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1. Einleitung

Die Arten der neotropischen Tagfalter-Gattuigliconiuszeigenein unter Schmetterlingen
einzigartiges und in einigen Details bereits gut tetsuchtes Verhalten der
Nahrungsaufnahme, das sie sonst nur mit der phy&igeh nahestehenden Araparus
doris teilen. Nach Brown (1981) sind 38leliconiusArten bekannt. Die wichtigste
Nahrungsquelle der meisten Schmetterlinge ist Bligktar, manche nutzen auch
Pflanzensafte, etwa solche von Frichten oder Baurfifeenn, 2008). Heliconius-
Schmetterlinge sind jedoch in der Lage, durch espezielle Bearbeitungstechnik auch
Pollenkdrner aus den Antheren verschiedener Pflazze sammeln und als Nahrung zu
verwerten (Gilbert, 1972).

Abb. 1: Heliconius-Falter mit Pollenladung auf dem Proboscis. Foto: B Harald Krenn

Dadurch kommt dieseHeliconiusArten eine Sonderstellung unter den Schmetteninge

Die Imagines der pollenfressenddaliconiusFalter zeigen ein komplexes und faszinierendes
Verhalten, um fir sie essentielle Nahrstoffe aus Bellenkdrnern zu gewinnen. Mit der
Spitze des Saugrissels entnehmen sie durch megenraickartig-schabende Bewegungen
Pollenkdrner von den Antheren der Bliten, formessdizu einem am Saugrissel klebenden
Klumpen und kneten dieses Pollenpaket unter Zuggdoer Flissigkeit aus der Spitze des
Proboscis durch stundenlanges Aus- und Einrollem Saugrissels (Gilbert, 1972). Die
Flussigkeit wird nach der Pollenbearbeitung mit dealleninhalt Gber die Proboscisspitze
aufgenommen. Die Pollenkdrner selbst konnen duechsthmalen Proboscis nicht ingestiert
werden und werden abgeworfen. Es konnte gezeigtdemer dass Speichel fir die
Pollenbearbeitung verwendet wird (Eberhard et28lQ9 a) und die Pollenkdrner bei dieser
Bearbeitung zerstort werden (Krenn et al., 2009s B-oto in Abbildung 1 zeigt einen
HeliconiusSchmetterling mit einem Pollenpaket auf dem Sawsgiliis



Zu den natirlichen Pollenquellen der pollenfressandieliconiusFalter zahlen neben
manchen Rubiaceae, Boraginaceae und Polygalacezde \&ertreter der Cucurbitaceae-
GattungenPsiguria (Angurid) und Gurania (Gilbert, 1991). Pollenkodrner sind reich an
Proteinen, Aminosauren, Stickstoff, Lipiden, Stadkel Sterolen (Roulston und Cane, 2000).
Der Gehalt an Proteinen schwankt zwischen 2-60 &uld®on und Cane, 2002). Geklart ist,
dass die Falter durch die Pollenbearbeitung esdlenfminosauren aus Proteinen und somit
in den Aminosauren enthaltene Stickstoffmolekiles alen Pollenkdrnern extrahieren
(Gilbert, 1972). Das Pollenbearbeitungsverhalten d urdie damit verbundene
Stickstoffaufnahme ermdoglichen Faltern der Gattttagiconius einige Vorteile und haben
gro3en Einfluss auf ihre Lebensweise (Brown, 19&iilbert, 1991). Die meisten
Schmetterlinge leben im Normalfall wenige Wochen, denen sie sich nur begrenzt
fortpflanzen kdénnen. Bei den pollenfressenden ldalicae jedoch berichtet Gilbert (1972)
sowohl unter Freiland- als auch Laborbedingungem \aner ungewdhnlich hohen
Lebenserwartung von sechs Monaten und mehr. Eensokreits Individuen bis zu neun
Monate gelebt haben (Murawski, 1993)- wahre Metlamsa unter den Schmetterlingen also.
Ohne die Pollennahrung verkirzt sich ihre Lebensdantscheidend (Boggs et al., 1981).
Wegen der Eiablage und Larvenentwicklung auf Pasbiomen (Passifloraceae) ist auch der
Trivialname Passionsblumenfalter gebrauchlich. Passionsblumen produzieren Giftstoffe
gegen Fressfeinde, doch die Raupen Heficoniusfalter sind immun gegen das Gift
(Murawski, 1993). Das Larvenstadium ist bdeéeliconiusArten im Vergleich zu anderen
Schmetterlingen sehr kurz (Gilbert, 1991; Murawskf93). Obgleich die Raupen der
Heliconiinae ausschliel3lich an den giftigen Passhtmmen fressen, deren Gift aufnehmen
und dementsprechend Schutz durch ihre Ungeniefibatealten, wird die beschleunigte
Entwicklung der Larven als Anpassung einerseitsdan sehr hohen R&auberdruck durch
Parasiten und invertebrate R&uber in diesem Letstisen und die somit hohere
Vulnerabilitdt der Larven in Relation zu den motele Imagines (Gilbert, 1991) und
andererseits an das Pollenfressen der Imaginesaiddar, 1993) gewertet. Es wird vermutet,
dass dieHeliconiusfalter neben der Aufnahme von Cyaniden aus denidhabtumen als
Raupen auch die Fahigkeit haben, aus den aus Ralfeern aufgenommenen Aminosauren
zusatzliche Cyanglucoside zu synthetisieren unds dige Imagines fur Fressfeinde
ungenielbar macht (Murawski, 1993; Gilbert, 199Buch fur die Evolution der
beobachtbaren ausgepragten Warnfarbungen konnt8ydithese dieser Cyanverbindungen
entscheidend sein. In diesem Zusammenhang sei @aghfir die Heliconiinae typische

Phanomen der Mdillerschen Mimikry, also die Aushiguwon sich auffallend ahnelnden



Farbzeichnungen bei ungenie3baren oder giftigeenAdum Zwecke der Rauberabwehr,
erwahnt (Murawski, 1993). Weiters zeigen dHeliconiusFalter eine ihr gesamtes Leben
umfassende kontinuierliche Reproduktionsfahigked &iablage, wobei die Weibchen, wohl
des hoheren Energiebedarfs wegen, grof3ere Pollgamneammeln (Gilbert, 1972; Boggs et
al., 1981). Wahrend der fur die Produktion von Ekidrenottigte Stickstoff bei anderen
Schmetterlingen aus den begrenzten Reserven ikOFattr, die im Larvenstadium gebildet
werden, stammt, kbnnen sich die Heliconiinae dudeh Pollennahrung kontinuierlich mit
Stickstoff versorgen und lebenslang Eier produnig@ilbert, 1972). Die aus dem Pollen
gewonnenen Aminosauren werden, wie nachgewiesedewdqonnte, in die Eier eingebaut
(O'Brien et al., 2003). Die kontinuierliche Eiabtagn kleinen Mengen ermdglicht eine
groRere Dispersion des Nachwuchses, was ebenso @&nobutz gegen Parasiten und
Fressfeinde darstellt (Gilbert, 1972). Weiters mableliconiusFalter relativ grol3e Gehirne
fur Schmetterlinge und zeichnen sich durch beeridmde Gedachtnisleistungen aus
(Murawski, 1993). Der Vollstandigkeit wegen sei ladas interessante Phdnomen des ,pupal
mating“ erwahnt, also der Paarung von Mannchengarade schlipfenden Weibchen als
Folge von geringen Populationsdichten (Gilbert, 1)98uch fur diese Besonderheiten wird

die Ursache in der hochwertigen Pollennahrung geseh

Das Tragen von Pollenkornern wird auch bei and&ammetterlingen beobachtet (Penz und
Krenn, 2000). Zu Beginn der Forschung UHeficoniusFalter gab es Zweifel dartber, ob die
HeliconiusSchmetterlinge den Pollen tatsachlich gezieltvakammeln. Eine gegenteilige
Hypothese besagte, dass sie Pollenkérner unbeéigsioh Zuge der Nektarsammeltatigkeit
aus den Bluten entfernen wirden. Gilbert (1972)tfjgdoch mehrere schlissige Befunde an,
die zeigen, dass eine gezielte Pollenaufnahmdistiet. Nicht zuletzt konnten in neueren
Untersuchungen bei pollenfressenden Schmetterlingeaben einem speziellen
Verhaltensmuster beim Blitenbesuch, etwa einer inurclschnitt geringeren
Blutenbesuchsrate pro Sekunde (Krenn, 2008), audrphmlogische Besonderheiten
(zahlreichere und langere Sensillen in der mittlesmd proximalen Region und kirzere
Sensillen an der Spitze des Proboscis sowie kutzgralpalpen) bei den Mundwerkzeugen
der pollenfressendeHhleliconiusFalter festgestellt werden, die in Zusammenhang mit der

Aufnahme von Pollennahrung gesehen werden (KredrP@mz, 1998).

Eine Forschungsfrage beschaftigt sich damit, wieagedie Schmetterlinge an den fir sie

essentiellen Inhalt der Pollenkérner gelangen. iBeran friheren Arbeiten zur



Ernahrungsweise der pollenfressenden Heliconiimete beobachtet werden, dass wahrend
der Pollenbearbeitung die Pollenmasse mit einereRlaaus der Spitze des Proboscis
abgesonderten Flussigkeit befeuchtet wird. AusRleboscisspitze abgegebene Flissigkeit
wird von anderen Nymphaliden zum Verflissigen vathiingsmitteln, etwa getrocknetem
Zucker, eingesetzt (Knopp und Krenn, 2003). In eirdgntersuchung wurde von
pollenfressenderHeliconiusfaltern undLaparus dorisjedoch besonders viel Flissigkeit
abgesondert (Penz und Krenn, 2000). Diese Flugsigikel von Penz und Krenn (2000) als
wesentlich fir die ausreichende Haftung der Pobbemér am Proboscis angesehen. Dies

kénnte aber nicht der einzige Nutzen fiir die pdtiessendeieliconiusSchmetterlinge sein.

Es wurde lange angenommen, dass es sich bei diis=igkeit um von den Tieren wieder
hervorgewirgten Blitennektar handeln wirde (Gilbet®72). Wegweisend fur die
Lehrmeinung dartber, dass hervorgewurgter Nektan bollenbearbeitungsverhalten der
HeliconiusFalter involviert ist, waren frihere Versuche. @itb(1972) zitiert Experimente,
in denen gezeigt wurde, dass manche lebenden Rotler bei Inkubation in
zehnprozentiger Sucroseldsung bei einer Tempevatul5 °C bereits innerhalb einer Minute
50 Prozent der freien Aminoséuren und Proteinevdktisetzen und wéahrend der Keimung
eine Synthese von Aminosauren stattfindet. Wefi@nst Gilbert (1972) an, dass keimender
Pollen nach zweistindiger Inkubationszeit die Arsénren Arginin, Leucin, Lysin und Valin
freisetzt. Gilbert zog aus dieser Eigenschaft defleRkérner den Schluss, dass die
Schmetterlinge keine Ingestion und/ oder enzymiagis¢erdauung fur die Entfernung und
Aufnahme der Aminoséuren benétigen. In einem weitdExperiment von Gilbert (1972)
wurden HeliconiusFaltern feuchte Pollenladungen abgenommen, in &hmgrozentiger
Sucrose-Losung suspendiert, zentrifugiert und dieftend die Proteine im Uberstand mittels
Elektrophorese untersucht. Dabei wurden damals,Gabert, nur Pollenenzyme und keine
Enzyme des Darms der Schmetterlinge gefunden. Geswede sowohl in den Pollenproben
als auch in Kropf- und Darminhalt der Schmettegimgich denselben Enzymen. Eberhard et
al. (2007) kritisieren in ihrer Arbeit, dass Gilbarcht in Erwagung zog, dass die gefundenen
Enzyme statt aus dem Pollen auch aus Speichel stanknntenlm Zusammenhang mit
dem Pollenbearbeitungsverhalten HeliconiusFalter brachte die Forschung von O Brien et
al. (2003) die Erkenntnis, dass durch das Beanmbgsterhalten der Falter die Abgabe der
Aminosauren in Relation zu bloRem Einlegen in destem Wasser gesteigert ist. Dies
wurde als Hinweis fur die Hypothese angesehen, dasBestandteil des Speichels von

HeliconiusFaltern die Freisetzung der Nahrstoffe fordern kér{gberhard et al., 2007).



