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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Invasion von nicht-nativen Pflanzen stellt eine weltweite Bedrohung der Biodiversitat von
Okosystemen dar. Eine der gangigsten Theorien zum Invasionserfolg von Pflanzen ist die
Enemy release hypothesis, die die schnelle Etablierung und Ausbreitung aufgrund des
Fehlens von Herbivoren erklart. Auf Grundlage dessen wird angenommen, dass sich Pflanzen
nach der Evolution of increased competitive ability (EICA) - Hypothese verhalten und in ihrer
neuen, nicht-nativen Heimat einen Selektionsvorteil besitzen, wenn sie ihre Ressourcen flr
die Verteidigung auf Wachstums- und Reproduktionsmechanismen umverteilen. Bisher ist der
Stand der Forschung Uber das Verhalten von invasiven Pflanzenarten und die Anzahl der
entsprechenden empirischen Studien gering. Im Experiment wurden die beiden Hypothesen
fur das kurzlebige, mehrjahrige Kraut Plantago lanceolata getestet, welches sich von Europa
und Westasien aus in der ganzen Welt verbreitet hat. Dazu wurden Pflanzen aus Samen von
zehn nativen Populationen sowie zehn invasiven Populationen aus Ostasien, Australien,
Neuseeland, Afrika sowie Sud- und Nordamerika unter gleichen Laborbedingungen
aufgezogen und generalistischen herbivoren Raupen von Spodoptera littoralis fur 48 h
ausgesetzt. Die morphologischen Merkmale, die direkte phytochemische Verteidigung und die
plastische Reaktion nach der Behandlung wurden zwischen nativen und invasiven
Populationen verglichen und im Rahmen der EICA-Hypothese betrachtet. Die Untersuchung
der Phytochemie erfolgte mittels Target-Analytik tber fliissigchromatographische Verfahren
mit Tandem-Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS/MS). Die Ergebnisse konnten die
EICA-Hypothese weder eindeutig belegen noch widerlegen. Fir die Bestatigung der
Hypothese sprachen eine signifikant hohere oberirdische Biomasse, ein verringertes
Wurzel/Spross-Verhaltnis und ein signifikant hoéherer Biomasseverlust aufgrund der
Herbivoriebehandlung bei den invasiven Populationen. Bei diesen Populationen wurde in der
phytohormonellen Reaktion eine signifikant verminderte Induktion und ein erhéhter Abbau
bioaktiver Jasmonate sowie eine verringerte Induktion der Abscisinsdure ermittelt. Zudem
wurde anhand verschiedener Intermediate und Prakursoren auf eine verminderte Induktion
des Shikimisaurewegs und des Phenylpropanoid-Biosynthesewegs zur Synthese des
Hauptmetaboliten Verbascosids in den invasiven Populationen geschlossen. Gegen die
EICA-Hypothese sprach u.a. eine verminderte Investition in Fotosyntheseorgane. Blattanzahl,
Blattflache sowie der Gehalt an Fotosyntheseprodukten unterschieden sich zwischen nativen
und invasiven Populationen zwar nicht, jedoch wurde eine signifikant verringerte spezifische
Blattflache beobachtet. Ebenfalls unterschieden sich die konstitutiven Konzentrationen der
Hauptabwehrmetabolite Aucubin, Catalpol und Verbascosid zwischen nativen und invasiven
Populationen nicht. y-Aminobuttersdure und diverse Flavonoide wurden erstmalig im
Zusammenhang der Herbivorie fir P. lanceolata identifiziert und zeigten ausschliel3lich eine

Induktion in den invasiven Populationen, was eher auf eine Umverteilung der
XV



Zusammenfassung

Verteidigungsmechanismen anstatt auf eine Verringerung hinwies. Eine exemplarische
Non-Target-Analyse mittels massenspektrometrischer Verfahren wies im Vergleich zwischen
einer deutschen nativen und einer australischen invasiven Population durch eine differierende
Substanzenverteilung in Folge der Herbivoriebehandlung ebenfalls auf eine Umverteilung hin.
Unter Bericksichtigung, dass die Proben 20 verschiedene, weltweit verteilte Populationen
reprasentierten, waren die ermittelten Unterschiede zwischen nativen und invasiven
Populationen unter gleichen Wuchsbedingungen verhaltnismaRig gering. Der Invasionserfolg
des Spitzwegerichs ist dadurch vermutlich eher durch seine hohe phanotypische Plastizitat
bezlglich seiner morphologischen und metabolischen Eigenschaften, anstatt durch die EICA-

Hypothese zu erklaren.
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Einleitung

1 Einleitung

Pflanzen werden in ihrer Umwelt mit zahlreichen Formen von abiotischem und biotischem
Stress konfrontiert. Sie sind u.a. Hitze, Kalte, Strahlung und Trockenheit ausgesetzt und
mussen gleichzeitig dem Befall von Herbivoren sowie Phytopathogenen Stand halten kénnen,
um sich in einem Okosystem zu etablieren und zu behaupten (ben Rejeb et al., 2014;
Korkina, 2007). Herbivorie ist unter den biotischen Faktoren einer der gré3ten Bedrohungen
fur eine Pflanze (Pellissier et al., 2014). Pflanzen haben daher in inrem jeweiligen Okosystem
eine Vielzahl von komplexen physiologischen, zellularen und molekularen Anpassungen

entwickelt, um dieser entgegenzuwirken (ben Rejeb et al., 2014).

1.1 Resistenzmechanismen der Pflanzen gegeniiber Herbivorie

Die Resistenz gegenuber Herbivorie beschreibt jedes Pflanzenmerkmal, was die Leistung und
die Praferenz des herbivoren Stressors vermindert (Rosenthal & Kotanen, 1994). Diese
Resistenzen der Pflanzen beruhen auf Toleranz- oder Vermeidungsstrategien (Abb. 1).
Toleranz beschreibt dabei die Fahigkeit einer Pflanze ihre Fitness in Bezug auf Wachstum und
Reproduktion nach einer Schadeinwirkung aufrechtzuerhalten und negative Einfliisse zu
reduzieren (Rohner & Ward, 1997; Strauss & Agrawal, 1999). Pflanzen erreichen dies z.B.
durch hohe relative Wachstumsraten, hohe mobilisierbare Speicherkapazitaten in den Wurzeln
oder durch erhéhte Flexibilitat in der Fotosyntheserate (Rosenthal & Kotanen, 1994).
Vermeidungsstrategien umfassen entweder die ,Flucht” der Pflanze oder die Verteidigung. Die
~Flucht“ einer Pflanze beschreibt Adaptionen, bei denen diese saisonale Wachstumsmuster
oder ihren Standort verandern, um nicht im selben Raum oder zur selben Zeit mit Frallfeinden
aufzutreten (Strauss & Agrawal, 1999). Die Verteidigung beschreibt wiederum jedes Merkmal,
dass der Pflanze wahrend der Anwesenheit eines biotischen Stressors einen Fitnessvorteil
verleiht (Mithéfer & Boland, 2012; Rohner & Ward, 1997). Pflanzen verteidigen sich gegen
Herbivorie mit mechanischen Anpassungen wie Dornen, Stacheln sowie einem erhohten
Lignifizierungsgrad oder in Form der chemischen Verteidigung. Weitere
Verteidigungsstrategien sind Veranderungen in der Pflanzenarchitektur oder Reduzierungen
der Nahrstoffgehalte (Rohner & Ward, 1997).
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<

Verteidigung
e
Resistenz < Flucht <

Toleranz

Abb. 1: Resistenzstrategien der Pflanzen zur Bewaltigung von Stress durch Herbivorie; modifiziert nach
(Rosenthal & Kotanen, 1994).

Pflanzen nutzen im Rahmen ihrer Verteidigung zwei Strategien. Sie besitzen zum einen eine
immer prasente konstitutive Form, um sich zu verteidigen. Bei dieser Strategie sind
Mechanismen wie z.B. die Anwesenheit einer bestimmten Substanz kontinuierlich vorhanden
und bleiben durch einen Stressor unbeeinflusst. Zum anderen existiert eine induzierbare aktive
Verteidigung, die auf einen Reiz hin ausgeldst wird (Mithdfer & Boland, 2012). Bei dieser Art
der Verteidigung kommt es nach einer Verwundung zu einer massiven Umstrukturierung des
Stoffwechsels mit dem Ziel, das betroffene Gewebe abzuschirmen und das Ausmalfl weiterer
Schaden zu begrenzen (Bernards & Bastrup-Spohr, 2008).

Die konstitutive und die induzierte Verteidigung kénnen direkt oder indirekt erfolgen
(Mithofer & Boland, 2012; Rosenthal & Kotanen, 1994). Die direkte Verteidigung hat
unmittelbar einen Einfluss auf den Agressor, wahrend die indirekte Verteidigung auf
Interaktionen mit Organismen hoherer Trophieebenen beruht. Diese Organismen stellen
Parasitoide oder Pradatoren der Herbivoren dar (Mithéfer & Boland, 2012).

Neben ihren primaren Stoffwechselprodukten wie Aminosauren, Monosacchariden und
Nucleotiden, welche essentiell fir den Aufbau von Makromolekilen und damit entscheidend
fur Wachstum und Reproduktion sind, produzieren Pflanzen ein breites Spektrum an
Sekundarmetaboliten (Korkina, 2007). Diese sind nicht an primaren Stoffwechselvorgangen
beteiligt, sondern erfillen vielfaltige andere Funktionen. Sie fungieren u.a. als Schutz vor
Strahlung, reaktiven Sauerstoffspezies sowie Herbiziden und bieten z.B. als Lockstoffe flr
Bestauber Vorteile in der Reproduktion. Dartiber hinaus haben die Substanzen eine grolie
Bedeutung in der Verteidigung gegen Pradatoren, Parasiten und Pathogene sowie gegen
andere Pflanzen, die um denselben Standort konkurrieren (Korkina, 2007). Primarmetabolite,
darunter vor allem Aminosauren und Zucker, werden als Prakursoren Uber vielfaltige

Biosynthesewege in Sekundarmetabolite umgewandelt. Die drei grofiten Klassen an
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Sekundarmetaboliten in Pflanzen sind Phenylpropanoide, Isoprenoide und Alkaloide
(Korkina, 2007).

Die Wirkung von direkten Verteidigungsmetaboliten kann toxisch sein oder die Verdauung
erschweren (Dobler et al., 2011). Bei vielen Voégeln und Saugetieren wie beim Menschen
sprechen einige dieser Substanzen darlber hinaus die Bitterrezeptoren an, was die Pflanze
ungenielBbar macht. Obwohl die Geschmacksempfindung bei Insekten nicht mit der beim
Menschen zu vergleichen ist, haben die meisten bitteren Substanzen auch eine
abschreckende Wirkung auf Insekten (Dobler et al, 2011). Die indirekten
Verteidigungsmetabolite werden vor allem durch volatile organic compounds (VOCs)
reprasentiert, die dem Anlocken von Organismen aus hdheren Trophieebenen dienen. VOCs
werden im Rahmen der induzierten Abwehr nach einer mechanischen oder herbivoren
Schadeinwirkung freigesetzt (Mithdfer & Boland, 2012). Sie kénnen darlber hinaus auch
gleichzeitig zur Kommunikation mit benachbarten Pflanzen dienen und diese so vor einem
herbivoren Befall warnen. Die VOCs werden hauptsichlich von Terpenoiden,
Fettsdurederivaten und wenigen aromatischen Verbindungen reprasentiert. Eine andere
Maoglichkeit der indirekten Verteidigung besteht z.B. in der Bildung von Wohnraum fur
Pradatoren durch phanotypische Anpassungen der Pflanze (Mithofer & Boland, 2012).

1.1.1 Phytohormon-Signaling und induzierte Verteidigung

Pflanzen sind im Rahmen der induzierten Verteidigung gegentiber Herbivorie, Pathogenen
und mechanischen Schaden hochempfindlich. Nach Detektion eines Stressors wird eine
intrazellulare Signalkaskade ausgelost, welche Verteidigungsgene aktiviert und eine
physiologische, zellulare oder biochemische Reaktion induziert. Die Antwort auf einen Reiz
kann gezielt am befallenen Kompartiment stattfinden oder sich systemisch in geringeren
Intensitaten auf die ganze Pflanze Ubertragen (Korkina, 2007; Mithéfer & Boland, 2012). Je
nach Art des Stressors werden bestimmte Molekile von den Pattern recognition receptors
(PRR) an der Gewebeoberflache detektiert. Diese werden durch die sogenannten microbe-
oder pathogen associated molecular patterns (MAMP/PAMP), die herbivore associated
molecular patterns (HAMP) und die damage associated molecular patterns (DAMP)
reprasentiert (Erb et al., 2012).

Der erste Kontakt zwischen Insekt und Pflanze entsteht bei der Landung und der Bewegung
des Herbivoren auf der Oberflache der Pflanze und wird sehr sensitiv von der Pflanze Gber
Mechanostimulation und freigesetzte DAMPs beim Brechen von Trichomen registriert. Wenn
das Insekt nun anfangt an der Pflanze zu fressen, wird die gesamte Integritat des Gewebes
gestort. Viele Antworten der Pflanze gegen Herbivore werden alleine durch DAMPs im

Rahmen der Wound-induced resistance (WIR) der Pflanze ausgel6st (Erb et al., 2012). Diese
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DAMPs kénnen z.B. durch Zellwandfragmente wie Oligosaccharide oder Peptidhormone, die
beim Zerstéren des Zellverbandes freigesetzt werden, reprasentiert werden. Daneben
scheinen Pflanzen auch eine Reihe von Verbindungen wahrzunehmen, welche von den
Herbivoren selbst wahrend des Fralies freigesetzt werden. Bei diesen Substanzen wird von
HAMPs gesprochen, welche durch Substanzen der oralen Sekretion der Insekten reprasentiert
werden. Darunter befinden sich u.a. Fettsaure-Aminosaure-Konjugate, Caeliferine, Peptide
verdauter Pflanzenproteine sowie Lipasen (Erb et al., 2012). Da Pflanzen sehr sensitiv sind
und verschiedene Insektenspezies differierende HAMPs besitzen, kénnen Pflanzen sehr
gezielt reagieren. So kdnnen diese z.B. die Art der Herbivorie unterscheiden und registrieren,
ob es sich um ein saugendes oder kauendes Insekt handelt. Die Eiablage von Insekten auf

einer Pflanze stellt eine weitere Moglichkeit dar, Herbivore zu registrieren (Erb et al., 2012).

Nach Bindung an den PRR wird eine Signalkaskade ausgeldst, an deren Anfang z.B. die
enzymatische Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies oder eine Depolarisierung der
Zellmembran durch den Einstrom von Ca?*-lonen und die Aktivierung von Proteinkinasen
steht. AnschlieRend werden entsprechende Signalwege Uber Phytohormone aktiviert. Die
strukturelle Vielfalt von Substanzen, die als Phytohormone agieren kénnen ist sehr grof
(Abb. 2) (Nguyen et al., 2016).

a)
o

b) c)
OH
Q H
- o Hw)\
H
COOH H o

Abb. 2: Auswahl von Strukturen verschiedener Phytohormone. a) Jasmonsédure, b) Salicylsdure, c) Ethylen,
d) Abscisinsaure, modifiziert nach Ueda et al. (2020) und Nambara & Marion-Poll (2005).

Der Signalweg Uber Jasmonate (Abb. 3) ist in den meisten Pflanzen der Hauptregulator in der
Verteidigung gegen Herbivorie (Erb et al., 2012). Jasmonate gehoren zu den Oxylipinen und
werden aus dreifachungesattigten Cis- und Cie-Fettsduren im Rahmen der enzymatischen
Oxygenierung gebildet. Die bekannteste und einfachste Form der Jasmonate ist die
Jasmonsaure (JA) (Acosta & Farmer, 2010). Die biologisch aktivste Form ist das
Jasmonyl-Isoleucin (JA-lle), welches nach der Wahrnehmung des herbivoren Stressors
synthetisiert wird und zur Transkriptionsaktivierung der entsprechenden Abwehrreaktion fiihrt.
Diese Signalkaskade wird aus einem Zusammenspiel von unspezifischen DAMPs der Pflanze
selbst und durch spezifischere HAMPs des entsprechenden Insekts ausgelost. Die
Jasmonat-Signalkaskade |6st hauptsachlich die allgemeinen Resistenzmechanismen einer
Pflanze aus. Um spezifischere Antworten auf einen besonderen Aggressor zu generieren,

werden JA-unabhangige Hormonreaktionswege wie zum Beispiel Uber die in Pflanzen
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naturlich vorkommende Salicylsdure (SA) bestritten (Erb et al., 2012; Popova et al., 1997). JA
aktiviert Verteidigungsmechanismen bei kauenden Insekten, wahrend die Signalkaskade bei
saugenden Insekten Uber SA erfolgt. Meistes wird jedoch das JA-Signaling durch die WIR
mitaktiviert. Um dennoch eine Spezifitdt der Reaktion zu erreichen, findet ein
Phytohormon-Crosstalk statt. Dieser beeinflusst, abhangig von den mitinduzierten
Phytohormonen, die JA-induzierte Genexpression. Am besten sind die Interaktionen zwischen
SA, Ethylen (ET) und JA untersucht. Wahrend SA ein Antagonist von JA ist, kann ET sowohl
synergistisch als auch antagonistisch tber Transkriptionsregulatoren wirken (Erb et al., 2012).
Ein weiteres Hormon, welches einen sehr engen Crosstalk mit JA eingeht, ist Abscisinsaure
(ABA) (Erb et al., 2012). ABA besitzt einen C1s-Kdrper, gehdrt zu den Terpenoiden und wird
aus der enzymatischen Spaltung von Cso-Carotinoiden wie Zeaxanthin gebildet
(Nambara & Marion-Poll, 2005). Nach einem herbivoren Stressor kann der erhohte
ABA-Spiegel die JA-gesteuerten Abwehrreaktion modulieren, was die Transkription und die
JA-Synthese beeinflusst. JA und ABA besitzen zum Teil identische Regulatorproteine,
wodurch diese sich synergistisch verstarken kénnen. Eine der Hauptfunktionen von ABA ist
die Induktion von Resistenzmechanismen gegen abiotische Stressoren. Darunter ist die
Wirkung als Signal auf Trockenstress eine der Hauptfunktionen. Trockenstress und Herbivorie
gehen oft miteinander einher, da es zum erhdhten Wasserverlust Uber das geschadigte
Gewebe kommt. Zur Induktion von ABA wahrend eines herbivoren Stressors reicht die
mechanische Schadigung allerdings nicht aus, sondern bendétigt spezifische HAMPs
(Erb et al., 2012).

Auf Grundlage des Crosstalks werden bestimmte Gene aktiviert, die fir defensive
Proteinstrukturen codieren kénnen. Das kdnnen u.a. Enzyme zur Biosynthese bestimmter
Sekundarmetaboliten oder Proteinaseinhibitoren, welche die Verwertung von Proteinen im
Verdauungstrakt der Insekten erschweren, sein (Erb et al., 2012). Des Weiteren werden Gene
aktiviert, die fir Enzyme aus der Synthese von Linolsaure bis zum JA-lle codieren, um die
Produktion des Phytohormons zu erhéhen und die Antwort zu verstarken
(Acosta & Farmer, 2010).
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Abb. 3: Signaling in einer Pflanzenzelle am Beispiel des vereinfachten Jasmonat-Pathways unter Einfluss eines
herbivoren Stressors; modifiziert nach Arimura et al. (2011), Acosta & Farmer (2010) und Meena et al. (2019).
Gestrichelte Linien zeigen mehrere Schritte vereinfacht dargestellt an; rot gekennzeichnete Bereiche zeigen die
Beteiligung von Proteinen oder Reaktionen unter Beteiligung von Enzymen an. (1) Bindung der herbivore
associated molecular patterns (HAMPs) und der damage associated molecular patterns (DAMPs) an die pattern
recognition receptors (PRR), (2) Depolarisierung an der Zellmembran durch Offnung von Ca2?*-Kanilen und
Aktivierung von Proteinkinasen (PK), (3) Aktivierung von Lipasen in der Membran der Plastide, (4) enzymatische
Synthese des Prékursors 12-oxo-Phytodienonsaure (OPDA) in den Plastiden, (5) Enzymatische Synthese von
Jasmonséure (JA) aus OPDA in den Peroxisomen, (6) Uberfilhrung von JA in die biologisch aktive Form
Jasmonyl-Isoleucin (JA-lle) mittels Jasmonsaure-Aminosaure-Synthetase (JAR1) im Cytosol, (7) Aktivierung des
Abbaus des Repressors jasmonate ZIM- domain protein (JAZ) im Nucleus, (8) Aufhebung der Hemmung von
Transkriptionsfaktoren durch JAZ, (9) Aktivierung der Transkription von Verteidigungsgenen durch die aktivierten

Transkriptionsfaktoren.
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1.2 Die genetische Variabilitat von Pflanzenpopulationen

Die genetische Variation von Pflanzenarten ist zwischen verschiedenen Populationen einer
Art nicht konstant und kann je nach Umwelteinflissen stark variieren. Darunter weisen
kurzlebige, sich schnell reproduzierende Arten die hdchste genetische Variabilitat auf
(Smith et al., 2020). Diese natlrliche genetische Variabilitat ist abhangig von verschiedenen
Faktoren. Sie resultiert aus einem komplexen Zusammenspiel eines diversifizierenden Effekts
der demographischen Variation bezlglich Dichte, Fruchtbarkeit und Wachstumsrate einer
Population, welcher aus dem entsprechenden Selektionsdruck am Standort folgt, und aus
homogenisierenden Effekten, welche sich aus der Ausbreitung einer Art ergeben. Die
Ausbreitung einer Art flhrt zu einem Genfluss zwischen Populationen, welcher wiederum zur
Verringerung von genetischen Unterschieden zwischen Populationen fihrt. Die Variabilitat der
demographischen Leistung beeinflusst wiederum die effektive Populationsgréfie und damit
ebenfalls die genetische Variabilitat (Smith et al., 2020).

Der Mensch stellt einen grof3en Storfaktor der naturlichen genetischen Variabilitat dar. Durch
menschliche Aktivitaten im Rahmen der Globalisierung wie das interkontinentale Reisen, der
Handel sowie der Kultivierung von nicht-heimischen Arten kommt es zur Einfuhrung von Arten
Uber naturgegebene Grenzen wie Ozeane oder Gebirgsketten hinweg, die diese durch
naturliche Prozesse nicht selbst Gberwunden hatten (Hulme, 2009; Smith et al., 2020).

Durch eine Verbreitung Uber eine weite Entfernung und auch durch wiederholte Einschleppung
einer Art kann es zur Befreiung von demographischen Zwangen einer nicht-nativen Art
kommen, da der naturliche Kompromiss, d.h. der Abgleich zwischen einer Investition in
Kolonisierung oder dem Wettbewerb mit anderen Arten, aufgehoben wird. Die genetische
Variabilitdt kann an einem neuen Standort auf verschiedene Weise beeinflusst werden
(Smith et al., 2020). Einerseits kann es aufgrund des Griindereffekts, bei dem die genetische
Auspragung der neuen Population durch einzelne Individuen bestimmt wird, zur Verringerung
der genetischen Variabilitat flihren. Andererseits kann es auch zur Erhéhung der genetischen
Variabilitdt kommen, welche durch Prozesse wie Vermischungen verschiedener Populationen,
Hybridisierungen, Mutationen und kryptische Mutationen ausgelést wird (Smith et al., 2020).
Wenn 0kologische Einschrankungen durch adaptive phéanotypische Anpassungen oder
nicht-adaptive Anpassungen wie dem wiederholten Einflihren einer neuen Art lUberwunden
werden, kdnnen einheimische Pflanzen mit angepassten Merkmalen in ihrer PopulationsgréRe
stark beeintrachtigt werden (Smith et al., 2020). Die Etablierung von nicht-nativen, invasiven
Arten stellt eine der Hauptursachen des Rickgangs der weltweiten Artenvielfalt und daher eine
signifikante Bedrohung fiir die bestehende, natiirliche Biodiversitat eines Okosystems dar.
Invasive Arten weisen oft Merkmale auf, die sie wettbewerbsfahiger gegentber Pflanzenarten

der urspringlichen Flora machen und diese dadurch auskonkurrieren. Sie haben meistens
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hdéhere Reproduktions- und Wachstumsraten sowie hdhere phanotypische Plastizitaten
(Kato-Noguchi et al., 2015).

1.2.1 Anpassung der Verteidigungsstrategien

Herbivore Insekten werden im Allgemeinen je nach ihrer Nahrungsbreite in Generalisten und
Spezialisten eingeteilt. Insekten, welche sich nicht auf bestimmte Pflanzenarten mit
bestimmten Allelochemikalien spezialisieren und ein breites Nahrungsspektrum aufweisen,
werden als Generalisten bezeichnet (Rothwell & Holeski, 2019). Insekten, welche sich
ausschlieBlich von wenigen engverwandten Pflanzen mit spezifischen Allelochemikalien
ernahren, werden in der Regel als Spezialisten bezeichnet. Spezialisten sind u.a. in der Lage
Allelochemikalien ihrer Wirtspflanze anzureichern, um z.B. selbst die Schmackhaftigkeit fir
Fral3feinde zu verlieren oder nutzen diese als Stimulantien zur Eiablage (Inderjit, 2012). Diese
Art der Interaktion zwischen Pflanzen und Herbivoren ist ein Ergebnis eines langen
Koevolutionsprozesses. Wahrend die Herbivoren einen selektiven Druck auf die Pflanze
ausuben, ihre Produktion an Allelochemikalien anzupassen und neue Verteidigungsstrategien
zu finden, Ubt die Wirtspflanze ebenfalls einen selektiven Druck auf die Herbivoren aus, welche
daraufhin ihre Toleranz- und Detoxifizierungsmechanismen evolvieren
(Rothwell & Holeski, 2019).

Wachsen die Populationen einer Pflanzenart in verschiedenen Okosystemen der Welt, sind
sie unterschiedlichen abiotischen und biotischen Stressoren ausgesetzt. Unterschiedliche
Okosysteme resultieren in unterschiedlichen Pflanzen-Herbivoren-Interaktionen. Zum einen
werden Herbivore ebenfalls von ihrer biotischen und abiotischen Umwelt beeinflusst, was eine
unmittelbare Auswirkung auf ihre Artenzusammensetzung und den relativen Anteil einer Art in
der Herbivorengemeinschaft mit sich fuhrt (Pellissier et al., 2014). Zum anderen kann die
abiotische Umwelt die metabolische Aktivitdt und damit die Resistenzmechanismen einer
Pflanze beeinflussen. So kann beispielsweise thermischer Stress zu oxidativem Stress in der
Pflanze fuhren, was oft negativ mit dem Proteinstoffwechsel und der Synthese von
Sekundarmetaboliten korreliert ist (Pellissier et al., 2014). Ein weiterer wichtiger Faktor ist die
Variation innerhalb der Bodenmikroorganismengemeinschaften, wie den arbuskularen
Mykorrhizapilzen (AMF), da viele dieser Mikroorganismen bekanntermalien die
Resistenzmechanismen der Pflanzen modifizieren und steigern kénnen (Fontana et al., 2009;
Pellissier et al., 2014). Die meisten invasiven Pflanzenarten, die ein neues Okosystem
erschliel®en, sind einem geringeren selektiven Druck als an ihren urspriinglichen Standorten
ausgesetzt, da die invasive Art nicht zum Nahrungsspektrum der einheimischen Herbivoren
gehort. Die Enemy release hypothesis (EHR) besagt daher, dass nicht-heimische Pflanzen in
einem neuen Gebiet weitgehend frei von Spezialisten sind, sofern diese nicht ebenfalls

eingefuhrt wurden (Inderjit, 2012). Im nicht heimischen Bereich begegnen Pflanzen dennoch
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einer Reihe von neuen Generalisten. Die Hypothese nimmt jedoch an, dass generalistische
Herbivoren bekannte native Spezies den invasiven Pflanzen vorziehen (Schaffner et al., 2011).
Die Induktion von spezifischen Abwehrmechanismen der Pflanze, wie z.B. die Produktion von
Verteidigungssubstanzen durch Stress, verursacht physiologische Kosten. Dies korreliert
negativ mit dem Wachstum und der Reproduktion, da den Pflanzen fir ihre Entwicklung
weniger Ressourcen zur Verfugung stehen. Pflanzen missen daher je nach Grad der
Herbivorie einen Kompromiss zwischen Verteidigung und Wachstum eingehen. Auf Grundlage
dessen ergeben sich verschiedene Theorien zur Anpassung der Verteidigungsstrategien einer
invasiven Pflanzenart (Abb. 4) (Inderjit, 2012; de Deyn et al., 2009):

1.) Evolution of increased competitive ability — Hypothese

Die Evolution of increased competitive ability (EICA) - Hypothese folgt dem Leitsatz ,Grow or
defend“. Sie besagt, dass invasive Pflanzenarten, welche in einem neuen Okosystem FuR
fassen, bei einem geringen Grad von Herbivorie ihre Ressourcen weniger in
Resistenzmechanismen investieren, sondern auf Kapazitaten fir Wachstum und Reproduktion
umverteilen. Das bietet invasiven Arten oft einen Wettbewerbsvorteil gegentber nativen
Standortkonkurrenten (Callaway & Ridenour, 2004).

2.) Shift in defense hypothesis

Die Shift in defense hypothesis (SDH) prognostiziert fur invasive Pflanzen hingegen, dass
Abwehrchemikalien, die in der Produktion fiir die Pflanze sehr kostenintensiv sind, gesenkt
werden, wahrend die Produktion von weniger energieaufwendigen, toxischen Substanzen
erhoht wird. Pflanzen besitzen daher einen Selektionsvorteil in einer Pflanzengemeinschaft,
wenn sie geringe Gehalte von kostenintensiven Abwehrchemikalien unter Abwesenheit von

Herbivoren vorweisen (Inderijit, 2012).

3.) Novel Weapon hypothesis

Die Novel Weapon hypothesis (NWH) sagt fur invasive Pflanzenarten eine Produktion von
neuartigen Abwehrchemikalien voraus. Diese Theorie stitzt sich auf eine Auspragung von
Allelochemikalien der Pflanzen, welche der invasiven Art einen Wettbewerbsvorteil aufgrund
der Wachstumshemmung benachbarter Pflanzen der Gemeinschaft bietet. Benachbarte
Pflanzen aus dem urspringlichen Gebiet der invasiven Pflanzenart sind an entsprechende
Substanzen angepasst. Diese Ressourcenumverteilung kann einen indirekten Effekt auf die
Herbivorengemeinschaft haben (Inderjit, 2012; Schaffner et al., 2011). Entsprechende
Verbindungen kénnen nicht nur eine hemmende Wirkung auf andere Pflanzen haben, sondern
auch andere Organismen negativ beeinflussen, wodurch entsprechende Pflanzen von

Generalisten vermieden werden kénnten (Jose et al., 2013; Schaffner et al., 2011).
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Bisher bestehen nur wenige empirische Studien, die sich mit der chemischen Okologie und
damit mit einem entscheidenden Verhalten von invasiven Pflanzenarten sowie den
Interaktionen mit anderen Organismen im nicht-heimischen Okosystem beschéaftigen. Somit
stellen die Hypothesen nur Modelle und keine erwiesenen ékologischen Strategien dar. Dies
erfordert dringenden Forschungsbedarf, um Ausbreitungsmechanismen der invasiven

Pflanzenarten besser zu verstehen und bestehende Okosysteme zu schiitzen.

Eingefiihrter
Nativer Bereich 9 .
Bereich

Herbivorie von Keine Spezialisten,
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Abb. 4: Hypothesen des Verhaltens von Pflanzen in ihrem heimischen Raum (links) und in eingefuihrten Gebieten
(rechts); modifiziert nach Curtis et al. (1777) und Inderjit (2012). Gestrichelte Linien zeigen Nebenhypothesen an.
Abkiirzungen (JA = Jasmonsaure; EICA = Evolution of increased competitive ability; ERH = Enemy release
hypothesis; NWH = Novel weapon hypothesis; Pl = Proteinaseinhibitoren; PPO = Polyphenoloxidasen;
SA = Salicylsaure; SDH = Shift in defense hypothesis; VOCs = Volatile organic compounds).
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1.3 Der Modellorganismus Plantago lanceolata

Plantago lanceolata, auch als Spitzwegerich bekannt, gehért zur Familie der Plantaginaceae
und ist ein kurzlebiges, mehrjahriges Kraut (Stewart, 1996). Die Pflanze, welche urspriinglich
aus Europa sowie Westasien stammt, hat sich als invasive Art inzwischen auf der ganzen Welt
verbreitet (Abb. 5). Die Verbreitung und Etablierung von P. lanceolata Uber seine
Ursprungsgebiete hinaus war eine Folge menschlicher Aktivitaten, zu denen unbeabsichtigte

Fernverbreitung, wiederholte Einfiihrungen, aber auch Kultivierung zahlen (Smith et al., 2020).

Abb. 5: Die Verbreitung von Plantago lanceolata (rechts dargestellt) von rot nach gelb: Abnahme der Starke der
Verbreitung; modifiziert nach GBIF (2019) und Curtis et al. (1777).

Plantago lanceolata ist vor allem im Grasland der gemaRigten Zonen, aber auch in
subtropischen Gebieten, vorzufinden. Die Art etabliert sich sehr schnell in einem Okosystem,
da sie auf unterschiedlichen Béden wachsen kann und eine hohe Toleranz gegenilber
Trockenheit, Hitze, haufigen Pflanzenkrankheiten sowie -schadlingen besitzt
(de Deyn et al., 2009; Stewart, 1996). Die Art kann in einem weitem pH-Bereich von 4,2 bis
7,8 sowie auf Bdden verschiedenster Textur wachsen. Die Pflanze passt sich an
unterschiedliche Anteile organischer Substanz im Boden an und toleriert niedrige
Nahrstoffgehalte. Plantago lanceolata hat daher oft einen Wettbewerbsvorteil gegenlber
Grasern auf wenig fruchtbaren Béden (Stewart, 1996). Eine Strategie des Spitzwegerichs
besteht zum Beispiel darin bei niedrigen Stickstoffgehalten in Boden, seine Blattanzahl, die
Gesamtbiomasse sowie das Sprosswachstum anzupassen und entsprechend zu reduzieren.
Zudem ist er fahig Nahrstoffe aus tieferen Bodenschichten durch ein tieferes Wurzelwachstum

zu mobilisieren (Stewart, 1996).
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1.3.1 Die Chemische Verteidigung von Plantago lanceolata

Auf Plantago lanceolata sind eine Vielzahl von Schadlingen beschrieben. Zu seinen
wichtigsten Blattfressern gehéren Gallmicken, Risselkafer wie der Spitzwegerich-Spezialist
Mecinus pascuorum, und Erdflohe. Zudem ist ein Spektrum an Nematoden auf dem
Spitzwegerich vermerkt. Herbivore wie Schnecken haben wiederum eine geringe Affinitat zur
Pflanze (Adler et al., 1995; Stewart, 1996).

In den meisten Studien, welche sich mit dem Spitzwegerich im Zusammenhang mit Herbivorie
beschaftigen, stehen ausschliellich dessen Hauptmetabolite im Fokus. Im Rahmen seiner
direkten chemischen Verteidigung finden sich darunter die Iridoidglykoside Aucubin und
Catalpol (Abb. 6) sowie das Phenylpropanoid Verbascosid (Abb. 8) (Adler et al., 1995;
de Deyn et al., 2009). Abseits dieser Verbindungen zur Verteidigung gegen Herbivorie ist fur
P. lanceolata wenig beschrieben und bekannt, was weiteren Forschungsbedarf erfordert. In
der Literatur findet sich jedoch eine Reihe von weiteren Substanzen, die flir den Spitzwegerich
nachgewiesen wurden und in anderen Pflanzen eine defensive Wirkung gegen Herbivore
aufweisen. Darunter fallen vor allem phenolische Verbindungen. Ferrazzano et al. (2015)
wiesen z.B. die Flavonoide Apigenin, Luteolin, Luteolosid, Rutin, Quercetin und Kaempferol

sowie verschiedene Derivate des Phenylpropanoids Chlorogensaure nach.

