dieser Arbeit verwendet wird,
um den Einfluss des Blattlausbefalls auf die Zucker- und Aminosiurezusammenset-
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 natiirlichen Wirtspflanze, auf der sie bevorzugt leben und auf denen
sie im Vergleich zu anderen Pflanzenarten z. T. eine deutlich bessere Performance
— darunter zéhlen Uberleben, Entwicklung, Reproduktion und Wachstum — zeigen.
Einige Rassen der Erbsenblattlaus iiberleben auf mehreren Pflanzenarten, andere
iiberleben nur auf einer oder wenigen Wirtspflanzen. Die einzige Ausnahme stellt die
Ackerbohne (Vicia faba) dar. Da die Blattliuse unabhéngig von der Rasse auf der
Bohne eine gute Performance aufweisen, spricht man in diesem Fall von einer univer-
sellen Wirtspflanze. Die beschriebene Spezialisierung auf verschiedene Wirtspflanzen
kann als der Beginn einer sympatrischen Speziation angesehen werden. Aufgrund der
Auswahl von verschiedenen Pflanzenarten, auf denen es zur sexuellen Fortpflanzung
kommt, entsteht die sogenannte ,Assortative Paarung“, d. h. es paaren sich unter-
einander dhnliche Individuen haufig, wihrend der Genfluss zwischen un&dhnlichen
Rassen immer geringer wird. Die genetischen Unterschiede zwischen den verschiede-
nen Rassen verstarken sich aufgrund des geringen Genaustausches immer weiter, bis
irgendwann keine Reproduktion mehr stattfinden kann. Zu diesem Zeitpunkt spricht
man von neu entstandenen Arten. Zurzeit kann man bei der Erbsenblattlaus be-
reits von acht Rassen und drei moglichen neuen Arten ausgehen, da bei diesen keine

Hybride mehr gefunden wurden (Peccoud et al. 2009).
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Ein moglicher Faktor, welcher zur Bildung der Rassen auf verschiedenen Wirtspflan-
zen fiihrt, ist die Chemie der Wirtspflanzen. In der Literatur wurde bereits haufig
berichtet, dass die Zusammensetzung des Phloemsaftes z. T. artspezifisch ist (z. B.
Douglas 2003, Schopfer & Brennicke 2006). Daher kann vermutet werden, dass die
Blattlausrassen an die Chemie ihrer Wirtspflanze angepasst sind. Die richtige Nah-
rung, v. a. die Zucker- und Aminosiurenzusammensetzung, ist essentiell fiir Uberle-
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 beschéftigt sich diese Arbeit mit der
Zucker- und Aminosdurenzusammensetzung von verschiedenen Leguminosen — Vicia
faba, Pisum sativum, Medicago sativa und Trifolium pratense. Alle vier Planzenarten
stellen natiirliche Wirtspflanzen fiir verschiedene Blattlausrassen dar. Die Untersu-
chungen wurden mit der Gewebe- bzw. Blattextraktion und der Phloemexudation
durchgefiihrt. Da beide Methoden wie bereits diskutiert Vor- und Nachteile besit-
zen, werden die Ergebnisse miteinander verglichen. Es soll festgestellt werden, ob die
Gewebeproben Riickschliisse auf die Phloemzusammensetzung zulassen, da sie deut-
lich einfacher fiir Analysen aufzuarbeiten und aufgrund der Verrechnung mit dem

Frischgewicht quantifizierbar sind im Gegensatz zu der Phloemexudation.

Es wurde bereits iiber mogliche Pflanzenreaktionen gegeniiber Blattlausbefall spezi-
ell im Phloemsaft berichtet. Daher beschaftigt sich diese Diplomarbeit weiterhin mit
der Frage, ob auch bei den ausgewithlten Wirtspflanze-Blattlaus-Interaktionen An-
derungen in der Phloemzusammensetzung, wie z. B. die Erh6hung von Aminoséure-
und Zuckerkonzentrationen beobachtet werden konnen. Fiir diesen Aspekt werden die
Aminosdure- und Zuckerzusammensetzung von Kontrollpflanzen ohne Blattlausbefall
mit Pflanzen verglichen, die Blattlausbefall mit der auf sie spezialisierten Wirtsrasse

ausgesetzt werden.

Infolge der Speziation der Blattlausrassen an ihre Wirtspflanzen kommt es zur Ko-
evolution. Dies bedeutet, dass zwischen Pflanze und Blattlaus sehr enge Wechselwir-
kungen bestehen, die zur stdndigen Anpassung aneinander und zum gemeinsamen
Durchlaufen der Evolution iiber einen langen Zeitraum fiithren. Es ist daher méglich,
dass die Pflanze bei Blattlausbefall erkennt, ob es sich um die spezifische Wirtsrasse
oder eine fremde Wirtsrasse handelt und dementsprechend unterschiedlich reagiert.
Daher soll an einem Beispiel untersucht werden, wie sich die Aminosédure- und Zucker-
zusammensetzung dndert, wenn die spezialisierte Rasse und im Vergleich dazu eine

nicht spezialisierte Rasse an der Pflanze 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 (Rohrenblattlause) gehort zur Gattung Acyrthosiphon (Meier 1957). Sie ist
weltweit verbreitet und wurde vermutlich 1878 {iber Europa nach Amerika einge-
fithrt (Folsom 1909, Markkula 1963).

Abb. 2.1: Blattlause der Art Acyrthosiphon pisum. Eine adulte Erbsenblattlaus — erkennbar an der
vollstandig 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 Korperlinge von bis zu 5 mm eine relativ grofse Blattlausart,
die in verschiedenen Farbmorphen — griin oder pink gefirbt — vorkommt (Jacobs et
al. 1998, Frantz et al. 2009). Dabei sind die Farbmorphen auf Pisum sativum und
Vicia faba nahezu immer griin, wahrend diejenigen auf Medicago sativa und

Trifolium pratense in beiden Farbungen zu finden sind (Frantz et al. 2009). Die Erb-
senblattlaus besitzt rote Augen, lange schlanke Siphonen und eine behaarte Cauda
(siche 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
monozisch-holozyklisch lebende Art, d. h. sie betreibt keinen Wirtswechsel und es
erfolgt in der Regel ein Wechsel zwischen sich parthenogenetisch und sexuell fort-

pflanzenden Generationen. Manche Blattlausrassen der Erbsenblattlaus konnen sich
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allerdings nicht mehr sexuell fortpflanzen und betreiben ausschliefslich Parthenoge-
nese (Frantz et al. 2006).

Verschiedene Blattlausklone mit der gleichen Wirtspflanze werden als eine Rasse be-
zeichnet. Jede Rasse hat spezifische 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 Pflanzenarten innerhalb der Familie der Legumi-
nosen spezialisiert (Markula 1963, Van Emden & Harrington 2007, Peccoud et al.
2009).

Friihlin
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d' Sexuales * Sexuales asexuelle, ungefliigelte bder
K k} “& gefliigelte Weibchen
Herbst
sexuell reproduzierendes
Weibchen
* gefligelt oder ungefligelt (Sexuparae)

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

Die Uberwinterung im Eistadium erfolgt auf Wirtspflanzen verschiedener Gattun-
gen, darunter Medicago, Trifolium, Lathyrus, Vicia und Pisum. Auf diesen fand im
Herbst bereits die Paarung statt. Im Friithjahr schliipft die Fundatrix (Stammmut-
ter) aus dem Dauerei (siehe Abb. 2.2). Diese ist fliigellos und reproduziert durch
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Parthenogenese genetisch identische, ungefliigelte Weibchen, die als Fundatrigenien
bezeichnet werden. Die Fundatrigenien gebdren gefliigelte und ungefliigelte Weib-
chen, die sich ebenfalls parthenogenetisch fortpflanzen. Die gefliigelten Nachkommen
(Migranten) migrieren auf umliegende Leguminosen und stellen aufgrund der hohen
Verbreitungsfahigkeit ein grokes Problem als Virusiibertréager in der Landwirtschaft
dar. Jedoch koénnen auch die ungefliigelten Blattlause als Vireniibertréger fungieren.
Aufgrund der kiirzer werdenden Tage im Herbst entstehen Sexuparae, die wiederum
Ménnchen und Weibchen (Sexuales) gebéren. Die als Oviparae bezeichneten Weib-
chen paaren sich mit den Mannchen und legen anschliefend Dauereier ab, die den
Winter iiberdauern (Dettner & Peters 1999, Van Emden & Harrington 2007).

2.2 Vicia faba — Die Ackerbohne

Die Ackerbohne gehort zu der Gattung der Wicken ( Vicia), die der Unterfamilie der
Schmetterlingsbliitler (Faboideae) innerhalb der Familie der Hiilsenfriichtler (Legu-
minosae) zugehorig ist. Die Herkunft der Ackerbohne ist vermutlich Vorderasien.
Sie gehort zu den einjdhrigen Sommerpflanzen und wird zum Grofteil in West- und
Mitteleuropa als Kulturpflanze angebaut, kann aber auch gelegentlich wild wach-
send angetroffen werden. Sie gedeiht am besten in einem méfig kiihlen und feuchten

Klima und bevorzugt schwere Ton- und Torfbéden, sowie Lehm- und Humusb&dden
(Korber-Grohne 1994, Rothmaler 1996, Franke 1997).

Abb. 2.3: Pflanze der Art Vicia faba. Gut zu erkennen ist der vierkantige Sténgel und die wei-
en, in Trauben angeordneten Bliiten mit dem schwarz-violetten Fliigelfleck. (Bildquelle:
http://www.deepcraft.org/deep /wp-content /uploads/2009/02 /favablossom.jpg)

Die Ackerbohne ist charakteristisch eine kraftige und aufrecht wachsende, ca. 50 bis
120 cm hohe Pflanze. Von der Ackerbohne gibt es eine grofe Anzahl an Sorten, die
sich z. T. im Aussehen unterscheiden (Korber-Grohne 1994). Der Sténgel ist vier-
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kantig (siehe Abb. 2.3). Die Blétter sind paarig gefiedert und besitzen meist krautige
Spitzen ohne Ranken. Die Teilbldtter der Ackerbohne sind oval, 3 bis 6 cm lang,
fleischig und blaugriin. Die duftende Bliite ist in einer meist zwei- bis sechsbliitigen
Traube ausgebildet, die 20 bis 30 mm lang, sehr kurz gestielt und weifs ist. Die
Fliigel weisen haufig einen schwarzen bis dunkelvioletten Fleck auf. Die Fahne ist
dagegen héufig rotlich geadert. Die abstehende oder hingende Frucht ist ca. 8 bis
18 cm lang und 1 bis 2 em dick. In den Hiilsen liegen zwei bis sieben rundlich-ovale,
abgeflachte Samen. Die Samen enthalten 20 bis 30 % Eiweifs und ca. 55 % Kohlen-
hydrate (Franke 1997). Neben Saccharose wurden hauptséchlich 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 Verhéltnis zwischen fiir den Mensch
essentiellen und nicht essentiellen Aminoséuren auf (Vetter 1995). Sie werden gern
als Gemiise verspeist oder als Tierfutter verwendet (Rothmaler 1996, Franke 1997,
Lauber & Wagner 1998).

Im Phloemsaft der Ackerbohne dominiert in den meisten Fillen die Aminosdure
Asparagin. Weiterhin wurde {iber Asparaginsiure, Glutaminsdure und Glutamin in
hohen Konzentrationen berichtet. Selten oder in geringen Konzentrationen sind fiir
Menschen essentielle Aminosduren wie u. a. Histidin, Methionin, Phenylalanin, Tryp-
tophan oder Cystein identifiziert worden (Douglas 1993, Sandstrom & Pettersson
1994). Das Vorhandensein der nicht-proteinogenen Aminoséure Homoarginin ist cha-
rakteristisch fiir V. faba (Douglas 1993).

2.3 Pisum sativum — Die Erbse

Die Erbse gehort zu der Gattung der Erbsen (Pisum), die in die Unterfamilie der
Schmetterlingsbliitler (Faboideae) innerhalb der Familie der Hiilsenfriichtler (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 Gemiisepflanze (Franke
1997). Sie wird in verschiedenen Sorten angebaut und kommt z. T. auch verwildert
vor. Anbaugebiete der Kulturpflanze findet man in Europa, Nordamerika, Indien und
Afrika. Sie wird im Groben in drei Unterarten unterteilt: Pisum sativum ssp. eldtius

(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-
jahrige Sommerpflanze bevorzugt Lehmboden mit geniigend Humus und Kalk sowie
gleichméfiger Wasserfiihrung und guter Durchliiftung. Sie benétigt zudem viel Licht

und Warme. Daher liegt das Optimum ihres Anbaus in der geméfigten Klimazone
(Korber-Grohne 1994).

Abb. 2.4: Pflanze der Art Pisum sativum. Gut zu erkennen sind die zygomorphen Bliiten,
die grofen, stingelumfassenden Nebenblédtter sowie die Wickelranken. (Bildquelle:
http://jeantosti.com /fleurs4/pois3.jpg)

Der kahle, blaulich-griine Stédngel der Erbse ist 30 bis 200 ¢m lang, niederliegend oder
kletternd. Zudem ist er sehr diinn, hohl und kantig. Die bldulich-griinen Blétter sind
zwei- bis dreipaarig gefiedert und besitzen verzweigte Wickelranken, die aufgrund der
nicht selbsttragenden Achse nach Halt suchen (siehe Abb. 2.4). Die Teilblatter sind
eiférmig und 2 bis 6 cm lang. Als charakteristisches Merkmal sind die Nebenblétter
zu nennen, die grober als die Unterblitter sind und den Stédngel mit groften Zipfeln
umfassen. Die grofen Bliiten der Erbsenpflanze sind zygomorph und stehen in ein-
bis dreibliitigen, gestielten Trauben. Sie sind weifs oder purpurfarben und ca. 1,5
bis 3 cm lang. Die nach Selbstbefruchtung gebildeten Friichte sind ca. 3 bis 10 cm
lange und aufgeblihte Hiilsen. Die Samen (Erbsen) der Erbsenpflanze sind kugelig
bis vieleckig (Rothmaler 1996, Lauber & Wagner 1998). In einer Hiilse findet man
ca. acht Erbsen, die im reifen Zustand bis zu 23 % Eiweifie und 48 % Kohlenhydrate
enthalten und eine gelbe bis graugriine Farbung besitzen (Franke 1997). Die Samen
der Erbse sind gute Lieferanten von Aminosduren, wobei die schwefelenthaltenden
Aminosduren Methionin und Cystein limitierend sind (Frias et al 2011). Unreife,
griine Erbsen weisen dagegen einen Eiweifsgehalt 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, Raffinose, Stachyose

und Verbascose nachgewiesen werden (Vidal-Valverde et al. 2003).
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Auch fiir P. sativum wurde in den meisten Fillen Asparagin als dominierende Amino-
sdure im Phloemsaft beschrieben. Ebenfalls sind Asparaginsidure, Glutaminsdure und
Glutamin haufig in hohen Konzentrationen im Phloemsaft vorhanden. Selten oder in
geringen Konzentrationen sind essentielle Aminosduren wie u. a. Histidin, Methionin,
Phenylalanin, Tryptophan oder Cystein identifiziert worden. Fiir P. sativum ist die
nicht-proteinogene Aminoséaure Homoserin im Phloemsaft artspezifisch (Sandstrom
& Pettersson 1994).

2.4 Medicago sativa — Die (Saat-)Luzerne

Die Luzerne gehort der Gattung des Schneckenklees (Medicago) an, die in die Un-
terfamilie der Schmetterlingsbliitler (Faboideae) innerhalb der Familie der Hiilsen-
friichtler (Leguminosae) eingeordnet wird. Sie stammt aus den Steppenléndern Vor-
derasiens und benétigt ein warmes Klima und basenreiche Boden. Die Wildform
findet man héufig auf Wiesen. Zudem wird die Luzerne als bedeutende eiweiff- und
mineralstoffreiche Futterpflanze weltweit kultiviert (Franke 1997). Die Luzerne fin-
det weiterhin in der Pharmakologie Anwendung. Die Inhaltsstoffe 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, Isoflavonoide (auch
Phytoostogene), Kumarine, freie proteinogene und nichtproteinogene Aminosiuren

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

Abb. 2.5: Pflanze der Art Medicago sativa. Charakteristisch sind die dicht in Trauben zusammen-
gedringten, zygomorphen Bliiten sowie die nach vorn spitz zusammenlaufenden, kleinen
Blétter. (Bildquelle: http://www.tropicalforages.info/key/Forages/Media/Html /images/
Medicago_sativa/Medicago sativa_01.jpg)
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Die mehrjihrige Staude kann 30 bis 90 cm hoch werden und besitzt kurz gestielte,
dreifiedrige Blitter (siehe Abb. 2.5). Die nach vorn meist gerundeten, gestutzt oder
spitz gezahnten Teilblattchen sind bis zu 3 cm lang. Die 5 bis 25 zygomorphen Bliiten
sitzen endstédndig in Trauben und haben eine violette bis verwaschen-blaue Farbung
(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 fiir die Luzerne wurde in den meisten Fallen Asparagin als dominierende Ami-
nosdure im Phloemsaft beschrieben. Ebenfalls sind Asparaginsdure, Glutaminsidure
und Glutamin héufig in hohen Konzentrationen vorhanden. Selten sind essentielle
Aminosduren wie u. a. Histidin, Methionin, Phenylalanin, Tryptophan oder Cystein
identifiziert worden (Girousse et al. 1991, Sandstrém & Pettersson 1994). De Almeida
e Silva und Varanda (2005) berichtete zudem iiber Prolin als dominante Aminoséure
in Extrakten von M. satiwa. Saccharose wurde ebenfalls als dominanter Zucker im
Phloemsaft beschrieben. Bei einem vergleichenden Experiment mit M. sativa wur-
de bei Verwendung der Stylektomie ausschliefslich Saccharose nachgewiesen, wihrend
bei der Exudation mit EDTA auch Glucose und Fructose vorhanden waren (Girousse
et al. 1991).

2.5 Trifolhium pratense — Der Rotklee

Der Rotklee gehort zu der Gattung des Klees ( Trifolium), die in die Unterfamilie der
Schmetterlingsbliitler (Faboideae) innerhalb der Familie der Hiilsenfriichtler (Legu-
minosae) eingeordnet wird. Er ist eine ein- bis zweijdhrige krautige Pflanze und
unterteilt sich in drei Unterarten. Den Rotklee (Trifolium pratense ssp. praténse)
unterscheidet man von den anderen Unterarten (Schneeklee ( Trifolium pratense ssp.
nivdle) sowie Borders Klee ( Trifolium pratense ssp. borderi)) anhand der roten Blii-
ten (Lauber & Wagner 1998). Man findet den Rotklee auf frischen, néhrstoffrei-
chen Wiesen und Weiden, Waldlichtungen, sowie Halbtrockenrasen und Wegrainen.
Zudem bevorzugt er Ton- und Lehmboden. Er wird z. T. auch als Kulturpflanze
angebaut (Rothmaler 1996, Franke 1997). Der Rotklee verfiigt iiber einen hohen
Proteingehalt und gilt daher als beliebte Futterpflanze. Sehr charakteristisch sind
die im gelosten Zustand im Zellverband vorliegenden Isoflavonoide (Schubiger et al.
1998).