Neuere Forschungsergebnisse sprechen gegen dieielhdass hervorgewdirgter Nektar far
die Pollenbearbeitung verwendet wird. Eine inteaess Studie von Eberhard et al. (2009 a),
unter anderem mit gefarbtem Nektar, bestatigtes dassich bei der abgegebenen Flissigkeit
nicht um Nektar oder ein Nektar-Speichelgemiscindson tatsachlich um Speichel handelt.
Die Autoren fuhrten Versuche durch, bei denenHsiconiusFalter mit gefarbtem Nektar
futterten, ihnen Pollen an den Proboscis heftetah hei Beginn der Pollenbearbeitung die
Farbe der dazu abgegebenen Flussigkeit untersucBterse war stets ungefarbt. Die
Ausscheidungen der Tiere waren jedoch auch nocpef@nZeit nach dem Experiment
gefarbt, was die Autoren als Beleg dafiir wertelssder Farbstoff im Verdauungstrakt nicht
einfach abgebaut und der Nektar farblos wieder drgawtrgt wird. In einer zweiten
Testreihe wurde die aus dem Proboscis abgegebéssidgieit auf ihren Zuckergehalt hin
untersuchtHeliconiusFalter wurden dazu Uber Nacht isoliert und morgaitsWasser und
dann einer Zuckerldsung geftttert. Der Proboscisdenumit destilliertem Wasser gespuilt und
den Tieren Glasperlen als Pollenersatz angehelei. Start der Pollenbearbeitung und
Abgabe von Flussigkeit aus den Saugrisseln wurdenPdllenpakete mit destilliertem
Wasser abgespult und die Proben mittels Dinnsahiohiatographie auf inren Zuckergehalt
untersucht. Weder im Labor noch an Individuen aes d-reiland konnte Zucker in der
Flussigkeit, mit welcher der Pollen bearbeitet veyngachgewiesen werden.

Erste Untersuchungen der Speicheldrise konnterchelleine histologischen Unterschiede
zwischen pollenfressenden und nicht pollenfressesédmetterlingen nachweisen (Eberhard
und Krenn, 2003). Erst der morphometrische Vergleler Proportionen der Speicheldriisen
zwischen verschiedenen Arten zeigte, dass die Drégmn bei den pollenfressenden Arten
grof3er ist als bei verwandten Tagfaltern (Eberleaia., 2009 b).

Eberhard et al. (2007) gelang der Nachweis eineteBse im Speichel. Bei dieser Studie
wurden Glasperlen oder (frische oder tiefgekuhlg@gyllenkérner auf die Saugrissel
aufgebracht. Wenn die Pollen- oder Glasperlenpakete den Tieren mit einem Tropfen
Speichel benetzt wurden, wurden diese mit destdine Wasser abgespult. Die Proben
wurden mit einem Protein-Farbstoff-Komplex gemisaddr bei Anwesenheit einer Protease
eine Farbreaktion bewirkt. In allen mit Speicheln&&ten Proben wurde mit einem
Spektralphotometer eine ahnlich hohe Proteasemeagegewiesen, wobei die Proben mit
Kirbispollen und Speichel etwas mehr Protease @tehi als jene mit Glasperlen und
Speichel. Es ist den Autoren nach nicht vollig asshlie3en, dass die Pollenkdrner durch

den Speichel stimuliert werden, Proteasen freizesetund dies den geringen Unterschied



erklart. Als Kontrolle wurden deswegen auch Poltenker untersucht, die nicht mit Speichel
in Kontakt kamen. Diese Proben zeigten eine gerihggeasemenge im Pollen selbst und
werden darum als wesentlicher Faktor fur das Engedumsgeschlossen. Als wahrscheinlichste
Ursache fur die Unterschiede zwischen dem Kirbispalnd den Glasperlen beschreiben die
Autoren eine mdglicherweise vermehrte Abgabe voei®el und somit mehr Protease bei
den Proben mit Pollenkdrnern, weil die Tiere dudelnen Geschmack dazu stimuliert werden
kénnten. GroRere Pollenmengen konnten nach Eberhard et 28107] eine grofiere
Speichelmenge oder —konzentration bendtigen, umdistandig zu benetzen. Die Autoren
schreiben, dass die Ergebnisse der Studie ihrechnsach darauf hindeuten, dass Proteasen
im Speichel der Versuchstiere die Freisetzung vanndsauren aus Pollenkérnern steigern.
Sie kommen zu dem Schluss, dass, falls bei nichkerdoessenden, nah verwandten
Heliconiinae keine Protease im Speichel gefundemievekdnne, dies als ein neues Merkmal
im Zusammenhang mit dem Pollenfressen entstanden kénnte. Weiters wird
hervorgehoben, dass es wichtig sei herauszufindelchen Verdnderungen Pollenkérner bei
der Pollenbearbeitung ausgesetzt werden.

Fragestellung und Zielsetzung der Diplomarbeit

Der genaue Prozess der Pollenbearbeitung und deakiign der Nahrstoffe, sowie die
genaue Funktion der Protease bei dieser extraok&edauung sind noch nicht detailliert
erforscht. Eine aktuelle Publikation Uber die Ustehung des Zustandes von Pollenproben
von freilebenden Schmetterlingen in Costa Rica eimér Glashauspopulation in Texas hat
gezeigt, dass die Pollenkorner bei der Pollenbéarize teilweise zerstort werden (Krenn et
al., 2009). Das Kernthema, mit dem sich diese Digldeit beschaftigt, ist die Durchflihrung
von Versuchen, bei denen unter standardisierterinBadgen der Einfluss verschiedener
Probeflissigkeiten (Wasser, Nektar, zwei Proteasihgen, Glycerin) auf den Zustand von
frischen Pollenkérnern der Ar€ucurbita pepo(Cucurbitaceae) untersucht wird. Es soll,
ausgehend von der Hypothese, dass Protease entlealt&peichel wesentlich bei der
Pollenbearbeitung ist, untersucht werden, welcherfluss eine Protease-Losung auf die
Pollenkérner hat und die Annahme Uberprift werdbass Nektar oder Wasser alleine zu
keinen ahnlichen Verdnderungen von Pollenkdrnem lveim Bearbeitungsverhalten fihren.
Die Versuche sollen Aufschluss dariiber geben, ab ionwelcher Weise die Zugabe von
Nektar, Wasser und Protease-Losung zu PollenprabenForm und den Zustand der

Pollenkérner beeintrachtigt.



2. Material und Methode

2.1 Material

2.1.1 Pollenkérner vonCucurbita pepo

Alle Versuche wurden mit frischem Kurbispollen dugefiihrt. Die Pflanz€ucurbita pepo
(Cucurbitaceae) stammt urspringlich aus dem tropis@merika und hat viele Kulturformen
(Sitte et al., 2002). Pollenkorner va&@ucurbita pepo(Abb. 2-4) wurden fir die Versuche
gewahlt, weil der Pollen von Kirbisgewachsdesiguria sp und Gurania sp) zu den
bevorzugten Nahrungsquellen ddeliconiusFalter in ihren neotropischen Lebensrdumen
zahlt (Boggs, 1981; Krenn et al., 2008)d ebenso wie béisiguriain Relation zu anderen
Pflanzen sehr groRRe Pollenkdrner aufweiiguria bildet grof3e Pollentetraden mit einer
Lange von 110-12ym Lange (Estrada und Jiggins, 2002). Vorversuchgterg dass
Kirbispollenkdrner sensibel auf unterschiedlichersdehsbedingungen in Experimenten
reagieren und dadurch Veranderungen an der Stragtunell und einfach sichtbar werden.
Die Bluten vonCucurbita pepasind eingeschlechtig und werden von Insekten bbsiEitte

et al., 2002). Mannliche Kurbisbluten besitzen fGtdubblatter, die miteinander verwachsen
sind (Abb. 8-10). Die in den Antheren gebildetennié&higen Pollenkorner sind die
mannlichen Gametophyten (Stanley und Linskens, 18&Sse et al., 2009). Pollenkdrner
sind von einer schitzenden Wand umgeben, dem Sgrono{iSitte et al., 2002). Dieses
Sporoderm besteht aus zwei komplexen Schichten,adBen gelegenen Exine und der
inneren Intine. Die Intine umhllt den Protoplastehne Liicken zu lassen und zeigt wenig
Widerstandskraft gegen chemische Einfliisse. Sieebesft aus bis zu drei Schichten und die
aullerste enthalt viele Pektine, die dazu dienen,Itine beim Keimen von der Exine zu
I6sen (Sitte et al., 2002). Ein weiterer wichti@astandteil ist Cellulose (Roulston und Cane,
2000). Die Exine besteht aus sehr widerstandsfatsgmropolleninen (Sitte et al., 2002). lhr
aulRerer Anteil, die Sexine, weist bei Kirbispoli@émern viele, gleichméaRig Uber die
Oberflache verteilte Stacheln auf. Diese Strukturad Pollenkitt haben die Funktion, dass
die Pollenkdrner besser aneinander und an KorpeanHaaren von Insekten haften (Sitte et
al., 2002). Pollenkitt ist auch bei Kirbispollenrvanden und als dottergelbe Masse
erkennbar. Pollenkitt besteht aus Lipiden, Kohlesseastoffen, Terpenen und Carotinoiden
(Roulston und Cane, 2000). Die Exine der Pollen&bmeist Poren auf (Roulston und Cane,

2000). Anzahl, Lage und Form solcher Keimoffnungéperturen) sind ein wichtiges



Unterscheidungskriterium (Sitte et al., 2002). Bieimoffnungen sind Regionen an der
Pollenoberflache, die sich morphologisch und/ odeatomisch stark von der ubrigen
Pollenwand unterscheiden. Sie dienen als Austfitistig bei der Keimung und spielen eine
Rolle bei der Harmomegathie, einem MechanismusAdderungen der GréRe und der Form
von Pollenkdrnern durch Veranderungen des Hydeatisgszustandes erlaubt (Hesse et al.,
2009). Die Pollenkdrner voBucurbita pepaeigen eine relativ gleichmafige Verteilung von
Aperturen auf ihrer Oberflache. Der Fachterminusidiautet pantoaperturat oder pantoporat
(Hesse et al., 2009). Jede Apertur eines Kirbispktirns wird von einem sogenannten
Operculum bedeckt. Opercula sind Strukturen dené&xDie Pollenkdrner voiCucurbita
peposind durch ihre Uberdurchschnittliche Grof3e g@igyeet, um sie unter dem Mikroskop
zu untersuchen. Nach Stanley und Linskens (198%genePollenkérner vofucurbita pepo
einen Durchmesser von 213,8 um, ein Volumen vory 1 10° cn® und ein Gewicht von
1068,0 x 10 g auf Pollenkérner vorCucurbita pepo Lhaben einen Proteingehalt von 38,2
Prozent (Roulston et al., 2000).



Abb. 2: Pollenkorn von Cucurbita pepo(REM). Eigentum des Vereins zur Forderung der palynologidten
Forschung in Osterreich. Online unter der URL: http://www.paldat.org/ [Zugriffsdatum: 08.05.10].

Abb. 3: Keim6ffnung (Apertur), die durch ein Operculum verschlossen ist (REM). Eigentum des Vereins
zur Forderung der palynologischen Forschung in Osteeich. Online unter der URL:
http://www.paldat.org/ [Zugriffsdatum: 08.05.10].

Abb. 4: Geodffnete Apertur mit abgehobenem Operculumund austretendem Zellinhalt (REM). Eigentum
des Vereins zur Forderung der palynologischen Foréeing in Osterreich. Online unter der
URL:http://www.paldat.org/[Zugriffsdatum:08.05.10].



2.1.2 Versuchstiere der ArtHeliconius melpomeneHaltungs- und Zuchtbedingungen

Fur die Versuche wurden maéannliche und weibliche ngstterlinge der ArtHeliconius
melpomendLinnaeus 1758) (Familie Nymphalidae, Unterfamili#eliconiinae) ausgewahlt
(Abb. 5, 6). Die Puppen fur die Etablierung der BuonHeliconius melpomensurden bei
der Firma ,London Pupae Supplies - The Granary Mdrarm“ in Oxford bestellt. Die
Insekten wurden nach dem Schlipfen individuell neatk und in einem
Schmetterlingsgehege im Glashaus des Departments Midlekulare Systembiologie
untergebracht. Im Schmetterlingsgehege (Abb. 7)ntdie PassionsblumenPdssiflora
caeruleg den Schmetterlingen, wie in den natirlichen Haéitatzur Eiablage und als
Nahrungspflanze fir die Raupen. Als Nahrungsquelién die Imagines standen ein
Nektarspender, der mit aus verschiedenen Zuckermisghtem LantanaNektar
(Zusammensetzung nach Alm et al., 1990) geflulltdsurund mehrere Pflanzen der Art
Lantana camaraereit, welche auch in freier Natur als naturlidfektar- und Pollenquellen
dienen. Die nétige Luftfeuchtigkeit von ungeféhr Ffbzent wurde durch den Einsatz eines

Luftbefeuchters und tagliches Bespriihen mit einemstauber erzielt.
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Abb. 5: Imago vonHeliconius melpomeneaus der Population des Departments fur Evolutionsblogie der
Universitat Wien.

