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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die hier durchgefuihrte Untersuchung beschatftigte sich zum einen mit der Nahrungs-
pflanzenwahl und Selektivitat der Blattschneiderameisenart Atta colombica und zum
anderen mit den Auswirkungen der herbivorieinduzierten Pflanzenvolatile der Lima-
bohne (Phaseolus lunatus) auf den Pilz-Ameisen-Mutualismus. Zusatzlich wurden
noch ergéanzende Duftstoffmessungen mit der angewendeten HIPV-Paste und indu-
zierten Blattfragmenten von P. lunatus durchgefihrt. Mit dieser Untersuchung soll
Uberpruft werden, ob die bisherigen Beobachtungen in Bezug auf die Futtersuchdko-
logie der BSA (Cherrett, 1968; Fowler & Stiles, 1980; Kost, 2006) in Einklang
gebracht werden kdnnen mit der ,induced-defense” Hypothese (Kost, et al., 2011).
Im Gegensatz zu Vorgangerstudien (Tremmel, 2008; Aigner, 2007) wurde bei der
vorliegenden Studie ein insgesamt indifferentes Furagierverhalten gegeniber den
angebotenen JA-induzierten und Kontroll-Limabohnen nachgewiesen. Dennoch
konnte eine nicht signifikante Bevorzugung von JA-induzierten Limabohnen durch die
BSA festgestellt werden.

Bei der gewahlten Methode der Applikation der HIPVs in etablierte Subkolonien
fielen ab einer Konzentration von 500 pl negative Auswirkungen auf Wachstum und
Vitalitat der Pilzgarten auf, wahrend bei vergleichbaren Studien dies schon bei 100 pl
der Fall war (Stephan, 2010).

Die Ergebnisse der Duftmessungen wiesen keine eindeutige Ahnlichkeit der von
HIPV-versetzter Lanolin-Paste (100 pl) und den ausgestanzten Limabohnen-
Blattfragmenten emittierten Duftstoffe in Menge und Konzentration auf. Dabei
weichen Inhaltsstoffe und —konzentrationen der Blattfragmente von der Studie von
Kost und Heil (2006) ab. Unklar ist, ob dies an einem Maskierungseffekt liegt, oder
ob zwischen verschiedenen Limabohnen eine Variabillitdt von emittierten Duftstoffen

vorliegt.
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1 Einleitung

Bei der Phytophagie (Lehre Uber den ,Fral3 an Pflanzen®) handelt es sich um die
vollstandige Erfassung aller moglichen trophischen Interaktionen zwischen Pflanzen
und Tieren. Die Konsumenten der pflanzlichen Reproduktionsprodukte, wie Samen,
Frichte, Nektar und Pollen werden als phytophag bezeichnet. Eine wichtige Gruppe
der Phytophagen stellen die Herbivoren dar, die sich aus Blatt-, Stdngel- und Wurzel-
fressern, wie auch Pflanzensaftsaugern, Minierern und Gallenbildnern zusammen-
setzen. Die Herbivorie bildet fir sich alleine ein weitreichendes und diffuses Netz-
werk der Flora und Fauna aus. Schulze et al. (2002) sehen in der die Herbivorie ,ei-
nes der besonders komplexen Interaktionsfelder zwischen Pflanzen und Tieren®. Zu-
satzlich kann sie als 6kologischer Schliisselprozesse flr terrestrische und aquatische
Okosysteme gelten (Abril, 2011). Die trophischen Interaktionen der Herbivoren kon-
nen den vorhandenen Artenreichtum und die Phytozonose selbst stark beeinflussen
(Hulme, 1996; Bigger & Marvier, 1998). Zahlreiche Theorien und Modelle sollen die
komplexen Beziehungen innerhalb der unterschiedlichen Okosysteme erklaren. Als
Beispiel sei hier das Konzept der bottom-up-Kontrolle der Herbivoren von White
(1978,1993) genannt. Allerdings konnen die meisten Modelle nur einen gewissen Tell
des natirlichen Okosystems erfassen oder lassen sich nur auf ein spezifisches Oko-
system beziehen. Die Abwehrmdglichkeiten (Kap. 1.1) von Pflanzen gegentber
Herbivorie und der Modellorganismus Limabohne (Phaseolus lunatus) (Kap. 1.2) sol-
len im Folgenden naher betrachtet werden.

Eine Schlisselrolle innerhalb der trophischen Interaktionen nehmen phytophage In-
sekten ein. Die mannigfaltigen Anpassungen zwischen insektoiden Herbivoren und
ihren Futterpflanzen sind Gber Millionen Jahren evolviert und beeinflussen heute die
Organisation der Okosysteme mafgeblich (Crawley, 1983; Zwélfer, 1987). Vor allem
in den Tropen werden schatzungsweise mehr als 75 Prozent des Blattbestandes
durch schneidende und kauende Insekten konsumiert (Coley & Barone, 1996). Eine
polyphage und dominante Schlusselart der Insekten in den Neotropen stellen die
Blattschneiderameisen (BSA) dar (Fowler et al. 1989). Von Wirth et al. (2003) und
Meyer (2008) werden sie auch als Okosystem-Ingenieure bezeichnet, was Sinnbild

fur ihre entscheidenden trophischen Einwirkungen innerhalb der Bioztnose ist.
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Innerhalb ihres Futtersuchareals mit einer Grol3e von ca. zwei Hektar kbnnen die
BSA ca. 50 - 80 Prozent der vorkommenden Pflanzenarten beernten und somit bis
zu 12,5 Prozent der vorhandenen Blattmasse eintragen (Wirth et al. 2003). Wenn die
Nester in der N&dhe von Waldrandern mit anliegenden agrarwirtschaftlich genutzten
Flachen auftreten, dehnen die BSA oft ihre Futtersuche auf die angebauten
Nutzpflanzen aus. Die angerichteten Sché&den durch den BSA-Fral3 auf den
anthropogenen Nutzungsflachen belaufen sich jahrlich auf Millionen (Holldobler &
Wilson, 1990). Bei der Beobachtung ihres Futtersuchverhaltens lassen sich nur
schwer zu erklarende Beobachtungen machen. Beispielsweise konnte festgestellt
werden, dass furagierende (auf Futtersuche befindliche) BSA-Arbeiterinnen die
Kronen der von ihnen aufgesuchten B&dume meist nur zu einem Drittel beernteten
(Cherrett, 1968; Fowler & Stiles, 1980; Kost, 2006). Die Futtersuchodkologie der in
dieser Arbeit untersuchten Art wird in Kapitel 1.3 ausfthrlich vorgestellt.

Die in dieser Arbeit untersuchten Zusammenhange zwischen der induzierten Abwehr
von P. lunatus und dem Futtersuchverhalten der BSA Atta colombica werden in Kapi-

tel 1.4 aufgefuhrt.
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1.1 Anpassungsmaoglichkeiten gegeniber Herbivoren
Fur Pflanzen bedeutet Herbivorie oft einen Fitnessverlust. Beispielsweise konnte von

Louda (1984) nachgewiesen werden, dass das in den Rocky Mountains
einheimische Schaumkraut (Cardamine cordifolia, Brassicaceae) ein geringeres
Wachstum und eine geminderte Samenproduktion aufwies, wenn seine Blattflache
durch Blattkafer (Chrysomelidae) um 25 Prozent reduziert wurde. Im Gegensatz zu
der Annahme, dass Herbivorie immer einen Fitnessverlust fur die Pflanze bedeutet,
steht die Mdglichkeit der Kompensation, sogar einer Uberkompensation von
Herbivorieschaden, wenn die entsprechenden Bedingungen fir die Pflanzen gege-
ben sind. Bei einem geringen Konkurrenzdruck, einer Ressourcenfille und innerhalb
eines frihen Entwicklungsstadiums sind Pflanzen wie Sanicula arctopoides
(Apiaceae) dazu in der Lage, eine Reduzierung ihres Doldenbestandes um ein Drittel
zu kompensieren (Lowenberg, 1994).

Eine alternative Strategie gegenuber Herbivorie ist die Investierung in effektive Ab-
wehrmechanismen. Eine konstitutive Anpassungsmaf3nahme besteht in der Entwick-
lung eines mechanischen Schutzes, wie z.B. Dornen, Trichome oder Wachse.
Pillemer und Tingey (1976) konnten feststellen, dass die Effektivitdt von Trichomen
gegenuber Zikaden (Empoasca fabae) auf den Blattflachen der Gartenbohne
(Phaseolus vulgaris) durch eine gesteigerte Anzahl (Optimum bei ca. 2000
Trichomen / cm?) zunimmt. Dagegen boten die Brennhaare von Urtica dioica
(Brennnessel) und Laportea canadensis (Waldnessel) unabhéngig von ihrer Dichte
keinerlei Schutz gegeniuber mit Chitin gepanzerten Kafern und Heuschrecken, oder
den durch Schleim geschitzten Schnecken (Tuberville, et al., 1996). Somit stellen
mechanische Barrieren je nach Form, Dichte und Grol3e nur gegenlber einer
bestimmten Gruppe von Fressfeinden einen effektiven Schutz dar. Investiert die
Pflanze nicht in eigene Abwehrmechanismen, sondern stattdessen in eine
symbiotische Beziehung mit einem Konkurrent des Schadlings, so kann sie diesen
Nachteil vermeiden. Gegenleistungen der Pflanzen bestehen z.B. in der Anbietung
eines dauerhaften Wohnsitzes oder von Nahrungsmitteln fir den symbiontischen
Partner. Ein bekanntes Bespiel fir einen solchen Mutualismus stellen in
neotropischen Gebieten die Azteca-Ameisen dar, die in den Stammhohlraumen ihres
dementsprechend als ,Ameisenbaum® (Cecropia spp.) bezeichneten symbiotischen
Partners leben. Bei den ersten Anzeichen von Blattschaden oder der Anwesenheit

eines mdglichen Phytophagens erfolgt die Rekrutierung eines verteidigenden
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Ameisentrupps (Agrawal, 1998). Als zusatzliche Belohnung gibt der Ameisenbaum
dauerhaft extrafloralen Nektar ab.

Andere Pflanzenarten investieren fur ihren Schutz in sekundare Pflanzenstoffe, die
sie aus dem eigenen Stoffwechselkreislauf synthetisieren. Die drei Hauptgruppen
dieser Pflanzenstoffe sind die Phenole, die Alkaloide und die Terpenoide, deren
Urspriinge sich in der Kohlenhydrat-, Aminosauren- oder Fettsynthese befinden.
Weitere Substanzen konnen beispielsweise aus nichtproteinogenen Aminosauren
gewonnen werden. Die fur die konstitutive Abwehr hergestellten Stoffe werden
dauerhaft neugebildet und in den Vakuolen der Pflanzenzellen eingelagert. Swain
(1979) fand heraus, dass Pflanzenmaterial mit einem Gehalt von mehr als zwei
Prozent an Tanninen fir die meisten Herbivoren nicht als Nahrung in Betracht
gezogen wird. Der toxische Effekt ensteht wohl in der Bindungsfahigkeit dieses
phenolischen Stoffes von l6slichen Proteinen, aber der genaue physiologische
Wirkungsmechanismus ist bisher noch ungeklart (Hagerman & Butler, 1991). Somit
besteht der Vorteil der konstitutiven Abwehr mit eingelagerten Sekundéarmetaboliten
darin, dass eine groRe Anzahl unspezialisierter Herbivoren abgewehrt wird.
Monophage Spezialisten passen sich aber schnell an die standig vorhandene
Konzentration der Sekundarmetabolite an. Andere Spezialisten kdnnen die fur sie
eigentlich giftigen Stoffe aufnehmen und reichern sie in ihrem eigenen Organismus
als Schutz vor Pradatoren an. Zu diesen speziell angepassten Nutzniel3ern gehdren
die Raupen des Monarchenfalters (Danaidae). Sie erndhren sich tGberwiegend von
Seidenpflanzengewachsen (Asclepiadaceae) und nehmen dabei Terpenoide auf, die
sie vor Fraldfeinden schitzen (Brower et al.1968; Reichstein et al. 1968).

Eine nicht mit dauerhaften Energiekosten versehene Form des Schutzes ist fur
manche Pflanzen die induzierte Abwehr. Sie wird erst ausgeldst, wenn ein Teil des
Pflanzenkormuses durch Herbivoren verzehrt wurde. Somit ist ein wichtiger Vorteil
der induzierten Abwehr die 6konomischere Ressourcennutzung, da die Pflanzen
ansonsten ihre Energie in Wachstum und Entwicklung investieren (Herms & Mattson,
1992; Bergelson & Purington, 1996).

Die Herbivorie beeinflusst also die Evolution von pflanzlichen Lebensstrategien. Dies
wird auch als Trade-Off zwischen der Evolution kostspieliger pflanzlicher Abwehr und
hohen Wachstumsraten bezeichnet (Heil & Bostock, 2002; Koricheva, et al., 2004).

Die Praferenz einer Pflanze gegeniiber einer Uberlebensstrategie wird hauptsachlich
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durch die vorherrschenden Umweltbedingungen bestimmt. Bespielsweise hétte eine
Pflanze mit sehr gut entwickelter Abwehr in einer Umgebung mit wenig Herbivorie
eine geringere Fitness an diesem Standort als eine schnell wachsende Pflanze mit
geringer Ressourceninvestition in Abwehr (Nentwig, et al., 2004; Cornell & Hawkins,
2003; Arimura, et al., 2009).

Die durch Herbivorie ausgeloste physiologische Reaktion zielt darauf ab, die
Attraktivitat der Pflanze bzw. des befallenen Pflanzenteils gegenuber den Herbivoren
zu mindern (Karban & Myers, 1989). Daflr werden nach der Verletzung der Pflanze
durch den Herbivoren Sekundarmetabolite in das Pflanzengewebe eingelagert,
Pflanzenvolatile emittiert oder extrafloraler Nektar produziert. Bei einem Befall von
Zitterpappeln (Populus tremuloides) durch mehrere verschiedene Raupenarten
erhohte sich die Konzentration an phenolischem Tremulacin und Salicortin im
Gewebe der Pappeln (Clausen, et al., 1989).

Die herbivorie-induzierten Pflanzenvolatile (HIPVS) bestehen aus flichtigen
organischen Verbindungen (engl. volatile organic compounds; VOCSs), die als direkte
Abwehrstoffe repellent auf Herbivoren wirken (Dicke & Van Loon, 2000; Heil, 2004a)
oder als Lockstoffe fur Pradatoren der Herbivoren (Arimura, et al., 2005) dienen. Von
ihrer Zusammensetzung her lassen sie sich den Terpenen, Acetogeninen und
aromatischen Kohlenwasserstoff-Verbindungen zuordnen (Schulze et al. 2006). Die
VOCs setzen sich auch aus kohlenstoffhaltigen Verbindungen zusammen, die schon
bei mittleren Temperaturen (Raumtemperatur ca. 20°C) einen gasformigen
Aggregatszustand annehmen und dadurch flichtig sind. Fur die Pflanzen nehmen sie
daher auch eine wichtige Bedeutung als intraspezifische Kommunikationsmittel
(Kost, 2006) und fur die Bestaubung der Pflanze ein (Heil, 2007). Im Gegensatz zu
den HIPVs liegen die grinen Blattduftstoffe (engl. green leaf volatiles; GLVSs)
wahrscheinlich als Stoffwechselvorstufen im Blattgewebe vor und werden nach
Beschadigungen passiv freigesetzt (Heil, 2007). Dafur spricht ihre schnelle
Freisetzung nach einer erfolgten Verwundung (ca. 20 Sekunden bei Arabidopsis
thaliana; Matsui et al. 2000). Die Pflanzenvolatile, GLVs und HIPVs kénnen im
Okologischen Kontext als Info- oder Allelochemikalien bezeichnet werden. Dabei
werden die Stoffe, die eine vorteilhafte Wirkung fir den Sender haben, als Allomon
bezeichnet. Wenn sie eine nachteilige Auswirkung fur den Sender haben, sind sie

Kairomone. Bei einer vorteilhaften Wirkung flr Sender und Empfanger gelten sie als
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Synomone (Arimura et al. 2009; Nentwig et al. 2004). In einigen Fallen kdnnen die
verschiedenen Stoffzusammensetzungen oder einzelne Stoffe nicht eindeutig einer
Wirkungsweise zugeordnet werden. Am Beispiel des Modellorganismus Limabohne
(P. lunatus), der in dieser Studie verwendet wurde und ein bekannter Vertreter fur die
induzierte Abwehr ist, kdnnen die Wirkungsweisen der Allelochemikalien dargestellt

werden (Kap. 1.2).
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1.2 Phaseolus lunatus: Modellorganismus fur die induzierte

pflanzliche Abwehr
Die Limabohne ist eine einjahrige (lianenartig) oder mehrjahrige (krautige) Pflanze

und kann eine WuchshOhe von bis zu drei Metern (lianenartige Pflanzenarten)
erreichen. Sie gehort der Familie der Fabaceaen an und ist in den Neotropen Sud-
und Mittelamerikas beheimatet, wie die BSA (Kap.1.3). Die natirlich auftretenden
Herbivoren der Limabohne sind zumeist verschiedene Blattkafer (z.B. Cerotoma
ruficornis und Gynandrobrotica guerreroensis) und Spinnmilben (Tetranychus
urticae) (Kost & Heil, 2006). In der Natur konnte noch keine trophische Interaktion
zwischen den BSA und P. lunatus beobachtet werden.

Die Funktion der Limabohne als Modellpflanze in der chemischen Okologie und der
induzierten Abwehrmechanismen l&asst sich durch ihre nachgewiesene Emission von
HIPVs und der Sekretion von extrafloralem Nektar erklaren (Heil, 2004a; Heil, 2004b;
Kost & Heil, 2005a). Die extrafloralen Nektarien liegen paarig auf den Blattstielen der
dreigeteilten Laubblatter. Die Sekretion von extrafloralem Nektar dient der Anlockung
von Pradatoren und Parasitoiden der die Limabohne attackierenden Herbivoren,
weshalb ihre Funktionsweise den Synomonen der Allelochemikalien zugeschrieben
werden kann (Kost & Heil, 2005 a). In diesem Fall geniel3t die Limabohne als Sender
den Vorteil der geminderten Herbivorie, da mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit die
sie befallenden Frafifeinde beseitigt werden. Der Vorteil fir die Empfanger wie
Ameisen, Fliegen und vor allem Wespen (Kost & Heil, 2005 a) besteht darin, dass
ihre Nahrungssuche durch die Wegweisung der Lockstoffe verkirzt wird. Die hier
aufgezeigte tritrophische Koevolution beweist, dass die Pradatoren die Duftsignale
der Pflanze mit ihrer Beute erfolgreich in Verbindung bringen (Dicke & Van Loon,
2000).

Die HIPVs von P. lunatus konnen im Gegensatz zum Nektar auf Grund ihrer
unterschiedlichen Wirkungen verschiedenen Allelochemikalien zugewiesen werden.
Nach z.B. dem Befall durch Spinnmilben (Tetranychus urticae) werden mittels der
emittierten Volatile Raubmilben (Phytoseiulus persimilis) angelockt (Gols, et al. 2003;
Horiuchi, et al., 2003 a; De Boer, et al., 2004). Somit lassen sich die HIPVs in
diesem Fall als Synomone bezeichnen. Dagegen kann die HIPV-Emission auch als
direkte Abwehr gegen zwei Blattkaferarten (Cerotoma ruficornis und
Gynandrobrotica) wirken und in diesem Fall als Allomone bezeichnet werden. In der

Studie von Heil (2004 b) konnte festgestellt werden, dass die genannten Blattkafer
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Kontrollpflanzen gegeniiber Pflanzen bevorzugten, die eine hohe Konzentration an
HIPVs emittierten. Weitere Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass bei geringeren
Konzentrationen an emittierten HIPVs keine Nahrungspréaferenz mehr zu erkennen
war. Anscheinend ist die Wirkung der HIPVs als Allomone dosisabhéngig. Insgesamt
konnen mehr als 60 verschiedene flichtige Verbindungen von der Limabohne
1999).

Ketonen,

gebildet werden (Dicke, et al., lhre Zusammensetzung besteht aus
Aldehyden, Alkoholen,
stickstoffhaltigen Bestandteilen. Naher betrachtet besteht das HIPV-Spektrum der

unterschiedlichen Estern, Terpenen und
Limabohne Uberwiegend aus Hexenylacetat,

Dimethylnonatrien (DMNT) und Trimethyltridecatetraen (TMTT).

Linalool, Ocimen, Caryophyllen,
Bei der Induktion und Synthese dieser Abwehrstoffe tbernimmt der Oktadekanséaure-
2003). Er wurde von

Vick und Zimmermann (1984) an vielen anderen Pflanzenarten ndher untersucht.