1.3.1.1 Iridoidglykoside

Iridoidglykoside sind in P. lanceolata in Konzentrationen von 0 bis weit Uber 12% des
Pflanzentrockengewichtes nachzuweisen. Ein Teil dieser Variation ist genetisch festgelegt
(Barton, 2013; Dobler et al., 2011). Iridoidglykoside stellen sekundare Pflanzenverbindungen
dar und sind in Uber 50 weiteren Pflanzenfamilien vertreten. Sie gehdren einer gro3en Gruppe
von Terpenderivaten an und werden Uber den Isoprenoid-Biosyntheseweg hergestellt und in
den Zellvakuolen gespeichert (de Deyn et al., 2009). Alle Iridoidglykoside haben ein &hnliches
Grundgerust. Sie stellen eine Gruppe von Cyclopentanoidmonoterpen-abgeleiteten
Verbindungen dar, welche acht, neun oder zehn Kohlenstoffatome besitzen und an den
C+-Kohlenstoff eines Monosaccharids, meistens 8-D-Glucose, gebunden sind. Iridoidglykoside
besitzen eine hohe Strukturvielfalt bezilglich ihrer funktionellen Gruppen am
Monoterpengrundgertist. Darunter kénnen verschiedene Zucker, Hydroxy- oder
Epoxygruppen zu finden sein (Dobler et al., 2011). Pflanzen enthalten konstante Mengen an
Iridoidglykosiden, kénnen jedoch die Produktion der entsprechenden Komponenten durch
Induktionsmechanismen als Reaktion auf Herbivorie oder Krankheitserreger erhéhen
(de Deyn et al., 2009; Hamida et al., 2002). Auf Generalisten kdnnen Iridoidglykoside einen
abschreckenden oder toxischen Effekt haben, wahrend Spezialisten diese als

Phagostimulantien und Stimulantien zur Eiablage nutzen (Hamida et al., 2002).
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Die Wirkung der Substanzen gegen generalistische Herbivore ist sehr vielfaltig. Die einfachste
ihrer Wirkungen ist eine Abschreckung durch Verringerung der Schmackhaftigkeit der Pflanze
(Dobler et al., 2011). Die enzymatische und nicht-enzymatische Hydrolyse im
Verdauungssystem der Insekten stellt die Grundlage der toxischen Wirkung dar. Vor allem
durch B-Glucosidasen werden die wenig reaktiven Glykoside in ihre hochreaktiven Aglykone
metabolisiert. Die enzymatisch gebildeten Aglykone stellen Dialdehyde ahnlich dem
Glutaraldehyd dar, welche als alkylierende Agentien an nucleophile Seitenketten Uber eine
Iminausbildung binden kénnen (Hamida et al., 2002). So flihren diese Verbindungen zur
Denaturierung von Aminosauren, Proteinen und Nucleinsduren (Abb. 7). Eine Vermutung ist,
dass die Aglykone die Insekten direkt beeinflussen kdnnen, indem sie als Enzyminhibitoren
fungieren und dadurch u.a. die Prostaglandin- und Leucotriensynthese unterbinden. Eine
andere Vermutung ist die Reduktion der Qualitdt der aufgenommenen Nahrung, da z.B.
veranderte Proteine schwerer verdaut werden konnen. Dies kann zu einer verlangsamten
Entwicklung des Insekts fuhren (Adler et al., 1995, Dobler et al., 2011). Fir P. lanceolata und
viele andere Pflanzenarten ist dariber hinaus ein duales Verteidigungssystem aus
pflanzeneigenen B-Glucosidasen und den glykosidisch gebundenen Verbindungen
beschrieben (ben Rejeb et al., 2014; Pankoke et al., 2013). Aglykone kénnen auf dieser
Grundlage auch schon in der Pflanze bei Zerstérung der Pflanzenzelle entstehen. Hierbei
werden die in den Vakuolen gespeicherten Glykoside mit den mit der Membran assoziierten
Enzymen im Cytoplasma in Kontakt gebracht. Durch das duale Verteidigungssystem besteht
innerhalb von P. lanceolata auch eine starke Wirkung der Iridoidglykoside gegen Pathogene
(Hamida et al., 2002; Pankoke et al., 2013).
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Abb. 6: Die Iridoidglykoside Aucubin (links
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Abb. 7: Reaktion des Aglykons eines Iridoidglykosids mit einem Protein am Beispiel des Aglykons von Aucubin

Aucubigenin; modifiziert nach (Hamida et al., 2002).
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1.3.1.2 Verbascosid

Verbascosid ist eine Verbindung aus der Klasse der Phenylpropanoide. Das Molekiil ist
strukturell charakterisiert durch eine Kaffesaureeinheit, welche am Cs-Atom einer 8-D-Glucose
Uber einen Ester gebunden ist, und Hydroxytyrosol, welches glykosidisch am Ci-Atom des
gleichen Glucosemolekiils gebunden ist. Zusatzlich ist in der Sequenz (1—3) a-L-Rhamnose

an die Glucose gebunden (Funes et al., 2010).

OH

HO

OH
Abb. 8: Strukturformel von Verbascosid; modifiziert nach Funes et al. (2010). Grin markiert:

Phenylpropanoidgrundgeruste.

Phenylpropanoide sind im Allgemeinen strukturell diverse sekundare Pflanzenmetaboliten. Sie
umfassen Phenylalanin-abgeleitete Verbindungen, welche ein Phenylpropanoidgrundgertist
(Abb. 8) besitzen. Die strukturelle Diversitat ist abhangig von der Aktivitdt verschiedener
Enzyme und Enzymkomplexe, die u.a. regiospezifische Kondensationen, Clyclisierungen,
Hydroxilierungen, Glykosylierungen, Acetylierungen sowie Methylierungen katalysieren
(Korkina, 2007; Noel et al., 2005). In den meisten Spezies erfolgt die Synthese Uber den
Phenylpropanoid-Biosyntheseweg, welcher sich aus drei enzymkatalysierten Reaktionen
zusammensetzt, die den Prakursor Phenylalanin zum Coenzym A (CoA)-aktivierten
Hydroxyzimtsaureester umsetzen, welches daraufhin verschiedene weitere Synthesewege
beschreiten kann. Einige Pflanzen wie Graser nutzen auch Tyrosin zusatzlich als Prakursor
(Bernards & Bastrup-Spohr, 2008; Noel et al., 2005).

Die Expression der Enzyme des Biosyntheseweges wird durch verschiedene
entwicklungsorientierte Stimuli wie Keimung, Wachstum und Differenzierung sowie
Umwelteinflisse wie Strahlung, Schaden und Krankheiten ausgelést. Viele phenolische
Pflanzenverbindungen wie Flavonoide, Isoflavonoide, Cumarine und Lignane sind sekundare
Produkte des Phenylpropanoidmetabolismus (Korkina, 2007). Dartber hinaus kann die
Synthese der Prakursoren mittels Shikimisdureweg selbst aufgrund der Stimuli gesteigert
werden (Bernards & Bastrup-Spohr, 2008; Noel et al., 2005). In der Pflanzenverteidigung

gegen Insekten und Pathogene spielen Phenylpropanoide eine grofie Rolle, da sie Bitterstoffe
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sind und antinutritive, antimikrobielle, antivirale und cytotoxische Effekte besitzen kénnen.
Zudem sind sie Bausteine flr strukturelle Makromolekile wie Lignin und Tannine und spielen
eine wichtige Rolle in verschiedenen Interaktionen der Pflanze mit ihrer umgebenden Umwelt
(Reichardt et al., 1988, Korkina, 2007). Sie besitzen u.a. antioxidative Eigenschaften, wodurch
sie als Radikalfanger bei oxidativem Stress produziert werden. Darlber hinaus bieten sie
Schutz vor Strahlung, da sie UV-A- und UV-B-Strahlung sowie das sichtbare Licht in einem

Wellenlangenbereich von 304-385 nm absorbieren kénnen (Korkina, 2007).

1.4 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, experimentell herauszufinden, ob sich invasive und native
Populationen von P. lanceolata in ihrer morphologischen und phytochemischen Reaktion auf
den Frall durch generalistische herbivore Raupen von Spodoptera littoralis unterscheiden.
Dabei sollten Herkiinfte von nativen Populationen aus Europa und Westasien sowie von
invasiven Populationen aus Ostasien, Australien, Neuseeland, Sudafrika sowie Sud- und
Nordamerika verglichen werden.

Die zu Uberprifende, zentrale Hypothese der Arbeit sagte im Rahmen der EICA-Hypothese
und der ERH aus, dass das Wachstum von Populationen des Spitzwegerichs an einem
nicht-nativen Standort durch das Fehlen von Fralfeinden zu mikroevolutionaren
Veranderungen gefihrt hat, die in erhéhtem Wachstum, gesteigerter Reproduktion sowie
verringerter chemischer Verteidigung und dadurch auch erhéhten Fralschaden resultieren.

Aufgrund dessen waren folgende Fragen zu prifen.

1. Besteht trotz gleicher Wuchsbedingungen eine héhere Investition der invasiven
Populationen in GroRRe, Wachstum und Reproduktion?

2. Unterscheiden sich das Ausmal} und die Schaden der Raupenherbivorie zwischen
nativen und invasiven Pflanzen?

3. Besteht zwischen nativen und invasiven Populationen ein Unterschied in der
phytochemischen Reaktion auf einen herbivoren Stressor?

4. Besitzen invasive Populationen eine verringerte, induzierte sowie konstitutive,

direkte Verteidigung?

Das Experiment sollte unter definieten und fir alle Populationen identischen
Laborbedingungen stattfinden, um Unterschiede auf genetischer Ebene zu begriinden und
Muster ohne &uRere Einflisse abzusichern. Zur Uberpriifung der Hypothesen sollten
morphologische Messungen wie Biomasse- und Blattflachenbestimmung sowie die Analyse
des Ausmales an Fral3schaden vorgenommen werden. Der Hauptteil der Arbeit sollte in der

Target-Analytik der Phytochemie des Spitzwegerichs Uber flissigchromatographische
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Verfahren mit Tandem-Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS/MS) bestehen. Dadurch
sollten konstitutive und durch Herbivorie induzierte Konzentrationen verschiedener Metabolite
zwischen nativen und invasiven Populationen verglichen werden. Der Fokus sollte auf den
Phytohormonen der WIR wie verschiedenen Jasmonaten und ABA, den Iridoidglykosiden
Aucubin und Catalpol sowie dem Phenylpropanoid Verbascosid liegen. Dariber hinaus sollten
im Rahmen der Target-Analytik noch eine Reihe weiterer Pflanzenstoffe, die im Hinblick auf
einen herbivoren Stressor noch nicht flir P. lanceolata beschrieben wurden, betrachtet werden.
Darunter fielen u.a. Pflanzenphenole wie Flavonoide und Chlorogensauren. Das Verhalten
verschiedener Primarmetabolite wie Zucker und Aminosauren sollte unter herbivorem Stress
ebenfalls vergleichend zwischen nativen und invasiven Populationen Uberprift werden.
Abschlieend sollte beispielhaft an einer Auswahl von Populationen eine Non-Target-Analyse
Uber massenspektrometrische Verfahren vorgenommen werden, um eine Sicht auf die
allgemeine Verteilung von Substanzen in nativen und invasiven Populationen nach einem
herbivoren Stressor zu erlangen.

Das Experiment mit der Modellart Plantago lanceolata sollte dazu dienen, das Verhalten von
invasiven Arten an nicht-heimischen Standorten besser zu verstehen und Griinde zu finden,

warum invasive Arten nativen Standortkonkurrenten tberlegen sind.
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2 Experimenteller Teil

2.1 Materialien

In Tab. 1, Tab. 2 und Tab. 3 sind alle verwendeten Chemikalien, Gerate und Materialien

dargestellt.

Tab. 1: Verwendete Chemikalien und Hersteller.

Substanz

Hersteller

Standards/Referenzen

(-)-Shikimisaure, 98% (HPLC)

Alfa Aesar, Landau, Deutschland

(+)-cis,trans-Abscisinsaure-Dg

Toronto Research Chemicals, North
York, Kanada

3-O-Caffeoyl-Chinasaure, 299% (HPLC)

Extrasynthese, Lyon, Frankreich

4-0O-Caffeoyl-Chinasaure, >98% (HPLC)

TransMIT, Gief3en, Deutschland

5-O-Caffeoyl-Chinasaure, >98% (HPLC)

TransMIT, GiefRen, Deutschland

Algen Aminosaure Mix- 3C, °N
(98 Atom % 13C; 98% Atom 'N)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Apigenin-7-O-Glucosid, 299% (HPLC)

Extrasynthese, Lyon, Frankreich

Aucubin ROTICHROM® HPLC (>97%)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Catalpol Standard, 98% (HPLC)

FUJIFILM Wako Chemicals Europe
GmbH, Neuss, Deutschland

D-(-)-Mannitol, 298%, Ph.Eur., USP, BP, fir die
Biochemie

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

D-(+)-Glucose, 299,5%

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

D-(+)-Raffinose Pentahydrat, 298%, fur die
Biochemie

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

D-(+)-Saccharose, 299,5%

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

De-(x)-Jasmonsaure

HPC Standards GmbH, Borsdorf,
Deutschland

D-Sorbitol, 99%

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Kaffeesaure, 298% (HPLC)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

L-Asparagin, 298% (HPLC)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

L-Tryptophan, 298,5%, Ph.Eur., fur die
Biochemie

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Luteolin, 299% (HPLC)

Extrasynthese, Lyon, Frankreich

Luteolin-7-O-glucosid, 298% (HPLC)

Extrasynthese, Lyon, Frankreich

N-[De-(x)-Jasmonyl-(L)-]-isoleucine

HPC Standards GmbH, Borsdorf,
Deutschland

p-Cumarsaure, 298% (HPLC)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Quercitrin, 297% (HPLC)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Rutinhydrat, 294% (HPLC)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Salicylsaure-D4

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Deutschland
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Tab. 1: Verwendete Chemikalien und Hersteller.

Substanz

Hersteller

Standards/Referenzen

Stachyose Hydrat von Stachys tuberifera,
298% (HPLC)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Verbascose, 297% (HPLC)

Honeywell Fluka™, Seelze, Deutschland

Verbascosid Standard, 98% (HPLC)

Toronto Research Chemicals, North
York, Kanada

y-Aminobuttersaure, 299% (HPLC)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Losemittel/ Laufmittel

Acetonitril 299%, HiPerSolv CHROMANORM®

VWR Chemicals, Radnor, USA

Ameisensaure 299%, HiPerSolv
CHROMANORM®

VWR Chemicals, Radnor, USA

Methanol, 299,9% (HPLC plus)

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Desinfektionsmittel

Natriumdichloroisocyanurat Dihydrat, 96%

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

TWEEN® 20, 240%

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Tab. 2: Fir die Analysen verwendete Gerate mit Modell- und Herstellerangabe.

Gerat Modell

Hersteller

96-Well-Platten standard profile

96 PCR Plate non-skirted,

VWR International, Darmstadt

Gefriertrocknungsanalage | LPHA 1-4 LDplus

Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Osterode am Harz,
Deutschland

Trennséulen

apHera™ NH; Polymer,
15 cm x 4,6 mm, 5 um

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Agilent Zorbax Eclipse XDB-

Agilent Technologies, Santa

C18,4.6 x50 mm, 1,8 um Clara, USA
Agilent Technologies 1200 Agilent Technologies, Santa
Series Clara, USA

HPLC Agilent Technologies 1260 Agilent Technologies, Santa
Infinity Il Clara, USA

UltiMate 3000

Thermo Fischer Scientific
GmbH, Dreieich, Deutschland

LC-TIMS-QTOF MS

Sciex QTRAP® 6500* Sciex, Framingham, USA
LC-MS/MS-System API 3200 Sciex, Framingham, USA
timsTOF™ Bruker Corporation, Billerica,

USA
i ; ; Agilent Technologies, Santa
Injektor 7683 Series Injector Clara, USA
Inkubator Heraeus B 6120 Kendro Heraeus Holding GmbH,

Hanau, Deutschland

Schwingkugelmihle

Skandex SO-10 Shaker

Fluid Management Europe,
Sassenheim, Niederlande

18



Experimenteller Teil

Tab. 3: Sonstige verwendete Materialien mit Herstellerangabe.

Material Hersteller
Dingemittel Ferty 3 | Planta Dingemittel GmbH, Regenstauf, Deutschland
Nullerde Klasmann-Deilmann GmbH, Geeste, Deutschland

Rundtépfe (& 10 cm) | Péppelmann GmbH & Co. KG Kunststoff-Werkzeugbau, Lohne,
Deutschland
Tonsubstrat Klasmann-Deilmann GmbH, Geeste, Deutschland
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2.2 Methoden

2.21

Die Samen von Plantago lanceolata wurden von Privatpersonen,

Daten und Aufzucht von Plantago lanceolata

Mitgliedern des

Plantpopnet-Networks (Koordinatorin: Frau Prof. Yvonne Buckley, Trinity College Dublin,

Irland) sowie Mitgliedern des Nutrient-Networks (Department of Ecology, Evolution, &

Behavior, University of Minnesota, USA) gesammelt und bereitgestellt. Von P. lanceolata

wurden 20 Populationen mit jeweils zehn Individuen verwendet (Tab. 4).

Tab. 4: Herkunftsland,

-ort, Habitat und Koordinaten

(angegeben im Dezimalgrad) der ausgewahlten

Populationen von Plantago lanceolata; N: Native Populationen, I: Invasive Populationen, k.A.: keine Angabe.

Koordinaten

Herkunftsland | Herkunftsort Habitat N/I
Nord Ost
Tarkei Istanbul Ruderalflache 41.059462 | 28.810555 | N
Spanien Saragossa Grasland 41.689520 | -0.932392 | N
Frankreich Avignon Ruderales Grasland | 43.925674 | 4.863604 N
Grasland (gemaht)
Deutschland Tlbingen im Botanischen 48.539300 9.037113 N
Garten
Deutschland Neugrimnitz Grasland (beweidet) | 52.987564 | 13.827416 | N
Estland Elva Grasland (beweidet) | 58.258000 | 26.635400 | N
Wald
UK Oxford (Whytham Woods) 51.774620 | -1.325140 | N
Tadschikistan | | a2orchashma- | Alpines Grasland | 4 143909 | 67853177 | N
See (beweidet)
Stadtisches Habitat
Schweden Uppsala (SLU Ultuna 59.916000 | 17.662000 | N
Campus)
Irland C”;Z:ZZ"GW Grasland (gemaht) | 51.899611 | -8.485889 | N
USA Lexington, Grasland 38.129310 | -84.500970 | |
Kentucky
: . Urbanes Grasland
Australien Brisbane (White Hill Reserve) -27.504870 | 153.07697 I
Australien Yarramundi k.A. -33.621220 | 150.67363 I
Neu Seeland Mt. Aspiring National Park -44 472970 | 168.80680 I
Neu Seeland Kaikura Stadtisches Habitat | -42.403840 | 173.68356 I
Sldafrika Pretoria Stadtisches Habitat | -25.781233 | 28.266951 I
Santa Cruz, Urbanes Grasland
USA California (Porter Meadow) 36.994710 | -122.06777 | |
Kanada Middlesex || sndliches Habitat | 43.073864 | -81335522 | |
Centre, Ontario
Chile Tenten candliches Fabitat | 45 462920 | -73.76033 | |
(Stralkenrandseite)
Stadtisches Habitat
Japan Kyoto (Uferbdschung) 34.965583 | 135.740575 | |
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Die Keimung und die Aufzucht der Pflanzen erfolgten im Gewachshaus. Die
Wachstumsbedingungen im Gewéachshaus sind in Tab. 5 dargestellt. Vor der Aussaat wurden
die Samen mit einer wassrigen LOsung (2% Natriumdichloroisocyanurat Dihydrat,

1% Tween 20) fur 3 min desinfiziert und anschlie®end grindlich gespult.

Die Aussaat erfolgte als Breitsaat in einen Rundtopf (810 cm) mit Tonsubstrat. Die Keimung
erfolgte zur Erhéhung der Luftfeuchtigkeit unter einer Haube. Nach sieben Tagen wurden die
Pflanzen mit einer Héhe von ca. 2 cm schrittweise bellftet. Nach elf Tagen wurden die
Pflanzen in Rundtépfen (810 cm) mit einem Substratgemisch aus Nullerde und Sand (50:50)
vereinzelt. Die Anordnung der Pflanzen auf dem Gewachshaustisch erfolgte randomisiert und
nicht gruppiert, um Kommunikation innerhalb einer Population zu vermeiden. Zur biologischen
Schadlingsbekampfung gegen Trauermuickenlarven wurden die Raubmilben Hypoaspis miles
ausgebracht. Die Bewasserung erfolgte mittels automatischer Tischbewasserung (Einmal pro
Tag, 5min). Nach 35 Tagen erfolgte eine Dingung, welche in die automatische
Tischbewasserung integriert wurde (0,025% Ferty 3; einmal pro Tag, 5 min). Die Pflanzen

wuchsen bis zum Beginn des Experimentes elf bis zwolf Wochen.

Tab. 5: Wachstumsbedingungen von Plantago lanceolata im Gewachshaus.

Tag/Nacht-Temperaturen 20-22 °C/18-20 °C
Luftfeuchtigkeit 30-55%
Lichtstunden 16 h/Tag
Fotosynthetisch aktive Strahlung 180 ymol-m?-s™’

2.2.2 Aufzucht und Vorbereitung der generalistischen Herbivoren

Zur Behandlung von P. lanceolata mit Raupenherbivoren wurden die Larven des Generalisten
Spodoptera littoralis (Afrikanischer Baumwollwurm) verwendet. Die Eier von Spodoptera
littoralis und artspezifische Nahrsubstrate wurden von Herrn Vincensius Surya Oetama und
Frau Dr. Sabine Haenniger (Abteilung flir Entomologie, Max-Planck-Institut fir Chemische
Okologie, Jena, Deutschland) bereitgestellt. Die Eier von Spodoptera littoralis wurden in
Petrischalen mit artspezifischen Nahrsubstrat bis zum Erreichen des dritten Larvenstadiums
bei 28 °C inkubiert. Nach Erreichen des Stadiums wurden die Larven vereinzelt. Die fur den
Versuch verwendeten Exemplare befanden sich im dritten bis vierten Stadium und wiesen eine

Grofe von 1 bis 1,5 cm sowie eine Breite von 1 bis 3 mm auf (Abb. 9).
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Abb. 9: Verwendete Exemplare von Spodoptera littoralis (drittes Larvenstadium).

2.2.3 Experimentelles Design

Die Pflanzen wurden in zwei Blocken von jeweils 20 Individuen pro Tag elf bis zwolf Wochen
nach der Aussaat fur das Experiment verwendet. Die Pflanzen jeder Population wurden in eine
Kontroll- und in eine Herbivorie-Gruppe eingeteilt, zu der jeweils funf Individuen einer
Population zugeordnet wurden. Pro Tag wurde fir beide Gruppen jeweils ein Individuum aus
jeder Population verwendet, um zu vermeiden, dass Blockeffekte fir Populationseffekte
gehalten werden. Die Auswahl der Individuen erfolgte randomisiert.

Das experimentelle Design ist in (Abb. 10) dargestellt. Die Tépfe der Probenpflanzen wurden
wahrend des Experimentes Uber die Untertdpfe bewassert. Die Probenpflanzen der
Herbivorie-Gruppe wurden mit jeweils finf Exemplaren S. littoralis versetzt. Um die Flucht der
Larven zu vermeiden, wurden zwei Vorkehrungen getroffen. Zum einen standen die Pflanzen
mit ihren Untertépfen in einer Seifenldsung, die keinen Kontakt zu den Pflanzen hatte. Zum
anderen wurde die Pflanzen mit einer Netztasche umhiillt, welche am Topf und am oberen
Ende eines ca. 50 cm langen Holzstabes, der mittig im Bodensubstrat des Topfes steckte,
befestigt. Mittels Gummibandern und Kabelbindern erfolgte die Abdichtung der Netztasche.
Um gleiche Lichtbedingungen zu schaffen, wurden die Pflanzen der Kontrollgruppe analog zur
Herbivoriegruppe mit der Netztasche umhiillt. Der experimentelle Befall erfolgte je nach Block
fur 42 bis 48 h.
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Kontroll-Gruppe Herbivorie-Gruppe

Abb. 10: Experimentelles Design der Herbivorenbehandlung. a = Plantago lanceolata in einem Wuchsalter von 11
bis 12 Wochen; b = Spodoptera littoralis im dritten bis vierten Larvenstadium; ¢ = Kabelbinder; d = Holzstab;
e = Pflanztopf (@ 10 cm), g = Untertopf mit GieRwasser, h = Becken mit Seifenlésung.

2.2.4 Probennahme

Die Blatter wurden nach dem Experiment oberhalb des Vegetationskegels abgetrennt und
frisch ausgewogen. Bei Vorhandensein von Infloreszenzen und Bliten wurden diese ebenfalls
von Blattern und Wurzeln getrennt und separat ausgewogen. Anschlieend wurden die Blatter
auf einer weil3en Platte mit einem genormten Flachenstandard von 1 cm? einzeln ausgebreitet
und fotografisch dokumentiert (Abb. 11).

)

1x1cmmE T24

i

Abb. 11: Exemplarische Dokumentation der Blatter eines Individuums von Plantago lanceolata vor einem weif3en

Hintergrund. Schwarzes Quadrat: GroRenstandard von 1 x 1 cm; Beispielindividuum: Kontrollpflanze (Invasiv;
Brisbane, Australien).
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Die oberirdischen Pflanzenorgane wie Blatter und Infloreszenzen wurden bei jedem
Individuum voneinander separiert und in leergewogene Reaktionsgefalle Uberfihrt. Die
Wurzeln, welche noch mit dem Vegetationskegel verbunden waren, wurden unter fliekendem
Wasser von den Resten des Bodensubstrates befreit. Die gewaschenen Wurzeln wurden

ebenfalls in leergewogene Reaktionsgefalie tberfihrt.

Die Probenbestandteile wurden in ihren Gefalien unter flissigem Stickstoff tiefgefroren und

bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C aufbewahrt.

2.2.5 Probenvorbereitung
2.2.5.1 Trocknung und Homogenisierung des Probenmaterials

Alle Blatt- und Wurzelbestandteile wurden gefriergetrocknet (-35 °C, 0,22 mbar, 48 h) und
anschliel’end ausgewogen. Vor der Homogenisierung wurde der Vegetationskegel von den
Wurzeln entfernt. Blatter und Wurzeln wurden separiert voneinander mittels

Schwingkugelmdihle pulverisiert und homogenisiert.

2.2.5.2 Extraktion

Jeweils 10 mg der pulverisierten und homogenisierten Blatt- und Wurzelproben wurden in die
Wells einer 96-Deep-Well-Platte eingewogen. Die Proben wurden mit jeweils 1 mL eines
Lésungsmittelgemisches aus Methanol und internen Standards, welche durch deuterierte
Phytohormone reprasentiert wurden, extrahiert (Tab. 6). Die 96-Deep-Well-Platte wurde
verschlossen. Die Extraktion erfolgte mittels Plattenschittler (30 min, Raumtemperatur,
250 min').  AbschlieRend erfolgte die Zentrifugation der 96-Deep-Well-Platten
(5 min, 3200 rpm). Der Uberstand wurde in die Wells einer neuen 96-Deep-Well-Platte

Uberfihrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

Tab. 6: Konzentrationen der internen Standards im Extraktionsmittel.

Interner Standard Konzentration [ng-mL""]
De-(x)-Jasmonsaure (Ds-JA) 40
Salicylsaure-D4 (D4-SA) 40
(+)-cis,trans-Abscisinsadure-De (Ds-ABA) 40
N-[De-(x)-Jasmonyl-(L)-]-isoleucine 8
(De-JA-lle)
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2.3 Analytik

2.3.1 Untersuchung der morphologischen Merkmale
2.3.1.1 Berechnung des Wurzel/Spross-Verhaltnisses

Die Berechnung des Wurzel/Spross-Verhaltnisses erfolgte nach Formel (1) aus den

Trockenmassen (DW) der Pflanzenorgane.

Oberirdische Gesamtbiomasse [g DW]
Wurzelbiomasse [g DW]

(1)

Wurzel/Spross-Verhaltnis =

2.3.1.2 Bestimmung der Blattflaiche und der Blattflachenverluste

Die Bestimmung der Blattfachen, der Blattflachenverluste sowie die Auszahlung der Blatter
erfolgte mittels Adobe Photoshop CS5 (Adobe Inc., San José, USA). Zur Bestimmung der
gesamten Blattflache wurden die Umrisse der Blatter im Programm markiert und die Pixel
innerhalb der markierten Flache berechnet. Zur Bestimmung des Blattflachenverlustes wurden
oberflachlich beschadigte und totale Blattflachenverluste separat markiert und ebenfalls die
Anzahl der Pixel der markierten Bereiche berechnet. Die Flachenbestimmung erfolgte Gber die
Anzahl der Pixel der markierten Elemente im Vergleich zur Anzahl der Pixel des
GroRenstandards von 1 x 1 cm (Abb. 12).
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1x1cm W

1x1cm B

B Totaler Blattflachenverlust [J oberflachlicher Blattflachenverlust

Abb. 12: Beispielbestimmung des Blattflachenverlustes. (a): Unbearbeitetes Foto einer Beispielpopulation
(Herbivoriegruppe; Brisbane, Australien), (b): Bearbeitetes und zur Kalkulation verwendetes Foto der
Beispielpopulation; violett: Totaler Blattflachenverlust (Das Blatt wurde an der markierten Stelle vollstandig von
Herbivoren gefressen), beige: Oberflachlicher Blattflachenverlust (Das Blatt wurde an der markierten Stelle nur
oberflachlich durch die Herbivoren beschadigt).

2.3.1.3 Berechnung der spezifischen Blattflache

Die Berechnung der spezifischen Blattflache (SLA) erfolgte nach Formel (2).

. Blattflache [cm?]
2. 1] = 2
SLA [cm (g DW) ] Blattbiomasse [g DW] (@)
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2.3.2 Analytik der Pflanzenstoffe

Aus dem Uberstand der zentrifugierten Proben wurde ein Aliquot von 200 uL entnommen und
in eine neue 96-Deep-Well-Platte Uberflihrt. Die Auftrennung der Komponenten, die
Identifizierung und die Quantifizierung erfolgte mittels einer Multimethode Uber eine High
performance  liquid mit
(HPLC-MS/MS) (Tab. 7, Tab. 8, Anhang Tab. 44). Die Auswertung erfolgte Gber die Software
MultiQuant™ (Sciex, Framingham, USA).

chromatography Tandem-Massenspektrometrie-Kopplung

Tab. 7: Parameter der HPLC fur die Analytik der Pflanzenstoffe.

Agilent Technologies 1260 Infinity Il (Agilent Technologies, Santa
HPLC
Clara, USA)
Trennsiule Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18, 4.6 x 50 mm, 1,8 um (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA)
Sampler-Temperatur (15 °C
Sdulenofen 00 °C
Temperatur
Injektionsvolumen 1L
Eluent A 0,05% Ameisensaure
Eluent B Acetonitril
Zeit Fluss Anteil (A) Anteil (B)
[min] [mL-min"] [%] [%]
0,0 1,1 97 3
. 1,0 1,1 97 3
Gradient 27 T 0 100
3,0 1,1 0 100
3,1 1,1 97 3
6,0 1,1 97 3

Tab. 8: Parameter des LC-MS/MS-Systems fir die Analytik der Pflanzenstoffe.

LC-MS/MS-System Sciex QTRAP® 6500* 8 (Sciex, Framingham, USA)
Scan-Typ Multiple reaction monitoring (MRM)
Programmiertes MRM Ja

Polaritat Negativ

Scan Modus N/A

lonenquellen Turboionenspray

MRM Detektionsfenster 60 s

Target-Scan-Time 0,3s

Curtain Gas 45 psi

Collision gas medium

lonenspray-Spannung 4500 V

Dry temperature 650 °C

Gas 1 (Spray Gas) 60 psi

Gas 2 (Dry Gas) 60 psi
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2.3.2.1 Identifizierung der Pflanzenstoffe

Die ldentifizierung der Phytohormone Jasmonsaure, Jasmonyl-Isoleucin und Abscisinsaure
erfolgte Uber den Vergleich der spezifischen Massentbergange Q(1) und Q(3) sowie der
Retentionszeiten mit den entsprechenden deuterierten internen Standards.

Die Identifizierung aller anderen Pflanzenstoffe erfolgte Gber den Vergleich der spezifischen
Massenubergange Q(1) und Q(3) sowie der Retentionszeiten mittels externen Standards,
welche nach Tab. 7 und Tab. 8 analysiert wurden.

In Abschnitt 7.1 des Anhangs sind in alle zur Identifizierung der Substanzen verwendeten
Standards mit Retentionszeiten und spezifischen Ubergangen im Vergleich zu den Analyten

sowie sonstige Vorgehensweisen zur Identifizierung spezifischer Analyten dargestellt.

2.3.2.2 Bestimmung der Responsefaktoren

Die internen Standards wurden zur Quantifizierung verschiedener Substanzen verwendet. Zur
Ermittlung der Responsefaktoren (Rr) wurde ein Gemisch aus Methanol und den Standards
mit jeweils einer identischen Konzentration nach Tab. 9 Uber ein HPLC-MS/MS System nach

den Methoden aus Tab. 7 und Tab. 8 in Dreifachbestimmung gemessen.

Tab. 9: Zusammensetzung des Standardgemisches zur Bestimmung der Responsefaktoren.

Interner Standard Konzentration [ng-mL""]
De-JA 40
Ds-SA 40
De-ABA 40
Standard des Analyten 40

Die Errechnung der Responsefaktoren erfolgte aus dem Verhaltnis der Peakflachen gemaf
Formel (3). Der interne Standard mit einem R; am nachsten zu einem Wert von 1,0, wurde flr
die Quantifizierung verwendet. Die verwendeten internen Standards und die daraus

resultierenden R~-Werte fir die jeweiligen Analyten befinden sich in Tab. 34 im Anhang.

R = Ajs [counts]
" Anayt [counts]

@)

Ais:  Peakflache des internen Standards [counts]

Annayt : Peakflache des Analyten [counts]
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2.3.2.3 Absolute Quantifizierung der Pflanzenstoffe

Die Quantifizierung erfolgte Uber den Vergleich mit internen Standards mittels Formel (4).

mys [ng]" Ry *Apnaiyt [counts]
Ajs [counts] - E [m@]

B [ng:(mg DW)| = (4)

B: Konzentration des Analyten [ng-(mg DW)"]
mis:  Masse des internen Standards in 1 mL Extrakt [ng]

E: Einwaage der Probe [mg]

2.3.2.4 Relative Quantifizierung der Pflanzenstoffe

Fir Substanzen, die nur in Bezug auf ihre Induktion oder Unterschiede in den Mengen
untersucht wurden, war eine relative Quantifizierung ausreichend. Bei dieser Art der
Quantifizierung wurde die Peakflache gemall Formel (5) zum Ausgleich von
Injektionsunterschieden sowie Probenverlusten zwischen den Proben auf einen internen
Standard korrigiert und auf ihre Einwaage bezogen. Fir die Korrektur wurde der interne
Standard Ds-JA verwendet.

Apnalytlcounts]
As [counts] - E [mg]

Relative Mengen =

()

2.3.3 Analytik der Aminosauren

Fir die Bestimmung der Aminosduren wurde aus dem Uberstand der zentrifugierten Proben
ein Aliquot von jeweils 50 uL entnommen, in eine neue 96-Deep-Well-Platte Uberflhrt und 1:10
mit dem Aminosaurestandard, welcher eine Konzentration von 1 uyg Aminosaurestandard pro
1 mL Reinstwasser besal, verdinnt. Der interne Standard bestand aus einer Mischung
13C,"®N-markierter Aminosauren (siehe Anhang Tab. 36). Die Auftrennung der Komponenten,
die Identifizierung und die Quantifizierung erfolgte mit einer Multimethode mittels
HPLC-MS/MS System (Tab. 10, Tab. 11, Anhang Tab. 44). Die Auswertung erfolgte Uber die
Software MultiQuant™ (Sciex, Framingham, USA).
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Tab. 10: Parameter der HPLC zur Bestimmung der Aminosauren.

Agilent Technologies 1260 Infinity Il (Agilent Technologies, Santa
HPLC
Clara, USA)
Trennsiule Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18, 4.6 x 50 mm, 1,8 um (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA)
Sampler-Temperatur (15 °C
Sdulenofen bo °C
Temperatur
Injektionsvolumen 2 L
Eluent A 0,05% Ameisensaure
Eluent B Acetonitril
Zeit Fluss Anteil (A) Anteil (B)
[min] [mL-min™"] [%] [%]
0,00 1,1 95 5
0,50 1,1 95 5
. 6,00 1,1 62,6 37,4
Gradient 6,02 1,1 20 80
7,50 1,1 0 100
9,50 1,1 0 100
9,52 1,1 95 5
12,00 1,1 95 5

Tab. 11: Parameter des MS/MS-Systems zur Bestimmung der Aminosauren.

LC-MS/MS-System

Sciex QTRAP® 6500 (Sciex, Framingham, USA)

Scan-Typ

MRM

Programmiertes MRM Ja
Polaritat Positiv
Scan Modus N/A
lonenquellen Turboionspray
MRM Detektionsfenster 60 s
Target-Scan-time 0,4 s
Curtain Gas 40 psi
Collision gas medium
lonenspray-Spannung 5500 V
Dry temperature 650 °C
Gas 1 (Spray Gas) 70 psi
Gas 2 (Dry Gas) 70 psi
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2.3.3.1 Identifizierung der Aminoséauren

Die Identifizierung der Aminosauren erfolgte Uber den Vergleich der spezifischen
Massenlbergange Q(1) und Q(3) sowie liber die Retentionszeiten mit den '*C,">N-markierten
Aminosauren des internen Standardmixes. Die nicht enthaltenen Aminosauren Asparagin,
Tryptophan und y-Aminobuttersaure wurden mittels externen Standards Uber die Methoden
nach Tab. 10 und Tab. 11 identifiziert.

In Abschnitt 7.2.1 des Anhangs sind in alle zur Identifizierung der Substanzen verwendeten
Standards mit Retentionszeiten und spezifischen Ubergangen im Vergleich zu den Analyten
dargestellt (Tab. 35, Abb. 50 bis Abb. 68).

2.3.3.2 Absolute Quantifizierung der Aminosauren

Die Quantifizierung erfolgte Uber den Vergleich mit internen Standards mittels Formel (6). Die
nicht enthaltenen Aminosauren Asparagin, Tryptophan und y-Aminobuttersdure wurden
ebenfalls Uber die internen Standards quantifiziert. Die entsprechenden internen Standards

und die berechneten Responsefaktoren sind im Anhang in Tab. 36 dargestellt.