Abb. 7: Haltung der Heliconius-Population im Glashaus des Departments fiir Molekdre Systembiologie
der Universitat Wien.
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2.2 Methode

2.2.1 Beschaffung der frischen Kurbispollen

Eine wichtige Vorbedingung fur die Versuche war dBeschaffung von frischem

Klrbispollen von einem Biobauernhof im Umland Wierl8azu wurde im Mai ein

personliches Treffen arrangiert. Bei diesem er®esuch erfuhr ich die voraussichtliche
Beginnzeit der Blite der Kirbispflanzen und somitend Zeitpunkt fur die

Versuchsdurchfihrung. In der Phase der eigentlichersuchsdurchfiihrung wurde einmal
wochentlich die benétigte Menge an Kdirbisbliten élie ndchsten Versuchsdurchgéange
geerntet. Dies geschah an sieben Terminen (292067., 7.07., 14.07., 21.07., 11.08.,
18.08.2008) stets am spateren Nachmittag. Bei j&dete wurden ungefahr 40 reife, gut
ausgebildete, aber noch geschlossene mannlicheerBI(Abb. 8) mit dem Blutenstiel

abgeschnitten und in einem trockenen Kunststoffjeffesammelt. Es wurden nur
geschlossene Bliuten geerntet, um eine gleichbldéd€ualitdt des Pollens zu gewahrleisten.
Die Antheren der Bluten hatten zum Zeitpunkt dert&mnoch keine Pollenkdrner freigesetzt.
Uber Nacht wurden die Bluten in Wasserglaser gegstimit sich diese bis zum Morgen
offneten und die Antheren die fertig entwickelteoll@nkorner freisetzen konnten (Abb. 9
und 10). Die Pollenkdrner wurden mit einem kleirgpatel von den Antheren abgestreift, in
Probengefal3e geflllt und konnten im Kihlschrankdaei5 °C einige Tage gelagert werden.
Stanley und Linskens (1985) beschreiben eine &mnlMethode, um die Freisetzung von

Pollenkodrnern herbeizufiihren.
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Abb. 8: Mannliche Blute von Cucurbita pepoin dem Zustand, in dem die Bllten geerntet wurdenBereits
aufgeblihte Bluten, wie jene im Hintergrund, sind vegen TierfralR und mangelnder Frische nicht mehr
geeignet.

Abb. 9: Im Langsschnitt getffnete Kirbisblite mit dem Andrézeum.

Abb. 10: Detailaufnahme der miteinander verwachsene Antheren einer Kirbisbliite mit freigesetzten
Pollenkdrnern.
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2.2.2 Durchfuihrung der Versuche

Die Wirkung verschiedener Flussigkeiten auf dieul@ur frischer Pollenkérner von
Cucurbita peposollte unter standardisierten Bedingungen untétsuerden. Dazu wurde
Kirbispollen fir 200 Minuten in eine FlUssigkeitngelegt und daraus mikroskopische
Praparate hergestellt. Unter dem Lichtmikroskopkfigskop Eclipse 100) wurden mit Hilfe
eines mechanischen Zahlgerates jeweils 200 Kurlesp@rner je Praparat ausgezéahlt und
nach zuvor festgelegten Kriterien als intakt oderdwndert bewertet. Intakte Pollenkérner
wurden als gut gerundet definiert (sind nicht defiert), zeigen keine Risse der Oberflache
und weisen einen homogenen und vollstandigen Irdn#it Es wurden pro Flussigkeit 15
Durchgéange durchgefiihrt. Parallel zu den Flussigkeisuchen wurde der Zustand von
Pollenkérnern nach dem Pollenbearbeitungsprozessh dimdividuen der ArtHeliconius
melpomenauntersucht. Fur die Versuche mit den Schmettezhinggurden Pollenpakete mit
einer Prapariernadel auf den Proboscis von Indendaufgetragen und nach einer Zeitspanne
von 200 Minuten wieder abgenommen, um daraus nkiyosche Praparate herzustellen und
den Zustand der Pollenkdrner unter dem Lichtmikopskach den oben genannten Kriterien
als intakt oder verandert zu klassifizieren. Andem Tag wurden mehrere Falter mit
Pollenpaketen versehen. Einzelne Schmetterlingelemuian verschiedenen Versuchstagen
wiederholt mit Pollenproben bestlickt. Es wurdeatleh 24 Préaparate mit jeweils mehr als
50 Kdirbispollenkdrnern in die Statistik aufgenommbéndiesen Préaparaten wurden jeweils
alle vorhandenen Kiurbispollenkdrner KklassifizieRiese Préaparate wurden mit jenen
Praparaten unbearbeiteter, fir 200 Minuten in dieerden Flussigkeiten eingelegter
Pollenkérner gleicher Herkunft verglichen. Starkrkhempte Praparate wurden nicht
gewertet. In allen aus den Kurbisbliten gewonneRelenproben waren vereinzelt leere,
vermutlich bereits auf den Antheren unreif geb#dBollenkérner vorhanden (Beispiel siehe
Abb. 20). Diese wurden als verandert mitgezabhilt.

Von den Pr&paraten wurden Aufnahmen mit einem Fatoskop der Marke Nikon
Microphot-FXA und dem Computerprogramm NIS gemactm die Ergebnisse zu
dokumentieren. Die lichtmikroskopischen Aufnahmearden mit Adobe Photoshop CS4

bearbeitet.

Die bei den Versuchen verwendeten Flussigkeiterenv&Yasser, eine Protease-Ldosung (13
mg der Protease Trypsin geldst in 250 ml Wasseat)AmprozentigeLantanaNektar (in der

Zusammensetzung nach Alm et al., 1990) mit Amings@u Als Kontrolle wurden
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Pollenproben fir 200 Minuten in Glycerin eingele@tycerin wurde als Kontrollflissigkeit
gewahlt, weil mit Glycerin hergestellte Pollenprégia erfahrungsgemaln zumindest ein Jahr
ohne sichtbare Beeintrachtigung oder Veranderuffigesarahrbar sind (Krenn et al., 2009).
Auch Stanley und Linskens (1985) nennen Glycefinggben Silikonél als besonders
geeignetes Einbettungsmedium fir Pollenkdrner. KRamzentration der Protease-Ldsung
wurde an die Proteasekonzentration im Speichel &fenze angelehnt (Soyelu et al., 2007).
Die dort angegebene Proteasekonzentration reichh 104-94.9 pg/ml. In einer
Nachuntersuchung (am 20. und 21. August 2008) wardeh die Wirkung einer hdheren
Proteasekonzentration gelost in Nektar (Proteadd¢aRedsung) auf frisch geerntete
Pollenproben getestet. Dazu wurden 15,6 mg Trypsiri0O0 ml LantanaNektar (ohne
zugesetzte Aminosauren) geldst und in 15 Durchgamgdlenkorner fir 200 Minuten darin
eingelegt. Durch die Verwendung von Nektar ansteie Wasser als Losungsmittel sollte die
bei den wassrigen Losungen beobachtete, wahrsidieogmotisch bedingte, Zerstérung der
Korner verhindert und eine bessere EinschatzungWiekung der enthaltenen Protease

ermoglicht werden.

Die wassrige Protease-Losung und dantanaNektar wurden vor Beginn der Versuche
portioniert und verschlossen im Kihlschrank geladsiir die Versuche wurde die benétigte
Menge in einem Wasserbad aufgetaut. Von den aners€llag frisch von den Antheren
geernteten oder im Kdihischrank gelagerten Pollevdr wurde fir jeden
Versuchsdurchgang eine ungefahr gleiche Menge rikdteer entnommen. Dazu wurde der
Deckel eines kleinen EppendorfgefalRes als Mal3g@idBie Pollenproben verwendet. Die
Vertiefung wurde mit einem Spatel bis zum Rand Patlenkdrnern gefillt. Es wurden flnf
Pollenproben von aufgetautem Kurbispollen in diegxrckel gefillt und das Gewicht
bestimmt. Die funf Pollenproben hatten ohne Geti§ehdes Gewicht: 0,0167 g; 0,0149 g;
0,0181 g; 0,0179 g und 0,0162 g. Jede Pollenprabeesnem Eppendorfgefald wurde in eine
mit der jeweiligen Probeflissigkeit beschriftete litgoschale gefillt und mit eigenen, mit
den Namen der jeweiligen Flussigkeit beschriftef@nwegpipetten jeweils mit einem
Milliliter der betreffenden Probeflissigkeit verset Die Proben in den Embryoschalen

wurden mit Glasplatten abgedeckt und die Zeit degabe der Flissigkeiten notiert.

Nach Ablauf der 200 Minuten wurden die Pollenprolaers den Flussigkeiten ausgewertet.
Dazu wurde mit frischen Pipetten jeweils Pollen alen Flussigkeiten pipettiert, auf

beschriftete Objekttrager aufgebracht und mit einPeckglas versehen. Die Praparate
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wurden mit dem Mikroskop bei zehnfacher Vergrol3gransgewertet. Begonnen wurde mit
der Auswertung der Praparate mit Wasser und Tryjp3sung, da diese rasch austrocknen.
Danach wurden die Nektar- und Glycerinpraparatgeaihlt. Die Glycerinpraparate wurden
zuletzt ausgewertet. Es wurden pro Tag zwei Duingg pro Flussigkeit parallel angesetzt
und die Préparate ausgezahlt. Die Durchgange 12umdirden nicht in die Auswertung

aufgenommen, weil sie nicht nach den definiertenteken bewertet wurden. Die

Durchgange 11, 17 und 18 wurden gestrichen, weilRtillenkdrner an diesen Wochentagen
nach mehreren Tagen im Kihlschrank bereits Ubetlagaren. Dies zeigte sich an einer

veranderten Reaktion der Protoplasten bei Kontatktlem Flissigkeiten.

In der Zeit bis zur Entnahme der Pollenproben aumsklissigkeiten wurden die Versuche mit
den Faltern und Kirbispollen im Glashaus durchgefilbie Versuche fanden vor 12 Uhr
statt und die Auswertung der Pollenproben erfoigteselben Tagle Versuchstag wurde ein
zusatzliches Glycerinpraparat mit unbearbeiteteisctien Pollenkdrnern im Glashaus
hergestellt (Bezeichnung ,Glycerin oben®). Mit eimeit Nektar befeuchteten Prapariernadel
wurde Pollen auf die Saugrissel aufgetragen. Dieugdtung mit Nektar gewéhrleistete eine
bessere Haftung am Proboscis. Die Tiere selbstesondei der Bearbeitung Speichel ab
(Eberhard et al., 2009 a). Nektar wurde gewahlt] W&asser in Vorversuchen bereits als
Befeuchtungsmittel ausgeschieden war, da es deenPstark zu verédndern scheint und
Glycerin das nattrliche Pollenbearbeitungsverhalteleicht verfalschen kdnnte. Bei Beginn
der Pollenbearbeitung (sichtbar durch entsprechidate Ein- und Ausrollbewegungen des
Saugrussels) wurden Zeitpunkt und Bezeichnung desed notiert. Nach 200 Minuten
Bearbeitungszeit wurden dideliconiusFalter eingefangen und die Pollenpakete von den
Saugrisseln durch mehrmaliges Abstreifen mit esaeiberen Prapariernadel abgenommen

und Glycerinpraparate erstellt.

In den Tabellen 1-3 und in Abbildung 24 wird im §ehden der Ubersichtlichkeit wegen die
Bezeichnung K. melpomene“fir Versuchsbedingung 1 mit den von Schmetterlinge
bearbeiteten Kurbispollenkdrnern verwendet; die ddgmungen ,Glycerin oben® und
,Glycerin® fur die Glycerinkontrollgruppen (Versusbedingungen 2 und 3); Bezeichnung
.Nektar + AS" fur die Versuchsbedingung 4 mit 2®pentigem LantanaNektar mit
Aminosauren; Bezeichnung ,Wasser* fur die Versuelstigung 5, bei der Pollenkérner 200
Minuten in Wasser eingelegt wurden; Bezeichnungptgase + Wasser* fur die Protease-

Losung mit 13 mg Trypsin in 250 ml.Bl (Versuchsbedingung 6); Bezeichnung ,Nektar +
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Protease” fur die Protease-Nektar-Losung mit 15,§ frypsin in 100 ml Nektar
(Versuchsbedingung 7).

Tab. 1: Anzahl der Versuchsdurchgdnge bei den einkteen Versuchsbedingungen. Von den durch
Individuen von Heliconius melpomenebearbeiteten Pollenproben wurden N = 24 der hergtsllten
Praparate in die Wertung aufgenommen. Jedes dieserPréaparate enthielt mindestens 50
Kirbispollenkérner, die als intakt oder verandert klassifiziert wurden. Bei den unterschiedlichen
Flissigkeiten wurden jeweils 15 VersuchsdurchgdngfN = 15) zu je 200 Minuten durchgefiihrt und in

jedem Préparat 200 Pollenkérner als intakt oder veéndert bewertet.

Versuchsbedingung N (Anzahl der Wiederholungen)
H. melpomene 24

Glycerin oben 15

Glycerin 15

Wasser 15

Protease + Wasser 15

Nektar + AS 15

Nektar + Protease 15

Die genauen Ergebnisse der einzelnen Versuchshedjeg sind im Anhang dargestellt. Die
statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mmt @emputerprogrammen Excel, SPSS
11.5 und R 2.7.0 durchgefihrt und ist im DetailAmhang angefihrt.

Es wurde eine deskriptive Auswertung vorgenommea.B2rechungen in Tabelle 2 und die
Grafik in Abbildung 23 wurden mit Excel erstellts Bvurde ein Test auf Normalverteilung
der Daten der einzelnen Gruppen mit dem Kolmog@&@mirnov-Test in Excel (und mit SPSS
11.5) durchgefihrt. Die PG-Werte der einzelnen @emplagen in Excel stets unter dem
Tabellenwert. Es wird eine Normalverteilung angenan.