Weg eine wichtige Rolle (Dicke & Van Loon, 2000; Gols, et al.,
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Speichel des Herbivoren) erkennt die Limabohne den Schaden durch den Herbivoren
und induziert ihre Abwehrreaktionen (Abb. 1). Dabei bewirkt ein Einstrom an Calci-
um-lonen (Ca2") in die Pflanzenzellen die Aktivierung der Phospholipase A2 (PL), die
fur die Lipoxygenase (LOX) Linolenséure zur Verfugung stellt. Aus der Linolensaure
wird (13S)-Hydroperoxy-octadecatriensaure gebildet, die wiederum in den Chlorop-
lasten zu 12-Oxophytodiensédure (OPDA) cyclisiert wird. Nach einer Reduktion der
Doppelbindung am Ringsystem im Cytoplasma und einer anschlieRenden [-
Oxidation der Seitenkette in den Peroxysomen entsteht cis-JA. Innerhalb der Pflanze
wird sie zu trans-JA oder mit Hilfe einer JA-Carboxyl-Methyl-Transferase zu fliichti-
gem Methyljasmonat synthetisiert. Weitere Phytohormone (z.B. Salicylsaure,
Ethylen, Auxin oder Gibberelin) konnen die Wirkung der JA modifizieren und tber ihr
Zusammenspiel eine veranderte Genexpression herbeifiihren. Diese Wechselwir-
kungen der Phytohormone ermdglichen spezifische Verteidigungsreaktionen der
Pflanzen (Arimura, et al., 2000; Schulze, et al., 2006). Fur die Limabohne konnte
festgestellt werden, dass der von Herbivoren ausgeléste Schaden einen endogenen
JA-Konzentrations-Anstieg zur Folge hat, der wiederum HIPV-Produktion und
Sekretion von extrafloralem Nektar ausléste (Koch, 2001). Darum verwendete Hell
(2004 a, b) in seinen Untersuchungen JA, um die Abwehr der Limabohnen zu
induzieren. Bei seinen Messungen der Zusammensetzungen der emittierten
Duftstoffe konnte gezeigt werden, dass die Duftspektren der durch natirliche
Herbivorieschdden und der durch JA induzierten Pflanzen nur geringflgige
Unterschiede aufwiesen. Ein Abklingen der Duftstoffproduktion, die durch JA-
Induktion ausgeltst wurde, erfolgt nach etwa 24 Stunden (Schulze, et al., 2006). Die
Applikation von Jasmonsaure als Induktor der pflanzlichen Duftstoffemission bei P.
lunatus stellt somit eine einfach zu handhabende, wiederholbare und standardisierte
Methode dar, um experimentell eine natirliche induzierte Pflanzenabwehr zu

simulieren.
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1.3 Attacolombica: Dominante Megaherbivoren der Neotropen
Innerhalb der eusozialen Insekten stellen die Ameisen mit mehr als 12 000 bekann-

ten Arten, die in 16 Subfamilien gegliedert sind, die vielfaltigste Gruppe dar
(Holldobler & Wilson, 1990). Dabei zeichnen sich die Pilzziichter des Tribus Attini
durch ihre komplexe Lebensweise aus. Diese Gruppe umfasst insgesamt 12 Gattun-
gen und tber 200 Arten. Zwei Gattungen, Acromyrmex und Atta, bilden die Gruppe
der ,hoéheren Attini“ (Wetterer, et al., 1998), wobei die Gattung Acromyrmex eine
grof3ere Artenvielfalt (24 Arten und 35 Unterarten) vorzuweisen hat als die Gattung
Atta (insgesamt 15 Arten, Bolton, 1995). Die pilzziichtenden Blattschneiderameisen
leben seit ca. 65 Millionen Jahren in Symbiose mit ihrem Pilz (Maller, et al., 1998)
und stellen somit eine der &ltesten Lebensformen dar, die eine Form der Landwirt-
schaft betreiben. Die in dieser Studie untersuchten Atta colombica leben in den Neo-
tropen Siud- und Mittelamerikas und gehéren zu den sogenannten ,central place
foragers” (Chase, 1998). Dies bedeutet, dass sie die gesammelte Nahrung nicht an
Ort und Stelle verspeisen, sondern in ihr zentral gelegenes Nest transportieren. Auf
den eingetragenen Blattstiicken kultivieren die Arbeiterinnen in unterirdischen Kam-
mern den Pilz (Leucocoprinus gongylophorus), mit dem sie eine mutualistische Be-
ziehung pflegen (Abb. 2). Ein Mutualismus bedeutet, dass die Beteiligten sich ge-
genseitig ausbeuten, aber dennoch jeder einen Nutzen aus dieser Beziehung zieht
(Herre, et al., 1998). Diese mutualistischen Beziehung ist sehr gut untersucht und
eine Vielzahl von Mechanismen lassen sich anhand der beiden Symbionten aufzei-
gen. Der angebaute Pilz gehort den Gattungen Leucocoprinus und Leucoagaricus
aus der Familie der Lepiotaceae (Agricales: Basidiomycota) an (Chapela, et al.,
1994; Muller, et al., 1998) und dient als Nahrungsgrundlage fir die BSA-Kolonie
(Weber, 1966). Nicht der vollstandige Pilz dient als Nahrungsquelle, sondern nur die
Spitzen der Hyphen, die sogenannten Gongylidien (Quinlan & Cherrett, 1978).
Hauptséachlich erndhren sich die Larven von den Gongylidien, wogegen die adulten
Arbeiterinnen bis zu 95 Prozent ihres Energiebedarfes mit pflanzlichem Zellsaft de-
cken. Diesen nehmen sie wahrend des Schneidens und der Weiterverarbeitung der
Blattfragmente zu sich (Howard, 1991; Littledyke & Cherrett, 1976), wobei sie haupt-
sachlich Saccharose, Glukose, Fruktose und Polysaccharide konsumieren. Einen
zusatzlichen Vorteil fur die BSA stellen die Enzyme des Pilzes dar. Fir die BSA
nicht- oder schwerverdauliche Stoffe, wie z.B. Zellulose, kbnnen von den Pilzenzy-

men aufgespaltet werden. Dadurch werden die sonst nicht zugénglichen N&hrstoffe
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verwertbar (De Siqueira, et al., 1998) und teilweise werden auch giftige Substanzen
durch die Enzyme abgebaut (Martin, 1979). Somit ermdglicht der Pilz den BSA ihre
polyphage Lebensweise, da er auf einem weiten Spektrum an verwertbaren
Nahrungspflanzen kultiviert werden kann (Rockwood, 1976; Wirth, et al., 2003).
Zusatzlich unterstitzt die Einteilung der Arbeiterinnen in Kasten und die damit
verbundene Arbeitseinteilung die Eintragsraten der Kolonie (Wirth, et al., 2003).
Diese einzelnen Kasten sind bei A. colombica stark morphologisch differenziert.
Dabei stellen die groRen Ameisen mit den stark entwickelten Mandibeln die Kaste
der Soldaten, die hauptséchlich fur den Schutz der Kolonie und die Beseitigung von
groReren Hindernissen (z.B. Weg versperrende Astchen) zustandig sind. Die
Arbeiterinnen von mittlerer Statur, auch als Major-Arbeiterinnen bezeichnet,
Ubernehmen vielfaltigte Aufgaben, wie z.B. das Schneiden, Einsammeln und den
Transport der Blattfragmente. Die kleinsten Arbeiterinnen, die auch als Minima oder
Gartnerinnen bezeichnet werden,

tubernehmen hauptsachlich

o aRtna Aufgaben innerhalb der Kolonie.

‘ Neben der Brutpflege vollziehen
die Gartnerinnen eine chemische
und mechanische Nesthygiene
(Currie & Stuart, 2001), die einen
wertvollen Vorteil fur den Pilz
darstellt. Die angewandte Pflege
verringert die Konkurrenz mit

anderen Mikrooganismen.

V7 ;u;,pcmmm,s Zuséatzlich wird der Fortbestand

dump chambers fungus garden

des Pilzes gesichert, indem die
Abb. 2 Aufbau des unterirdischen Nestes von Blatt- L. .
schneiderameisen Arbeiterinnen  Pilzmyzel  auf
Der groRte Teil des BSA-Nestes liegt unterirdisch verbor- .
gen in einer Tiefe von bis zu sieben Metern (siehe zum frisches ~ Substrat  verpflanzen
GrbBeqvergleich eir_mgebrachten Menschen). Es_ besteht (Wirth, et al., 2003). Innerhalb
hauptsachlich aus Pilzkammern (fungus garden), in denen
der symbiontische Pilz geziichtet und gepflegt wird, und aus  des unterirdischen Ameisenbaus
Abfallkammern (dump chambers), in denen nicht mehr ver-
wertbares Pflanzenmaterial, tote BSA oder abgestorbene werden die Pilzkammern so
Pilzreste eingelagert werden. Die einzelnen Kammern sind .
tber ein weitreichendes Tunnel-Netzwerk miteinander ver- angelegt, dass eine hohe

bunden (aus Holldobler & Wilson, 1990). Luftfeuchtigkeit  fir  optimale
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Wachstumsbedingungen sorgt (Abb. 2; Roces & Kleineidam, 2000).

Bei einem Befall durch den auf diesen Mutualismus angepassten parasitischen Pilz,
Escovopsis, steht nicht nur das Uberleben des symbiontischen Pilzes, sondern das
der ganzen Kolonie auf dem Spiel. Darum befinden sich in den Metapleuraldrisen
der BSA antibiotisch wirkende Substanzen und ein weiterer Symbiont wurde in die
Abwehr eingebunden. Dies sind Bakterien, die dem Stamm der Streptomyceten
angehodren (Haeder, et al., 2009). Sie befinden sich auf den Ameisen und
produzieren Antibiotika, z.B. Candicidin. Diese Antibiotika sind hauptsachlich fir den
parasitischen Pilz, aber nicht fir den kultivierten Pilzgarten der BSA schéadlich
(Currie, et al., 2003; Fernandez-Marin, et al., 2006). Zusatzlich konnten Haeder et al.
(2009) beobachten, dass die eingenommene Flache an Bakterien auf den BSA-
Arbeiterinnen variiert. Blattereintragende Arbeiterinnen, die sich die meiste Zeit
aulRerhalb der Kolonie aufhalten, weisen mehr Bakterienbewuchs auf als die sich
hauptsachlich bei dem Pilzgarten befindlichen Minima-Arbeiterinnen. Dadurch wird
die Wahrscheinlichkeit verringert, dass von aul3erhalb schadliche Mirkroorganismen
eingetragen werden und die Konzentration an Antibiotika wird in der Nahe des
Pilzgartens gering gehalten.

Als polyphage Generalisten der Neotropen nehmen die BSA aus 6kologischer und
O0konomischer Sicht eine wichtige Rolle ein, weswegen die Untersuchung und das
Verstehen ihrer Nahrungspréaferenzen von hoher Relevanz sind (Fowler, et al.,
1989). Die Auswahl der Nahrung wird durch sogenannte ,Kundschafterameisen®
vorgenommen, die aus allen Kasten stammen konnen. An potentiellen
Nahrungspflanzen fuhren die Kundschafterinnen Probeschnitte durch, die ihnen
chemische Informationen tber den Zustand und die Qualitat der Pflanze liefern. Im
Nahbereich erfolgt die Information anderer furagierender Arbeiterinnen mit Hilfe von
Stridulationssignalen (Markl, 1965; Roces & Nunez, 1993). Uber Distanzen von bis
zu 250 Metern (Wirth, et al., 2003) erfolgt die Informationsweiterleitung tber eine
Pheromonspur. Die Spur reicht von der neuen Nahrungsquelle bis hin zum Nest und
enthalt Informationen Uber die Futterqualitat (Jaffe & Howse, 1979; Roces &
Holldobler, 1994). Eine weitere Methode des Informationsaustausches stellt die
Trophallaxis dar (Holldobler & Wilson, 1990), die ein sozialer Nahrungsaustausch
Uber den Kropf der Ameisen ist. Nach der erfolgreichen Informationsweiterleitung

erfolgt eine Massenrekrutierung der Arbeiterinnen zu der neuen Futterstelle. Dabei
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versuchen die BSA, den kurzesten und effektivsten Weg zu ihrem Futter zu wahlen.
Diese Auswahl wird durch die Intensitat der Pheromonspur beeinflusst, da aufgrund
der hoheren Anzahl an eintragenden Individuen pro Zeit die Pheromonspur auf
kirzeren Wegen starker ausgebildet ist. Auf langeren Wegen nimmt die Intensitat ab
und der Weg verliert an Attraktivitat (Jaffe & Howse, 1979).

Die Auswahl der Nahrungsquelle und die diese beeinflussenden Faktoren bietet
Platz fur ein viel diskutiertes Untersuchungsfeld, da eine Bevorzugung bestimmter
Pflanzen festgestellt werden konnte (Fowler, et al., 1989; Meyer, 2008; Correa, et al.,
2009). Allgemein zeigte sich, dass die furagierenden BSA bei der Auswahl ihrer
Nahrungspflanzen hochst selektiv vorgehen. Neben dem unvollstdndigen Abernten
eines Baumes konnte auf3erdem festgestellt werden, dass weiter vom Nest entfernte
Pflanzen bevorzugt wurden, obwohl die gleichen Arten mit scheinbar gleicher
Qualitat auch naher am Nest vorhanden waren (Cherrett, 1983; Rockwood &
Hubbell, 1987). Bei der Untersuchung der physiologischen Blattinhaltsstoffe, dem
Né&hrstoffgehalt und dem chemischen Abwehrverhalten der Pflanzen zeigte sich ein
interessantes Ernteverhalten der BSA. Beispielsweise hatte die Blattharte einen
Einfluss auf das Furagierverhalten von Atta cephalotes (Nichols-Orians & Schulz,
1989). Meyer et al. (2006) stellten fest, dass der Wassergehalt in den Blattern eine
Rolle in der Selektion der Nahrungspflanzen spielt. Von Kolonie zu Kolonie
unterschiedliche Faktoren, wie etwa ein abweichender Ernédhungszustand oder ein
koloniespezifisches ,erlerntes“ Furagierverhalten, haben auch Einfluss auf die
Nahrungswabhl. Littledyke und Cherrett (1975) wiesen darauf hin, dass aktivere und
ausgehungerte Kolonien eine geringere Selektivitat zeigten. Weitere Aspekte in
Bezug auf die Nahrungsselektion und die Préaferenzen gegeniber bestimmten

Pflanzen werden in dem folgenden Abschnitt (Kap. 1.4) erlautert.
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1.4 Auswirkungen pflanzlicher Abwehr auf den Mutualismus von

Blattschneiderameisen und ihrem Pilz
Die in Kapitel 1.3 aufgezeigten Muster des im Freiland beobachteten

Furagierverhaltens der BSA stehen im Widerspruch zur ,optimal foraging theory”
(Theorie des optimalen Nahrungserwerbs; Pyke, et al., 1977). Diese Theorie besagt,
dass die aufgewendete Energie mit der Entfernung zur Kolonie linear zunimmt. Somit
mussten die BSA den nachstgelegenen, verwertbaren Baum komplett entlauben, um
die Bilanz zwischen minimierten Energieaufwand fur Nahrungssuche und —erwerb,
und gréRtmaoglicher Energieausbeute positiv zu halten. Erst danach sollte die Attrak-
tivitat weiter entfernter Nahrungspflanzen zunehmen. Aus diesem Grund schlug
Cherett die sogenannte ,resource conservation hypothesis“ (Hypothese der Erhal-
tung von Ressourcen) vor. Der Autor geht bei dieser Hypothese davon aus, dass die
BSA die ihnen zur Verfigung stehenden Nahrungsressourcen im Verlauf der Le-
bensspanne der Kolonie schitzen. Dafur kénnte sich ein ressourcenschonender
Nahrungserwerb als eine evolutionare Anpassung an die Langlebigkeit (Uber 10 Jah-
re) und Sessilitat der Kolonien entwickelt haben. Howard (1991) entwickelte eine wei-
tere Theorie, die ,nutrient balance hypothesis* (Hypothese der ausgeglichenen Nahr-
stoffe). Howards Hypothese spricht den BSA und ihrem undkonomischem
Furagierverhalten eine Optimierung der Versorgung des symbiotischen Pilzes zu. Die
Mischung verschiedener Blatter von verschiedenen Nahrungsquellen wirde somit
einen bessere Nahrstoffversorgung garantieren. Beide Hypothesen kénnen bisher
nicht durch stichhaltige Studien gestitzt werden. Der zugrunde liegende Mechanis-
mus bedurfte noch einiger Klarung, z.B. warum die furagierenden Arbeiterinnen ent-
scheiden, eine zuvor als qualitativ hochwertig erachtete Nahrungsquelle aufzugeben,
um sich erneut der energieaufwendigen Nahrungssuche zu zuwenden.

Weiterfiuhrende Studien zum Furagierverhalten stellen fest, dass vor allem die
Sekundarmetabolite fur die Diskriminierung von Pflanzenarten verantwortlich sind
(Howard, 1988a). Farij-Brener (2001) konnte nachweisen, dass die BSA Pio-
nierpflanzen bevorzugen, die an Waldrandern und in gestérten Waldgebieten wach-
sen. Laut Coley et al. (1985) besitzen die Pionierpflanzen weniger Abwehrstoffe und
investieren ihre aus den Ressourcen gewonnene Energie vorzugsweise in ihr
Wachstum. Innerhalb eines Pflanzenindividuums selektieren die BSA zwischen mehr
oder weniger attraktivem Pflanzenmaterial. Cherrett (1972) konnte zeigen, dass fura-

gierende Atta cephalotes junge Blatter von Citrusbaumen gegeniber alten praferie-
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ren. Diese Bevorzugung kann primar durch die physikalischen Eigenschaften der
Blatter in Bezug auf Starke und Dicke hin erklart werden. Sekundar weisen altere
Blatter eine hohere Menge von Abwehrstoffen auf. Insgesamt ernteten A. colombica
Arbeiterinnen bei nur 27 von 86 verfugbaren Pflanzenarten die voll entwickelten Blat-
ter, wogegen sie die juvenilen Blatter von 43 Arten eintrugen (Rockwood, 1976). Zu-
satzlich kann festgehalten werden, dass innerhalb einer Baumkrone Unterschiede in
den enthaltenen Mengen an Tanninen, Proteinen und Wasser der Blatter bestehen
(Howard, 1990). Die Akzeptanz der BSA scheint mal3geblich von diesen Faktoren
abhangig zu sein. Barrer und Cherrett (1972) konnten weiterhin nachweisen, dass
Blattwundréander einen attraktiveren Ansatzpunkt fir einen Schnitt durch die furagie-
renden Arbeiterinnen bieten als ein intakter Blattrand. In friheren Arbeiten ergaben
sich Hinweise darauf, dass die Herbivorie von BSA keine Verdnderungen der
Blattinhaltsstoffe hervorrufen (Howard, 1990; Vasconcelos, 1997). Dagegen konnte
Aigner (2007) nach einmaligen Schneiden von BSA-Arbeiterinnen die Induktion von
Duftstoffen bei Limabohnen feststellen, die wohl eine repellente Wirkung auf die BSA
haben. Dies wird auch dadurch belegt, dass die BSA nach einer gewissen Zeit das
Nahrungssubstrat nicht mehr akzeptieren. Ausschlaggebend fir eine solch
verzogerte Ablehnung (,delayed rejection®) konnte eine schadigende Wirkung des
Substrates gegenuber dem Pilz sein, denn North et al. (1999) zeigten den Einfluss
des Pilzes auf die Entscheidungen der furagierenden Arbeiterinnen. Ebenso konnte
Tremmel (2008) mit dem Limabohnen-A. colombica-System eine delayed rejection
nachweisen. Zuvor zeigten die furagierenden Arbeiterinnen keinerlei Praferenz oder
Ablehnung gegenidber den angebotenen P. lunatus Individuen auf. Nach
andauernder Herbivorie und steigender Duftstoffkonzentration stellte sich eine
Diskriminierung der Arbeiterinnen ein, was sich durch einen geringen Eintrag an
Blattmasse abzeichnete. Herz et al. (2008) konnten bei mit Cycloheximid infiltrierten
Blattstlicken eine repellente Wirkung nach neun Stunden nachweisen. Cycloheximid
ist ein fur die BSA nicht detektierbares Pilztoxin. Den unterschiedlichsten Blattin-
haltsstoffen konnten repellente Auswirkungen gegeniiber BSA nachgewiesen wer-
den. Das Terpenoid Caryophyllen-Epoxid hatte eine dosisabhangige repellente Wir-
kung auf die furagierenden Arbeiterinnen (Howard, et al., 1989). Dabei konnten kei-
nerlei toxische Wirkungen des Terpenoids auf die BSA, aber dafiur inhibierende auf

das Pilzwachstum nachgewiesen werden (Howard, 1988a). Chen et al. (1984)
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wiesen nach, dass BSA gegenuber Ocimen ein diskriminierndes Furagierverhalten
zeigen. Die in der Umgebung der BSA-Nester wachsenden B&aume enthalten
unterschiedliche Terpenoiden (trans-B-Ocimen, a-Pinen, B-Caryophyllen, a-Cubenin,
a-Copaen, Germacren D und Humelen; Urbas, 2004), wogegen die Hauptbiomasse
an eingetragenem Pflanzenmaterial keinerlei Gehalt an Terpenoiden beinhaltet.