_ Mg [pmol]- R *Apnaiyt [counts] - F

B [umol-(g DW) '] = As [counts] - E [g] X

B: Konzentration des Analyten [umol-(mg DW)™]

nis: Stoffmenge des internen Standards in 1 mL Extrakt [umol]
E: Einwaage der Probe [mg]

F: Verdiunnungsfaktor (F = 10)

2.3.4 Analytik der Zucker

Die Bestimmung der Zucker erfolgte aus demselben, verdinnten Aliquot wie die Aminosauren.
Die Auftrennung der Komponenten, die Identifizierung und die Quantifizierung erfolgten mit
einer Multimethode mittels HPLC-MS/MS System (Tab. 12, Tab. 13, Anhang Tab. 44). Die

Auswertung erfolgte tiber die Software MultiQuant™ (Sciex, Framingham, USA).
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Tab. 12: Parameter der HPLC fiir die Zuckerbestimmung.

HPLC Agilent Technologies 1200 Series (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA)
.. Supelco apHera NH. Polymer, 150 x 4.6 mm, 5 ym (Sigma Aldrich,
Trennsaule St. Louis, USA)
Sampler-Temperatur |Raumtemperatur
Sdulenofen bo °C
Temperatur
Injektionsvolumen 5 WL
Eluent A Mili-Q Wasser
Eluent B Acetonitril
Zeit Fluss Anteil (A) Anteil (B)
[min] [mL-min™"] [%] [%]
0 1,0 20 80
Gradient 0,5 1,0 20 80
13 1,0 45 55
14 1,0 20 80
18 1,0 20 80

Tab. 13: Parameter des LC-MS/MS-Systems flr die Zuckerbestimmung.

LC-MS/MS-System AP| 3200 (Sciex, Framingham, USA)
Scan-Typ MRM
Programmiertes MRM |[Ja

Polaritat Negativ

Scan Modus N/A
lonenquellen Turboionspray
MRM Detektionsfenster 200 sec
Curtain Gas 20 psi
Collision gas 5 psi
lonenspray-Spannung 4500 V

Dry temperature 650 °C

Gas 1 (Spray Gas) 50 psi

Gas 2 (Dry Gas) 60 psi

2.3.4.1 Identifizierung und Absolute Quantifizierung der Zucker

Die Identifizierung und die Quantifizierung der Zucker erfolgten Uber eine externe Kalibrierung.
Als Standard wurde eine Mischung aus verschiedenen Zuckern verwendet. Die Zucker des
Standardgemisches sowie die damit identifizierten Analyten sind in Tab. 14 dargestellt.
Glucose, Fructose und Saccharose wurden genau Uber ihre Retentionszeit und die
spezifischen Massenubergange identifiziert. Alle detektierten Oligosaccharide wurden im
MRM-Modus anhand der spezifischen Massenlbergange Q(1) und Q(3) den

Standardsubstanzen zugeordnet und anhand ihrer Monosaccharideinheiten klassifiziert.
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Tab. 14: Zucker, Konzentrationen der Zucker im Standardgemisch und dariiber identifizierte und quantifizierte

Analyten.

Standards Konzentration im Gemisch [ug-mL-"] Analyten
Glucose 10 Glucose
Fructose 10 Fructose

Saccharose 10 Saccharose

Raffinose 10 Trisaccharide

Stachyose 10 Tetrasaccharide

Verbascose 10 Pentasaccharide
Mannitol 10 Zuckeralkohole

Die Standardreihen wurden in Vierfachbestimmung gemessen und waren jeweils vor,

zwischen und hinter die Proben geschaltet. Der fir alle Zucker des Standardgemisches

gewahlte Kalibrierbereich des externen Standardgemisches ist in Tab. 15 dargestellt.

Exemplarisch ist die Auswertung am Beispiel von Glucose in Abb. 13 dargestellt.

Tab. 15: Konzentrationen der Kalibrierreihe aller Einzelzucker im Standardgemisch.

Standard

Konzentration [ug-mL™]

0,32

0,63

1,25

2,50

5,00

QAW N| -~

10,00

5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
0

Peakflache A [counts]

A [counts] = 387070 counts'-mL-ug™ - Konzentration [ug-mL] + 79473 counts

R?=0,9768

L
ae

0 2 3 4 5 6 7

Konzentration [ug-mL-1]

8

1. Kalibrierreihe
2. Kalibrierreihe
3. Kalibriereihe
4. Kalibriereihe
Linear (Gesamt)

Abb. 13: Exemplarische Darstellung der Quantifizierung der Zucker in vierfacher Bestimmung mittels linearer

Regression am

A [counts] = 387070 counts'mL-ug™" - Konzentration [ug-mL™"] + 79473 counts; R? = 0,9768.

Beispiel des Monosaccharides Glucose; Gleichung der

Regressionsgeraden:
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Die Konzentration wurde durch Umstellen der Kalibriergeraden berechnet und mittels

Formel (7) auf die Einwaage und die Verdiinnung bezogen.

Konzentration [mg-mL'1] -F- V[mL]

7
Elql )

B [mg:(g DW) '] =

Konzentration des Analyten [mg-(g DW)]
Einwaage der Probe [mg]
Verdinnungsfaktor (F = 10)

Volumen des Extraktes (1 mL)

ST m®

2.3.4.2 Identifizierung von Sorbitol

Unter der Kenntnis des Vorkommens von Sorbitol in Plantaginaceae wurde zum Vergleich der
Retentionszeit der Uber Mannitol quantifizierten Zuckeralkohole die entsprechende
Standardsubstanz mittels den Methoden aus Tab.12 sowie Tab.13 gemessen
(Briens & Larher, 1983).

2.3.5 Exemplarische Priifung zweier Populationen in einer Non-Target-Analyse

Die Non-Target-Analyse erfolgte exemplarisch fir die Populationen Tubingen (Deutschland)
und Brisbane (Australien). Fur die Bestimmung wurden aus dem Uberstand der extrahierten
und zentrifugierten Proben aus Abschnitt 2.2.5.2 ein Aliquot von jeweils 50 yL entnommen und
in Vials Uberflhrt. Die Analyse erfolgte Gber eine HPLC, die an eine Trapped ion mobility
spectrometry - Quadrupole time of flight mass spectrometry (TIMS-QTOF MS) gekoppelt war.
Die Analyse erfolgte sowohl im negativen als auch im positiven lonisierungsmodus. Die Parameter
der Methode sind in Tab. 16, Tab. 17 sowie Tab. 18 dargestellt.
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Tab. 16: Parameter der HPLC der exemplarischen Non-Target-Analytik.

HPLC

UltiMate 3000
Deutschland)

(Thermo Fischer Scientific GmbH, Dreieich,

Trennsaule

Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18, 4.6 x 50 mm, 1,8 um (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA)

Sampler-Temperatur |15 °C
Sdulenofen-Temperatur 20 °C
Injektionsvolumen 1uL

Eluent A

0,05% Ameisensaure

Eluent B Acetonitril
Zeit Fluss Anteil (A) Anteil (B)
[min] [mL-min™] [%] [%]
0,0 0,3 95 5
0,0 0,3 95 5

. 0,5 0,3 95 5

Gradient 11,0 03 40 60
11,1 0,3 0 100
12,0 0,3 0 100
12,1 0,3 95 5
15,0 0,3 95 5

Tab. 17: Parameter der LC-TIMS-QTOF MS, negativer lonisierungsmodus.

LC-TIMS-QTOF MS timsTOF™ (Bruker Corporation, Billerica, USA)
TIMS-Funktion ausgeschaltet
Scan-Typ Full-Scan
Scan-Bereich 50-1500 m/z
Polaritat Negativ
lonenquellen ESI
lonenspray-Spannung 3500 V

Dry temperature 280 °C

Gas 1 (Nebulizer Gas) 2,8 bar

Gas 2 (Dry Gas) 8,0 L/min

lon Energy 4,0 eV
Collision Energy 7,0 eV
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Tab. 18: Parameter der LC-TIMS-QTOF MS, positiver lonisierungsmodus.

LC-TIMS-QTOF MS timsTOF™ (Bruker Corporation, Billerica, USA)
TIMS-Funktion ausgeschaltet
Scan-Typ Full Scan
Scan-Bereich 50-1500 m/z
Polaritat Positiv
lonenquellen ESI
lonenspray-Spannung 4500 V

Dry temperature 280 °C

Gas 1 (Nebulizer Gas) 2,8 bar

Gas 2 (Dry Gas) 8,0 L/min

lon Energy 4,0 eV
Collision Energy 7,0 eV

2.4 Statistische Auswertung

Die Mittelwerte wurden erst aus den Daten der einzelnen Individuen fir jede Population
gebildet. Alle dargestellten Daten und Abbildungen zeigen das Mittel Gber die Populationen,
gruppiert nach nativen und invasiven Populationen, sowie ihre Standardfehler (SE). Da die
Werte auch nach Logarithmieren noch nicht normal verteilt waren, wurden die Werte fur die
statistische Auswertung einer Rangtransformation unterzogen. Die Mittelwerte wurden
statistisch im Rahmen einer zweifaktoriellen ANOVA verglichen, in der die Behandlung
(Kontrolle vs. Herbivorie) und die Herkunft (Nativ vs. Invasiv) als feste Faktoren sowie der
Zufallsfaktor Population, genestet in der Herkunft, festgelegt wurden. Dadurch diente die
zweifaktorielle ANOVA der Untersuchung des Einflusses der Behandlung mittels
Raupenherbivorie durch S. littoralis, der Herkunft sowie der Interaktion von Herkunft und
Herbivoriebehandlung. Die Interaktion (Herkunft x Behandlung) diente der Feststellung, ob
sich der Einfluss der Behandlung in Abhangigkeit von der Herkunft unterschied. Bei einem
signifikanten Unterschied in der Interaktion wurde der Least significant difference
(LSD)-Post-hoc-Test angewandt, um Unterschiede zwischen den vier Gruppen
(Nativ-Kontrolle, Nativ-Herbivorie, Invasiv-Kontrolle, Invasiv-Herbivorie) zu ermitteln. Fir alle
durchgeflihrten statistischen Analysen wurde die Software R (R Core Team (2020). R: A
language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/.) verwendet. Alle Abbildungen wurden mit
SPSS Statistics 25.0 (IBM Corporation, New York, USA) generiert.
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3 Ergebnisse
3.1 Morphologische Merkmale

3.1.1 Blitenbildung von Plantago lanceolata

Die Herkunft hatte einen signifikanten Effekt auf die Bluhphanologie. Ein Anteil von 50% der
invasiven Populationen wies bis zum Beginn des Herbivorie-Experimentes Blutenbildung auf.
Im Gegensatz dazu zeigten nur 20% der nativen Populationen BlUtenbildung (Abb. 14). Die
blihenden Populationen stammten alle aus Gebieten mit héheren durchschnittlichen
Jahresmitteln der Lufttemperatur. Darunter fielen die nativen Populationen aus Spanien und
Tadschikistan sowie die invasiven Populationen aus Sudafrika, Brisbane (Australien),
Yarramundi (Australien), Santa Cruz (USA), Kaikura (Neuseeland) sowie Mount Aspiring
(Neuseeland). Bei den beiden nativen, blihenden Populationen kamen ein bzw. vier der zehn
untersuchten Individuen zur Blite. Bei den invasiven, blihenden Populationen variierte die

Zahl zwischen einem und zehn bliihenden Individuen.
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Abb. 14: Anzahl der blihenden Individuen von Plantago lanceolata im Vergleich der Herkiinfte. Gezeigt wird die
Zahl an blihenden Pflanzen der zehn untersuchten Individuen je Population, unabhangig von der Behandlung.

Skizze von P. lanceolata enthommen aus Curtis et al. (1777).

37



Ergebnisse

3.1.2 Biomasse

Die Biomasse der oberirdischen Pflanzenorgane unterschied sich in Abhangigkeit von der
Herkunft (Abb. 15; Tab. 19). Der Unterschied ergab sich aus einer signifikant hoheren
Biomasse der invasiven Kontrollgruppe (Abb. 15, LSD-Post-hoc-Test, p = 0,020). Die
Behandlung resultierte in einer signifikanten Abnahme der oberirdischen Biomasse. Der
Einfluss der Behandlung unterschied sich marginal nicht signifikant in der Herkunft (Abb. 15;
Tab. 19). Eine signifikante Abnahme war ausschlie3lich in der Biomasse der oberirdischen
Pflanzenorgane der invasiven Populationen zu erkennen (Abb. 15, LSD-Post-hoc-Test,
p = 0,004). Die Behandlung flhrte in den nativen Populationen zu keinem Unterschied in der
Biomasse der oberirdischen Pflanzenorgane (Abb. 15, LSD-Post-hoc-Test, p = 0,888).

Die Wurzelbiomasse blieb relativ konstant. Herkunft und Behandlung hatten keinen Einfluss
auf die Wurzelbiomasse (Abb. 15; Tab. 19).
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Abb. 15: Biomasse der oberirdischen Pflanzenorgane (oben, grin) und der Wurzel (unten, braun) von
Plantago lanceolata im Vergleich der Herkiinfte und der Behandlung. Gezeigt werden Mittelwerte (+ SE) aus zehn
nativen und zehn invasiven Populationen. Von jeder Population wurden fiir Blatter und Wurzeln je finf Individuen
der Kontrollgruppe und fiinf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht (Populationen mit reduzierter Probenzahl
sind in Tab. 42 und Tab. 43 im Anhang zu finden). a-d: Gruppierung nach LSD-Post-Hoc-Test (gleiche Buchstaben:
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen; unterschiedliche Buchstaben: signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen); Blatter und Wurzeln wurden separat betrachtet. Skizze von P. lanceolata entnommen aus
Curtis et al. (1777).
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Tab. 19: Ergebnisse der statistischen Auswertung der Biomasse von oberirdischen Pflanzenorganen und Wurzeln
mittels ANOVA,; F = Stichprobenvarianz, = DenDf = Nennerfreiheitsgrade, = NumDf = Zahlerfreiheitsgrade,
p = Signifikanzwert (fettgedruckte p-Werte = signifikante Unterschiede).

Gewebe Einflussvariable F DenDf NumDf P
Herkunft 7,196 1 17,878 | 0,015
Blatter Behandlung 8,772 1 173,017 | 0,003
Herkunft x Behandlung 3,741 1 173,017 | 0,055
Herkunft 0,102 1 17,996 | 0,753
Wurzeln Behandlung 0,426 1 173,219 | 0,515
Herkunft x Behandlung 0,774 1 173,226 | 0,380

3.1.3 Wurzel/Spross-Verhiltnis, Blattanzahl und Spezifische Blattflache

Das Verhaltnis aus Wurzelbiomasse zur Biomasse der oberirdischen Pflanzenteile zeigte
einen marginal nicht signifikanten Unterschied in Abhangigkeit der Herkunft. Dabei war zu
erkennen, dass die invasiven Populationen ein geringeres Wurzel/Spross-Verhaltnis
aufwiesen als die nativen Populationen. Die Behandlung hatte keinen signifikanten Einfluss
auf das Wurzel/Spross-Verhaltnis (Abb. 16, Tab. 20).

Weder Herkunft noch Behandlung hatten einen signifikanten Einfluss auf die Blattanzahl
(Abb. 16, Tab. 20).

Der Quotient aus Blattflache und Blattbiomasse (= Spezifische Blattflache, SLA) zeigte einen
signifikanten Unterschied bezuglich der Herkunft. Die nativen Populationen besallen eine
héhere SLA als die invasiven Populationen. Die Behandlung fiihrte zu einem marginal nicht
signifikanten Anstieg der SLA. Der Einfluss der Behandlung unterschied sich nicht in der
Herkunft (Abb. 16, Tab. 20).
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Abb. 16: Wurzel/Spross-Verhaltnis (links), Blattanzahl (Mitte) und SLA (rechts) von Plantago lanceolata im
Vergleich der Herklnfte und der Behandlung. Gezeigt werden Mittelwerte (+ SE) aus zehn nativen und zehn
invasiven Populationen. Von jeder Population wurden fir Blatter und Wurzeln je fiinf Individuen der Kontrollgruppe
und funf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht (Populationen mit reduzierter Probenzahl sind in Tab. 42 und
Tab. 43. im Anhang zu finden). a-d: Gruppierung nach LSD-Post-Hoc-Test (gleiche Buchstaben: keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen; unterschiedliche Buchstaben: signifikante Unterschiede zwischen den

Gruppen).
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Tab. 20: Ergebnisse der statistischen Auswertung des Wurzel/Spross-Verhaltnisses, der Blattanzahl und der SLA
mittels ANOVA; F = Stichprobenvarianz, DenDf = Nennerfreiheitsgrade, NumDf = Zahlerfreiheitsgrade,
p = Signifikanzwert (fettgedruckte p Werte = signifikante Unterschiede).

Morphologisches Einflussvariable F DenDf | NumDf p
Merkmal

Herkunft 3,415 1 18,000 | 0,081
Wurzel/Spross-Verhaltnis Behandlung 1,436 1 173,079 | 0,232
Herkunft x Behandlung | 0,007 1 173,079 | 0,934
Herkunft 0,009 1 17,999 | 0,924
Blattanzahl Behandlung 3,354 1 173,151 | 0,069
Herkunft x Behandlung | 0,694 1 173,156 | 0,406
Herkunft 5,765 1 17,948 | 0,027
SLA Behandlung 3,051 1 173,653 | 0,082
Herkunft x Behandlung | 0,039 1 173,644 | 0,844

3.2 Herbivorie

3.2.1 Blattflachenverluste durch experimentelle Herbivorie

Die Herkunft und die Behandlung der Pflanzen hatten keinen signifikanten Einfluss auf die
Blattflache der Pflanzen. Sowohl in invasiven als auch nativen Populationen wurde jedoch ein
deutlicher Trend zur Abnahme der Blattflachen nach der Behandlung beobachtet. Der Einfluss
der Behandlung unterschied sich in der Herkunft nicht (Abb. 17, Tab. 21).

Bei Betrachtung des prozentualen Schadens resultierte der Trend zur Abnahme der
Blattflachen im Durchschnitt in einem Blattflachenverlust von (4,7 £ 0,9)% in den nativen
Populationen und von (5,2 + 0,9)% in den invasiven Populationen. Die Herkunft hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die prozentuale Abnahme der Blattflachen (Abb. 17, ANOVA,
p =0,743).
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Abb. 17: Blattflachen von Plantago lanceolata im Vergleich der Herklnfte und der Behandlung (links) und der
prozentuale Blattflachenverlust durch Herbivorie im Vergleich der Herkiinfte (rechts). Gezeigt werden Mittelwerte
(x SE) aus zehn nativen und zehn invasiven Populationen. Zur Berechnung der Blattflachen wurden nur die
Replikate der Herbivoriegruppe verwendet (n = 5). a-d: Gruppierung nach LSD-Post-Hoc-Test (gleiche Buchstaben:
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen; unterschiedliche Buchstaben: signifikante Unterschiede

zwischen den Gruppen).
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Tab. 21: Ergebnisse der statistischen Auswertung der Blattfache mittels ANOVA,; F = Stichprobenvarianz,
DenDf = Nennerfreiheitsgrade, NumDf = Zahlerfreiheitsgrade, p = Signifikanzwert (fettgedruckte
p-Werte = signifikante Unterschiede).

Einflussvariable F DenDf NumDf p
Herkunft 0,750 1 18,000 0,398
Behandlung 2,525 1 178,000 0,114
Herkunft x Behandlung 0,000 1 178,000 0,986

3.2.2 Bewegungsaktivitit von Spodoptera littoralis

Die Bewegungsaktivitat wurde Uber die Anzahl der Fral3stellen bestimmt. Die Herkunft hatte
keinen signifikanten Einfluss auf die Anzahl der Fral3stellen (Abb. 18, ANOVA, p = 0,318).
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Abb. 18: Anzahl der durch Spodoptera littoralis verursachten Frastellen an Plantago lanceolata im Vergleich der
Herkunfte. Gezeigt werden Mittelwerte (+ SE) aus zehn nativen und zehn invasiven Populationen. Zur Berechnung
der FrafRstellen wurden nur die Replikate der Herbivoriegruppe verwendet (n=5). a-d: Gruppierung nach
LSD-Post-Hoc-Test (gleiche Buchstaben: keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen;

unterschiedliche Buchstaben: signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen).
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3.3 Phytohormone

3.3.1 Jasmonate

In den Blattern wurden die Jasmonate JA sowie JA-lle identifiziert und die Jasmonate
Hydroxy-Jasmonsauresulfat (Sulfo-JA), Hydroxy-Jasmonsaure (OH-JA), sowie
12-Hydroxy-Jasmonyl-Isoleucin ~ (OH-JA-lle) vorlaufig identifiziert (siehe Anhang
Abschnitt 7.1.1, Tab. 33, Abb. 33 und Abb. 34). OH-JA und Sulfo- JA fassen beide die in
11- und 12-Position hydroxylierte Form zusammen. Sulfo-JA war in allen untersuchten
Geweben der Pflanzen das dominanteste Jasmonat. Die Konzentration von JA-Ile unterschied
sich als einziges der Jasmonate signifikant bezlglich der Herkunft (Abb. 19, Tab. 22). Die
Konzentrationen waren nach der Behandlung in nativen Populationen signifikant héher als in
den invasiven Populationen (Abb. 19, LSD-Post-hoc-Test, p = 0,007). Die Herkunft der
Pflanzen hatte keinen signifikanten Einfluss auf alle anderen Jasmonate. Nach der
Raupenherbivorie kam es zu einem signifikanten Anstieg aller Jasmonate in den Blattern
(Abb. 19, Tab. 22). Der Einfluss der Behandlung unterschied sich nur fir OH-JA signifikant in
der Herkunft (Abb. 19, Tab. 22). OH-JA war in den Kontrollgruppen der nativen Populationen
in signifikant hoheren konstitutiven Mengen vorhanden (Abb. 19, LSD-Post-hoc-Test,
p <0,001). Die invasiven Populationen besallen marginal nicht signifikant hdhere
Konzentrationen des Phytohormons in den Herbivoriegruppen (Abb. 19, LSD-Post-hoc-Test,
p = 0,052). Die Behandlung resultierte somit in einer héheren Induktion von OH-JA in den
invasiven Populationen (Abb. 19, Tab. 22).

In den Wurzeln konnten die Jasmonate JA und JA-lle identifiziert und Sulfo-JA vorlaufig
identifiziert werden (Abb. 19). Die Herkunft der Pflanzen hatte keinen signifikanten Einfluss auf
die Jasmonatkonzentrationen der Wurzeln (Abb. 19, Tab. 22). Die oberirdische Behandlung
mit S. littoralis resultierte in einer signifikanten Abnahme von JA-lle und hatte keinen Einfluss
auf die Konzentrationen von Sulfo-JA und JA. Der Einfluss der Behandlung auf JA-lle zeigte
keinen signifikanten Unterschied bezliglich der Herkunft (Abb. 19, Tab. 22).
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Abb. 19: Konzentrationen der Jasmonate Sulfo-JA (umfasst 11- und 12- Hydroxy-Jasmonsauresulfat), JA, OH-JA
(umfasst 11- und 12-Hydroxyjasmonsaure), JA-lle, OH-JA-lle (von links nach rechts) in den Blattern (oben, grin)
und den Wurzeln (unten, braun) von Plantago lanceolata im Vergleich der Herklnfte und der Behandlung. Gezeigt
werden Mittelwerte (+ SE) aus zehn nativen und zehn invasiven Populationen. Von jeder Population wurden fiir
Blatter und Wurzeln je finf Individuen der Kontrollgruppe und fiinf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht
(Populationen mit reduzierter Probenzahl sind in Tab. 42 und Tab. 43 im Anhang zu finden). Unterbrechung der
Ordinate in den Blattkonzentrationen bei 0,45 ng-(g DW)" und 5,5 ng-(g DW)! sowie in den Wurzelkonzentrationen
bei 0,95 ng-(g DW)™; nach jeder Unterbrechung folgt die Anderung der Skalierung. n.n. = nicht nachweisbar. a-d:
Gruppierung nach LSD-Post-hoc-Test fir jedes einzelne Jasmonat separat betrachtet (gleiche Buchstaben: keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen; unterschiedliche Buchstaben: signifikante Unterschiede

zwischen den Gruppen); Strukturformel modifiziert nach Miersch et al. (2008).
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Tab. 22: Ergebnisse der statistischen Auswertung der verschiedenen Formen der Jasmonate mittels ANOVA.
F = Stichprobenvarianz, = DenDf = Nennerfreiheitsgrade, = NumDf = Zahlerfreiheitsgrade,  p = Signifikanzwert
(fettgedruckte p-Werte = signifikante Unterschiede)

Substanz | Gewebe Einflussvariable F DenDf | NumDf P
Herkunft 0,000 1 18,000 0,997
Blatter Behandlung 185,956 1 178,000 | <0,001
Sulfo-JA Herkunft x Behandlung 1,564 1 178,000 0,213
Herkunft 1,843 1 17,993 0,191
Wurzeln Behandlung 1,081 1 173,291 0,300
Herkunft x Behandlung 1,166 1 173,289 0,282
Herkunft 1,210 1 18,000 0,286
Blatter Behandlung 93,139 1 178,000 | <0,001
JA Herkunft x Behandlung 0,898 1 178,000 0,345
Herkunft 0,533 1 17,975 0,475
Wurzeln Behandlung 0,017 1 173,477 0,897
Herkunft x Behandlung 2,487 1 173,473 0,117
Herkunft 1,319 1 18,000 0,266
Blatter Behandlung 360,199 1 178,000 | <0,001
OH-JA Herkunft x Behandlung 6,904 1 178,000 0,009
Herkunft - - - -
Wurzeln Behandlung - - - -
Herkunft x Behandlung - - - -
Herkunft 8,600 1 18,000 0,009
Blatter Behandlung 19,066 1 178,000 | <0,001
JA-lle Herkunft x Behandlung 0,246 1 178,000 0,620
Herkunft 0,557 1 17,960 0,465
Wurzeln Behandlung 4,799 1 173,534 0,030
Herkunft x Behandlung 2,297 1 173,585 0,131
Herkunft 4,386 1 18,000 0,051
Blatter Behandlung 363,525 1 178,000 | <0,001
OH-JA-lle Herkunft x Behandlung 1,909 1 178,000 0,169
Herkunft - - - -
Wurzeln Behandlung - - - -
Herkunft x Behandlung - - - -

Die Herkunft der Pflanzen hatte keinen Einfluss auf die Gesamtkonzentration der Jasmonate.
Die Behandlung flhrte zu einer signifikanten Induktion der Gesamtkonzentration. Der Einfluss
der Behandlung unterschied sich nicht in der Herkunft (Abb. 20, Tab. 23). Jedoch war der
Trend ersichtlich, dass invasive Populationen héhere konstitutive Mengen an Jasmonaten
besalRen und dass die Antwort auf einen herbivoren Stressor in den nativen Populationen
groRer war (Abb. 20). Durch den Anteil von tber 95% an Sulfo-JA an der Gesamtkonzentration
wurde diese malgeblich durch dieses Jasmonat bestimmt.

Weder Herkunft noch Behandlung hatten einen signifikanten Einfluss auf die

Gesamtkonzentration der Jasmonate in den Wurzeln (Abb. 20, Tab. 23).
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3.3.2 Abscisinsadure

Abscisinsaure (ABA) wurde nur in den Blattern von P. lanceolata nachgewiesen und war in
den Wurzeln nicht prasent (siehe Anhang Abschnitt 7.1.1, Tab. 33, Abb. 35). Die Herkunft der
Pflanzen hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Konzentration des Phytohormons. Nach
Raupenherbivorie stiegen die ABA-Konzentrationen signifikant an. Der Einfluss der
Behandlung unterschied sich marginal nicht signifikant in der Herkunft. Die Induktion von ABA
war in den nativen Populationen tendenziell starker als in den invasiven Populationen
(Abb. 20, Tab. 23).

(o]
R =1
o R2
Jasmonate ABA
200 A ':ir 0,2 1
oK
2 100 1 o 0,1 1
5 0 i '
e ol L)
E = 4K [] Kontrolle
g ;E;E Herbivorie
5 gl
£ n.n. n.n. [] Kontrolle
[ a a a a o
‘g . Herbivorie
N
€ 100 A
o 2
N 0,1
200 A
0,2 -
Nativ Invasiv Nativ Invasiv

Abb. 20: Gesamtkonzentration der Jasmonate (links) und Konzentrationen von ABA (rechts) in den Blattern (oben,
grun) und den Wurzeln (unten, braun) von Plantago lanceolata im Vergleich der Herkiinfte und der Behandlung.
Die Gesamtkonzentration der Jasmonate umfasst die Summe aller nachgewiesenen Formen. Gezeigt werden
Mittelwerte (+ SE) aus zehn nativen und zehn invasiven Populationen. Von jeder Population wurden fir Blatter und
Wurzeln je funf Individuen der Kontrollgruppe und funf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht (Populationen
mit reduzierter Probenzahl sind in Tab. 42 und Tab. 43. im Anhang zu finden. n.n. = nicht nachweisbar. a-d:
Gruppierung nach LSD-Post-Hoc-Test (gleiche Buchstaben: keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen; unterschiedliche Buchstaben: signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen); Strukturen modifiziert
nach Miersch et al. (2008) und Nambara & Marion-Poll (2005).
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Tab. 23: Ergebnisse der statistischen Auswertung der Gesamtkonzentration der Jasmonate und der
Konzentration von ABA in den Blattern und Wurzeln mittels ANOVA; F = Stichprobenvarianz,
DenDf = Nennerfreiheitsgrade, NumDf = Zahlerfreiheitsgrade, p = Signifikanzwert (fettgedruckte
p-Werte = signifikante Unterschiede).

Substanz | Gewebe Einflussvariable F DenDf | NumDf p
Herkunft 0,000 1 18,000 | 0,992
Blatter Behandlung 193,881 1 178,000 | <0,001
Jasmonate Herkunft x Behandlung 1,463 1 178,000 | 0,228
(gesamt) Herkunft 1,872 1 17,993 | 0,188
Wurzeln Behandlung 0,921 1 173,292 | 0,339
Herkunft x Behandlung 1,139 1 173,286 | 0,287
Herkunft 0,596 1 18,000 | 0,450
Blatter Behandlung 88,133 11 178,000 | <0,001
Herkunft x Behandlung 2,882 1 178,000 | 0,091

ABA

Herkunft - - - -

Wurzeln Behandlung - - - -

Herkunft x Behandlung - - - -

3.4 Iridoidglykoside

In den Blattern und Wurzeln wurden die Iridoidglykoside Aucubin und Catalpol nachgewiesen
(siehe Anhang Tab. 33, Abb. 36 und Abb. 37).

3.4.1 Aucubin

Weder die Herkunft noch die Behandlung hatten einen signifikanten Einfluss auf die
Konzentrationen des Aucubins in den Blattern sowie den Wurzeln des Spitzwegerichs
(Abb. 21, Tab. 24).

3.4.2 Catalpol

Die Herkunft hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Konzentration von Catalpol in den
Blattern. Die Behandlung resultierte in einer marginal nicht signifikanten Abnahme der
Catalpolkonzentration. Der Einfluss der Behandlung unterschied sich nicht in der Herkunft
(Abb. 21, Tab. 24).

Weder Herkunft noch Behandlung hatten einen Einfluss auf die Catalpolkonzentration der
Wurzeln (Abb. 21, Tab. 24).
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Abb. 21: Konzentrationen der Iridoidglykoside Aucubin (links) und Catalpol (rechts) in den Blattern (oben, griin) und
Wourzel (unten, braun) von Plantago lanceolata im Vergleich der Herkiinfte und der Behandlung. Gezeigt werden
Mittelwerte (£ SE) aus zehn nativen und zehn invasiven Populationen. Von jeder Population wurden je flnf
Individuen der Kontrollgruppe und funf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht (Populationen mit reduzierter
Probenzahl sind in Tab. 42 und Tab. 43 im Anhang zu finden). a-d: Gruppierung nach LSD-Post-hoc-Test (gleiche
Buchstaben: keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen; unterschiedliche Buchstaben: signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen); Strukturformeln modifiziert nach Hamida et al. (2002).
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Tab. 24: Ergebnisse der statistischen Auswertung der Aucubin- und Catalpolkonzentrationen in den Blattern und
den Wurzeln mittels ANOVA. F = Stichprobenvarianz, DenDf = Nennerfreiheitsgrade,
NumDf = Zahlerfreiheitsgrade, p = Signifikanzwert (fettgedruckte p-Werte = signifikante Unterschiede).

Substanz | Gewebe Einflussvariable F DenDf | NumDf P
Herkunft 0,171 1 18,000 | 0,684
Blatter Behandlung 0,184 1 178,000 | 0,668
. Herkunft x Behandlung 0,007 1 178,000 | 0,936
Aucubin
Herkunft 0,406 1 17,992 | 0,532
Wurzeln Behandlung 0,332 1 173,287 | 0,565
Herkunft x Behandlung 1,599 1 173,285 | 0,208
Herkunft 0,334 1 18,000 | 0,571
Blatter Behandlung 3,575 1 178,000 | 0,060
Herkunft x Behandlung 1,361 1 178,000 | 0,245
Catalpol
Herkunft 0,004 1 17,999 | 0,950
Wurzeln Behandlung 0,094 1 173,153 | 0,760
Herkunft x Behandlung 0,193 1 173,153 | 0,661
3.5 Phenole

3.5.1 Prakursoren und Intermediate

Nachfolgend werden die Konzentration oder relativen Mengen von Prakursoren und
Intermediaten aus dem Shikimisaureweg sowie dem Phenylpropanoid-Biosyntheseweg zur
Synthese verschiedener Pflanzenphenole betrachtet. In den Blattern und Wurzeln wurden die
Prakursoren Phenylalanin (Phe) und Tyrosin (Tyr) identifiziert (sieche Anhang Tab. 35, Abb. 54
und Abb. 55). Daruber hinaus wurden die Intermediate Shikimisdure und p-Cumarsaure
nachgewiesen (siehe Anhang Tab. 33, Abb. 38 und Abb. 39).

3.5.1.1 Shikimisaure

Die Herkunft hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Konzentrationen des Intermediates
Shikimisdure. Die Behandlung mit S. littoralis fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der
Shikimisaurekonzentrationen. Der Einfluss der Behandlung zeigte einen signifikanten
Unterschied in der Herkunft (Abb. 22, Tab. 25). Die Raupenherbivorie schien lediglich zu
einem signifikanten Anstieg in den nativen Populationen zu flihren (Abb. 22,
LSD-Post-hoc-Test, p <0,001), in den invasiven Populationen dagegen nicht (Abb. 22,
LSD-Post-hoc-Test, p = 0,995).

Weder die Herkunft noch die Behandlung hatten einen signifikanten Einfluss auf die
Shikimisdurekonzentrationen der Wurzeln (Abb. 22, Tab. 25).
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3.5.1.2 Aromatische Aminosauren

Weder Herkunft noch Behandlung hatten einen signifikanten Einfluss auf die Konzentrationen
von Phenylalanin in Blattern und Wurzeln (Abb. 22, Tab. 25).

Die Herkunft und die Behandlung hatten ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die
Tyrosinkonzentration der Blatter. Der Trend zeigte dennoch, dass native Populationen Tyrosin
in den Blattern Uber ihre konstitutiven Konzentrationen hinaus induzieren konnten, wahrend
invasive  Populationen unter Herbivorie ihre Konzentrationen nicht erhdhten
(Abb. 22, Tab. 25).

Die Herkunft beeinflusste die Tyrosinkonzentrationen der Wurzeln ebenfalls nicht. Die
Raupenherbivorie flhrte jedoch zu einem signifikanten Anstieg von Tyrosin in den Wurzeln.
Der Einfluss der Behandlung zeigte keinen signifikanten Unterschied bezlglich der Herkunft
(Abb. 22, Tab. 25).

3.5.1.3 p-Cumarsaure

Die Herkunft hatte einen signifikanten Einfluss auf die relativen Mengen der p-Cumarsaure in
den Blattern (Abb. 22, Tab. 25). Der Unterschied war in den konstitutiven Mengen zu finden
(Abb. 22, LSD-Post-hoc-Test, p =0,050). Die Mittelwerte der relativen Mengen in den
Kontrollgruppen unterschieden sich zwar nicht, jedoch lagen die Mediane in den nativen
Populationen wesentlich geringer als bei den Kontrollgruppen der invasiven Populationen. Die
Behandlung flhrte zu einem signifikanten Anstieg. Der Einfluss der Behandlung unterschied
sich signifikant in der Herkunft (Abb. 22, Tab. 25), denn der Anstieg wurde nur in den nativen
Populationen beobachtet (Abb. 22, LSD-Post-hoc-Test, p <0,001). In den invasiven
Populationen wurde hingegen kein signifikanter Anstieg nach der Behandlung ermittelt
(Abb. 22, LSD-Post-hoc-Test, p = 0,654). Wahrend die nativen Populationen ihre geringen,
konstitutiven Mengen erst bei herbivorem Stress erhdhten, wies der Grolteil der invasiven
Populationen einen konstant erhéhten Pool an p-Cumarsaure auf, welcher durch Herbivorie
unbeeinflusst blieb (Abb. 22, Tab. 25).