Eine Anova-Varianzanalyse und ein Tukey-Test wurdenh SPSS 11.5 durchgefiihrt. Die
Anova-Varianzanalyse gibt Auskunft dartber, ob ®interschied zwischen den Gruppen
besteht. Die Hypothese H1 lautet, dass zwischen \@Esuchsgruppen ein signifikanter
Mittelwertunterschied hinsichtlich des Merkmals teds. Die Alternativhypothese HO lautet,
dass zwischen den Versuchsgruppen kein signifikaiielwertunterschied hinsichtlich des
Merkmals besteht. Das Signifikanzniveau ist p <60,Die Varianzanalyse ergibt einen F-
Wert von 149 und einen Signifikanzwert von p < @Q,00nd zeigt somit einen hochst
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen Bef. Tukey-Test ist ein an den T-Test

angelehntes Verfahren und gibt an, wo die Unteestghizwischen den Ergebnissen der
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Versuchsgruppen bestehen. In Tabelle 3 werden |gw&eiei Versuchsgruppen miteinander
verglichen, die durch einen Schragstrich getremmd sind sie zeigt die fur die Grafik in
Abbildung 24 wesentlichen Werte. Die Grafik in Alshing 24 wurde mit dem
Statistikprogramm R 2.7.0 erstellt.

Zur Bestimmung der personlichen Fehlerquote beBdsvertung des Pollenzustandes wurde
ein Praparat (Bezeichnung 19 HG) zufallig ausgetvéinid finfmal ausgezahlt. Von
insgesamt 59 Pollenkdrnern im Praparat wurden @ieB8, einmal 34 und einmal 35 als

verandert klassifiziert. Das entspricht einem milggh Fehler von weniger als 10 %
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3. Ergebnisse

3.1Zustand der Pollenkérner in den unterschiedlichen ¥rsuchsbedingungen

Es gab insgesamt sieben Versuchsbedingungen. DBie &fersuchsbedingung ist das
Experiment mit den Kurbispollenpaketen, die vonzeinen HeliconiusFaltern fur 200
Minuten bearbeitet wurden. Die anderen sechs Vhsheadingungen stellen die Versuche mit
den unterschiedlichen Flussigkeiten dar, in welh@ben von Kirbispollen fur 200 Minuten

eingelegt wurden.

Versuchsbedingung Mersuche mit Kurbispollen urideliconius melpomene

In der Versuchsbedingung mit der Bezeichnukl melpomeriewaren nach 200 Minuten
zwischen 7,6 % und 97,7 % der Kirbispollenkornerdndert (Tab. 2). Der Medianwert
betrug 77,9 % veranderte Pollenkdrner. Bei denienvilertung aufgenommenen Praparaten
mit jeweils Uber 50 Pollenkdrnern waren in 17 Pragen Uber 50 % der Kurbispollenkérner
verandert und in immerhin 10 Praparaten tber 8Ce#dPadllenkdrner verandert. Die fur 200
Minuten durch Individuen voHRleliconius melpomenigearbeiteten Pollenkérner zeigten unter
dem Mikroskop teilweise einen hohen Grad an Veramug Ein grol3er Teil der Korner
wurde durch den Bearbeitungsvorgang deformiert. \B&en eingedellt und unférmig,
wirkten teilweise gefaltet und zusammengeknllt wielsen auch Risse in der Hulle auf. Der
Zellinhalt trat bei dem Bearbeitungsprozess teils, alie Pollenkdrner konnten auch vollig
entleert sein. Die innerhalb gréf3erer Pollenklumpagenliegen kommenden Pollenkdrner
waren sehr oft unverandert. Zumindest die am Rasrdkdumpen liegenden Pollenkdrner
wiesen jedoch die beschriebenen VeranderungenDaif.Grad der Zerstérung von durch
HeliconiusFalter bearbeiteten Pollenkdrnern hangt bei kluepigollenladungen eventuell
teilweise von deren Lage ab. Wenn man statt mesblaei Beeinflussung die fur die
Bearbeitung am Proboscis abgesonderte FlissigheitUasache der Veranderung der
Pollenkérner in Betracht zieht, konnte die Benetgder Korner mit dieser Flussigkeit nicht
ausreichen, diese innen liegenden Korner zu befenclind so einen Effekt auf sie
auszulben. Die in Flussigkeiten eingelegten Koreegten bei dem Kriterium ,Deformation”
keinen so grollen Grad an Veranderung wie jene dasu¢hsbedingung 1 mit den
Schmetterlingen. Die Abbildung 11 zeigt das typesé&ussehen von Pollenkdrnern, die fur
200 Minuten von einem Falter bearbeitet wurden.e&ider Pollenkdrner ist weitgehend
intakt geblieben und gleicht eher den Kuirbispoltemlern aus den als Referenz dienenden
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Glycerinkontrollgruppen (vergleiche Abbildung 12Es zeigt einen homogenen und
vollstandigen Inhalt und ist gut gerundet. Der indllt tritt jedoch bereits leicht aus den
Keimporen aus. In den Praparaten sind auch valtakie Pollenkorner zu finden.

Versuchsbedingungen 2 und\&rsuche mit Glycerin

Nach 200 Minuten Einlegezeit in Glycerin (Versuakdipgung ,Glycerin oben®) waren
zwischen 2,5 % und 10,5 % der Kurbispollenkorneérdert (Tab. 2). Der Medianwert lag
bei 6,0 % an nicht intakten Pollenkérnern. Bei dR¥@paraten der zweiten Kontrollgruppe
(,Glycerin“) zeigten nach 200 Minuten zwischen ¥bund 11,5 % der Kirbispollenkdrner
Veranderungen (Tab. 2). Der Medianwert an veraedeRollenkdrnern lag bei 4,5 %. Die
Praparate der beiden Gruppen, die aus in Glycengekgten Pollenkdrnern gefertigt
wurden, dienten als Kontrolle. Die Pollenkérneraraterten sich grof3teils bei Einbettung in
dieses Medium nach 200 Minuten nicht nach den algifMlerung festgelegten Kriterien. Die
Pollenkdrner waren nach 200 Minuten EinlegezeitGlycerin gut gerundet und nicht
deformiert und zeigten keine Risse der Oberflaéer. Zellinhalt war homogen und blieb
vollstandig erhalten. Die Abbildung 12 zeigt einehtmikroskopische Aufnahme von
unveranderten Pollenkdrnern aus einem PraparatGdgrerinkontrollgruppen nach 200
Minuten Einlegezeit. Die Opercula waren in Glycewre in den anderen Gruppen jedoch

grof3teils abgehoben, was darum nicht als Verandegawertet wurde.

Versuchsbedingung A/ersuche mit 25-prozentigebantanaNektar mit Aminosauren

Bei der Versuchsbedingung mit der Bezeichnung ,BiektAS*, bei der Kurbispollen fur 200
Minuten in 25-prozentigehantanaNektar (nach der Zusammensetzung nach Alm et al.,
1990) mit Aminoséauren eingelegt wurde, waren im iMum 3,5 % und im Maximum 18,0
% der Pollenkorner verandert (Tab. 2). Der Mediamwan veranderten Pollenkdrnern lag bei
6,0 %. Diese Pollenkérner zeigten einen ahnlichen kabwie die Pollenkérner in den
Glycerinkontrollgruppen und wiesen nur geringe Vieigrungen auf. Die in Nektarflissigkeit
eingelegten Kurbispollenkdrner waren in den Pr&paranormal gerundet, also nicht
deformiert und wiesen grof3teils einen vollstandiged homogenen Inhalt auf. Die Opercula
waren wie in Glycerin haufig abgehoben und die K#fnungen somit getffnet. Wenn dabei
kein Zellinhalt deutlich ausgetreten war oder fehWwurden diese Pollenkdrner ebenso wie in

Glycerin als unverandert bewertet. Die Abbildunge®m und 16 zeigen Aufnahmen von
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Pollenkérnern, die fur 200 Minuten in 25-prozentigeantanaNektar mit Aminosauren
eingelegt waren. In Abbildung 15 sind drei unvegitel Kirbispollenkoérner zu sehen.
Abbildung 16 zeigt ein leicht verandertes Pollemkatas gut gerundet ist. Allerdings tritt der
Zellinhalt, anders als in den Glycerinkontrollpréggan, aus den Keiméffnungen relativ weit
nach aul3en. Die Veranderungen der PollenkdrneemnNkktarpraparaten waren geringer als

bei den in Wasser und in wassrige Protease-Losugglegten Kurbispollenkérnern.

Versuchsbedingung Mersuche mit Wasser

Bei der Versuchsbedingung ,Wasser” waren nach 20@utdn Einlegezeit zwischen 89,0 %
und 100,0 % der ausgezahlten Kirbispollenkdrneénagrt (Tab. 2). Der Medianwert an
veranderten Pollenkérnern lag bei 98,5 %. Die f00 2Minuten in Wasser eingelegten
Pollenkérner zeigten ein hohes MalR an Veranderwmjidlich des Fullungszustandes der
Pollenkorner. Die Pollenkérner waren zu einem sejmolien Prozentsatz leer,
beziehungsweise war der Inhalt oft auch nur teilgyatreten. In den Praparaten wurden lange
Faden und Ablagerungen aus der Masse des ZelkndaBerhalb der Pollenkérner gefunden.
Die Pollenkérner waren aber relativ gut gerundet wenig deformiert. Es konnte unter dem
Mikroskop beobachtet werden, dass schon bei Zugais geringen Menge Wasser zu den
Pollenkérnern umgehend eine Reaktion erfolgt. DolelAkorner scheinen dabei sehr schnell
Wasser aufzunehmen, der Protoplast dehnt sichdauslen Zellinhalt umgebende Membran
reil3t wahrscheinlich durch den erhgéhten Druck inZidle und der Zellinhalt wird durch die
Keimo6ffnungen ausgeschleudert. Die Opercula werddsibei abgehoben und oft
fortgeschwemmt. Die Fotos in den Abbildungen 17 Wl8dzeigen Aufnahmen des Zustandes
von Pollenkdrnern nach 200 Minuten in Wasser. Ahing 17 zeigt drei Pollenkérner in
unterschiedlich stark entleertem Zustand. Das tbdPsllenkorn ist vollstandig entleert,
wéhrend das mittlere nur eine geringe Menge Zeallinabgegeben hat. In Abbildung 18 ist
der typische Austritt von Protoplasma durch eineriéfnung noch nachvollziehbar.

Versuchsbedingung 67/ersuche mit wassriger Protease-Losung (13 mg simym 250 ml

Wasser)

Nach 200 Minuten in wassriger Protease-Losung (lBbrang ,Protease + Wasser*) waren
zwischen 93,5 % und 100,0 % der Kirbispollenkoxeeandert (Tab. 2). Der Medianwert an

veranderten Pollenkdrnern lag bei 97b. Die Pollenkdrner waren nach Ablauf der
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Einlegezeit in diesem Medium stark verandert uredrdeisten entweder teilweise oder voéllig
entleert. Haufig war bei den Pollenkdrnern der Atides Zellplasmas durch Keimoffnungen
zu beobachten. Der Zellinhalt wurde im Préaparatedérund ist als graue, kérnige Masse
erkennbar. Auch hier konnte in einem gesondert fdyefiihrten Versuch unter dem
Mikroskop beobachtet werden, dass die Korner rektér Zugabe einer geringen Menge der
wassrigen Protease-Losung wie bei der Zugabe vorss&amit einer schnellen
Flussigkeitsaufnahme reagieren und bei Uberschreitees kritischen Fillungszustandes den
Zellinhalt durch eine oder mehrere Keiméffnungerplesionsartig ausschleudern. Die
Pollenkdrner waren unterschiedlich stark entleemtd uvurden dabei manchmal leicht
deformiert. Die Praparate ahneln stark jenen mrbkgpollenkérnern, die in Wasser eingelegt
waren (Abb. 17 und 18). In Abbildung 19 ist die Aafme eines Praparates mit
Pollenkérnern nach 200 Minuten in wassriger Pradassung zu sehen. Das Praparat wurde
in eingetrocknetem Zustand fotografiert und dieséieRkorner sind dadurch etwas starker
deformiert. In feuchtem Zustand sehen die Pollem&®in diesen Praparaten aus wie jene
nach Einlegen in Wasser und sind besser gerunéetZ&linhalt ist im Praparat verstreut und

als dunkelgraue Masse erkennbar.