Die bei den Untersuchungen von Herz et al. (2008) auftretende Ablehnung dauerte
zwei bis drei Wochen lang an. Auch bei Ridley et al. (1996) erwies sich die
Ablehnung als eine wochenlang aufrechterhaltende Reaktion der BSA. Sogar ein
Langzeit-Lerneffekt bei Kundschaftern und Arbeiterinnen gegeniber schadigenden
Substanzen Uber zwei bis drei Monate konnte gezeigt werden (Saverschek, et al.,
2010).

Beruhend auf den bisherigen Beobachtungen wurde die als ,induced-defence
hypothesis“ (induzierte Abwehr Hypothese) bezeichnete Theorie erstellt (Kost, et al.,
2011). Diese Hypothese fasst zusammen, dass die induzierten Abwehrreaktionen in
der Pflanze einen Einfluss auf den Herbivoren austiben. Wenn die Abwehr der
Pflanzen durch die Schneideaktivitat der BSA induziert wird, ensteht ein regelrechtes
dynamisches Mosaik von Pflanzenarten mit unterschiedlichen Induktionsstufen
innerhalb des Furagierbereiches der BSA. Somit kdnnten auch die beobachteten
Verhaltensmuster der BSA-Arbeiterinnen beim Furagieren erklart werden.

Inwiefern diese Hypothese Anwendung auf die Kommunikation zwischen dem Pilz

und den BSA findet, ist bisher noch ungeklart.

17



Einleitung

1.5 Ziele, Hypothesen und Design der Arbeit
Die direkte Auswirkung der pflanzlichen Abwehr auf das mutualistische Geflige von

BSA und ihrem Pilz ist bisher ungeklart. Bei den Untersuchungen von Tremmel
(2008) erfolgte keine Trennung von Pilz und BSA. Die BSA-Arbeiterinnen trugen die
behandelten Blattfragmente ein, wodurch der Pilzgarten gegeniber den HIPVs der
Limabohne nicht mehr ,naiv® war. Der ,HIPV-erfahrene® Pilz informierte wohl nach
einer gewissen Zeit die Minima-Arbeiterinnen mit Hilfe von chemischen Signalen. Die
Minima-Arbeiterinnen Ubertrugen die Informationen weiter an die anderen Arbeiterin-
nen und Soldaten. Bisher ist mit Sicherheit bekannt, dass die kleinen Arbeiterinnen
eine wichtige Rolle in der Informationsweiterleitung einnehmen (North & Jackson,
1999). Nach der erfolgreichen Information tber die wohl schadigende Wirkung der
HIPVs der Limabohne auf den Pilzgarten lehnten die furagierenden Arbeiterinnen die
angebotenen Limabohnen ab, die eine hohe Konzentration an Duftstoffen beinhalte-
ten. Ungeklart bleibt bei diesem Versuchsaufbau, ob die ,HIPV-naiven* Arbeiterinnen
von selbst die Duftstoff emittierenden Limabohnen meiden wirden.

Diese Frage wurde in den Untersuchungen von Stephan (2010) aufgegriffen. Daftr
wurden die Reaktionen auf HIPVs der Limabohnen der beiden Symbionten getrennt
voneinander aufgenommen. In einem sogenannten Olfaktometerversuch, der sich
hauptséachlich auf die Wahrnehmung von Geriichen bezieht, wurden die Reaktionen
der ,HIPV-naiven“ BSA-Arbeiterinnen getestet. Die Arbeiterinnen zeigten kein
repellentes oder bevorzugendes Verhalten gegeniber der mit HIPV-versetzten Lano-
lin-Paste bzw. dem puren Lanolin, das als Kontrolle fungierte. Der symbiontische Pilz
wurde auf zwei unterschiedlichen Medien geziichtet, wobei der Pilz nur schlecht
wuchs und eine hohe Kontaminationsrate auftrat. Bei der Applikation von HIPVs di-
rekt in die Medien zeigten sich bei einer Konzentration von 100 pg des vollstéandigen
HIPV-Spektrums der Limabohne inhibierende Einflisse auf das Pilzwachstum. Ab
1000 ug konnten fungizide Effekte verzeichnet werden.

Aus diesen Untersuchungen ergaben sich die in dieser Arbeit behandelten Fragen

und Hypothesen:

1. Frage: Zeigen ,HIPV-naive“ A. colmbica Arbeiterinnen mit ,HIPV-naivem* Pilzgar-
ten eine Préaferenz oder Ablehnung gegeniber angebotenen induzierten und un-

behandelten Limabohnen-Individuen?
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1. Hypothese: Naive A. colombica Arbeiterinnen mit HIPV-unerfahrenem Pilz diskri-

minieren keine induzierten Pflanzen.

Motivation und Begriindung:

Die beobachtete ,delayed rejection® bei Tremmel (2008) wund die
Olfaktometerversuche von Stephan (2010) weisen darauf hin, dass eine Kommunika-
tion zwischen Pilz und BSA stattfinden muss, um eine ablehnende Reaktion der BSA
gegentuber induzierten Limabohnen detektieren zu kdnnen. Dies soll nun abschlie-
Rend im mutualistischen Kontext ohne die Trennung der Arbeiterinnen von ihrem Pilz
Uberpruft werden.

Entgegengesetzt zu der induced-defence hypothesis konnte bei anderen Herbivoren-
Pflanzen-Systemen eine Bevorzugung von Duftstoff-emittierenden Pflanzen beo-
bachtet werden (Dicke, 1986; Dicke & Van Loon, 2000; Horiuchi, et al., 2003 a). So-
mit hatten die Duftstoffe in diesen Féllen eine Wirkung als Herbivoren anlockende
Kairomone. Ob diese Aussage auf das Limabohnen-A. colombica-System zutrifft,
solange BSA und Pilz naiv bleiben, bedarf ebenfalls der Klarung in dieser Studie.

In dem hier durchgefiihrten Versuch 1 werden zwei HIPV-naive Atta colombica Kolo-
nien verwendet. Die Induzierung der Phaseolus lunatus erfolgt mit Jasmonat, wie
schon Heil (2004 a, b) seine Versuchspflanzen induzierte. Die Bereitwilligkeit fir das
Furagieren von P. lunatus durch A. colombica konnte in den Studien von Aigner
(2007) und Tremmel (2008) ohne grofRe Einschréankungen gezeigt werden, obwohl
bisher in der Natur eine Interaktion der Herbivorie zwischen den beiden Organismen
nicht beobachtet werden konnte. Die Naivitat des Pilzes wurde bei diesem Versuch
gewahrt, damit keine ungewollte Kommunikation zwischen den Symbionten stattfin-

den kann.

2. Frage: Haben die HIPVs von P. lunatus eine inhibierende Wirkung auf den Pilzgar-

ten in situ und im 6kologischen Kontext mit den BSA?

2. Hypothese: Die fungizide Wirkung der HIPVs hemmt den Pilzgarten im Wachstum.
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Einleitung

Motivation und Begriindung:

Die ex situ Beobachtungen zeigten eine inhibierende bis hin zu einer fungiziden Wir-
kung der HIPVs auf den symbiontischen Pilz (Stephan, 2010). Durch das schlechte
Wachstum des Pilzes auf den Medien und der hohen aufgetretenen Kontaminations-
rate kann aber nicht davon ausgegangen werden, dass nicht andere Faktoren die
inhibierenden Effekte verstarkt oder auch ausgeldst haben. Andere Faktoren kdnnten
beispielsweise die fehlende Pflege durch die Minima-Arbeiterinnen, das verénderte
Wachstumsmilieu oder die umgestellte Nahrstoffversorgung des Pilzes sein. Um die-
se Faktoren ausschlieRen zu kdnnen, werden in Versuch 2 dieser Untersuchung
Subkolonien erstellt, die den natturlichen Bedingungen innerhalb einer vitalen BSA-
Kolonie nachempfunden sein sollen. Nach einer Etablierungsphase dieser Subkolo-
nien soll eine Behandlung der Pilzgarten mit HPV-versetzter Lanolin-Paste (Kost &
Heil, 2006) erfolgen.

3. Frage: Ist die Duftstoffzusammensetzung der verwendeten HIPV-Lanolin-Paste
innerhalb der Subkolonien vergleichbar mit der nattrlichen Emission von induzierten

P. lunatus-Blattfragmenten?

3. Hypothese: Die Zusammensetzung der Duftstoffe von HIPV-Paste und induzierten

Blattfragmenten von P. lunatus unterscheiden sich nicht.

Motivation und Begriindung:

Bisher wurde nur die Emission JA-induzierter und natdrlich induzierter Limabohnen
miteinander verglichen (Heill, 2004 a, b). Die angewendete
Duftstoffzusammensetzung fir die Lanolin-Paste in den Untersuchungen von
Stephan (2010) wurde dem naturlichen HIPV-Spektrum einer Limabohne nach 24
Stunden Herbivorie nachempfunden (Kost & Heil, 2006). Aber das genaue
Emissionspektrum der mit HIPVs von P. lunatus versetzten Lanolin-Paste wurde
bisher nicht untersucht. Zusatzlich ist die Konzentration an Duftstoffen in einem
bestimmten Luftvolumen von Interesse fur den Versuch 2, um etwa die Menge der

HIPVs bestimmen zu kdnnen, die den Pilzgarten wirklich beeinflussen.
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Einleitung

Darum wurde in Versuch 3 der von Tremmel (2008) angewendete Versuchaufbau fur
die Messung der Duftemissionen von geschnitten Limabohnen, soweit modifiziert,
dass die Messungen in einem festgelegten Luftvolumen stattfanden. Dieses Volumen
soll der Luftmenge innerhalb der Subkolonien entsprechen. In diesem abgednderten
Versuchsaufbau werden die Duftstoffzusammensetzungen der HIPV-Lanolin-Paste
und die induzierter Blattfragmente von P. lunatus aufgenommen und miteinander

verglichen.
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Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Protagonist Atta colombica: Haltung der Laborkolonien

Die beiden verwendeten Versuchskolonien mit der Bezeichnung ,1“ und ,2“ der
Blattschneiderameisenart Atta colombica stammten urspriinglich aus Panama
(Gamboa, in der Nahe von BCI) und wurden im Oktober 2002 als junge Kolonien
eingesammelt. Dabei bestanden die ausgegrabenen Kolonien aus einer Konigin, ei-
nem Teil des Pilzgartens und einigen Arbeiterinnen. Von dem Zeitpunkt ihrer Ber-
gung an wurden sie in einem Plastikboxensystem gehalten, wobei die einzelnen Bo-
xen Uber PVC-Schlauche verbunden sind (Abb. 3). Das Boxensystem bestand aus
einer Futterbox, mindestens einer Box fir den Anbau des Pilzgartens und einer Ab-
fallbox. Die Anzahl der Boxen fur den Anbau des Pilzgartens wurde meist variabel
gehalten, um eine vitale anbauende Kolonie nicht einzuschranken. Als Fullmaterial
der Boxen diente feuchter Blahton (Lecaton, Lamstedt), um die Lebensbedingungen
im feuchten Erdreich nachzustellen. Die Boxensysteme der Kolonien wurden im
Normalfall bei ca. 25°C und einer Luftfeuchtigkeit von 55% in einem klimatisierten
Raum des Tierhauses der TU Kaiserslautern gehalten. Aufgrund von Umbaumal3-
nahmen des Tierhauses waren die BSA-Kolonien wahrend der gesamten Versuchs-
zeit in einem Brutraum der Mikrobiologie untergebracht.

Die Boxen, die den angebauten Pilzgarten und den Abfall beinhalteten, wurden mit
Zeitungen abgedeckt. Damit sollte ein direkter Lichteinfall vermieden werden, um die
normalerweise unterirdisch lebende Kolonie zu schitzen. Die Futterbox bendétigte
keine Abdeckung, da sich die BSA in der freien Natur an der Oberflache auf Futter-
suche begeben. Die Futterung der BSA erfolgte zweimal taglich und die Bedarfs-
menge an Futter richtete sich nach dem Zustand der Kolonie und der Aktivitat ihres
Furagierverhaltens. Als Futtermaterial dienten Brombeerblatter (Rubus fructicosa,
Rosaceae), die von den BSA uneingeschrankt akzeptiert wurden. Die Abfallboxen
wurden je nach Bedarf ca. alle zwei Wochen gesaubert.

Fur den Versuch 1 wurden die beiden Kolonien direkt als Versuchsobjekte verwen-
det. Um den vitalen Zustand der beiden Kolonien nicht zu riskieren und die Anzahl an
Replikationen zu erhéhen, wurden fir Versuch 2 Subkolonien von den beiden Kolo-
nien etabliert. Die Subkolonien gelten nach der Abtrennung von ihren Mutterkolonien

und ihrer Konigin als eigenstandige Kolonien (Herz, et al., 2008). Durch das Fehlen
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einer Konigin und dem von ihr gezeugten Nachwuchs sind die autarken Subkolonien
nicht dauerhaft iberlebensfahig.

Abb. 3 Boxensystem zur Haltung von Laborkolonien der Art Atta colombica

Das System besteht aus einer sogenannten Futterbox (1), vier Boxen, in denen der Pilz von den BSA
kultiviert wird (2), und einer Abfallbox (3). Die Boxen werden Uber durchsichtige Plastikschlauche mit
einander verbunden. Die Kolonie wird auf einem Holztableau und abgedeckt gelagert. Diese Haltung
und der Aufbau sollen dem natirlichen System in den neotropischen Waldern entsprechen.
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2.2 Protagonist Phaseolus lunatus: Kultivierung
Die Limabohne (Phaseolus lunatus) kann leicht in gro3en Mengen kultiviert werden.

Sie wurde, wie eingangs dargestellt, in vielen Untersuchungen und Studien verwen-
det und ihre Abwehrreaktionen sind gut erforscht (z.B. Heil, 2004 b). Die ausltsbare
Induktion der Abwehrmechanismen durch JA stellt einen weiteren Vorteil fur die
Verwendung dieser Versuchspflanze fir die vorliegende Arbeit dar.

Die verwendeten P. lunatus Individuen wurden im Versuchsgewachshaus der TU
Kaiserslautern gezogen. Dabei stammten die zur Aufzucht verwendeten Samen vom
Max-Planck-Institut fiir Chemische Okologie in Jena. Dem tropischen Tagesrhythmus
entsprechend konnten sie bei einer zwolfstindigen Hell-Dunkelphase von 7 bis 19
Uhr gedeihen. Die Durchschnittstemperatur in der Nacht betrug ca. 20°C. Durch die
zusatzlich warmende Beleuchtung konnten tagstber Durchschnittstemperaturen von
bis zu 25°C erreicht werden (Pennther-Hager, pertnliche Mitteilung). Fur die
Versuche wurden mindestens vier Wochen alte Testpflanzen verwendet, die im
Durchschnitt acht Blatter trugen. Die &ltesten verwendeten Individuen wiesen ca.
zwanzig Blatter auf, besalen aber noch keine Blutenstande. Bei der Auswahl der
Testpflanzen wurde darauf geachtet, dass sie keinen Befall durch Schadlinge oder
verletzte Blatter aufwiesen. Die Induzierung der Abwehr durch die Behandlung mit JA
erfolgte in einem ca. 20 m entfernten angrenzenden Raum des Gewachshauses.
Dadurch sollte eine ungewollte Induktion der anderen Versuchspflanzen Uber die
Gasphase, vor allem bei der als Kontrolle bestimmten Testpflanze, vermieden
werden (Kost & Heil, 2006). Die nachsten 24 Stunden wurden die behandelte und die
Kontrollpflanze voneinander getrennt aufbewahrt. Erst kurz vor dem Versuch wurden
die beiden Limabohnen nebeneinander gestellt und den furagierenden BSA
angeboten.

Die fur die Duftmessungen (Versuch 3) induzierten Limabohnen wurden ebenfalls 24
Stunden entfernt von den anderen Testpflanzen aufbewahrt, bevor ihre Blatter fiir die

Messungen verwendet wurden.
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2.3 Versuch 1: Praferenztests zur Nahrungswahl naiver BSA-

Kolonien gegentber HIPV-induzierten Limabohnen
Mit diesen Bioessays (Nahrungspraferenztests) sollte die Hypothese uberprift wer-

den, dass naive BSA-Kolonien weder die Kontrollpflanze noch die behandelte Test-
pflanze diskriminieren oder bevorzugen. Zusatzlich wurde angestrebt, dass die Kolo-
nien im Gegensatz zu den Untersuchungen von Tremmel (2008) weiterhin naiv blei-
ben. Die Naivitat des Pilzgartens musste gewahrt werden, damit keine Informationen
des Pilzes auf die BSA-Arbeiterinnen Ubertragen werden konnten. Um die Kolonie
als HIPV-unerfahren zu erhalten, kam aufgrund des spezifischen Furagierverhaltens
von A. colombica Arbeiterinnen nur ein manuelles Einsammeln der Blattfragmente in
Frage.

Die verwendeten Versuchspflanzen P. lunatus besal3en mindestens acht Blatter und
ein Maximum von ca. zwanzig Blattern. Bei jedem Test wurde darauf geachtet, dass
die Kontrollpflanze und die behandelte Pflanze anndhernd die gleiche Menge an

Blattern trugen.

2.3.1 Aufbau und Durchfihrung
Der Versuchsaufbau orientierte sich weitgehen an der Studie von Tremmel (2008).

Die Versuchspflanzen wurden ca. 24 Stunden vor Versuchsbeginn behandelt. Dabei
wurden die Blatter der Kontrollpflanze vollstandig mit destilliertem Wasser besprinht.
Die Blatter der zu behandelnden Pflanze wurden mit einer ein-molaren Mischung aus
Jasmonsaure benetzt. Es wurde darauf geachtet, dass die Haltungsbedingungen an
beiden Stellplatzen der Kontroll- und behandelten Pflanze vergleichbar waren.

Eine der beiden naiven Laborkolonien (Atta colombica 1 oder 2) wurde ca. 24 Stun-
den vor dem Versuch nicht mehr geflttert, damit die Arbeiterinnen mdoglichst forciert
furagieren wirden. Zwischen den Préferenztests wurde mindestens ein Tag pausiert,
um ein moglichst unbeeinflusstes Furagierverhalten der Kolonie pro Replikation zu
erhalten.