11
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Abb. 2.6: Pflanze der Art Trifolium pratense. Charakteristisch sind die zygomorphen Bliiten in
einem Bliitenkopfchen sowie der helle Fleck in der Mitte der Blétter. (Bildquelle:
http://wildflowersofedinburgh.weebly.com /red-clover-trifolium-pratense.html)

Der Rotklee ist ca. 15 bis 40 cm hoch, aufsteigend und oft verzweigt. Er besitzt eine
grundstindige Blattrosette. Die gefiederten Blétter sind dreizihlig, fein behaart, lang
gestielt und wechselstandig (siche Abb. 2.6). Die bis zu 3 ¢cm langen Teilblétter sind
eiformig und meist ganzrandig. Die Nebenblitter des Rotklees sind ebenfalls oval und
verschmélern sich rasch zu einer langen, pinselférmigen Spitze (Rothmaler 1996).
Charakteristisch ist ein hellerer Fleck in der Mitte der Blitter. Die ungestielten bis
sehr kurz gestielten Bliitenstédnde sind im Durchmesser 1,5 bis 3 cm grof, kugelig bis
eiférmig und sitzen ein- bis dreizdhlig am Ende der Zweige. Die zygomorphen Bliiten
werden mehr oder weniger von den obersten Blittern umhiillt (Lauber & Wagner
1998).

Uber die Chemie des Phloemsaftes von 7. pratense ist nur wenig bekannt. Es wur-
de, wie bereits bei den anderen Leguminosen beschrieben, in den meisten Fillen
Asparagin als dominierende Aminosdure im Phloemsaft gefunden. Ebenfalls wur-
de von hohen Gehalten an Asparaginsiure, Glutaminsdure und Glutamin berich-
tet. In geringen Konzentrationen sind essentielle Aminosduren wie z. B. Methionin,
Tryptophan, Phenylalanin, Histidin, oder Cystein gefunden worden (Sandstrom &
Pettersson 1994). Kazakov und Samokish (1980) identifizierten weiterhin die Ami-
nosduren Alanin, Leucin, Isoleucin und Prolin sowie die Zucker Glucose, Galactose,

Arabinose, Xylose, Mannose und Inositol mit Hilfe von Papierchromatografie.
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3 Material und Methoden

3.1 Grundlage der Experimente

3.1.1 Aminosiure- und Zuckerzusammensetzung von
Medicago sativa, Pisum sativum, Trifolium pratense
und Vicia faba

Um zu kldren, inwieweit sich die Chemie der fiir A. pisum potentiellen Wirtspflanzen
unterscheidet, wurden Kontrollpflanzen ohne Blattlausbefall hinsichtlich der Zucker-
und Aminosdurezusammensetzung untersucht. Daflir wurden die Phloemexudation
sowie die Gewebeextraktion verwendet (Beschreibung siehe Kapitel 3.4). Es wur-
den die Aminosdure- und Zuckergehalte von V. faba, P. sativum, M. sativa und
T. pratense bestimmt und miteinander verglichen. Die Ergebnisse beider Methoden

wurden zunéchst getrennt voneinander betrachtet.

Das Experiment mit den Kontrollpflanzen wurde aufgrund des hohen Zeitaufwandes
auf zwei Tage verteilt. Pro Tag und Pflanzenart wurde an jeweils zehn Pflanzen die
Phloemexudation und an zehn weiteren Pflanzen die Gewebeextraktion durchgefiihrt.
Insgesamt erhielt man 20 Replikate pro Ansatz und Pflanzenart (siehe Tab. 3.1;
Ansitze 1 bis 8).

3.1.2 Vergleich zwischen den Extrakt- und Phloemproben der
Kontrollpflanzen

Um zu klaren, inwieweit sich die Ergebnisse der Phloemexudation und Gewebeex-
traktion unterscheiden, wurden die mit beiden Methoden erhaltenen Daten miteinan-
der verglichen. Dafiir wurden die Kontrollpflanzen 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 quantifizierbar sind, soll festgestellt
werden, ob anhand der Gewebeproben Riickschliisse auf die Phloemsaftzusammen-

setzung moglich sind.
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3.1.3 Anderung der Zucker- und
Aminosiurezusammensetzung bei Blattlausbefall

Um die Fragestellung zu klédren, ob sich die Aminosiure- und Zuckerzusammenset-
zung von verschiedenen Pflanzen in Abhéngigkeit vom Blattlausbefall dndert, wurden
die Pflanzen mit der artspezifischen, d. h. die Pflanzenart préferierenden, Blattlaus-
rasse infiziert. Fiir 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 8Vl infiziert. Die erhaltenen Daten wurden mit denen der entsprechenden Kon-

trollpflanzen verglichen.

Das Experiment zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde einen Tag nach dem in
Kapitel 3.1.1 beschriebenen Experiment durchgefiihrt. Es wurde ebenfalls aufgrund
des hohen Zeitaufwandes auf zwei Tage verteilt. Pro Tag und Pflanzenart wurde
an jeweils zehn Pflanzen die Phloemexudation und an zehn weiteren Pflanzen die
Gewebeextraktion durchgefiihrt. Insgesamt erhielt man 20 Replikate pro Ansatz und
Pflanzenart (siehe Tab. 3.1; Ansétze 9 bis 16).

3.1.4 Einfluss der Wirtsrasse auf Veridnderungen in der
Aminosidure- und Zuckerzusammensetzung

Um zu kldren, ob sich die Aminosdure- und Zuckerzusammensetzung in Abhingig-
keit der an der Pflanze fressenden Blattlausrasse dndert, wurden die im Kapitel 3.1.3
bereits verglichenen Daten denen von Pflanzen gegeniibergestellt, welche mit einer
nicht spezialisierten Rasse infiziert wurden. Fiir diese Fragestellung wurden die Kon-
trollpflanzen von T. pratense sowie die mit T3 8V1 infizierten Pflanzen verwendet.

Zuséatzlich wurden 20 7. pratense-Pflanzen mit dem Klon P136 infiziert.

Dieses Teilexperiment wurde ebenfalls einen Tag nach dem in Kapitel 3.1.1 beschrie-
benen Experiment durchgefiihrt. Auch hier wurde das Experiment aufgrund des ho-
hen Zeitaufwandes auf zwei Tage verteilt. Pro Tag wurde an jeweils zehn Pflanzen
die Phloemexudation und an zehn weiteren Pflanzen die Gewebeextraktion durch-
gefithrt. Insgesamt erhielt man auch hier 20 Replikate pro Ansatz (siehe Tab. 3.1;
Ansitze 7, 8, 15 bis 18).
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Tab. 3.1: Ubersicht der Versuchsansétze.

Ansatz Pflanze 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
) 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 Pflanzen

Fiir die Aufzucht der Blattlause sowie fiir die Experimente wurden die Pflanzen-
arten und -sorten Vicia faba "THE SUTTON’ (Nickerson-Zwaan in Lincolnshire,
Grokbritannien), 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 Pflanzen wurden auf einem Gemisch aus einem Teil Klasmann Tonsubstrat und

drei Teilen Klasmann Kultursubstrat TS1 aufgezogen. Das Tonsubstrat setzte sich

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

sammen. Das Kultursubstrat besaft Sphagnumtorf als Basis. Eine zusétzliche Diin-
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gung war nicht erforderlich. Die Pflanzen 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 grofsen Rundtopfen aufgezogen. P. sativum
und V. faba waren bei ihrer Verwendung ungefdahr drei Wochen alt. M. sativa und T.
pratense wachsen langsamer und wurden erst nach vier Wochen Aufzucht verwendet,

um eine Mindestgrofe der Pflanzen zu gewéhrleisten.

3.3 Aufzucht der Blattlause

Der fiir die Experimente verwendete Klon 1.1 22 wurde im Jahre 2002 in Domagné
(Frankreich) von seiner spezifischen Wirtspflanze 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 Blattldusen 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 fiir chemische Okologie Jena auf V. faba aufgezogen. Die Acker-
bohne stellt fiir alle drei Klone eine universelle Wirtspflanze dar, da die Blattlause

unabhéngig von der Rasse auf ihr eine gute Performance aufweisen.

Fiir die Aufzucht der in den Experimenten verwendeten Blattliuse wurden diese von
V. faba auf ihre spezifischen Wirtspflanzen umgesetzt. Die Anzucht fand in einer
Langtagklimakammer mit konstanten Bedingungen statt (20 °C, 70 % Luftfeuch-
tigkeit, 16 Stunden Licht : 8 Stunden Dunkelheit). Die Wirtspflanzen waren drei
(V. faba und P. sativum) bzw. vier Wochen (M. sativa, T. pratense) alt. Um ein
Entkommen der Blattlause zu verhindern, wurden die Pflanzen mit 185 x 390 mm
groken Cellophantiiten umhiillt (siehe Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Mit einer Cellophantiite umbhiillte Pisum sativum-Pflanze kurz vor Beginn des Experi-
mentes.

Auf jede Pflanze wurden im Experiment 20 Blattlause gesetzt. Daher benotigte man
800 Blattlause der Klone L1 22 (fiir 40 M. sativa-Pflanzen) und T3_8V1 (fiir 40
T. pratense-Pflanzen) sowie 2400 Blattlause des Klons P136 (fiir 40 V. faba-, 40 P.

sativum- sowie 40 T. pratense-Pflanzen).

Die Anzuchtprozedur sah im Allgemeinen wie folgt aus (siehe Abb. 3.2): Zu Beginn
wurden drei adulte Blattliuse eines Klons auf eine entsprechende Wirtspflanze ge-
setzt. Die Adulten verblieben zwei Tage auf der Pflanze, konnten sich reproduzieren
und wurden anschliefsend wieder entfernt. Die ca. zehn Nachkommen (NK 0) konnten
nun neun bis elf Tage heranwachsen. Anschliefend wurden die adulten Nachkommen
(NK 0) auf neue Wirtspflanzen aufgeteilt. Auf jede Pflanze wurden drei Blattliduse
gesetzt. Diese Prozedur wurde wiederholt, bis geniigend Blattlause fiir das Experi-

ment vorhanden waren.

Die Anzucht der Blattliuse begann immer drei, bzw. fiir P136 aufgrund der hohe-
ren Anzahl an bendtigten Blattlausen, fiinf Wochen vor dem Experiment. Nach dem
Transfer der Blattliuse auf ihre spezifischen Wirtspflanzen wurden diese mit Cel-
lophantiiten umhiillt, um ein Weglaufen der Blattlduse 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
Pflanzen entfernt.

3.4 Ablauf der Experimente

Einen Tag nachdem die adulten Nachkommen NK 1 von den Pflanzen entfernt wur-
den, erfolgte das Umsetzen der im Larvenstadium eins bis zwei (L1/L2-Stadium)
befindlichen Blattlause (NK 2) auf die Pflanzen fiir das Experiment. Auf jede fiir das
Experiment verwendete Pflanze wurden 20 Blattlause der entsprechenden Blattlaus-
rasse gesetzt. Alle Pflanzen wurden anschlieffend mit Cellophantiiten umhiillt, um
ein Weglaufen der Blattlduse zu verhindern und in eine Klimakammer mit gleich-
bleibenden Bedingungen untergebracht (20 °C, 70 % Luftfeuchtigkeit, 16 Stunden
Licht : 8 Stunden Dunkelheit).

Die Kontrollpflanzen wurden, ebenfalls wie die infizierten Pflanzen, bis zum Experi-
ment mit Cellophantiiten umhiillt und in die gleiche Klimakammer gestellt, um bis

auf den Blattlausbefall exakt die gleichen Bedingungen zu schaffen. Fiinf Tage nach
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dem Eintiiten erfolgte das Experiment mit den Kontrollpflanzen, einen Tag spater

die Untersuchung der infizierten Pflanzen.

3.4.1 Phloemexudation

Am Tag vor der Exudation wurden die Pflanzen nochmals griindlich gewéssert, um
einen guten Pflanzenzustand zu gewéhrleisten und zu verhindern, dass sie wéah-
rend der Prozedur Pufferlésung aufnehmen. Weiterhin wurden in Eppendorf-Tubes
500 pl Exudationspuffer sowie in weitere Eppendorf-Tubes destilliertes Wasser gefiillt
(1 Eppendorf-Tube pro zu untersuchende Pflanze). Die Eppendorf-Tubes wurden an-
schliefend in Racks mit entsprechendem Abstand so angeordnet, dass sich die Blétter
spater nach Moglichkeit nicht beriihrten. Bis zum néchsten Tag bewahrte man die
Racks mit den gefiillten Eppendorf-Tubes in einem Kiihlschrank bei 4 °C auf. Der
Rest der Pufferlosung wurde bei -20 °C gelagert.

Die Exudation fand bei Raumtemperatur statt. Daher musste der bisher noch gefro-
rene Exudationspuffer fiir die Befiillung der Petrischalen aufgetaut und die Racks mit
den Eppendorf-Tubes aus dem Kiihlschrank geholt werden. Nach ca. einer Stunde
waren die Losungen auf Raumtemperatur erwirmt. Etwas Exudationspuffer wurde
anschlieffend der Anzahl der Pflanzenarten entsprechend in vier Petrischalen ver-
teilt, die Racks mit den Eppendorf-Tubes wurden in Tischgew#ichshiuser gestellt.
Diese sind lichtdichte Schalen, die mit einem Plastikdeckel verschlossen werden (sie-
he Abb. 3.3). Der Boden der Tischgewéchshduser wurde vor Beginn des Experiments
mit Papiertiichern ausgelegt und mit Leitungswasser befeuchtet. Der Deckel wurde
mit Hilfe von Aluminiumfolie lichtundurchléssig gemacht und ebenfalls mit Wasser
befeuchtet (siche Abb. 3.4). Diese Mafnahmen waren nétig, damit in den Blittern
wahrend der Experimentdurchfiihrung keine Photosynthese ablauft, die bei Licht-
zufuhr moglich wére. Das sehr feuchte Milieu sollte die Wasseraufnahme aus den

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

Abb. 3.4: Gebffnetes Gewichshaus. Die Racks mit den Eppendorf-Tubes stehen auf dem mit feuch-
ten Papiertiichern ausgelegten Boden der Schale. Die Spritzflasche rechts im Bild dient
dem Befeuchten des Deckels.

Die Blatter der Experimentpflanzen wurden mit Hilfe einer Skalpellklinge am Blatt-
stiel vorsichtig abgeschnitten, wobei fiir jede Pflanzenart eine andere Klinge ver-
wendet wurde, um mogliche Kontaminationen zwischen den Pflanzen zu vermeiden
(siche Abb. 3.5). Bei V. faba wurde das jiingste voll entwickelte, zweilappige und
oberste Blatt an der Basis abgeschnitten. Bei P. sativum fiel die Wahl auf das jlings-
te voll entwickelte Blatt mit einer Ranke. Wahrend bei T. pratense moglichst das
jiingste, dreilappige und am besten entwickelte Blatt ausgewahlt wurde, verwendete
man bei M. sativa zwei voll entwickelte, junge Doppelblidtter mit Stiel. Nach dem
Abschneiden des Blattes wurde es sofort in eine mit dem Exudationspuffer gefiillte
Petrischale iiberfiihrt. Dabei stand fiir jede Pflanzenart eine Schale bereit, um die
Ergebnisse spéater nicht durch mogliche Inhaltsstoffe aus einer anderen Pflanzenart
zu verfilschen (siehe Abb. 3.5). In dem Exudationspuffer der Petrischale wurde mit

der Klinge nochmals vorsichtig eine kleine Scheibe von dem Blattstiel abgeschnit-
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ten. Dieser Arbeitsschritt ist notig, damit die bei einer Verwundung der Pflanze
sofort ausgeschiitteten Calciumionen durch das komplexbildende EDTA des Exu-
dationspuffers gebunden werden konnen und die Exudation des Phloemsaftes nicht
behindert wird. Anschlieffend wurde das Blatt mit dem Stiel in ein mit Exudati-
onspuffer gefiilltes Eppendorf-Tube gestellt, welches im Gewichshaus verblieb. Zu
beachten war, dass keine Luftblasen an der Schnittstelle des Stiels auftraten. Die
Bléatter blieben fiir eine Stunde in den Eppendorf-Tubes. Nach dieser Zeit wurden sie
aus den Eppendorf-Tubes entnommen, mit destilliertem Wasser in einem Becherglas
abgespiilt, um die Riickstinde des Exudationspuffers zu entfernen und schlieflich in
mit destilliertem Wasser gefiillte Eppendorf-Tubes iiberfiihrt. Der Gewéchshausde-
ckel wurde nochmals bespriiht, das Gewéachshaus dicht geschlossen und der Ansatz
fiir sechs Stunden ruhen gelassen. Nach der Wartezeit entfernte man die Bléatter 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-Pflanze, sowie
die vier beschrifteten Petrischalen und Skalpellklingen fiir jeweils eine Pflanzenart. Im
Hintergrund steht das mit destilliertem Wasser gefiillte Becherglas bereit.

3.4.2 Pufferherstellung

Als Exudationspuffer diente eine 20 mM EDTA-Loésung mit einem 5 mM Natri-

umphosphatpuffer mit einem pH-Wert von 6. Dieser Exudationspuffer wurde aus
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einer 0,5 M EDTA-Stammlosung sowie einer 0,5 M Natriumphosphat-Stammlosung
hergestellt.

a) EDTA-Stammlosung

Die molare Masse des verwendeten EDTAs betrigt M = 292,25 g/mol. Um die
Stammldsung zu erhalten, wurden 18,25 g EDTA in 125 ml HyO gelost. Da sich
das pulverisierte EDTA nur bei einem basischen pH-Wert 16st, wurde zunéchst nur
ein Teil des Wassers zugegeben und allméhlich Natriumhydroxid-Pléattchen hinzuge-
fiigt. Sobald die Losung einen pH-Wert von 8 erreichte, 16ste sich das EDTA schnell

auf. Anschliefsend wurde das restliche Volumen Wasser hinzugegeben.
b) Natriumphosphat-Stammlésungen

Fiir die Herstellung der Natriumphosphat-Stammlosungen wurden zunéchst zwei

Teillosungen hergestellt. Es wurde mit folgenden Chemikalien gearbeitet:
(1) NaoHPO, * 2H50 mit einer molaren Masse von M = 177,99 g/mol
(2) NaHoPO,4 * 2H50 mit einer molaren Masse von M = 156,01 g/mol

Fiir die Herstellung von 0,5 M Stammlosungen wurden 44,5 ¢ Na,HPO, * 2H,0 fiir
Stammlosung (1) und 39 g NaH,PO, * 2H,0 fiir Stammlosung (2) in jeweils 500 ml
HyO gelost.