In den Wurzeln waren die relativen Mengen des Intermediates analog zur Shikimisdure

deutlich geringer. Weder Herkunft noch Behandlung hatten einen Einfluss auf die

Konzentrationen der p-Cumarsaure in den Wurzeln (Abb. 22, Tab. 25).
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Abb. 22: Konzentrationen von Shikimisdure, Phenylalanin sowie Tyrosin und relative Mengen von p-Cumarséaure

(von links nach rechts) in den Blattern (oben, griin) und den Wurzeln (unten, braun) von Plantago lanceolata im

Vergleich der Herklinfte und der Behandlung. Gezeigt werden Mittelwerte (+ SE) aus zehn nativen und zehn

invasiven Populationen. Von jeder Population wurden fir Blatter und Wurzeln je fiinf Individuen der Kontrollgruppe

und funf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht (Populationen mit reduzierter Probenzahl sind in Tab. 42 und

Tab. 43 im Anhang zu finden). a-d: Gruppierung nach LSD-Post-hoc-Test (gleiche Buchstaben: keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen; unterschiedliche Buchstaben: signifikante Unterschiede zwischen den

Gruppen); Strukturformeln modifiziert nach Liu (2012).
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Tab. 25: Ergebnisse der statistischen Auswertung der Konzentrationen von Shikimisdure, Phenylalanin sowie
Tyrosin und der relativen Mengen von p-Cumarsdure in den Blattern und Wurzeln mittels ANOVA.
F = Stichprobenvarianz, DenDf = Nennerfreiheitsgrade, NumDf = Zahlerfreiheitsgrade, p = Signifikanzwert
(fettgedruckte p-Werte = signifikante Unterschiede).

Substanz | Gewebe Einflussvariable F DenDf | NumDf p
Herkunft 0,020 1 18,000 0,890
Blatter Behandlung 7,233 1 178,000 0,008
Shikimi- Herkunft x Behandlung 8,083 1 178,000 0,005
saure Herkunft 0,227 1 17,992 0,640
Wurzeln Behandlung 0,054 1 172,329 0,816
Herkunft x Behandlung 1,060 1 172,337 0,305
Herkunft 0,056 1 18,000 0,816
Blatter Behandlung 0,605 1 178,000 0,438
Phe Herkunft x Behandlung 1,502 1 178,000 0,222
Herkunft 0,362 1 17,972 0,555
Wurzeln Behandlung 1,758 1 172,576 0,187
Herkunft x Behandlung 1,934 1 172,576 0,166
Herkunft 0,824 1 18,000 0,376
Blatter Behandlung 2,780 1 178,000 0,097
Tyr Herkunft x Behandlung 0,812 1 178,000 0,369
Herkunft 0,070 1 17,985 0,795
Wurzeln Behandlung 10,681 1 172,444 0,001
Herkunft x Behandlung 2,042 1 172,450 0,155
Herkunft 4,562 1 17,995 0,047
Blatter Behandlung 15,831 1 177,120 | <0,001
p-Cumar- Herkunft x Behandlung 4,360 1 177,122 0,038
saure Herkunft 0,119 1 17,991 0,734
Wurzeln Behandlung 0,003 1 172,286 0,958
Herkunft x Behandlung 0,269 1 172,283 0,605

3.5.1.4 Chlorogensaurederivate

Die  Analyse der Chlorogensaurederivate als  weitere  Intermediate  des
Phenylpropanoid-Biosynthesewegs zeigte, dass drei unterschiedliche Derivate der
p-Cumaroyl-Chinasaure (pCoQA) in den Blattern der nativen und invasiven Populationen von
P. lanceolata prasent waren. Im Rahmen der Analysen konnten die pCoQA-Derivate aufgrund
fehlender Standards zum Vergleich der Retentionszeiten nicht eindeutig identifiziert werden.
Anhand der spezifischen Ubergange nach Clifford et al. (2003) lie® sich jedoch auf das
Vorhandensein von drei Derivaten in den Proben schlieRen (siehe Anhang Tab. 33, Abb. 40).
Weder Herkunft noch Behandlung hatten einen signifikanten Einfluss auf die relativen Mengen
der drei Derivate (Abb. 23, Tab. 26).
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Abb. 23: Relative Mengen der pCoQA-Derivate in den Blattern von Plantago lanceolata im Vergleich der Herkiinfte
und der Behandlung. Gezeigt werden Mittelwerte (+ SE) aus zehn nativen und zehn invasiven Populationen. Von
jeder Population wurden je fiinf Individuen der Kontrollgruppe und fiinf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht
(Populationen mit reduzierter Probenzahl sind in Tab. 42 und Tab. 43 im Anhang zu finden). a-d: Gruppierung nach
LSD-Post-hoc-Test (gleiche Buchstaben: keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen;
unterschiedliche Buchstaben: signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen). Strukturen: 3-pCoQA (R1 = H,
Rz2=H, Rs = p-Cumarsaurerest (R)), 4-pCoQA (R1 = H, Rz = p-Cumarséaurerest (R), Rz =H), 5-pCoQA
(R1 = p-Cumarsaurerest (R), Rz = H, Rs = H); Strukturformeln modifiziert nach Clifford et al. (2003).

Tab. 26: Ergebnisse der statistischen Auswertung der relativen Mengen der detektierten pCoQA-Derivate in den
Blattern mittels ANOVA. F = Stichprobenvarianz, DenDf = Nennerfreiheitsgrade, NumDf = Zahlerfreiheitsgrade,
p = Signifikanzwert (fettgedruckte p-Werte = signifikante Unterschiede).

Substanz Gewebe Einflussvariable F DenDf | NumDf P

Herkunft 1,240 1 18,000 | 0,280

pCoQA - R
Derivat 1 Blatter Behandlung 0,495 1 177,029 | 0,483
Herkunft x Behandlung 1,389 1 177,030 | 0,240
Herkunft 0,963 1 18,000 | 0,339

pCoQA - .
Derivat 2 Blatter Behandlung 0,065 1 177,031 | 0,799
Herkunft x Behandlung 0,643 1 177,031 | 0,424
CoQA Herkunft 1,231 1 18,000 | 0,282
gerivat . | Biteer Behandlung 0401 | 1 | 177,029 | 0,527
Herkunft x Behandlung 1,294 1 177,029 | 0,257

Darliber hinaus zeigte die Analyse der Chlorogensauren, dass drei
Caffeoyl-Chinasaurederivate (CQA) in den Blattern des Spitzwegerichs prasent waren. Die
Derivate 3-CQA, 4-CQA und 5-CQA wurden Uber die Retentionszeiten und die spezifischen
Massenlibergange Q(1) und Q(3) identifiziert (siehe Anhang Tab. 33, Abb. 41 bis Abb. 43).
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Die Herkunft hatte keinen signifikanten Einfluss auf die CQA-Derivate. Dennoch war ein Trend
ersichtlich, dass invasive Populationen hdhere durchschnittliche konstitutive Mengen an
3-CQA besalien. Die Behandlung hatte ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die
CQA-Derivate. Der Einfluss der Behandlung zeigte jedoch einen Effekt auf die relativen
Mengen des 5-CQA, der sich in der Herkunft marginal nicht signifikant unterschied. Die nativen
Populationen schienen tendenziell ihre relativen Mengen zu erhéhen, wahrend die invasiven

Populationen ihre relativen Mengen konstant hielten (Abb. 24, Tab. 27).
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Abb. 24: Relative Mengen der Chlorogensaurederivate 3-CQA (links), 4-CQA (Mitte) und 5-CQA (rechts) in den
Blattern von Plantago lanceolata im Vergleich der Herkiinfte und der Behandlung. Gezeigt werden Mittelwerte
(x SE) aus zehn nativen und zehn invasiven Populationen. Von jeder Population wurden je fiinf Individuen der
Kontrollgruppe und funf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht (Populationen mit reduzierter Probenzahl sind
in Tab. 42 und Tab. 43 im Anhang zu finden). a-d: Gruppierung nach LSD-Post-hoc-Test (gleiche Buchstaben:
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen; unterschiedliche Buchstaben: signifikante Unterschiede

zwischen den Gruppen); Strukturformeln modifiziert nach Clifford et al. (2003).
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Tab. 27: Ergebnisse der statistischen Auswertung der relativen Mengen der drei identifizierten CQA-Derivate in den

Blattern mittels ANOVA. F = Stichprobenvarianz, DenDf = Nennerfreiheitsgrade, NumDf = Zahlerfreiheitsgrade,

p = Signifikanzwert (fettgedruckte p-Werte = signifikante Unterschiede).

Substanz Gewebe Einflussvariable F DenDf | NumDf P

Herkunft 1,205 1 18,000 | 0,287

3-CQA Blatter Behandlung 0,279 1 177,032 | 0,598
Herkunft x Behandlung 0,215 1 177,032 | 0,643

Herkunft 1,614 1 17,935 | 0,220

4-CQA Blatter Behandlung 1,405 1 176,966 | 0,238
Herkunft x Behandlung 0,000 1 176,966 | 0,983

Herkunft 0,031 1 18,000 | 0,863

5-CQA Blatter Behandlung 0,109 1 177,026 | 0,742
Herkunft x Behandlung 3,345 1 177,026 | 0,069

3.5.2 Verbascosid

In den Blattern und Wurzeln wurde Verbascosid identifiziert (siehe Anhang Tab. 33, Abb. 25).

Weder Herkunft noch Behandlung hatten Einfluss auf die Konzentration des Verbascosids in

den Blattern. Ein leichter Trend zeichnete sich jedoch in den nativen Populationen ab. Die

Behandlung flhrte zu einem tendenziellen Anstieg der Verbascosidkonzentration, wahrend die

Konzentration der invasiven Populationen auf ihrem konstitutiven Level verblieben (Abb. 25,

Tab. 28).

In den Wurzeln wurde die Verbascosidkonzentration ebenfalls weder von der Herkunft noch
der Behandlung beeinflusst (Abb. 25; Tab. 28).
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Abb. 25: Konzentrationen von Verbascosid in den Blattern (oben, griin) und den Wurzeln (unten, braun) von

Plantago lanceolata im Vergleich der Herkinfte und der Behandlung. Gezeigt werden Mittelwerte (+ SE) aus zehn

nativen und zehn invasiven Populationen. Von jeder Population wurden fur Blatter und Wurzeln je finf Individuen

der Kontrollgruppe und fiinf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht (Populationen mit reduzierter Probenzahl

sind in Tab. 42 und Tab. 43 im Anhang zu finden). a-d: Gruppierung nach LSD-Post-hoc-Test (gleiche Buchstaben:

keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen; unterschiedliche Buchstaben: signifikante Unterschiede

zwischen den Gruppen); Strukturformel nach Funes et al. (2010).

Tab. 28: Ergebnisse der statistischen Auswertung der Konzentrationen von Verbascosid in den Blattern und

Wurzeln mittels ANOVA. F = Stichprobenvarianz, DenDf = Nennerfreiheitsgrade, NumDf = Zahlerfreiheitsgrade,

p = Signifikanzwert (fettgedruckte p-Werte = signifikante Unterschiede).

Substanz Gewebe Einflussvariable F DenDf | NumDf P
Herkunft 0,749 1 18,000 | 0,398
Blatter Behandlung 1,408 1 178,000 | 0,237
Verbascosid Herkunft x Behandlung 1,312 1 178,000 | 0,254
Herkunft 0,066 1 17,998 | 0,800
Wurzeln Behandlung 0,023 1 172,182 | 0,880
Herkunft x Behandlung 0,000 1 172,181 | 0,997
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3.5.3 Flavonoide

In den Blattern der nativen und invasiven Populationen von P. lanceolata wurden im Rahmen
der Analyse die Flavonoide Rutin, Apigenin-7-O-Glucosid, Quercitrin sowie Luteolosid und das
zugehdrige Aglykon Luteolin identifiziert (siehe Anhang Tab. 33, Abb. 45 bis Abb. 49).

Weder die Herkunft noch die Behandlung hatten einen signifikanten Einfluss auf die relativen
Mengen von Rutin, Apigenin-7-O-Glucosid sowie Quercitrin. Dennoch war fur Rutin sowie
Apigenin-7-0O-Glucosid ein ahnliches Muster zu erkennen. Durch die Raupenherbivorie sanken
die Konzentrationen tendenziell in den nativen Populationen und stiegen tendenziell in den
invasiven Populationen (Abb. 26, Tab. 29).

Die Herkunft hatte ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf Luteolosid. Die Behandlung
fuhrte jedoch zu einem signifikanten Einfluss, welcher sich bezlglich der Herkunft marginal
nicht signifikant unterschied. Analog zu Rutin und Apigenin-7-O-Glucosid sanken die relativen
Mengen tendenziell in den nativen Populationen und stiegen bei diesem Flavonoid sehr stark
in den invasiven Populationen an (Abb. 26, Tab. 29). Nur in den invasiven Populationen flhrte
die Behandlung zu einem signifikanten Unterschied der relativen Mengen von Luteolosid
(Abb. 26, LSD-Post-hoc-Test, p = 0,009).

Die Herkunft hatte zudem keinen Einfluss auf die relativen Mengen des Aglykons des
Luteolosids Luteolin. Beziglich der Behandlung zeigte sich im Vergleich zu den anderen
Flavonoiden eine andere Reaktion. Die Behandlung mit S. littoralis flihrte zu einer signifikanten
Induktion der relativen Mengen. Der Einfluss der Behandlung zeigte keinen signifikanten
Unterschied in der Herkunft (Abb. 26, Tab. 29).
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Abb. 26: Relative Mengen der Flavonoide Luteolin, Luteolosid, Quercitrin, Rutin und Apigenin-7-O-Glucosid in den
Blattern von Plantago lanceolata im Vergleich der Herkiinfte und der Behandlung. Gezeigt werden
Mittelwerte (+ SE) aus zehn nativen und zehn invasiven Populationen. Von jeder Population wurden fir Blatter und
Wurzeln je funf Individuen der Kontrollgruppe und funf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht (Populationen
mit reduzierter Probenzahl sind in Tab.42 und Tab.43 im Anhang zu finden). a-d: Gruppierung nach
LSD-Post-hoc-Test (gleiche Buchstaben: keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen;
unterschiedliche Buchstaben: signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen). Strukturen: Glc = B-D-Glucose,

Rha = Rhamnose; Strukturformeln modifiziert nach Ferrazzano et al. (2015).
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Tab. 29: Ergebnisse der statistischen Auswertung der relativen Mengen der Flavonoide in den Blattern mittels
ANOVA. F = Stichprobenvarianz, DenDf = Nennerfreiheitsgrade, NumDf = Zahlerfreiheitsgrade,
p = Signifikanzwert (fettgedruckte p-Werte = signifikante Unterschiede).

Substanz Gewebe Einflussvariable F DenDf | NumDf P
Herkunft 0,247 1 17,981 | 0,625
Luteolin Blatter Behandlung 30,262 1 170,809 | <0,001
Herkunft x Behandlung 0,867 1 170,846 | 0,353
Herkunft 2,378 1 17,991 | 0,140
Luteolosid Blatter Behandlung 6,646 1 170,621 0,011
Herkunft x Behandlung 3,263 1 170,559 | 0,073
Herkunft 1,107 1 17,996 | 0,307
Querecitrin Blatter Behandlung 0,388 1 170,403 | 0,534
Herkunft x Behandlung 0,522 1 170,396 | 0,471
Herkunft 1,058 1 18,000 | 0,317
Rutin Blatter Behandlung 0,018 1 178,000 | 0,893
Herkunft x Behandlung 0,131 1 178,000 | 0,718
Apigenin-7-O- Herkunft 0,156 1 17,996 | 0,697
Glucosid Blatter Behandlung 0,153 1 170,435 | 0,696
Herkunft x Behandlung 0,144 1 170,437 | 0,705

3.6 y-Aminobuttersaure und der Prakursor Glutamat

y-Aminobuttersdure (GABA) und sein Prakursor Glutamat (Glu) wurden in den Blattern und
Wurzeln von P. lanceolata identifiziert (sieche Anhang Tab. 35, Abb. 68 und Abb. 64).

Die Herkunft hatte einen marginal nicht signifikanten Einfluss auf die Glutamatkonzentration
der Blatter. Die invasiven Populationen zeigten im Durchschnitt héhere Konzentrationen als
die nativen Populationen. Die Behandlung mit S. littoralis fiihrte zu einer signifikanten
Abnahme. Der Einfluss der Behandlung unterschied sich beziiglich der Herkunft nicht
signifikant. Der Trend zeigte jedoch, dass die Abnahme in den invasiven Populationen héher
war (Abb. 27, Tab. 30).

Die Herkunft hatte ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die Glutamatkonzentrationen der
Wourzeln. Die Behandlung flihrte zu einem signifikanten Anstieg der Glutamatkonzentration.
Der Einfluss der Behandlung unterschied sich bezuglich der Herkunft nicht signifikant. Der
Trend zeigte jedoch analog zu den Blattern einen starkeren Einfluss auf die invasiven
Populationen (Abb. 27, Tab. 30).

Auch die Konzentrationen der nicht-proteinogenen Aminosdure GABA wurden durch die
Herkunft nicht beeinflusst. Die Raupenherbivorie fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der
GABA-Konzentration. Dieser Anstieg unterschied sich marginal nicht signifikant in der
Herkunft, denn die GABA-Konzentrationen wurden in den invasiven Populationen leicht

erhoht, in den nativen Populationen allerdings nicht (Abb. 27, Tab. 30).
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Weder Herkunft noch Behandlung hatten einen signifikanten Einfluss auf die
GABA-Konzentration der Wurzeln. Der Trend zeigte jedoch deutlich, dass die Behandlung zu
einer Zunahme der GABA-Konzentrationen flhrte. Dieser Effekt schien auch in den invasiven

Populationen gréRer zu sein (Abb. 27, Tab. 30).
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Abb. 27: Konzentrationen von Glutamat (links) und GABA (rechts) in den Blattern (oben, griin) und den Wurzeln
(unten, braun) von Plantago lanceolata im Vergleich der Herkinfte und der Behandlung. Gezeigt werden
Mittelwerte (+ SE) aus zehn nativen und zehn invasiven Populationen. Von jeder Population wurden fiir Blatter und
Wurzeln je funf Individuen der Kontrollgruppe und finf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht (Populationen
mit reduzierter Probenzahl sind in Tab. 42 und Tab. 43 im Anhang zu finden). Unterbrechung der Achse bei
1,2 ymol - (g DW)™". a-b: Gruppierung nach LSD-Post-hoc-Test (gleiche Buchstaben: keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen; unterschiedliche Buchstaben: signifikante Unterschiede zwischen den

Gruppen); Strukturformeln modifiziert nach Huang et al. (2011).
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Tab. 30: Ergebnisse der statistischen Auswertung des Glutamat- und GABA-Gehaltes in den Blattern und Wurzeln
mittels ANOVA. F = Stichprobenvarianz, = DenDf = Nennerfreiheitsgrade, = NumDf = Zahlerfreiheitsgrade,
p = Signifikanzwert (fettgedruckte p-Werte = signifikante Unterschiede).

Substanz | Gewebe Einflussvariable F DenDf | NumDf P
Herkunft 3,778 1 18,000 | 0,068
Blatter Behandlung 9,506 1 178,000 | 0,002
Glu Herkunft x Behandlung 2,254 1 178,000 | 0,135
Herkunft 1,375 1 17,972 | 0,256
Wurzeln Behandlung 16,864 1 172,569 | <0,001
Herkunft x Behandlung 0,571 1 172,568 | 0,451
Herkunft 1,496 1 18,000 | 0,237
Blatter Behandlung 4,916 1 178,000 | 0,028
GABA Herkunft x Behandlung 3,816 1 178,000 | 0,052
Herkunft 0,102 1 17,947 | 0,754
Wurzeln Behandlung 2,522 1 172,797 | 0,114
Herkunft x Behandlung 1,330 1 172,810 | 0,250

3.7 Primarmetabolite

Als Primarmetabolite wurden die freien Aminosauren, Zucker sowie der Zuckeralkohol Sorbitol

untersucht.

3.7.1 Freie Aminosauren

In den Blattern waren Alanin (26%), Glutamat (20%) und Serin (12%) die dominanten
Aminosauren. Eine genaue Aminosaureverteilung findet sich Tab. 37 im Anhang. Die Herkunft
hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Gesamtkonzentration der freien Aminosauren der
Blatter. Die Behandlung fuhrte zu einer signifikanten Abnahme der freien Aminosauren. Der
Einfluss der Behandlung wies keinen Unterschied bezuglich der Herkunft auf (Abb. 28,
Tab. 31).

Der Gehalt an freien Aminosauren in den Wurzeln war im Vergleich zu den Blattern mehr als
doppelt so hoch. Die dominanten Aminosauren waren Glutamat (44 %), Glutamin (15%) und
Alanin (14%). Eine genaue Aminosaureverteilung findet sich Tab. 37 im Anhang. Die Herkunft
hatte ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die Konzentrationen in den Wurzeln. Die
Raupenherbivorie flhrte zu einer signifikanten Zunahme der Aminosaurekonzentrationen in
den Wurzeln. Die Zunahme unterschied sich bezlglich der Herkunft nicht (Abb. 28, Tab. 31).

3.7.2 Zucker

Als 18sliche Zucker wurden Glucose, Fructose, Saccharose, zwei nicht eindeutig identifizierte

Trisaccharide, ein nicht eindeutig identifiziertes Tetrasaccharid und nicht eindeutig
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identifizierte Pentasaccharide in den nativen und invasiven Populationen nachgewiesen (siehe
Anhang Tab.39 und Abb.69 bis Abb.73). Die einzelnen Zucker verhielten sich
verhaltnismafig ahnlich und wurden im Folgenden als Gesamtgehalt der |6slichen Zucker
zusammengefasst.

Die Herkunft hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Zuckerkonzentrationen der Blatter. Die
Behandlung fiihrte zu einer signifikanten Abnahme der Zucker. Der Einfluss der Behandlung
unterschied sich nicht signifikant bezlglich der Herkunft. Die Zucker sanken jedoch tendenziell
starker in den nativen Populationen (Abb. 28, Tab. 31).

Weder Herkunft noch Behandlung hatten einen signifikanten Einfluss auf die
Zuckerkonzentrationen der Wurzeln (Abb. 28, Tab. 31).

3.7.3 Zuckeralkohole

In den Blattern und Wurzeln wurde der Zuckeralkohol Sorbitol nachgewiesen (siehe Anhang
Tab. 39, Abb. 74)

Die Herkunft hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Sorbitolkonzentration in den Blattern.
Die Behandlung fiihrte analog zu den Zuckern zu einer signifikanten Abnahme. Die Abnahme
unterschied sich bezliglich der Herkunft ebenfalls nicht signifikant. Sorbitol sank analog zu den
Zuckern tendenziell starker in den nativen Populationen (Abb. 28, Tab. 31).

In den Wurzeln blieben die Gehalte an Sorbitol relativ konstant. Herkunft und Behandlung
hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Sorbitolkonzentrationen der Wurzeln (Abb. 28,
Tab. 31).
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Abb. 28: Konzentrationen der I6slichen Zucker (links), Sorbitol (Mitte) und der freien Aminosauren (rechts) in den
Blattern (oben, griin) und Wurzel (unten, braun) von Plantago lanceolata im Vergleich der Herkinfte und der
Behandlung. Gezeigt werden Mittelwerte (+ SE) aus zehn nativen und zehn invasiven Populationen. Von jeder
Population wurden je funf Individuen der Kontrollgruppe und finf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht
(Populationen mit reduzierter Probenzahl sind in Tab. 42 und Tab. 43 im Anhang zu finden). Die Konzentration der
|6slichen Zucker umfasst die Summe der Konzentrationen von Glucose, Fructose, Saccharose, Tri-, Tetra- und
Pentasacchariden (Einzelkonzentrationen und die statistische Auswertung finden sich in Tab. 40 und Tab. 41 im
Anhang). Die Konzentration der freien Aminosauren umfasst die Summe der proteinogenen Aminosauren Alanin
(Ala), Serin (Ser), Prolin (Pro), Valin (Val), Threonin (Thr), Isoleucin (lle), Leucin (Leu), Asparaginsaure (Asp),
Glutaminsaure (Glu), Methionin (Met), Histamin (His), Phenylalanin (Phe), Arginin (Arg), Tyrosin (Tyr), Tryptophan
(Trp), Asparagin (Asn), Glutamin (GIn), Lysin (Lys), Glycin (Gly) (Einzelkonzentrationen und die statistische
Auswertung finden sich in Tab. 37 und Tab. 38 im Anhang).
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Tab. 31: Ergebnisse der statistischen Auswertung der Konzentrationen der I6slichen Zucker, Sorbitol und der freien
Aminoséauren in den Blattern und Wurzeln mittels ANOVA. F = Stichprobenvarianz, DenDf = Nennerfreiheitsgrade,

NumDf = Zahlerfreiheitsgrade, p = Signifikanzwert (fettgedruckte p-Werte = signifikante Unterschiede).

Substanz Gewebe Einflussvariable F DenDf | NumDf P
Herkunft 0,461 1 18,000 | 0,506
Blatter Behandlung 8,944 1 178,000 | 0,003
Freie Herkunft x Behandlung | 0,526 1 178,000 | 0,469
Aminosauren Herkunft 1,322 1 17,976 | 0,265
Wurzeln Behandlung 11,809 1 172,516 | 0,001
Herkunft x Behandlung | 0,705 1 172,523 | 0,402
Herkunft 0,360 1 18,000 | 0,556
Blatter Behandlung 49,605 1 178,000 | <0,001
Lisliche Zucker Herkunft x Behandlung | 0,238 1 178,000 | 0,626
Herkunft 0,016 1 18,000 | 0,901
Wurzeln Behandlung 2,099 1 173,115 | 0,149
Herkunft x Behandlung | 0,276 1 173,113 | 0,600
Herkunft 2,652 1 18,000 | 0,121
Blatter Behandlung 26,396 1 178,000 | <0,001
Sorbitol Herkunft x Behandlung | 0,512 1 178,000 | 0,475
Herkunft 2,243 1 17,998 | 0,152
Wurzeln Behandlung 0,869 1 173,182 | 0,353
Herkunft x Behandlung | 3,386 1 173,182 | 0,067

3.8 Exemplarischer Vergleich der Substanzverteilung nach der
Raupenherbivorie einer nativen und einer invasiven Population in einer

Non-Target-Analyse

Die Non-Target-Analyse der Blatter der nativen Population (Deutschland, Tlibingen) und der
invasiven Population (Brisbane, Australien) zeigte sowohl im negativen (Abb. 29) als auch im
positiven (Abb. 30) lonisierungsmodus einen eindeutigen Trend in den Volcano Plots. Die
Graphiken zeigten unabhangig von der Herkunft einen durch die Behandlung unbeeinflussten
Pool an Substanzen, aber auch Substanzen, die sich malfigeblich nach der Raupenherbivorie
unterschieden. Im Vergleich der Volcano Plots bezlglich der Herkunft war sowohl im positiven
als auch im negativen lonisierungsmodus ein unterschiedliches Muster zu erkennen. In der
invasiven Population lag nach einem herbivoren Stressor ein grof3er Teil von Verbindungen in
signifikant reduzierter Konzentration und ein groRerer Teil der detektierten Substanzen in
signifikant erhdhten Mengen vor. In der nativen Population lagen nur sehr wenige
Verbindungen nach einem herbivoren Stressor in signifikant reduzierten Mengen vor, wahrend

der Grol¥teil der Substanzen signifikant erhéht war.
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Abb. 29: Volcano Plots des exemplarischen Vergleichs des Einflusses der Behandlung auf die Substanzverteilung
in der nativen Population aus Tiibingen, Deutschland (oben) und in der invasiven Population aus Brisbane,
Australien (unten) in einer Non-Target-Analyse (negativer lonisierungsmodus). Die Abszisse prasentiert den log2
des fold changes und die Ordinate den negativen dekadischen Logarithmus des p-Wertes. Gezeigt wird jeweils der
Vergleich zwischen Kontrollgruppe (n=5) und Herbivoriegruppe (n =5). Die blaue Horizontale zeigt das
Signifikanzniveau an (p = 0,05, -logio(p-Wert) = 1,3) Jeder Punkt reprasentiert eine detektierte Verbindung.
Orangene Punkte stellen signifikant erhohte Verbindungen (rechts hinter der griinen Vertikalen) und signifikant

reduzierte Verbindungen (links hinter der roten Vertikalen) dar.
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Abb. 30: Volcano Plots des exemplarischen Vergleichs des Einflusses der Behandlung auf die Substanzverteilung
in der nativen Population aus Tubingen, Deutschland (oben) und in der invasiven Population aus Brisbane,
Australien (unten) in einer Non-Target-Analyse (positiver lonisierungsmodus). Die Abszisse prasentiert den log2
des fold changes und die Ordinate den negativen dekadischen Logarithmus des p-Wertes. Gezeigt wird jeweils der
Vergleich zwischen Kontrollgruppe (n=5) und Herbivoriegruppe (n =5). Die blaue Horizontale zeigt das
Signifikanzniveau an (p = 0,05, -logio(p-Wert) = 1,3) Jeder Punkt reprasentiert eine detektierte Verbindung.
Orangene Punkte stellen signifikant erhohte Verbindungen (rechts hinter der griinen Vertikalen) und signifikant

reduzierte Verbindungen (links hinter der roten Vertikalen) dar.
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4 Diskussion

Die zentrale Frage der Masterarbeit beschaftigte sich mit der evolutionaren Anpassung des
Spitzwegerichs im nicht-heimischen Verbreitungsgebiet. Die Untersuchung bezog sich auf die
Theorien der EICA-Hypothese im Rahmen der Enemy release hypothesis. Zu prufen galt
daher, ob das Wachstum an einem nicht-nativen Standort zu mikroevolutionaren
Veranderungen gefuhrt hat, die in einer Umverteilung der Ressourcen resultierten. Diese
Umverteilung sollte sich nach den Hypothesen in einem gesteigerten GréRenwachstum, in
einer erhdhten Reproduktion sowie in einer Verminderung der Verteidigungsmechanismen
zeigen. Bezlglich des Phanotyps waren Bluihphanologie, Biomasse und Wurzel/Spross-
Verhaltnis in den invasiven Populationen geringfligig verandert, wahrend die Blattflache
unverandert blieb. Der Frallschaden durch generalistische Raupen von S. littoralis zeigte
einen erhohten Biomasseverlust in den invasiven Populationen, wohingegen der
Blattflachenverlust keinen Unterschied in der Herkunft zeigte. In der chemischen Reaktion
zeigten sich nur geringe Unterschiede (Tab. 32). Die Hauptverteidigungsstrategie des
Spitzwegerichs Uber die Iridoidglykoside Aucubin und Catalpol sowie Uber das
Phenylpropanoid Verbascosid wies keine herkunftsbezogenen Unterschiede auf. Geringe
Unterschiede bezlglich der Herkunft bestanden in der Induktion der Phytohormone, des
Phenylpropanoid-Biosyntheseweges, der Flavonoide sowie von GABA. Ob die Ergebnisse
den Rahmen der EICA-Hypothese erflllten, ist nicht direkt ersichtlich und im Folgenden zu

diskutieren sowie anhand der verschiedenen Fragestellungen zu prifen.
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Tab. 32: Ubersicht der Sekundér- und Primarmetaboliten von Plantago lanceolata im Vergleich des Einflusses von

Herkunft und Behandlung. 1: Zunahme durch Raupenherbivorie, |: Abnahme durch Raupenherbivorie, =: durch

Raupenherbivorie unbeeinflusste, konstitutive Konzentrationen (doppelte Zeichenvergabe zeigt einen starkeren

Einfluss der Behandlung an), *: Kennzeichnung signifikanter Effekte der Behandlung, schattierte Zellen: signifikante

Unterschiede der Interaktion (Herkunft x Behandlung), n.n. : nicht nachweisbar; -: nicht gemessen.
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4.1

Uberwog die Investition der invasiven Populationen in

GroRe und Wachstum?

Reproduktion,

Die EICA-Hypothese geht davon aus, dass invasive Arten ihre Ressourcen aufgrund des

sogenannten Enemy-release umverteilen und vermehrt in Reproduktion, Entwicklung und

Wachstum investieren (Callaway & Ridenour, 2004).
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Bliten- und Fruchtbildung sind die entscheidenden Schritte flr die Reproduktion einer Pflanze.
Dabei missen die Bestaubung, die Befruchtung und die Fruchtreifung erfolgreich verlaufen
(Lacey et al., 2003). Damit eine nicht-native Art bei ihrer Etablierung erfolgreich ist, muss sie
bezlglich ihrer Reproduktion einige Merkmale aufweisen, die ihr Selektionsvorteile im nicht-
nativen Habitat verschaffen. Pflanzen, die sich ausschlieRlich entomophil und sexuell
fortpflanzen, haben ein geringes Potential sich in neuen Okosystemen zu etablieren. Dafir
mulssen einerseits Bestauber vorhanden sein und andererseits ist eine Ausbreitung durch
wenige eingeschleppte Individuen unwahrscheinlich, wenn das Geschlechterverhaltnis nicht
stimmt. Pflanzen, die dazu fahig sind, sich vegetativ fortzupflanzen, zwittrig oder monoziés
sind und darlber hinaus selbstbestdubend oder anemophil sind, besitzen daher selektive
Vorteile (Sutherland, 2004). Der Spitzwegerich ist daher eine Pflanzenart mit einem hohen
Invasionspotential. Die Pflanze kann sich sowohl vegetativ als auch generativ fortpflanzen und
ist gynodiozids, da weibliche und zwittrige Individuen vorhanden sind (Teramura, 1983; van
Damme, 1984). Zudem ist sie als hauptsachlich anemophile Pflanze nicht auf Bestauber
angewiesen (Clifford, 1962).

Die invasiven Populationen des Spitzwegerichs unterschieden sich in ihrer Blihphanologie
von den nativen Populationen. Ein Anteil von 50% der invasiven Populationen zeigte im
Zeitraum von elf bis zwdlf Wochen Blitenbildung. Im Gegensatz dazu wiesen nur 20% der
nativen Populationen eine Blitenbildung auf. Die Veranderung der Bliihphanologie bot jedoch
keine Erkenntnis Uber eine héhere Investition in sexuelle Reproduktionsorgane. Die Ursache
fur die Unterschiede in der Blitenbildung kann verschiedene andere Griinde haben.
Blutenbildung und Fruchtreifung unterliegen verschiedenen selektiven Driicken von
abiotischer und biotischer Natur (Barrett et al., 2008; Elzinga et al., 2007). Die verschiedenen
Population waren Uber unterschiedlich lange Zeit verschiedenen abiotischen Bedingungen,
wie Temperatur und Lichteinwirkung, an den unterschiedlichen weltweiten Standorten
ausgesetzt, wodurch der Zeitraum der Blitenbildung stark beeinflusst werden kann. Fir
P. lanceolata als eine hauptsachlich anemophile Pflanze sind klimatische Faktoren besonders
entscheidend. Haufig ist die Ausbildung von Infloreszenzen und auch das Ablésen der Pollen
positiv mit hohen Temperaturen und einer niedrigen relativen Luftfeuchtigkeit korreliert
(Cecich & Sullivan, 1999). Auffallig war daher, dass aus Landern mit sehr hohen
durchschnittlichen Temperaturen, eine erhdhte Blltenbildung beobachtet wurde. So war
innerhalb der invasiven Populationen die hdchste Blitenbildung in der stidafrikanischen und
den australischen Populationen ersichtlich. Innerhalb der nativen Populationen war ebenfalls
die hochste Blutenbildung in der spanischen Population zu erkennen. Dagegen bestand in der
turkischen Population, wo &hnliche Temperaturverhaltnisse herrschen, kein Ansatz zur
Blltenbildung. Eine Erklarung fir den Unterschied kdnnte Uber unterschiedliche Genotypen
zu erklaren sein. Smith et al. (2020) zeigten, dass die meisten nicht-nativen Populationen des

Spitzwegerichs aus sldeuropaischen Landern wie Spanien stammten. So kénnte schon auf
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genetischer Ebene ein Trend zur friheren Blitenbildung der invasiven Populationen festgelegt
worden sein, welcher sich nach der Etablierung weiter ausgepragt hat. Andererseits kénnte
sich das Reproduktionsverhalten aufgrund von Temperaturunterschieden in einer neuen
Weise ausgepragt haben (Cecich & Sullivan, 1999).

Multitrophische Interaktionen kénnten ebenfalls eine Erklarung fir die Veranderung in der
Blihphanologie sein (Elzinga et al., 2007). Trotz der Anemophilie von P. lanceolata wurde
neben der Windbestaubung in warmeren Landern, wie Australien und Italien, auch eine
entomophile Bestaubung durch Bienen beschrieben, welches an kalteren Standorten wie
England nicht beobachtet werden konnte (Clifford, 1962). Somit besteht die Méglichkeit, dass
auch das saisonale Auftreten von bestimmten Bestaubern die Blihphéanologie beeinflusst
haben koénnte. Die invasiven Populationen von P. lanceolata kdnnten daher entweder
versuchen, die Insekten als sekundaren Weg zu nutzen oder entomophile Bestdubung zu
umgehen, um durch diese von Pflanze zu Pflanze Ubertragbare Pathogene zu meiden
(Elzinga et al., 2007). Auf P. lanceolata sind zudem einige Herbivore verzeichnet, welche sich
von den reifen Samen und Blitenstanden ernahren. Dazu zahlen u.a. Grashipfer und
Russelkafer wie Mecinus Pascuorum. Letzterer ernahrt sich monophag von Plantago
lanceolata und ist auf die Iridoidglykoside der Pflanzen spezialisiert. Sie fressen im adulten
Zustand die Stangel und Blatter der Pflanzen. Eiablage und Entwicklung der Larven finden in
den Samen statt (Waschke et al., 2015; Yoshitake et al., 2016). Mecinus pascuorum hat sich
mittlerweile mit seiner Wirtspflanze von Europa ausgehend weltweit verbreitet
(Yoshitake et al., 2016). Somit kénnte die Veranderung des Verhaltens in der Blihphanologie
der invasiven Populationen eine Fluchtstrategie als zusatzliche Resistenz gegeniber
Herbivorie sein, indem diese ihr saisonales Wachstumsmuster &ndern, um dem
Larvenstadium verschiedener Samenfresser auszuweichen (Albrectsen, 2000).