Vor und nach dem Versuch wurden die Bléatter der beiden Limabohnen bei den ers-
ten beiden Versuchsdurchgéngen konturiert, wobei die Blatter einzeln auf ein Blatt
Papier gelegt und ihre Umrisse mit einem Stift nachgefahren wurden. AnschlieRend
wurden die ausgeschnitten Schablonen der Blattumrisse mit einem Blattflachen-

messgerat (LI-3100, Li-Cor, Nebraska, USA) gemessen. Aufgrund eines erhohten
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Verletzungsrisikos der Blattrander durch die Konturierung wurden bei den weiteren
Versuchsdurchgangen die Blatter mit einem Mal3stab abfotografiert (Kamera: Canon
Powershot G6; 7.1 Megapixel; Auflésung: 3072 x 2304, 180 dpi). Dafur wurden die
Blatter vorsichtig zwischen zuvor mit destilliertem Wasser gereinigten Klarsichtfolien
gelegt. Die Auswertung der Blattflachen erfolgte spater mit dem Bildbearbeitungs-
programm ImageJ (Opensource-Programm, entwickelt von Wayne Rasband,
Bethesda, Maryland, USA). Nach den Aufnahmen und vor dem Versuch wurden die
beiden Limabohnen abgewaschen, um mdgliche Uberreste der Jasmonsaure auf der
Blattoberflache der Versuchspflanze zu entfernen und eine gleichmallige Behand-
lung der Kontrollpflanze zu gewéhren (Stephan, 2010). Die beiden Pflanzen wurden
anschlieend in der Versuchsarena aus Plexiglas (60 x 60cm grof3) den BSA ange-
boten (Abb. 4). Die offenen Rander
der Versuchsarena wurden mit Pa-
raffindl prapariert, um ein mogliches
Entkommen der BSA zu verhindern.
Das Ol verhinderte die Haftung der
Ameisenbeine an der Plexiglas-
Oberflache. Als weiterer Unterschied
zu Tremmel (2008) wurde eine Plas-
tikbox mit einem Zugang zur Arena
und einem zu der Kolonie eingebun-
den. Die offenen Rander der zwi-

schengeschalteten Box wurden wie

_ _ die Réander der Versuchsarena mit
Abb. 4 Versuchsarena mit furagierenden Blatt-

schneiderameisen Paraffindl prapariert. Diese Box bot
Die Versuchspflanzen wurden in die Plexiglas Arena ) o ) ) )
gestellt und diese entsprechend abgedichtet. Zusatz- die  Moglichkeit, die geschnittenen
lich ist hier ein aktives Furagierverhalten der BSA zu .
erkennen. Blattfragmente den tragenden Arbei-
terinnen vorsichtig mit Hilfe zweier
Federstahlpinzetten wegzunehmen.
Wenn ca. 20% der Blattflache, mindestens jedoch 10% bei gréReren Limabohnen,
einer Versuchspflanze geschnitten waren (visuelle Einschatzung), wurde der Ver-
such als erfolgreich gewertet und beendet. Als ungultig wurde der Test gewertet,

wenn auch nach drei bis vier Stunden weniger als 10% der Blattflache geschnitten
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worden war. Insgesamt wurde Laborkolonie 1 achtmal und Kolonie 2 siebenmal er-
folgreich getestet. Als Mal3 fur die Praferenz der Ameisen wurde der Mittlere Akzep-
tanzindex (MAI; MAI = T/(K+T); T = geschnittene Flache von Testpflanze; K = ge-
schnittene Flache der Kontrollpflanze) bestimmt (Tremmel, 2008).
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2.4 Versuch 2: Wirkung von Herbivorie induzierten Pflanzenvolati-

len auf das Wachstum von Pilzgérten in situ
In der Arbeit von Stephan (2010) wurden die Auswirkungen von HIPVs auf das

Wachstum des symbiotischen Pilzes bei direkter Applikation in das Kultivierungsme-
dium getestet. Dabei konnte eine wachstumsinhibierende Wirkung ab 100 pg der
vollstandigen HIPVs festgestellt werden. Die Auswirkungen auf den symbiotischen
Organismus BSA-Pilz konnten auf diese Weise nicht fest gestellt werden. Um Aus-
wirkungen auf den Mutualismus zwischen den BSA und ihrem Pilzgarten detektieren
zu konnen, wurde der folgende Versuchsaufbau entwickelt. Fur diesen Zweck wur-
den naive Subkolonien etabliert (Kapitel 2.4.1), um die Anzahl an méglichen Replika-
tionen zu erhéhen und die Vitalitat, wie auch die Naivitat gegentber HIPVs der Mut-
terkolonien nicht zu schadigen. Wahrend der Versuchszeit besal? Kolonie 1 drei Pilz-
boxen und Kolonie 2 zwei Pilzboxen.

In Vorversuchen wurde getestet, wie die HIPVs erfolgreich in die Subkolonien einge-
bracht werden konnten. Dafur wurde die HIPV-versetzte Paste aus den Untersu-
chungen von Kost und Heil (2006) verwendet. Aufgrund der Fluchtigkeit der Duftstof-
fe wurde beschlossen, die Paste unter den Pilzgarten einzubringen. Gleichzeitig soll-
te gewahrleistet werden, dass die aufsteigenden HIPVs den Pilzgarten gleichmaliig
beeinflussen. Um diesen Bedingungen zu entsprechen, wurden mit HIPV-Paste ver-
sehene Duftstofftrager unter den Pilzgarten eingebracht (Kapitel 2.4.2). Zusatzlich
sollten die Wachstumsanderungen fotografisch und gravimetrisch gemessen wer-
den. Somit wurde nach einem fiir die BSA akzeptablen und flexiblen Trager fir den
Pilzgarten gesucht. Dies fuhrte nach der Beachtung der weiteren Faktoren, wie dem
Tragermaterial und der Feuchtigkeitsversorgung, zu der folgenden Vorgehensweise

bei der Etablierung der Subkolonien und der Versuchsdurchfiihrung.
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2.4.1 Etablierung von Subkolonien
Fiur die Foramicarien der Subkolo-

nien wurden, wie im Kapitel 2.1 be-
schrieben, ein Boxensystem, jedoch
mit kleineren Boxen (9 x 9 x 6 cm;
ca. 400 ml Fassungsvermégen),
zusammengestellt. Die Boxen wur-
den wiederum uber kleine Plastik-
schlauche (Durchmesser ca. 12
mm) miteinander verbunden. Die

Etablierung der Subkolonien erfolgte

grundsatzlich nach den Erlauterun-

SRR i

Abb. 5 Gittertrager fur Pilzgéarten gen in Herz et al. (2008). Um opti-
Neu entwickelter Gittereinsatz mit der Méglichkeit den ' '

Pilzgarten schonend aus den Subkolonien fur Foto- und  male Luftfeuchtigkeit in den Boxen
Gewichtsaufnahmen zu nehmen.
zu gewahrleisten, wurde das Ge-
samtvolumen des Foramicariums durch Verzicht auf die Abfallbox auf zwei Boxen
reduziert. Eine der beiden Boxen wurde als Futterbox verwendet; in die andere Box
wurde der Pilzgarten auf einem herausnehmbaren Trager eingesetzt. Die BSA-
Arbeiterinnen lagerten den Mill ohne Probleme entweder in der Futterbox oder mit
maximalem Abstand zu ihrem Pilzgarten auf dem Trager ab (Abb. 5).
In Vorversuchen wurden Gipsplatten mit Aluminiumhenkeln als Trager fur die anzu-
legenden Pilzgéarten verwendet. Aber ungewollte Gewichtsveranderungen des Gips-
tragers konnten bereits augenscheinlich erfasst werden, die auf ein Abtragen des
Gipses durch die BSA hinwiesen. Daher wurde ein speziell entwickelter Einsatz aus
zwei unterschiedlichen Edelstahimetallgittern (Maschenweite: unteres Gitter 1 x 0.5
mm, oberes Gitter 0.5 x 0.25 mm; Abb. 5) mit zwei Aluminiumdrahthenkeln (Lange:
ca. 5cm) entwickelt. Die leeren Gitterkonstruktionen wurden gewogen und anschlie-
Bend wurde der vitale Pilz aus den naiven Mutterkolonien aufgetragen.
Bei der Entnahme des Pilzes aus den Mutterkolonien wurde darauf geachtet, dass
die Konigin nicht gestort bzw. versehentlich mit dem Pilzgarten entnommen wird. Da
die Pilzgarten eine deutliche vertikale Schichtung aufweisen (Eidmann, 1932), wurde
nur die oberste, vitale Pilzschicht (ca. 6cm) verwendet. Als vital wurde das Pilzmyzel

deklariert, wenn es eine graulich-schwarze Farbung, viel Brut und frisch eingearbei-
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tete, verdaute Blattsticke aufwies (Abb. 6). Das zusammenhéngende Myzel wurde
mit einem zuvor mit Ethanol gereinigtem Essloffel aus einer der beiden Mutterkolo-
nien entnommen. Die Halfte der angesetzten Subkolonien stammt von der Mutterko-
lonie 1 und die andere Halfte von Mutterkolonie 2 ab. Um einer Kontaminationen der
Mutterkolonien oder ungewollten Mischung des entnommen Pilzmyzels und der
Ameisen zu entgehen, wurden die Subkolonien von den verschieden Mutterkolonien
nacheinander etabliert. Das entnommen Pilzmyzel wurde in einer Plastikbox
zwischengelagert. Die Arbeiterinnen und Soldatinnen wurden vor der Verteilung des
Pilzmyzels auf die Trager abgesammelt. Bei der Verteilung von Myzel und Ameisen
wurde darauf geachtet, dass jede Subkolonie in etwa die gleiche Menge von beidem
erhielt. Die Subkolonien wurden in dem gleichen klimatisierten Raum bei 25°C und
ca. 55 % Luftfeuchtigkeit gehalten wie alle anderen Laborkolonien.

Um die Subkolonien ausreichend mit Feuchtigkeit zu versorgen, wurde die Pilzgar-
tenbox mit einer Unterlage aus zugeschnittenem Filterpapier (8.5 cm x 8.5 cm), einer
Auflage von mit wassergetrankter Watte und abschlieRender Abdeckung aus Filter-
papier (5 cm x 8.5 cm) ausgestattet. Darauf wurde das Gitterkonstrukt mit dem Pilz-
garten gestellt. Der Boden der als Futterbox gewahlten Plastikbox wurde mit zuvor
gewassertem Blahton (Lecaton, Lamstedt) bedeckt. Die Etablierungszeit fur die Sub-
kolonien betrug mindestens eine Woche (Herz, et al., 2008). Die Futterung mit Rubus
fructicosa Blattern wurde nach der Ab-
trennung von den Mutterkolonien auch
fur die Subkolonien dbernommen, um
Irritationen durch eine Futterumstellung
auszuschlielBen. Die angebotene Futter-
menge wahrend der Etablierungszeit und
Versuchszeit betrug die gleiche Tages-
Die

Brombeerblatter wurden in die Futterbox

menge (ca. 1 g Frischgewicht).

gelegt und alle paar Tage nach Bedarf

der Subkolonien bei allen gleichzeitig

Abb. 6 Vitales Pilzmyzel
Die dunkel-graue Farbe des Myzels, wie auch
eingearbeitete Blattfragmente (blauer Rahmen)
und Brut (roter Rahmen) zeichnen ein frisch ge-
wachsenes Pilzmyzel aus.

aufgefullt oder gewechselt.
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2.4.2 Behandlung der Pilzgarten mit HIPV-Paste
Um die Auswirkungen der HIPVs auf den Mutualismus von BSA und ihren Pilzgarten

in situ aufnehmen zu kénnen, sollte die Behandlung der Pilzgarten mit gleichmafiger
Emission der HIPV-versetzten Paste erfolgen und mafl3gebliche Wachstumsfaktoren
aufgenommen werden. Damit die Behandlung der etablierten Pilzgarten der Subko-
lonien mit den flichtigen VOCs der P. lunatus—HIPVs erfolgreich verlaufen konnte,
wurde die folgende Methodik erstellt. Der Pilzgarten sollte Uber seine ganze Flache
gleichmaliig der Konzentration der HIPVs ausgesetzt werden. Dafur wurde unterhalb
des verwendeten Pilzgarten-Tragers die Paste gleichmafiig eingebracht, so dass die
Boxen nicht dauerhaft kontaminiert wurden und die BSA nicht die Paste innerhalb

der Subkolonie unkontrolliert verteilen konnten.

2.4.2.1 Applikation der HIPVs in den Pilzgarten
Fur das Einbringen der Duftstoffe wurden

aus Drahtgitter (Maschenweite: 1mm x 0.5
mm) vier rechteckige Trager fur die Paste
aus Lanolin mit oder ohne HIPVs geformt.
Die zwei langeren Pasten-Trager besalien
eine Hohe von ca. 8 cm und eine Breite von
2 cm. Die kdrzer geformten Gitter wiesen
eine Hohe von 6 cm und eine Breite von 2
cm auf. Die Seitenrander der vier Pasten-
Trager wurden jeweils um ca. 2 mm im

rechten Winkel verbogen, so dass ein Ab-

stand zum Boden der Pilzgartenboxen ent-

] Abb. 7 Duftstofftrager mit Paste
stand. So konnten die verwendeten Pasten Die insgesamt vier praparierten Gitter (hier

. .. . nur zwei zu sehen) wurden zwischen Pilzgar-
unterhalb der Pilzgarten-Trager exponiert tentrager und den Boden der Pilzbox gelegt.

Dabei wurden die Duftstofftrdger so ange-
ordnet, dass die flichtigen HIPVs die grof3t-

und gleichzeitig Kontakt der BSA mit der
ten.

(Abb. 7). Das Gitter wurde fur die Kontrolle

mit purem Lanolin (Wollfett, Sigma-Aldrich, www.sigmaaldrich.com) und fir die Be-

handlung mit angesetztem HIPV-versetzten Lanolin mit gleicher Menge (2 ml, 100 pl,

500 pl) prapariert.
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Die Bestandteile an VOCs der HIPV-Lanolin-Paste wurden aus vorherigen Untersu-
chungen (Kost & Heil, 2006) tbernommen. Die dafir notwendigen Duftstoffe wurden
freundlicherweise vom Max-Planck-Institut in Jena zur Verfiigung gestellt. Nach der
Untersuchung von Kost & Heil (2006) sollte mit der versetzten Paste die natirliche
HIPV-Emission einer Limabohne simuliert werden, die einer vor 24 Stunden eingetre-
tenen Herbivorie ausgesetzt war. Daflr wurde die folgende mdglichst realistische
Zusammensetzung an VOCs pro 1 pl Lanolin verwendet: 0,12 pg (R)-(-)-Linalool,
0,13 pg B-Caryophyllen, 0,19 pg Methylsalicylat, 0,26 pg (Z)-Jasmon, 0,02 ug (32)-
Hex-3-enylacetat, 0,85 ug (E,Z)-p-Ocimene (Mixtur aus (E)-lsomer (70%) und (2)-
Isomer (30%)), 0,63 pg (3E)-4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien (DMNT) und 0,9 pug
(3E,7E)-4,8,12-Trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraen (TMTT) (Kost & Heil, 2006). Die ein-
zelnen Duftstoffe wurden mit Hilfe einer Glasspritze (Hamilton Exmire Micro Syringes
ITO Corporation, Japan) und einer Feinwaage abgemessen. Sie wurden in eine 100
ml Schott-Flasche tberfuhrt, um eine Verdunstung der leicht fliichtigen Stoffe zu ver-
hindern. Von der im Vorfeld bei ca. 60°C im Trockenschrank geschmolzenen Lanolin-
Paste wurden 100 ml abgemessen und in die Schott-Flasche gegossen. Anschlie-
Rend wurde die Flasche verschlossen und geschwenkt, um eine gleichmafiige Ver-
teilung der Duftstoffe in der abkihlenden Masse zu erlangen. Um einem Entweichen
und so einer ungleichmafigen Verteilung der Duftstoffe entgegen zu wirken, wurde
die Schott-Flasche mit Parafiim (BEMIS® Company Inc., www.Trademarkia.com,
USA) abgedichtet und bei -18°C gelagert. Fir eine leichtere Dosierung des puren
Lanolins und der HIPV-versetzten Paste auf dem Duftstofftrager wurden diese kurz
angetaut und mit einem Spatel in je eine 20 ml Plastik-Spritze Gberfihrt. Die Spritzen
wurden mit Parafilm (BEMIS® Company Inc., www.Trademarkia.com, USA) abge-
dichtet und wieder eingefroren. Fir die Praparation der Duftstofftrager wurden die
Spritzen ca. 20 Minuten vorher aus dem Gefrierfach entnommen und die notwendi-
gen aufzutragenden Mengen an Paste wurden mit einer Waage bestimmt. Die Pas-
ten wurden tropfenformig aufgetragen, damit die Duftstoffe innerhalb der Subkolo-
nien nicht zu schnell entweichen und somit bis zu Uber 48 Stunden gleichmaRig ab-
gegeben wurden (personliche Absprache mit Dr. Christian Kost). Nach der Prapara-
tion wurden die Duftstofftrager einer Behandlungsart wieder im Gefrierfach in einer
Plastikbox zwischengelagert, um eine frihzeitige Diffusion der Duftstoffe zu vermei-

den. AnschlieBend wurden die nachsten Gitter als Duftstofftrager prapariert.

32



Material und Methoden

Etwa alle 48 bzw. maximal alle 72 Stunden wurden die Duftstofftrager gewechselt.
Sie wurden unter den Pilzgartentrager auf die Feuchtigkeitsversorgung gelegt, so

dass die HIPVs die grof3te mogliche Flache des Pilzgartens beeinflussen sollten.

2.4.2.2 Verwendete Volatilkonzentrationen (2 ml, 100 pl und 500 pl)
Die in der Natur auftretenden Konzentrationen an gebildeten Sekundarmetaboliten

variieren familien-, gattungs- und artspezifisch (Fraenkel, 1959). So weist z.B. die in
Siudamerika beheimatete Hymenaea courbaril eine Konzentration an Caryophyllen
von 3000 pg pro g Frischgewicht auf (Howard, et al., 1988b). Die ebenfalls in
Sudamerika vorhandenen Pflanzen Virola gardneri (952 pg pro g Frischgewicht),
Tovomita mangle (2698 pg pro g Frischgewicht) und Thyrsodium spruceanum (77 ug
pro Frischgewicht) besitzen dagegen andere Konzentrationen in ihren Blattern
(Urbas, 2004). Weiterhin stellte Urbas (2004) in V. gardneri die Konzentration von
etwa 10 pg Ocimen pro g Frischgewicht fest. Chen et al. (1984) konnten dagegen in
der sidamerikanischen Astronium graveolens fur Ocimen einen Wert von 120 ug pro
g Frischgewicht nachweisen. Ansonsten ist nur noch bekannt, dass das Verhaltnis
von Caryophyllen zu Ocimen zu Linalool etwa 59 zu 3 zu 1 in Pinus caribaea betragt
(Barnola, et al., 1994).

Somit musste sich die eingesetzte Menge an Duftstoffen nach diesen Angaben rich-
ten und konnte in einem Rahmen von 10 ug bis zu 3000 ug liegen. Bei dem ersten
experimentellen Durchgang wurde eine hohe natirliche Dosierung von 2 ml (ent-
spricht ca. 2000 pg) der vollstandigen HIPV-Mischung von P. lunatus gewahlt. Auf-
grund des unbekannten Diffusionsverhéltnisses innerhalb der Subkolonien wurde
diese hohe Menge getestet. In dem zweiten Versuchsdurchgang wurde die Menge
an eher geringe nattrlich vorkommende Verhaltnisse angepasst und auf 100 pl redu-
ziert. In einem weiteren Versuchsansatz wurde eine mittlere Konzentration von 500
pul gewahlt, die auch eine eher mittlere Konzentration an natirlich vorkommenden
VOCs darstellt.

2.4.2.3 Experimentelle Aufnahmen
Insgesamt wurde mit den drei gewahlten Konzentrationen (2 ml, 100 pl, 500 pl) je-

weils ein Versuchsdurchgang durchgefihrt (Tab. 1). Wahrend der Versuchszeit wur-
den das Wachstum des Pilzgartens (Oberflache und Gewicht) und zusatzliche Vitali-
tatsaufnahmen (Anzahl toter Arbeiterinnen) bei jedem Wechsel der Duftstofftrager

aufgenommen. Vor einer Wachstumsmessung des Pilzgartens wurden alle erkenn-
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baren Arbeiterinnen und Soldatinnen vorsichtig mit einer Federstahlpinzette
abgesammelt. Sie wurden in eine mit Paraffindl praparierten grof3eren Plastikbox
zwischengelagert und nach allen Aufnahmen wieder auf ihren Pilzgarten gesetzt.
Frischer Pilz, der eventuell in der Futterbox angebaut wurde, wurde auf die Gitter-
konstruktion vorsichtig tberfihrt. Um ein Mal3 fur das Flachenwachstum des Pilzgar-
tens zu erhalten, wurden alle fiinf Oberflachen fotografiert. Diese Flachen bestanden
aus der Aufsicht und den vier Seitenflachen. Die Bilder wurden spater mit ImageJ
(Opensource-Programm, entwickelt von Wayne Rasband, Bethesda, Maryland, USA)
ausgewertet und alle funf Flachen aufaddiert. Der angefallene Abfall, bestehend aus
abgetragenem Pilz- und Blattmaterial und toten Arbeiterinnen, wurde von dem Tréger
abgesammelt und verworfen. AbschlielBend wurde der Pilzgarten mit Trager gewo-
gen.

Vor dem ersten Versuchsdurchgang mit 2 ml HIPV-Paste wurden die Subkolonien flr
Voruntersuchungen (Praferenztests) eingesetzt, die aufgrund stark eingeschrankter
Furagieraktivitdt der Subkolonien erfolglos verliefen. Von insgesamt zehn vorhande-
nen Subkolonien besal3en daher acht ein hoheres Alter (ca. acht Wochen) als die fur
die beiden anderen Versuchsdurchgénge angelegten Subkolonien. Insgesamt erfolg-
te die Behandlung bei dem ersten Versuchsdurchgang tber 18 Tage.

Bei dem zweiten Versuchsdurchgang (100 pl) konnten bei einer vorlaufigen Auswer-
tung der Daten keine Effekte festgestellt werden, weshalb die Behandlung nach 9
Tagen abgebrochen wurde.