Fiir den Exudationspuffer wurden zunéchst beide Natriumphosphat-Stammlosungen
(12 ml NagHPO, * 2H20 mit 88 ml von NaH,PO, * 2H50) gemischt, um einen pH-
Wert von 6 zu erhalten. Anschliefend wurden 7 ml dieses Natriumphosphatpuffers
mit 28 ml der EDTA-Stammlésung und ca. der Hélfte des Endvolumes an Wasser
zusammengegeben. Nachdem mithilfe von Phosphorsiure der pH-Wert 6 erreicht war,
wurde mit Wasser bis auf 700 ml aufgefiillt. Der Exudationspuffer wurde darauthin
in 50 ml Rohrchen aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -20 °C aufbewahrt.
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3.4.3 Gewebeextraktion

Die Gewebeextraktion erfolgte mit neuen Pflanzen wihrend der letzten zwei bis drei
Stunden der Phloemexudation. Dazu schnitt man ebenfalls mit der fiir jede Pflanzen-
art bereitliegenden Skalpellklinge die zuvor festgelegten und bei der Phloemexuda-
tion (siehe Kapitel 3.4.1) beschriebenen Blitter ab. Jedes Blatt wurde anschlieftend
sofort gewogen, vorsichtig in ein 2 ml Eppendorf-Tube iiberfiihrt und in fliissigen

Stickstoff gegeben.

Anschliefsend bewahrte man die Proben entweder bei -80 °C auf oder trocknete sie
direkt gemeinsam mit den Proben vom Vortag im Gefriertrockner bei -80 °C fiir zwei
Tage. Nach dem Trocknen gab man in jedes Eppendorf-Tube drei Stahlkugeln. Die
Proben wurden im Schiittler zermahlen und anschliefend bis zur Analyse bei -20 °C

aufbewahrt.

3.5 Vorbereitung der Proben fiir die Analysen

3.5.1 Phloemproben fiir die Aminosiaureanalytik

Zunéchst musste fiir die Aminosiureanalytik ein entsprechend konzentrierter Ami-
nosaurestandard hergestellt werden, um spéter bei der Auswertung einen Referenz-
wert zu erhalten. Der Standard ist ein Gemisch aus verschiedenen, 13C- und 15N-
markierten Aminosduren, die aus einer Alge gewonnen werden (algal amino acids
13C,15N, Isotec, Miamisburg, US). Die enthaltenen Aminosduren sind Alanin, Serin,
Prolin, Valin, Threonin, Isoleucin, Leucin, Asparaginsidure, Glutaminsdure, Methio-

nin, Histidin, Phenylalanin, Arginin, Tyrosin, Asparagin, Glutamin sowie Lysin.
Um die Endkonzentration von 5 pg/ml zu erhalten wurden 45 ul Phloemprobe mit

5 pl Aminoséurestandardlosung (50 pg/ml) gemischt. Anschliefend erfolgte die Ana-
lyse der Proben hinsichtlich der enthaltenen Aminosduren mit Hilfe der HPLC.
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3.5.2 Phloemproben fiir die Zuckeranalytik

Fiir die Analytik der Zucker wurde die Phloemprobe 1:20 verdiinnt und anschliefsend
mit Hilfe der HPLC analysiert.

Um die Ergebnisse auswerten zu kénnen, wurden zudem Gemische aus sechs verschie-
denen Zuckern (Glucose, Fructose, Saccharose, Raffinose, Stachyose, Verbascose) in
Konzentrationen von 20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml und 2 pg/ml hergestellt und
ebenfalls mit der HPLC analysiert. Durch die Erstellung einer Eichkurve mit diesen

Gemischen ist eine Quantifizierung des Zuckergehaltes moglich.

3.5.3 Extraktproben fiir die Aminosaureanalytik

Zu den getrockneten und gemahlenen Blattproben wurde 1 ml 80 %iges Methanol
zugegeben. Die Proben wurden anschlieffend geschiittelt, eine Stunde ruhen gelas-
sen, nochmals geschiittelt und zuletzt bei maximaler Geschwindigkeit sechs Minuten
zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 10 pl abgenommen und in Vials {iberfiihrt.
Anschlieend wurden 490 pl des Aminosaurestandards (10 pg/ml) hinzugefiigt. Es
folgte nun die Analyse der Proben mittels HPLC.

3.5.4 Extraktproben fiir die Zuckeranalytik

Die Extraktproben wurden zunfchst wie fiir die Aminosidureanalytik beschrieben
vorbereitet. Vom Uberstand wurden 100 pl Blattextrakte unverdiinnt in eine 96-
Well-Platte iiberfiithrt und ebenfalls mittels HPLC analysiert.
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3.6 HPLC (engl. High Performance Liquid
Chromatography)

3.6.1 Aminosiureanalytik

Die Aminosduren in den vorbereiteten Proben wurden direkt mittels LC-MS/MS
analysiert (siche Abb. 3.6). Die verwendete Methode wurde bereits in einer Publika-
tion von Jander et al. (2004) beschrieben und geringfiigig modifiziert. Die Chroma-
tographie wurde an einem Agilent 1200 HPLC-System (Agilent Technologies, Béb-
lingen, Deutschland) durchgefiihrt. Die Trennung der Analyten erfolgte an einer Zor-
bax Eclipse XDB-C18 Séule (50 x 4,6 mm, 1,8 um, Agilent Technologies, Boblingen,
Deutschland). Als mobile Phase A diente 0,05 % Ameisensidure in Wasser, Acetonitril
stellte die mobile Phase B dar, wobei folgendes Elutionsprofil 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 Sdule wurde konstant bei 25 °C gehalten.
Das Agilent 1200HPLC-Gerit war mit einem API 5000 Tandem-Massenspektrometer
(AB SCIEX Germany GmbH, Darmstadt, Germany) gekoppelt. Das Massenspektro-
meter war mit einer Turbospray-Ionisierungsquelle (EST = Electro Spray Ionization)
ausgestattet und wurde auf den positiven lonisierungsmodus eingestellt. Die Gera-
teparameter wurden durch Versuche mit einem Aminosdurestandardgemisch (amino
acid standard mix, Fluka, St Louis, USA) optimiert. Die Tonisierungsspannung be-
trug 5500 eV. Die Temperatur des Turbogases wurde auf 700 °C eingestellt. Das
Zerstiubergas wies einen Druck von 70 psi auf, das ,Curtain“-Gas besal 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 fiir die einzelnen Aminosiduren angewen-
det. Ausnahmen waren lediglich Arginin (m/z precursor ion: 175 — product ion: 70)
sowie Lysin (m/z 147 — 84). Die Auflosung beider Quadrupole (Q1 und Q3) wurde
auf unit* eingestellt. Fiir die Datenerfassung und -prozessierung kam die Software
Analyst 1.5.2 (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) zur Anwendung. Die
Linearitidt der Ionisierungseffektivitit wurde mit Hilfe einer Analyse von Verdiin-
nungsreihen eines Standardgemisches (amino acid standard mix, Fluka plus Gln,
Asn und Trp, ebenfalls Fluka, St Louis, USA) iiberpriift. Zur spéteren Quantifizie-

rung wurden die Proben mit 13C- und 15N-markierten Aminoséuren (algal amino
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acids 13C, 15N, Isotec, Miamisburg, US) mit einer Konzentration von 10 ug /ml
(Extrakte) bzw. 5 pug/ml (Phloemproben) versetzt (wie bereits in 3.5.3 und 3.5.1
erwihnt). Die Konzentrationen der einzelnen markierten Aminosiuren im Gemisch
wurden iiber HPLC-Fluoreszenzdetektion nach Vorsdulen-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 Aminoséuren in den Proben wurden mithil-
fe der 13C- und 15N-markierten Aminosduren quantifiziert (einzelne Parameter zur
Identifizierung siche 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 quantifiziert.

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, Boblingen, Deutschland) durchgefiihrt. Die
Trennung der Analyten erfolgte an folgender HILIC-HPLC-Saule: apHera NHy Po-
lymer Saule (15 x 4,6 mm, 5 pum, Agilent Technologies, Boblingen, Deutschland).
Als mobile Phase A wurde Wasser verwendet, Acetonitril stellte die mobile Phase B
dar, wobei folgendes Elutionsprofil 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 Sdule wurde konstant bei
25 °C gehalten. Das Agilent 1200-HPLC-Gerét war mit einem API 3200 Tandem-
Massenspektrometer (AB SCIEX Germany GmbH, Darmstadt, Deutschland) gekop-
pelt. Das Massenspektrometer war mit einer Turbospray-lonisierungsquelle ausge-
stattet und wurde im negativen Ionisierungsmodus betrieben. Die Ionisierungsspan-
nung betrug -4500 eV. Die Temperatur des Turbogases wurde auf 600 °C eingestellt.
Das Zerstaubergas wies einen Druck von 50 psi auf, das ,,Curtain“-Gas besafs 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-
tifizierung sind im Anhang nachlesbar (siche Tab. A.3, Seite 108). Fiir die Datener-
fassung und -prozessierung wurde die Software Analyst 1.5.2 (Applied Biosystems,

Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die Linearitit der Tonisierungseffektivitat wur-
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de mit Hilfe einer Analyse von Verdiinnungsreihen (20 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml
und 2 pg/ml) eines Zuckerstandardgemisches iiberpriift. Im Zuckergemisch enthal-
ten waren Verbascose, Raffinose, Stachyose, Glucose, Saccharose und Fructose. Die

Quantifizierung 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 quantifiziert werden. Die Quantifizierung der Phloemproben war
nicht moglich, da nicht nachvollziehbar ist, wie viel Phloemsaft in der definierten
Zeit in das Wasser eluierte. Aus diesem Grund wurden die Daten zunéchst in Pro-
zentangaben umgewandelt, d. h. alle Aminosduren einer Phloemprobe wurden auf-
summiert und der Anteil jeder einzelnen an der Gesamtaminosduremenge ermittelt.
Anschliefsend wurde iiberpriift, ob die Exudation erfolgreich war. Dafiir wurde die
Gesamtmenge der Aminosduren jeder Pflanze betrachtet, die Daten mit den Peaks
im Chromatogramm verglichen und auf das Vorhandensein von Zuckern {iberpriift.
Diejenigen Proben, in denen im Vergleich zu den anderen Pflanzen der gleichen Art
im Boxplot grafisch sichtbar deutlich weniger Aminoséduren sowie keine Zucker gefun-
den wurden oder die Chromatogramme keine deutlichen Peaks aufwiesen, wurden aus
der Statistik ausgeschlossen, da die Exudation in diesen Fillen 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 Aminosaure gleich

null gesetzt.

Generell wurden alle proteinogenen Aminosduren betrachtet, ausgenommen Cystein
und Glycin. Beide Aminosduren waren nicht in dem verwendeten Aminosaurestan-
dard enthalten, daher fehlten Referenzwerte zur Identifizierung. In den Extrakten
wurden Methionin und Arginin nicht ausgewertet, da die Substanzen sehr starken
Zerfall aufwiesen. Dies fiihrte dazu, dass die Peaks in den Chromatogrammen haufig
nicht vom Hintergrundrauschen unterschieden werden konnten. Ebenfalls bestand
dieses Problem héufig bei Histidin in den Extrakten, weshalb hier nur die Féille 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 Durchfiih-
rung der statistischen Tests durch 100 geteilt und anschliefend einer Arkussinus-

Quadratwurzel-Transformation unterzogen.

Mit Hilfe einer ANOVA wurde analysiert, ob die Aminosiure- und Zuckerzusam-
mensetzung zwischen den Kontrollpflanzen unterschiedlich ist. Es wurde die Zusam-
mensetzung der Extrakte und die der Phloemproben getrennt betrachtet. Fiir die
Analyse der Extrakte wurde der Kruskal-Wallis-Test und bei signifikanten Unter-
schieden anschlieffend 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.

Fiir den Vergleich der Phloemproben mit den Gewebeproben einer Pflanzenart wur-
den zunichst die Daten der Extrakte in Prozentangaben umgewandelt, durch 100 ge-
teilt und anschliefend eine Arkussinus-Quadratwurzel-Transformation durchgefiihrt.
Es wurden T-Tests verwendet. Waren eine Normalverteilung oder Varianzenhomo-

genitdt nicht vorhanden wurde ein Mann-Whitney-Test durchgefiihrt.
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Ebenfalls mit Hilfe eines T-Tests wurde betrachtet, ob der Befall mit Blattlausen die
Aminosaure- und Zuckerzusammensetzung verandert. Wurde keine Normalverteilung
oder Varianzenhomogenitét festgestellt, wurde auch hier ein Mann-Whitney-Test

verwendet.

Um die Frage zu klaren, ob sich die Aminosaure- und Zuckerzusammensetzung in Ab-
héngigkeit der an der Pflanze fressenden Blattlausrasse dndert, wurde eine ANOVA
oder bei Nichtnormalverteilung der Daten bzw. bei fehlender Varianzengleichheit ein
Kruskal-Wallis-Test verwendet. Bei den Extrakten wurde fiir signifikant verschiedene
Daten der ,, Tukey Test* angeschlossen. Fiir die Phloemproben wurde bei signifikanten
Unterschieden die ,,Dunn’s Methode angewendet, da die Probenanzahl unterschied-

lich war.
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Fiir die Auswertung der Aminosdurezusammensetzung wurden die Aminosduren in

folgende Kategorien eingeteilt:

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

teilen: iiber 9 % Anteil an der Gesamtmenge aller Aminoséuren

b) Aminosduren mit mittleren prozentualen Anteilen: iiber 1 % Anteil an der

Gesamtmenge aller Aminosduren

¢) Aminosduren mit geringen prozentualen Anteilen: iiber 0,4 % Anteil an der

Gesamtmenge aller Aminosiduren

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

der Gesamtmenge aller Aminoséuren

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

4.1.1 Aminosiurezusammensetzung in den Extrakten der
Kontrollpflanzen

Generell weisen die Extrakte von P. sativum die hochste Konzentration (Median:
69505,31 nmol/g FG) an Aminosduren auf. Die geringste Konzentration wurden da-
gegen in T. pratense (Median: 8765,20 nmol /g FG) gefunden. In allen Pflanzenarten
sind Asparagin und Asparaginsdure die Aminosduren mit den hochsten Konzen-
trationen. Glutamin und Glutaminsdure wurden ebenfalls je nach Pflanzenart in
sehr hohen bis mittleren Konzentrationen detektiert. Alanin, Serin, Prolin, Valin
und Threonin weisen in allen Pflanzenarten eine mittlere Konzentration auf. Die
Aminosduren 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 Aminosdure mit der geringsten Konzentration, Trypto-
phan ist die am geringsten vorkommende Aminosédure in P. sativum (siche Abb. 4.1).
Die Aminosiurezusammensetzung unterscheidet sich héufig signifikant zwischen den
Pflanzenarten (siehe Tab. 4.1)

Tab. 4.1: Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests zum Vergleich der Aminosdurezusammensetzung zwi-
schen den Extrakten der Kontrollpflanzen.

Aminosiure 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
Asparaginsédure 52.106 < 0.001
Glutaminsaure 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: Aminosidurezusammensetzung in den Extrakten der Kontrollpflanzen. Die Abbildung 4.1a
zeigt die in hohen Konzentrationen vorkommenden Aminosiduren, Abbildung 4.1b zeigt
die Aminosduren, die nur in geringen Konzentrationen vorhanden sind. Verschiedene
Buchstaben symbolisieren signifikant unterschiedliche Aminosdurekonzentrationen zwi-
schen den Pflanzenarten.
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Alanin und S-Methylmethionin sind im Vergleich zu V. faba und T. pratense in

signifikant hoheren Konzentrationen in P. sativum und M. sativa vorhanden.

Serin sowie Prolin, Valin und Glutamin weisen verglichen mit den anderen Pflan-
zenarten die hochste und signifikant unterschiedliche Konzentration in P. sativum
auf. M. sativa und V. faba weisen keine statistisch relevanten Unterschiede auf. Die
Konzentrationen dieser vier Aminosduren sind in 7. pratense am geringsten und

unterscheiden sich signifikant von allen anderen Pflanzenarten.

Besonders bemerkenswert ist die signifikant hohere Konzentration von Threonin in
den Extrakten von P. sativum im Vergleich zu den anderen Pflanzenarten. M. sativa
und V. faba zeigen mittlere Konzentrationen an Threonin und unterscheiden sich
nicht signifikant voneinander. T. pratense weist einen signifikant geringeren Gehalt

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

Die hochste Konzentration an Asparaginsidure und Asparagin weist P. sativum
auf. Das gleiche Muster zeigt Lysin mit dem Unterschied, dass die Aminoséure eine
sehr grofe Variabilitit in den Proben von M. sativa aufweist. Der Gehalt dieser drei
Aminosduren in P. satiwum #hnelt dem von M. sativa. Signifikant unterschiedlich
sind die Konzentrationen von Asparaginsiure, Asparagin und Lysin in P. sativum
im Vergleich zu V. faba, wobei sich die Werte von V. faba und M. sativa wiederum
dhneln. Die geringste Konzentration weist 7. pratense auf und unterscheidet sich

signifikant von den Ergebnissen in M. sativa und P. sativum.

Auch die Glutaminsiure weist durchschnittlich die héchste Konzentration in P.
sativum auf. Der Gehalt dieser Aminosdure in P. sativum unterscheidet sich signi-
fikant 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 dhneln einander. Weiterhin ist die Konzentration an Glutaminsaure in M. sativa
ahnlich zu der in den Extrakten von 7. pratense, welche den geringsten Gehalt auf-
weisen. Die Konzentration an Glutaminsiure in V. faba unterscheidet sich signifikant

von dem in T. pratense ermittelten Gehalt.

Isoleucin, Leucin, Phenylalanin und Tyrosin sind in V. faba, M. sativa und P.
sativum in dhnlichen Konzentrationen vorhanden. Signifikant geringer im Vergleich
zu den anderen Pflanzenarten sind die Konzentrationen der vier Aminoséuren in 7.

pratense.
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Histidin wurde nur sporadisch in den Extrakten von V. faba (in sechs von 20 Pflan-
zen) sowie in einem Extrakt von M. sativa detektiert. Es konnten keine statistisch

relevanten Unterschiede zwischen den Pflanzenarten festgestellt werden.