Versuchsbedingung A/ersuche mit Nektar-Protease-Losung (15,6 mg Tnyps 100 ml
Nektar)

In dieser Versuchsbedingung wurden Kuirbispollen&brfiir 200 Minuten in ein Nektar-
Protease-Gemisch eingelegt, das mehr Proteaseltikidie wassrige Protease-Losung. Die
Bezeichnung der Gruppe lautet ,Nektar + Proteageh den Kurbispollenkérnern, die 200
Minuten in Nektar-Protease-Losung suspendiert wuyrderen zwischen 4,5 % und 16,5 %
verandert (Tab. 2). Der Medianwert an verandertelle®kornern lag bei 8,0 %. Die in
Nektar geloste hohere Proteasekonzentration zeidgteh keinen grol3en optisch erkennbaren
Effekt auf die Kurbispollenkdrner. Die Pollenkérnvearen zu einem grol3en Teil gut gerundet
und wiesen einen weitgehend homogenen und vollgi@ndnhalt auf. Die Opercula waren,
wie in Glycerin und Nektar, abgehoben und bliebeden Praparaten meist in einem kleinen
Radius um das Pollenkorn liegen. Die Aufnahmen em dbbildungen 20 bis 22 zeigen
Beispiele fur Pollenkdrner nach 200 Minuten in 8kaktar-Protease-L6sung. Abbildung 20
zeigt sowohl Beispiele fur intakte als auch veratedollenkorner. Ein Pollenkorn (das
unterste ganz rechts im Bild) ist untypisch verforomd voéllig ohne Inhalt. Solche

Pollenkérner kamen in allen Praparaten in gerifgezahl vor und sind mdglicherweise in

22



der mannlichen Blute unreif gebildete Pollenkérn@bbildung 21 zeigt drei unverédnderte

Pollenkérner. Dem linken Pollenkorn in Abbildung f2hlt am unteren Rand Zellinhalt.
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200 um

100 pm

Abb. 11: Foto eines lichtmikroskopischen Praparatesvon Kurbispollenkdérnern nach 200 Minuten

Bearbeitung durch ein Individuum von Heliconius melpomendVersuchsbedingung 1). Die Pollenkérner
sind bis auf eines deformiert und grof3teils leer. Bs dunkle Pollenkorn ist nur leicht verandert.

Abb. 12: Foto eines lichtmikroskopischen Praparatesron Kuirbispollenkdrnern nach 200 Minuten in

Glycerin (Versuchsbedingungen 2 und 3). Sie sind weréndert und dienen als Kontrollgruppe. Die
Opercula sind teilweise abgehoben. Der Pollenkitst in den Praparaten als dottergelbe Masse erkennba

Abb. 13 , Abb. 14

100 pm

100 um

&

Abb. 13: Foto eines lichtmikroskopischen Praparateson Kirbispollenkérnern direkt nach dem Einlegen
in Glycerin. Die Koérner sind leicht unférmig. Zellinhalt, méglicherweise nur die Intine, tritt durch die
Keimdffnungen stark nach auf3en.

Abb. 14: Foto eines lichtmikroskopischen Préaparatesron Kirbispollenkdrnern einige Zeit nach dem
Einlegen in Glycerin. Das rechte Pollenkorn ist begits starker aufgequollen als kurz nach der Einbeting
in Glycerin. Nach 200 Minuten gleichen sich diese &ner dem Habitus der Pollenkérner der
Kontrollgruppe (Abb. 12) an.
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Abb. 15

200 ym e e E ®

Abb. 15: Foto eines lichtmikroskopischen Praparateson Kirbispollenkdrnern nach 200 Minuten in 25-
prozentigem Lantana-Nektar (Versuchsbedingung 4). Die Pollenkérner hab®e einen homogenen und
vollstandigen Inhalt und sind gut gerundet. Der gdde Pollenkitt ist gut erkennbar.

Abb. 16: Das Foto eines lichtmikroskopischen Prapates zeigt ein Beispiel fur ein verandertes Pollemkn
nach 200 Minuten in 25-prozentigeniantana-Nektar (Versuchsbedingung 4). Es wurde derselbe Mafab
verwendet.

iy . 2
B s .. 5. °
s - . . .

Abb. 17: Foto eines lichtmikroskopischen Préparates das drei unterschiedlich stark veranderte
Pollenkdrner nach 200 Minuten in Wasser zeigt (Verschsbedingung 5).

Abb. 18: Foto eines lichtmikroskopischen Préparates das ein verandertes, aber gut gerundetes,
Pollenkorn nach 200 Minuten in Wasser zeigt (Versutsbedingung 5). Der Zellinhalt ist grof3teils
ausgetreten und ist als dunkelgraue Zellmasse erkabar.
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Abb. 19: Foto eines lichtmikroskopischen Praparatesvon Kurbispollenkdérnern nach 200 Minuten
Einlegezeit in wassrige Protease-Losung (Versuchatiagung 6). Die Pollenkdrner sind leer, der Zellinlalt
ist als graue granuldre Masse im Praparat erkennbar Das Praparat war bei der Aufnahme bereits etwas
getrocknet, was die Deformation verstarkt haben diite. Die Pollenkorner gleichen im feuchten Zustand
jenen in Abbildung 17 und 18.

Abb. 20: Foto eines lichtmikroskopischen Préaparatesyon Kirbispollenkérnern nach 200 Minuten in
Nektar-Protease-Lésung (Versuchsbedingung 7). Dréd6rner sind gut gerundet mit homogenem Inhalt.
Das unterste Pollenkorn im Bild rechts ist wahrschialich ein unreifes Pollenkorn. Dem Pollenkorn
dariiber fehlt ein Teil des Inhaltes, es ist stark grdndert. Es wurde derselbe Maf3stab verwendet.

100 pm 100pm

Abb. 21: Foto eines lichtmikroskopischen Préaparateson drei als unverandert bewerteten Pollenkdrnern
nach 200 Minuten in Nektar-Protease-L6sung (Versudgbedingung 7).
Abb. 22: Foto eines lichtmikroskopischen Praparateson Pollenkérnern nach 200 Minuten in Nektar-

Protease-Ldsung (Versuchsbedingung 7). Das erstellrakorn von links ist deutlich veréndert. Der Inhalt
ist im Randbereich inhomogen.
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3.2Vergleich der Pollenpraparate

Die im Anhang angefiihrten Tabellen (Tab. Al bis A&)gen die gesammelten Daten aller
sieben Versuchsbedingungen nach der Zeitspann2@@inuten. Angefihrt sind bei jeder
Versuchsbedingung, wie viele der Pollenkdrner uAiegabe der gesamt gezéahlten Zahl an
Pollenkérnern in jedem Praparat in absoluten Zableh prozentuell verandert waren, sowie
Minimum- und Maximumwert, die Summe, der Mittelweder Median, die Varianz, die
Standardabweichung, die Quantile, die Praparatblezeng und die Anzahl der in die

Wertung aufgenommenen Versuchsdurchgéange.

Das Boxplot-Diagramm in Abbildung 23 ist eine gsafie Darstellung der Medianwerte und
deren Verteilung und basiert auf den in Tabelle i@efiihrten Daten. Es werden im
Diagramm der Median (50 %-Wert) sowie die Quantld %-Werte) sowie das Minimum
und das Maximum der Werte in Prozent angegebenSBrh in der Mitte zeigt den Median,
die Box veranschaulicht die Streuung (Quantileg, Einden der senkrechten Linien oben und
unten zeigen Minimum und Maximum der Werte. Dasgtaanm veranschaulicht die grofRe
Streuung der Werte in den Praparaten der wWegliconius melpomenebearbeiteten
Pollenproben (im Diagramm ganz links) und die ggene Streuung bei den sechs

Versuchsbedingungen mit den unterschiedlichen kfksgen.

Tabelle 3 zeigt die Ergebnisse des Tukey-Testsnddbbildung 24 grafisch dargestellt sind.
Es wurden jeweils alle Versuchsbedingungen untaneiar verglichen. Wesentlich fur die
Interpretation der Grafik in Abbildung 24 sind diaagrechten Fehlerbalken jeder Zeile.
Liegt der Balken in der Mitte beim Wert 0, best&hin signifikanter Unterschied zwischen
den beiden in der betreffenden Zeile angefuhrtersisgruppen. Ist der Fehlerbalken links
oder rechts (im negativen oder positiven Bereid®steht ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen. Die Ergebnisse, die in Tal#lind der grafischen Auswertung der
Versuche in Abbildung 24 dargestellt sind, zeigdass immer ein signifikanter Unterschied
zwischen der Versuchsbedingung mit den fur 200 kimwon Schmetterlingen bearbeiteten
Kirbispollenkérnern mit der BezeichnungH., melpomene” und den verschiedenen

Versuchsbedingungen mit den Flussigkeiten bestghwe({s p < 0,001). Weiters wird

deutlich, dass zwischen den Pollenproben der vedehen Durchgédnge der
Versuchsbedingungen mit den Bezeichnungen ,Gly¢emd ,Glycerin oben* (p = 1,000),

.Nektar + AS" und ,Glycerin oben* (p = 1,000), ,N&k + Protease” und ,Glycerin oben*
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(p = 0,997), ,Nektar + AS" und ,Glycerin“ (p = 0,99 ,Nektar + Protease” und ,Glycerin“
(p = 0,981), ,Protease + Wasser” und ,Wasser“ (p,600) sowie ,Nektar + Protease” und
.Nektar + AS* (p = 1,000) kein signifikanter Untetsed besteht. Zwischen den Gruppen
~Wasser* und ,Glycerin oben“, ,Protease + Wassentdu,Glycerin oben®, ,Wasser* und
,Glycerin®, ,Protease + Wasser* und ,Glycerin“, ,M@ar + AS" und ,Wasser", ,Nektar +
AS* und ,Protease + Wasser“, ,Nektar + Proteased ujProtease + Wasser”, ,Nektar +

Protease” und ,Wasser" besteht jeweils ein sigaifiler Unterschied (p < 0,001).
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Tab. 2: In der Tabelle angefiihrt sind die Daten, atidenen das Box-Plot-Diagramm in Abbildung 23
basiert: Median, Minimum- und Maximumwert an prozentuell verdnderten Pollenkérnern und die
Quantile, gerundet auf eine Nachkommastelle.

Versuchsbedingung| Median Minimum Maximum Quantil 25% Quantil 75 %
H. melpomene 77,9 7,6 97,7 46,9 90,8
Glycerin oben 6,0 2,5 10,5 4,5 7,5
Glycerin 4,5 15 11,5 3,3 6,3
Wasser 98,5 89,0 100,0 97,3 99,3
Protease + Wasser 97,5 93,5 100,0 96,0 98,3
Nektar + AS 6,0 3,5 18,0 55 7.8
Nektar + Protease 8,0 4,5 16,5 6,3 12,0
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Abb. 23: Box-Plot Diagramm der Ergebnisse der Mediawerte in Prozent (Ordinate) der sieben
Versuchsbedingungen (Abszisse). Die Bezeichnung Hegliconius melpomene* wird fur die
Versuchsbedingung mit den fir 200 Minuten von Schnteerlingen bearbeiteten Kirbispollenkérnern
verwendet; Bezeichnungen ,Glycerin oben” und ,,Glycein” fur die Glycerinkontrollgruppen; ,Nektar +
AS* fir die Versuchsbedingung mit 25-prozentigem_antana-Nektar mit Aminosauren; ,Wasser" fir die
Versuchsbedingung, bei der Pollen in Wasser einggfewurde; ,Protease + Wasser" fur die Protease-
Losung mit 13 mg Trypsin in 250 ml HO; ,Nektar + Protease" fur die Protease-Nektar-Losung mit 15,6
mg Trypsin in 100 ml Nektar. Die Einlegezeit betrug jeweils 200 Minuten.
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Tab. 3: Angabe der Ergebnisse der Mittleren Differ@z, des Konfidenzintervalls und der Signifikanz des

Tukey-Tests zwischen je zwei Versuchsgruppen.

Nektar + AS

Versuchsgruppen Mittlere Untere Grenze des| Obere Grenze des| Signifikanz
Differenz Intervalls Intervalls

Glycerin oben/ -59,973 -73,966 -45,980 6,001

H. melpomene

Glycerin/ -61,173 -75,166 -47,180 ,001

H. melpomene

Wasser/ 31,294 17,301 45,287 ,001

H. melpomene

Protease + Wasser/ 31,060 17,068 45,053 &,001

H. melpomene

Nektar + AS / -58,740 -72,733 -44,747 ,001

H. melpomene

Nektar + Protease/ -56,873 -70,866 -42,880 &,001

H. melpomene

Glycerin / -1,200 -16,724 14,324 1,000

Glycerin oben

Wasser/ 91,267 75,743 106,790 %001

Glycerin oben

Protease + Wasser/ 91,033 75,510 106,557 %001

Glycerin oben

Nektar + AS/ 1,233 -14,290 16,757 1,000

Glycerin oben

Nektar + Protease/ 3,100 -12,424 18,624 0,997

Glycerin oben

Wasser/ 92,467 76,943 107,990 3001

Glycerin

Protease + Wasser/ 92,233 76,710 107,757 %001

Glycerin

Nektar + AS/ 2,433 -13,090 17,957 0,999

Glycerin

Nektar + Protease/ 4,300 -11,224 19,824 0,981

Glycerin

Protease + Wasser/ -0,233 -15,757 15,290 1,000

Wasser

Nektar + AS/ -90,033 -105,557 -74,510 3001

Wasser

Nektar + Protease / -88,167 -103,690 -72,643 3001

Wasser

Nektar + AS/ -89,800 -105,324 -74,276 3,001

Protease + Wasser

Nektar + Protease/ -87,933 -103,457 -72,410 %001

Protease + Wasser

Nektar + Protease/ 1,867 -13,657 17,390 1,000
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95% family-wise confidence level
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Abb. 24: Grafik zur Veranschaulichung der Post-HocTeststatistik (Tukey-Test): Mittelwertdiagramm
der Differenzen (95 % Konfidenzintervall). Die Grafik baut auf den Zahlen aus Tabelle 3 auf. Die
Abszisse zeigt Differenzen/ Abweichungen von den Idewerten. Jede Zeile der Ordinate fuhrt zwei
miteinander verglichene Versuchsbedingungen an. Dibeiden miteinander verglichenen Gruppen sind
jeweils durch einen Bindestrich getrennt.
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4. Diskussion