Bei dem dritten Versuchsdurchgang mit einer Konzentration von 500 pl erfolgte die
Behandlung wieder Uber einen Zeitraum von 18 Tagen. Zu den weiteren aufgenom-
men Faktoren, wie Anzahl an toten BSA-Arbeiterinnen, wurde zusatzlich die Schnei-
derate der furagierenden Arbeiterinnen erfasst. Fir die Bestimmung einer Schneide-
rate innerhalb der Subkolonien wurde die eingebrachte Blattmasse gewogen, wobei
darauf geachtet wurde, dass die Blatter keine Feuchtigkeit auf ihrer Oberflache auf-
wiesen. Bei jeder Futterung wurden die Ubrig gebliebenen Blattfragmente gewogen.
Dabei musste zusatzlich zu der Feuchtigkeit darauf geachtet werden, dass sich keine
furagierenden Arbeiterinnen auf den Bléattern befanden. Die inneren Schwankungen
des Wasserhaushaltes der Blatter und Blattfragmente konnten bei dieser Ublichen

Futterungs- und Wiegetechnik nicht differenziert werden.
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Ein Temperaturabfall auf 22°C ereignete sich im Verlauf eines Tages nach einem
Behandlungszeitraum von vier Tagen. Die Behandlung mit 500 pl HIPV-versetzter
Lanolin-Paste wurde fortgesetzt, da die Temperatur sich nach kurzer Zeit wieder
normalisiert hatte und keine weiteren grof3eren Schwankungen bei den Messungen
erfasst wurden. Die Vitalitdtszustande der Subkolonien blieben auch weitgehend
stabil, weshalb die einmalige Temperaturschwankung nicht als maximal invasiv an-

gesehen wurde.

Tab. 1 Erfolgte Behandlungen der Atta colombica-Subkolonien mit Volatilen von Phaseolus
lunatus

Ubersicht der erfolgten Behandlungen mit HIPV-versetzter Paste in den angesetzten Subkolonien.
Insgesamt erfolgten drei Behandlungsdurchgange mit den gewéahlten Konzentrationen von 2 ml, 100
pl und 500 pl. Alle Konzentrationen liegen im Rahmen der mdglichen natirlichen Konzentrationen (10
pg - 3000 pg). Der Behandlungszeitraum wird in Tagen [d] und die aufgewendete Etablierungszeit in
Wochen angegeben. Die Anzahl der verwendeten Subkolonien mit Kontrollbehandlung (K) aus purem
Lanolin und der Behandlung mit der HIPV-versetzten Lanolin-Paste (B) wurden pro Behandlungstyp
vermerkt. Die erfolgten Wachstums- und Vitalitdtsaufnahmen pro Konzentration wurden einzelnen
aufgelistet.

Etablie- i
Subkolonien
Behand- rungs- Behandlungs-
_ _ [Anzahl pro Aufnahmen Anmerkungen
lung Zeit [Wo- Zeitraum [d]
K/ B]
chen]
Bis auf 2 neu
Gewicht, Flache, gegrundete
2ml 8 18 5/5 _
tote Arbeiterinnen Subkolonien,
héheres Alter
Gewicht, Flache, | Abbruch nach 9
100 pl 2 9 6/6 o
tote Arbeiterinnen Tagen
Gewicht, Flache,
o Nach 4 Tagen
tote Arbeiterin-
500 ul 1 18 6/6 Temperatur-
nen,
] schwankung
Schneiderate
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2.5 Versuch 3: Messungen des Duftstoffgehalts von HIPV-
induzierten Blattfragmenten (Phaseolus lunatus) und HIPV-

versetzter Lanolin-Paste (100 pl)
Diese Untersuchung beschatftigte sich mit den in situ-HIPV-Konzentrationen im Luft-

raum eines BSA-Pilzgartens. Die Messungen sollten dariber Aufschluss geben, mit
welchen HIPV-Mengen L. gongylophorus tatsachlich konfrontiert wurde, wenn er in-
duzierten Limabohnenblattern oder HIPV-Paste ausgesetzt war. Die in Blattern bzw.
HIPV-Paste angesetzten Konzentrationen waren ja aufgrund unbekannter Diffusions-
und Verdinnungseffekte nicht voraussagbar. Auch wurde der Emissionsgehalt dieser
beiden Duftemittenten zuvor noch nicht bestimmt. Die bisher durchgefiihrten Duft-
stoffmessungen wurden zumeist mit ganzen Limabohnenpflanzen, die der Herbivorie
oder anderen Induktionsarten (Aigner, 2007; Tremmel, 2008) ausgesetzt waren,
durchgefiihrt. Dabei wurden Bratenschlauche (Toppits®, Melitta®-Gruppe, Minden)
verwendet, die keine eigenen Duftstoffe abgeben und somit keine Stérungen bei den
Messungen hervorriefen.

In diesem Versuchsteil wurden Limabohnen der gleichen Gewachshauspopulationen
wie bei der Untersuchung der Nahrungspraferenzen verwendet. Die Behandlung der
zu testenden Limabohne entsprach dem der behandelten Test-Pflanze aus dieser
Untersuchung (Kap. 2.3.1). Zusatzlich wurde darauf geachtet, die Blattfragmente
nicht mit zusatzlichen Geruchstoffen der menschlichen Haut oder der Umgebung zu
kontaminieren. Daher wurden sie nur mit Handschuhen berthrt und bearbeitet bzw.
aufgetragen.

Aufgrund von logistischen Problemen konnten diese Messungen erst nach der Be-
handlung der Subkolonien mit den HIPVs von P. lunatus (Kap. 2.4) durchgefuhrt

werden.

2.5.1 Aufbau und Durchfihrung
Die Untersuchung ahnelte in den Ansatzen den bisher durchgefihrten Studien von

Aigner (2007), Tremmel (2008) und Stephan (2010). Wie im zweiten Versuch wurde
die zu untersuchende Limabohne 24 Stunden vor den Messungen mit dem Gemisch
aus ein-molarer JA und reinem destilliertem Wasser behandelt. Die Blattfragmente
wurden mit einem handelsublichen Locher (Leitz®, Esselte, Uelzen) ausgestanzt. In
eine Glaspetrischale wurde auf ein feuchtes Wattepad ein Filter (Durchmesser ca.

5.5 cm) gelegt. Durch das Wattepad sollten die Blattfragmente fir die 24 Stunden mit
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ausreichender Feuchtigkeit versorgt sein. Das Filterpapier wurde dann mit ausge-
stanzten Blattfragmenten bedeckt. Fur die Messungen der HIPV-Lanolin-Paste wur-
den ca. 100 ul auf das Filterpapier aufgetragen. Die Petrischale mit den Blattfrag-
menten oder der HIPV-Paste wurde anschlielend in einen Bratenschlauch
(Toppits®, Melitta®-Gruppe, Minden) gestellt, dessen Aul3enseiten mit doppelseiti-
gem Klebeband (Tesa® SE, Beiersdorf) an den Innenseiten der fur die Subkolonien
aus Versuch 2.2 verwendete Plastikbox befestigt wurde (Abb. 8). Somit sollte ein Vo-
lumen von ca. 400 ml in dem Bratenschlauch sicher gestellt werden. Die offenen
Rander des Bratenschlauchs wurden durch die Offnung der Plastikbox gezogen. Das
Ansaug- und Ausstromrohr der Pumpe wurden in den Bratenschlauch durch die Off-
nung der Plastikbox eingefuhrt. Abschlie3end wurde der Aktivkohlefilter (1,5 mg Ak-
tivkohle, CLSA-Filter, Le Ruisseau de Montbrun, Damauzan sur Aurize, Frankreich)
in die Pumpe eingesetzt und der Bratenschlauch an den beiden Rohren festgebun-
den, so dass keine Luft von aul3erhalb eintreten konnte. Die vier praparierten Pum-
pen mit den Plastikboxen wurden fir 24 Stunden im hellen Gewachshaus platziert
und aktiviert. Nach einem Tag wurde die Apparatur im Gewachshaus abgebaut und
die Kohlefilter wurden luftdicht verpackt. Insgesamt wurden vierzehn Durchgadnge mit
den Blattfragmenten und dreizehn mit der HIPV-Paste gemessen. Die Eluierung der
Duftstoffe und die abschlieRende Reinigung der Aktivkohlefilter erfolgten identisch
den Angaben aus der Studie von Aigner (2007). Nach Abschluss der Eluierung lagen

die Duftstoffe in 20 pl einer Losung von mit n-Bromdecan versetztem Dichlormethan

1 —_"5

\

3
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Abb. 8 Schematischer Versuchsaufbau der Duftmessungen von Phaseolus lunatus-
Blattfragmenten und HIPV-versetzter Lanolin-Paste

Darstellung des modifizierten Versuchsaufbaus fur die Messungen der emittierten Duftstoffe von
ausgestanzten Blattfragmenten der Limabohne und der HIPV-versetzten Lanolin Paste. Dabei stell-
te 1 das Ansaug- und Ausstromrohr der Pumpe dar. 2 war der in 5 (Plastikbox: 9 x 9 x 6 cm) fixierte
Bratenschlauch, der ungeféhr ein Luftvolumen von 400 ml enthielt. 3 ist der verwendete Emittent,
der auf das Filterpapier aufgetragen (Paste) wurde oder vollstandig das Filterpapier (ca. 24 cm?)
bedeckte. 4 war die feuchte Watte, die das Filterpapier mit Wasser versorgen sollte und sich in
einer Glaspetrischale befand.
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vor. Diese Losung wurde im Mikroeinsatz einer Schraubampulle (Fassungsvermadgen
1 ml) bei -18°C eingefroren. Die Proben wurden gekihlt an das MPI fur Chemische
Okologie (Jena) geschickt. Dort wurden die Proben freundlicherweise von Dr. Chris-
tian Kost mit Hilfe einer GC-MS-Analytik (Thermo Scientific ITQ 900, Thermo, Bre-
men) analysiert. Diese Apparatur besteht aus einem Gas-Chromatographen (GC),
der mit einem Massenspektrometer (MS) gekoppelt wurde.

Die  Gaschromatographie  wurde  von Cremer  (1950) als  Gas-
Adsorptionschromatographie vorgestellt. Sie gilt als eine effiziente Trennmethode,
bei der ein gelostes Substanzgemisch mit Hilfe eines Gasstromes Uber eine stationa-
re Phase geleitet wird. Die Probe wird dabei in ihre Einzelkomponenten aufgetrennt
und als Tragergas wird hauptsachlich Helium verwendet. Eine 10 - 50 m lange
Quarzsaule (Innendurchmesser von etwa 0.2 mm) bildet die stationare Phase, die
von innen mit einem Trennmaterial belegt ist. Nach einer bestimmten Zeit (Retenti-
onszeit) verlassen die Einzelkomponenten der Probe die Trennsaule und werden
daraufhin mit einem Detektor analysiert. Das oft direkt an den GC gekoppelte MS
kann die Molekilmassen bestimmen. Das MS besteht aus einer lonenquelle, in der
die gasformigen Molekule ionisiert werden, einem Massenanalysator, der die lonen
nach ihrem Masse/Ladungszahl-Verhaltnis (m / z) auftrennt und einem Detektor, der
die Intensitat der erzeugten lonen misst (Lottspeich & Zorbas, 1998). Mit Hilfe von
verschiedenen Methoden kann die lonisierung der Molekile durchgefiihrt werden.
Bei dem in Jena verwendeten Gerat handelte es sich um die ElektronenstoR3ionisati-
on. Die Analyseergebnisse bestehen aus einem fir jede Substanz charakteristischen
Massenspektrogramm (Kap. 6.1). Zur Ermittlung der Zusammensetzung und den
relativen Mengen der Duftstoffe, die von der HIPV-Paste und den P. lunatus Blatt-
fragmenten emittiert wurden, wurde das Programm XCalibur (Finnigan Corporation,
Australien) verwendet. Die Flachen unterhalb jedes substanzspezifischen Peaks im
Massenspektrogramm wurden mit diesem Programm bestimmt. Der Quotient aus der
Flache des spezifischen Duftstoffes und der Flache unter dem Peak der Referenz-
substanz n-Bromdecan wurde gebildet, um einen Referenzwert fir den Duftstoff zu
erhalten. Die folgenden Umrechnungsmethoden werden im folgenden Kapitel 2.6

weiter ausgefuhrt.

38



Material und Methoden

2.6 Auswertung und Statistik

Die Auswertung des vollstandigen
Bildmaterials der Pilzwachstums- und
Blattflachenaufnahmen wurde mit dem
Bildbearbeitungsprogramm ImageJ
(Opensource-Programm, entwickelt von
Wayne Rasband, Bethesda, Maryland,
USA) durchgeflihrt. Bei der Auswertung
des Pilzwachstums wurden die funf
Oberflachen per Hand konturiert und
die Flachen berechnet (Abb. 9). Die

Bestimmung von Mittelwert, Standard-

Abb. 9 Auswertung der fotografierten Pilzober-
flachen mit ImageJ

Die Umrisse des Pilzes wurden per Hand nachge-  Res (R2) der Daten wurden mit Excel
zeichnet. Mit Hilfe des Maf3stabs konnte die Flache

berechnet werden. Fur die vollstandige Erfassung  (MS Office 2007) und die Statistik wurde
des Pilzwachstums wurden die Oberflachen stan-

dardisiert aus fiinf Richtungen (Aufsicht und 4 Sei- Mit STATISTICA 10 (StatSoft, Tulsa,
tenansichten) erfasst und anschlieBend aufaddiert. Oklahoma, USA) berechnet. Das abfo-

tografierte Blattmaterial wurde mit Hilfe

abweichung und des Bestimmtheitsma-

der ,Threshold-Funktion® erfasst und die Flache berechnet. Stiele und andere st6-
rende Elemente wurden zuvor aus dem Bild geloscht. Die in zwei Durchgéngen kon-
turierten Blatter wurden als Papierschablonen ausgeschnitten und mit einem Blattfla-
chenmessgeréat (LI-3100, Li-Cor, Nebraska, USA) ausgewertet.

Fur die statistische Auswertung wurden alle Daten mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests
auf Normalverteilung Uberpruft. Die Varianzhomogenitat der Daten wurde mit dem
Levene-Test bestimmt. Wenn die beiden Vorrausetzungen gegeben waren, konnten
die parametrischen Varianzanalysen erfolgen. Erflllten die Daten trotz Transformie-
rung nicht die Anforderungen, wurden nicht-parametrische Analysemethoden ver-
wendet.

Die prozentual gefressenen Blattflachen jeweils von Kontroll- und Versuchspflanzen
der beiden Atta colombica Kolonien aus den Bioassays wurden zur Ermittlung der
FraRpraferenz (Versuch 1; Kap. 2.3) mit einem gepaarten t-Test geprift. Die Kolo-
nien wurden gegeniber abhéngigen Kontroll- und Versuchspflanzen im gleichen

Durchgang an einem Tag getestet, weshalb die Daten als abhangig voneinander de-
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klariert wurden. Da in bisherigen Untersuchungen keine Kolonieeffekte erkannt wur-
den (Tremmel, 2008), wurden die Daten der Kolonien zusammengeleqgt.

Die erfassten Daten uber die gravimetrischen und flachenbezogenen Anderungen
des Pilzgartens aus der Untersuchung der Auswirkungen von HIPVs auf die Pilzgar-
ten (Kap. 2.4) wurden mit Hilfe einer 1-faktoriellen ANOVA mit Messwiederholungen
analysiert. Die Interaktionen zwischen den Faktoren Behandlung und Zeit waren von
Interesse. Dabei galten der relative Zuwachs von Flache und Gewicht der Pilzgarten
jeweils als abhangige Variable. Zeit und Behandlung wurden als die unabhéngigen
Variablen festgelegt. Obwohl die Voraussetzungen (Varianzhomogenitat und Nor-
malverteilung) fur eine ANOVA nicht in Vollstandigkeit (etwa 1/3 der Daten nicht
normalverteilt) gegeben waren, wurde die ANOVA als legitim angesehen. Das statis-
tische Modell der 1-faktoriellen ANOVA mit Messwiederholungen im Vergleich zu
separaten nicht-parametrischen Tests, die eine gleichzeitige Einbeziehung des
Wiederholungsfaktors, des Haupteffektes und der Behandlung x Zeit-Interaktion nicht
erlauben, wird den vorliegenden Daten eher gerecht. Der Fakt, dass die ANOVA sehr
robust ist gegentber leichten Verletzungen der Normalverteilungs- oder Varianz-
homogenitatsannahmen (Fry, 1993; Zar ,1996) und die tendenziell gleichen Ergeb-
nisse der nicht-parametrischen Test veranlassten mich dazu, dieses Testverfahren
trotzdem anzuwenden. Die Verhéltnisse zwischen den gravimetrischen und den fla-
chenbezogenen Anderungen des Pilzgartens in Bezug auf die Anzahl an toten Arbei-
terinnen wurden mit Hilfe von Regressionen dargestellt. Dabei wurde der relative An-
teil an toten BSA-Arbeiterinnen als abhangiger Faktor gewahlt, der durch die Veran-
derung der Pilzoberflache bzw. des —gewichtes erklart wird. Die Schneiderate der
behandelten Subkolonien wurde wie die prozentualen geschnittenen Blattflachen der
Mutterkolonien wahrend der Nahrungspraferenztests mit einem gepaarten t-Test
Uberpruft. Die Korrelationsgraphiken wie auch die Diagramme aus den Wachstums-
und Vitalitatsaufnahmen bei der Verabreichung von HIPVs an die Pilzgarten der
Subkolonien (Kap. 2.4.2.3) wurden mit Hilfe von Excel (MS Office 2007), PowerPoint
(MS Office 2007) und Paint (Windows 2007) erstellt und bearbeitet.

Der Referenzwert (Kap. 2.5.1) fur die einzelnen Duftstoffe aus den Duftstoffmessun-
gen von HIPV-Paste (100 ul) und Limabohnen-Blattfragmenten wurde auf die Menge
an gelosten Stoffen umgerechnet. AnschlieBend wurde die freigesetzte Volatiimenge

pro 1 cm? oder pl bestimmt. Erganzend wurde die prozentuale Duftstoffmenge pro 1
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cm? oder pl ermittelt. Die errechneten Daten fur die einzelnen Duftstoffe erwiesen
sich trotz Transformierung als nicht normalverteilt und varianzhomogen. Darum wur-
den die einzelnen Emissionsmengen (ng / 24h) der detektierten Duftstoffe der beiden
Emittenten miteinander per Wilcoxon-Test fir abhéngige Datensétze Uberpruft.
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3 Ergebnisse

3.1 Furagierverhalten von naiven Kolonien gegeniber induzierten
Limabohnen
Fur die Untersuchung der Nahrungspraferenz der naiven A. colombica-Kolonien

wurden die geschnittenen Blattfragmente per Hand abgesammelt, um eine Informati-
on des Pilzgartens und eine Informationsweiterleitung von einem ,HIPV-erfahrenen®
Pilz zu unterbinden. Wéahrend der Untersuchung waren keine Anzeichen erkennbar,
die auf eine ungeplante Informierung des Pilzes hinwies, wie z.B. eine verringerte
Eintrags- oder Schneiderate der Arbeiterinnen (Tremmel, 2008). Zu Beginn der Tests
war das Furagierverhalten der Arbeiterinnen von Kolonie 2 stark gemindert, verbes-
serte sich aber nach ca. acht Wochen. Darum konnte die Replikationsanzahl noch
auf sieben erhoht werden. Kolonie 1 zeigte dagegen keine Schwankungen in ihrer
Aktivitat beim Furagieren. Darum konnte ihre Praferenz insgesamt acht Mal getestet
werden.