Tryptophan weist signifikant hohere Konzentrationen in M. sativa und 1. pratense

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

Zwischen den Extrakten von 7. pratense und P. sativum wurden die meisten signi-
fikanten Unterschiede gefunden (ausgenommen Histidin, welches in beiden Pflanzen-
arten nicht nachgewiesen wurde). Die Extrakte von V. faba und M. sativa zeigen
in den meisten Fillen #hnliche Konzentrationen an Aminosiuren (12 von 17 Uber-
einstimmungen). Ebenfalls sind sich M. sativa und P. sativum hinsichtlich mehrerer

Aminoséurekonzentrationen dhnlich (neun von 17 Ubereinstimmungen).

4.1.2 Aminosaurezusammensetzung in den Phloemproben der
Kontrollpflanzen

In allen Pflanzenarten besitzen Asparaginsidure, Glutaminsidure und Asparagin durch-
schnittlich die héchsten prozentualen Anteile aller im Phloemsaft gefundenen Ami-
nosauren. 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 Aminosauren auf. Alanin, Threonin und Serin fallen je nach Pflanzenart in die
Kategorie der dominanten bis mittel abundanten Aminosaduren. Prolin, Valin, Leucin,
Isoleucin und Lysin sind im Phloemsaft der Kontrollpflanzen in mittlerer Abundanz
vorhanden. Histidin, Arginin und Phenylalanin weisen je nach Pflanzenart relativ
geringe bis mittlere Anteile am Gesamtaminosiuregehalt auf. In den Phloemproben
aller Kontrollpflanzen sind Tyrosin, Tryptophan, S-Methylmethionin und Methio-
nin gering bis sehr gering vorkommende Aminoséuren (sieche Abb. 4.2). Abgesehen
von Alanin und Asparagin unterscheidet sich bei jeder nachgewiesenen Aminosiure
mindestens eine Pflanzenart signifikant oder zumindest tendenziell von den anderen

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

Kontrollpflanzen.
Aminoséaure 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
Asparaginsdure 26.226 < 0.001
Glutaminsiure 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
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Abb. 4.2: Relative Anteile von Aminosduren an der Gesamtmenge aller Aminosiuren in den
Phloemproben der Kontrollpflanzen. Abbildung 4.2a zeigt die in hohen prozentualen
Werten vorkommenden Aminosduren, Abbildung 4.2b zeigt die Aminosduren, die nur in
geringen prozentualen Anteilen vorhanden sind. Verschiedene Buchstaben symbolisieren
signifikant unterschiedliche Aminoséureanteile in den Pflanzenarten.
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Wie schon beschrieben bestehen bei den Aminosduren Alanin und Asparagin keine

statistisch relevanten Unterschiede zwischen den Kontrollpflanzen.

Serin, Prolin und Lysin weisen im Vergleich zu den anderen Pflanzenarten einen

leichten, nicht signifikanten Trend hin zu niedrigeren Werten in P. sativum auf.

Valin, Isoleucin, Leucin, Glutaminsiure, Histidin und Tyrosin zeigen die
héchsten 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 signifikant von denen in P. sativum und M. sativa. Der prozentuale Anteil von
Glutaminsdure und Histidin in V. faba unterscheidet sich signifikant von den in P.
sativum und M. sativa ermittelten Werten, wiahrend 7. pratense keine signifikanten
Unterschiede im Vergleich zu den anderen Pflanzenarten zeigt. Leucin und Tyrosin
weisen den niedrigsten im Vergleich zu V. faba und T. pratense signifikant unter-

schiedlichen prozentualen Anteil in M. sativa auf.

Besonders auffillig ist der signifikant hohere Anteil von Threonin in P. sativum im

Vergleich zu den ermittelten Werten in den anderen Pflanzenarten.

Den hochsten Anteil an Asparaginsdure weist der Phloemsaft von M. sativa auf,
gefolgt von P. sativum, T. pratense und V. faba. Hinsichtlich dieser Aminosdure
unterscheidet sich M. sativa signifikant von V. faba und T. pratense. Der Asparagin-
sdureanteil im Phloemsaft von P. sativum ist signifikant hoher als der von V. faba
und dhnelt dem von T. pratense. Ebenfalls &hneln sich die Phloemproben von V.

faba und T. pratense hinsichtlich des Asparaginsiurevorkommens.

Der Anteil an Glutamin ist in 7. pratense signifikant geringer als im Phloemsaft

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

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

kant hoher verglichen mit denen von M. sativa und T. pratense.
Der Anteil von Phenylalanin im Phloemsaft von M. sativa ist signifikant geringer

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

weisen dhnliche Phenylalaninanteile auf.
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Der Anteil an Arginin ist im Phloemsaft von P. sativum am héchsten und signifikant
verschieden von den ermittelten Werten in V. faba und M. sativa. Den geringsten
prozentualen Anteil an Arginin weist M. sativa auf und unterscheidet sich signifikant
von 1. pratense. V. faba dhnelt hinsichtlich des Anteils an Arginin zum einen M.

sativa und zum anderen T. pratense.

Der hochste prozentuale Anteil an Tryptophan wurde in 7. pratense nachgewiesen,
es folgen M. sativa und V. faba. Der geringste Anteil dieser Aminosdure wurde im
Phloemsaft von P. sativum gefunden. Hinsichtlich des Anteils an Tryptophan un-
terscheiden sich die ermittelten Werte in P. sativum und V. faba signifikant von T.

pratense.

Der prozentuale Anteil von S-Methylmethionin ist in P. sativum am héchsten und
in V. faba am geringsten. Der in V. faba ermittelte Anteil der Aminosdure unter-
scheidet sich signifikant von dem im Phloemsaft von P. sativum und T. pratense.
Ebenso ist der S-Methylmethioninanteil in M. sativa signifikant verschieden von dem

in T. pratense.

Insgesamt weisen die geringsten Unterschiede V. faba im Vergleich mit T. pratense
(nur vier unterschiedliche Aminosidureanteile) sowie P. sativum im Vergleich mit
M. sativa (ebenfalls nur vier unterschiedliche Aminosdureanteile) auf. Die groften
Unterschiede bestehen zwischen M. sativa im Vergleich zu T. pratense und V. faba

(neun unterschiedliche Aminoséureanteile).

4.1.3 Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der
Kontrollpflanzen

Den dominanten Zucker mit mittleren Konzentrationen zwischen 444,99 ug/g FG
(M. sativa) und 572,83 pg/g FG (T. pratense) stellt in allen Pflanzenarten Saccha-
rose dar, gefolgt von Fructose und Glucose. Fructose weist mittlere Konzentrationen
zwischen 49,27 ug/g (P. sativum) und 292,45 ug/g FG (M. sativa) auf. Die mitt-
lere Konzentration an Glucose schwankt zwischen 26,31 ug/g FG (V. faba) und
300,84 pg/g FG (P. sativum). Raffinose konnte nur in M. sativa (2,70 ug/g FG) und
T. pratense (28,4 ug/g FG) nachgewiesen werden. Stachyose wurde ausschlieklich in
sehr geringen Konzentrationen (0.37 ug/g FG) in zwei M. sativa-Pflanzen identifi-

ziert und aufgrund dessen nicht ndher betrachtet. Der Zucker Verbascose wurde in
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keiner Pflanzenart nachgewiesen. Bis auf Saccharose konnten in allen Zuckern signifi-

kante Unterschiede zwischen den Pflanzenarten 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 Kontrollpflanzen.

Zucker H-Wert P-Wert
Glucose 53.089 < 0.001
Fructose 38.824 < 0.001
Saccharose 2.733 0.435
Raffinose 50.271 < 0.001
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Abb. 4.3: Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der Kontrollpflanzen. Verschiedene Buchsta-

ben symbolisieren signifikant unterschiedliche Zuckerkonzentrationen zwischen den Pflan-
zenarten.

Der Gehalt an Saccharose ist in allen Kontrollpflanzen anndhernd gleich. Die Glu-
cosegehalte von V. faba und T. pratense sind einander dhnlich und signifikant nie-
driger zu den sich dhnelnden Gehalten in M. sativa und P. sativum. Im Hinblick

auf den Fructosegehalt dhneln sich V. faba und P. sativum, wiahrend sie signifikant
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niedriger zu den Werten von M. sativa und T. pratense sind. P. sativum und M.
sativa dhneln sich ebenfalls. Raffinose kommt verglichen mit den Extrakten von V.
faba und P. sativum in signifikant hoheren Konzentrationen in 7. pratense und M.

sativa vor.

4.1.4 Zuckerzusammensetzung in den Phloemproben der
Kontrollpflanzen

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- Pflanzen nachge-
wiesen werden. Saccharose wurde in 17 V. faba-, jedoch nur in einer M. sativa- und
zehn T. pratense-Pflanzen 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 Aminosiurezusammensetzung in
den Extrakt- und Phloemproben der
Kontrollpflanzen

Die Aminosduren mit den hochsten Anteilen am Gesamtaminosduregehalt sind mit
beiden Methoden die gleichen. Die Phloemproben sowie die Extrakte werden von
Asparagin und Asparaginsiure dominiert. Die geringsten Anteile am (Gesamtamino-
sduregehalt in den Extrakten sowie den Phloemproben wurden haufig fiir S-Methyl-
methionin, Tryptophan und Methionin ermittelt.

Die Aminosduren Alanin, Isoleucin, Leucin, Methionin, Histidin, Arginin, Tyrosin,
Lysin und S-Methylmethionin kommen im Vergleich zu den Extrakten in allen vier
Pflanzenarten in signifikant hoheren Anteilen in den Phloemproben vor. Verglichen
mit den Phloemproben ist in allen Pflanzenarten der Anteil an Prolin signifikant
hoher in den Extrakten. Valin folgt demselben Muster, allerdings ist der Unterschied

zwischen den Proben von V. faba nicht signifikant.
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Serin, Threonin, Asparaginsiure, Glutaminsiure, Phenylalanin, Tryptophan, Aspa-
ragin und Glutamin werden im Folgenden fiir die einzelnen Pflanzenarten ndher

betrachtet, da kein einheitliches Muster iiber alle Pflanzenarten vorhanden ist.

4.2.1 Unterschiede in der Aminosaurezusammensetzung
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 signifikant hoher. Asparagin ist
in signifikant hoheren Anteilen in den Extrakten vertreten. Den gleichen, nicht signi-
fikanten Trend zeigt auch Valin. Die Anteile von Asparaginsédure und Glutaminsdure
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 Aminoséurezusammensetzung zwischen den Extrakt-
und Phloemproben von V. faba.

Aminoséure 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
Asparaginsdure 408.000 0.440
Glutaminsédure 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 Aminosduren an der Gesamtmenge aller Aminosiuren in den
Extrakt- und Phloemproben der V. faba-Kontrollpflanzen im Vergleich. Die Abbildung
4.4a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkommenden Aminosduren, die Abbildung
4.4b zeigt die Aminosduren, die nur in geringen prozentualen Anteilen vorhanden sind.
Die Sternchen zeigen signifikante Unterschiede an (p < 0.05 *, p < 0.01 ** p < 0.001 ***).
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4.2.2 Unterschiede in der Aminosaurezusammensetzung
zwischen den Extrakt- und Phloemproben von Pisum
sativum

Im Vergleich zu den Extrakten weisen die Phloemproben signifikant hohere Anteile
an Serin, Threonin, Asparaginsdure, Glutaminsidure, Phenylalanin und Tryptophan
auf. Asparagin ist in signifikant hoherer Abundanz in den Extrakten nachgewiesen
worden. Glutamin weist keine statistisch relevanten Unterschiede zwischen beiden
Methoden auf (siche 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 Aminoséurezusammensetzung zwischen den Extrakt-
und Phloemproben von P. sativum.

Aminosdure 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
Asparaginsiure —4.079* < 0.001
Glutaminsédure 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 Aminosduren an der Gesamtmenge aller Aminosduren in den
Extrakt- und Phloemproben der P. sativum-Kontrollpflanzen im Vergleich. Die Abbil-
dung 4.5a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkommenden Aminosiuren, die Ab-
bildung 4.5b zeigt die Aminosduren, die nur in geringen prozentualen Anteilen vorhanden
sind. Die Sternchen zeigen signifikante Unterschiede an (p < 0.01 ** p < 0.001 **¥).
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4.2.3 Unterschiede in der Aminosaurezusammensetzung
zwischen den Extrakt- und Phloemproben von
Medicago sativa

Serin, Asparaginsdure und Glutamin sind in den Phloemproben in signifikant ho-
herer Abundanz als in den Extrakten gemessen worden. Dieses Muster zeigt sich
tendenziell, d. h. ohne Signifikanz, auch bei Threonin. Die Extrakte von M. sativa
weisen im Vergleich zu den Phloemproben signifikant hohere Anteile an Asparagin
auf. Glutaminsdure, Phenylalanin und Tryptophan weisen keine statistisch relevan-

ten Unterschiede zwischen den Extrakten und Phloemproben auf (sieche 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 Aminosiurezusammensetzung zwischen den Extrakt-
und Phloemproben von M. sativa.

Aminosdure 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
Asparaginsédure 554.00 < 0.001
Glutaminséiure —(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 Aminosduren an der Gesamtmenge aller Aminosiuren in den
Extrakt- und Phloemproben der M. sativa-Kontrollpflanzen im Vergleich. Die Abbildung
4.6a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkommenden Aminosiuren, die Abbildung
4.6b zeigt die Aminosduren, die nur in geringen prozentualen Anteilen vorhanden sind.
Die Sternchen zeigen signifikante Unterschiede an (p < 0.05 *, p < 0.01 ** p < 0.001 ***),
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4.2.4 Unterschiede in der Aminosaurezusammensetzung
zwischen den Extrakt- und Phloemproben von
Trifolium pratense

In den Phloemproben von 7. pratense wurden im Vergleich zu den Extrakten si-
gnifikant hohere Anteile von Asparaginsdure und Phenylalanin ermittelt. Das gleiche
Muster, jedoch ohne Signifikanz weist Glutamin auf. Im Vergleich zu den Phloempro-
ben weisen die Extrakte einen signifikant hoheren Anteil an Glutaminsiure auf. Serin,
Threonin, Asparagin und Tryptophan weisen keine statistisch relevanten Unterschie-
de zwischen den Extrakten und Phloemproben auf (sieche 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 Aminoséurezusammensetzung zwischen den Extrakt-
und Phloemproben von T. pratense.

Aminoséure 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
Asparaginsédure 2.324* 0.026
Glutaminsiure —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 Aminosduren an der Gesamtmenge aller Aminosiuren in den
Extrakt- und Phloemproben der T. pratense-Kontrollpflanzen im Vergleich. Die Abbil-
dung 4.7a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkommenden Aminosiuren, die Ab-
bildung 4.7b zeigt die Aminosduren, die nur in geringen prozentualen Anteilen vorhan-
den sind. Die Sternchen zeigen signifikante Unterschiede an (p < 0.05 *, p < 0.01 **,
p < 0.001 ***),
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4.3 Anderung der Zucker- und

Aminosaurezusammensetzung bei
Blattlausbefall

4.3.1 Veranderungen der Aminosidurezusammensetzung in
den Extrakten

In allen Kontroll- sowie infizierten Pflanzen stellt Asparagin die Aminosdure mit der
héchsten Konzentration dar. Weiterhin kommen Glutamin, Glutaminsdure und As-
paraginsaure 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 unverdndert im Vergleich mit den Kontrollpflanzen.
Eine weitere Gemeinsamkeit besteht darin, dass es in jeder Pflanzenart Aminoséiu-
ren gibt, die nach Blattlausbefall niedrigere oder héhere Konzentrationen aufweisen.

Diese Aminosduren variieren jedoch zwischen den Pflanzenarten.

Veranderungen der Aminosiurezusammensetzung in den Extrakten von
Vicia faba

In den mit P136 infizierten V. faba-Pflanzen kommt verglichen mit den Kontrollpflan-
zen Tryptophan in einer signifikant hoheren Konzentration vor. Das gleiche Muster
weist Phenylalanin auf, jedoch ohne Signifikanz. Asparaginsédure weist im Vergleich
zu den Kontrollpflanzen eine signifikant niedrigere Konzentration in den infizierten
Pflanzen auf. Die Konzentrationen von Alanin, Threonin, Glutaminsiure, Asparagin,
Glutamin, Lysin und S-Methylmethionin verdndern sich trotz Blattlausbefall nicht
(siche Tab. 4.8 und Abb. 4.8).

20



4 FErgebnisse

Tab. 4.8: Ergebnisse des T-Tests (t-Werte mit * gekennzeichnet) bzw. Wilcoxon-Mann-Whitney-
Tests (T-Werte) zum Vergleich der Aminosdurezusammensetzung zwischen den Extrakten
der Kontroll- und infizierten Pflanzen von V. faba.

Aminosdure 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
Asparaginsiure 3.213* 0.003
Glutaminsédure —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: Aminosidurezusammensetzung in den Extrakten der V. faba-Kontrollpflanzen sowie der
mit P136 infizierten Pflanzen im Vergleich. Die Abbildung 4.8a zeigt die in hohen Kon-
zentrationen vorkommenden Aminosduren, die Abbildung 4.8b zeigt die Aminosduren,
die nur in geringen Konzentrationen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen signifikante
Unterschiede an (p < 0.05 *, p < 0.01 **).
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Verdnderungen der Aminosiurezusammensetzung in den Extrakten von
Pisum sativum

In den infizierten Pflanzen von P. sativum wurden im Vergleich zu den Kontrollpflan-
zen signifikant hohere Konzentrationen fiir Threonin, Tryptophan und S-Methylme-
thionin ermittelt. Die Konzentrationen von Alanin, Asparaginsidure, Glutaminsiure,
Phenylalanin, Asparagin, Glutamin und Lysin verédndern 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 Aminosiurezusammensetzung zwischen den Extrakten
der Kontroll- und infizierten Pflanzen von P. sativum.

Aminosdure 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
Asparaginsiure 0.335* 0.740
Glutaminséiure —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: Aminosdurezusammensetzung in den Extrakten der P. sativum-Kontrollpflanzen sowie
der mit P136 infizierten Pflanzen im Vergleich. Die Abbildung 4.9a zeigt die in hohen
Konzentrationen vorkommenden Aminosiuren, die Abbildung 4.9b zeigt die Aminosau-
ren, die nur in geringen Konzentrationen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen signifikante
Unterschiede an (p < 0.05 *, p < 0.01 **).
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Verdnderungen der Aminosiurezusammensetzung in den Extrakten von
Medicago sativa

In den Extrakten von M. sativa weisen die Aminosduren Alanin, Asparagin und
Glutamin verglichen mit den Kontrollpflanzen eine signifikant geringere Konzentra-
tion in den mit L1 22 infizierten Pflanzen auf. Glutaminsiure zeigt eine nicht signi-
fikante Tendenz hin zu einer héheren Konzentration in den infizierten Pflanzen. Die
Konzentrationen von Threonin, Asparaginsdure, Phenylalanin, Tryptophan, Lysin
und S-Methylmethionin verdndern sich trotz Blattlausbefall nicht (siche 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 Aminosdurezusammensetzung zwischen den Extrak-
ten der Kontroll- und infizierten Pflanzen von M. sativa.