4.1 Versuche mit den Schmetterlingen (Versuchsbediung 1)

Es konnte bei den Versuchen mit deteliconiusfaltern beobachtet werden, dass das
Pollenbearbeitungsverhalten einen unterschiedlich ro3en Prozentsatz der
Kirbispollenkdrner, welche von den Saugrusselnediezelnen Tiere abgenommen wurden,
zerstort. Die starke Deformation ist ein durchggegiMerkmal veranderter Pollenkérner in
den HeliconiusPraparaten. Die auf die Saugrissel der Individugmfgetragenen
beziehungsweise von ihnen abgenommenen Pollenpaketesomit auch die Pollenanzahl in
diesen Praparaten, waren unterschiedlich grof3. ddezbh ware es kaum moglich gewesen,
die GroRe der Pollenpakete beim Aufbringen auf 8Seugriussel der Tiere oder beim
Abnehmen durch Wiegen oder Abzéhlen exakt zu noemjeweil beides mit dem Verlust
von jeweils einigen Pollenkdrnern verbunden iste Dicht exakt regulierbare Anzahl an
aufgetragenen Pollenkérnern, die unterschiedliclearieitungszeit durch die einzelnen
Schmetterlinge, der teilweise Verlust der Pollemgpekvor Ablauf der Zeitspanne von 200
Minuten oder ein eventuelles Nichtfortsetzen degdm@menen Bearbeitung aufgrund anderer
Aktivitaten (etwa Paarungsverhalten oder weiterariagsaufnahme) konnen unter anderem
zu den sehr unterschiedlichen Gesamtzahlen an $fiotién in den Préparaten sowie der

unterschiedlichen Anzahl an intakten und verandePalenkornern beitragen.

Krenn et al. (2009) fihrten Versuchsreihen mit &olunterschiedlicher Pflanzen durch, um
den Einfluss der Pollenbearbeitung der Schmettgliauf den Zustand der Pollenkdrner zu
untersuchenHeliconiusFalter und Individuen voibaparus doriswurden im Freiland der
Forschungsstation La Gamba (Costa Rica) gefangdninmen Pollenpakete abgenommen.
Von jedem Pollenpaket wurde ein Glycerinpraparagéstellt und unter dem Mikroskop die
vorhandenen Pollenarten bestimmt. Die Korner wuildrei nach denselben Kriterien wie in
der vorliegenden Diplomarbeit als intakt oder velgm klassifiziert. Als verandert galten
Pollenkérner mit inhomogenem und/ oder austretentigralt oder leere Pollenkdrner oder
solche mit deformierten Konturen beziehungsweiserenicht intakten Exine. In jedem der
Praparate wurden 50-100 Pollenkérner von den pafernden PflanzenPsychotria
Lantana und Psiguria oder Gurania als intakt oder beschéadigt beurteilt. Diese P#anz
werden zu den vorHeliconiusSchmetterlingen bevorzugten pollenliefernden Ritsn

gezahlt. Dies konnten Krenn et al. (2009) eindruoksestatigen: 85,31 % der Pollenkdrner
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in den Praparaten stammten von diesen PflanBsiguria und Gurania (Cucurbitaceae)
wurden nicht unterschieden, ihr Anteil betrug 20%. Als Kontrolle dienten
Glycerinpraparate von frischen Pollenkdrnern augh@ren. Die Autoren heben hervor, dass
die bearbeiteten Pollenkérner von den Schmetteslilggeln anders aussehen als jene
Pollenproben aus den Kontrollpraparaten und sikgniti mehr zerstorte Pollenkorner
aufweisen (p < 0,001; Mann-Whitney U-Test). Auchrdtehsreinen mit Tieren aus dem
Freiland, denen Pollenpakete aufgetragen wurden0(015) und andererseits mit Individuen,
die selbst unter Laborbedingungen Pollen sammgtten0,001), ergaben nach 200 Minuten
Bearbeitung signifikant mehr zerstorte Pollen aisden Kontrollgruppen. Es wurde
beobachtet, dass der Zustand von PollenkérnernPgychotria; Gurania/ Psiguria- und
LantanaPflanzen nach der Pollenbearbeitung dursiconiusFalter vergleichbar ist. Bei
allen Pollenkérnern waren der Beschreibung nachedieen auf dieselbe Weise verandert
und der Inhalt auf dieselbe Weise beeinflusst.

Krenn et al. (2009) folgern aus ihren Ergebnisslass das Pollenbearbeitungsverhalten der
untersuchten Arten die Pollenkorner zerstort und &shmetterlingen Zugang zu den
Nahrstoffen im Inneren ermdglicht. Die untersuchRwilenkdrner werden dabei zu einem
grof3en Prozentsatz als aufgebrochen und der lalsateilweise aufgelddieschrieben. Die
Autoren schlagen als Ursache fiir die ZerstérungRiglenkdrner die von Eberhard et al.
(2007) im Speichel nachgewiesene Protease vor w@ulibden dies dadurch, dass von
Schmetterlingen selbst gesammelter Pollen stasestért wird als Pollenproben, die auf die
Saugrussel kinstlich aufgetragen wurden. Nach dgebiBissen von Penz und Krenn (2000)
resultiert das eigenstandige Pollensammelverhattexiner starkeren Abgabe von Speichel.
In der Studie von Krenn et al. (2009) fuhrte einghteitig eingestellte Pollenbearbeitung
durch die Schmetterlinge dazu, dass die Pollenkdmeeiner Veranderungsrate von 10-20
% stark jenen der Kontrollgruppe ahnelten. Die Aemogeben an, dass eine Beziehung
zwischen der Dauer der Pollenbearbeitung und ddererstérung und dem Erhalt des
Zuganges zu den Nahrstoffen im Inneren bestenht.

Die Beobachtungen von Krenn et al. (2009) Uber denk veradnderten Zustand der
Pollenkérner nach der Bearbeitung decken sich mmitery, die in den Versuchen zur
Pollenbearbeitung der vorliegenden Diplomarbeit gam wurden. Auch die Art der
beobachteten Zerstdérung ist der Beschreibung nadlich. Die 200 Minuten dauernde
Pollenbearbeitung zerstdrt auch bei den VersuchénHeliconius melpomeneinen grof3en

Teil der PollenkdrnerKrenn et al. (2009) schlieBen aus dem Zustand ee&nderten
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Pollenkérner, dass diese nicht mehr der BestaublendNahrungspflanzen dienen kdnnen.
Aus den Ergebnissen der Versuche hhliconius melpomenand Kirbispollen lasst sich
dieser Schluss ebenfalls ableiten. Zur haufig diskien Rolle der Falter als Bestauber ist
anzumerken, dass an den fur diese Diplomarbeitfariggen Praparaten von den durch
HeliconiusFalter bearbeiteten Kirbispollenkdérnern beobachtetien konnte, dass nach 200
Minuten Bearbeitungszeit meistens auch intakteelBkbirner in den Préparaten vorhanden
sind. Es erscheint durchaus mdglich, dass die 8tthriinge intakte Pollenkodrner zu einer
kompatiblen Blutennarbe transportieren und sonst Béstauber ihrer Nahrungspflanzen
fungieren koénnen. Gilbert (1972) und Murawski (1p38wéahnenHeliconiusFalter als
Bestauber der Gattungefnguria und Gurania Weiters daftr sprechen koénnte, dass in
mehreren Praparaten neben zuvor aufgebrachtendpiatl@nkoérnern auch eine groRere Zahl
an LantanaPollen gefunden werden konnte, was zeigt, dass Tdeze unter diesen
Laborbedingungen nach oder wahrend der Bearbedan§ollenpakete neue Pollenladungen
aufgenommen haben. DeantanaPollen in den Praparaten wurde bei der Auswertuaolgt
mitgezabhilt.

4.2 Versuche mit den Flussigkeiten (Versuchsbedinggen 2-7)

4.2.1 Glycerinkontrollgruppe

Die beiden Glycerinkontrollgruppen wurden, anddss waspringlich geplant, jeweils nach
200 Minuten ausgezahlt. Die Begriindung fur diesdekang im Vorgehen liegt darin, dass
die Pollenkérner, die frisch in Glycerin eingebractverden, gegentber den als
Kontrollgruppe definierten Kdrnern teilweise Untehiede in der Form aufweisen, wie der
Vergleich der Abbildungen 13 und 14 (Pollen frisnhGlycerin) mit Abbildung 12 (Pollen
nach 200 Minuten in Glycerin) zeigt. Nach 200 Maewtentsprachen aber auch solche
Kirbispollenkdrner den als unverandert festgeledterterien und konnten als Referenz
dienen. Nach 200 Minuten zeigten auch die als trivekverteten Kurbispollenkdrner in den
Praparaten der anderen Versuchsbedingungen deohgteiHabitus wie jene intakten
Pollenkérner aus den Glycerinkontrollgruppen na@t Rlinuten.

Das Phanomen des Zustands der Kurbispollenkérimgehfrin Glycerin kdnnte eventuell
osmotische Ursachen haben, die im Chemismus déshadls und des Einbettungsmediums
begriindet sind. Nepi et al. (2001) schreiben, daxkeren dehydrieren, wenn der Pollen reif
ist und eine partielle Dehydrierung sehr haufig hauten Pollen selbst betrifft. Die
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Pollenkérner verlieren dabei an Volumen und andera Form Bei der Verbreitung spielt
die relative Feuchte der Umwelt eine Rolle. Eircurbita pepdberichten die Autoren von
einer partiellen Hydrierung wahrend der Verbreitumigy einem Volumenverlust von weniger
als 10 Prozent. Die Reaktion von Pollenkdrnernibtg Umwelt hangt vom Wassergehalt
und biochemischen sowie physiologischen Schutznmesimen ab. Diese Ausfliihrungen von
Nepi et al. (2001) machen deutlich, dass der Wgsbkait von Pollenkdrnern nattrlichen
Schwankungen unterliegt und eventuell den beobshtéustand der Kuirbispollenkérner
frisch in Glycerin erklart. Auf der Homepage desigfgéchnology und Life Sciences Portal
Baden-Wirttemberg*® (Online unter der URL: http:/mneluster-
biopolymere.de/magazin/wissenschaft/archiv_200&krtttmi?lang=en&artikelid=%2Fartike
19%02F01445%2Findex.html&linkGlossaryTerms=1 [Zugsdatum 23.03.2010]) wurde die
Information gefunden, dass bei Versuchen mit Pkbemern diese bei Einbettung in eine
Glycerin-Gelatine-Schicht aufquellen und rehydneerden. Diese Beschreibung stitzt die in
den Versuchen mit Kurbispollen gemachten Beobag®untber die Veranderung der
Pollenkérner nach dem Einlegen in Glycerin. Thascbtmaoglich wére, dass der Habitus der

Pollenkérner frisch in Glycerin mit der Lagerungsammenhangt.

4.2.2 Versuche mit Wasser, Nektar und Protease

Auf den ersten Blick scheint die hohe Veranderumigsder Pollenkérner in der wassrigen
Protease-Losung auf die Protease zurlickzufihreseruund die Hypothese zu bestatigen,
dass eine Protease im Speichel HeticoniusFalter wesentlich bei der Pollenbearbeitung
und fir die Extraktion der Inhaltsstoffe aus denldh&ornern ist. Der grofe Grad an
Zerstorung bei der wassrigen Protease-Lésung Wasgen der gegebenen Ahnlichkeit zu der
Gruppe mit den in reines Wasser eingelegten Polbdgm aber nicht den Schluss zu, dass die
Protease hier einen wesentlichen Einfluss auf daglihis dieser Versuchsreihen hatte.
Bereits in einer friheren Untersuchung wurde festtdie, dass Kirbispollenkérner in Wasser
schnell platzen (Eberhard et al., 2007). Die w@gssBasis der Protease-Losung kénnte also
der entscheidende Faktor fiir das beobachtete Eegddam den Pollenkérnern nach 200

Minuten in der wassrigen Protease-LOsung sein.