Atta colombica Arbeiterinnen, deren Pilzgarten keinen Kontakt zu HIPV-induziertem
Pflanzenmaterial hatte, wiesen bei den durchgefiihrten Dual-Choice-Assays ein indif-
ferentes Furagierverhalten gegeniber den induzierten Pflanzen im Vergleich mit
Kontrollpflanzen auf. Dies zeigte sich daran, dass die eingesetzten Kolonien im sta-
tistischen Mittel in etwa gleich viel Blattflache von den behandelten (28.868 cm?2 +/-
16.102) und den Kontroll-Pflanzen (24.139 cm? +/- 16.33) ernteten (Abb. 10). Der
berechnete MAI der Praferenz der BSA gegeniber angebotenen Limabohnen 0.562
(+/-0.247) beweist damit, dass die Arbeiterinnen keinerlei direkte Ablehnung oder
Praferenz zeigen. Nur eine minimale Bevorzugung der JA-induzierten Limabohnen
ging von den Arbeiterinnen aus (Abb. 10). Somit kann die erste Hypothese bestatigt
werden, dass naive A. colombica Arbeiterinnen mit HIPV-unerfahrenem Pilz keine

induzierten Pflanzen diskriminieren.
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Abb. 10 Nahrungspréaferenz der nai-
ven Atta colombica Kolonien

Zu erkennen ist das statistische Mittel
mit Standardabweichung der geschnit-
tenen Blattflichen der Kontrollpflanzen
(blau) und der  JA-induzierten-
Limabohnenpflanzen (rot). Bei einem
statistischen Vergleich (gepaarter t-
Test) konnte gezeigt werden, dass
sich die geschnittenen Anteile der
Blattflachen nicht signifikant voneinan-
der unterschieden (n = 15; P = 0.408).
Der ermittelte MAI der BSA gegeniiber
den angebotenen Testpflanzen betrug
0.562 (+/-0.247) und zeigt keinerlei
direkte Préferenz oder Ablehnung. Nur
eine geringe Bevorzugung der JA-
induzierten Limabohnen geht von den
Arbeiterinnen aus.
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3.2 Versuch 2: Auswirkungen von HIPVs auf Pilzgarten in situ

3.2.1 HIPV-Behandlung der Subkolonien mit einer Konzentration

von 2 ml
Nach dem Einbringen von 2 ml an purem Lanolin (Kontrolle; n = 5) bzw. HIPV-

versetztem Lanolin (Behandlung; n = 5) wurden die Veranderungen der Pilzoberfla-
che und des Gewichtes der Pilzgarten aufgezeichnet. Die Anzahl der toten BSA wur-
de als weiteres Vitalitditsmerkmal festgehalten. Bis auf zwei neu etablierte Subkolo-
nien wiesen die nach den Voruntersuchungen verbliebenen Subkolonien ein Durch-
schnittsalter von ca. acht Wochen auf. Nach einem Behandlungszeitraum von vier
Tagen wurde der Pilzgarten einer der mit HIPVs behandelten Subkolonien als letal
beurteilt und die nicht mehr Uberlebensfahige Subkolonie wurde von den weiteren
Aufnahmen ausgeschlossen. Im weiteren Verlauf wurden die Pilzgéarten in zwei Kont-
roll-Subkolonien und zwei HIPV-Behandlungen versehenen Subkolonien als nicht
mehr Uberlebensfahig befunden. Sie wurden ebenfalls von allen weiteren Aufnahmen
ausgeschlossen. Somit reduzierte sich im Untersuchungsverlauf die Zahl der zur
Verfugung stehenden Subkolonien auf finf Stick (drei Kontrollen und zwei HIPV-
Behandlungen).

Das Pilzwachstum zeigte bei den gewahlten Faktoren Gewicht und Oberflache des
Pilzgartens einen fortlaufenden Rickgang bei Kontroll- und HIPV-behandelten-
Subkolonien. Dabei nahm das Gewicht bei den Kontroll-Subkolonien im Mittel um
8.49 % (+/-6.215) und bei den Behandlungen um 9.684 % (+/-7.794) ab. Die Flachen
verringerten sich bei den Kontrollen um 7.763 % (+/-5.53) und bei den Behandlungen
um 9.172 % (+/-5.426) im Mittel. Insgesamt verringerte sich die urspringliche Ober-
flache der Pilzgarten der Kontroll-Subkolonien um 62.107 % (+/-20.081) und die der
HIPV-behandelten Subkolonien um 73.376 % (+/-14.944) im statistischen Mittel. Das
Startgewicht der Pilzgéarten der Kontroll-Subkolonien nahm um 67.921 % (+/-14.127)
und das der HIPV-behandelten um 77.474 % (+/-11.186) ab. Schon die mittleren und
die gesamten Abnahmen der beiden Wachstumsfaktoren belegen die geringen Un-
terschiede zwischen Kontrolle und Behandlung. Bei der statistischen Auswertung
ergab sich auch kein signifikanter Effekt der Interaktion der beiden Faktoren Behand-
lungsdauer und HIPV-Behandlung (Abb. 11). Dies belegt statistisch die augenschein-
liche Tatsache, dass der Rickgang des Pilzgartens sowohl in den Kontrollen als

auch in den behandelten Subkolonien stattfand. Die Versuchsdauer wies alleine ei-
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nen signifikanten Effekt auf die (negative) Entwicklung der beiden Wachstumsfakto-
ren auf. Die wahrend der Behandlung erfasste Anzahl toter Arbeiterinnen wurden mit
den messbaren physikalischen Anderungen des Pilzgartens in Beziehung gesetzt,
um Hinweise auf die Mortalitdtsursachen zu untersuchen. Bei den Kontroll-
Subkolonien konnte die sinkende Sterberate der BSA-Arbeiterinnen um 54 Prozent
signifikant mit der Abnahme des Pilzgartens (Gewichtes und Oberflache) in Bezie-
hung gebracht werden (Abb. 12). Bei der Behandlung mit HIPV-versetzter Lanolin-
Paste fielen die Beziehungen schwacher aus (ca. 40% bei B und D). Die Abnahme
an sterbenden Arbeiterinnen hangt wohl von einer hohen Sterberate zu Versuchsbe-
ginn ab. Aufgrund der kleineren Zahl an Subkolonien nach dem Absterben von funf
Subkolonien reduzierte sich auch die prozentuale Sterberate. Durch die wohl gré3ere
Anzahl an Subkolonien lag die durchschnittliche prozentuale Sterberate meistens
héher bei der Kontrolle (Abb. 13). Die HIPV-behandelten Subkolonien erreichten und
Uberschritten bei keiner Aufnahme die anfangliche Sterberate.
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Abb. 11 Zeitlicher Verlauf des Pilzgartenwachstums in Subkolonien von A. colombica bei kontinuierlicher Einwirkung
simulierter HIPV-Emissionen der Limabohne.

Die Behandlung bestand aus 2 ml einer HIPV-versetzten Lanolin-Paste (héchste Dosis in dieser Studie; rot dargestellt). Die Rela-
tive Wachstumsveranderungen wurden auf das Ausgangsoberflache- (A) und auf die Ausgangsgewicht (B) der Pilzgarten zu Be-
ginn der HIPV-Behandlung ausgedrickt und hier im statistischen Mittel mit Standardabweichung dargestellt. Im Mittel verringerte
sich die Oberflache der Kontroll-Subkolonien um 7.763 % (+/-5.53) und der HIPV-behandelten Subkolonien um 9.172 % (+/-
5.426). Die mittlere prozentuale Abnahme des Pilzgewichtes bei der Kontrolle betrug 8.49 % (+/-6.215) und bei der Behandlung
9.684 % (+/-7.794). Die statischen Auswertung mit einer 1-faktoriellen ANOVA mit Messwiederholungen konnte eine signifikante
Auswirkung der Behandlungsdauer auf die negative Gewichts- (P = 0.000) und Oberflachenveranderung (P = 0.000) bei Kontrolle
und Behandlung belegen. Die Behandlungsweisen wiesen hingegen keine signifikanten Effekte auf (Gewicht: P = 0.611; Flache:
P = 0.515; n = 5 zu Beginn), wobei die Anzahl der Subkolonien sich bis zum Ende der Behandlung hin halbierte (Kontrolle: n - 2;
Behandlung: n - 3). Statistisch konnte auch keine Interaktion zwischen der Dauer und der Behandlung nachgewiesen werden
(Flache x Zeit: P = 0.95, FG = 7; Gewicht x Zeit: P=0.93, FG=7,n =5).
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Abb. 12 Regressionen zwischen der Mortalitat der Arbeiterinnen und den Wachstumsfaktoren der Atta colombica
Subkolonien bei kontinuierlicher Einwirkung simulierter HIPV-Emissionen der Limabohne

Abhéangigkeit der Mortalitéat von A. colombica-Arbeiterinnen und dem Pilzwachstum bei einer Behandlung von 2 ml HIPV-
versetzter Paste (rot dargestellt). Fur alle Kontroll-Subkolonien und behandelten Subkolonien konnte eine signifikanter
Effekt oder eine nicht signifikante Tendenz fiir die erklarende Beziehung zwischen der abnehmenden Anzahl an toten
Arbeiterinnen und dem Pilzriickgang festgestellt werden. Dabei fiel bei den behandelten Subkolonien (Regression: Flache:
P = 0.082; Gewicht: P = 0.06; n = 5) das erklarende Ausmalf} dieser Beziehungen geringer und nur tendenziell aus als bei
den Kontroll-Subkolonien (Regression: Flache: P = 0.023; Gewicht: P = 0.022; n = 5). Die Abnahme der Sterberate der

Arbeiterinnen lasst sich wohl auf das hohere Alter der Subkolonien zuriickfiihren und die schwindende Anzahl der etablier-
ten Subkolonien.
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Abb. 13 Zeitlicher Verlauf des prozentualen Anteils an toten Arbeiterinnen in Subkolonien
von A. colombica bei kontinuierlicher Einwirkung simulierter HIPV-Emissionen der Lima-
bohne

Der prozentuale Anteil an toten Arbeiterinnen ist Uber die Versuchsdauer im statistischen Mittel
mit Standardabweichung dargestellt. Die statistische Auswertung mit einer 1-faktoriellen ANOVA
mit Messwiederholungen ergab einen signifikanten Effekt durch die Versuchsdauer (P = 0.043;
FG = 7; n = 10). Die Behandlung hatte leichte tendenzielle Einfliisse auf die Anzahl an toten
Arbeiterinnen (P = 0.111; FG = 1; n = 10). Die Interaktion zwischen Versuchsdauer und Behand-
lungseffekten wies dagegen keine Signifikanz auf (tote Arbeiterinnen: P = 0.702; FG = 7; n =
10). Das wahrend der Versuchsdauer zunehmende Alter und die abnehmende Anzahl der Sub-
kolonien haben einen Einfluss auf die Anzahl an toten Arbeiterinnen, die méglicherweise durch
die Behandlung verstarkt wurden.
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3.2.2 HIPV-Behandlung der Subkolonien mit einer Konzentration

von 100 pl
Fur diesen Behandlungszeitraum wurde eine geringere natirliche HIPV-

Konzentration von 100 pl gewahlt. Insgesamt wurden sechs Kontroll-Subkolonien
und sechs behandelte Subkolonien etabliert. Neben den Wachstumsaufnahmen des
Pilzgartens wurde die Anzahl toter Arbeiterinnen aufgenommen. Nach einer vorlaufi-
gen Auswertung der Wachstumsaufnahmen wurde aufgrund mangelnder Anzeichen
einer Beeinflussung der behandelten Pilzgarten die Untersuchung mit dieser Kon-
zentration nach neun Tagen abgebrochen.

Die verkirzte Behandlungsdauer wies bei dieser gewahlten Konzentration einen Ef-
fekt auf die Wachstumsfaktoren auf (Abb. 14). Obwohl die Oberflache der Pilzgarten
keine grolen Veranderungen aufwies und sogar die Ausgangsflachen Uberstieg,
sank das Gewicht des Pilzes kontinuierlich bis zu einem Verlust von insgesamt
20.524 % (+/-3.33) bei den Kontroll-Subkolonien und bis zu 24.55% (+/-2.974) bei
den mit HIPVs behandelten Kolonien. Die nicht signifikante Interaktion zwischen Be-
handlungsdauer und der gewahlten Konzentration von 100 pl ist ein Indiz dafir, dass
der leichte Rickgang des Gewichtes und die kaum veranderliche Oberflache des
Pilzgartens bei Kontroll- und HIPV-behandelten Subkolonien auftraten. Die Behand-
lung selbst hatte, wie auch augenscheinlich beobachtet wurde, keine signifikanten
Auswirkungen auf das Pilzwachstum. Zusatzlich weist die abnehmende Mortalitat der
Arbeiterinnen (Abb. 15) trotz des leicht sinkenden Pilzgewichtes daraufhin, dass die
Effekte der HIPVs auf die Pilzgarten sehr gering ausfielen oder tberhaupt nicht vor-
handen waren. Somit konnten auch keine verwendbaren Beziehungen zwischen den
Wachstumsfaktoren und der Arbeiterinnen-Mortalitéat gezogen werden (Abb. 15). Die
Abnahme des Pilzgewichtes scheint hauptsachlich durch die Behandlungsdauer be-
einflusst worden zu sein. Die anderen aufgenommen Faktoren (Arbeiterinnen-
Mortalitat und Pilzoberflache) zeigten keinerlei Beeinflussung durch die Behandlung

mit einer HIPV-Konzentration von 100 pl.
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Abb. 14 Zeitlicher Verlauf des Pilzgartenwachstums in Subkolonien von A. colombica bei kontinuierli-
cher Einwirkung simulierter HIPV-Emissionen der Limabohne

Die Behandlung bestand aus der geringsten Konzentration an HIPV-versetzter Paste in dieser Untersuchung
(100 ul; rot dargestellt). Die aufgenommenen relativen Wachstumsfaktoren waren Flache (A) und Gewicht (B)
der Pilzgéarten und sind im statistischen Mittel mit Standardabweichung dargestellt. Der relative Wert der ge-
messenen Flachen schwankte um den Ursprungswert zu Beginn der Untersuchung. Das Gewicht hahm kon-
tinuierlich um 5-6 % ab (Kontrolle: 5.131 (+/-0.656); Behandlung: 6.138 (+/-0.871)). Bei der statischen Aus-
wertung (1-faktorielle ANOVA mit Messwiederholungen) konnte eine signifikante Auswirkung der Versuchs-
dauer festgestellt werden (Flache: P = 0.000; Gewicht P = 0.003; FG = 3; n = 6). Die Behandlung wies keinen
signifikanten Effekte gegeniiber den Wachstumsfaktoren auf (Flache: P = 0.31; Gewicht: P = 0.61; FG = 7).
Die Versuchsdauer und die Behandlung zeigten auch keine signifikante Interaktion (Flache: P = 0.631; Ge-
wicht: P = 0.129; FG = 3; n = 6). Nur die Versuchsdauer schien die Abnahme des Pilzgewichtes von Kontroll-
und HIPV-behandelten Subkolonien zu beeinflussen.
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Abb. 15 Regressionen zwischen der Mortalitat der Arbeiterinnen und den Wachstumsfaktoren der Atta
colombica Subkolonien bei kontinuierlicher Einwirkung simulierter HIPV-Emissionen der Limabohne
Abhéangigkeit der Mortalitat von A. colombica-Arbeiterinnen und dem Pilzwachstum bei einer Behandlung von
100 pl HIPV-versetzter Paste (rot dargestellt). Dabei konnte fiir die Kontroll-Subkolonien (blau) keine signifikante
oder erklarende Beziehung zwischen der abnehmenden Anzahl an toten Arbeiterinnen und dem Pilzwachstum
festgestellt werden (Regression: Flache: P = 0.485; Gewicht: P = 0.955; n = 6). Bei den HIPV-behandelten Sub-
kolonien konnte die Mortalitat der Arbeiterinnen nicht signifikant durch die Abnahme des Pilzgewichtes bzw. ten-
denziell durch den um den Anfangswert schwankend relativen Pilzflachenwachstum erklart werden (Regression:
Flache: P = 0.148; Gewicht: P = 0.284; n = 6). Somit beeinflusste die Behandlung nicht die Wachstumsfaktoren
der Pilzgarten, die wiederum keine Auswirkungen auf die Anzahl an toten Arbeiterinnen ausibten.
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3.2.3 HIPV-Behandlung der Subkolonien mit einer Konzentration
von 500 pl
Die Behandlung des Pilzgartens erfolgte bei diesem dritten Versuchsdurchgang mit

einer mittleren Dosis von 500 pl HIPV-versetzter Paste Uber einen Zeitraum von 18
Tagen. Zusatzlich wurden bei dieser Behandlungsreihe neben den Wachstumsfakto-
ren (Gewicht und Flache der Pilzgéarten) und der Anzahl an toten Arbeiterinnen die
Schneiderate und die Menge des angefallenen Abfalls (tote Arbeiterinnen, un-
verwertbare Pflanzen- und Pilzreste) aufgenommen. Vor den Aufnahmen am siebten
Tag ereignete sich ein kurzzeitiger Temperaturabfall auf 22°C (personliche Mitteilung
der Tierpflegerinnen). Nach wenigen Stunden normalisierte sich die Temperatur wie-
der auf 25°C. Leichte Auswirkungen auf die aufgenommen Faktoren konnten festge-
stellt werden. Beispielsweise war nach sieben Tagen der prozentuale Anteil an toten
A. colombica Arbeiterinnen stark angestiegen (Abb. 20, B). Insgesamt erwiesen sich
die Vitalitatszustédnde der Subkolonien als stabil. Vor den letzten Aufnahmen wies
eine HIPV-behandelte Subkolonie eine Kontamination ihres Pilzgartens durch eine
Schimmelpilzart auf. Deshalb wurde diese Subkolonie als nicht mehr tGberlebensfahig
angesehen und aufgel6st. Ein exemplarischer Versuchsdurchgang wurde in Abb. 16
anhand von Bildern der Pilzoberflache in Aufsicht dargestellt.

Die beiden gemessenen Wachstumsfaktoren der Pilzgarten sanken wieder Uber die
Versuchsdauer hin (Abb. 17 A, B). Dabei lag der Verlust der Oberflachen der Pilzgéar-
ten der Kontroll-Subkolonien bei insgesamt 16.59 % (+/-5.823). Der gesamte Verlust
der HIPV-behandelten Pilzgarten an Oberflache erreichte dagegen 40.218% (+/-
8.638). Die Abnahmen der Oberflachen erfolgten nicht kontinuierlich, denn es konn-
ten bei allen Subkolonien geringe positive Zunahmen verzeichnet werden. Statistisch
konnte kein Behandlungseffekt nachgewiesen werden, aber die insgesamt deutliche-
ren Verluste der behandelten Subkolonien belegen eine Inhibition des Pilzwachstums
durch HIPVs der Limabohne. Somit kann hier von einem nicht signifikanten Trend mit
einem Signifikanzniveau von 10% (Abb. 17, A) gesprochen werden. Die Versuchs-
dauer Ubte einen signifikanten Effekt auf beide Wachstumsfaktoren aus. Ein signifi-
kanter Behandlungseffekt konnte bei den reinen Gewichtsverlusten nicht festgestellt
werden. Insgesamt verloren die Kontroll-Subkolonien 32.64 % (+/-11.257) und die
behandelten Subkolonien 57.258 % (+/-5.984) ihres urspringlichen Startgewichtes.

Die Interaktion zwischen der Versuchsdauer und dem Behandlungseffekt war signifi-
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kant (Abb. 17, B). Uber die Versuchsdauer hin scheint die Behandlung mit den
HIPVs starker das Wachstum der Pilzgarten zu inhibieren. Diese Annahme kann
ebenfalls durch den teils signifikanten und teils tendenziellen Zusammenhang zwi-
schen den abnehmenden Wachstumsfaktoren und der steigenden Mortalitat der Ar-
beiterinnen unterstutzt werden (Abb. 18). Zu beinahe 60 % liel3 sich die Mortalitat
durch die Anderungen des Pilzgewichtes bei den Kontroll-Subkolonien erklaren, wo-
bei die Regression zu 56 % bei den behandelten Subkolonien erklart werden konnte
(Abb. 18, A und B). Der zweite Wachstumsfaktor der Pilzgarten (Flache) konnte zu
50 % signifikant die steigende Mortalitat der Arbeiterinnen bei den Kontroll-
Subkolonien und zu 40 % mit einer starken Tendenz bei den HIPV-behandelten Ko-
lonien erklaren (Abb. 18, C und D).

Das Furagierverhalten der Arbeiterinnen gegeniber den gefiitterten Brombeerblat-
tern der behandelten Subkolonien sank stark nach sieben Tagen ab und verblieb auf
einem niedrigen Niveau Uber die restliche Versuchsdauer (Abb. 19, B). Die negativen
Schneideraten sind durch die Schwankung des Wassergehaltes innerhalb der Blatter
zu erklaren. Die Kontroll-Subkolonien wiesen leichte Schwankungen in ihrer Aktivitat
beim Furagieren auf, aber ein vollstandiger Rickgang oder hohe Inaktivitdt konnte
nicht aufgezeigt werden. Im statistischen Vergleich konnte ein signifikanter Unter-
schied in der Furagieraktivitat der Kontroll- und HIPV-behandelten Subkolonien fest-
gestellt werden (Abb. 19, A). Der dadurch bedingte unterschiedliche Blatteintrag be-
grindet damit die hoheren Einschrankungen des Pilzgartenwachstums bei den be-
handelten Subkolonien.