Aminosaure 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
Asparaginsdure 469.000 0.114
Glutaminsdure —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: Aminosdurezusammensetzung in den Extrakten der M. sativa-Kontrollpflanzen sowie
der mit L1 22 infizierten Pflanzen im Vergleich. Die Abbildung 4.10a zeigt die in ho-
hen Konzentrationen vorkommenden Aminosiuren, die Abbildung 4.10b zeigt die Ami-
nosduren, die nur in geringen Konzentrationen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen

signifikante Unterschiede an (p < 0.05 *, p < 0.001 **%*),
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Verdnderungen der Aminosiurezusammensetzung in den Extrakten von
Trifolium pratense

In den Extrakten von 7. pratense weisen die Aminosduren Phenylalanin, Lysin und
S-Methylmethionin verglichen mit den Kontrollpflanzen eine signifikant hohere Kon-
zentration in den mit T3 8V1 infizierten Pflanzen auf. Threonin und Asparagin
zeigen ebenfalls eine nicht signifikante Tendenz hin zu einer hoheren Konzentra-
tion in den infizierten Pflanzen. Die Konzentrationen von Alanin, Asparaginsiure,
Glutaminsiure, Tryptophan und Glutamin verédndern sich trotz Blattlausbefall nicht
(sieche 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 Aminosdurezusammensetzung zwischen den Extrak-
ten der Kontroll- und infizierten Pflanzen von T. pratense.

Aminosaure 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
Asparaginsdure 352.000 0.120
Glutaminsédure 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: Aminosdurezusammensetzung in den Extrakten der 7. pratense-Kontrollpflanzen so-
wie der mit T3 8V1 infizierten Pflanzen im Vergleich. Die Abbildung 4.11a zeigt die
in hohen Konzentrationen vorkommenden Aminosduren, die Abbildung 4.11b zeigt die
Aminoséuren, die nur in geringen Konzentrationen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen
signifikante Unterschiede an (p < 0.05 *, p < 0.01 **).
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4.3.2 Verinderungen der Aminosidurezusammensetzung in
den Phloemproben

Glutaminsdure und Asparagin sind in allen Kontroll- und infizierten Pflanzen die
vorherrschenden Aminosiduren. Tyrosin, Tryptophan, S-Methylmethionin und Me-

thionin sind die am geringsten vorkommenden Aminoséduren.

Die Anteile von Prolin, Asparaginsdure, Isoleucin, Leucin, Phenylalanin, Trypto-
phan, Lysin und S-Methylmethionin unterscheiden sich nicht signifikant zwischen
den Kontroll- und infizierten Pflanzen in allen Pflanzenarten. In jeder Pflanzenart
gibt es Aminosduren, deren Anteile mit einem Ansteigen oder Sinken auf Blattlaus-

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

Veranderungen der Aminosiurezusammensetzung in den Phloemproben
von Vicia faba

In den infizierten V. faba-Pflanzen sind die Anteile von Serin, Threonin und Tyrosin
signifikant hoher im Vergleich zu den Kontrollpflanzen. Der Anteil von Asparagin in
den Phloemproben ist in den infizierten Pflanzen signifikant geringer im Vergleich
zu den Kontrollpflanzen. Das gleiche Muster zeigt Alanin, jedoch ohne Signifikanz.
Die Anteile von Valin, Glutaminsiure, Methionin, Histidin, Arginin und Glutamin
dndern sich trotz Blattlausbefall nicht (siche 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 Aminoséurezusammensetzung zwischen den Phloem-
proben der Kontroll- und infizierten Pflanzen von V. faba.

Aminosiure 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
Asparaginsdure 426.000 0.201
Glutaminsdure 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 Aminosduren an der Gesamtmenge aller Aminosiuren in den
Phloemproben der V. faba-Kontrollpflanzen sowie der mit P136 infizierten Pflanzen
im Vergleich. Die Abbildung 4.12a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkom-
menden Aminosduren, die Abbildung 4.12b zeigt die Aminosduren, die nur in geringen
prozentualen Anteilen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen signifikante Unterschiede
an (p < 0.01 ** p < 0.001 ***),
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Verinderungen der Aminosiurezusammensetzung in den Phloemproben
von Pisum sativum

Die Aminosduren Valin und Arginin zeigen in den Phloemproben der infizierten P.
sativum-Pflanzen signifikant hohere Anteile an der Gesamtmenge im Vergleich zu
den Kontrollpflanzen. Die gleiche, nicht signifikante Tendenz ist fiir Histidin erkenn-
bar. Dagegen sind Alanin und Glutaminséure im Vergleich zu den Kontrollpflanzen
in geringeren Anteilen in den infizierten Pflanzen vorhanden. Die Anteile von Serin,
Threonin, Methionin, Tyrosin, Asparagin und Glutamin &ndern 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 Aminoséurezusammensetzung zwischen den Phloem-
proben der Kontroll- und infizierten Pflanzen von P. sativum.

Aminosdure 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
Asparaginsédure 0.393* 0.696
Glutaminsédure 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 Aminosduren an der Gesamtmenge aller Aminosiuren in den
Phloemproben der P. sativum-Kontrollpflanzen sowie der mit P136 infizierten Pflan-
zen im Vergleich. Die Abbildung 4.13a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkom-
menden Aminosduren, die Abbildung 4.13b zeigt die Aminosduren, die nur in geringen
prozentualen Anteilen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen signifikante Unterschiede
an (p < 0.05 *, p < 0.01 **).
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Verinderungen der Aminosiurezusammensetzung in den Phloemproben
von Medicago sativa

In den infizierten Pflanzen von M. sativa wurde ein im Vergleich zu den Kontroll-
pflanzen signifikant geringerer Anteil an Glutaminsdure an der Gesamtmenge aller
Aminosduren ermittelt. Dagegen weist Histidin einen signifikant héheren Anteil in
den Phloemproben der infizierten Pflanzen auf. Die Anteile von Alanin, Serin, Valin,
Threonin, Methionin, Arginin, Tyrosin, Asparagin und Glutamin dndern 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 Aminosiurezusammensetzung zwischen den Phloem-
proben der Kontroll- und infizierten Pflanzen von M. sativa.

Aminosiure 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
Asparaginsiure —1.360* 0.182
Glutaminsiure 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 Aminosduren an der Gesamtmenge aller Aminosiuren in den
Phloemproben der M. sativa-Kontrollpflanzen sowie der mit L1 22 infizierten Pflan-
zen im Vergleich. Die Abbildung 4.14a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkom-
menden Aminosiuren, die Abbildung 4.14b zeigt die Aminosduren, die nur in geringen
prozentualen Anteilen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen signifikante Unterschiede
an (p < 0.01 **).
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Verinderungen der Aminosiurezusammensetzung in den Phloemproben
von Trifolium pratense

In den infizierten T. pratense-Pflanzen weisen Glutamin und Methionin im Vergleich
zu den Kontrollpflanzen signifikant hohere Anteile an der Gesamtmenge aller Ami-
nosduren auf. Dagegen weist Asparaginsdure einen signifikant geringeren Anteil im
Phloem der infizierten Pflanzen auf. Die Anteile von Alanin, Serin, Valin, Threonin,
Glutaminsiure, Histidin, Arginin und Tyrosin &ndern sich trotz Blattlausbefall nicht
(siche 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 Aminosiurezusammensetzung zwischen den Phloem-
proben der Kontroll- und infizierten Pflanzen von T. pratense.

Aminosiure 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
Asparaginsiure 0.638* 0.527
Glutaminsiure —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 Aminosduren an der Gesamtmenge aller Aminosiuren in den
Phloemproben der T. pratense-Kontrollpflanzen sowie der mit T3 8V 1 infizierten Pflan-
zen im Vergleich. Die Abbildung 4.15a zeigt die in hohen prozentualen Werten vorkom-
menden Aminoséuren, die Abbildung 4.15b zeigt die Aminosduren, die nur in geringen
prozentualen Anteilen vorhanden sind. Die Sternchen zeigen signifikante Unterschiede
an (p < 0.05 *, p < 0.01 **).
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4.3.3 Verinderungen der Zuckerzusammensetzung in den
Extrakten

In allen Kontroll- sowie infizierten Pflanzen stellt Saccharose den Zucker mit der

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

Die einzige Gemeinsamkeit aller Pflanzenarten ist, dass es in allen Zucker gibt, die

auf Blattlausbefall mit einer Anderung der Konzentration reagieren.

Verdnderungen der Zuckerzusammensetzung in den Extrakten von Vicia
faba

In den Kontrollpflanzen von V. faba wurden Saccharose, Glucose und Fructose detek-
tiert. In den mit P136 infizierten Pflanzen wurden zudem Stachyose und Verbascose
nachgewiesen (siehe Abb. 4.16).

In den infizierten V. faba-Pflanzen wurden im Vergleich zu den Kontrollpflanzen
hohere Konzentrationen an Glucose, Saccharose, Stachyose und Verbascose gefunden.

Das gleiche Muster zeigte auch Fructose, jedoch ohne Signifikanz (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 infizierten Pflanzen 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-Kontrollpflanzen sowie der mit
P136 infizierten Pflanzen im Vergleich. Die Sternchen zeigen signifikante Unterschiede
an (p < 0.05 *, p < 0.01 **).

Veranderungen der Zuckerzusammensetzung in den Extrakten von
Pisum sativum

In den Kontrollpflanzen sowie den mit P136 infizierten P. sativum-Pflanzen wur-
den Saccharose, Glucose und Fructose detektiert. In den infizierten Pflanzen wurden

zudem Stachyose, Raffinose und Verbascose nachgewiesen (sieche Abb. 4.17).

In den infizierten P. sativum-Pflanzen wurde ein im Vergleich zu den Kontrollpflan-

zen signifikant hoherer 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 infizierten Pflanzen 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
Raffinose 390.000 0.330
Verbascose 390.000 0.330
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Abb. 4.17: Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der P. sativum-Kontrollpflanzen sowie der

mit P136 infizierten Pflanzen im Vergleich. Die Sternchen zeigen signifikante Unter-
schiede an (p < 0.001 **%¥).

Verdnderungen der Zuckerzusammensetzung in den Extrakten von
Medicago sativa

In den Kontrollpflanzen und den mit .1 22 infizierten Pflanzen von M. sativa wurde

neben Saccharose Glucose, Fructose, Stachyose und Raffinose nachgewiesen (siehe
Abb. 4.18).
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In den infizierten Pflanzen von M. sativa weisen Glucose und Fructose im Vergleich zu
den Kontrollpflanzen signifikant geringere Konzentrationen auf. Den gleichen Trend

zeigt Raffinose, wenn auch ohne Signifikanz (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 infizierten Pflanzen 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
Raffinose 475.000 0.073
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Abb. 4.18: Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der M. sativa-Kontrollpflanzen sowie der mit
L1 22 infizierten Pflanzen im Vergleich. Die Sternchen zeigen signifikante Unterschiede
an (p < 0.01 **).
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Verdnderungen der Zuckerzusammensetzung in den Extrakten von
Trifolium pratense

Neben Saccharose wurden in den Kontroll- und den mit T3 8V1 infizierten Pflanzen
von T. pratense Glucose, Fructose und Raffinose nachgewiesen. Zudem wurde in den
mit T3 8V1 infizierten Pflanzen Stachyose gefunden (siehe Abb. 4.19).

Im Vergleich zu den Kontrollpflanzen konnte in den infizierten Pflanzen ein signifi-
kant hoherer Gehalt an Stachyose nachgewiesen werden. Den gleichen, jedoch nicht
signifikanten Trend weist Glucose auf. Im Vergleich zu den Kontrollpflanzen wurde
Raffinose in einer signifikant geringeren Konzentration in den infizierten Pflanzen
gefunden (siehe Tab. 4.19).

Tab. 4.19: Ergebnisse des Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests zum Vergleich zwischen den Extrakten
der Kontroll- und infizierten Pflanzen 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
Raffinose 498.000 0.016
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Abb. 4.19: Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der T. pratense-Kontrollpflanzen sowie der
mit T3 8V1 infizierten Pflanzen im Vergleich. Die Sternchen zeigen signifikante Unter-
schiede an (p < 0.05 *)

4.4 Einfluss der Wirtsrasse auf Verianderungen in
der Zucker- und Aminosaurezusammensetzung
am Beispiel von Trifolium pratense

4.4.1 Verinderungen der Aminosidurezusammensetzung in
den Extrakten von Trifolium pratense

In den Extrakten der Kontrollpflanzen sowie in den mit T3 8V1 und P136 infizier-
ten T. pratense-Pflanzen dominieren Asparagin, Glutaminsdure und Asparaginsiure.
Die geringsten Konzentrationen weisen S-Methylmethionin, Tyrosin, Lysin und Phe-

nylalanin auf.

Trotz Blattlausbefall &ndern sich die Konzentrationen von Serin, Prolin, Valin, Threo-
nin, Asparaginsiure, Glutaminsiure, Asparagin, Glutamin, Isoleucin, Phenylalanin,
Tyrosin und Tryptophan nicht. Die Konzentrationen von Lysin und S-Methylmethi-

onin sind signifikant hoher in den mit T3 8V1 infizierten Pflanzen im Vergleich zu
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den Kontrollpflanzen. Die Gehalte beider Aminosduren in den mit P136 infizierten
Pflanzen unterscheiden sich weder von den ermittelten Werten der Kontrollpflanzen
noch von denen der mit T3 8V1 infizierten Pflanzen. Alanin weist verglichen mit
den Kontrollpflanzen einen nicht signifikanten Trend hin zu einer hoheren Konzen-
tration in den infizierten Pflanzen auf. Die Konzentration von Leucin ist tendenziell
in den mit P136 infizierten Pflanzen geringer im Vergleich zu den Kontroll- und mit
T3_8V1 infizierten Pflanzen (sieche 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 Aminosiurezusammensetzung zwischen den Extrakten der
Kontrollpflanzen mit denen der infizierten 7. pratense-Pflanzen.

Aminosaure 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
Asparaginsédure 1.948 0.378
Glutaminséure 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:

Aminosidurezusammensetzung in den Extrakten der Kontrollpflanzen sowie der mit

T3 8V1 oder P136 infizierten 7. pratense-Pflanzen. Die Abbildung 4.20a zeigt die in
hohen Konzentrationen vorkommenden Aminosiduren, Abbildung 4.20b zeigt die Ami-
nosauren, die nur in geringen Konzentrationen vorhanden sind. Verschiedene Buchsta-
ben symbolisieren signifikant unterschiedliche Aminosiurekonzentrationen zwischen den
Kontrollpflanzen und den infizierten Pflanzen.

I6)



4 FErgebnisse

4.4.2 Verinderungen der Aminosidurezusammensetzung in
den Phloemproben von Trifolium pratense

In den Phloemproben der Kontrollpflanzen sowie den mit T3 8V1 und P136 infi-
zierten T. pratense-Pflanzen dominieren Glutaminsiure, Asparagin, Asparaginsiure,
Alanin und Serin. Die geringsten prozentualen Anteile an der Gesamtmenge aller

Aminosaduren weisen S-Methylmethionin und Methionin auf.

Trotz Blattlausbefall &ndern sich in den Pflanzen die Anteile von Serin, Prolin, Va-
lin, Threonin, Asparaginsidure, Glutaminsiure, Isoleucin, Leucin, Histidin, Tyrosin,
Lysin und S-Methylmethionin an der Gesamtmenge aller Aminosduren nicht. Phe-
nylalanin ist in einer signifikant geringeren Abundanz in den mit P136 infizierten
Pflanzen vorhanden verglichen mit den Kontroll- sowie den mit T3 8V1 infizierten
Pflanzen. Das gleiche Muster zeigt auch Arginin, jedoch ohne Signifikanz. Trypto-
phan weist verglichen mit den Kontrollpflanzen einen signifikant geringeren Anteil
an der Gesamtmenge aller Aminosiuren in den mit P136 infizierten Pflanzen auf.
Der Anteil dieser Aminosdure in den mit T3 _8V1 infizierten Pflanzen unterscheidet
sich nicht von den in den Kontroll- sowie P136 infizierten Pflanzen ermittelten Wer-
ten. Weiterhin weist Alanin tendenziell einen héheren Anteil in den Phloemproben
von den mit P136 infizierten Pflanzen auf verglichen mit den Kontroll- und den mit
T3 8Vl infizierten Pflanzen. Die Anteile an Glutamin sind in den mit T3 _8V1 in-
fizierte Pflanzen signifikant héher im Vergleich zu den Kontrollpflanzen. Der Anteil
dieser Aminosaure in den mit P136 infizierten Pflanzen unterscheidet sich weder von
den in den Kontrollpflanzen noch von den in den mit T3 8V1 infizierten Pflanzen
ermittelten Werten. Dieses Muster zeigt sich ebenfalls bei Methionin, jedoch ohne
Signifikanz. Asparagin weist verglichen mit den Kontrollpflanzen einen signifikant
geringeren Anteil in den infizierten Pflanzen 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 Aminosdurezusammensetzung zwischen den Phloemproben
der Kontrollpflanzen mit denen der infizierten T. pratense-Pflanzen.

Aminosaure 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
Asparaginsiure 0.536* 0.588
Glutaminsiure 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 Aminosduren an der Gesamtmenge aller Aminosiuren in den
Phloemproben der Kontrollpflanzen und der mit T3 8V1 oder P136 infizierten 7.
pratense-Pflanzen. Die Abbildung 4.21a zeigt die in hohen prozentualen Werten vor-
kommenden Aminosduren, die Abbildung 4.21b zeigt die Aminosduren, die nur in ge-
ringen prozentualen Anteilen vorhanden sind. Verschiedene Buchstaben symbolisieren
signifikant unterschiedliche Anteile der Aminosduren an der Gesamtmenge zwischen den

Kontrollpflanzen und den infizierten Pflanzen.
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4.4.3 Veridnderungen der Zuckerzusammensetzung in den
Extrakten von Trifolium pratense

In den Extrakten der Kontroll- und infizierten T. pratense-Pflanzen dominiert Sac-
charose. Weiterhin konnten Glucose, Fructose und Raffinose gefunden werden. Sta-
chyose wurde nur in den infizierten Pflanzen identifiziert. Verbascose wurde nicht

gefunden.