LantanaNektar mit Aminosauren hat keinen grof3en optisdkerambaren Effekt auf die
Kirbispollenkorner, allerdings zeigten etwas meholldnkérner in  dieser Gruppe

Schwellungen an den Keimdoffnungen. Die Schwellungkbneln auch Beschreibungen von
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Protrusionen durch osmotischen Druck von Roulstod Gane (2000). Dieses Phanomen
konnte auch bei den Kirbispollenkérnern durch Andgen des osmotischen Drucks
verursacht werden. Bei sehr geringer Schwellunglevdiese nicht als Veranderung gewertet,
da dies auch in den Glycerinkontrollgruppen vorkana auch dort nicht als Veranderung
gewertet wurde. Die Pollenkérner, die in NektartBage-Losung eingelegt waren, zeigten im
Rahmen der festgelegten Kriterien keine Ahnlichd®itzu den Pollenkérnern aus der
wassrigen Protease-Losung, wenn bei den Absoludwdnei der Nektar-Protease-Gruppe
auch tendenziell etwas mehr veranderte Pollenkdgeeahlt wurden als bei Glycerin oder
LantanaNektar. Diese Veranderungen waren jedoch nur gemd subjektiv als grenzwertig
zu Dbeurteilen. Die der vorliegenden Diplomarbeitgrzindeliegenden Versuche mit
Kirbispollen und den unterschiedlichen Flussigkekennten meiner Ansicht nach keine
Hinweise liefern, dass die Protease Trypsin hitfiie fir die Versuche verwendeten
Kirbispollenkdrner zu 6ffnen. Die Zerstérung vonrBigpollenkdrnern in der wassrigen
Protease-Ldsung ist wahrscheinlich auf das Wasssdickzufihren, das sie zum Platzen
bringt. Bei den Versuchen mit Nektar-Protease-Lgsureigte diese trotz hoherer
Trypsinkonzentration keinen herausragenden Effakt @die Kurbispollenkérner. Es ist
anzumerken, dass Pollenkérner dieser Gruppe inlddofg 22 etwas heller als andere
wirken. Bei der Auswertung der Praparate unter deshtmikroskop und anderer Helligkeit
war dieser farbliche Unterschied nicht auffallig it nicht vollig auszuschlie3en, dass diese
geringe farbliche Abweichung eine Veranderung detleBkorner darstellt, etwa eine
Verdauung des Zellinhaltes, die eventuell von destdase Trypsin ausgeltst wird. Die
Pollenkdrner sind jedoch im Vergleich zur Kontrollgpe ebenfalls gut gerundet.

Ein Austausch von chemischen Substanzen zwischenlnieeren der Pollenkdrner und der
Umgebung, wie etwa von Gilbert (1972) oder Stanieg Linskens (1985) beschrieben wird,
beziehungsweise eine chemische Veranderung denmfusasetzung des Zellinhaltes, ist bei
den Versuchen mit den Flussigkeiten durch die m@nische Untersuchung unter dem
Mikroskop nicht vollig auszuschlieBen. Die Opercular Pollenkérner waren in allen
Flussigkeiten abgehoben und werden leicht fortggeoimt. Dies ist auch in der
Glyceringruppe zu beobachten und darum wurde dakeifreler Opercula nicht als Kriterium
fur eine Verédnderung eines Pollenkorns gewerteis Behlen der Opercula kénnte den
Austritt von Zellinhalt oder einen Stoffaustauschileiehtern. Die Sensitivitdt der
Kirbispollenkdrner konnte diesbezuglich auch alwigeer Nachteil angesehen werden und

die Ergebnisse verfalschen. Zur angewandten Mettsbd@mzumerken, dass auch bei anderen
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Pollenarten &hnliche Beobachtungen in Bezug auf\iakalten der Pollenkérner gemacht

wurden (Krenn et al., 2009).

4.3 Mdogliche Einflussfaktoren auf den Extraktionspiozess der Nahrstoffe aus den

Pollenkdrnern

Der erfolgreiche Nachweis einer Protease im Spéedineh Eberhard et al. (2007) macht es
sehr wahrscheinlich, dass diese Protease flr digavdang der Pollenkdrner beziehungsweise
deren Inhalts von Bedeutung ist. Krenn et al. (3368d der Ansicht, dass die Protease fir
den Bearbeitungsprozess und die Offnung der Palleek wesentlich ist.

Meiner Ansicht nach koénnten die Beobachtungen idegr stark verédnderten Zustand der
Kirbispollenkdrner nach 200 Minuten Bearbeitungsdeich die Schmetterlinge auch darauf
hindeuten, dass im Falle der Kurbispollenkornereenein mechanische Offnung der
Pollenkdrner und das Auspressen des Inhaltes diieclin- und Ausrollbewegungen des
Saugrussels und des dadurch erzeugten DruckesiaWallenkdrner ausreichen, um den
Inhalt freizusetzen. Die Deformation der Pollenldirrbei der Pollenbearbeitung ist ein
auffalliges Kriterium und scheint eine wichtige Robei der Extraktion der Nahrstoffe zu
spielen. Es ist denkbar, dass die im Speichel reagiegene Protease fur die Verdauung des
Zellinhaltes verwendet wird. Es ist aber bis dathihgeklart, warum dies extraoral geschieht,
wenn die Annahme zutrifft, dass die Offnung der|éorner mechanisch durch die
Bearbeitungsbewegungen ausreichend gewahrleistetunid der austretende Zellinhalt
ingestiert werden kann. Es ist nicht auszuschliefss die im Speichel vorhandene
Protease, wie Krenn et al. (2009) vorschlagen, caetdend fur eine erfolgreiche

Pollenbearbeitung und Offnung der Pollenkorner ist.

Roulston und Cane (2000) liefern einen Uberblicleribie haufigsten Moglichkeiten, wie
Tiere an den Inhalt von Pollenkérnern gelangen kanrGenannt werden die mechanische
Zerstorung der Pollenwand, das Durchstof3en dermeiind mit Mundwerkzeugen, das
Auflésen der Wand mit Enzymen, die Induzierung Waimung oder Pseudokeimbildung,
das Offnen durch osmotischen Schock und das Perestri der Wand mit
Verdauungsenzymen. Theoretisch halte ich eine Koatioin von mechanischer Veranderung
und derartigen anderen Prozessen bei den polleeftderHeliconiusFaltern flr denkbar. Es
ist anzumerken, dass die ul3eren Strukturen voleriRéinern, besonders die Exine, sehr

widerstandsfahig und inert gegen chemische Eindli@ad und die Verdauung der Exine

37



durch eine Exinase bei manchen Collembolen beketntfJohnson und Nicolson, 2001).
Stanley und Linskens (1985) schreiben, dass Insektemeist keine Mdoglichkeit haben,
Cellulose, Pektin und das Sporopollenin der Poliemforan zu verdauen und somit die
Nahrstoffe des Pollenkorns durch die Zellwand adienren Offnungen hindurch extrahieren
mussen.

Johnson und Nicolson (2001) beschreiben ein Ansikénveron Pollenkdérnern nach ihrer
Befeuchtung und eine Ruptur der Pollenwand duratereiosmotischen Schock durch
Unterschiede in der Osmolaritat der Umgebung, etwd/erdauungstrakt von Insekten. Sie
zitieren Befunde von Gilbert und DeVries ub¢gliconiusSchmetterlinge, wonach diese die
Pollenkérner befeuchten, was in der Folge zu déweschwellen und zum Austreten des
Inhaltes fuhren wirde, der dann einfach ingestiedrden kann. Die spezialisierten
Bearbeitungsbewegungen ddeliconiusfalter wahrend der Pollenbearbeitung werden von
Johnson und Nicolson in dieser Publikation jedochtrerwahnt. Roulston und Cane (2000)
schreiben, dass Pollenkérner bBigliconiusFaltern ihren Inhalt durch Keimung entlassen und
nicht durch Degradation der Pollenkérner. Sie besbbn Experimente zur Induzierung von
Keimung- oder Pseudokeimung durch Suspension imoSeldsung. Stanley und Linskens
(1985) bezeichnen das Austreten eines intakterefgihlauchs aus einem Pollenkorn nach
Einwirken einer starken Saure als Pseudokeimbildi8ig beschreiben, dass noch nicht
gekeimte Pollenkorner als Reaktion auf Kontakt emiter verdiinnten anorganischen Séure
mit dem Aufplatzen der Pollenkdrner und mit dem g#amdeudern des Protoplasmas
reagieren. Dies wird auf die Aufnahme von Wasséisten und einen dadurch bedingten
Druckanstieg oder einen Aufquellvorgang von Memhkodiniden zuriickgeftihrt. Die
Beschreibung ahnelt der Reaktion von Pollenkoérnarwasser und wassriger Protease-
Losung. Ob der Speichel einen sauren pH-Wert asfwand somit eine Pseudokeimung
auslosen kann, ist mir nicht bekannt. Da inzwiscarch Eberhard et al. (2009 a) belegt
werden konnte, dass nicht Nektar, sondern Spefdhéie Pollenbearbeitung deteliconius
Falter verwendet wird, kbnnen diese Prozesse aadbe fur die Freisetzung der Nahrstoffe
aus den Pollenkdrnern bei der Pollenbearbeitunghddie Falter ausgeschlossen werden.
Interessant ist, dass Roulston und Cane (2000) %th&achung der Intine durch Proteasen
vorschlagen. Sie bezeichnen die Intine als wictgiggsu Uberwindende Barriere gegen
Verdauungsenzyme der Insekten, welche sie als bestiz Anderungen in der Pollenwand
hervorheben. Nicht vollig aul3er Acht gelassen werkiinnen ihrer Meinung nach aber auch
Modifizierungen der Pollenwand durch Enzyme, die Bellen selbst, etwa wéahrend der

Keimung, produziert. So zitieren sie Befunde, dasgnem frihen Stadium der Keimung das
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Sporopollenin amorph wird beziehungsweise die éftitydrolytische Enzyme enthalt, die

nahe den Keimoffnungen aktiv sind.

Diese verschiedenen Annahmen bieten in Hinblick diafin dieser Diplomarbeit und der
Arbeit von Krenn et al. (2009) gemachten Beobadmguntber die starke Deformation der
Pollenkdérner nach einer Bearbeitung durch die Sttemieage keine befriedigende
Erklarung. Eine Beeinflussung der Intine oder aad&trukturen durch Proteasen kann in den
fur diese Diplomarbeit durchgefiihrten Versuchen HeliconiusFaltern beziehungsweise
den Protease-Lésungen nicht vollig ausgeschlossenden. In den Versuchen mit
Kirbispollenkdornern und den Schmetterlingen ersthdie starke Deformation und Faltung
der Korner aber als wesentlicher Faktor fur eineistAtt des Zellinhaltes. Krenn et al. (2009)
kommen in ihrer Arbeit Gber den Zustand von Poltenkrn nach der Bearbeitung durch die
Schmetterlinge zu dem Schluss, dass es sich dam@rnwum einen Diffusionsprozess noch
eine beginnende Keimung der Pollenkérner handat.b8schreiben, dass die Pollenkérner
eindeutig aufgebrochen sind und der Zellinhalt Oeisem Prozess austritt. Diffusions-,
Keimungs- und Pseudokeimungsprozesse erscheingnuadfder starken Deformation der
Pollenkérner beim Bearbeitungsprozess durch dieliconiusFalter als wenig
wahrscheinliche Ursache fir den Austritt des ZbHhites aus den Pollenkdrnern. Es ist aber
nicht vollig auszuschliel3en, dass sie zusatzlink &iolle spielen. Ob die Pollenkdrner bei der
Bearbeitung anschwellen und sich ein osmotischercloraufbaut, der eine Rolle bei der

Offnung spielt, oder die Pollenkdrner noch andetigdieeinflusst werden, ist nicht bekannt.

Besonders effektiv ware fur die Schmetterlinge Begebnissen der gemachten Versuche mit
den Flussigkeiten nach theoretisch eine BearbeitlargPollenkdrner mit einer wassrigen
Losung, da diese die Kirbispollenkdrner schnell ZBlatzen bringt. Dass ein derartiger
Effekt eine bedeutende Rolle bei der Pollenbearbgit spielen konnte, ist aber
unwahrscheinlich, da dafiir zu viele Pollenkérnerdean Préparaten keine entsprechenden
Veranderungen aufweisen. Aul3erdem beobachtetemketral. (2009), dass Praparate von
Schmetterlingen, die die Pollenbearbeitung frilgeseendeten, nur sehr wenige zerstorte
Pollenkérner enthielten. Das Platzen der Pollendtim wéassriger Umgebung geschieht unter
dem Mikroskop jedoch sehr schnell. Um moégliche B#edes Speichels direkt zu prifen,
kénnte man versuchen, vételiconiusFaltern bei der Bearbeitung mit Speichel befeuehte
Pollenpakete unterschiedlicher Pflanzen nach dere@eng mit der Flussigkeit unter dem

Mikroskop zu untersuchen.
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Aus evolutionsbiologischer Sicht hat die nachgeenes Anwesenheit von Protease im
Speichel der pollenfressenden Mgliconiusmelpomenavahrscheinlich einen Vorteil fur die
Extraktion von Aminosauren aus Pollen oder dererd&ieung. Die Frage danach, was die
genaue Wirkung der Protease im SpeichelHigiconiusFalter ist, also ob sie nétig fur die
eigentliche Offnung der Pollenkérner oder ,nur® fidie Verdauung des Inhalts nach
mechanischer Offnung ist, bleibt auch nach Durchfiip dieser Versuche vorerst weiter
offen. Als subjektiv wahrscheinlichere Variante avian dieser Stelle die mechanische
Offnung vorgeschlagen, wobei die Protease als esentlicher Faktor fiir die Verdauung des
Zellinhaltes angesehen wird. Eine interessanteh macht geléste Fragestellung bezieht sich
auf die genaue Zusammensetzung des Speichels emitdund Konzentration der Protease
der HeliconiusFalter.Die Wahl der Protease Trypsin fir die Versuchetliagderen relativ
gro3en Verbreitung im Tierreich begrindet. Fur dierdauung von Proteinen sind
Endopeptidasen und Exopeptidasen noétig (Chapma88)1%®roteasen vom Trypsintyp
gehoren neben solchen vom Chymotrypsintyp bei beseku den haufigsten Endopeptidasen
des Mitteldarms (Gewecke, 1995; Chapman, 1998).I1&Sst sich eine hohere Trypsin-
Aktivitat bei den mehlfressenden Lepidopteren-Gagen Ephestia und Plodia und bei
Raupen der Lepidopteren-GattuBgmbyxnachweisen (Chapman, 1998). Trypsin ist jedoch
relativ spezifisch (Chapman, 1998) und schneidetr rReptidbindungen, deren
Carbonylgruppe zu einem Arginin- oder Lysinrest@eliPenzlin, 2005). Es ist mdglich, dass
Trypsin auf Pollenproteine keine Wirkung zeigt odes durch die Betrachtung unter dem

Mikroskop nicht sichtbar wurde.