Da sich der Spitzwegerich auch vegetativ Uber axillare Sprossbildung fortpflanzt, welche an
den unterirdischen Rhizomen lokalisiert sind, konnte das verminderte
Wurzel/Spross-Verhaltnis auch flir eine hdhere Investition der invasiven Populationen in die
generative Vermehrung gegenuber der vegetativen Reproduktion sprechen. Das Potential zur
Ausbildung der vegetativen Sprosse unterliegt in P. lanceolata ebenfalls einer genetischen
Variation zwischen verschiedenen Populationen (Teramura, 1983). Ein Vorteil bei der
sexuellen Fortpflanzung tber Windbestadubung gegenuber der vegetativen Reproduktion ist
die schnellere Ausbreitung und die Erhéhung der genetischen Variabilitat in der Population,
was einen selektiven Vorteil fur die Etablierung im nicht-heimischen Gebiet erbringen kann
(Barrett et al., 2008; Smith et al., 2020; Sutherland, 2004). An den Wurzeln der Pflanzen
wurden keine Ansatze zur axillaren Sprossbildung beobachtet, so dass an dieser Stelle keine
Aussage Uber ein unterschiedliches vegetatives Reproduktionspotential getroffen werden
kann. Weder die Veranderung der Bllihphanologie noch das tendenziell erniedrigte

Wurzel/Spross-Verhaltnis der invasiven Populationen lieRen demnach auf eine erhdhte
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Investition in Reproduktionsorgane nach EICA-Hypothese schlielen. Hanley (2012) wies im
Vergleich von nordamerikanischen invasiven Populationen und europaischen nativen
Populationen des Spitzwegerichs ein héheres Reproduktionspotential durch Parameter wie
eine erhdhte Anzahl der Infloreszenzen, verfrihte Blitenbildung und einen hoheren
prozentualen Anteil an bliihenden Individuen in invasiven Populationen nach. Diese Studie
zeigte jedoch nicht, ob die Ergebnisse ein weltweites Bild im Rahmen der EICA-Hypothese
widerspiegeln oder durch andere abiotische oder biotische Faktoren, die nur fir Nordamerika
spezifisch sind, beeinflusst wurden.

Das verminderte Wurzel/Spross-Verhaltnis ergab sich aus der sich nicht in der Herkunft
unterscheidenden Wourzelbiomasse bei gleichzeitig signifikant erhdhter oberirdischer
Biomasse der invasiven Populationen. Im Hinblick auf eine héhere Investition der invasiven
Populationen in Grofe und Wachstum kénnte das verminderte Verhaltnis aus physiologischer
Sicht fir eine reduzierte Investition in die Mobilisierung von Nahrstoffen sowie Wasser,
Speicherkapazitaten und strukturellen Stabilisierungen sprechen. Da sich die Wurzelbiomasse
jedoch nicht unterschied, schien kein Unterschied in der Herkunft in diesen Eigenschaften
vorzuliegen (Mokany et al., 2006). Dartber hinaus kann die Verminderung flr eine gesteigerte
Investition in Organe der Fotosynthese oder fiir eine gesteigerte Investition in generative
Reproduktionsorgane sprechen. Eine gesteigerte Fotosynthese kdonnte die EICA-Hypothese
unterstitzen, da die invasiven Pflanzen so fahig waren, in einem kiirzeren Zeitraum eine
héhere Biomasse zu bilden (Mokany et al., 2006). Die gesteigerte Investition in die
oberirdische Biomasse schien sich jedoch nur aufgrund der veranderten Blihphanologie zu
zeigen. Eine hohere Investition in Fotosyntheseorgane liel3 sich ausschlielden, da weder ein
Unterschied in der totalen Blattanzahl noch in der Blattflache ermittelt wurde. Zudem ergab
sich fur die invasiven Populationen aus dem Quotienten von Blattflache und -biomasse eine
signifikant geringere SLA. Dieses Ergebnis lieferte ebenfalls ein gegenlaufiges Bild zur
Literatur, da die meisten invasiven Pflanzenarten eine hdhere SLA zeigten
(Zheng et al., 2009). Die SLA ist auch definiert als physische Investition pro Einheit der
Lichteinfangflache und stellt eine Charakterisierungsmoglichkeit far die
Ressourcennutzungsstrategie der Pflanze dar. Eine Verminderung der SLA spricht daher fur
eine geringere Ressourcenbeschaffung und -effizienz bei erhohter Investition in
Blattkonstruktion und Schutzgewebe (Wang et al., 2017). Fir invasive Pflanzen wird gerade
unter Betrachtung der EICA-Hypothese eine hdhere SLA erwartet, da dies fur eine hohere
Fotosyntheseleistung und damit flr ein schnelleres Wachstum sprechen kdnnte. Diese
Eigenschaften schienen fur den Etablierungserfolg von P. lanceolata keinen selektiven Vorteil
gebracht und sich daher eher zurlickgebildet zu haben (Wang et al., 2017). Unter Betrachtung
des Verhaltens des Spitzwegerichs in Graslandern ist das Ergebnis plausibel, denn die Art ist
als Rosettenpflanze besonders Grasern beziiglich seiner generellen Blattmorphologie im

Wettbewerb um Licht stark unterlegen, wodurch ein hoéheres Investment in
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Blattflachenexpansion keinen selektiven Vorteil birgt. Sein selektiver Vorteil in Graslandern
besteht u.a. in der hohen Anpassungsfahigkeit seines Phanotyps bezilglich seiner
morphologischen Eigenschaften an Nahrstoffgehalte im Boden (Stewart, 1996,
Miehe-Steier et al., 2015). Sowohl native als auch invasive Populationen wuchsen unter
gleichen Bedingungen beziglich Temperatur, Lichteinwirkung, Bodenzusammensetzung und
Bewasserung. Zwischen nativen und invasiven Populationen wurden bis auf die Veranderung
der Blihphanologie, woraus sich auch die signifikante Differenz der oberirdischen Biomasse
sowie das tendenziell veranderte Wurzel/Spross-Verhéltnis ergaben, keine starken
Unterschiede ermittelt, die auf eine UbermaRige Ressourcenumverteilung nach
EICA-Hypothese hinwiesen. Dies zeigte, dass verschiedene, weltweit verteilte und sich nach
Smith et al. (2020) genetisch voneinander unterscheidende Populationen einen ahnlichen
Phanotyp unter gleichen Wuchsbedingungen aufweisen. Das Ergebnis unterstrich daher die
in der Literatur beschriebene, hohe phanotypische Plastizitdt und Anpassungsfahigkeit des
Spitzwegerichs (Miehe-Steier et al., 2015). Diese Erkenntnis bietet eine Erklarung des
Invasionserfolgs unabhangig von den Auspragungen der EICA-Hypothese (Wang et al., 2017).
Der Invasionserfolg von Plantago virginica, einem nahen Verwandten des Spitzwegerichs,
wurde ebenfalls durch dessen hohe phanotypische Plastizitat und die schnelle
Anpassungsfahigkeit erklart (Luo et al., 2019). Die EICA-Hypothese liel3 sich im Hinblick auf
die untersuchten morphologischen Merkmale dennoch nicht ausschlielen. Fur
aussagekraftigere Ergebnisse zur Morphologie und zum Reproduktionspotential misste die
Untersuchung friher erfolgen, damit sich native und invasive Population noch im selben
ontogenetischen Stadium befinden und weitere Untersuchungen vorgenommen werden. Das
kénnten z.B. Untersuchungen zur Keimungs- und Fotosyntheserate sowie eine Uberpriifung

des Reproduktionspotentials Uber die Samenanzahl und Anzahl der Blitenstande sein.

4.2 Uberwog der herbivore Schaden an den Pflanzen der invasiven

Populationen?

Da fur die invasiven Populationen des Spitzwegerichs eine verminderte Verteidigung im
Rahmen der ERH und der EICA-Hypothese angenommen werden, wurde hypothetisch
vorhergesagt, dass Herbivore auf den invasiven Individuen eine hdhere Fitness zeigen und
dadurch maoglicherweise hdhere Fraflschaden verursachen kénnten (Inderjit, 2012). Der
Verlust der Blattflache resultiert im Allgemeinen in einer verminderten Fotosyntheseleistung,
da Lichteinfangflache verloren geht. Die Verminderung der wichtigsten Funktion im
Pflanzenstoffwechsel resultiert wiederum in der verringerten Produktion von Kohlenhydraten
zum Aufbau von Pflanzenbiomasse und zur Gewahrleistung von Energie flir verschiedene
Stoffwechselvorgange der Pflanze (Baldwin & Schmelz, 1994). Der Blattflachenverlust zeigte

sich nur tendenziell und unterschied sich in der Herkunft nicht. Zudem unterschied sich fiir
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Glucose, Fructose und Saccharose der Einfluss der Behandlung nicht in der Herkunft. Fur die
beiden Monosaccharide wurde eine ahnlich signifikante Abnahme beobachtet, wahrend
Saccharose unabhangig von der Herkunft in den Blattern unbeeinflusst von der Behandlung
blieb (siehe Anhang, Tab. 40 und Tab. 41). Sorbitol, welches in Plantaginaceae als ein
Hauptfotosyntheseprodukt gebildet wird, wurde in invasiven Populationen nicht signifikant und
tendenziell sogar geringer durch die Behandlung beeinflusst (Pommerrenig et al., 2007). Nach
der Blattflache und den Kohlenhydraten beurteilt, sollte sich die Fotosyntheserate durch die
Raupenherbivorie im ahnlichen Ausmal} in nativen und invasiven Populationen verringert
haben. Da die Blatter der invasiven Populationen, beurteilt nach der SLA mehr Biomasse pro
Flacheneinheit besalen, resultierte der gleiche Blattflachenverlust in einem hdherem
Blattbiomasseverlust. Der Verlust der gesamten oberirdischen Biomasse spiegelte dieses
Ergebnis wider, da in den invasiven Populationen eine signifikant hdhere Abnahme erfolgte.
Da die Blatter der invasiven Populationen mehr Biomasse pro Flacheneinheit besalen, wiirde
sich dadurch eine gréRere offene Flache in der Tiefe des Blattgewebes ergeben. Dieser Effekt
stort die Integritat des Gewebes. Fur die invasiven Populationen kdnnte dies zusatzlich zu
gesteigerten Stérungen im Transport von Wasser und Nahrstoffen innerhalb des Blattes sowie
zu héheren Wasserverlusten Uber das offene Gewebe flhren, wodurch der Metabolismus der
invasiven Population ebenfalls starker negativ beeinflusst werden konnte (Aldea et al., 2005).
Spodoptera littoralis besall demnach eine héhere FraRaktivitat an den invasiven Pflanzen, was

im Allgemeinen auf eine verminderte Verteidigung hinweisen kénnte.

4.3 Besteht zwischen nativen und invasiven Populationen ein Unterschied in

der phytochemischen Reaktion auf einen herbivoren Stressor?

Zur Beurteilung, ob der erhéhte Frallschaden an den invasiven Populationen durch einen
Unterschied in der Reaktion auf die Raupenherbivorie zu erklaren war, wurden Phytohormone
gemessen, die die meisten Verteidigungsmechanismen der Pflanzen aktivieren.

Alle gemessenen Jasmonate lagen in den Blattern nach zwei Tagen Raupenherbivorie in einer
erhohten Konzentration vor. Die Induktion der gesamten Jasmonate unterschied sich nicht in
der Herkunft. In der Reaktion der einzelnen Jasmonate in den Blattern existierten,
herkunftsbezogene Unterschiede. Dabei ist zu betonen, dass die Unterschiede

verhaltnismaRig gering ausfielen (Abb. 31).
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Abb. 31: Vereinfachte Darstellung der Synthese und des Abbaus der Jasmonate; modifiziert nach
Miersch et al. (2008) und Tang etal. (2020); umrandete Verbindungen: Jasmonate mit signifikantem,
herkunftsbezogenen Unterschieden in den Blattern; Jasmonate: OPDA (cis-(+)-12-oxo-Phytodienonsaure), JA
((+)-7-iso-Jasmonsaure und (-)-Jasmonsaure), 11-OH-JA (11-Hydroxy-Jasmonsaure), 12-OH-JA
(12-Hydroxy-Jasmonsaure), 11-HSO4-JA  (11-Hydroxy-Jasmonsauresulfat),  12-HSOs-JA  (12-Hydroxy-
Jasmonsauresulfat); Enzyme: LOX (Lipoxygenase), AOX (Allenoxid-Cyclase),, AOS (Allenoxid-Synthase), OPDAR
(OPDA-Reduktase), JOX (Jasmonat-induzierte Oxygenasen), ST (Sulfotransferase), JAR1 (Jasmonsaure-

Aminosdure-Synthetase).

Fir den Spitzwegerich ist bekannt, dass die Synthese der Jasmonate im Rahmen der Wound
induced defense durch JA-lle selbst erhdht wird, da die Genexpression flr die Lipoxygenase
Pl LOX2, welches Linolsaure zur cis-(+)-12-oxo-Phytodienonsaure (OPDA) umwandelt,
eingeleitet wird (Zhu et al., 2018). In den meisten anderen Pflanzen wird zusatzlich die
Genexpression der Allenoxid-Cyclase und Allenoxid-Synthase aus der Synthese von der
Linolensdure zum OPDA mitaktiviert (Nguyen et al., 2016). Das Zwischenprodukt OPDA war
in keiner der Proben nachweisbar, was auf eine direkte Umsetzung in P. lanceolata schliel3en
lieR. Die Herkunft hatte keinen Einfluss auf die Induktion von JA. Da JA selbst ein
Zwischenprodukt in der Synthese seiner bioaktiven Form ist, konnte angenommen werden,
dass die Induktion von Enzymen auf dem Weg von der Linolensaure bis zum JA von der
Herkunft nicht beeinflusst wurde (Miersch et al., 2008).
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JA-lle stellt die bioaktivste Form der Jasmonate dar, welche zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren  fihrt.  Diese leiten die = Genexpression  verschiedener
Verteidigungsgene ein (Ueda et al.,, 2020). Die induzierten Mengen waren in den nativen
Populationen signifikant héher als in den invasiven Populationen, was zu einer verstarkten
Genexpression und damit zu einer starkeren Antwort auf die Raupenherbivorie in den nativen
Populationen flihren kénnte. JA-lle schien zudem von den Wurzeln in die Blatter verlagert zu
werden, da die Mengen in den Wurzeln unter Raupenherbivorie signifikant abnahmen. Gegen
einen einfachen Abbau des Phytohormons sprach, dass sein Abbauprodukt OH-JA-lle in den
Wurzeln nicht nachweisbar war. In den meisten Pflanzen wird Gber die JA-Signalkaskade die
Expression von Genen aktiviert, die fir Verteidigungsmechanismen codieren, welche auch
von P.lanceolata genutzt werden. Dazu zahlen Enzyme zur Synthese der
Cs-Terpenoidprakursoren, Enzyme des Iridoid-Biosynthesewegs sowie Enzyme des
Shikimisaurewegs und des Phenylpropanoid-Biosyntheseweges (Pauwels et al., 2009). Im
Rahmen des Experimentes wurden fir die nativen Populationen Hinweise fur eine starkere
Induktion des Shikimisaure- und des Phenylpropanoid-Biosyntheseweges ermittelt. Fur eine
erhohte Induktion dieser Biosynthesewege sprachen auch die Konzentrationen des
Phytohormons ABA. Die Induktion von ABA war in den nativen Population marginal nicht
signifikant hoéher als in den invasiven Populationen, was darauf schlieen konnte, dass
Jasmonat-induzierte Verteidigungsmechanismen in den nativen Populationen nicht nur durch
eine erhohte Induktion von JA-lle sondern auch durch die gesteigerte Synthese von ABA
intensiviert wurden. Die genaue Funktionsweise von ABA im Spitzwegerich ist noch nicht
bekannt. Fir verschiedene Pflanzenarten, wie Arabidopsis thaliana, die Tabakpflanze
Nicotiana attenuta sowie Tomatenpflanzen, weist ABA jedoch eine defensive Wirkung in der
Verteidigung gegen Herbivore auf. ABA erhoéht die Empfindlichkeit der Pflanzen, indem es als
Synergist von JA Uber die Beeinflussung der gleichen Transkriptionsfaktoren wirkt. Auf der
anderen Seite kann es auch als Antagonist von ET, den JA/ET-Crosstalk negativ beeinflussen
(Nguyen et al., 2016). Da die Wirkung von ABA oder genaue Phytohormonwege flir den
Spitzwegerich noch nicht bekannt sind, lasst sich die Wirkung nur im Kontext mit den
induzierten Verteidigungsmechanismen betrachten. Dies sprach dafir, dass ABA als Synergist
von JA in P. lanceolata wirkt und in invasiven Populationen in leicht verminderter Konzentration
zu einer geringeren Induktion von Verteidigungsmechanismen gefuhrt haben konnte.

Der schnelle Abbau der Jasmonate ist ebenso entscheidend fur die Pflanze wie die Induktion,
denn eine UbermaRige Anreicherung der bioaktiven Phytohormone ist negativ mit der
Entwicklung der Pflanze korreliert. Der Abbau bzw. die Inaktivierung der Jasmonate erfolgt
daher im Allgemeinen in Pflanzen uber Methylierungen zum Methyl-Jasmonat (MeJA),
Decarboxylierungen zum cis-Jasmon sowie Hydroxylierungen, Carboxylierungen und
Konjugationen an Molekiile wie Zucker oder Sulfatgruppen (Tang et al, 2020;

Ueda et al., 2020). Im Rahmen des Experimentes wurden nur die hydroxylierten und
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sulfatgebundenen Formen, ohne Kenntnis Uber die Position der Hydroxygruppe,
nachgewiesen. Ein Abbau Uber eine Carboxylierung konnte fir P. lanceolata nicht ermittelt
werden, da die carboxylierte Form des JA-lle, das 12-Carboxyjasmonyl-Isoleucin
(COOH-JA-lle), nicht nachweisbar war. Andere Formen wie cis-Jasmon oder glykosidierte
Jasmonate wurden nicht gemessen. Fir OH-JA-lle als Abbauprodukt von JA-lle wird fir
manche Pflanzen ebenfalls eine bioaktive Funktion nachgesagt (Miersch et al., 2008;
Tang et al., 2020). Fur den Spitzwegerich ist diese Wirkung nicht bekannt. Dieses unterschied
in der Herkunft nicht, was auf einen ahnlich schnellen Abbau des bioaktiven JA-lle schlief3en
lie®. Bei den Abbauprodukten des JA unterschieden sich lediglich die hydroxylierten Formen
(OH-JA), wahrend sich Sulfo-JA nicht unterschied. Die invasiven Populationen wiesen eine
héhere Induktion von OH-JA auf. Der gesteigerte Abbau der Jasmonate in den invasiven
Populationen koénnte also fir eine schnellere Minderung der Jasmonat-induzierten Antworten
gegentuber einem herbivorem Stressor sprechen.

Die Analyse der Phytohormone zeigte, dass innerhalb der Induktion von
Verteidigungsmechanismen mikroevolutionare Unterschiede bestehen kdonnten. Die geringe
Verminderung der Induktion der bioaktiven Phytohormone JA-lle und ABA, welche im
Zusammenhang mit verminderten Verteidigungsmechanismen und den erhOhten
Fralschaden an den Pflanzen der invasiven Populationen stehen kdnnte, sowie der signifikant
gesteigerte Abbau von JA in seine hydroxylierte Form schienen flr eine leichte
Ressourcenumverteilung zu sprechen (Inderjit, 2012; Tang et al., 2020). Ob diese Effekte
jedoch den Rahmen der EICA-Hypothese erflllen, bendtigt weitere Untersuchungen. Fir den
Spitzwegerich ist nicht bekannt, welche genaue Funktion die einzelnen Hormone erflllen und
ob die nachgewiesenen Abbauprodukte inaktiv sind oder eine andere Funktion erflllen
(Miersch et al., 2008).

4.4 Besitzen invasive Populationen eine verringerte induzierte sowie

konstitutive direkte Verteidigung?

Um die Ergebnisse der Frallschdden und der phytohormonellen Reaktion in einen
Zusammenhang zu bringen, wurden die Hauptmetabolite von P. lanceolata zur Verteidigung
gegen Herbivorie betrachtet. Die Hauptverteidigungsstrategie des Spitzwegerichs gegen
Herbivorie beruht auf seinen hohen konstitutiven und durch Phytohormon-induzierbaren
Konzentrationen an den Iridoidglykosiden Aucubin und Catalpol sowie an dem
Phenylpropanoid Verbascosid. Ihre Wirkungen beruhen auf abschreckenden, antinutritiven
und toxischen Effekten flr die Herbivoren (Dobler et al., 2011; Reichardt et al., 1988).

Aucubin und Catalpol unterschieden sich sowohl in den Blattern als auch in den Wurzeln

bezlglich der Herkunft in ihren konstitutiven Mengen kaum. Zudem wurde sowohl flr native
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als auch fir invasive Populationen keine Induktion beobachtet. Fuchs & Bowers (2004) fanden
in ihren Untersuchungen heraus, dass eine Induktion der Iridoidglykoside nur in friihen
ontogenetischen Stadien des Spitzwegerichs bis zu einem Alter von sieben Wochen nach der
Keimung stattfindet. Sobald sich die Pflanze auf die Reproduktion vorbereitet oder bereits
Ansatze zur Blutenbildung besitzt, kommt es zu einer Umverteilung der Ressourcen. In diesen
Stadien dienen die Substanzen nur noch der konstitutiven Verteidigung
(Fuchs & Bowers, 2004). Die Pflanzen wurden erst in einem Alter von elf bis zwdlf Wochen
untersucht. An vielen Individuen waren bereits Blutenstande vorhanden und andere befanden
sich mit hoher Wahrscheinlichkeit ebenfalls bereits in der Vorbereitung zur Ausbildung ihrer
generativen Reproduktionsorgane. Unterschiede in der Induktion lieen sich daherim Rahmen
des Experimentes fiir die Hauptmetabolite nicht Gberprifen.

Die konstitutiven Wurzelkonzentrationen des Verbascosids unterschieden sich ebenfalls nicht
voneinander. FlUr Verbascosid deutete sich in den Blattern allerdings eine leichte nicht
signifikante Induktion in den nativen Populationen an. In den invasiven Populationen zeigte
sich dieser Trend nicht. Aus der Literatur ist eine Induktion des Phenylpropanoids fir den
Spitzwegerich ebenfalls bekannt (Adler et al., 1995). Die Induktion in den nativen Populationen
zeigte sich anhand des Verbascosids nicht eindeutig. Griinde dafiir kénnten ebenfalls das Alter
der Pflanzen oder ein zu kurzer Zeitraum der Herbivorie sein, denn Verbascosid lag genauso
wie die Iridoidglykoside in sehr hohen Konzentrationen im mg-g-'-Bereich vor. Da sowohl die
nativen als auch die invasiven Populationen innerhalb ihrer Gruppierungen aus
unterschiedlichen Landern mit verschiedenen abiotischen Bedingungen stammten, war eine
gewisse Variation in den Konzentrationen zu erwarten. Die Herbivorie hatte daher eventuell
langer als 48 h andauern mussen, um einen signifikanten Effekt zu erzielen.

Weitere Hinweise darauf, dass der Phenylpropanoid-Biosyntheseweg in den Blattern der
nativen Populationen aktiviert wurden sein kénnte, zeigte sich in verschiedenen Prakursoren
und Intermediaten auf  den Biosynthesewegen zum Verbascosid. Der
Phenylpropanoid-Biosyntheseweg kann durch herbivoren Stress induziert werden und
bendtigt zur Herstellung der Pflanzenphenole die Prakursoren Phenylalanin oder Tyrosin
(Abb. 32). Diese beiden aromatischen Aminosauren werden Uber den Shikimisdureweg
synthetisiert, welcher wiederum auch durch herbivoren Stress induziert werden kann
(Bernards & Bastrup-Spohr, 2008; Noel et al., 2005). Erste Hinweise auf die gesteigerte
Synthese der Aminosauren und des glykosidisch gebundenen Metaboliten kénnte sich durch
die tendenziell, aber nicht signifikant hdhere Abnahme der Zucker in den Blattern der nativen
Populationen andeuten. Diese stellen Grundsubstanzen der Synthesewege dar (Liu, 2012).
Zudem war das Intermediat Shikimisaure signifikant in den nativen Populationen erhdht. Fur
Phenylalanin zeigte sich unabhangig von der Herkunft keine Induktion. Tyrosin wurde
hingegen tendenziell nur in den nativen Populationen induziert. In den Wurzeln zeigte sich

eine Induktion von Tyrosin unabhangig von der Herkunft. Je nach Prakursor setzt sich der
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Phenylpropanoid-Biosyntheseweg aus drei oder zwei enzymkatalysierten Reaktionen
zusammen, die die aromatischen Aminosaduren letztendlich zum CoA-aktivierten
Hydroxyzimtsaureester umsetzen (Noel et al., 2005). Mit Phenylalanin entsteht durch dessen
Desaminierung Uber die Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) der ubiquitédre Prakursor
Zimtsaure. Anschlieltend erfolgt die Hydroxylierung zur p-Cumarsaure (4-Hydroxyzimtsaure)
mittels Zimtsaure-4-Hydroxylase (C4H). Mit Tyrosin kann der Schritt Uber die Zimtsaure
Ubersprungen werden und eine direkte Umsetzung zur p-Cumarsadure mittels
Tyrosin-Ammonium-Lyase erfolgen (Bernards & Bastrup-Spohr, 2008; Noel et al., 2005).
p-Cumarsaure wurde ebenfalls ausschliellich nur in den nativen Populationen signifikant
erhoht. Zuletzt wird die Carboxylgruppe durch eine Thioesterbindung an CoA via
Hydroxyzimtsdure-CoA-Ligase (4CL) zu p-Cumaroyl-CoA aktiviert, welches daraufhin
verschiedene weitere Synthesewege beschreiten kann. Ein Baustein des Verbascosids ist die
Kaffeesaure, welche als Caffeoyl-CoA an das Molekul gefligt wird (Saimaru & Orihara, 2010).
Kaffeesaure war in den Proben nicht nachweisbar. Jedoch konnten verschiedene Derivate der
Intermediate CQA und pCoQA nachgewiesen werden. 5-CQA zeigte einen Trend zur Induktion
ebenfalls nur in den nativen Populationen, wahrend sich die relativen Mengen des Derivats in
den invasiven Populationen nicht veranderten. Die invasiven Populationen zeigten in den
Chlorogensauren Trends zu erhdhten konstitutiven Mengen in den Blattern. Deutlich zu
erkennen war der Trend fur 3-CQA. Eine leichte Tendenz war auch fur zwei der nicht
identifizierten pCoQA-Derivate vorhanden. p-Cumarsaure besal’ ebenfalls signifikant héhere
konstitutive Mengen in den Blattern der invasiven Populationen. Die Prakursoren, abgesehen
vom Tyrosin in den Wurzeln, zeigten in den invasiven Populationen keine Induktion unter
herbivorem Stress.

Die Betrachtung der Induktion von Tyrosin im Rahmen der Verbascosidsynthese spielt neben
der Synthese des Aglykons Kaffeesaure auch eine Rolle in der Synthese des zweiten Aglykons
des Verbascosids, dem Hydroxytyrosol. Dieses wird in Pflanzen hauptsachlich aus Tyrosin
enzymatisch  Uber L-3,4-Dihydroxyphenylalanin  (DOPA) und Dopamin gebildet
(Saimaru & Orihara, 2010).
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Abb. 32: Vereinfachte Darstellung und Zusammenhdnge des Shikimisdurewegs (gelbe Pfeile) und des
Phenylpropanoid-Biosynthesewegs (blaue Pfeile) sowie der Synthese von Flavonoiden (griine Pfeile) und dem
(rote Pfeile); modifiziert nach Liu (2012), (2016),

Saimaru & Orihara (2010) und Soares et al. (2014). Durchgezogen umrandete Verbindungen: Substanzen mit

Verbascosidbaustein Hydroxytyrosol Rigano et al.
einem signifikanten Unterschied in der Interaktion (Herkunft x Behandlung); gestrichelt umrandete Verbindungen:
Substanzen mit einem tendenziellen Unterschied in der Interaktion (Herkunft x Behandlung). Enzyme des
Phenylpropanoid-Biosynthesewegs: PAL, (Phenylalanin-Ammonium-Lyase), TAL (Tyrosin-Ammonium-Lyase),
C4H (Zimtsdure-4-Hydroxylase), 4CL (Hydroxyzimtsaure-CoA-Ligase), Hydroxyzimtsdure-CoA-Chinasaure-
(HCT), (C3'H); CHS
(Chalcon-Synthase), CHI (Chalcon-Isomerase); Enzyme der Hydroxytyrosolsynthese: TYH (Tyrosinhydroxylase),
DDC (DOPA (L-3,4-Dihydroxyphenylalanin)-Decarboxylase).

Transferase p-Cumarylester-3-Hydroxylase Enzyme der Flavonoidsynthese:

Pflanzen nutzen die induzierte Verteidigung, um u.a. die Bewegungsaktivitat der Herbivoren

auf der Pflanze zu erhohen, damit diese besser von Pradatoren erkannt werden. Der
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Positionswechsel des Insekts auf der Pflanze erfolgt nach Induktion von Phagodeterrentien
wie dem Verbascosid im befressenen Bereich durch Verminderung der Schmackhaftigkeit an
der Frallstelle. Die hbéhere Bewegungsaktivitat kann sich durch eine hdhere Anzahl an
befressenen Stellen zeigen (Agrawal & Karban, 1999). Diese Theorie lie3 sich im Experiment
nicht bestatigen, da sich die Anzahl der Fral3stellen bezlglich der Herkunft nicht signifikant
unterschied. Durch diese morphologische Untersuchung konnte weder auf die Induktion des
Verbascosids noch auf einen Effekt auf die Herbivoren geschlossen werden.

Der 6kologische Vorteil, den die invasiven Pflanzen aus einer méglichen Reduktion des
Induktionsmechanismus ziehen, ist nicht ganz eindeutig. Nach der EICA-Hypothese
versuchen invasive Pflanzen ihre Ressourcen in Wachstum und Reproduktion zu investieren
(Inderjit, 2012). Der umgekehrte Effekt ware daher theoretisch plausibler, da die stetige
Synthese von Metaboliten sowie das Aufrechthalten der Konzentrationen energetisch
ungunstiger gegenuber der induzierten Verteidigung sein kann. Die konstitutive Verteidigung
wirde daher Pflanzen im nicht-nativen Lebensraum unter Annahme der EHR keinen
selektiven Vorteil bieten (Agrawal et al., 1999). Cipollini et al. 2005 wiesen diesen
gegenlaufigen Trend zum Spitzwegerich im Vergleich der Hauptmetabolite von nativen und
invasiven Populationen der krautigen Pflanze Alliaria petiolata nach. Fir native Populationen
dieser Pflanze wurden in der Studie hohere konstitutive Mengen an Glucosinolaten
nachgewiesen, wahrend die invasiven Populationen eine erhdhte Induzierbarkeit der
Substanzen zeigten. Werden andere Funktionsweisen der induzierten Verteidigung betrachtet,
konnte der Rahmen der EHR dennoch eingehalten werden. Pflanzen nutzen die induzierte
Verteidigung in ihrem natirlichen Verbreitungsgebiet, um u.a. Spezialisten die Suche nach der
Wirtspflanze zu erschweren. Die Pflanze halt so ihre Verteidigungsmetaboliten gegen
Generalisten gering, die von Spezialisten z.B. als Phagostimulantien genutzt werden, und
erhoht sie erst, wenn ein Agressor prasent ist. Da die ERH die Abwesenheit von Spezialisten
vorhersagt, wiirde diese Funktion im nicht-nativen Verbreitungsgebiet ihren selektiven Vorteil
verlieren (Agrawal & Karban, 1999; Inderjit, 2012). Auch die verminderte Praferenz von
Generalisten konnte diese Selektionsdricke auf den Spitzwegerich vermindert haben.
Daruber hinaus werden, wie in Abschnitt 4.3 beschrieben, sowohl Shikimisaureweg als auch
Phenylpropanoid-Biosyntheseweg durch die Jasmonate induziert (Pauwels et al., 2009). Die
Induktion von Jasmonaten ist fur viele verschiedene Pflanzen negativ mit dem Wachstum und
der Reproduktion korreliert. In der Literatur sind inhibierende Wirkung u.a. auf das
Pflanzenwachstum, die Blattflachenexpansion sowie die SamengréRe beschrieben. Auch die
Verzdgerung der Blutenbildung wurde in einigen Pflanzen beobachtet (Huang et al., 2017).
Die Induktion des bioaktiven JA-lle ist, wie im Abschnitt 4.3 behandelt, in den nativen
Populationen hoher als in den invasiven Populationen, was den Unterschied in der Aktivierung
der Biosynthesewege erklaren und ein unterstiitzendes Indiz beziglich der EICA-Hypothese

sein kénnte. Diese Umverteilung kénnte u.a. ein Grund sein, warum die invasiven Pflanzen im
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gleichen Wuchszeitraum eine hohere Biomasse erzielen konnten und auch im
Zusammenhang mit der veranderten Blihphanologie stehen (Huang et al., 2017).

Darlber hinaus erfillen Phenylpropanoide, wie Verbascosid, noch zahlreiche andere
Funktionen, die der Pflanze im nicht-nativen Verbreitungsgebiet einen Selektionsvorteil
verschaffen koénnten. Unter den invasiven Populationen befanden sich beispielsweise
Standorte wie Sidafrika, Australien und Kalifornien, in welchen die Populationen einer
héheren durchschnittlichen Sonneneinstrahlung ausgesetzt sind. Phenylpropanoide kénnen
als Strahlungsschutz dienen und an diesen Standort unabhangig vom herbivoren Einfluss in
hoheren konstitutiven Mengen vorhanden sein (Korkina, 2007). Verschiedene &kologische
Vorteile, die nicht unmittelbar im Zusammenhang mit der ERH oder der EICA-Hypothese
stehen missen, kdnnten also zu mikroevolutionaren Veranderungen gefihrt haben, die dieses
Bild in den invasiven Populationen verursacht haben.

Die Ergebnisse der Hauptmetabolite deuteten im GroRen und Ganzen darauf hin, dass den
Hauptverteidigungsstrategien des Spitzwegerichs im nicht-nativen Verbreitungsgebiet
beziiglich ihrer Konzentrationen keine grundlegende Anderung widerfahren ist. Die
Konzentrationen der Hauptmetabolite unterschieden sich weder signifikant in der Herkunft
noch in der Behandlung und waren daher nur in vergleichbaren konstitutiven Mengen
vorhanden. Der Unterschied in der Induktion des Verbascosids lie® sich nur bei Betrachtung
der Intermediate in der Biosynthese der Substanz erahnen und zeigte sich durch die

Konzentrationen des Metaboliten oder durch eine erhohte Anzahl an Fraf3stellen nicht selbst.

4.5 Sind andere Hypothesen besser geeignet als die Evolution of increased
competitive ability-Hypothese?

Die EICA-Hypothese lie sich weder durch die morphologischen Merkmale noch durch die
Verteidigung mittels seiner Hauptmetaboliten eindeutig bestatigen oder widerlegen. Somit
sollten andere Hypothesen wie die Shift in defense hypothesis oder die Novel weapon
hypothesis in Betracht gezogen werden. Hinweise waren in den Flavonoiden, der
nicht-proteinogenen Aminosaure GABA und in der exemplarischen Non-Target-Analytik zu

finden.

Im Rahmen der exemplarischen Non-Target-Analytik, bei der eine einzelne native Population
aus Tubingen (Deutschland) mit einer einzelnen invasiven Population aus Brisbane
(Australien) verglichen wurden, lag ein deutlicher Unterschied in der Verteilung der
Substanzen vor. In den australischen Pflanzen kam es sowohl zu einer starken Verminderung
als auch Erhéhung der Substanzen unter Herbivorie, wohingegen die deutschen Pflanzen
lediglich eine Erhdhung von Substanzen zeigten. Dies koénnte im Rahmen der

EICA-Hypothese flir eine unspezifische, ungezielte Antwort aufgrund der ,verlernten®
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Verteidigung in der invasiven Population sprechen. Andererseits konnte dies auch fur eine
Umverteilung im Rahmen einer anderen, zum jetzigen Forschungsstand nicht definierbaren
Art der Verteidigung sprechen. Zum derzeitigen Stand des Experimentes liel3 sich keine
genaue Aussage treffen. Der Vergleich zeigte nur, dass ein Unterschied in der Reaktion auf
herbivoren Stress zwischen den beiden Populationen vorlag. Diese beiden Populationen aus
zwei sehr verschiedenen Teilen der Erde wurden als Stichprobe gewahlt, um zu prifen, ob
Uberhaupt ein unterschiedliches Muster in der Reaktion auf herbivoren Stress vorliegen
kénnte. Ob das Ergebnis des Vergleichs ein allgemeines Muster darstellte, muss in
weiterflihrenden Analysen fir alle Populationen geprift werden. Die beiden Populationen
befanden sich zudem in unterschiedlichen ontogenetischen Stadien, denn die invasive
Population zeigte Blitenbildung, wohingegen die native Population noch keine Bllten aufwies.
Daher liel sich ebenfalls nicht sicher sagen, ob das unterschiedliche Muster auf den
Unterschied in der Herkunft oder auf die unterschiedlichen ontogenetischen Stadien

zurickzufihren war.