Die Konzentrationen von Fructose, Saccharose und Stachyose unterscheiden sich
nicht zwischen den Kontroll- und infizierten Pflanzen. Bei Befall mit P136 ist der
Glucosegehalt signifikant geringer als in den mit T3 8V1 infizierten Pflanzen. Der
Gehalt an Raffinose ist verglichen mit den Kontrollpflanzen in den mit T3 8V1 in-
fizierten Pflanzen signifikant geringer. Die Konzentration von Raffinose in den mit
P136 infizierten Pflanzen unterscheidet sich weder von den in den Kontrollpflanzen
noch von den in den mit T3 8V1 infizierten Pflanzen 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 Kontrollpflanzen mit denen der infizierten T. pratense-Pflanzen.

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
Raffinose 6.123 0.047
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Abb. 4.22: Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der Kontrollpflanzen sowie der mit T3 _8V1
oder P136 infizierten T. pratense-Pflanzen. Verschiedene Buchstaben symbolisieren si-
gnifikant unterschiedliche Zuckerkonzentrationen zwischen den Kontrollpflanzen und den
infizierten Pflanzen.
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5.1 Aminosiaure- und Zuckerzusammensetzung von
Medicago sativa, Pisum sativum, Trifolium
pratense und Vicia faba

5.1.1 Aminosiurezusammensetzung der Kontrollpflanzen

Aminosduren sind essentiell fiir Blattlduse. Wenn viele Aminosduren in der Nah-
rung vorhanden sind, zeigen Blattliuse eine bessere Performance, darunter zihlen
Wachstum, Entwicklung, Uberleben und Reproduktion (Srivastava & Auclair 1975,
Simpson et al. 1995, Douglas 1996). Besonders wichtig ist dabei das Vorkommen
essentieller Aminosduren, da diese in der Regel aufgrund ihrer geringen Konzentra-
tion im Phloemsaft limitierend sind (Douglas 2003). Fiir Blattlduse sind Histidin,
Isoleucin, Leucin, Phenylalanin, Tryptophan, Methionin, Threonin, Valin, Arginin,
Cystein und Lysin essentielle Aminosiuren (Retnakaran & Beck 1968, Srivastava et
al. 1985). Einige Aminosduren besitzen weiterhin phagostimulierende bzw. nutritive
Eigenschaften. Phagostimulierende Aminosduren wie z. B. Phenylalanin, Threonin,
Tryptophan, Leucin und Valin erh6hen die Nahrungsaufnahme. Dagegen steigern
nutritive Aminosiuren wie Arginin, Glutamin, Histidin, Isoleucin, Threonin, Lysin,
Leucin und Valin das Wachstum der Blattlaus (Srivastava & Auclair 1975).

In der Literatur wird hiufig iiber die z. T. artspezifische Aminosiurezusammenset-
zung des Phloemsaftes berichtet (Douglas 2003, Schopfer & Brennicke 2006). Auf-
grund dessen und der Bedeutung der Aminosiuren fiir die Blattlause wurde in dieser
Arbeit untersucht, inwieweit die Aminosidurezusammensetzung eine Ursache fiir die

Spezialisierung der Blattlausrassen auf verschiedene Pflanzenarten sein kdnnte.

Zunichst sollen generelle Muster, d. h. Gemeinsamkeiten in allen Pflanzenarten be-
sprochen werden. Dominant sind v. a. Asparagin und Asparaginsdure, aber auch
Glutamin und Glutaminsédure in den Extrakten sowie Glutamin, Asparaginsdure und
Asparagin in den Phloemproben. Serin, Alanin, Threonin, Prolin und Valin kommen
in mittleren Konzentrationen in den Extrakten vor, wiahrend Valin, Leucin, Isoleucin,

Lysin und Prolin in mittlerer Abundanz in den Phloemproben aller Pflanzenarten
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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 Pflanzenarten ist daher dhnlich und stimmt grofitenteils
mit der in der Literatur beschriebenen Aminosdurezusammensetzung, 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 Pflanzenarten (Sandstrom
& Pettersson 1994) iiberein. 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, Sandstrom & Pettersson 1994) sowie
in Extrakten von Sojabohne und Lupine (Martinez-Villaluenga et al. 2006) als mit-
tel abundant beschrieben, wihrend sie in der vorliegenden Arbeit in die Katego-
rie der seltenen Aminosduren eingeordnet werden. Diese Unterschiede sind mog-
lich aufgrund der Verwendung anderer Methoden (Extraktion, EDTA-Exudation,
Stylektomie), verschiedener Pflanzenarten oder -sorten und unterschiedlicher Bedin-
gungen fiir die Pflanze (z. B. Diingungsregime, Belichtung, Feuchtigkeit). Auch die
Untersuchung unterschiedlicher Pflanzenbestandteile (gesamte Pflanze, vollstéindig
entwickeltes Blatt, Fahnenblatt) kann zu Abweichungen in den Ergebnissen fiihren.
Zusammenfassend variiert die grobe Zusammensetzung nicht deutlich zwischen den
verschiedenen Pflanzenarten und hat somit vermutlich keinen Einfluss auf die Spe-

zialisierung der Blattlausrassen.

Allerdings fallen bei ndherer Betrachtung einige markante Unterschiede zwischen den
Pflanzenarten auf. Die Gesamtaminosaurekonzentration schwankt in den Extrakten
stark: Die hochste Konzentration an Aminosduren 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 7. pratense (Median: 8765,20 nmol/g FG).
Ausgenommen in V. faba und M. sativae sind alle Konzentrationen signifikant un-
terschiedlich zueinander. P. sativum weist meist die hochsten Aminosédurekonzentra-
tionen (v. a. bei Serin, Prolin, Valin, Threonin, Asparaginsiure, Glutaminsiure und
Glutamin) und T. pratense die geringsten Gehalte (v. a. bei Serin, Prolin, Valin,
Glutamin, Isoleucin, Leucin und Phenylalanin) auf. Weiterhin fallen Schwankungen

einzelner Aminosiduren zwischen den Pflanzenarten auf. Besonders deutlich sind diese
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in den Extrakten bei Asparagin (32 bis 52 %), Threonin (1,8 bis 8,9 %), Glutamin-
sdure (8,9 bis 26,5 %) und Glutamin (4,6 bis 13,1 %) sowie in den Phloemproben
bei Asparaginséure (12 bis 23 %), Glutaminsdure (14 bis 21 %) und Glutamin (6 bis
12 %). Diese Schwankungsbereiche wurden teilweise ebenfalls in einer Studie ermit-
telt, die die Aminosdurezusammensetzung im Phloemsaft von M. sativa, P. sativum,
T. pratense und V. faba sowie von verschiedenen P. sativum-Sorten miteinander ver-
gleicht (Sandstrom & Pettersson 1994). Auch beim Vergleich der von Sandstrém und
Pettersson (1994) genutzten Sorten mit unseren Sorten fallen deutliche Schwankun-
gen auf. Selbst bei der Betrachtung unserer Ergebnisse sind zwischen den Pflanzenin-
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 groffen Abweichungen nicht nur zwischen den Pflanzenarten, sondern
auch zwischen den Pflanzensorten und -individuen lassen vermuten, dass die Ami-
nosdurezusammensetzung wahrscheinlich nicht fiir die Spezialisierung der Blattlaus

verantwortlich ist, jedoch deutlichen Einfluss auf die Performance hat.

5.1.2 Zuckerzusammensetzung in den Kontrollpflanzen

Zucker sind ebenfalls wichtig fiir Blattlduse. Sie beeinflussen konzentrationsabhingig
die Performance der Blattlaus und v. a. Saccharose als Hauptzucker des Phloem-
saftes dient der Identifizierung der Siebzellen (Srivastava & Auclair 1971, Douglas
2003, Karley et al. 2005, Hewer et al. 2010). Weiterhin wurde eine Préferenz fiir
bestimmte Pflanzenarten anhand der Zuckerzusammensetzung nachgewiesen (Hewer
et al. 2010). Zu hohe Zuckerkonzentrationen kénnten allerdings bei Blattlausen zu
osmoregulatorischen Problemen fithren (Dixon 1998, Douglas 2003). Aufgrund der
Bedeutung der Zucker fiir die Blattlduse und die artspezifische Phloemsaftzusam-
mensetzung wurde untersucht, ob die Zuckerzusammensetzung eine Ursache fiir die

Spezialisierung der Blattlausrassen auf verschiedene Pflanzen sein konnte.

Zuckerzusammensetzung in den Extrakten der Kontrollpflanzen

Zunéchst werden generelle Muster, d. h. Gemeinsamkeiten in allen Pflanzenarten

besprochen. Saccharose ist in allen untersuchten Pflanzenarten mit Konzentrationen
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zwischen 444,99 ug/g FG (M. sativa, Median) und 572,83 ug/g FG (T. pratense,
Median) vorherrschend. Ebenfalls wurde das Disaccharid als dominierender Zucker in
einer Vielfalt von Pflanzenarten beschrieben (z. B. Girousse et al. 1991, Douglas 1993,
Schopfer & Brennicke 2006). Die Monosaccharide Glucose und Fructose konnten in

allen Pflanzenarten nachgewiesen werden. Verbascose wurde nicht identifiziert.

Die Konzentrationen von Glucose, Fructose und Raffinose variieren zwischen den
Pflanzenarten. Glucose und Fructose dienen der Pflanze als Speicherzucker und sind
nur in geringen Konzentrationen im Phloemsaft vorhanden (Schopfer & Brennicke
2006). Da die pflanzlichen Speicherorgane (Wurzel) nicht der Erndhrung der Blatt-
laus dienen, haben diese Monosaccharide wahrscheinlich kaum Einfluss auf die Erb-
senblattlaus. Raffinose konnte nur in M. 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 Pflanzenarten als Speichersubstanz verwendet (Schopfer & Brennicke
2006). Somit ist auch dieser Zucker weitgehend ohne Bedeutung fiir Blattlduse. Zu-
sammenfassend hat auch die Zuckerzusammensetzung vermutlich keinen Einfluss auf

die Spezialisierung der Blattlausrassen.

Zuckerzusammensetzung in den Phloemproben der Kontrollpflanzen

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), konnen unsere Ergebnisse als
nicht korrekt angesehen werden. Die Ursachen fiir die kaum nachweisbaren Zucker
sind bisher nicht bekannt. Es ist auszuschliefsen, dass keine Exudation stattgefun-
den hat, da in den Proben Aminosduren identifiziert wurden. Ebenfalls kann die
verwendete Analytik als Fehlerquelle ausgeschlossen werden, da diese Methode im
Max-Planck-Institut fiir chemische Okologie bereits mehrfach erfolgreich zur Anwen-
dung kam. Eine mogliche Erklarung ist, dass die Zuckerexudation in Leguminosen
sehr gering ist und somit die Konzentrationen nicht detektiert werden konnten. Dafiir
sprechen wiirde, dass in den infizierten Pflanzen bessere Ergebnisse erreicht wurden,
die Zuckernachweise jedoch weiterhin zu gering waren, um eine Auswertung vorneh-
men zu konnen. 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 Verhéltnisse der
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Zucker zueinander jedoch von den zu erwarteten Verhiltnissen abweichen (Kunert,
G., personliche Mitteilung). Demzufolge sollte die Zuckerzusammensetzung der Le-
guminosen zukiinftig mit der EDTA- und Wasser-Exudation sowie zusétzlich mit der
reinen EDTA-Exudation durchgefiihrt werden, um zumindest tendenzielle Aussagen

treflfen zu konnen.

5.2 Vergleich zwischen den Extrakt- und
Phloemproben der Kontrollpflanzen

Der Phloemsaft stellt die essentielle Nahrungsquelle fiir Blattlduse und andere phloem-
saugende Herbivoren dar (Douglas 2003). Aufgrund dessen besteht ein besonders
grofses Interesse an der Aufklarung der Zusammensetzung dieser pflanzlichen Trans-
portfliissigkeit. In der vorliegenden Arbeit wurde dafiir die Phloemexudation mit
EDTA verwendet. Die Vorteile dieser Methode bestehen darin, dass der Phloemsaft
mehrerer Siebréhren untersucht wird, man im Vergleich zur Stylektomie ein gré-
fseres analysierbares Volumen erhilt und das Verfahren relativ einfach und schnell
durchzufiihren ist (Weibull et al. 1990). Jedoch sind die Ergebnisse nicht quantifizier-
bar, da die Eluationsmenge nicht bestimmt werden kann und in Abh&ngigkeit von
Pflanzenart 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 quantifizierbar, man erhélt ein grofes
Volumen und das Verfahren ist wenig aufwéndig. Jedoch sind in den Extrakten neben
dem Phloemsaft auch Bestandteile enthalten, die nicht der Erndhrung der Blattlause

dienen und daher weniger von Interesse sind.

In diesem Kapitel sollen aufgrund der Vor- und Nachteile beider Methoden die fol-

genden Fragen geklirt werden:

1. Wie dhnlich bzw. unterschiedlich sind die Ergebnisse der beiden Methoden?
2. Lassen die Extrakte Riickschliisse auf die Phloemzusammensetzung zu?

3. Ist eine Quantifizierung der Phloemdaten mit Hilfe der Extrakte moglich?
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Zunichst werden die Gemeinsamkeiten der Ergebnisse beider Methoden betrachtet.
Asparagin und Asparaginsiure stellen die Aminosduren mit den hdchsten Anteilen
(Aminosduren iiber 9 %) an der Gesamtaminoséduremenge dar. Beide Aminoséduren
werden ebenfalls im Phloemsaft verschiedener Pflanzenarten (Douglas 2003, Schopfer
& Brennicke 2006) sowie in Extrakten von sechs bzw. neun Tage alten Sojabohnen-
bzw. Lupinenpflanzen (Martinez-Villaluenga et al. 2006) als dominant beschrieben.
Auch bei den Aminoséuren mit mittleren Abundanzen (iiber 1 % an der Gesamt-
aminosduremenge) dhneln sich die Ergebnisse beider Methoden fiir einige Aminoséiu-
ren. Prolin, Valin, z. T. Threonin und Alanin zeigen mittlere Anteile an der Gesamt-
aminosiuremenge. Ebenfalls wurden diese vier Aminosduren 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. Lupinenpflanzen (Martinez-Villaluenga et
al. 2006) als mittel abundant beschrieben. Anhand der dhnlichen Ergebnisse fiir Ami-
nosauren in hohen und mittleren Anteilen kann man schlussfolgern, dass zumindest
bei diesen Aminosduren bis zu einem gewissen Grad Riickschliisse aus den Extrakten
auf die grobe Zusammensetzung des Phloemsaftes gezogen werden kénnen. Jedoch
unterscheiden sich alle anderen Aminosauren 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 Aminosiuren mit geringen (iiber 0,4 %) und sehr geringen Antei-
len (unter 0,4 %) an der Gesamtaminosiuremenge sind zwischen den Methoden z.
T. hoch variabel. Bei unseren untersuchten Pflanzen werden zu diesen Kategori-
en u. a. S-Methylmethionin, Methionin, Tyrosin, Tryptophan und Histidin gezéhlt,
die ebenfalls in der Literatur als selten im Phloemsaft verschiedener Pflanzen be-
schrieben wurden (Girousse et al. 1991, Sandstrom & Pettersson 1994). Tyrosin und
Methionin wurden auch als seltene Aminosiduren in den Extrakten der Sojabohne
nachgewiesen, wiahrend Tryptophan und Histidin mittlere Anteile an der Gesamt-
aminosduremenge in Sojabohne und Lupine aufwiesen (Martinez-Villaluenga et al.
2006). Ursache fiir die Abweichung unserer Ergebnisse von den in der Literatur be-
schriebenen sind moglicherweise die verschiedenen untersuchten Pflanzenarten (Lu-
pine, Sojabohne), der Vergleich verschiedener Methoden (Extraktion mit Ethanol
statt mit Methanol, Exudation) bzw. Bestandteile der Pflanze (gesamte Keimlinge
statt Blattextrakt oder Phloemsaft ausgewachsener Pflanzen). Wie bereits zu Beginn
beschrieben, bestehen Exudate aus dem Phloemsaft mehrerer Siebrohren, wihrend
die Extrakte neben dem Phloemsaft noch das Leitgewebe fiir 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 Aminosduren gefunden. Methionin und Arginin wur-
den nicht in den Extrakten detektiert, auch Histidin konnte nur in Extrakten von V.
faba und einer M. sativa-Pflanze nachgewiesen werden. Arginin spielt eine entschei-
dende Rolle beim Stickstofftransport und als -speichersubstanz in Reserveorganen
(Fallert-Miiller 2000). Eine mogliche Erkldrung fiir den niedrigen Argininanteil in
den Extrakten ist daher die Tatsache, dass die Blatter der Pflanzen keine Reserveor-
gane sind. Ob Histidin und Methionin ebenfalls Transport- oder Speicherfunktionen
besitzen, ist nicht bekannt. Eventuell sind die seltenen Aminosduren 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 Aminosiduren in den Phloemproben hohere Wer-
te als in den Extrakten. Alanin, Serin, Threonin, Asparaginsidure, Glutamin, Leu-
cin, Isoleucin, Histidin, Methionin, Phenylalanin, Arginin, Tyrosin, Tryptophan, Ly-
sin und S-Methylmethionin sind anscheinend hauptséchlich als Transportform im
Phloemsaft und nur in geringen Anteilen im Blattgewebe vorhanden. Dagegen wei-
sen Prolin, Valin und Asparagin hohere Anteile in den Extrakten auf. Da das Xylem
das Leitgewebe fiir Wasser und Mineralien darstellt (Schopfer & Brennicke 2006)
und die Aminosdurezusammensetzung der Extraktproben kaum beeinflusst, miissen
diese drei Aminosiuren im Gewebe in deutlich héheren Anteilen vorhanden sein als

im Phloemsaft.

Zusammenfassend kann man mit beiden Methoden die grobe Aminosdurezusammen-
setzung der Pflanze erkennen. Vor allem bei den dominanten Aminoséuren zeigen die
Ergebnisse beider Methoden Ubereinstimmungen. Jedoch gibt es vor allem bei den
geringer abundanten Aminosauren z. T. starke Unterschiede. Aufgrund dessen sind
keine Vorhersagen der Phloemsaftzusammensetzung sowie keine Quantifizierung der
Phloemdaten mit Hilfe der Extrakte moglich. Die einzige Moglichkeit Phloemsaft
quantitativ zu untersuchen stellt weiterhin die Stylektomie dar. Diese Methode ana-
lysiert die Phloemsaftzusammensetzung von einer durch die saugende Blattlaus aus-
gewidhlten Siebrohre. Jedoch stellt sich die Frage, wie repriasentativ diese Siebréhre
fiir die Gesamtheit aller Siebrohren einer Pflanze ist. Zudem ist es wahrscheinlich,
dass die Blattlaus die Zusammensetzung des Phloemsaftes bereits verdndert, wenn
sie in die Pflanze sticht und nach den Siebréhren sucht. Wichtig, jedoch ebenfalls sehr
schwierig wére es, in diesem Zusammenhang zu ermitteln, inwieweit die Blattlaus die

Phloemsaftzusammensetzung beeinflusst. Ein Ansatz wire, den per Stylektomie er-
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haltenen Phloemsaft einer gerade erst mit einer Blattlaus besetzen Pflanze mit dem

einer bereits langer mit Blattldusen infizierten Pflanze zu vergleichen.