Die Anlagerung von Abfall verlief indifferent bei allen Subkolonien (Abb. 20, A). All-
gemein konnte ein Anstieg nach einem sieben-tagigen Behandlungszeitraum festge-
stellt werden. Die Versuchsdauer hatte einen signifikanten Effekt auf die produzierte
Abfallmenge. Signifikante Behandlungseffekte auf die Menge des Abfalls konnten
nicht ermittelt werden. Somit scheint das fortschreitende Alter der Subkolonien die
Anlagerung von Abfall und den Abbau des Pilzes zu fordern. Die Behandlung beein-
flusste also eher das Wachstum der Pilzoberflachen und das Furagierverhalten der
Arbeiterinnen, die wiederum einen Einfluss auf die Masse des Pilzes und die Vitalitat

der Subkolonien hatten.
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Kontrolle nach 0 Tagen Kontrolle nach 9 Tagen Kontrolle nach 18 Tagen

Behandlung nach 0 Tagen Behandlung nach 9 Tagen Behandlung nach 18 Tagen

Abb. 16 Exemplarischer Versuchsverlauf der Subkolonien mit einer kontinuierlichen Behandlung an HIPVs der Lima-
bohne

Diese Bilder stellen den Verlauf zweier exemplarisch ausgewahlter Subkolonien dar, bei einer andauernden Behandlung mit
einer Konzentration von 500 pl HIPV-versetzter Lanolin-Paste. Die oberen drei Bilder zeigen die Oberflachen einer Kontroll-
Subkolonie nach einer Behandlungsdauer von 0, 9 und 18 Tagen. Auf den unteren Bildern sind die Verénderungen der Pilzober-
flache einer HIPV-behandelten Subkolonie im Versuchsverlauf (0, 9 und 18 Tage) zu erkennen. Grauliche Farbe und frisch ein-
gearbeitet Blatter sind Indizien flr einen vitalen Pilzgarten. Die bei der HIPV-Behandlung auftretende braunliche Verfarbung des
Pilzmyzels weist daraufhin, dass der Pilzgarten sich in keinem guten Zustand befand.
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Abb. 17 Zeitlicher Verlauf des Pilzgartenwachstums in Subkolonien von A. colombica bei kontinuierlicher Einwirkung
simulierter HIPV-Emissionen der Limabohne

Die Behandlung bestand aus einer mittleren nattrlichen Konzentration an HIPV-versetzter Paste (500 pl; rot dargestellt). Die
aufgenommenen relativen Wachstumsfaktoren waren Flache (A) und Gewicht (B) der Pilzgarten, die im statistischen Mittel mit
Standardabweichung dargestellt sind. Die Flache der Pilzgarten nahm bei Kontroll- und HIPV-behandelten Subkolonien ab. Da-
bei betrug der durchschnittliche prozentuale Verlust der Pilzoberflache der Kontroll-Subkolonien 2.074 % (+/- 4.277). Der Verlust
der HIPV-behandelten Subkolonien lag bei 5.027 % (+/- 4.856). Das Gewicht nahm kontinuierlich um 4.08 % (+/-1.585; Kontrolle,
blau) und um 5.027 (+/-4.856; Behandlung; rot) ab. Bei der statistischen Auswertung mit einer 1-faktoriellen ANOVA mit Mess-
wiederholungen konnte eine signifikante Auswirkung der Versuchsdauer (Flache: P = 0.000; Gewicht P = 0.000; FG = 6; n = 12)
festgestellt werden. Die Behandlung wies keine signifikanten Effekte gegentiber dem Gewicht auf (P = 0.21; FG = 7; n =12), aber
tendenzielle Behandlungseffekte wirkten auf die Flachenveranderung der Pilzgarten (P = 0.104; FG = 6; n =12) ein. Die Interakti-
on von Behandlungseffekten und Versuchsdauer waren signifikant bei der Gewichtsveranderung (P = 0.036; FG = 7; n = 12) und
wies eine Tendenz bei den Veranderungen der Pilzoberflachen auf (P = 0.095; FG = 6; n = 12).
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Abb. 18 Regressionen zwischen der Mortalitat der Arbeiterinnen und den Wachstumsfaktoren der Atta colombica Sub-
kolonien bei kontinuierlicher Einwirkungen simulierter HIPV-Emissionen der Limabohne

Die oberen Regressionen (A und B) stellen die Beziehung zwischen den toten Arbeiterinnen und den Veranderungen des Pilzge-
wichtes bei Kontroll- (A) und HIPV-behandelten (B) Subkolonien dar. Die unteren Regressionen (C und D) stehen fir die Bezie-
hungen der Anzahl toter Arbeiterinnen und den Wachstumsveranderungen der Pilzoberflache der behandelten (D) und der Kont-
roll-Subkolonien (C). Die Konzentration der HIPV-Behandlung betrug 500 pl. Die Interaktionen der steigenden Anzahl toter Arbei-
terinnen und dem abnehmenden Pilzgewicht konnten signifikant (Kontrolle: P = 0.031; Behandlung: P = 0.02) bis zu fast 60% (A)
und 56 % (B) erklart werden. Die Veranderungen der Pilzoberflache konnten bei den Kontroll-Subkolonien zu 50% (C) signifikant
(P = 0.031) die steigende Anzahl toter Arbeiterinnen erklaren. Bei den HIPV-behandelten Subkolonien konnte um 40% (D) ten-

denziell (P = 0.066) die Beziehung der Oberflachenanderungen der Pilzgarten und den toten Arbeiterinnen nachgewiesen wer-
den.
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Abb. 19 Furagierverhalten der Arbeiterinnen in Subkolonien von A. colombica bei kontinuierlicher
Einwirkung simulierter HIPV-Emissionen der Limabohne

Die erfasste Schneideaktivitat von Kontroll- (blau) und HIPV-behandelten (rot) Subkolonien mit einer konti-
nuierlichen Behandlung an 500 ul HIPV-versetzter Paste ist im direkten Vergleich von Kontrolle und Be-
handlung (A) und Uber die Versuchsdauer dargestellt (B). Die Versuchsdauer betrug insgesamt 18 Tage.
Die aufgenommen Differenzen an geschnittenem Blattmaterial (Rubus fructicosa) zeigten einen signifikan-
ten Unterschied zwischen Kontrolle und Behandlung (gepaarter t-Test: A: P = 0.008; ***; A). Im Laufe der
Behandlung zeigte sich, dass ab dem siebten Tag die Schneideaktivitat der HIPV-behandelten Subkolonien
stark abnimmt und sich nicht mehr erholt (B). Somit hatte die Behandlung einen inhibierenden Effekt auf
das Furagierverhalten der Arbeiterinnen.
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Abb. 20 Zeitlicher Verlauf des anfallenden Abfalls und der Anzahl an toten Arbeiterinnen in Subkolonien von A.
colombica bei kontinuierlicher Einwirkung simulierter HIPV-Emissionen der Limabohne

Der prozentual angefallene Abfall (A) und der prozentuale Anteil an toten Arbeiterinnen (B) sind hier tGber die Versuchsdauer
im statistischen Mittel mit Standardabweichung dargestellt. Dabei wiesen die beiden Faktoren ahnliche Veréanderungen im
Behandlungsverlauf auf. Die statistische Auswertung mit einer 1-faktoriellen ANOVA mit Messwiederholungen ergab bei dem
angefallenen Abfall und dem prozentualen Anteil an toten Arbeiterinnen einen signifikanten Effekt durch die Versuchsdauer
(Abfall: P = 0.001; FG = 7; n = 12; tote Arbeiterinnen: P = 0,000; FG = 7; n = 12). Die Behandlung hatte keine direkten signifi-
kanten Einflisse auf die Abfallmenge (P = 0.547; FG = 1; n = 12) und die Anzahl an toten Arbeiterinnen (P = 0.657; FG=1; n
= 12). Die Interaktion zwischen Versuchsdauer und Behandlungseffekten wies auch keine Signifikanz auf (Abfall: P = 0.486;
FG = 7; n = 12; tote Arbeiterinnen: P = 0.802; FG = 7; n = 12). Das wahrend der Versuchsdauer zunehmende Alter der Sub-
kolonien hatte einen Einfluss auf die anfallenden Mengen von Abfall und die Anzahl an toten Arbeiterinnen.
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3.3 Versuch 3: Duftstoffemission der verwendeten HIPV-Paste
(100ul) und der induzierten Blattfragmente von Phaseolus

lunatus
Fur diesen Versuch wurden die Duftemissionen von gestanzten Blattfragmenten der

Limabohnen, die 24 Stunden zuvor mit JA induziert wurden, und der mit 100 pl do-
sierten Lanolin-Paste, die mit den HIPVs der Limabohne versetzt war(Kost & Heil,
2006; Stephan, 2010), gemessen. Die Messungen erfolgten tber einen Zeitraum von
24 Stunden. Die aufbereiteten Proben wurden in Jena an dem MPI fiir Biochemische
Okologie mit Hilfe eines Gaschromatographen, der mit einem Massenspektrometer
gekoppelt war, ausgewertet. Die erhaltenen Chromatogramme der Emissionspektren
(Abb. 21) von jeweils 13 Proben der beiden verwendeten Emittenten (HIPV-Paste
und Blattfragmente) wurden mit Massenspektogrammen (Kap. 6.1) der einzelnen
Duftstoffe abgeglichen. Dabei konnte festgestellt werden, dass in den Emissions-
spektren der Limabohnen-Blattfragmente die beiden VOCs (R)-(-)-Linalool und
TMTT nicht in einer Probe vorzufinden waren (Abb. 21). Im Normalfall sollte eine JA-
induzierte P. lunatus nach 24 Stunden diese beiden Duftstoffe emittieren(Kost & Hell,
2006). Diese beiden VOCs und zusatzlich der Duftstoff DMNT konnten auch nicht in
jedem Emissionsspektrum der HIPV-versetzten Lanolin-Paste aufgefunden werden,
obwohl diese Stoffe der Paste bei der Herstellung hinzugefltigt wurden (Kap. 2.5.1).
Eine mdogliche Ursache kénnten maskierende Emissionseffekte des Lanolins, der
verwendeten Watte oder des Filters sein (Kap. 6.2). Eventuell kénnten auch die Duft-
stoffe beim Auftauen entwichen sein bei einzelnen Durchgangen.

Die Zusammensetzung der applizierten VOCs in das Lanolin sollte der nattrlichen
Emission einer durch Herbivorie induzierten Limabohne nach 24 Stunden entspre-
chen. Bei den Untersuchungen von Heil (2004) konnten nur minimale Konzentrati-
onsunterschiede zwischen natirlich durch Herbivorie-induzierten und JA-induzierten
Limabohnen festgestellt werden. Die in der vorliegenden Untersuchung berechneten
Mengen der in 24 Stunden emittierten Duftstoffe von Paste und Blattfragmenten un-
terschieden sich im direkten Vergleich dagegen signifikant voneinander (Abb. 21).
Bei der Betrachtung der einzelnen VOCs zeigte sich, dass nur (32)-Hex-3-enylacetat
und Methylsalicylat in vergleichbaren Mengen emittiert wurden (Abb. 22). Die ande-
ren VOCs waren in signifikant unterschiedlichen Mengen in den Duftspektren der

beiden Emittenten vorhanden. Dabei wurden die einzelnen VOCs, bis auf Methylsali-
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cylat, in geringeren Konzentrationen von den JA-induzierten Limabohnen-
Blattfragmenten emittiert. Somit entspricht die Zusammensetzung der emittierten
VOCs der Paste nicht denen der JA-induzierten Blattfragmente. Das bedeutet, dass
die Paste kein naturlicher Ersatz fur die natirliche Emission einer Limabohne ist. In
Zukunft ware zu klaren, ob die Menge der gestanzten Limabohnenblatter fur die
Messung zu gering war und welche Varianz die Limabohne bei den emittierten VOCs

zeigt.
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Abb. 21 Exemplarische Chromatogramme der Duftemissionen von HIPV-versetzter Lanolin-Paste und Phaseolus
lunatus Blattfragmenten

Der direkte Vergleich der Chromatogramme zeigt deutlich die Unterschiede zwischen der mit HIPVs-versetzten Lanolin-Paste
(A; n = 13) mit einer Dosis von 100 pl und den Blattfragmenten von P. lunatus (B; n = 13), die eine Flache von ca. 24 cm?
bedeckten. Deutlich zu erkennen ist, dass die Duftstoffe 3 und 8 nicht in dem Emissionsspektrum der Limabohnen-
Blattfragmente enthalten sind. Dagegen enthielt das hier ausgewahlte Emissionsspektrum der Paste alle VOCs. Mit dem
Wilcoxon-Test wurden die berechneten Duftstoffmengen der Emissionen von HIPV-versetzter-Paste und den Blattfragmenten
der Limabohne verglichen, wobei sich ein signifikanter Unterschied ergab (P = 0.017; n = 8).

1 (32)-Hex-3-enylacetat; 2 (E,Z)-B-Ocimene; 3 (R)-(-)-Linalool ; 4 (3E)-4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien (DMNT); 5 Methylsalicy-
lat; 6 (Z)-Jasmon; 7 B-Caryophyllen; 8 (3E,7E)-4,8,12-Trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraen (TMTT); RS = Referenzsubstanz 1-
Bromdecan
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Abb. 22 Emissionsmengen der einzelnen Duftstoffe von HIPV-versetzter Paste und Limabohnen-Blattfragmenten nach
der 24-stiindigen Messung

Die Aufschlisselungen der emittierten Duftstoffe der mit 100pl dosierten HIPV-Paste (rot) und der Blattfragmente von P. lunatus
(grain) ist in diesem Diagramm mit der Menge [ng] pro 24 Stunden dargestellt. Die Duftstoffe 3 und 8 konnten in den Emissionen
der Limabohnen-Blattfragmente bei keiner einzigen Messung aufgefunden werden. Die ermittelten Mengen der emittierten Duft-
stoffe der Blattfragmente fielen, den Duftstoff 5 davon ausgenommen, niedriger aus als die Emissionen der HIPV-Paste. Nur in
vereinzelten Messungen der Pasten-Emission konnten bestimme Duftstoffe wie 3,4 und 8 nicht immer erfasst werden. Bei der
Auswertung der in Lanolin-Paste und Blattfragmenten vorhandenen Duftstoffe mit dem Wilcoxon-Test ergab sich, dass nur zwei
Stoffe (1: P = 0.507 und 5: P = 0.087; n.s = nicht signifikant) keinen signifikanten Unterschied aufwiesen. Die anderen vier Duft-
stoffmengen pro 24h zeigten signifikante Unterschiede zwischen den beiden Emittenten auf (2: P = 0.023; 4: P = 0.004; 6: P =
0.001; 7: P = 0.001; * = signifikant). Diese Unterschiede der Emissionszusammensetzung der HIPV-versetzten Lanolin-Paste
und der Blattfragmente von P. lunatus kénnten durch maskierende Emissionen der verwendeten Materialien oder innerartliche
Schwankungen der Emissionen von Limabohnen verursacht worden sein. Eine vorzeitige Emission aus der auftauenden Paste
oder den gestanzten Blattrandern kénnte auch ein moglicher Grund sein.

1 (32)-Hex-3-enylacetat; 2 (E,Z)-B-Ocimene; 3 (R)-(-)-Linalool ; 4 (3E)-4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien (DMNT); 5 Methylsalicylat;
6 (Z2)-Jasmon; 7 p-Caryophyllen; 8 (3E,7E)-4,8,12-Trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraen (TMTT)
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4 Diskussion

4.1 Bleiben naive BSA-Kolonien neutral?

Bei der Untersuchung der Nahrungspraferenzwahl wurde den beiden Atta colombica
Kolonien mit einem ,HIPV-naiven® Pilz (Leucocoprinus gongylophorus) JA-induzierte
und unbehandelten Limabohnen (Kontrolle) angeboten. Dabei wurde festgestellt,
dass die ,HIPV-naiven“ Arbeiterinnen keine Diskriminierung gegenuber einer der an-
gebotenen Pflanzen zeigten. Dagegen konnte eine geringe Bevorzugung der Arbeite-
rinnen gegeniber den JA-induzierten Limabohnen festgestellt werden. Diese Ergeb-
nisse zeigen, dass bei einer Vermeidung des Kontaktes zwischen Pilz und HIPV-
emittierenden Blattstiicken keine Ablehnung von Pflanzen mit induzierter Abwehr
durch die BSA stattfindet. Die in den Untersuchungen von Tremmel (2008) und Herz
et al. (2008) beobachtete ,delayed rejection” tritt also nur auf, wenn der Pilz durch die
Arbeiterinnen mit Substrat, das fungizide Stoffe beinhaltet, versorgt wird. Die indu-
zierte Abwehr der Pflanzen mit HIPVs hat auf die BSA selbst keinen Einfluss. Dieser
Fakt wird durch die Untersuchung von Stephan (2010) bestatigt, bei der die Reaktion
beider Symbionten auf HIPVs getrennt aufgenommen wurde. Die Bedeutung fur die
in dieser Untersuchung mit einbezogene mutualistische Beziehung besteht darin,
dass die ,induced-defense” Hypothese (Kost, et al., 2011) nur auf einen Symbionten
anwendbar ist. Der Pilz stellt den anfalligen Symbiose-Partner gegeniuber den
induzierten HIPVs der Pflanzen dar (Stephan, 2010) und Ubernimmt eine wichtige
Entscheidungsinstanz bei der Nahrungspflanzenwahl der BSA (North & Jackson,
1999). Die BSA konnen somit ohne Information des Pilzes nicht selbststandig
zwischen flir ihren symbiontischen Partner schadlichen oder unschadlichen
Substanzen unterscheiden. Die Weiterleitung der chemischen Informationen
zwischen Pilz und den furagierenden Arbeiterinnen erhélt dadurch eine Bedeutung
als Uberlebenswichtiger Aspekt dieses mutualistischen Zusammenspiels.

Die leichte Praferenz der Arbeiterinnen gegentber den JA-induzierten Limabohnen
steht in Einklang mit denen in der Natur beobachteten anderen Herbivoren-Pflanzen-
Systemen, bei denen HIPV-emittierende Pflanzen bevorzugt wurden (Dicke, 1986;
Dicke & Van Loon, 2000; Horiuchi, et al., 2003 a). Durch abiotische Faktoren ge-
stresste Pflanzen stellen ihre Genexpression um und produzieren oft Phytohormone,

die eine Duftstoffemission auslosen konnen. In diesem Zeitraum kdonnen die ge-
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stressten Pflanzen dagegen weniger effektiv ihre Ressourcen in die Abwehr von
Herbivoren investieren. Dadurch stellen diese Pflanzen ein attraktiveres Ziel fur die
Herbivoren dar. Diese Bevorzugung der gestressten Pflanzen wurde auch bei fura-
gierenden BSA-Arbeiterinnen durch Meyer et al. (2006) nachgewiesen. Somit weisen
die HIPVs der Limabohne eine zusatzliche Wirkung als Kairomone auf, in dem sie
Herbivoren anlocken und dadurch dem Sender schaden. Die Wirkungsweise der
HIPVs hangt somit von der emittierten Konzentration ab (Heil, 2004 b).

Abschliel3end lasst sich zu diesem Untersuchungsteil sagen, dass die erste Hypo-
these in allen Punkten bestatigt werden konnte. Naive Atta colombica Arbeiterinnen,
deren Pilzgarten HIPV-naiv ist, weisen gegenuiber JA-induzierten und Kontroll-
Limabohnen ein indifferentes Furagierverhalten auf. Zusatzlich konnte die beim Fu-
ragieren beobachtete leichte Bevorzugung der JA-induzierten Limabohnen im 6kolo-
gischen Kontext erklart werden (Meyer, et. al., 2006).
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4.2 Pflanzliche Schadigung einer mutualistischen Lebensgemein-

schaft
Die drei verwendeten Konzentrationen lagen innerhalb des naturlich vorkommenden

Emissionsbereiches von tropischen Pflanzen. Die bisher bekannte Obergrenze an
eingelagerten VOCs liegt bei Hymenaea courbaril fir Caryophyllen bei 3000 pg pro g
Frischgewicht (Howard, et al., 1988b). Die Untergrenze durfte bei 10 pg an Ocimen
pro g Frischgewicht in Virola gardneri erreicht sein (Urbas, 2004). Somit wurden die
Konzentrationen von 2 ml (entspricht ca. 2000 pug), 100 pl (ca. 100 pg) und 500 pl
(ca. 500 pg) gewahlt. Die Konzentrationen an Sekundarmetaboliten variieren sehr
stark, wie die beiden genannten Beispiele belegen und sind zusétzlich noch familien-
, gattungs- und artspezifisch (Fraenkel, 1959). In der vorliegenden Arbeit hatten un-
terschiedliche Konzentrationen an HIPVs der Limabohne auch unterschiedliche Ef-
fekte auf die Pilzgarten.