Betrachtet man darliber hinaus bestimmte Einzelsubstanzen oder Gruppen von Substanzen,
wird ersichtlich, dass bestimmte Unterschiede in der Herkunft vorlagen, die nicht fir die
EICA-Hypothese, sondern fur eine andere Art der Umverteilung nach SDH oder NWH
sprechen kdnnten.

Hinweise auf die SDH boten zum Beispiel die Primarmetabolite. Der Einfluss der Behandlung
zeigte keinen signifikanten Unterschied in der Herkunft, dennoch bildete sich ein Trend ab,
dass die nativen Populationen ihre Ressourcen intensiver nutzten. Die
Gesamtzuckerkonzentration sowie der Zuckeralkohol Sorbitol zeigten ein Trend zur starkeren
Abnahme. Im Rahmen der SDH kdnnte dies daflirsprechen, dass invasive Populationen fir
Verteidigungsmechanismen weniger Ressourcen und Energie aufwenden missen. Hierdurch
wlrde ein verringerter Kohlenhydratabbau Uber Glykolyse, Citratzyklus und oxidative
Phosphorylierung stattfinden (Plaxton & Podesta, 2006).

Die in Abschnitt 4.4 diskutierte, sich andeutende Verminderung der Induktion des
Phenylpropanoid-Biosynthesewegs in den invasiven Populationen ist zudem nicht unbedingt
gleichbedeutend mit einer Reduktion der Verteidigungsstrategien. Vielmehr konnte diese im
Rahmen der SDH fir eine Ressourcenumverteilung auf weniger energieaufwendig zu
produzierende Metabolite schlieRen (Inderjit, 2012). Ein mdéglicher Metabolit, der fir diese
Fragestellung in Betracht gezogen werden konnte, ist die nicht-proteinogene Aminosaure
GABA. Bei diesem Metaboliten wurde im Rahmen der Aminosaureanalyse ein marginal nicht
signifikanter Unterschied in der Reaktion auf den Fral® von S. littoralis in Abhangigkeit der
Herkunft ermittelt. GABA wurde in den Blattern der invasiven Populationen induziert, in den
Blattern der nativen Populationen dagegen nicht. Analog dazu wurde eine tendenziell héhere

Abnahme des Prakursors Glutamat in den Blattern der invasiven Populationen beobachtet. In
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den Wurzeln schien unter herbivoren Stress sowohl der Prakursor Glutamat als auch GABA
unabhangig von der Herkunft erhdht zu werden. Die Antwort war auch dabei tendenziell in den
invasiven Populationen fiir beide Substanzen héher.

GABA ist bisher flir den Spitzwegerich im Zusammenhang mit Herbivorie noch nicht
beschrieben wurden. Die Substanz ist flr einige krautige Pflanzen als effektiver Metabolit
gegen Herbivorie bekannt. Die Wirkung wird durch die Funktion der nicht-proteinogenen
Aminosaure als inhibierender Neurotransmitter an wichtigen GABA-regulierten Chloridkanalen
des peripheren Nervensystems von Invertebraten erklart. Die Dosen, die dabei von Herbivoren
durch den Frall an Pflanzen aufgenommen werden, sind fir eine starkere inhibierende
Wirkung meistens ausreichend und kénnen von Tremoren, Ubererregung und Paralyse bis
zum Tod des Insekts fuhren (Bown et al., 2006; Huang et al., 2011). Scholz et al. (2017)
beobachteten u.a. ein vermindertes Wachstum und eine verringerte Fitness von S. littoralis auf
Pflanzen, welche hohere GABA-Gehalte aufwiesen. GABA zeigte beispielsweise bei Raupen
von Choristoneura rosaceana bereits in Diaten mit Gehalten zwischen 2-3 ymol-g™' starkere
wachstumshemmende Effekte. Unter herbivorem Stress zeigten die invasiven Populationen
Gehalte von (1,1 +0,1) umol-g™, was bereits ebenfalls deutliche Effekte auf die Herbivoren
haben kdnnte (Bown et al., 2006).

GABA weist sowohl in seiner Induktion als auch in der Synthese Vorteile gegenlber
Phenylpropanoiden auf. Diese Mechanismen zur Bereitstellung der nicht-proteinogenen
Aminosaure auf einen Stressor hin sind deutlich energieschonender fir die Pflanze. Im
Rahmen der Induktion von GABA wird keine Signalkaskade Uber Phytohormone bendtigt,
welches, wie in 4.4 diskutiert, negativ mit Reproduktion und Wachstum korreliert sein kann
(Huang et al., 2017; Scholz et al., 2015). Die Induktion von GABA erfolgt im Rahmen der WIR
in Pflanzen entweder durch eine pH-Absenkung des Cytosols bei der Zerstdérung von Vakuolen
oder Uber die Depolarisierung der Membran mittels der Ca?*-lonen gekoppelt mit Second
Messengern (Huang et al., 2011). Die Synthese erfolgt anschlieRend im Rahmen des
Citratzyklus. Ausgehend vom Intermediat a-Ketoglutarat wird Uber eine enzymatische
Transaminierung L-Glutamat gebildet, welches Uber Glutamat-Decarboxylasen im Cytosol in
GABA umgewandelt wird (Shelp et al., 2009). Diese Art der Synthese stellt gegentber der
Biosynthese der Phenylpropanoide einen sehr einfachen Biosyntheseweg mit einer enorm
reduzierten Anzahl an involvierten Reaktionen und Enzymen, die exprimiert werden missen,
dar. Zudem ist der Citratzyklus ein entscheidender Grundmechanismus zur Bereitstellung von
Energie, Reduktionsaquivalenten und Prakursoren fir vielfaltige Funktionen des Organismus,
der ohne herbivoren Einfluss stetig ablauft (Zhang & Fernie, 2018). Die
Induktionsmechanismen fiir GABA flihren auch nicht zu einer Genexpression, sondern
steigern  die  Aktivitdt  bereits  vorhandener  Glutamat-Decarboxylasen  (GAD)
(Huang et al., 2011).

82



Diskussion

Einsparungen bei der Induktion von Phenylpropanoiden und héhere Investitionen in eine
induzierte Verteidigung mittels GABA wirde den Pflanzen in ihrem nicht-nativen
Verbreitungsgebiet durch Phytohormon-unabhangige Induktionen, nicht benétigte
Genexpressionen und eine weniger aufwendige Synthese, Energie und Ressourcen

einsparen, was den Rahmen der SDH erfiillen kénnte.

Andererseits ist flr diesen Metaboliten auch die NWH in Betracht zu ziehen, denn GABA ist
ein Molekil mit vielfaltigen anderen Funktionen in Pflanzen. Die gesteigerte Induktion in den
invasiven Populationen auf den herbivoren Stressor kénnte sich auch aus einer anderen, viel
bendtigten Funktion am nicht-heimischen Standort ergeben haben. GABA spielt eine wichtige
Rolle in der Regulierung des C/N-Metabolismus, in dem es als Stickstoffspeicher dient oder
Kohlenstoffgerlste zur Verwertung im Citratzyklus liefert. GABA kdnnte also zunachst im nicht-
nativen Verbreitungsgebiet vermehrt an anabolen und katabolen Prozessen beteiligt gewesen
sein, welche auch im Rahmen der EICA-Hypothese zum verstarkten Aufbau von Biomasse
gedient haben kdnnten (Bouché & Fromm, 2004). Darlber hinaus wird es bei einer Vielzahl
von abiotischen Stressoren, die an den nicht-nativen Standorten von Bedeutung sein konnten,
angereichert. Dazu zahlen Salz-, Trocken-, Hitze- und Kaltestress sowie UV-Strahlung
(Shelp et al., 2009). Im Rahmen der Reproduktion kann es an der Regulierung des Wachstums
der Pollenschlduche beteiligt sein. Da sich die Halfte der invasiven Pflanzen im blihenden
Zustand befand und nach EICA-Hypothese dahinter ein erhdhtes Reproduktionspotential
vermutet wird, kdnnte auch hier ein Zusammenhang mit der erhéhten GABA-Konzentration
bestehen (Huang et al., 2011). GABA wird ebenfalls nach Detektion des
wachstumshemmenden VOC (E)-2-Hexenal, welches von Pflanzen der Umgebung freigesetzt
wird, in der Empfangerpflanze akkumuliert. Die genaue Funktion, die GABA dabei erfillt, ist
noch nicht erforscht. Sie zeigt jedoch, dass GABA an allelopathischen Prozessen beteiligt sein
kann. Fir GABA werden noch weitere Funktionen als Signalmolekil sowohl innerhalb der
Pflanze sowie der Pflanzengemeinschaft als auch mit anderen Organismen vermutet. Diese
Rolle in der Kommunikation kénnte je nach Auspragung ebenfalls eine Funktion innerhalb der
neuen Organismengemeinschaft mit sich geflhrt haben (Bouché & Fromm, 2004). GABA
kdnnte sich so im nicht-nativen Verbreitungsgebiet als vorteilhaft erwiesen haben und sich im
Verlauf der Interaktion mit den anséassigen Herbivoren auch als Verteidigungsmetabolit fur
P. lanceolata im Rahmen der NWH etabliert haben.

Far die NWH sprach ebenfalls die Substanzklasse der Flavonoide. Die glykosidisch
gebundenen Flavonoide folgten unter herbivorem Stress dem gleichen Muster, was sich
zwischen nativen und invasiven Populationen unterschied. Wahrend in den nativen
Populationen, die Konzentrationen durch den Einfluss von S. littoralis tendenziell sanken,
stiegen die Gehalte in den invasiven Populationen an. Fir Luteolosid zeigte sich dieses Muster

als signifikanter Effekt. Pankoke et al. (2013) wiesen flr die Iridoidglykoside in P. lanceolata
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ein duales Verteidigungssystem aus -Glucosidasen nach. 8-Glucosidasen kdnnen Aglykone,
welche Uber eine B-D-Glucose verknlpft sind von ihrem Glykon durch Hydrolyse trennen.
Mdglicherweise nutzt P. lanceolata sein duales Verteidigungssystem auch flir seine
Flavonoide. Die enzymatische Spaltung glykosidisch-gebundener Flavonoide und die daraus
resultierende Freisetzung der Aglykone unter biotischem Stress ist fiur andere Pflanzen
bekannt (Graham, 1998). Ein Hinweis auf diese Theorie bestand darin, dass alle
nachgewiesenen Flavonoide, die an eine B-D-Glucose gebunden sind, in den nativen
Populationen sanken. Quercitrin, welches als einziges der gemessenen Flavonoide sein
Aglykon Gber Rhamnose bindet, zeigte hingegen keine Abnahme. Der Trend zur Zunahme in
den invasiven Populationen kdnnte darauf hinweisen, dass die B-Glucosidase-Aktivitat in den
invasiven Populationen der Synthese der Flavonoide unterlag. Das Aglykon Luteolin wurde
unabhangig von der Herkunft erhdht. Bei Betrachtung des Musters koénnte dies fir eine
enzymatische Hydrolyse aus Luteolosid oder auch aus anderen, nicht gemessenen
Glykosiden des Luteolins in den nativen Populationen und fur eine Flavonoidsynthese in den
invasiven Populationen sprechen. Griinde fir diesen Unterschied kdénnen vielfaltig sein.
Einerseits kann die Glucosidaseaktivitat am Standort durch abiotische Faktoren beeinflusst
worden sein. Thermischer Stress resultiert z.B. oft in oxidativem Stress, was den
Proteinstoffwechsel und die Genexpression des membran-assoziierten Proteins auf Dauer
beeinflusst haben kdnnte (Pellissier et al., 2014). Zudem wird die Aktivitat des Enzyms von
abiotischen Faktoren wie dem pH-Wert des Bodens, der Temperatur sowie durch die
Verfligbarkeit von Cofaktoren und dem Wassergehalt beeinflusst (Ghadamyari et al., 2010).
Da der Spitzwegerich z.B. urspriinglich aus den gemaligten Breitengraden stammt, ist es
wahrscheinlich, dass das Temperaturoptimum der B-Glucosidasen in den meisten getesteten
invasiven Standorten durch die héheren durchschnittlichen Temperaturen, nicht gegeben war
(Stewart, 1996; de Deyn et al., 2009). Durch geringere Aktivitdten aufgrund suboptimaler
Bedingungen kénnten die Pflanzen den selektiven Vorteil ihres dualen Verteidigungssystems
verloren haben, wodurch sich auch Mutanten mit genetisch festgeschriebener, geringerer
Aktivitat durchgesetzt haben konnten. Fir einen Beweis dieser Hypothese mussten die
B-Glucosidase-Aktivitaten  der  Pflanzenextrakte  getestet werden, die genaue
Charakterisierung der Enzyme erfolgen sowie die Spezifitdt der Glucosidasen aus
P. lanceolata fur Flavonoide untersucht werden. Die Induktion der Flavonoide unter
herbivorem Stress in den invasiven Populationen kann sich anderseits wieder nach der NWH
aus einer anderen Funktion ergeben haben (Inderjit, 2012). Flavonoide besitzen durch ihre
hohe strukturelle Diversitat viele verschiedene Funktionen, die sich am neuen Standort als
vorteilhaft erwiesen haben kdénnten. Sie erhalten u.a. den Redoxzustand der Zelle durch ihre
antioxidativen Eigenschaften aufrecht, und schitzen die Pflanze vor abiotischen Stressoren
wie Hitze und UV-Strahlung, was in Populationen aus u.a. Australien, Neuseeland und

Sldafrika besonderes relevant sein kdnnte (Mierziak et al., 2014). Flavonoide beeinflussen

84



Diskussion

zudem den Duft, den Geschmack und die Farbe der Pflanze, wodurch sie fir verschiedene
Insekten eine anziehende oder abschreckende Wirkung haben kénnen. Die abschreckende
Wirkung auf Herbivore kdnnte sich sekundar fir P. lanceolata am neuen Standort als vorteilhaft
erwiesen haben und der Pflanze als Schutz gegen Herbivore dienen (Mierziak et al., 2014). In
Futterungsstudien wurde eine erhéhte Mortalitdit beobachtet und das Verhalten, die
Entwicklung sowie das Wachstum verschiedener Insektenspezies negativ beeinflusst.
Flavonoide kdnnen die Schmackhaftigkeit des Pflanzenmaterials, den nutritiven Wert und die
Verdaulichkeit verringern und auch als Toxin wirken. lhre Wirkung beruht dabei auf
cytotoxischen Effekten und der Komplexierung von Cofaktoren von Enzymen. Zudem wird
vermutet, dass sie oxidativen Stress im Gewebe der Insekten férdern (Gotawska et al., 2014;
Mierziak et al., 2014). Die SDH eignet sich in Betracht auf die Flavonoide weniger, da der
Biosyntheseweg der Flavonoide ein Teil des Phenylpropanoid-Biosynthesewegs darstellt
(Abb. 32). Die energetischen Kosten fur die Pflanze zur induzierten Synthese der Flavonoide
sind daher wahrscheinlich vergleichbar mit dem Energieaufwand zur Produktion von anderen
Phenylpropanoiden (Gotawska et al., 2014; Mierziak et al., 2014). Die invasiven Populationen
besalten, wie in Abschnitt 4.4 behandelt, hohere konstitutive Mengen innerhalb der
Prakursoren und Intermediate des Shikimisaurewegs und Phenylpropanoid-Biosynthesewegs,
welche nicht induziert wurden. Die Induktion schien daher im Rahmen eines spateren

Syntheseschrittes zu erfolgen.

Bei Betrachtung der Substanzverteilung zwischen den Populationen Brisbane und Tlbingen
sowie im Hinblick auf GABA und die Flavonoide war ersichtlich, dass nicht alle Substanzen in
den invasiven Populationen demselben Trend wie in den nativen Populationen folgen. Durch
diese Muster wird deutlich, dass auch eine Umverteilung der Ressourcen sowohl auf
energieschonendere als auch auf Metaboliten mit dhnlichem Syntheseaufwand anstatt einer
allgemeinen Verminderung der Verteidigungsmechanismen nach EICA-Hypothese in Betracht

gezogen werden sollte.

4.6 Warum wurde keine ubermaBige, grundlegende Verminderung der
Verteidigung nach Evolution of increased competitive ability-Hypothese

ermittelt?

In den Ergebnissen wurden insgesamt nur wenige signifikante Unterschiede in der
Verteidigung bezuglich der Herkunft ermittelt. Die Hauptverteidigungsstrategie mittels
Iridoidglykosiden unterschied sich nicht. Der Unterschied in der Induktion von Verbascosid lief3
sich nur anhand der Induktion verschiedener Intermediate und Prakursoren der
Biosynthesewege erahnen und war auch nicht anhand der Fraflaktivitat der Insekten

ersichtlich. Zudem unterschied sich die Induktion von GABA nur marginal nicht signifikant und
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der Unterschied in der Reaktion der meisten Flavonoide zeichnete sich nur als Trend ab.
Méglicherweise konnte dies aussagen, dass keine starke Anderung stattgefunden hat oder

dass sich die mikroevolutiondren Adaptionen erst am Anfang befanden.

4.6.1 Varianz als Storfaktor

Andere Grunde fur diese schwachen Effekte konnten auch durch eine grof3ere Variation
innerhalb der Populationen zu erklaren sein. Besonders in den invasiven Populationen war
eine groRere Variation zu erwarten. Wahrend die nativen Populationen nur aus Europa sowie
West- und Mittelasien stammten, waren die invasiven Populationen auf verschiedenen
Kontinenten beheimatet. Durch die verschiedenen biotischen und abiotischen Faktoren in den
unterschiedlichen Okosystemen wird die Herbivorengemeinschaft in  GréBe und
Zusammensetzung beeinflusst. Die invasiven Populationen waren daher wahrscheinlich
einem sehr unterschiedlichen Grad an Herbivorie an ihren Standorten ausgesetzt
(Pellissier et al., 2014). Nicht nur der Grad der Herbivorie kédnnte sich unterschieden haben,
sondern auch der Zeitpunkt der Einflihrung der Pflanzen in die nicht-nativen
Verbreitungsgebiete. Die Einwanderungszeitpunkte waren nicht bekannt. So kdnnten die
invasiven Populationen unterschiedlich lange den neuen abiotischen und biotischen
Bedingungen ausgesetzt gewesen sein, wodurch sich das Ausmall an Selektion und
mikroevolutionaren Veranderungen malfgeblich unterscheiden kdénnte. Dabei ist auch zu
beachten, dass ebenfalls keine Kenntnis Uber die Wiederholung von Einfihrungen bestand.
Hierdurch konnte die genetische Variabilitat und damit die Produktion von
Verteidigungsmetaboliten mafRgeblich beeinflusst worden sein (Smith et al., 2020). Dieses
Phanomen koénnte an den nicht-nativen Standorten in einem unterschiedlichen Ausmal}
stattgefunden haben. Durch unterschiedliche Selektion, variable Einwanderungszeitrdume
sowie verschiedene Wiederholungen der EinfUihrung an einem nicht-heimischen Standort
konnte der Genfluss beeinflusst worden sein, was hdéhere Varianzen und dadurch geringe
Effekte erklaren kénnte (Smith et al., 2020).

Zudem resultiert eine erhdhte Varianz aus der gewahlten Methode. Im Rahmen des
Experimentes konnten aus technischen Grinden nur 40 Individuen pro Tag in zwei
verschiedenen Blocken getestet werden. Dadurch ergaben sich zum einen geringe
Unterschiede im Alter der Pflanzen. Zum anderen beeinflussten die zwei unterschiedlichen
Tageszeitpunkte, an denen die Pflanzen nach dem Experiment geerntet wurden, die
Lichteinwirkung und damit die Fotosynthese sowie den Metabolismus der Pflanzen. Zudem
befanden sich die Pflanzen trotz des gleichen Wuchszeitraumes in unterschiedlichen
ontogenetischen Stadien, da manche der Pflanzen blihten, andere wiederum nicht. Dadurch
findet immer eine gewisse Ressourcenumverteilung in der Pflanze statt, da diese mehr in ihre

Reproduktionsorgane investiert (Dai et al., 2018). Ob die geringen Effekte sich aufgrund der
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Herkunft oder aufgrund der verschiedenen ontogenetischen Stadien ergaben, liel3 sich nicht
Uberprifen. Um eine hohere Reprasentativitat zu gewahrleisten, konnten die blihenden
Individuen aufgrund der hohen Anzahl aus dem Experiment nicht ausgeschlossen werden.
Der Unterschied zwischen den ontogenetischen Stadien wurde daher vernachlassigt. Die
Wahl der Populationen im Rahmen des Experimentes beeinflusste das Ergebnis ebenfalls. Die
invasiven Populationen wurden aus unterschiedlichen Standorten der Erde gewahlt, um ein
moglichst breites, von abiotischen Faktoren unbeeinflusstes Bild zur Uberprifung der ERH
und der EICA-Hypothese zu bekommen. Die Reprasentativitat der gewahlten Stichprobe an
Populationen war dabei nur bedingt gewahrleistet. Die invasiven Populationen der Stichprobe
waren geographisch nicht gleichmafdig verteilt. Aus Landern und Kontinenten wie z.B.
Australien und Neuseeland waren mehr als eine Population in der Stichprobe prasent. Aus
anderen grofl’en Kontinenten, wie Afrika und Stidamerika, war wiederum nur eine Population
in der Stichprobe vorhanden. So kénnten klimatische und andere ahnliche Bedingungen aus
Standorten mit geringer raumlicher Distanz die Ergebnisse beeinflusst und dominiert haben.
Zur Gewahrleistung einer hdheren Reprasentativitat der Ergebnisse muissten Populationen mit
einer besseren geographischen Verteilung getestet werden. Zudem sollten in gleicher Anzahl
mehrere Populationen pro Land geprtft werden. Aufgrund der technischen Voraussetzungen
konnten pro Population ebenfalls nur jeweils finf Individuen fir Kontroll- und
Herbivoriegruppen gewahlt werden, was ebenfalls die Reprasentativitat ein wenig verminderte.
Die chemischen Analysen der Pflanzenstoffe kdnnten auch zu einer erhéhten Varianz gefihrt
haben, da die absolute Quantifizierung fir alle Substanzen mit den internen, deuterierten
Phytohormonstandards vorgenommen wurde. Diese unterschieden sich strukturell teilweise
erheblich von den Analyten. Interne Standards und Analyten besalien daher unterschiedliche
chemische Eigenschaften, was in einem unterschiedlichen Einfluss von Probenaufbereitung
und Messung resultiert. Dadurch konnten systematische Fehler wie Verluste bei der
Probenvorbereitung und zuféllige Fehler wie Schwankungen des Gerates bei einzelnen
Proben nur bedingt minimiert werden. Bei der relativen Quantifizierung, bei der keine
Responsefaktoren bestimmt wurden, ergaben sich noch héhere Schwankungen in den
Werten. Da das Experiment jedoch eine deskriptive Studie darstellte, bei der entscheidend ist,
dass alle Proben unter gleichen Bedingungen aufbereitet und gemessen werden, eignet sich
eine Quantifizierung Uber gegebene, interne Standards besser als Uber externe
Kalibrierungen. Die Quantifizierung der Zucker, welche wiederum Uber eine externe
Kalibrierung erfolgte, stellte daher eine héhere Fehlerquelle in Bezug auf die Vergleichbarkeit
zwischen den Proben dar. Die Standards besaflen zum einen eine differierende Matrix zu den
Proben und zum anderen kénnen Fehler bei der Probenaufbereitung und Schwankungen des
Gerétes nicht berlcksichtigt werden. Schwankungen der HPLC-MS/MS-Messung im Rahmen
der Zuckeranalytik wurden versucht zu minimieren, indem die Kalibrierreihen bei der Messung

vor, nach und zwischen die Proben geschaltet waren.
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4.6.2 Der Spitzwegerich — ein vielseitig beliebtes Kraut

Ein anderer Grund fir die nur geringfligig veranderte Verteidigung im nicht-heimischen
Verbreitungsgebiet kénnte beim Spitzwegerich selbst zu finden sein. Denn der Spitzwegerich
ist eine sich an Umweltbedingungen sehr anpassungsfahige Pflanze, und besitzt neben der in
Abschnitt 4.1 diskutierten phanotypischen Plastizitat bezlglich seiner Morphologie auch eine
hohe metabolische Plastizitat. Diese ist unabhdngig vom Genotyp und koénnte so
beispielsweise die geringe Effektgrofie der herkunftsbezogenen Unterschiede beziglich der
Gehalte an Iridoidglykosiden und Verbascosid unter gleichen Wuchsbedingungen erklaren
(Miehe-Steier et al., 2015).

Eingefihrte Pflanzen sind zudem nicht frei von Herbivoren. Die phytophage Fauna auf der
Pflanze kann dabei so vielfaltig wie auf einheimischen Arten sein. Plantago lanceolata ist eine
Pflanzenart, die schnell von Herbivoren als Nahrungspflanze erkannt wird. Die Pflanze kann
dadurch moglicherweise keinen selektiven Vorteil aus der Reduzierung von
Verteidigungsmechanismen ziehen (Maron & Vila, 2001). Hinweise darauf sind in der Literatur
zu finden. In Neuseeland ist beispielsweise eine Vielzahl von herbivoren Insekten auf dem
Spitzwegerich vermerkt (Stewart, 1996). Zudem sind die Hauptmetabolite des Spitzwegerichs,
die Iridoidglykoside, im Pflanzenreich keine seltene Substanzklasse und in tber 50 weiteren
Pflanzenfamilien vertreten. So existieren viele Herbivore, die sich auf diese Substanzen
spezialisiert haben. In Sierra Nevada in Kalifornien wurde u.a. beobachtet, dass der dort
heimische Iridoidglykosid-Spezialist Euphydras editha den Spitzwegerich in sein
Nahrungsspektrum etabliert hat (de Deyn et al., 2009; Dobler et al., 2011; Maron & Vila, 2001).
Zudem haben sich Spezialisten aus nativen Regionen mit ihrer Wirtspflanze weltweit verbreitet
(Yoshitake et al., 2016). Aufgrund der Belege aus der Literatur ist ersichtlich, dass die ERH
auf den Spitzwegerich nicht oder nur fur einen kurzem Zeitraum bedingt zutreffen kdnnte. Die
Pflanze muss entgegen der Hypothese im nicht-nativen Verbreitungsgebiet sowohl neuen
Generalisten als auch neuen und eingefihrten heimischen Spezialisten entgegenwirken, um
sich etablieren zu kénnen. Ein zu kurzer Zeitraum ohne Herbivorie kdnnte eventuell fir eine
genetische Veranderung der Verteidigungsstrategien nicht ausreichend sein (Inderjit, 2012;
Maron & Vila, 2001). Nach der Biotic resistance hypohesis muss der Spitzwegerich flr eine
erfolgreiche Invasion fiir eine gewisse Zeit ohne den Einfluss von Herbivoren an nicht-nativen
Standorten gewachsen sein. Die Hypothese geht davon aus, dass eine Invasion erschwert
wird, je artenreicher das Okosystem ist. Die Populationsdichte der Pflanzen muss gemaR der
Hypothese fir eine Invasion erst einen Schwellenwert ohne herbivoren Druck Uberschreiten.
Ist der Schwellenwert Uberschritten, lasst sich die Invasion durch biotische Einflisse nicht
mehr verhindern (Maron & Vila, 2001).
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Die groRere Variation aufgrund der verschiedenen Gegebenheiten, aber auch die Tatsache,
dass P. lanceolata im nicht-nativen Raum eine bei Herbivoren beliebte Nahrungsquelle ist,

koénnte dazu gefiihrt haben, dass sich nur verminderte Effekte zeigten.

4.7 Wie ist trotz geringfiigig verminderter Verteidigung ein hoheres MaR an

experimenteller Herbivorie zu erklaren?

Trotz vergleichbarer Konzentrationen der Hauptverteidigungsmetaboliten und hoheren
Konzentrationen an GABA und Flavonoiden wurde ein héherer Biomasseverlust nach der
Behandlung in den invasiven Populationen beobachtet. Das konnte durch die sich
andeutende, in Abschnitt 4.4 diskutierte, Induktion von Verbascosid in den nativen
Populationen zu erklaren sein, was jedoch keine Wirkung auf die Bewegungsaktivitat der
Herbivoren hatte (Agrawal et al., 1999). Da der Spitzwegerich bezlglich seiner Verteidigung
noch nicht vollstandig verstanden ist, kdnnten zudem auch Konzentrationsunterschiede von
anderen, noch nicht identifizierten Metaboliten eine Rolle spielen. Die exemplarische
Non-Target-Analytik zeigte sowohl im positiven als auch negativen lonisierungsmodus eine
Vielzahl von Substanzen, die unter herbivorem Stress signifikant erhéht wurden und sich in
der Herkunft unterscheiden kdénnten.

Phagostimulantien spielen dartiber hinaus beim FraRverhalten der Insekten eine grofe Rolle.
Diese stellen Substanzen dar, die die Geschmacksnerven der Herbivoren elektrophysiologisch
stimulieren und so den Fral} anregen koénnen. Nahrstoffe wie Aminosauren, Zucker,
Zuckeralkohole und Vitamine kénnen dabei als Phagostimulantien fungieren
(Bernays et al., 2000). Dabei kann fir polyphage Insekten keine Vorhersage in den
Nahrstoffen von P. lanceolata getroffen werden, da jedes Insekt auf andere Phagostimulantien
reagiert und in jeder Pflanze die Anwesenheit anderer Stoffe wie Phagodeterrentien die
elektrophysiologische Stimulation beeinflussen kann (Bernays et al., 2000). Unter der
Annahme, dass die invasiven Populationen aufgrund evolutionarer Anpassungen wie erhéhter
Fotosyntheseraten, erhéhter Speicherkapazitaten oder differierender Biosynthesewege einen
Unterschied in den Konzentrationen an Nahrstoffen aufweisen, kdénnte dies neben der
induzierten Verteidigung, eine Erklarung fir den hdéheren Biomasseverlust liefern
(Kato-Noguchi et al., 2015). In den Kontrollproben wurden keine signifikanten Unterschiede in
einzelnen Aminosaure- oder Zuckergehalten der Blatter in der Herkunft ermittelt, wodurch
keine grundsatzliche Verringerung in der Akkumulation von Nahrstoffen vorlag. Die Senkung
von Nahrstoffen unter herbivorem Stress stellt ebenfalls eine mdgliche Verteidigungsstrategie
der Pflanzen dar (Rohner & Ward, 1997). Pankoke & Miuller (2013) wiesen eine starke
Abnahme der kohlenstoffbasierten Primarmetabolite in den Blattern von P. lanceolata unter
herbivorem Stress nach. In den Proben wurde ebenfalls eine tendenzielle Verringerung von

Nahrstoffen aufgrund der Raupenherbivorie festgestellt. Ob der Effekt fir eine gezielte
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Nahrstoffreduktion, flr eine Reduktion aufgrund der verminderten Kohlenstofffixierung in Folge
der Blattflachenverluste oder fir eine Reduktion aufgrund der Ressourcennutzung zur
Synthese von Sekundarmetaboliten sprach, lie® sich im Experiment nicht UGberprifen
(Pankoke & Miiller, 2013; Schwachtje & Baldwin, 2008). Ein Hinweis auf diese Art der
Verteidigung kénnte in den Aminosauren zu finden sein, denn Prolin, Alanin, Leucin, Glutamin
und Glutamat wurden unter herbivorem Stress in den Blattern signifikant gesenkt und in den
Wurzeln signifikant erhoht (siehe Anhang, Tab. 37 und Tab. 38). Andererseits kénnte dies
entweder flr eine Ressourcenumverteilung oder flr eine Ressourcenaufstockung in den
Wurzeln nach einem Verbrauch in den Blattern sprechen (Pankoke & Muller, 2013). Diese
Interaktion der Pflanzenorgane zeigte keinen Unterschied in der Herkunft. Durch den
herbivoren Stressor wurden jedoch in den nativen Populationen tendenziell die Zucker- und
Sorbitolressourcen der Blatter starker als in den invasiven Populationen beansprucht. Den
Herbivoren standen somit in invasiven Populationen mehr dieser Zucker zur Verfugung.
Meisner et al. (1972) zeigten, dass u.a. die Kohlenhydrate D-Glucose, D-Fructose, Saccharose
und Raffinose eine starke phagostimulierende Wirkung auf S. littoralis haben. Eine marginal
nicht signifikant starkere Senkung fand flr die nachgewiesenen Pentasaccharide, und eines
der Trisaccharide statt. Tendenziell wurde auch das Tetrasaccharid unter herbivorem Stress
in den nativen Populationen starker reduziert (sieche Anhang, Tab. 40 und Tab. 41). Eines
dieser Zucker oder auch eine nicht gemessene Substanz konnte flr S. littoralis also als
Phagostimulans gedient haben und zu héherem Fral angeregt haben. Zum derzeitigen Stand

der Analyse liel3 sich jedoch hierzu keine Aussage treffen.

4.8 Werden die Sekundarmetaboliten starker von anderen Umweltfaktoren
unabhangig der Enemy release hypothesis beeinflusst?

Die Sekundarmetaboliten, die einen geringen Unterschied in den invasiven Populationen
aufwiesen, zeigen, wie zum Teil in den Abschnitten 4.4 und 4.5 beschrieben, in ihren
allgemeinen Funktionen Wirkungen gegen eine Vielfalt von abiotischen Stressoren. Unter
diesen Metaboliten finden sich ABA, Verbascosid, GABA und die Flavonoide (Erb et al., 2012;
Mierziak et al., 2014; Noel et al., 2005; Shelp et al., 2009). Zudem wird der Proteinstoffwechsel
durch abiotische Stressoren beeinflusst, was anschlie3end einen Effekt auf die Synthese der
Sekundarmetaboliten haben konnte. Diese Anpassungen am nicht-heimischen Standort
koénnten sich auch unabhangig von der ERH genetisch fixiert haben (Pellissier et al., 2014).
Die Daten der Analyse lassen sich fiir eine solche Korrelation nicht gut verwenden, da die
Populationen keinem Umweltgradienten folgten. Die Daten stammten randomisiert von
verschiedenen Landern der Erde und waren, wie in Abschnitt 4.7 diskutiert, geographisch fiir
eine solche Korrelation nicht gut verteilt. Dadurch kann keine genaue Aussage Uber den

Einfluss von z.B. HOhenlage, Temperatur oder Lichteinwirkung getroffen werden. Aus der
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Literatur ist bekannt, dass die Synthese der Metabolite beim Spitzwegerich stark von diesen
Umwelteinflissen abhangen kann. Pellissier et al. (2014) wiesen u.a. eine Abnahme der
Iridoidglykoside flr geerntete Pflanzen mit steigendem Héhengradienten und abnehmender
Temperatur nach. Die flr die Arbeit verwendeten Populationen stammten von Standorten mit
unterschiedlicher Entfernung vom Aquator, wodurch die Pflanzen einer unterschiedlichen
Anzahl an Lichttagen und variierender Strahlungsintensitat ausgesetzt waren. Strahlung kann
einen Einfluss auf die Produktion von Sekundarmetaboliten haben, so zeigten
Mccloud & Berenbaum (1999) eine erhdhte Verbascosidkonzentration von jungen Pflanzen
des Spitzwegerichs unter erhéhter UV-B-Strahlung. Zudem lagen keine Daten Uber die
Pflanzengemeinschaft an den Standorten vor, was ebenfalls einen wichtigen Faktor fir den
Metabolismus des Spitzwegerichs darstellt. So wiesen Mraja et al. (2011) Effekte der
Biodiversitat auf die Iridoidglykosidgehalte nach. Die Populationen stammten zudem von
Standorten mit unterschiedlicher menschlicher Aktivitat. Unter den Standorten befanden sich
naturliche Graslandschaften, aber auch Weideflachen und stadtische Habitate. Der
Metabolismus des Spitzwegerichs hangt ebenfalls von menschlichen Einflissen ab
(Stewart, 1996; Waschke et al., 2015). Biodiversitdt und Landnutzung haben auf die
Etablierung des Spitzwegerichs und damit auch auf seine chemische Zusammensetzung
einen grofen Effekt. Daten zur Populationsdichte und der erfolgreichen Etablierung der
einzelnen Populationen an ihren neuen, nicht-heimischen Standorten lagen ebenfalls nicht vor.
Langfristigen Wettbewerbserfolg besitzt der Spitzwegerich nur auf wenig fruchtbaren Béden,
mit einer verminderten Dichte von persistenten Grasern und geringen menschlichen
Stérungen, wie Beweidungen, Trittstérungen sowie Herbizid- und Diingemittelanwendungen
(Stewart, 1996). Diese Faktoren wurden im Rahmen der Analyse ebenfalls vernachlassigt und
konnten Einfluss auf das Ergebnis genommen und auch zur Erhéhung der in Abschnitt 4.6.1

diskutierten Varianz gefihrt haben.