5.3 Anderung der Zucker- und
Aminosiurezusammensetzung bei
Blattlausbefall

5.3.1 Verinderungen der Aminosdurezusammensetzung bei
Blattlausbefall

Phloemsaft, die einzige Nahrungsquelle der Blattlaus, stellt aufgrund des geringen
Anteils v. a. der essentiellen Aminosiduren eine limitierende Stickstoffquelle dar. Da
Blattlause fiir eine gute Performance jedoch ausreichend Stickstoff hauptsachlich in
Form von Aminosduren bendtigen, besitzen sie Endosymbionten, die fiir sie einige
essentielle Aminosduren herstellen (Douglas & Prosser 1992, Febvay et al. 1995).
Um die extreme Abhéngigkeit von ihren Endosymbionten zu reduzieren, wére es fiir
die Blattlduse von Vorteil, wenn sie den Stickstoffmetabolismus der Pflanze mani-
pulieren und den Aminosdureanteil, insbesondere den der essentiellen Aminosiuren,
im Phloemsaft erh6hen kénnten. Auf der anderen Seite wird die Pflanze durch den
Blattlausbefall geschidigt. Um die Schédigung gering zu halten, sollte Herbivoren-
befall zur Aktivierung von Abwehrmechanismen (z.B. Produktion von Sekundérme-
taboliten wie Glucosinolate, Cardenolide, Glucoside, Quinolizidine) oder zumindest
Toleranzreaktionen in der Pflanze fithren (Dixon 1998, Douglas 2003, Schwachtje &
Baldwin 2008). Daher stellt sich die Frage, ob Blattlausbefall den Aminoséduregehalt
der Pflanzen verdndern kann. Es wiren zwei Alternativen denkbar: Entweder die
Blattlaus ist in der Lage, den Stickstoffmetabolismus der Pflanze zu ihren Gunsten
zu manpulieren oder die Pflanze antwortet auf die Schadigung durch die Blattlause

mit Reaktionen zu deren Nachteil.

Nach Blattlausbefall wurde ein Anstieg der Anteile von Threonin, Glutaminsaure,
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 infizierten V. faba-Pflanzen ermittelt (Leroy
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et al. 2011). Auch in Extrakten des Winterweizens, welcher mit Metopolophium
dirhodum infiziert wurde, stiegen die Gehalte von Histidin, Arginin, Phenylalanin,
Valin, Lysin, Tyrosin und Methionin an (Havlickova 1995). Ein Aminosiureanstieg ist
generell vorteilhaft fiir die Blattlaus, v. a. weil die Mehrheit der bei uns als ansteigend
detektierten Aminosduren essentiell, phagostimulierend und bzw. oder nutritiv sind.
Durch den Anstieg wird zudem die Abhéngigkeit von den Endosymbionten reduziert.
Auch die Konzentrationserh6hung der nicht essentiellen Aminosduren Glutaminsdure
und Serin ist vorteilhaft fiir die Blattlaus, da diese Aminosduren Vorgénger fiir die
Synthese anderer, z. T. essentieller Aminosduren sind (Heldt 2005). Die Ursache der
Konzentrationsanstiege konnten Speichelproteine, die wihrend der Penetration in die
Pflanzenzelle gelangen, sein. Diese greifen eventuell direkt in den Stickstoffmetabo-
lismus der Pflanze ein oder verursachen eine Proteolyse pflanzlicher Proteine sowie
eine seneszensiahnliche Reaktion, in deren Folge Aminosiuren frei werden (Dorschner
et al. 1987, Eleftherianos et al. 2006, Sandstrom et al. 2000, Leroy et al. 2011).

In den untersuchten Extrakten sanken die Konzentrationen von Alanin, Asparagin,
Asparaginsiure 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 Aminosiuren sanken
ebenfalls in Extrakten des mit M. dirhodum befallenen Winterweizens (Havlickova
1995). Ein Absinken der Aminoséureanteile ist negativ fiir die Blattlaus, da sie stér-
ker auf ihre Endosymbionten angewiesen ist. Zudem werden die nicht essentiellen
Aminosaduren Asparagin und Glutamin zur Synthese anderer, essentieller Aminosau-
ren benotigt (Febvay et al. 1995, Heldt 2005). Somit kann ein Absinken von Ami-
nosdureanteilen als Abwehrreaktion der Pflanze gedeutet werden. Durch die Spei-
chelproteine der Blattlause wird wahrscheinlich eine Protolyse hervorgerufen, infolge
dessen Stickstoffatome 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 fallt
auf, dass M. sativa die einzige Pflanzenart ist, in der alle signifikant unterschiedlichen
Aminosdureanteile sinken. Dies wiirde bedeuten, dass die Luzerne im Vergleich zu
den anderen Pflanzenarten mit einer stédrkeren Abwehrreaktion auf Blattlausbefall
reagiert. Die langsamere Entwicklung der Erbsenblattlduse auf M. sativa unterstiitzt

diese Vermutung.

Zusammenfassend wurden in unseren Extrakten und Phloemproben aller Pflanzen-

arten sowie in der Literatur (z.B. Havlickova 1995, Telang et al. 1999) Aminosduren
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gefunden, deren Konzentrationen sich durch Blattlausbefall verdndern. 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, Sandstrom et al. 2000, Petersen & Sandstréom
2001, Leroy et al. 2011). Ansonsten sind keine generellen Muster zwischen den un-
tersuchten Pflanzenarten sowie in der Literatur erkennbar. Zunéchst kdnnen unter-
schiedliche Pflanzenarten verschieden auf Blattlausbefall reagieren. Zum Beispiel hat
Sandstrém et al. 2000 herausgefunden, dass Weizen- und Gerstepflanzen im Hinblick
auf den Aminosiduregehalt z. T. unterschiedlich auf den Blattlausbefall mit Schizaphis
graminum reagieren. Weiterhin fiihren unterschiedliche Blattlausarten hiufig zu un-
terschiedlichen Reaktionen in der Pflanze, wie eine Studie mit entweder A. pisum
oder Megoura viciae infizierten V. faba-Pflanzen bewies (Leroy et al. 2011). Eben-
falls kann eine andere Kombination aus Pflanzen- und Blattlausart und bzw. oder
in unserem Fall Blattlausrasse, sowie eine unterschiedliche Anzahl verwendeter und
tiberlebender Blattlduse (z. B. drei Blattlduse (Havlickova 1995) im Vergleich zu 150
Blattlausen pro Pflanze (Leroy et al. 2011)) unterschiedliche Pflanzenreaktionen zur
Folge haben. Zudem konnte auch die Verwendung verschiedener Methoden, z. B.
Exudation, Extraktion oder Stylektomie, sowie die Untersuchung unterschiedlicher
Pflanzenorgane, wie z. B. bei Vergleichen von einem Umbhiillungsblatt mit einem
vollstindig entwickelten Blatt oder der gesamten Pflanze zu variablen Mustern fiih-
ren. Fiir vergleichbare Ergebnisse muss weiterhin auf identische Bedingungen fiir die
Pflanzen, wie Feuchtigkeits- und Lichtregime geachtet werden (z. B. Tully & Hanson
1979). All diese aufgefiihrten Ursachen fiir verschiedene Pflanzenreaktionen konnten
dazu gefiihrt haben, dass im Gegensatz zu unseren Ergebnissen z. B. die Anteile von
Glutaminsédure, Serin, Glutamin und Threonin in den mit M. dirhodum infizierten
Weizenextrakten sanken (Havlickova 1995) und die Anteile von Alanin, Asparagin,
Asparaginsiure und Glutamin in den Xylem- und Phloemproben von mit A. pisum

infizierten V. faba-Pflanzen anstiegen (Leroy et al. 2011).
In Zukunft sollten die Experimente mit mehr Wirtspflanzen sowie eventuell anderen

Wirtsrassen wiederholt werden, um weitere generelle Muster bzw. Gesetzmafigkeiten

zu identifizieren.
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Tab. 5.1: Zusammenfassung der durch Blattlausbefall mit der spezialisierten Rasse bedingten Ver-
dnderungen der Aminosdurezusammensetzung in den Extrakten aller untersuchten Pflan-
zenarten. (,,+* symbolisiert Anstieg der Aminoséure bei Befall, ,,— symbolisiert Absinken
der Aminosdure bei Befall, zwei Zeichen kennzeichnen signifikante Unterschiede, ein Zei-

chen bedeutet Tendenz)

Aminosdure V. faba M. sativa

T. pratense

Alanin ——
Serin
Prolin
Valin
Threonin
Isoleucin
Leucin
Asparaginsiure ——
Glutaminséure +
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-
dnderungen der Aminosidurezusammensetzung in den Phloemproben aller untersuchten

Pflanzenarten. (,,+* symbolisiert einen Anstieg der Aminosdure bei Befall, ,,—

13

symbo-

lisiert ein Absinken der Aminosdure bei Befall, zwei Zeichen kennzeichnen signifikante
Unterschiede, ein Zeichen bedeutet Tendenz)

Aminosaure

V. faba

M. sativa

T. pratense

Alanin
Serin
Prolin
Valin
Threonin
Isoleucin
Leucin
Asparaginsiure
Glutaminsédure
Methionin
Histidin
Phenylalanin
Arginin
Tyrosin
Tryptophan
Asparagin
Glutamin
Lysin

S-Methylmethionin

++

++

+--

++

++

++

5.3.2 Veranderungen der Zuckerzusammensetzung bei

Blattlausbefall

Zucker sind in der Regel in hohen Konzentrationen im Phloemsaft enthalten, d. h.

nicht limitierend (Douglas 2003). Sie sind wichtig fiir die Performance der Blattlaus,

die Erkennung der Siebzellen und Wirtspflanzen (Hewer et al. 2010). Zudem werden

ihre Kohlenstoffe zur Neusynthese essentieller Aminosduren verwendet (Whitehead

& Douglas 1993). Daher wéren zu geringe Zuckerkonzentrationen nachteilig fiir die

Blattlduse und ein Anstieg bzw. Konstanz des Gehaltes von Vorteil. Auf der ande-

ren Seite fithren zu hohe Konzentrationen zu osmoregulatorischen Problemen (Dixon
1998, Douglas 2003). Da Blattlausbefall die Pflanze schédigt, sollte diese Toleranz-

92



5 Diskussion

oder Abwehrreaktionen aktivieren und die Zucker zur Synthese von Abwehrsubstan-

zen oder als Speichersubstanz fiir spiteres Wachstum nutzen.

In den Extrakten jeder Pflanzenart gibt es Zucker, deren Konzentrationen sich bei
Blattlausbefall verdndern. Jedoch unterscheiden sich die betreffenden Zucker zwi-
schen den Pflanzenarten (siche Tab. 5.3, Seite 94). Ursachen dafiir kénnten neben
der Pflanzenart auch die unterschiedlichen Blattlausrassen oder eine Kombination

aus beidem sowie eine unterschiedliche Anzahl iiberlebender Blattliuse sein.

In den Extrakten wurden je nach Pflanzenart fiir alle Zucker Konzentrationsanstiege
festgestellt mit Ausnahme von Glucose und Fructose in M. sativa und Raffinose in M.
sativa und T. pratense. Besonders auffillig in diesem Zusammenhang ist, dass V. faba
als universelle Wirtspflanze fiir nahezu alle Zuckergehalte Anstiege aufweist. Die gute
Performance der Blattlause auf dieser Pflanzenart unterstiitzt die Vermutung, dass
erhohte Zuckerkonzentrationen von Vorteil sind. Der Anstieg konnte 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 pflanzliche Abwehr und Toleranz Ressourcen und Energie, welche die
Pflanze aber ebenfalls fiir Wachstum und Reproduktion benétigt. Aufgrund dessen
wird die Assimilationsrate eventuell erh6ht und mehr Zucker produziert (Steppuhn
2007, Schwachtje & Baldwin 2008). Moglich ist auch der aktive Riicktransport der
Zucker von den Sink-Organen (Wurzel) in die Source-Organe (Blitter) durch Trans-
porter, die durch die Pflanzenschiadigung aktiviert werden und zu einem Ansteigen
der Zuckergehalte in den Blattern fithren (Truernit et al. 1996, Schwachtje & Baldwin
2008).

Im Gegensatz dazu sanken die Glucose- und Fructosegehalte in M. sativa sowie die
Raffinosekonzentration in M. sativa und T. pratense bei Blattlausbefall. Alle sich
in den Extrakten von M. sativa verdndernden Zuckerkonzentrationen sanken. Wie
bereits in Kapitel 5.3.1 erwahnt, entwickelt sich die Erbsenblattlaus auf der Luzer-
ne deutlich langsamer als auf anderen Pflanzenarten. Somit kann das Absinken der
Zuckerkonzentrationen als weiteres Zeichen fiir eine generell verstiarkte Abwehr der
Luzerne gedeutet werden. Es gibt verschiedene Erklarungen fiir das Absinken von
Zuckerkonzentrationen bei Blattlausbefall. Es ist bekannt, dass durch Verletzungen
der Pflanze eine Invertase in der Wurzel aktiviert wird, durch die es zur Saccharo-
sespaltung kommt. Gleichzeitig wird in den Bléttern eine Untereinheit einer Prote-

inkinase inaktiviert. Beides fiihrt zu einem stidrkeren Transport der Zucker aus den
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Blittern in die Wurzel (Roitsch & Gonzalez 2004, Schwachtje et al. 2006, Schwachtje
& Baldwin 2008). Dort werden sie fiir neues Wachstum und Reproduktion nach Her-
bivorenbefall gespeichert (Schwachtje et al. 2006, Schwachtje & Baldwin 2008). Der
beschriebene Abtransport aus den Bléittern und die Speicherung der Zucker in der
Wurzel wiren eine mogliche Erklarung fiir unsere Ergebnisse der absinkenden Zucker-
konzentrationen in den Blittern. Eventuell nutzt die Pflanze die Kohlenstoffatome

der Zucker auch fiir die Synthese von Sekundérmetaboliten.

Trotz der diskutierbaren Ergebnisse sollte man sich jedoch ins Gedéchtnis rufen, dass
sich die Blattlaus von Phloemsaft erndhrt und die Zuckerzusammensetzung in den

Extrakten moglicherweise nur von geringer Bedeutung ist.

Tab. 5.3: Zusammenfassung der durch Blattlausbefall mit der spezialisierten Rasse bedingten Ver-
dnderungen der Zuckerzusammensetzung in den Extrakten aller untersuchten Pflanzenar-
ten. (,+* symbolisiert einen Anstieg des Zuckers bei Befall, ,,— symbolisiert ein Absinken
des Zuckers bei Befall, zwei Zeichen kennzeichnen signifikante Unterschiede, ein Zeichen
bedeutet Tendenz).

Zucker V. faba M. sativa T. pratense
Glucose ++ —— +
Fructose + ——

Saccharose ++
Stachyose ++ ++
Raffinose — ——

Verbascose ++

5.4 Einfluss der Wirtsrasse auf Veranderungen in
der Aminosiure- und Zuckerzusammensetzung

In Kapitel 5.3.1 wurde bereits herausgefunden, dass Blattlausbefall die Aminoséu-
rezusammensetzung beeinflusst. Ein Anstieg der Aminosdurekonzentrationen ist in

der Regel positiv, ein Absinken negativ fiir die Blattlaus.
Infolge der Speziation der Blattlausrasse auf ihre Wirtspflanzen kommt es durch sehr

enge Wechselwirkungen und stidndige Anpassung aneinander zur Koevolution. Dies

wirft folgende Fragen auf:
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1. Kann die Pflanze erkennen, ob es sich um eine spezialisierte oder fremde Wirts-

rasse handelt?

2. Reagiert die Pflanze 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 Pflanze unterschiedlich zu beeinflus-

sen?

5.4.1 Einfluss der Wirtsrasse auf Veridnderungen der
Aminosiurezusammensetzung

Trotz Blattlausbefall waren die Anteile der meisten Aminosiduren in den infizierten

Pflanzen dhnlich zu den in den 7. pratense-Kontrollpflanzen ermittelten Werten.

Einige Aminoséuregehalte verdnderten sich jedoch bei Blattlausbefall (siche Tab. 5.4
und Tab. 5.5, Seite 97 f.). Die Anteile von Alanin in den Extrakten und Asparagin in
den Phloemproben #dnderten sich rassenunspezifisch. Der Alaningehalt stieg in den
infizierten Pflanzen leicht an. Beide Rassen sind scheinbar in der Lage, den pflanzli-
chen Metabolismus hinsichtlich dieser Aminoséure zu ihrem Vorteil zu manipulieren.
Der Anteil an Asparagin sank dagegen in den infizierten Pflanzen. Da Asparagin in
Asparaginsidure umwandelbar und diese zur Synthese anderer essentieller Aminoséu-
ren verwendbar ist (Heldt 2005), kann das Absinken als unspezifische Abwehrreaktion
gedeutet werden, die beide Blattlausrassen nicht umgehen konnen. Im Bezug auf Ly-
sin und S-Methylmethionin in den Extrakten, sowie Methionin und Glutamin in den
Phloemproben reagierte die Pflanze rassenspezifisch zum Vorteil der spezialisierten
Blattlausrasse. Die Aminosdureanteile blieben in mit P136 infizierten Pflanzen kon-
stant, wihrend sie in mit T3 8V1 infizierten Pflanzen anstiegen. Moglicherweise ist
die spezialisierte Rasse besser an ihre Wirtspflanze angepasst und kann den Metabo-
lismus zu ihren Gunsten manipulieren. Zum Nachteil fiir die fremde Rasse reagierte
die Pflanze im Bezug auf Leucin in den Extrakten sowie Phenylalanin und Argi-
nin in den Phloemproben. Die drei Aminoséuren wiesen in den mit P136 infizierten
Pflanzen geringere Abundanzen auf als in mit der spezialisierten Rasse infizierten
und in den Kontrollpflanzen. Vermutlich stellt das Absinken eine Abwehrreaktion
der Pflanze dar, die der an 7. pratense angepasste Klon T3 8V1 umgehen kann,

wahrend 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 infizierten Pflanzen
im Vergleich zu den mit T3 8V1 infizierten und den Kontrollpflanzen. Dies lasst
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 Pflanze Alanin benotigt und verstirkt synthetisiert, um Verteidigungsstoffe
zu produzieren. Allerdings besitzt Alanin keine grofe Bedeutung fiir die Blattlaus,
d. h. sie ist weder essentiell noch phagostimulierend oder nutritiv und in Pflanzen
generell in mittleren Konzentrationen vorhanden (Douglas 2003). Daher ist das Kon-
stantbleiben der Aminosdure hichstwahrscheinlich kein deutlicher Nachteil fiir die

spezialisierte Blattlausrasse.