Die hochste der verwendeten Konzentrationen von 2 ml HIPV-versetzter Paste wies
eine hohe Mortalitat der Pilzgarten auf. Die Halfte der etablierten Subkolonien war bis
zum Ende der Aufnahmen nicht weiter verwendbar. Finf von zehn Subkolonien wur-
den aufgeltst, wovon 2 Kontroll- und 3 HIPV-behandelte Subkolonien waren. Da
auch die Pilzgarten der Kontroll-Subkolonien als nicht mehr Uberlebensfahig einge-
stuft wurden, kann die gewéhlte Konzentration an HIPV-Paste nicht der Grund fur die
Mortalitat der Pilzgarten sein. Eine mogliche Erklarung waren Seneszenzeffekte, die
durch das hohere Alter der Subkolonien bei Versuchsbeginn bedingt wurden. Bis auf
zwei zuvor neu etablierte Subkolonien wiesen alle ein Alter von acht Wochen zu Ver-
suchsbeginn auf. Leider ist nicht genau bekannt, wie lange die Lebensspanne einer
Subkolonie im Durchschnitt betragt. Da bei den anderen beiden gewéhlten Konzent-
rationen die Subkolonien ein Alter von maximal zwei Wochen zum Versuchsbeginn
hin aufwiesen und nur insgesamt 1 von 24 Subkolonien als nicht mehr tberlebensfa-
hig eingestuft wurde, spricht das fiir eine altersbedingte Mortalitat der Subkolonien
bei der gewahlten Konzentration von 2 ml. Diese Seneszenzeffekte maskierten wohl
auch die moglichen Behandlungseffekte bzw. die Seneszenz wurde durch die Be-
handlung womdglich verstarkt, so dass nur Uber die Zeit ein inhibiertes Wachstum
der Pilzgarten zu erkennen war. Die abnehmende Mortalitat der Arbeiterinnen in den
Subkolonien wies eine positive Korrelation mit dem abnehmenden Gewicht und der

Flache der Pilzgarten auf. Dies stellt eine eher ungewdhnliche Beziehung dar, da
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eigentlich eine negative Korrelation erwartet wurde. Die Inhibition des Pilzgarten-
wachstums sollte eigentlich zu einer Erhéhung der Arbeiterinnensterberate fiihren,
da durch die abnehmende Flache und Masse der Pilzgarten ein geringerer Teil an
BSA versorgt werden kann. Eine mdgliche Erklarung ware wieder das hohere Alter
der BSA. Dies kdnnte zu Beginn der Versuchsdauer zu einer erhohten Sterberate der
Arbeiterinnen geflihrt haben, die durch die sich verringernde Abundanz an Subkolo-
nien uUber die Zeit hin abnahm. Die erste behandelte Subkolonie musste schon nach
einer Versuchsdauer von vier Tagen von den Aufnahmen ausgeschlossen werden.
Der Verlust der zu Beginn verstorbenen Arbeiterinnen hatte eine schlechtere Versor-
gung der Pilzgarten zur Folge, was wiederum eine mogliche Ursache ware, die die
Mortalitat der Subkolonien mit ausgeldst haben koénnte. Diese Untersuchungseinheit
sollte erneut durchgeftihrt werden, wobei jingere Subkolonien verwendet und weite-
re Vitalitatsaufnahmen, wie z.B. Schneideaktivitat der furagierenden Arbeiterinnen,
aufgenommen werden sollten.

Eine Konzentration von 100 pl an HIPV-Paste wurde fir einen Versuchsdurchgang
gewahlt, da Stephan (2010) inhibierende Wachstumseffekte des symbiontischen Pil-
zes bei direkter Applikation von 100 pg der vollstandigen Zusammensetzung an
HIPVs der Limabohne in das Kulturmedium verzeichnen konnte. Bei der Applikation
der HIPVs in die Pilzgarten und der tber die Gasphase stattfindende Kontaminierung
waren die Verdiunnungseffekte anscheinend zu hoch. Die Aufnahmen der Pilzober-
flachen, die bei dieser Konzentration vorgenommen wurden, wiesen auf keinerlei
Inhibition des Pilzwachstums hin. Nach einer Versuchsdauer von neun Tagen wurde
sogar eine leichte Zunahme an Oberflache der behandelten Pilzgéarten festgestellt.
Im Gegensatz zu der Oberflache als Wachstumsparameter, nahm das Gewicht aller
Pilzgarten kontinuierlich ab. Dieser Effekt trat bei Kontroll- und behandelten Subkolo-
nien ohne signifikanten Unterschied auf, weshalb diese Abnahme nicht in Zusam-
menhang mit einer mdglichen Inhibition durch die HIPVs gebracht werden kann.
Auch die Mortalitat der Arbeiterinnen schien durch den Gewichtsverlust nicht beein-
flusst zu werden, da keine Zunahme der Sterberate verzeichnet werden konnte. Eine
mogliche Erklarung waére, dass die Pilzgarten Uber die Zeit an Feuchtigkeit verloren.
Die Subkolonien waren nicht hermetisch verschlossen und die BSA mussten auch
ausreichend mit Luft versorgen werden. Dabei kdnnte die Austrocknung starker in

den kleinen etablierten Foramicarien erfolgt sein als in den gro3en Mutterkolonien.
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Anscheinend haben die Feuchtigkeitsversorgung in der Pilzbox und die Reduzierung
des Boxensystems nicht ausgereicht, um diesen Verlust auszugleichen. Somit sollte
die Feuchtigkeitsversorgung der Pilzgarten fir mogliche weitere Untersuchungen
optimiert werden. Die Untersuchung mit dieser Konzentration wurde nach neun Ta-
gen abgebrochen, da die gewahlte Konzentration keinen Effekt auf die behandelten
Pilzgarten hatte.

Als mittlere Konzentration wurden 500 pl an HIPV-versetzter Paste als Behandlung
gewahlt. Eine der behandelten Subkolonien wurde aufgrund einer Kontamination des
Pilzgartens durch eine Schimmelpilzart von der letzten Messung ausgeschlossen.
Die Pilzoberflachen der behandelten Subkolonien wiesen Tendenzen
(Signifikanzniveau bei ca. 10%) einer Inhibition des Wachstums auf. Somit konnten
bei dieser Konzentration die ersten tendenziellen Behandlungseffekte auf einen der
ausgewahlten Wachstumsfaktoren festgestellt werden. Die Veranderungen des Ge-
wichtes der Pilzgarten von Kontroll- und behandelten Subkolonien verliefen nicht
Uber die ganze Versuchsdauer hin gleich, aber die Unterschiede waren nicht signifi-
kant. Die moglicherweise erhéhte Austrocknungsrate in den Foramicarien, die bei der
Konzentration von 100 pl wohl schon Gewichtsverluste verursacht haben kénnte,
kénnte eventuell aufgetretene Behandlungseffekte Uberlagert haben. Ein weiteres
Anzeichen fur einen bestehenden Behandlungseffekt wére der Zusammenhang zwi-
schen den Wachstumsfaktoren und der Mortalitat der Arbeiterinnen. Das Abnehmen
beider Wachstumsfaktoren hatte signifikant Auswirkungen auf die Zunahme der
Sterberate. Durch die Abnahme der Oberflache und des Gewichtes konnten die Ar-
beiterinnen wohl nicht mehr ausreichend durch den Pilz versorgt werden. Die Kon-
tamination durch eine Schimmelpilzart einer der behandelten Pilzgarten kénnte durch
die eingeschrankte Nesthygiene(Currie & Stuart, 2001) entstanden sein, die durch
die abnehmende Abundanz an Arbeiterinnen eventuell forciert wurde.

Zusatzlich konnte bei der Behandlung mit 500 ul eine ,delayed rejection® wie bei
Tremmel (2008) und Herz et al. (2008) beobachtet werden. Nach einer Versuchs-
dauer von sieben Tagen sank die Schneideaktivitat der furagierenden Arbeiterinnen
gegenuber den angebotenen Rubus fructicosa Blattern in den behandelten Subkolo-
nien gegen Null und blieb die restliche Zeit fast unverandert. Die verwendeten fungi-
zid wirkenden HIPVs der Limabohne(Stephan, 2010; Rosenthal & Berenbaum, 1991)

veranlassten Uber den Pilz die Arbeiterinnen dazu, das angebotene Futter, das sonst
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ohne Einschrankungen geschnitten wurde, zu diskriminieren. Somit scheint der Pilz
nicht dazu in der Lage zu sein, die ihm zugefugten schadlichen Stoffe und ihre Quel-
le spezifizieren zu kdnnen, sondern registriert das ihm bei der Behandlung verab-
reichte Substrat als Schadensquelle. Darlber erfolgt die Informierung der Arbeiterin-
nen, die daraufhin die eigentlich Pilz-unschadliche Nahrungspflanze meiden. Weiter-
fuhrende Untersuchungen konnten in Bezug auf die Dauer des diskriminierenden
Verhaltens gegenuber der verabreichten Nahrungspflanze unternommen werden, ob
diese genauso lange anhélt wie bei der direkten Verabreichung von schadigenden
Substanzen an den Pilzgarten (Saverschek, et al., 2010; Herz et al. 2008). Bei einer
Weiterfuhrung der hier angewendeten Behandlung kdnnte erganzend uberpruft wer-
den, ob nach dem Auftreten der Diskriminierung der angebotenen Futterpflanze wei-
tere Futterpflanzen mit anhaltender HIPV-Behandlung diskriminiert werden wirden.
Diese Ergebnisse konnten moglicherweise fur die Agrarwirtschaft in den durch BSA
geschadigten Gebieten(Holldobler & Wilson, 1990) interessant sein. Mit einer andau-
ernden Verabreichung von HIPVs in eine BSA-Kolonie kdnnte eine eventuell dauer-
hafte Diskriminierung von den eingetragenen Substraten erreicht werden. Fraglich
ware nur, ob diese Methode nicht aufwendiger und kostenintensiver ist als die bishe-
rigen Schadlingsbekdmpfungsmalinahmen. Fir den Schutz der tropischen Umwelt
vor den giftigen Wirkungen der verwendeten Pestizide und den biologischen Anbau
von Nahrungspflanzen ware eine Erwagung dieser Methode aber eventuell lohnens-
wert.

Der Rickgang des Furagierverhaltens der Arbeiterinnen der behandelten Subkolo-
nien hat wiederum Auswirkungen auf das Pilzwachstum. Durch den fehlenden Blatt-
eintrag kann der Pilz nicht weiter kultiviert werden und die Versorgung der Arbeite-
rinnen durch den Pilz wird auch vermindert. Die HIPV-Behandlung beeinflusst letzt-
lich durch die Inhibition des Pilzwachstums und die ausgeldste Diskriminierung der
Nahrungspflanzen durch die Arbeiterinnen eine verstarkte Abnahme des Pilzgartens,
die auRerdem die Mortalitat der Arbeiterinnen verstarkt. Ricklaufend verursacht die
steigende Mortalitat der Arbeiterinnen einen Mangel in der Versorgung des Pilzes,
wodurch die Nesthygiene(Currie & Stuart, 2001) und der Blatteintrag Uber die Zeit
vernachlassigt werden. Der Einfluss der HIPVs auf den Pilz kann vollstandig die
mutualistische Beziehung zum Erliegen bringen und das Ableben der beiden Sym-

bionten bedeuten. In der freien Natur ist ein solch verheerender Einfluss der HIPVs
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nicht moglich, da die aufgezeigten Furagiermuster (z.B. Howard, 1988a; Cherrett J.
M., 1972) der BSA eine dauerhafte Belastung des Symbiose-Partners durch HIPVs
vermeiden.

Der angefallene Abfall wurde anscheinend nur durch das Altern der Subkolonien be-
einflusst. Auf eine Beziehung zu anderen Faktoren kann nur indirekt geschlossen
werden. Durch den Abbau des Pilzgartens und die anfallenden Blattreste, die nicht
mehr fur den Pilz verwendet werden kdnnen aufgrund der Diskriminierung dieses
schon eingetragenen Substrates, wird mehr Abfall durch die Arbeiterinnen zusam-
mengetragen. Ob dieser Faktor fur die Aufnahmen weiterer Untersuchungen sinnvoll
ist, ist fraglich. Vielleicht sollte nur die Menge an angefallenen Pilz- und Pflanzenres-
ten gemessen werden, wodurch eine bessere Aufschliisselung des Verhaltnisses
von toten Arbeiterinnen und dem restlichen Abfall méglich ware.

AbschlieRend lasst sich zu dieser gewahlten Konzentration von 500 pl sagen, dass
Behandlungseffekte tendenziell auftreten und einen weitreichenden Einfluss auf die
unterschiedlichen Faktoren dieses komplexen BSA-Pilz-Mutualismus haben. Weiter-
fuhrende Untersuchungen kdonnten mehr Klarheiten tUber die Auswirkungen von an-
dauernden Behandlungseffekten auf den Mutualismus liefern und die Dauer der aus-

geldsten Diskriminierung der Nahrungspflanzen durch diese Behandlung.

Zusammenfassend flr alle angewendeten Konzentrationen lasst sich sagen, dass
wohl erst ab einer Konzentration von 500 ul tendenzielle Auswirkungen der HIPVs
der Limabohne erfasst werden kénnen. Dadurch kann die zweite Hypothese tenden-
ziell durch die gewahlte mittlere Konzentration bestétigt werden.

Seneszenzeffekte und eine erhéhte Austrocknung in den Subkolonien kénnen mdogli-
che Behandlungseffekte verbergen. Die Aufnahme der Oberflachen und des Gewich-
tes als Wachstumsfaktoren des Pilzes erachte ich insgesamt als sinnvoll. Beflirchtete
Ungenauigkeiten beim Wiegen des Pilzes durch methodische Ineffizienz bei z.B.
dem Einsammeln der Arbeiterinnen von den Pilzgarten oder einem starkeren Einfluss
der Feuchtigkeit im Pilzmyzel, sind wohl unbegriindet. Die Austrocknungseffekte trotz
der Reduzierung der Foramicarien auf zwei Boxen und den hinzugefligten Befeuch-
tungsmaflnahmen missten noch weiter eingeschrankt werden.

Die Aufnahme der Schneideaktivitéat erwies sich als sehr sinnvoll und misste héchs-

tens in der Methodik verfeinert werden. Die Schwankung der in den Blattern enthal-
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tenen Feuchtigkeit fihrte zu negativen Schneideraten und kénnte weniger ausge-
pragte Ergebnisse beeintrachtigen. Durch das aufféllige Furagierverhalten der be-
handelten Subkolonien konnten in dieser Untersuchung eindeutige Aussagen getrof-
fen werden, aber geringere Effekte konnten mit dieser Methodik eventuell nicht er-
fasst werden. Die Aufnahme des Abfalls als weiteren Faktor fiir die Vitalitat der Sub-

kolonien sollte fur zukinftige Untersuchungen weiter modifiziert werden.
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4.3 Aufschluss der Duftspektren von HIPV-Paste und induzierten

Blattfragmenten (Phaseolus lunatus)
Bei der Messung der Duftemissionen konnten einige verunreinigende Peaks festge-

stellt werden, die neben den charakteristischen Peaks der Duftstoffe vorhanden wa-
ren (Kap. 6.2). Diese erfassten Verunreinigungen kdonnten von den verwendeten Ma-
terialien stammen. Das Lanolin gibt auch fir den Menschen wahrnehmbare Gertiche
ab und konnte durch seine eigene Emission diese zusétzlichen Peaks in den Spek-
tren verursacht haben. Zuséatzlich konnten die feuchten Wattepads oder die Filter, auf
die die Paste aufgetragen oder die komplett mit Blattfragmenten bedeckt waren, un-
gewollte Duftstoffe emittiert haben. Eine weitere Mdglichkeit, die Uberprift werden
musste, waren innerartliche Schwankungen der Emissionsspektiren von induzierten
Limabohnen. Desweiteren kénnten die fliichtigen Duftstoffe schneller aus den Wund-
randern der gestanzten Blattfragmente emittiert sein im Gegensatz zu der HIPV-
versetzten Paste.

Die der Lanolin-Paste hinzugefugten VOCs und ihre Zusammensetzung sollten einer
naturlich induzierten Limabohne nach 24 Stunden entsprechen (Kost & Heil, 2006).
Leichte Konzentrationsunterschiede konnten von Heil (2004a) zwischen den natirlich
durch Herbivorie und JA-induzierten Limabohnen festgestellt werden. Fraglich ist nur,
ob diese bekannten Konzentrationsunterschiede mit verantwortlich, fir die signifikan-
ten Unterschiede in den emittierten Mengen pro 24 Stunden der gemessenen Duft-
stoffe von der HIPV-versetzten Paste und den JA-induzierten Limabohnen-
Blattfragmenten sind. Im Einzelvergleich unterschieden sich nur zwei Duftstoffe,
namlich (32)-Hex-3-enylacetat und Methylsalicylat, in den emittierten Mengen pro 24
Stunden bei der HIPV-Paste und den induzierten Blattfragmenten nicht voneinander.
Ein weiterer Grund fur diesen Unterschied kdnnte sein, dass die verwendeten Men-
gen der beiden Emittenten nicht vergleichbar waren. Nur Methylsalicylat wurde men-
genmalig mehr von den Blattfragmenten emittierte. Alle anderen Duftstoffe wurden
in héheren Konzentrationen von der HIPV-Paste abgegeben. Die Blattfragmente be-
deckten die Filteroberflache mit einer Flache von ca. 24 cm? und von der HIPV-Paste
wurden 100 pl auf den Filter aufgetragen. Fur weitere Messungen sollten die Mengen
der Emittenten angepasst werden. Beispielsweise sollten beide Emittenten in glei-
cher Menge verwendet werden, anstelle der unterschiedlichen und nicht direkt ver-

gleichbaren Einheiten von Flache und Volumen, wie in dieser Untersuchung.
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Es bleibt schwer zu erklaren, warum bestimmte Duftstoffe, wie (R)-(-)-Linalool und
TMTT, in keinem einzigen Emissionsspektrum der Blattfragmente vorhanden waren
oder detektiert werden konnten. Entweder waren die maskierenden Effekte durch
zusatzliche Emissionen der Materialien in den entsprechenden Bereichen dieser bei-
den Stoffe ausschlaggebend oder diese beiden flichtigen VOCs wurden aus unbe-
kannten Grunden nicht gebildet oder vor den Messungen nur kurzfristig emittiert. Die
Emissionsspektren von durch Herbivorie induzierten und den JA-induzierten Lima-
bohnen sollten sich maximal in den Konzentrationen(Heil, 2004a) und nicht in der
Zusammensetzung der Duftstoffe unterscheiden. Mogliche Schwankungen der Zu-
sammensetzung der emittierten Duftstoffe von JA-induzierten und durch Herbivorie-
induzierte Limabohnen sollten méglichweise Uberpriift werden.

Bei der HIPV-versetzten Paste konnte die vollstdndige Zusammensetzung aller hin-
zugefugten Duftstoffe nachgewiesen werden. Dabei konnten aber auch die beiden
oben genannten Duftstoffe und DMNT (einmalig) nicht in allen Emissionsspektren
nachgewiesen werden, obwohl mehrere Messungen aus einer angesetzten Pasten-
Charge entstammten. Somit sind Messfehler eher unwahrscheinlich, da alle Duftstof-
fe mindestens einmal in verschiedenen Messungen detektiert werden konnten. Am
wahrscheinlichsten erscheinen noch die maskierenden Auswirkungen der ungewoll-
ten Emissionen der eingesetzten Materialien und innerartliche Schwankungen, wie
auch eine frihzeitige Emission wahrend dem Auftauen der Paste.

Die dritte Hypothese muss aufgrund der Ergebnisse in diesem speziellen Fall falsifi-
ziert werden, denn die Zusammensetzung und die Konzentrationen der beiden Emit-

tenten waren nicht vergleichbar.
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6 Anhang

6.1 Massenspektren der emittierten Duftstoffe der Limabohne (P.
lunatus)
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Abb. 24 Massenspektren der reinen gewonnen Duftstoffe cis-Hexenylacetate und (E,Z)- B-Ocimene
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Abb. 23 Massenspektren der reinen gewonnen Duftstoffe (R)-(-)-Linalool und (3E)-4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien
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6.2 Exemplarische Massenspektren der gemessenen emittierten
Duftstoffe (HIPV-versetzte Lanolin-Paste)
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Abb. 28 Massenspektren der emittierten Duftstoffe cis-Hexenylacetate und (E,Z)- B-Ocimene aus der HIPV-versetzten Lano-
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Abb. 27 Massenspektren der emittierten Duftstoffe (R)-(-)-Linalool und (3E)-4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien aus der HIPV-
versetzten Lanolin-Paste (100 pl)
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