Die meisten der Studien, die sich mit Umwelteinflissen auf den Metabolismus von
P. lanceolata beschaftigen, vergleichen jedoch nur einen Genotyp unter verschiedenen
Bedingungen. Da im Experiment verschiedene Populationen unter gleichen Bedingungen
ahnliche metabolische Werte zeigten, liel3 sich auch auf eine hohe phanotypische Plastizitat
bezuglich des Metabolismus sowie hohe Anpassungsfahigkeit der Pflanze schlieRen. Eine
Aussage Uber die mogliche genetische Fixierung metabolischer Veranderungen ist auf

Grundlage dessen nicht mdéglich.
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5 Fazit und Ausblick

Die Ergebnisse des Experimentes zeigten nur eine leichte Verdnderung in der direkten
Verteidigungsstrategie der invasiven Populationen auf, die auf eine beginnende Umverteilung
der Ressourcen hindeuten konnte. Einige Resultate wiesen auf die EICA-Hypothese hin,
andere wiederum nicht. Analoge Ergebnisse wurden ebenfalls bei der parallel durchgeflihrten
Analyse der indirekten Verteidigung ermittelt, da die meisten VOC-Klassen nicht signifikant

durch die Herkunft beeinflusst wurden. Die Daten der VOC-Analyse sind hier nicht gezeigt.

Hinweise auf die EICA-Hypothese fanden sich u.a. in den morphologischen Merkmalen,
reprasentiert durch eine signifikant héhere oberirdische Biomasse sowie ein marginal nicht
signifikant verringertes Wurzel/Spross-Verhaltnis der invasiven Populationen, was beides
Hinweise auf eine gesteigerte Investition in Wachstum und GréRe sein kénnte (Inderiit, 2012;
Mokany et al., 2006). Fir eine Verringerung der Verteidigungsmechanismen sprach der
hohere Biomasseverlust unter Herbivorie, ein verminderter Verbrauch an Kohlenhydraten,
eine verringerte Aktivierung der bioaktiven Jasmonate und ABA sowie ein erhéhter Abbau der
Phytohormone in den invasiven Populationen, was im Zusammenhang mit der erhdhten
Biomasse und einer mdglichen verminderten Induktion der Biosynthesewege stehen kbénnte
(Pauwels et al., 2009).

Gegen die EICA-Hypothese sprachen in den phanotypischen Merkmalen die unveranderte
Blattflache und die signifikant niedrigere SLA, was flr eine gleichgebliebene bzw. sogar
verringerte Investition in Fotosyntheseorgane sprach (Inderjit, 2012; Wang et al., 2017; Zheng
et al., 2009). Zudem unterschieden sich die meisten Merkmale nur geringfiigig und zeigten
keine signifikanten Effekte. Gegen die Hypothesen sprach ebenfalls, dass sich die
konstitutiven Konzentrationen der mengenmafig gréf3ten Hauptmetabolite des Spitzwegerichs
Aucubin, Catalpol und Verbascosid nicht unterschieden. Zudem wurden als mdgliche
Metabolite zur Verteidigung diverse Flavonoide und GABA identifiziert, die bisher noch nicht
im Zusammenhang der Herbivorie flr den Spitzwegerich beschrieben wurden. Diese zeigten
im Vergleich von nativen und invasiven Populationen ein Bild, dass eher der NWH oder der
SDH zuzuordnen war (Inderjit, 2012).

Reproduktionsmerkmale konnten nicht verglichen werden, da die Pflanzen unterschiedliche
ontogenetische Stadien aufwiesen und innerhalb von zwolf Wochen keine Ansatze zur
vegetativen Fortpflanzung zeigten. Dadurch konnte jedoch auf eine genetisch veranderte
Blihphanologie geschlossen werden.

Die leichte Umverteilung zeigte so insgesamt kein eindeutiges Bild, wodurch sich die EICA-
Hypothese weder belegen noch widerlegen lie. Aussagen liel3 sich nur, dass sich
wahrscheinlich  leichte  mikroevolutiondre Verdnderungen im Metabolismus des

Spitzwegerichs im nicht-heimischen Verbreitungsgebiet ergeben haben, die sich noch am
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Anfang befanden oder fir einen Etablierungserfolg nicht umfangreich sein mussten. Effekte
aufgrund der verschiedenen ontogenetischen Stadien und dem Mangel der geographischen
Verteilung der untersuchten Populationen konnten als mogliche Erklarung nicht
ausgeschlossen werden. Die geringe EffektgroRe der Herkunft im Vergleich der
morphologischen Parameter und der Hauptverteidigungsstrategie von weltweit verteilten
Populationen, unterstrich die grofte phanotypische Plastizitat bezliglich der Morphologie und
des Metabolismus des Spitzwegerichs. Diese Eigenschaften liefern einen guten
Erklarungsansatz auf einen Invasionserfolg, welcher nicht durch die EICA-Hypothese erklart
werden muss (Luo et al., 2019; Miehe-Steier et al., 2015). Der Spitzwegerich ist in der
Verteidigung gegen Herbivore auler in Bezug auf seine Hauptmetaboliten noch wenig
erforscht. Dies erfordert weitere Analysen, um allgemeine Resistenzmechanismen der Pflanze
genauer beschreiben zu kénnen und um ein gréReres Bild im Vergleich zwischen nativen und
invasiven Populationen zu erlangen.

Beim Vergleich mit der Literatur ist ersichtlich, dass andere Pflanzen differierende Muster
aufzeigen kénnen und mehr oder weniger den Rahmen der EICA-Hypothese erfillen. Zu
Bedenken ist, dass Hypothesen lediglich Modelle sind und nicht fur jede Pflanze
verallgemeinert werden kénnen. Die zukulnftigen Analysen sollten dennoch dazu beitragen,
eine gezieltere Aussage bezuglich des Invasionsverhaltens zu treffen. Die Non-Target-Analytik
kénnte einen allgemeinen Uberblick (ber eine Vielzahl von unterschiedlichen Substanzen
liefern, die zu einem klareren Bild beitragen kdnnten. Die untersuchte native und die invasive
Population zeigten im Gegensatz zu den anderen Analysen eine starke Veranderung in der
Reaktion auf die Raupenherbivorie. Das differierende Bild sollte daher fir alle Populationen
gepruft werden. Dadurch kann ein allgemeines Muster bestatigt oder widerlegt und Effekte des
ontogenetischen Unterschiedes der beiden verglichenen Populationen ausgeschlossen
werden. Im Falle eines allgemeinen Musters sollte eine Identifizierung der differierenden
Substanzen erfolgen.

Um die EICA-Hypothese im Rahmen der ERH genauer zu untersuchen, sollte geprtift werden,
ob die moglichen mikroevolutiondren Unterschiede starker durch abiotische Faktoren
verursacht worden sind als durch den Enemy release. Daher sollten Konzentration und
Induktion von Substanzen wie GABA, Flavonoiden und vor allem den Hauptmetaboliten aus
Populationen entlang eines Umweltgradienten verglichen werden. Diese Untersuchungen
kdénnten zur Funktionsaufklarung von GABA und den Flavonoiden im Spitzwegerich beitragen
und einen Hinweis liefern, warum diese nur in den invasiven Populationen induziert wurden.
Zudem koénnen die Praferenz und die Leistung von verschiedenen herbivoren Insekten
Aufschluss Uber differierende Phagostimulantien, -deterrenzien sowie Toxine liefern. Ein
Choice-Test zur Uberpriifung der Praferenz, bei dem den Insekten alle Populationen

gleichzeitig prasentiert werden, sowie die Priifung der Fitness der Herbivoren nach einem Fral}
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an unterschiedlichen Populationen, kdnnten daher ebenfalls Erkenntnis (iber Unterschiede in
der chemischen Zusammensetzung liefern.

Jedes Insekt besitzt dariber hinaus spezifische HAMPs, die unterschiedlichste
Verteidigungsmechanismen ausldsen kdénnen (Erb et al., 2012). Raupenherbivorie ist nur eine
Form der Pflanzen-Herbivoren-Interaktionen, mit denen der Spitzwegerich umgehen muss. In
einem Okosystem existieren neben den Raupen noch andere kauende Folivore, Saftsauger,
Sprossbohrer sowie Wurzel- und Samenfresser, die unterschiedlichste Gewebe des
Spitzwegerichs befallen kénnen. Die Anwesenheit von Samenfressern ist fur invasive Pflanzen
besonders relevant, da diese einen direkten Einfluss auf die Populationsgréf3e haben kénnen
(Maron & Vila, 2001). Fir saugende Insekten ist lange bekannt, dass diese in den meisten
Pflanzen einen differierenden Signalweg uber Salicylsdure nutzen (Erb et al., 2012). Zudem
wurde im Experiment nur ein Generalist gepruft. Spezialisten kdnnten ebenfalls einen
Unterschied in der phytochemischen Reaktion der Pflanze hervorrufen. Folgende Analysen
sollten demnach den Vergleich in der phytochemischen Reaktion des Spitzwegerichs auch auf
andere Arten der Herbivorie zwischen nativen und invasiven Populationen in Betracht ziehen
und neben Wurzeln und Blattern auch andere Gewebe untersuchen. Je nach Haufigkeit und
Art der Herbivorie im nicht-nativen Verbreitungsgebiet kdénnte dies ebenfalls die
Verteidigungsmechanismen auf unterschiedliche Weise beeinflusst haben.

Zukunftige Analysen helfen ein besseres Verstandnis zu erlangen, warum sich P. lanceolata
so erfolgreich an nicht-nativen Standorten etablieren konnte. Das Experiment wies eine erste
Richtung auf und bereitete die Grundlage fir weitere Untersuchungen. Ein genaueres
Verstandnis Uber die Invasion von Pflanzen ist ein wichtiger Schritt, um Auswirkungen auf
bestehende Okosysteme vorherzusagen, zukiinftige Invasionen zu verhindern und die

Biodiversitat zu schitzen.
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7 Anhang

7.1 Analytik der Pflanzenstoffe

7.1.1 Qualifizierung

Fir die Identifizierung der Phytohormone OPDA, OH-JA, OH-JA-lle, COOH-JA-lle und
Sulfo-JA waren keine Standards verfugbar. Die Identifizierung erfolgte nach Angaben aus der
Literatur. OPDA, OH-JA, OH-JA-lle sowie COOH-JA-lle wurden anhand der spezifischen
Ubergange Q(1) und Q(3) nach Stitz et al. (2011) vorlaufig identifiziert. Sulfo-JA wurde anhand
der spezifischen Ubergange Q(1) und Q(3) nach Fernandez-Milmanda et al. (2020) vorlaufig
identifiziert (Tab. 33).

Die Identifizierung der Iridoidglykoside erfolgte Uber die im Rahmen der lonisierung gebildeten
Formiat-Addukte.

Zur ldentifizierung von pCoQA-Derivaten waren ebenfalls keine Standards verfugbar. Die
Derivate wurden anhand der spezifischen Ubergange Q(1) und Q(3) nach Clifford et al. (2003)

nachgewiesen.

Tab. 33: Identifizierung der Pflanzenstoffe. Retentionszeiten sowie spezifische Masseniibergange Q(1) und Q(3)
von Standards und Literatur im Vergleich mit den Retentionszeiten und spezifischen Ubergéngen Q(1) und Q(3)
der gemessenen Analyten im MRM-Modus. Angaben der spezifischen Ubergédnge Q(1) und Q(3) fir OPDA,
OH-JA, Sulfo-JA, OH-JA-le und COOH-JA-lle (2011), fiar Sulfo-JA
Fernandez-Milmanda et al. (2020) und fiir die pCoQA-Derivate nach Clifford et al. (2003). iz(Std) = Mittlere

nach Stitz et al. nach

Retentionszeit des Standards, fz(Pr) = Mittlere Retentionszeit der Proben; n.n. = nicht nachweisbar, k.A. = keine

Angabe aufgrund fehlender Standards.

Standard/ tr(Std) | Q(1) Q(3) Analyt tr(Pr) Q(1) Q(3)
Literatur [min] [Da] [Da] [min] [Da] [Da]
Phytohormone
De-JA 7,15 | 215,000 | 59,000 JA 7,16 | 209,070 | 59,000
De-JA-lle 7,30 | 328,186 | 130,100 JA-lle 7,32 322,190 | 130,100
De-ABA 6,42 | 269,000 | 159,200 ABA 6,44 | 263,000 | 153,200
D4-SA 5,83 | 140,934 | 97,000 SA n.n. n.n. n.n.
OH-JA k.A. | 225,100 | 59,000 OH-JA 4,43 | 225,100 | 59,000
Sulfo-JA k.A. | 305,000 | 97,000 Sulfo-JA 4,07 | 305,000 | 97,000
OH-JA-lle k.A. | 338,100 | 130,100 OH-JA-lle 6,02 | 338,100 | 130,100
COOH-JA-lle k.A. | 352,100 | 130,100 | COOH-JA-lle n.n. n.n. n.n.
OPDA k.A. | 290,900 | 165,100 OPDA n.n. n.n. n.n.
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Tab. 33: Identifizierung der Pflanzenstoffe. Retentionszeiten sowie spezifische Masseniibergange Q(1) und Q(3)
von Standards und Literatur im Vergleich mit den Retentionszeiten und spezifischen Ubergéngen Q(1) und Q(3)
der gemessenen Analyten im MRM-Modus. Angaben der spezifischen Ubergédnge Q(1) und Q(3) fir OPDA,
OH-JA, Sulfo-JA, OH-JA-le und COOH-JA-lle nach Stitz et al. (2011), fur Sulfo-JA nach
Fernandez-Milmanda et al. (2020) und fir die pCoQA-Derivate nach Clifford et al. (2003). iz(Std) = Mittlere
Retentionszeit des Standards, fz(Pr) = Mittlere Retentionszeit der Proben; n.n. = nicht nachweisbar, k.A. = keine

Angabe aufgrund fehlender Standards.

Standard/ | tz(Std)| Q(1) Q(3) Analvt t(Pr) | Q1) Q(3)
Literatur [min] [Da] [Da] y [min] [Da] [Da]

Iridoidglykoside

Aucubin Aucubin
(Formiatadduky| 130 | 391,000 | 183,000 o =L ke | 129 | 391,000 | 183,000
Catalpol Catalpol
(Formiataddukty| %80 | 407.000 | 198,000 o iaukyy| ©77 | 407.000 | 199,000
Phenole

Shikimisaure 0,50 | 173,000 | 93,000| Shikimisgure 0,563 | 173,000 | 93,000

p-Cumarsaure | 4,70 | 163,000 | 118,900 | p-Cumarsaure | 4,80 | 163,000 | 118,900

Kaffeesaure 4,00 | 179,000 | 134,900 | Kaffeesaure n.n. n.n. n.n.
3-CQA 3,03 | 353,130 | 190,880 3-CQA 2,98 | 353,130 | 190,880
4-CQA 3,79 | 353,100 | 173,000 4-CQA 3,75 | 353,100 | 173,000
5-CQA 3,64 | 353,000 | 190,900 5-CQA 3,62 | 353,000 | 190,900
pCOQA KA. | 337,000 | 163,100 | PCOADeMVat |5 5 | 337 000 | 163.100

Derivat 1 1

PCOQA KA. | 337,010 | 163,000 | PCOQADEMVat 1 o5 1337 010 | 163,000
Derivat 2 2

pCOQA KA. | 337,130 | 190,880 | PCOQADeMVat |4 0 | 337 130 | 190,880
Derivat 3 3 ’

Verbascosid 5,05 | 623,000 | 161,000 | Verbascosid 5,00 | 623,000 | 161,000
Luteolin 6,82 | 285,000 | 133,000 Luteolin 6,78 | 285,000 | 133,000

Luteoloin-7-0O- Luteoloin-7-O-
Glucosid 5,11 | 447,000 | 285,000 Glucosid 5,08 | 447,000 | 285,000

(Luteolosid) (Luteolosid)

Quercitrin 5,52 | 447,000 | 301,000 Quercitrin 5,49 | 447,000 | 301,000

Rutin 4,90 | 609,000 | 300,000 Rutin 4,89 | 609,000 | 300,000

Apigenin-7-0- | 5 57| 434 000 | 268,000 | AP9ENN7-0- | 5 50 | 431,000 | 268,000
Glucosid Glucosid
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7.1.1.1 Identifizierung der Phytohormone
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Abb. 33: Exemplarische ldentifizierung von JA (fz = 7,16 min, Q(1)=209,070 Da, Q(3)= 59,000 Da; erstes
Chromatogramm) durch den internen Standard De-JA (fz = 7,15 min, Q(1) = 215,000 Da, Q(3) = 59,000 Da, viertes
Chromatogramm) in den Proben und vergleichend die exemplarische vorlaufige Identifizierung von OH-JA
(fr = 4,43 min, Q(1)=225,100 Da, Q(3)=59,000 Da; zweites Chromatogramm) und Sulfo-JA ({g = 4,07 min,
Q(1) = 305,000 Da, Q(3)=97,000Da, viertes Chromatogramm); Strukturformeln  modifiziet nach
Fernandez-Milmanda et al. (2020) und HPC Standards GmbH, Borsdorf, Deutschland.
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Abb. 34: Exemplarische Identifizierung von JA-lle (fz = 7,32 min, Q(1) = 322,190 Da, Q(3) = 130,100 Da; erstes
Chromatogramm) durch den internen Standard De-JA-lle (fgr = 7,30 min, Q(1) = 328,186 Da, Q(3) = 130,100 Da,
drittes Chromatogramm) in den Proben und vergleichend die exemplarische vorlaufige Identifizierung von
OH-JA-lle (fr = 6,02 min, Q(1)=338,100 Da, Q(3) = 130,100 Da; zweites Chromatogramm); Strukturformeln
modifiziert nach Fernandez-Milmanda et al. (2020) und HPC Standards GmbH, Borsdorf, Deutschland.
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Abb. 35: Exemplarische Identifizierung von ABA (iz = 6,42 min, Q(1) = 263,000 Da, Q(3) = 153,200 Da; oberes
Chromatogramm) durch den internen Standard De-ABA (fr = 6,44 min, Q(1) = 269,000 Da, Q(3) = 159,200 Da,

unteres Chromatogramm) in den Proben; Strukturformeln modifiziert nach Nambara & Marion-Poll (2005) und

Toronto Research Chemicals, North York, Kanada.

108



Anhang

7.1.1.2 Identifizierung der Iridoidglykoside
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Abb. 36: Exemplarische Identifizierung von Aucubin in den Proben (fz =1,30 min, Q(1)=391,000 Da,

Q(3) = 183,000 Da; oberes Chromatogramm) durch einen externen Aucubin-Standard (fg = 1,29 min,

Q(1) = 391,000 Da, Q(3) = 183,000 Da; unteres Chromatogramm); Angaben der spezifischen Ubergange gehdren

zum Formiat-Addukt; Strukturformel modifiziert nach Hamida et al. (2002).
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Abb. 37: Exemplarische Identifizierung von Catalpol in den Proben (fgx=0,77 min, Q(1)= 407,000 Da,

Q(3) = 199,000 Da; oberes Chromatogramm) durch einen externen Catalpol-Standard (ig = 0,80 min,

Q(1) = 407,000 Da, Q(3) = 199,000 Da; unteres Chromatogramm), Angaben der spezifischen Ubergange gehdren

zum Formiat-Addukt; Strukturformel modifiziert nach Hamida et al. (2002).
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7.1.1.3 Identifizierung der Phenole

[WXIC of MRM (101 pars). 173.000/93.000 amu Expected RT: 0.5 ID: shikimic 30d from Sample 63 (P3D12_N3h_R) of erik-irid- 20051 9.wiff { Turb. Max. 20660 cps

0.52
2000

1800

Analyt
Intersity, cps.

s00 HoN N OH

200 .0.64 =
oM e | Rt OH

10 20 30 4.0 5.0 60 7.0 80 9.0 100 11.0

Time. min
[ WXIC of MRM (101 paws): 173 000/83.000 amu Expected RT: 0.5 ID: shixmic acd from Sample 1 (PH. S shimic acd 40ng/mL-1) of erk-#id 200 Max. 5.604 cps

S56ed 0.52

50e4

4004

30ed

Intersity, cps.

20e4

10e4

Externer Standard

L
0.0

10 20 30 40 50 60 70 80 9.0 100 1.0
Time, min

Abb. 38: Exemplarische Identifizierung von Shikimisdure in den Proben (fz = 0,53 min, Q(1)= 173,000 Da,
Q(3) = 93,000 Da; oberes Chromatogramm) durch einen externen Shikimisdure-Standard (fg = 0,50 min,
Q(1) = 173,000 Da, Q(3) = 93,000 Da; unteres Chromatogramm); Strukturformel modifiziert nach Liu (2012).
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Abb. 39: Exemplarische ldentifizierung von p-Cumarsdure in den Proben (fz = 0,53 min, Q(1) = 163,000 Da,
Q(3) = 118,900 Da; oberes Chromatogramm) durch einen externen p-Cumarsdure-Standard (fg = 0,50 min,
Q(1) = 163,000 Da, Q(3) = 118,900 Da; unteres Chromatogramm); Strukturformel modifiziert nach Liu (2012).
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[WXIC of MR (101 pairs): 337.000/163.100 amu Expected RT: 3.5 ID: coumaroykquinic2a fom Sample 15 (P1802_I1d_B) of erik-ind-200518.wiff ( Max 2. 1e6cps
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Abb. 40: Exemplarischer Nachweis von pCoQA-Derivaten in den Proben, pCoQA-Derivat1 detektiert bei
fz = 3,50 min und den spezifischen Ubergangen Q(1) = 337,000 Da und Q(3) = 163,100 Da, pCoQA-Derivat 2
detektiert bei fz =4,23 min und den spezifischen Ubergédngen Q(1)=337,010Da und Q(3) = 163,000 Da,
pCoQA-Derivat 3 detektiert bei fz = 3,50 min und den spezifischen Ubergéngen Q(1)=337,130 Da und
Q(3) = 190,880 Da. Strukturen: 3-pCoQA (R1=H, Rz=H, Rs=Cumarsaurerest (R), 4-pCoQA (R1 = H,
R2 = Cumarsaurerest (R), R3 = H), 5-pCoQA (R1 = Cumarsaurerest (R), Rz = H, Rs = H); Strukturformeln modifiziert
nach Clifford et al. (2003).
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(W XIC of MARM (107 paw=). 353.130/190.880 amu Expedied RT. 3.2 ID: cga 1a from Sampie 22 (P1B05_N2a_B) of crik #1d 200518, Wil (Turbo Spray Max. 2,666 cps
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Abb. 41: Exemplarische

Q(3) = 190,880 Da;
Q(1) = 353,130 Da,

Clifford et al. (2003).

oberes Chromatogramm) durch einen externen 3-CQA-Standard
Q(3)=190,880 Da; unteres Chromatogramm);  Strukturformel

Identifizierung von 3-CQA in den Proben (&g =2,98 min,

Q(1) = 353,130 Da,

(fr = 3,03 min,

modifiziert nach
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Abb. 42: Exemplarische

Q(3) = 173,000 Da;
Q(1) = 353,100 Da,

Clifford et al. (2003).

oberes Chromatogramm) durch einen externen 4-CQA-Standard
Q(3)=173,000 Da; unteres Chromatogramm);  Strukturformel

Identifizierung von 4-CQA

in den Proben (&g =3,75min,

Q(1) = 353,100 Da,

(fr = 3,79 min,

modifiziert nach
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Abb. 43: Exemplarische Identifizierung von 5-CQA in den Proben (fzx =3,62min, Q(1)= 353,000 Da,
Q(1) = 190,900 Da; oberes Chromatogramm) durch einen externen 5-CQA-Standard (fg = 3,64 min,
Q(1) =353,000 Da, Q(1)=190,900 Da; unteres Chromatogramm); Strukturformel modifiziert nach
Clifford et al. (2003).
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Abb. 44: Exemplarische ldentifizierung von Verbascosid in den Proben (fz =5,00 min, Q(1)= 623,000 Da,
Q(3) = 161,000 Da; oberes Chromatogramm) durch einen externen Verbascosid-Standard (&g = 5,05 min,
Q(1) =623,000 Da, Q(3)=161,000 Da; unteres Chromatogramm); Strukturformel modifiziert nach
Funes et al. (2010).
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W XIC of MRM (101 pars): 285.000/133.000 amu Expected RT: 6.8 ID: luteoln Fom Sample 27 (P 1C02_N27_B) of erik - - 20051 8. wff (Turbo Spr.
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Abb. 45: Exemplarische

Identifizierung von Luteolin

in den Proben (fg =6,78 min,

Q(1) = 285,000 Da,

Q(3) = 133,000 Da;
Q(1) = 285,000 Da,

oberes Chromatogramm) durch einen

externen

Luteolin-Standard

(fz = 6,82 min,

Q(3) = 133,000 Da;

unteres

Chromatogramm);

Strukturformel

modifiziert

nach

Ferrazzano et al. (2015).

W XIC of MRM (101 pars). 447 000/285.000 amu Expected RT: 5.1 ID: lutgiuc from Sample 41 (P1D04_B_B) of ek v 200518, wilf (Turbo Spray
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Abb. 46: Exemplarische ldentifizierung von Luteolosid in den Proben (fz =5,08 min, Q(1)=447,000 Da,

Q(3) = 285,000 Da; oberes Chromatogramm) durch einen externen Luteolosid-Standard (fz = 5,11 min,

Q(1) =447,000 Da, Q(3)=285,000 Da;
Ferrazzano et al. (2015).

unteres  Chromatogramm);

Strukturformel

modifiziert nach
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[WXIC of MRM (101 pars): 447 000/301.000 amu Expecied R1: 5.5 ID: Quercetin fhamnosde Fom Sample 101 (P2ZADA_NEd_B) of ek wid 200518 Wax 4.1ed cps
5.49
40c4
3504
0 P
S B 254
c g 204
g E
154
1.0e4
5000.0
N
0.0 L
10 20 3.0 4.0 5.0 6.0 70 80 9.0 100 110
Time. min
W XIC of MRM (37 pars): 447.000/301.000 Da ID: Quercetn rhamnoside from Sampie 17 (DIOH BA 108+ Ouerce b amnosi0es Gunic SCias Sahar Max 1 4e6cps
'E 1406 a2
% 1206
c 1.0e6
S
°
(7)) 8 8.0e5
>
1
© |5 o5
c
- 4.0e5
; 20e5
w oM
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 655 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120
Time, min

Abb. 47: Exemplarische Identifizierung von Quercitrin in den Proben (&g = 5,49 min, Q(1) = 447,000 Da,
Q(3) = 301,000 Da; oberes Chromatogramm) durch einen externen Quercitrin-Standard (&g = 5,52 min,
Q(1) =447,000 Da, Q(3)=301,000 Da; wunteres Chromatogramm); Strukturformel modifiziert nach
Ferrazzano et al. (2015).
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Abb. 48: Exemplarische Identifizierung von Rutin in den Proben (fgx=4,89min, Q(1)=609,000 Da,
Q(3) = 300,000 Da; oberes Chromatogramm) durch einen externen Rutin-Standard (g = 4,90 min,
Q(1) = 609,000 Da, Q(3)=300,000 Da; wunteres Chromatogramm); Strukturformel modifiziert nach
Ferrazzano et al. (2015).
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W XIC of MRM (101 pars): 431.000/268.000 amu Expected R1: 5.6 ID: Apigeninghu from Sample 26 (P1C01_N2e_B) of enk - 20051 8.wil! (Turbo. Max 1 2edcps
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Abb. 49: Exemplarische Identifizierung von  Apigenin-7-O-Glucosid in den Proben (fg = 5,50 min,
Q(1) = 431,000 Da, Q(3) = 268,000 Da.; oberes Chromatogramm) durch einen externen
Apigenin-7-0O-Glucosid-Standard (fr = 5,57 min, Q(1) = 431,000 Da, Q(3) = 268,000 Da.; unteres

Chromatogramm); Strukturformel modifiziert nach Ferrazzano et al. (2015).
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7.1.2 Quantifizierung

Tab. 34: Verwendete interne Standards und analysierte Responsefaktoren der absolut quantifizierten Substanzen.

Analyt Interner Standard R¢
ABA Ds-ABA 1,00
Aucubin (Formiataddukt) Ds-JA 3,67
Catalpol (Formiataddukt) De-JA 2,95
JA De-JA 1,00
JA-lle De-JA-lle 1,00
OH-JA De-JA 1,00
Shikimisaure Ds-SA 1,04
Sulfo-JA De-JA 6,00
Verbascosid De-ABA 2,11

7.2 Aminosaureanalytik

7.2.1 Qualifizierung

Tab. 35: Identifizierung der Aminosauren.

Vergleich der Retentionszeiten sowie der spezifischen

Masseniibergange Q(1) und Q(3) von Standards und Proben. {z(Std) = Mittlere Retentionszeit des Standards,

t=(Pr) = Mittlere Retentionszeit der Proben; n.n. = nicht nachweisbar.

tx(Std)| Q(1) | Q(3) tr(Pr Q(1) Q(3)
Standard ?r(nin]) [Da] | [Da] Analyt [|:7(1in]) [Da] | [Da]
Hydrophobe Aminosauren
Gly-¥C,,"®Ny | 0,45 | 79,000| 79,000 Gly 0,46 76,000| 76,000
Ala-*C3,"®Ny | 0,46 | 94,100| 47,100 Ala 0,47 90,100 | 44,100
Val-"3Cs, N1 0,57 |[124,100| 77,200 Val 0,57 |118,100| 72,200
lle-13Ce, "N+ 0,89 |139,200| 92,100 lle 0,90 [132,200| 86,100
Leu-"3Cs,"*N¢ | 0,97 [139,200| 92,100 Leu 0,97 |132,200| 86,100
Phe-3Cq,"*N¢ | 2,06 |176,200 | 129,200 Phe 2,06 [166,200|120,200
Tyr-Co,"*N¢ | 1,01 |192,100 | 145,200 Tyr 1,01 {182,100 | 136,200
Trp 2,80 |205,200188,100 Trp 2,83 |205,200| 188,100
Pro-3Cs,"*N¢ | 0,50 |122,100| 75,000 Pro 0,50 |116,100| 70,000
Met-"3C4,"*N¢ | 0,70 |156,200 (109,100 Met 0,71 [150,200| 104,100
Hydrophile Aminosauren
Neutrale Aminosauren
Ser-3C3,"*Ns | 0,46 |110,000| 63,100 Ser 0,46 |106,000| 60,100
Thr-13C4,®Ny | 0,47 |125,100| 78,200 Thr 0,47 |120,100| 74,200
Asn 0,44 |133,100| 74,100 Asn 0,46 [133,100| 74,100
GIn-"3Cs,"*N¢ | 0,47 |154,100 136,000 Gln 0,47 [147,100| 130,000
Saure Aminosduren
Asp-3C4,"N¢ | 0,47 |139,100| 77,100 Asp 0,47 |134,100| 74,100
Glu-"*Cs,"*N¢ | 0,48 |154,100|107,100 Glu 0,47 |148,100| 102,100
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Tab. 35: Identifizierung der Aminosduren.

Vergleich der Retentionszeiten sowie der spezifischen

Masseniibergange Q(1) und Q(3) von Standards und Proben. {z(Std) = Mittlere Retentionszeit des Standards,

tr(Pr) = Mittlere Retentionszeit der Proben; n.n. = nicht nachweisbar.

tr(Std)| Q(1) Q(3) t(Pr) | Q(1) Q(3)
Standard | inl | [Da] | [Da] Analyt [min] | [Da] | [Da]
Basische Aminosauren
His-"3Cs,"°N; | 0,43 [165,200]118,100 His 0,40 [156,200]110,100
Arg-Cs,"®N, | 0,44 [185,100| 75,100 Arg 0,44 [175,100| 70,100
Lys-"3Cs,'°N, | 0,41 [155,100| 90,100 Lys 0,41 [147,100| 84,100
Sonstige
GABA | 046 [106,100| 89,000  GABA 0,46 |106,100| 89,000
7.2.1.1 Identifizierung der hydrophoben Aminosauren
5l e Cly
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Abb. 50: Exemplarische Identifizierung von Gly (fzx = 0,46 min, Q(1)= 76,000 Da, Q(3)= 76,000 Da; oberes
Chromatogramm) durch den internen Standard Gly-"3C2,"5N1 (fg = 0,45 min, Q(1) = 79,000 Da, Q(3) = 79,000 Da,

unteres Chromatogramm) in den Proben.
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Abb. 51: Exemplarische Identifizierung von Ala (fg = 0,47 min, Q(1)=90,100 Da, Q(3)= 44,100 Da; oberes
Chromatogramm) durch den internen Standard Ala-'3Cs,"®N1 (£ = 0,46 min, Q(1) = 94,100 Da, Q(3) = 47,000 Da,

unteres Chromatogramm) in den Proben.
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Abb. 52: Exemplarische ldentifizierung von Val (fz = 0,57 min, Q(1)=118,100 Da, Q(3) = 72,200 Da; oberes
Chromatogramm) durch den internen Standard Val-13Cs, 5N+ (fg = 0,57 min, Q(1) = 124,100 Da, Q(3) = 77,200 Da,
unteres Chromatogramm) in den Proben.
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[WXIC of +MRM (46 par=): 132 20086.100 amu Expecied RT: 0.91D: lletLew from Sample 21 (P3A0B_NTh_R) of crik-a%_cosmoptan_W_200522.w Max 1 deScps
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Abb. 53: Exemplarische Identifizierung von lle (g = 0,90 min, Q(1)= 132,200 Da, Q(3) = 86,100 Da; oberes
Chromatogramm) durch den internen Standard lle-'3Cs,'®N1 (g = 0,89 min, Q(1) = 139,200 Da, Q(3) = 92,100 Da,
unteres Chromatogramm) sowie von Leu (fgr =0,97 min, Q(1)=132,200 Da, Q(3)=86,100 Da; oberes
Chromatogramm) durch den internen Standard Leu-"3Cs,®N+ (£ = 0,97 min, Q(1) = 139,200 Da, Q(3) = 92,100 Da,

unteres Chromatogramm) in den Proben.
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Abb. 54: Exemplarische ldentifizierung von Phe (&g = 2,06 min, Q(1) = 166,200 Da, Q(3) = 120,200 Da; oberes
Chromatogramm) durch den internen Standard Phe-'3Cg,'SN1 (fg =2,06 min, Q(1) = 176,200 Da,
Q(3) = 129,200 Da, unteres Chromatogramm) in den Proben.
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Abb. 55: Exemplarische Identifizierung von Tyr (fzr = 1,01 min, Q(1) = 182,100 Da, Q(3) = 136,200 Da; oberes

Chromatogramm)

durch den internen Standard Tyr-'3Cg,"® N1

Q(3) = 145,100 Da, unteres Chromatogramm) in den Proben.
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Abb. 56: Exemplarische Identifizierung von Trp (&g = 2,83 min, Q(1) = 205,200 Da, Q(3) = 188,100 Da; oberes

Chromatogramm)

in

den

Proben

durch

Q(3) = 188,100 Da, unteres Chromatogramm).

externen

Trp-Standard

(fr = 2,80 min,

Q(1) = 205,200 Da,
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Abb. 57: Exemplarische Identifizierung von Pro (fz = 0,50 min, Q(1)=116,000 Da, Q(3)= 70,000 Da; oberes
Chromatogramm) durch den internen Standard Pro-'3Cs,5N1 (fg = 0,50 min, Q(1) = 122,100 Da, Q(3) = 75,000 Da,

unteres Chromatogramm) in den Proben.
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Abb. 58: Exemplarische ldentifizierung von Met (fg = 0,71 min, Q(1) = 150,200 Da, Q(3) = 104,100 Da; oberes

Chromatogramm)

durch den internen Standard Met-3Cs,"N¢  (fg = 0,70 min,

Q(3) = 109,100 Da, unteres Chromatogramm) in den Proben.

Q(1) = 156,200 Da,
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7.2.1.2 Identifizierung der hydrophilen, neutralen Aminosauren
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Interner Standard
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Abb. 59: Exemplarische ldentifizierung von Ser (&g = 0,46 min, Q(1) = 106,000 Da, Q(3) = 60,100 Da; oberes
Chromatogramm) durch den internen Standard Ser-'3Cs,'5N1 (fg = 0,46 min, Q(1) = 110,000 Da, Q(3) = 63,100 Da,

unteres Chromatogramm) in den Proben.
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Abb. 60: Exemplarische ldentifizierung von Thr (&g = 0,46 min, Q(1)= 120,100 Da, Q(3) = 74,200 Da; oberes
Chromatogramm) durch den internen Standard Thr-13C4,"5N1 (fg = 0,46 min, Q(1) = 125,100 Da, Q(3) = 78,200 Da,

unteres Chromatogramm) in den Proben.
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Abb. 61:
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Exemplarische Identifizierung von Asn (fz = 0,46 min, Q(1) = 133,100 Da, Q(3) = 74,100 Da; oberes

Chromatogramm) in den Proben durch einen externen Asn-Standard (fg = 0,44 min, Q(1) = 133,100 Da,

QE) =
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ntensity, cps
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74,100 Da, unteres Chromatogramm).
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Abb. 62: Exemplarische Identifizierung von GIn (fz = 0,47 min, Q(1) = 147,100 Da, Q(3) = 130,000 Da; oberes

Chromatogramm) durch den internen Standard  GIn-"3Cs,'®Ny

Q(3) = 136,000 Da, unteres Chromatogramm) in den Proben.