Zusammenfassend gibt es einige Aminosduren, deren Gehalte bei Blattlausbefall kon-
stant bleiben oder sich rassenunabhéngig verandern. Die Anteile einzelner Amino-
sduren verdndern sich jedoch in Abhéngigkeit von der an der Pflanze saugenden
Blattlausrasse. Die Verdnderungen sind in der Regel zum Vorteil fiir die spezialisierte
Blattlausrasse und zum Nachteil fiir die fremde Rasse. Vermutlich ist die speziali-
sierte Rasse besser an ihre Wirtspflanze angepasst und in der Lage, die pflanzliche
Abwehr zu umgehen und bzw. oder den Stickstoffmetabolismus zu ihrem Vorteil zu
verandern. Diese Hypothese wird von einer Studie an der Ackerbohne unterstiitzt, in
welcher der Befall mit der auf V. faba spezialisierten Blattlausart A. pisum einige fiir
Blattlause positive Verdnderungen in der Aminosdurezusammensetzung hervorrief,
wahrend diese bei der nicht spezialisierten Art Megoura viciae nicht beobachtet wur-
den (Leroy et al. 2011). Die fremde Rasse P136 scheint dagegen keinen Einfluss auf
den Metabolismus zu ihren Gunsten nehmen (Ausnahme Alanin) oder die Abwehr
umgehen zu konnen. Moglicherweise sind verschiedene Speichelproteine oder Spei-
chelzusammensetzungen die Ursache (Dorschner et al. 1987, Miles 1999). Um dies
zu klaren, sollte der Speichel verschiedener Blattlausrassen in Zukunft untersucht

werden.
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5 Diskussion

Tab. 5.4: Zusammenfassung der durch Blattlausbefall mit einer spezialisierten sowie fremden Rasse
bedingten Verédnderungen der Aminoséurezusammensetzung in den Extrakten im Ver-
gleich zu den Kontrollpflanzen von T. pratense. (,+“ symbolisiert einen Anstieg der Ami-
nosaure bei Befall, ,,—*“ symbolisiert ein Absinken der Aminosiure bei Befall; zwei Zeichen
kennzeichnen signifikante Unterschiede, ein Zeichen bedeutet Tendenz).

Aminosdure Kontrollpflanzen

mit P136 infiziert

Alanin
Serin
Prolin
Valin
Threonin
Isoleucin

Leucin (8hnlich T3_8V1)

Asparaginsédure
Glutaminsdure
Histidin
Phenylalanin
Tyrosin
Tryptophan
Asparagin
Glutamin

Lysin (ahnlich P136)

S-Methylmethionin ~ (dhnlich P136)

+

(&hnlich Kontrolle
sowie T3_8V1)
(8hnlich Kontrolle
sowie T3 _8V1)
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5 Diskussion

Tab. 5.5: Zusammenfassung der durch Blattlausbefall mit einer spezialisierten sowie fremden Ras-
se bedingten Verdnderungen der Aminosdurezusammensetzung in den Phloemproben im
Vergleich zu den Kontrollpflanzen von T. pratense. (,,+“ symbolisiert einen Anstieg der

Aminosaure bei Befall, ,,—¢

¢

symbolisiert ein Absinken der Aminosiure bei Befall; zwei

Zeichen kennzeichnen signifikante Unterschiede, ein Zeichen bedeutet Tendenz).

Aminosaure

Kontrollpflanzen

mit P136 infiziert

Alanin
Serin
Prolin
Valin
Threonin
Isoleucin
Leucin
Asparaginsédure
Glutaminsdure
Methionin

Histidin
Phenylalanin
Arginin
Tyrosin
Tryptophan

Asparagin
Glutamin

Lysin

S-Methylmethionin

(8hnlich T3_8V1)

(8hnlich P136)
(8hnlich T3 8V1)
(8hnlich T3 _8V1)

(8hnlich T3_8V1)

(ihnlich P136)

+

(dhnlich Kontrolle
sowie T3_8V1)

(8hnlich Kontrolle
sowie T3_8V1)

5.4.2 Einfluss der Wirtsrasse auf Veradnderungen der

Zuckerzusammensetzung

Es stellt sich die Frage: Verdndern sich auch die Zucker in Abhéngigkeit der an der

Pflanze saugenden Blattlausrasse?
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5 Diskussion

Die einzigen Zucker, deren Konzentrationen sich rassenspezifisch verédnderten, waren
Glucose und Raffinose (siehe Tab. 5.6, Seite 100). Der Glucosegehalt war in mit P136
infizierten Pflanzen geringer im Vergleich zu den mit der spezialisierten Rasse infi-
zierten Pflanzen. Moglicherweise leitet die Pflanze eine unspezifische Abwehr- oder
Toleranzreaktion gegen die fremde Rasse ein, wihrend der angepasste Klon T3 8V1
diese umgehen kann. Durch die von der Blattlaus verursachte Pflanzenschidigung
wird in der Wurzel eine Invertase aktiviert und Saccharose verstirkt gespalten. In-
folge dessen verstarkt sich der Transport der Zucker aus den Blattern in die Wurzel
(Roitsch & Gonzalez 2004, Schwachtje et al. 2006, Schwachtje & Baldwin 2008).
Dieser Vorgang und ein Einbau der Zuckerkohlenstoffatome in Sekundérmetabolite
(Douglas 2003) konnten die Ursache fiir das Absinken der Glucosekonzentration in
den Bldttern der mit P136 infizierten Pflanzen sein. Dagegen sank Raffinose in den
mit T3 8V1 infizierten Pflanzen deutlich im Vergleich zu den Kontrollpflanzen. M&g-
licherweise handelt es sich in diesem Fall um eine spezifische Toleranz- bzw. Abwehr-
reaktion gegen die angepasste Blattlausrasse. Die Pflanze nutzt eventuell ebenfalls
die Raffinose, um Sekundirmetabolite fiir die Abwehr aufzubauen oder speichert sie
in der Wurzel, damit nach Blattlausbefall Energie und Ressourcen fiir Reproduktion
und Wachstum verfiigbar sind (Douglas 2003, Schwachtje et al. 2006, Schwachtje &
Baldwin 2008). Die Ursache, dass T3_8V1 infizierte Pflanzen eine stérkere Reaktion
zeigen als die mit P136 infizierten Pflanzen, sind eventuell unterschiedliche Spei-
chelproteine (Miles 1999). Diese kénnte die Pflanze bei Befall mit der spezialisierten
Rasse schneller erkennen und Toleranzmechanismen aktivieren. Dagegen dauert die

Aktivierung der unspezifischen Abwehrreaktion gegen P136 eventuell ldnger.

Zusammenfassend verdndern sich die Konzentrationen zweier Zucker rassenspezifisch.
Auch in diesem Fall wire es wichtig, die Zusammensetzung des Speichels verschie-
dener Blattlausrassen zu untersuchen und weitere Experimente durchzufiihren, um
zu kldren ob das Absinken von Glucose eine unspezifische bzw. das Absinken von

Raffinose eine spezifische Abwehr- oder Toleranzreaktion darstellt.
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5 Diskussion

Tab. 5.6: Zusammenfassung der durch Blattlausbefall mit einer spezialisierten sowie fremden Rasse
bedingten Verdnderungen der Zuckerzusammensetzung in den Extrakten im Vergleich zu
den Kontrollpflanzen von T. pratense. (,, + ¢ symbolisiert Anstieg des Zuckers bei Befall,
, — “ symbolisiert Absinken des Zuckers bei Befall, zwei Zeichen kennzeichnen signifikante
Unterschiede, ein Zeichen bedeutet Tendenz).

Aminosdure Kontrollpflanzen —mit T3 8V1 infiziert mit P136 infiziert
Glucose (8hnlich T3 _8V1  (dhnlich Kontrolle) ——
und P136)

Fructose
Saccharose

Stachyose
Raffinose (8hnlich P136) —— (8hnlich 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
natiirlichen Wirtspflanze, auf der sie bevorzugt leben und im Vergleich mit Nicht-
wirtpflanzen eine bessere Performance — darunter zihlen Wachstum, Entwicklung,
Uberleben, Nahrungsaufnahme und Reproduktion — zeigen. Es stellt sich die Frage:
Was verursacht die Speziation der Rassen auf die verschiedenen Wirtspflanzen? Da
Phloemsaft die einzige Nahrungsquelle der Blattlaus ist und haufig als artspezifisch
beschrieben wird, ist eine Hypothese, dass Unterschiede in der Zusammensetzung
des Phloemsaftes der verschiedenen Wirtspflanzen die Ursache fiir die Spezialisie-
rung der Rassen sind. Um diese Hypothese zu testen, wurden die vier Wirtspflanzen
Vicia faba, Pisum sativum, Medicago sativa und Trifolium pratense ohne Blattlaus-
befall hinsichtlich ihrer Zucker- und Aminosdurezusammensetzung untersucht. Die
Ergebnisse zeigen, dass die vorherrschenden Aminoséduren (Asparagin, Asparagin-
sdure, Glutamin, Glutaminsidure) und Zucker (Saccharose) in allen Pflanzenarten
die gleichen sind. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass diese Substanzen héchst-
wahrscheinlich keinen Einfluss auf die Spezialisierung der Blattlausrassen haben. Die
Aminosduren in mittleren, geringen und sehr geringen Anteilen am Gesamtaminoséu-
regehalt wie z. B. Alanin, Prolin, Valin, Threonin, Isoleucin, Leucin, Methionin und
Arginin variieren dagegen z. T. stark zwischen den Pflanzenarten. Jedoch wurde in
der Literatur bereits iiber &hnlich deutliche Unterschiede zwischen verschiedenen Sor-
ten einer Art berichtet. Ebenfalls muss beachtet werden, dass Blattlause Endosymbi-
onten besitzen, die fiir ihre Wirte Aminoséuren herstellen. Somit sind Blattlause nicht
vollstdndig abhéngig von der Zulieferung v. a. der essentiellen Aminosiuren aus der
Nahrung. Diese Tatsachen lassen vermuten, dass die Aminosdurezusammensetzung
als Speziationsgrund eher unwahrscheinlich ist. Sehr wahrscheinlich ist hingegen, dass
die Aminosdurezusammensetzung Einfluss auf die Performance der Blattlause hat, da
die Unterschiede zwischen den Pflanzenarten meist essentielle, phagostimulante und
bzw. oder nutritive Aminosduren betreffen. Bei den Zuckern sind die Konzentratio-
nen von Glucose, Fructose und Raffinose unterschiedlich zwischen den Extrakten der
verschiedenen Pflanzenarten. Jedoch sind diese Zucker hauptsichlich Speichersub-
stanzen, d. h. sie sind kaum in dem fiir Blattlduse 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 Siebréhren. Die Ergebnisse sind jedoch
nicht quantifizierbar, weshalb die Gewebeextraktion als weitere Methode genutzt
wurde. Dieses Vorgehen lédsst eine Quantifizierung iiber das Frischgewicht zu, jedoch
beinhaltet das Extrakt neben dem Phloemsaft auch fiir die Erndhrung 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 Riickschliisse auf die Menge der Aminoséiu-
ren in den Phloemproben gezogen werden kénnen. Das Ergebnis war, dass zwar die
vorherrschenden Aminosiuren Asparagin und Asparaginsiure mit beiden Methoden
die gleichen sind, aber sich die geringer abundanten Aminosiduren stark unterschei-
den. Demzufolge kann man mit Hilfe der Gewebeproben keine Riickschliisse auf die

Phloemzusammensetzung ziehen.

Es ist bekannt, dass Blattlausbefall Verinderungen in der Zusammensetzung des
Phloemsaftes verursachen kann. Somit stellt sich die Frage, ob auch bei unseren
verwendeten Pflanzen und Blattlausrassen durch Blattlausbefall die Phloemsaftzu-
sammensetzung verandert wird. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden Kon-
trollpflanzen ohne Blattlausbefall mit Pflanzen verglichen, die mit der auf sie spezia-
lisierten Wirtsrasse infiziert wurden. In jeder Pflanzenart wurden Aminosiduren und
Zucker gefunden, deren Gehalte auf Blattlausbefall mit einem Anstieg oder Absinken
reagieren. Die betreffenden Aminosduren und Zucker unterschieden sich in Abhingig-
keit von der Pflanzenart und bzw. oder verwendeten Methode. Die Anteile einiger v.
a. essentieller Aminoséuren, wie z. B. Phenylalanin, Tryptophan, Lysin, Valin, Histi-
din, Arginin und Methionin stiegen bei Blattlausbefall hdufig an. Dies ist von Vorteil
fiir die Blattlaus, da sie weniger abhéngig von den fiir sie essentielle Aminoséduren
herstellenden Endosymbionten wird. Die Konzentrationen von Saccharose, Stachyo-
se und Verbascose steigen ebenfalls bei Blattlausbefall haufiger an. Dies konnte von
Vorteil fiir die Blattlaus sein, da v. a. Saccharose als phagostimulante Substanz die
Performance erhdht. Die Ursache fiir den Anstieg konnten Speichelproteine der Blatt-
laus sein, die entweder zur Seneszenz und zum Freisetzen von Aminosduren aus den
Proteinen fithren und bzw. oder direkt in den Metabolismus der Pflanze eingreifen.
Es gibt jedoch auch einige, meist nicht essentielle Aminoséduren, deren Gehalt bei
Blattlausbefall eher sinkt, wie z. B. Alanin, Asparagin und Asparaginsdure. Raffino-

se ist der einzige Zucker, deren Konzentration hiufig bei Blattlausbefall sinkt. Da ein
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6 Zusammenfassung

geringerer Aminosdure- und Zuckergehalt in der Regel nachteilig fiir die Blattlaus

ist, stellt ein Absinken vermutlich eine Abwehrreaktion seitens der Pflanze dar.

Zuletzt stellen sich die Fragen, ob die durch Blattlausbefall bedingten Verédnderungen
rassenspezifisch sind bzw. ob die Pflanze die Blattlausrasse erkennt. Dazu wurden die
Ergebnisse von Kontrollpflanzen mit Pflanzen verglichen, die entweder mit der spe-
zialisierten oder einer fremden Wirtsrasse infiziert wurden. Die Untersuchung ergab,
dass sich die Anteile einiger Aminosiuren und Zucker unabhéngig von der Rasse nicht
verdndern oder gleichartig verhalten. Es gibt aber auch Aminoséuren (Leucin, Lysin,
Phenylalanin, Arginin und S-Methylmethionin) und Zucker (Glucose und Raffinose),
deren Gehalte sich rassenspezifisch verdndern. Die Verdnderungen sind in der Regel
zum Vorteil fiir die spezialisierte Rasse und bzw. oder zum Nachteil fiir die fremde
Rasse. Dies ldsst vermuten, dass die spezialisierte Blattlausrasse an ihre Wirtspflan-
ze angepasst ist und den Pflanzenmetabolismus wahrscheinlich zu ihren Gunsten
verdndern bzw. die Abwehr umgehen kann. Die nicht spezialisierte Rasse dagegen
kann die Pflanzenabwehr scheinbar nicht umgehen oder ist seltener in der Lage, den
pflanzlichen Metabolismus zu ihrem Vorteil zu beeinflussen. Mogliche Ursachen fiir
die rassenspezifischen Pflanzenreaktionen konnen verschiedene Speichelproteine oder
Speichelzusammensetzungen darstellen. Zukiinftig sollte die Speichelzusammenset-
zung verschiedener Blattlausrassen genauer auf Unterschiede untersucht werden, um

dies zu klaren.

In Zukunft sollten die in dieser Diplomarbeit durchgefiihrten Experimente mit mehr
Wirtspflanzen und eventuell weiteren Blattlausrassen wiederholt werden, um zu un-
tersuchen, ob es sich bei den bisherigen Ergebnissen um universelle Muster handelt.
Weiterhin wire es wichtig zu ermitteln, inwieweit die Blattlaus bei der Stylektomie
die Phloemsaftzusammensetzung der Pflanze beeinflusst, da dies die einzige Metho-
de ist, die quantifizierbare Ergebnisse iiber die Nahrung der Blattlaus liefert. Ein
Ansatz wire, den per Stylektomie erhaltenen Phloemsaft einer gerade erst mit einer
Blattlaus besetzen Pflanze mit einer bereits linger mit Blattldusen infizierten Pflanze

zu untersuchen.
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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 different host plants? The amino
acid and sugar composition of phloem sap, the main food source for aphids, is often
described as species specific; thus differences 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 effect
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
differences 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 influences the performance of aphids, because the differences between the plant
species concern most often essential, nutritive and/or phagostimulatory amino acids.
The concentrations of the sugars glucose, fructose and raffinose differ 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 quantified. Thus tissue extraction was performed
additionally. This approach allows a quantification 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 differ 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 differ 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 differed 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 beneficial 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 influence 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.
Raffinose 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 specific 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 differ upon infes-
tation or change independent of the aphid host races. However, the levels of certain
sugars (glucose, raffinose) and amino acids (leucine, lysine, phenylalanine, arginine,

and S-methyl-methionine) change aphid race specific. The changes are in most cases
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beneficial 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 benefit or bypass the plant
defense. However, the unspecialized host race cannot circumvent the plant defense
or is rarely able to influence the plant metabolism to their advantage. A possible
reason for these race-specific plant responses can be differences in salivary proteins
or salivary composition of the host races. In the future, the salivary composition of

different 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 influences the phloem sap composition
of the plant because the stylectomy is the only method that delivers quantifiable
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 Identifizierung der Aminosiuren. CE = collision energy (Kollisionsenergie),
Tonisierungsmodus: positiv.

Aminosdure Selektierte Masse Selektierte Masse Spannung

in Q1 |Dal in Q3 [Dal 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
Asparaginsédure 134.10 74.10 19.00
Glutaminsédure 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 Identifizierung der Aminoséduren. CE = collision energy (Kol-
lisionsenergie), Ionisierungsmodus: positiv.

Aminoséure 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-Asparaginsiure 139.10 77.10 19.00
U-13C,15N-Glutaminséure 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 Identifizierung der Zucker. CE = collision energy (Kollisionsenergie), To-
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
Raffinose 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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