(fr = 0,47 min,

Q(1) = 154,100 Da,
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7.21.3
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Identifizierung der hydrophilen, sauren Aminoséauren
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Abb. 63: Exemplarische Identifizierung von Asp (g = 0,47 min, Q(1) = 134,100 Da, Q(3)= 74,100 Da; oberes

Chromatogramm)
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Abb. 64: Exemplarische Identifizierung von Glu (fz = 0,47 min, Q(1) = 148,100 Da, Q(3) = 102,100 Da; oberes

Chromatogramm)

durch

den

internen

Standard

Glu-"3Cs, >N+

Q(3) = 107,100 Da, unteres Chromatogramm) in den Proben.

(fr = 0,48 min,

Q(1) = 154,100 Da,
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7.2.1.4 Identifizierung der hydrophilen, basischen Aminosauren
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Abb. 65: Exemplarische Identifizierung von His (fgr = 0,40 min, Q(1) = 156,200 Da, Q(3) = 110,100 Da; oberes
Q(1) = 165,200 Da,

Chromatogramm) durch den internen Standard His-3Cs,"Ns  (fg = 0,43 min,

Q(3) = 118,100 Da, unteres Chromatogramm) in den Proben.
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Abb. 66: Exemplarische Identifizierung von Arg (fr = 0,44 min, Q(1) = 175,100 Da, Q(3)=70,100 Da; oberes
Chromatogramm) durch den internen Standard Arg-'3Cs,"5N4 (fg = 0,44 min, Q(1) = 185,100 Da, Q(3) = 75,100 Da,

unteres Chromatogramm) in den Proben.
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Abb. 67: Exemplarische ldentifizierung von Lys (&g = 0,41 min, Q(1) = 147,100 Da, Q(3) = 84,100 Da; oberes
Chromatogramm) durch den internen Standard Lys-"3Cs,"5N2 (fz = 0,41 min, Q(1) = 155,100 Da, Q(3) = 90,100 Da,

unteres Chromatogramm) in den Proben.

7.2.1.5 Nicht-proteinogene Aminosauren
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Abb. 68: Exemplarische Identifizierung von GABA (iz = 0,46 min, Q(1) = 104,100 Da, Q(3) = 87,100 Da; oberes
Chromatogramm) in den Proben durch einen externen GABA-Standard (fg = 0,46 min, Q(1)= 104,100 Da,
Q(3) = 87,100 Da, unteres Chromatogramm).
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7.2.2 Quantifizierung

Tab. 36: Aminosaureanalytik. Zusammensetzung des internen Aminosaurestandards (Algen Aminosaure

Mix 13C, 5N; Sigma Aldrich, St. Louis, USA; Gesamtkonzentration des Standards = 1 ug/mL), untersuchte Analyten

und Responsefaktoren.

13C,"5N-markierte Aminosauren ¢ [uM] Analyten Ry

Gly-"3C5,"5N; 9,8 Gly 1,00
Ala 1,00

Ala-"3C3;,"°Ny 14,7 GABA 100
Val-"3Cs,"°N4 2,2 Val 1,00
lle-"3Cs,"°N4 2,1 lle 1,00
Leu-13Cs,15N1 4,5 Leu 1,00
Phe 1,00

Phe-13Cg,15N1 3,1 Trp 0,42
Tyr-Ce, N 1,7 Tyr 1,00
Pro-"3Cs, "N 2,4 Pro 1,00
Met-"3C4,"°N+ 0,6 Met 1,00
Ser-3Cs,"° Ny 4,9 Ser 1,00
Thr-"3C4,"N4 4,0 Thr 1,00
GIn-"3Cs, "N 3,3 GIn 1,00
Asp-3Ca, 5N 13,4 ﬁzﬁ 1 :88
Glu-"3Cs, "N 8,2 Glu 1,00
His-13Cs, N3 0,7 His 1,00
Arg-"3Cs,""N4 2,2 Arg 1,00
Lys-13Cs,15N2 2,5 Lys 1,00
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7.2.2.1 Quantifizierung und statistische Auswertung einzelner Aminosauren

Tab. 37: Konzentrationen aller, mit der in 2.3.3 beschriebenen Methode, analysierten Aminosauren in den Blattern und den Wurzeln von nativen und invasiven Populationen von
P. lanceolata. Gezeigt werden Mittelwerte (+ SE) aus zehn nativen und zehn invasiven Populationen. Von jeder Population wurden flr Blatter und Wurzeln je finf Individuen der
Kontrollgruppe und finf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht (Populationen mit reduzierter Probenzahl sind in Tab. 42 und Tab. 43 zu finden). a-c: Gruppierung nach
statistischer Auswertung in Tab. 38 und LSD-Post-Hoc-Test (gleiche Buchstaben: keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen; unterschiedliche Buchstaben: signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen), Blatt- und Wurzelkonzentrationen wurden unabhangig voneinander gruppiert.

Blatter Wurzel

AS Nativ Invasiv Nativ Invasiv

Kontrolle Herbivorie Kontrolle Herbivorie Kontrolle Herbivorie Kontrolle Herbivorie
Hydrophobe Aminosauren
Gly 0,46 + 0,022 0,52 + 0,052 0,46 + 0,022 0,44 + 0,012 0,61 + 0,042 0,58 + 0,022 0,58 + 0,022 0,58 + 0,022
Ala 2,15+ 0,092 1,97 + 0,08 2,03 £ 0,072 1,97 + 0,08 2,47 £ 0,232 3,47 £ 0,42° 2,33 £ 0,232 2,94 + 0,24
Val 0,36 + 0,022 0,34 + 0,012 0,35+ 0,022 0,32+ 0,022 0,45 + 0,022 0,55 + 0,04 0,43 + 0,022 0,49 + 0,03
lle 0,33+ 0,022 0,33 + 0,022 0,33+0,012 0,31 +0,012 0,40 + 0,022 0,44 + 0,032 0,38 + 0,022 0,41 + 0,022
Leu 0,21 £ 0,012 0,19+ 0,01° 0,22 £ 0,012 0,20 + 0,01° 0,26 £+ 0,022 0,28 £ 0,022 0,24 £ 0,012 0,26 £ 0,012
Phe 0,09 £ 0,012 0,09 £ 0,012 0,10 £ 0,012 0,10 £ 0,012 0,07 £ 0,002 0,07 £ 0,012 0,06 £ 0,012 0,07 £ 0,002
Tyr 0,11+ 0,012 0,13+ 0,012 0,12+ 0,012 0,12+ 0,012 0,13+ 0,012 0,15+ 0,01 0,12 + 0,012 0,15+ 0,01*
Trp 0,10 £ 0,002 0,11 £ 0,01 0,10 £ 0,002 0,11 +0,01° 0,15+ 0,012 0,14 £ 0,012 0,13 £ 0,012 0,17 £ 0,022
Pro 0,130,012 0,11 £ 0,01 0,14 £ 0,012 0,10 + 0,00° 0,23 £ 0,012 0,25 + 0,02 0,22 £ 0,022 0,26 + 0,01°
Met 0,07 £ 0,002 0,07 + 0,002 0,06 +0,002 0,07 £ 0,002 0,07 + 0,002 0,07 £ 0,002 0,06 + 0,00 0,06 + 0,00
Hydrophile, neutrale Aminosauren

Ser 0,99 £ 0,082 1,02 +£0,13° 1,01 £ 0,062 0,86 + 0,05 1,05 +0,102 0,97 £ 0,082 0,84 £+ 0,052 0,90 £ 0,052
Thr 0,54 + 0,032 0,51 + 0,022 0,54 + 0,022 0,48 + 0,022 0,51 + 0,032 0,51 +0,032 0,49 + 0,032 0,46 + 0,022
Asn n.n. n.n. n.n. n.n. 0,33 + 0,032 0,83 + 0,39° 0,30 + 0,052 0,40 + 0,06°
Gin 0,54 + 0,062 0,38 +0,02° 0,50 £ 0,042 0,39 + 0,02 3,08 £ 0,362 4,20 + 0,67" 2,60 + 0,352 3,05+ 0,28
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Tab. 37: Konzentrationen aller, mit der in 2.3.3 beschriebenen Methode, analysierten Aminosauren in den Blattern und den Wurzeln von nativen und invasiven Populationen von

P. lanceolata. Gezeigt werden Mittelwerte (+ SE) aus zehn nativen und zehn invasiven Populationen. Von jeder Population wurden fiir Blatter und Wurzeln je funf Individuen der

Kontrollgruppe und fiinf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht (Populationen mit reduzierter Probenzahl sind in Tab. 42 und Tab. 43 zu finden). a-c: Gruppierung nach

statistischer Auswertung in Tab. 38 und LSD-Post-Hoc-Test (gleiche Buchstaben: keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen; unterschiedliche Buchstaben: signifikante

Unterschiede zwischen den Gruppen), Blatt- und Wurzelkonzentrationen wurden unabhangig voneinander gruppiert.

Blatter Wurzel
AS Nativ Invasiv Nativ Invasiv
Kontrolle Herbivorie Kontrolle Herbivorie Kontrolle Herbivorie Kontrolle Herbivorie
Hydrophile, saure Aminosauren
Asp 0,18 £ 0,012 0,20 + 0,032 0,21 £ 0,022 0,17 £ 0,012 1,12 £ 0,062 1,30 + 0,08 0,89 + 0,05° 1,12 £ 0,072
Glu 1,55+0,132 1,32 + 0,09° 2,00+0,132 1,59 + 0,11 8,95 + 0,462 10,60 + 0,53 7,89 + 0,412 10,07 + 0,48°
Hydrophile, basische Aminosauren
His 0,23 £ 0,012 0,23 + 0,022 0,20 £ 0,012 0,21+ 0,012 0,39 + 0,022 0,42 + 0,05° 0,34 + 0,022 0,36 + 0,022
Arg n.n. n.n. n.n. n.n. 0,17 £ 0,012 0,48 + 0,322 0,12 + 0,012 0,17 £ 0,032
Lys 0,03 + 0,002 0,03 + 0,00 0,03 + 0,002 0,02 + 0,00° 0,02 + 0,002 0,01 +0,01® 0,01 + 0,002 0,01 + 0,00
Nicht-proteinogene Aminoséauren
GABA \ 0,88+ 0,102 0,86 + 0,082 0,86 + 0,072 1,06 + 0,09° 7,94 + 0,702 8,71 £ 0,992 7,97 £ 0,852 10,28 + 1,162
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Tab. 38: Ergebnisse der statistischen Auswertung aller analysierten Aminosauren in den Blattern und Wurzeln
mittels ANOVA. F = Stichprobenvarianz, DenDf = Nennerfreiheitsgrade, NumDf = Zahlerfreiheitsgrade,
p = Signifikanzwert (fettgedruckte p-Werte = signifikante Unterschiede).

AS | Gewebe | Einflussvariable | F | DenDf | NumbDf p
Hydrophobe Aminoséauren
Herkunft 0,156 1 18,000 | 0,697
Blatter Behandlung 0,025 1 178,000 | 0,875
Gly Herkunft x Behandlung 0,161 1 178,000 | 0,689
Herkunft <0,001 1 17,976 | 0,984
Wurzeln Behandlung 0,294 1 172,551 0,588
Herkunft x Behandlung | <0,001 1 172,547 | 0,995
Herkunft 0,059 1 18,000 | 0,810
Blatter Behandlung 5,372 1 178,000 | 0,022
Ala Herkunft x Behandlung 0,231 1 178,000 | 0,631
Herkunft 0,326 1 17,979 | 0,575
Wurzeln Behandlung 8,840 1 172,481 0,003
Herkunft x Behandlung 0,027 1 172,488 | 0,870
Herkunft 0,541 1 18,000 | 0,472
Blatter Behandlung 1,962 1 178,000 | 0,163
Val Herkunft x Behandlung 0,006 1 178,000 | 0,939
Herkunft 1,341 1 17,982 | 0,262
Wurzeln Behandlung 8,018 1 172,472 | 0,005
Herkunft x Behandlung 0,006 1 172,475 | 0,939
Herkunft 0,215 1 18,000 | 0,648
Blatter Behandlung 0,066 1 178,000 | 0,797
lle Herkunft x Behandlung 0,172 1 178,000 | 0,678
Herkunft 0,516 1 17,985 | 0,482
Wurzeln Behandlung 1,758 1 172,436 | 0,187
Herkunft x Behandlung 0,015 1 172,446 | 0,902
Herkunft 0,387 1 18,000 | 0,542
Blatter Behandlung 5,888 1 178,000 | 0,016
Leu Herkunft x Behandlung 0,117 1 178,000 | 0,733
Herkunft 0,114 1 17,992 | 0,739
Wurzeln Behandlung 0,691 1 172,330 | 0,407
Herkunft x Behandlung 0,255 1 172,335 | 0,614
Herkunft 0,056 1 18,000 | 0,816
Blatter Behandlung 0,605 1 178,000 | 0,438
Phe Herkunft x Behandlung 1,502 1 178,000 | 0,222
Herkunft 0,362 1 17,972 | 0,555
Wurzeln Behandlung 1,758 1 172,576 | 0,187
Herkunft x Behandlung 1,934 1 172,576 | 0,166
Herkunft 0,824 1 18,000 | 0,376
Blatter Behandlung 2,780 1 178,000 | 0,097
Tyr Herkunft x Behandlung 0,812 1 178,000 | 0,369
Herkunft 0,070 1 17,985 | 0,795
Wurzeln Behandlung 10,681 1 172,444 | 0,001
Herkunft x Behandlung 2,042 1 172,450 | 0,155
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Tab. 38: Ergebnisse der statistischen Auswertung aller analysierten Aminosauren in den Blattern und Wurzeln

mittels

ANOVA. F = Stichprobenvarianz,

p = Signifikanzwert (fettgedruckte p-Werte = signifikante Unterschiede).

DenDf = Nennerfreiheitsgrade,

NumDf = Zahlerfreiheitsgrade,

AS Gewebe Einflussvariable F DenDf | NumDf P
Herkunft 0,240 1 18,000 | 0,630
Blatter Behandlung 17,404 1 178,000 | <0,001
Trp Herkunft x Behandlung 0,012 1 178,00 | 0,912
Herkunft 0,000 1 18,000 | 1,000
Wurzeln Behandlung 0,027 1 172,107 | 0,870
Herkunft x Behandlung 1,371 1 172,124 | 0,243
Herkunft 0,001 1 18,000 | 0,982
Blatter Behandlung 49,662 1 178,000 | <0,001
Pro Herkunft x Behandlung 2,184 1 178,000 | 0,141
Herkunft 0,218 1 17,972 | 0,646
Wurzeln Behandlung 5,433 1 172,575 | 0,021
Herkunft x Behandlung 1,835 1 172,579 | 0,177
Herkunft 0,078 1 18,000 | 0,783
Blatter Behandlung 0,743 1 178,000 | 0,390
Met Herkunft x Behandlung 0,855 1 178,000 | 0,356
Herkunft 6,849 1 17,953 | 0,017
Wurzeln Behandlung 0,081 1 172,723 | 0,776
Herkunft x Behandlung 1,211 1 172,730 | 0,273

Hydrophile, neutrale Aminosauren

Herkunft 0,102 1 18,000 | 0,753
Blatter Behandlung 4,051 1 178,000 | 0,046
Ser Herkunft x Behandlung 1,406 1 178,000 | 0,237
Herkunft 0,852 1 17,984 | 0,368
Wurzeln Behandlung 0,256 1 172,432 | 0,613
Herkunft x Behandlung 1,488 1 172,444 | 0,224
Herkunft 0,046 1 18,000 | 0,833
Blatter Behandlung 2,754 1 178,000 | 0,099
Herkunft x Behandlung 0,162 1 178,000 | 0,688
Thr Herkunft 0.663| 1 17,985 | 0,426
Wurzeln Behandlung 0,324 1 172,429 | 0,570
Herkunft x Behandlung 0,067 1 172,429 | 0,796

Herkunft - - - -

Blatter Behandlung - - - -

Ash Herkunft x Behandlung - - - -
Herkunft 0,792 1 17,984 | 0,385
Wurzeln Behandlung 5,161 1 172,335 | 0,024
Herkunft x Behandlung 0,003 1 172,382 | 0,956
Herkunft 0,003 1 18,000 | 0,957
Blatter Behandlung 10,279 1 178,000 | 0,002
Gln Herkunft x Behandlung 0,012 1 178,000 | 0,914
Herkunft 2,506 1 17,974 | 0,131
Wurzeln Behandlung 6,505 1 172,539 | 0,012
Herkunft x Behandlung 0,000 1 172,570 | 0,997
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Tab. 38: Ergebnisse der statistischen Auswertung aller analysierten Aminosauren in den Blattern und Wurzeln

mittels

ANOVA. F = Stichprobenvarianz,

p = Signifikanzwert (fettgedruckte p-Werte = signifikante Unterschiede).

DenDf = Nennerfreiheitsgrade,

NumDf = Zahlerfreiheitsgrade,

AS | Gewebe | Einflussvariable | F | DenDf | NumbDf p
Hydrophile, saure Aminosauren
Herkunft 0,794 1 18,000 | 0,385
Blatter Behandlung 1,739 1 178,000 | 0,189
Asp Herkunft x Behandlung 0,494 1 178,000 | 0,483
Herkunft 5,505 1 17,978 | 0,031
Wurzeln Behandlung 8,916 1 172,449 | 0,003
Herkunft x Behandlung 0,343 1 172,476 | 0,559
Herkunft 3,778 1 18,000 | 0,068
Blatter Behandlung 9,506 1 178,000 | 0,002
Glu Herkunft x Behandlung 2,254 1 178,000 | 0,135
Herkunft 1,375 1 17,972 | 0,256
Wurzeln Behandlung 16,864 1 172,569 | <0,001
Herkunft x Behandlung 0,571 1 172,568 | 0,451
Hydrophile, Basische Aminosauren
Herkunft 2,182 1 18,000 | 0,157
Blatter Behandlung 0,068 1 178,000 | 0,794
His Herkunft x Behandlung 0,370 1 178,000 | 0,544
Herkunft 2,202 1 17,954 | 0,155
Wurzeln Behandlung 0,004 1 172,682 | 0,948
Herkunft x Behandlung 0,965 1 172,662 | 0,327
Herkunft - - - -
Blatter Behandlung - - - -
Arg Herkunft x Behandlung - - - -
Herkunft 0,433 1 17,995 | 0,519
Wurzeln Behandlung 0,446 1 172,212 | 0,505
Herkunft x Behandlung 0,351 1 172,232 | 0,554
Herkunft 0,409 1 18| 0,530
Blatter Behandlung 7,964 1 178 | 0,005
Lys Herkunft x Behandlung 1,194 1 178 | 0,276
Herkunft 2,352 1 17,955 | 0,143
Wurzeln Behandlung 5,095 1 172,768 | 0,025
Herkunft x Behandlung 2,240 1 172,776 | 0,136
Sonstige

Herkunft 1,496 1 18,000 | 0,237
Blatter Behandlung 4916 1 178,000 | 0,028
GABA Herkunft x Behandlung 3,816 1 178,000 | 0,052
Herkunft 0,102 1 17,947 | 0,754
Wurzeln Behandlung 2,522 1 172,797 | 0,114
Herkunft x Behandlung 1,330 1 172,810 | 0,250
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7.3 Zuckeranalytik

7.3.1 Qualifizierung

Tab. 39: Identifizierung der Zucker. Vergleich der Retentionszeiten sowie der spezifischen Massenibergange Q(1)

und Q(3) der Standards mit den Zuckern im Standardgemisch. fz(Std) = Mittlere Retentionszeit des Standards,

tr(Pr) = Mittlere Retentionszeit der Proben; n.n. = nicht nachweisbar, k.A. = keine Angabe aufgrund fehlender

Standards.
tr(Std) | Q(1) Q(3) t=(Pr)
Standard fmin] | [Da] [Da] Substanz [min] Q(1) [Da] | Q(3) [Da]
Glucose 7,50 [178,800| 89,000 Glucose 7,49 178,800 89,000
Fructose 6,30 {178,801 | 89,000 Fructose 6,30 178,801 89,000
Saccharose 8,92 [340,900| 59,000| Saccharose 8,92 340,900 59,000
. Trisaccharid 1 11,17 503,100 | 179,000
Raffinose | 11,18 1503,100 | 179,000 3 charid 2 | 12.37 | 503.100 | 179,000
Stachyose | 13,08 |665,200| 179,000 | Tetrasaccharid | 13,07 | 665,200 | 179,000
Verbascose | 14,52 |827,300| 59,000 | Pentasaccharid| 14,51 827,300 59,000
Mannitol 7,15 {180,900| 89,000 .
Sorbitol 6.78 | 180.900| 89,000 Sorbitol 6,75 180,900 89,000
[ XIC of ‘MRM (13 pairs): 178.800/89.000 amu Expected RT: 7 6 ID: Glucose neg from Sample 68 (P1D12_N3h_B)of es-cosmoplan_BI- sug - 20051 M. Sed
“ Fructose i Glucose
E‘ 3 ; ch2
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W XIC of MRM (13 pars). :m;;o;ago::jn_:m:; RT:7 6 ID: Glucose neg ’*o'nS.x‘n:ch')j‘.ﬁc:v:ax £.‘z_<;'ni-o‘ N -j:,. - - M 554:4.5,-5
© 12e5
E 00eS
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S
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q:) 2 4.00e4
E 00ed 4
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Abb. 69: Exemplarische ldentifizierung von Fructose (fr = 6,30 min, Q(1)= 178,800 Da, Q(3)= 89,000 Da) und
Glucose (tg = 7,49 min, Q(1) = 178,800 Da, Q(3)= 89,000 Da) in den Proben (oberes Chromatogramm) durch
einen externen Fructose-Standard (fz = 6,30 min, Q(1) = 178,800 Da, Q(3)= 89,000 Da) und Glucose-Standard
(tz = 7,50 min, Q(1) = 178,800 Da, Q(3)= 89,000 Da) (unteres Chromatogramm).
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Abb. 70: Exemplarische ldentifizierung von Saccharose (fg = 8,92 min, Q(1) = 340,900 Da, Q(3) = 59,000 Da;

oberes Chromatogramm) in den Proben durch einen externen Saccharose-Standard (fz = 8,92 min,

Q(1) = 340,900 Da, Q(3) = 59,000 Da; unteres Chromatogramm).
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Abb. 71: Exemplarische Identifizierung von Trisacchariden (fr Trisaccharid 1 = 11,17 min, R Trisaccharida 2 = 12,37 min,

Q(1) =503,100 Da, Q(3) = 179,000 Da; oberes Chromatogramm) in den Proben durch einen externen Raffinose-

Standard (fg = 11,18 min, Q(1) = 503,100 Da, Q(3) = 179,000 Da; unteres Chromatogramm).
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Q(1) = 665,200 Da,

Q(3) = 179,000 Da; oberes Chromatogramm) in den Proben durch einen externen Stachyose-Standard
(fr = 13,08 min, Q(1) = 665,200 Da, Q(3) = 179,000 Da; unteres Chromatogramm).
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Abb. 73: Exemplarische  Identifizierung von  Pentasacchariden (fg = 14,51 min, Q(1) = 827,300 Da,

Q(3) = 59,000 Da; oberes Chromatogramm) in den Proben durch einen externen Verbascose-Standard
(fr = 14,52 min, Q(1) = 827,300 Da, Q(3) = 59,000 Da; unteres Chromatogramm).
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Abb. 74: Exemplarische Identifizierung des Zuckeralkohols als Sorbitol (fg = 6,75 min, Q(1) = 180,900 Da,
Q(3) = 89,000 Da; oberes Chromatogramm) in den Proben durch einen externen Mannitol-Standard (ig = 7,15 min,
Q(1) = 180,900 Da, Q(3)=89,000 Da; mittleres Chromatogramm) und einen externen Sorbitol-Standard
(fz = 6,78 min, Q(1) = 180,900 Da, Q(3) = 89,000 Da; unteres Chromatogramm).
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7.3.2 Quantifizierung und statistische Auswertung einzelner Zucker
Tab. 40: Konzentrationen aller, mit der in 2.3.4 beschriebenen Methode, analysierten Zucker in den Blattern und den Wurzeln von nativen und invasiven Populationen von P. lanceolata.

Gezeigt werden Mittelwerte (+ SE) aus zehn nativen und zehn invasiven Populationen. Von jeder Population wurden fur Blatter und Wurzeln je finf Individuen in der Kontrollgruppe und
funf Individuen der Herbivoriegruppe untersucht (Populationen mit reduzierter Probenzahl sind in Tab. 42 und Tab. 43 zu finden). a-c: Gruppierung nach statistischer Auswertung in
Tab. 41 und LSD-Post-Hoc-Test (gleiche Buchstaben: keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen; unterschiedliche Buchstaben: signifikante Unterschiede zwischen den

Gruppen), Blatt- und Wurzelkonzentrationen wurden unabhangig voneinander gruppiert.

Blatter Wurzel
AS Nativ Invasiv Nativ Invasiv
Kontrolle Herbivorie Kontrolle Herbivorie Kontrolle Herbivorie Kontrolle Herbivorie

Glucose 3,72+0,472 | 2,27 + 0,33 3,88 +0,472 1,99 +0,31° | 19,43 +0,91? | 19,60 + 1,00 | 18,14 + 0,962 | 18,96 + 0,922
Fructose 0,85+0,112 | 0,48 + 0,09° 0,76 +0,11* | 0,38 + 0,05 4,17 £ 0,277 3,950,312 3,78 £ 0,352 3,63 £ 0,252
Saccharose 6,29 £ 0,272 | 6,39 £ 0,207 5,72+0,27* | 561+0,172 | 19,17 +0,86* | 17,72+0,73° | 20,41 + 1,012 | 18,06 + 0,92
Trisaccharid 1 0,44 +0,022 | 0,26 + 0,02° 0,36 + 0,022 | 0,27 + 0,03 2,88 +0,172 3,17 £ 0,232 3,36 £ 0,24° 3,10 £ 0,202
Trisaccharid 2 0,44 +0,042 | 0,35+0,03* 0,48 +0,04* | 0,48 +£0,05 0,20 £ 0,032 0,22 + 0,03 0,19 £ 0,03 0,26 + 0,04°
Tetrasaccharid | 10,34 + 1,05 | 5,64 + 0,77 9,77 +1,05% | 7,49+1,17° | 46,43 +2,497 | 46,47 + 3,332 | 50,66 + 3,08? | 45,76 + 2,632
Pentasaccharid | 0,04 + 0,012 | 0,03 £ 0,012 0,03+0,012 | 0,04 £0,012 0,60 £ 0,072 0,78 £ 0,162 0,78 £ 0,112 0,76 £ 0,102
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Tab. 41: Ergebnisse der statistischen Auswertung aller analysierten Zucker in den Blattern und Wurzeln mittels
NumDf = Zahlerfreiheitsgrade,

ANOVA. F = Stichprobenvarianz,

DenDf = Nennerfreiheitsgrade,

p = Signifikanzwert (fettgedruckte p-Werte = signifikante Unterschiede).

Substanz Gewebe Einflussvariable F DenDf | NumDf P
Herkunft 0.018 1 18,000 | 0.894
Blatter Behandlung 32.867 1 178,000 | <0,001
Glucose Herkunft x Behandlung | 0.455 1 178,000 | 0.501
Herkunft 0.162 1 17.999 | 0.692
Wurzeln Behandlung 0.853 1 173.128 | 0.357
Herkunft x Behandlung | 0.518 1 173.127 | 0.473
Herkunft 0.487 1 18,000 | 0.494
Blatter Behandlung 41.272 1 178,000 | <0,001
Fructose Herkunft x Behandlung | 0.809 1 178,000 | 0.370
Herkunft 0.700 1 17.993 | 0.414
Wurzeln Behandlung 0.715 1 173.271 | 0.399
Herkunft x Behandlung | 1.032 1 173.272 | 0.311
Herkunft 4.149 1 18,000 | 0.057
Blatter Behandlung 0.600 1 178,000 | 0.440
Saccharose Herkunft x Behandlung | 0.480 1 178,000 | 0.489
Herkunft 0.187 1 17.997 | 0.671
Wurzeln Behandlung 4.263 1 173.209 | 0.040
Herkunft x Behandlung | 0.029 1 173.203 | 0.865
Herkunft 1.590 1 18,000 | 0.223
Blatter Behandlung 78.494 1 178,000 | <0,001
Trisaccharid 1 Herkunft x Behandlung | 3.363 1 178,000 | 0.068
Herkunft 0.125 1 17.998 | 0.728
Wurzeln Behandlung 0.001 1 173.165 | 0.970
Herkunft x Behandlung | 0.634 1 173.167 | 0.427
Herkunft 1.133 1 18,000 | 0.301
Blatter Behandlung 2.637 1 178,000 | 0.106
Trisaccharid 2 Herkunft x Behandlung | 0.662 1 178,000 0.417
Herkunft 0.008 1 18.000 | 0.932
Wurzeln Behandlung 6.321 1 173.035| 0.013
Herkunft x Behandlung | 1.568 1 173.037 | 0.212
Herkunft 0.040 1 18,000 | 0.843
Blatter Behandlung 35.909 1 178,000 | <0,001
Tetrasaccharid Herkunft x Behandlung | 0.607 1 178,000 | 0.437
Herkunft 0.139 1 17.998 | 0.714
Wurzeln Behandlung 1.046 1 173.168 | 0.308
Herkunft x Behandlung | 0.247 1 173.168 | 0.620
Herkunft 0.015 1 18,000 | 0.903
Blatter Behandlung 3.785 1 178,000 | 0.053
Pentasaccharid Herkunft x Behandlung | 3.488 1 178,000 | 0.063
Herkunft 0.219 1 17.999 | 0.646
Wurzeln Behandlung 0.211 1 173.145 | 0.647
Herkunft x Behandlung | 0.173 1 173.142 | 0.678
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7.4 Proben mit verminderter Probenzahl

Tab. 42: Probenzahl und fehlende Proben in allen wurzelbezogenen Parametern aufgrund von Probenverlusten.

Gruppen Probenzahl n Fehlende Proben

Nativ, Kontrolle 50 -

Nativ, Herbivorie 47 Neugrimnitz, DEU (1 Probe),
Irland (2 Proben)

Invasiv, Kontrolle 49 Mt. Aspiring, NZL (1 Probe)

Invasiv, Herbivorie 49 Mt. Aspiring, NZL (1 Probe)

Tab. 43: Probenzahl und entfernte Ausrei3er aufgrund stark abweichender Werte in allen betroffenen Parametern.

Die Probenzahl n schlief’t fehlende Proben aus Tab. 42 mit ein.

Parameter | Gewebe Gruppe mit reduzierter Entfernte AusreilRer
Probenzahl
Phe Wurzel | Invasiv, Herbivorie (n = 48) | Japan (1 Probe)
Tyr Wurzel | Invasiv, Herbivorie (n = 48) | Japan (1 Probe)
p-Cumarsaure | Blatter | Nativ, Kontrolle (n = 49) Irland (1 Probe)
Luteolin Blatter | Invasiv, Kontrolle (n =49) | Chile (1 Probe)
Tabingen, DEU (1 Probe),
Nativ, Kontrolle (n = 47) Estland (1 Probe)
. . Irland (1 Probe)
Luteolosid Blatter Nativ, Herbivorie (n = 49) Neugrimnitz, DEU (1 Probe)
: L _ Yarramundi, AUS (1 Probe)
Invasiv, Herbivorie (n = 48) Kanada (1 Probe)
Quercitrin Blatter | Nativ, Kontrolle (n = 49) Estland (1 Probe)
Aplgenln-?-o- Blatter | Nativ, Herbivorie (n = 49) Neugrimnitz, DEU (1 Probe)
Glucosid
GABA Wurzel | Invasiv, Herbivorie (n = 48) | Japan (1 Probe)
Glutamat Wurzel | Invasiv, Herbivorie (n = 48) | Japan (1 Probe)
.Frel.(.a Wurzel | Invasiv, Herbivorie (n = 48) | Japan (1 Probe)
Aminosauren

7.5 Technische Daten zur MS/MS-Auswertung

Tab. 44: Technische Daten zur Bestimmung der Analyten. Declustering Potential (DP), Eintrittspotential (EP),

Kollisionsenergie (CE), Zelleintrittspotential (CXP).

Substanz DP [V] EP [V] CE [V] CXP [V]
D4-SA -20,0 -8,0 -22,0 0,0
Ds-ABA -20,0 -12,0 -22,0 -2,0
Ds-JA -20,0 -9,0 -24,0 -2,0
De-JA-lle -20,0 -4.,5 -30,0 -4,0
Salicylsaure -20,0 -8,0 -22,0 -2,0
p-Cumarsaure -20,0 -8,0 -20,0 -5,0
Shikimisaure -20,0 -8,0 -18,0 -5,0
Kaffeesaure -20,0 -8,0 -22,0 -5,0
Chinasaure -20,0 -8,0 -28,0 -5,0
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Tab. 44: Technische Daten zur Bestimmung der Analyten. Declustering Potential (DP), Eintrittspotential (EP),
Kollisionsenergie (CE), Zelleintrittspotential (CXP).

Substanz DP [V] EP [V] CE [V] CXP [V]
Ferulasaure -20,0 -8,0 -22,0 -5,0
Jasmonsaure -20,0 -9,0 -24,0 -2,0
OH-JA -20,0 -9,0 -24.,0 -2,0
ABA -20,0 -12,0 -22,0 -2,0
Luteolin -20,0 -8,0 -44.0 -5,0
Sulfo-JA -20,0 -5,0 -55,0 -2,0
JA-lle -20,0 -4.,5 -30,0 -4,0
pCoQA Derivat 1 -20,0 -4,0 -22.0 -4.0
pCoQA Derivat 2 -20,0 -4,0 -22,0 -4,0
pCoQA Derivat 3 -20,0 -4,0 -22,0 -4,0
OH-JA-lle -20,0 -4.,5 -30,0 -4,0
COOH-JA-lle -20,0 -4.,5 -30,0 -4,0
5-CQA -20,0 -4,0 -22,0 -4,0
4-CQA -20,0 -4,0 -22,0 -4,0
3-CQA -20,0 -4,0 -22,0 -4,0
Apigenin-7-0O-Glucosid -20,0 -8,0 -44.0 -5,0
Luteolin-7-O-Glucosid -20,0 -8,0 -40,0 -5,0
Querecitrin -20,0 -8,0 -32,0 -5,0
Rutin -20,0 -8,0 -50,0 -5,0
Verbascosid -20,0 -8,0 -46,0 -5,0
OPDA -20,0 -12,0 -24,0 -2,0
Aucubin -20,0 -10,0 -14,0 -10,0
Aucubin (Formiataddukt) -20,0 -10,0 -18,0 -10,0
Catalpol -20,0 -10,0 -10,0 -10,0
Catalpol (Formiataddukt) -20,0 -10,0 -18,0 -10,0
3C-Ala 20,0 5,5 17,0 4,0
3C-Gly 20,0 5,0 5,0 4,0
13C-Ser 20,0 4,5 15,0 4,0
3C-Pro 20,0 7,5 19,0 4,0
3C-Val 20,0 4,5 15,0 4,0
8C-Thr 20,0 5,0 13,0 4,0
3C-lle 20,0 4,5 13,0 4,0
3C-Leu 20,0 4,5 13,0 4,0
3C-Asp 20,0 10,0 19,0 4,0
3C-Glu 20,0 5,5 15,0 4,0
13C-Met 20,0 4,0 13,0 4,0
3C-His 20,0 5,5 17,0 4,0
3C-Phe 20,0 6,0 17,0 4,0
3C-Arg 20,0 6,0 31,0 4,0
BC-Tyr 20,0 7,0 17,0 4,0
13C-GIn 20,0 6,0 13,0 4,0
3C-Lys 20,0 6,0 23,0 4,0
Ala 20,0 5,5 17,0 4,0
Gly 20,0 5,0 5,0 4,0
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Tab. 44: Technische Daten zur Bestimmung der Analyten. Declustering Potential (DP), Eintrittspotential (EP),

Kollisionsenergie (CE), Zelleintrittspotential (CXP).

Substanz DP [V] EP [V] CE [V] CXP [V]
Ser 20,0 4,5 15,0 4,0
Pro 20,0 7,5 19,0 4,0
Val 20,0 5,0 13,0 4,0
Thr 20,0 4,5 13,0 4,0
lle 20,0 4,5 13,0 4,0
Leu 20,0 4,5 13,0 4,0
Asp 20,0 55 19,0 4,0
Asn 20,0 4,5 21,0 4,0
Glu 20,0 5,5 15,0 4,0
Met 20,0 4,0 13,0 4,0
His 20,0 5,5 17,0 4,0
Phe 20,0 6,0 17,0 4,0
Trp 20,0 4,5 13,0 6,0
Arg 20,0 6,0 31,0 4,0
Tyr 20,0 7,0 17,0 4,0
GIn 20,0 6,0 13,0 4,0
Lys 20,0 6,0 23,0 4,0

GABA 20,0 5,5 17,0 4,0
Glucose -25,0 -9,5 -12,0 -2,0
Fructose -25,0 -9.0 -12,0 -2,0

Saccharose -45,0 -10,0 -46,0 -2,0

Raffinose -75,0 -10,0 -28,0 -4,0

Stachyose -80,0 -10,0 -48,0 -4,0

Stachyose -80,0 -10,0 -36,0 -26,0
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