Ein Ausblick fur weitere Forschungen stellt demnadre Klarung der genauen
Zusammensetzung des Speichels und die Identifikatier Protease und deren genaue
Wirkung auf Pollenkérner dar. Auch eine noch d#éfeziertere Betrachtung von
Pollenkérnern nach unterschiedlichen Zeitspannenz kaach der Benetzung von
Pollenpaketen mit dem von den Faltern oral ausgedehen Speichel kdnnte weiteren
Aufschluss Uber den Pollenbearbeitungsprozess gdbies waren interessante zukinftige

Forschungsgebiete.
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5. Zusammenfassung

HeliconiusFalter besitzen die Fahigkeit, Pollenkdrner dukth- und Ausrollbewegungen
ihrer Saugrussel unter Zugabe einer klaren Flisgigkis der Proboscisspitze zu bearbeiten
und auf diese Weise Aminoséauren und StickstoffdmrsPollenkérnern zu gewinnen. Daraus
resultieren einige Vorteile fur die Falter. Vieleet@ils Uber den genauen Ablauf der
Pollenbearbeitung sind noch nicht geklart. Ebertedrédl. (2009 a) zeigten, dass es sich bei
dieser bei der Pollenbearbeitung abgegebenen gkigssum Speichel und nicht, wie lange
angenommen, um hervorgewdrgten Nektar handelt. ilefde gelang Eberhard et al. (2007)
der Nachweis einer Protease im Speichel. Krenn.g2@09) fuhrten Versuche durch, in
denen festgestellt wurde, dass das Pollenbearlgsiterhalten die Pollenkorner teilweise
zerstort und schlagen als Ursache der Veranderudigegefundene Protease vor. Fiur diese
Diplomarbeit erfolgte die Durchfihrung von Versucheum unter standardisierten
Bedingungen den Einfluss verschiedener Probeflkesgan (1. Wasser, 2. 25-prozentiger
LantanaNektar (nach Alm et al., 1990) mit Aminosaurenwaissrige Protease-Losung mit
13 mg Trypsin in 250 ml Wasser, 4. Nektar-Protdasaing mit 15,6 mg Trypsin in 100 ml
Nektar, 5. Glycerin als Kontrolle) auf den Pollesiand von frischen Kirbispollenkérnern
der Art Cucurbita pepo(Cucurbitaceae) zu untersuchen. Die Kirbispollem&d wurden
wegen ihrer Verwandtschaft zu den natirlichen RgllkellenGurania sp. und Psiguriasp.
(Cucurbitaceae) der pollenfressenden Heliconiinasgewaéhlt. Die Versuche sollten
Aufschluss dariiber geben, ob und in welcher WeiseZdgabe von Nektar, Wasser und
Protease-Ldsung uber eine Zeitspanne von 200 Mindie Pollenproben beeintrachtigt und
die Annahme Uberprift werden, dass Nektar oder ®vaaleine zu keinen &hnlichen
Veranderungen von Pollenkdrnern wie beim Bearbgguerhalten fihren. Dazu wurden
nach 200 Minuten Praparate aus den in die Flussggkeingelegten Kirbispollenkdrnern
hergestellt und jeweils 200 Kurbispollenkorner urdem Mikroskop nach zuvor festgelegten
Kriterien als intakt oder verandert klassifizieweiters wurden Individuen voHleliconius
melpomeneKirbispollenpakete auf den Saugrissel aufgetrageh fir 200 Minuten zur
Bearbeitung Uberlassen. Mit den Pollenpaketen ruf@lycerinpraparate hergestellt und alle
Kirbispollenkdrner im Préaparat nach denselben Keitewie bei den Versuchen mit den
Flussigkeiten unter dem Mikroskop klassifizierte@aten wurden mit SPSS 11.5, Excel und
R. 2.7.0 ausgewertet und grafisch dargestellt. dedianwert lag bei den Versuchen mit den
Faltern bei 77,9 % veranderten Pollenkérnern bei PR#iparaten. Bei den 6

Versuchsbedingungen mit den Flissigmedien gab wsilge 15 Durchgange. Nach 200
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Minuten in Glycerin (Gruppe ,Glycerin oben*) lag rdeledianwert bei 6,0 % verénderten
Kurbispollenkérnern und in der zweiten Glyceringsap(Gruppe ,Glycerin®) bei 4,5 %.
Nach dem Einlegen in 25-prozentigeantanaNektar mit Aminosauren lag der Medianwert
an veranderten Pollenkdrnern bei 6,0 %. Bei desiarsbedingung ,Wasser zeigte sich ein
Medianwert von 98,5 % an verénderten Pollenkdrngath 200 Minuten in Nektar-Protease-
Losung ergab sich ein Medianwert von 8,0 % verdedePollenkérnern und nach 200
Minuten in wassriger Protease-LOsung lag der Med@han verdnderten Pollenkdrnern bei
97,5 %. Nach 200 Minuten zeigen die Ergebnisse Mektar-Protease-Losung keinen
signifikanten Unterschied zu der Gruppe ntiiantanaNektar (p = 1,000) und den
Glycerinkontrollgruppen ,Glycerin oben® (p = 0,997nd ,Glycerin“ (p = 0,981) nach den
festgelegten Kriterien. Es gibt auch keinen sigmaffiten Unterschied zwischen der wéssrigen
Protease-Ldsung und Wasser (p = 1,000). Die Padleek zeigten in Wasser ebenso wie in
der wassrigen Protease-Losung eine sofortige Remkiind platzten. Ein signifikanter
Unterschied besteht zwischen der wassrigen Protggseng und der Nektar-Protease-
Losung (p < 0,001). Die zugesetzte Protease Trykaim also nicht als Erklarung fur die
hohe Zerstorungsrate der Kirbispollenkérner beiGiemppe mit wassriger Protease-Losung
herangezogen werden. Die Protease in der Nektsigkeit scheint in diesen Versuchen nach
den festgelegten Kriterien keinen optisch erkenmbdtffekt auf die Kirbispollenkérner zu
haben. Die vorHeliconius melpomenéir 200 Minuten bearbeiteten Pollenkérner weisen
einen hohen Grad an Veranderung auf und zeigerkes#&rDeformationen als die
Pollenkérner nach 200 Minuten in den Flussigkeiteime mechanische Deformation durch
die Pollenbearbeitung wird als Ursache vorgeschlageb und welche Rolle die von
Eberhard et al. (2007) nachgewiesene Protease @ial&b hierbei spielt, muss auch nach den

fur diese Diplomarbeit durchgefiihrten Experimentenh genauer untersucht werden.
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6. Abstract

Butterflies of the Neotropical genuseliconiusare unusual in that they are able to obtain
nutrients, such as amino acids and nitrogen, fromalfpollen. Pollen, which they collect on
the outside of the proboscis, is processed witheaial form of behavior that involves coiling
and uncoiling movements of the proboscis. Duringsehmovements, the butterflies exude
from the tip of the proboscis small amounts ofeaclliquid, which mixes with the collected
pollen. The ability to utilize pollen as a valuatdeurce of nutrient has resulted in several
important advantages for the butterflies. Despitenerous studies on pollen feeding
Heliconiinae, detailed research on how the pokeprocessed and what happens to the pollen
grains are lacking. Eberhard et al. (2009 a) detnatesl that the clear liquid used during
processing is actually saliva and not regurgitaiectar [as previously presumed]. Eberhard et
al. (2007) furnished evidence that the saliva dostaa protease. Krenn et al. (2009)
investigated the alteration of pollen grains bytédiies and concluded that the pollen grains
were partially physically broken. They ascribed téffect to the enzymatic action of protease.
Within the framework of a Diploma thesis, | condeetstandardized experiments to study the
effect of five different kinds of fluids on the adition of fresh pollen grains d€ucurbita
pepo(Cucurbitaceae). The fluids tested were 1) puremwa) a 25 % antananectar solution
(AIm et al., 1990) to which amino acids were add®)da water-protease solution with 13 mg
trypsin in 250 ml water, 4) a nectar-protease smhuivith 15.6 mg trypsin in 100 ml nectar,
and 5) glycerin as a contrdollen grains oCucurbita pepowvere chosen for the experiments
because they are closely related to the preferoldrpsourcesGuraniasp. andPsiguria sp.
(both Cucurbitaceae) of these butterflies in theatural habitats. The experiments were
designed to provide information on how pollen gsamight become altered through the
addition of nectar, water or the solutions contagnprotease. The working hypothesis, which
was being tested, was that water and nectar aloméd not affect pollen grains in the same
manner, as butterflies are able to achieve witlr ghellen processing behavior. Therefore,
pollen was placed into the various fluids for a i@eérof 200 minutes. Microscopic
preparations were made of these samples and exéuniker a microscope. 200 pollen grains
per slide were counted and classified as intactlasnaged using standardized criteria. In
addition, clumps of pollen were placed on the exdesurface of proboscides of individuals
of Heliconius melpomend&he butterflies were allowed to process the clsimppollen for
200 minutes, after which microscopic preparatioesenprepared from the pollen. All pollen

grains that could be found on the slides were amiand classified as intact or damaged. For
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statistical evaluation and graphic representatiomsed the software programs SPSS 11.5,
Excel and R 2.7.0.

Regarding the results of the experiments, the meamount of damaged pollen grains after
200 minutes of pollen processing by the groupHeficoniusbutterflies was 77.9 % from a
total of 24 preparations. For each kind of liquedted, 15 trials were conducted. The median
amount of damaged pollen grains after 200 minuteshe first glycerin group with the
notation “glycerin oben” was 6.0 % and in the setatycerin group with the notation
“glycerin” 4.5 %. The median amount of damaged grolgyrains in the group withantana
nectar was 6.0 % after 200 minutes of incubatidme median amount of damaged pollen
grains after 200 minutes of incubation in water W8s5 %, in the protease-water solution
97.5 % and in the protease-nectar solution 8.0 %erA200 minutes of incubation, no
significant differences resulted between the negtatease solution and the group with 25 %
Lantananectar (p = 1.000) and between the nectar-protsakgion and the control group
“glycerin oben” (p = 0.997) and “glycerin” (p = @9). No significant difference was
detected between the water-protease solution an@ribup with pure water (p = 1.000). A
significant difference exists between the wateltgmee solution and the nectar-protease
solution (p < 0.001). Immediately after adding polito either to pure water or to the water-
protease solution, a very high percentage of thikempagrains burst. Clearly, the added
protease cannot be the cause of this alteratioa. protease-nectar solution did not visibly
appear to have a great effect on the pollen graiesrding to the predefined criteria. A high
percentage of the pollen grains, which were praaby the butterflies for 200 minutes, were
damaged and showed a higher degree of deformdtiam the pollen samples that were
incubated in the tested fluids for the same lemdttime. According to the results of the tests,
it is conceivable that the butterflies obtain thetrients from pollen by mechanically
damaging the pollen grains and pressing out théeobnThe role of protease in the saliva as

found by Eberhard et al. (2007) should undergoerlos/estigation.
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8. Anhang

Im Anhang sind die Ergebnisse der statistischenlySea angegeben. Die hier angeflhrten

Berechnungen wurden mit dem Computerprogrammenl BrceSPSS 11.5 erstellt.

1. Ubersicht uiber die Ergebnisse der sieben Vestigttingungen (Tab. A1-A7) mit Excel
2. Explorative Datenanalyse mit SPSS 11.5
3. Analytische Datenanalyse mit SPSS 11.5

Gruppe 1..Heliconius melpomene
Gruppe 2...Glycerin oben
Gruppe 3...Glycerin

Gruppe 4...Wasser

Gruppe 5...Nektar + AS

Gruppe 6...Protease + Wasser

Gruppe 7...Nektar + Protease
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1. Ubersicht iiber die Ergebnisse der einzelnen Varshsbedingungen mit Excel

Tab. Al: Erhobene Daten aus Versuchsbedingung dediTabelle angefiihrt sind die bei der Pollenbeitwhg
durch Heliconiusfalter nach den festgelegten Kriterien verandett@mbispollenkdrner in Relation zur
Gesamtzahl der ausgewerteten Kirbispollenkdrndeimjeweiligen Préparaten. Weiters ist die Bezeiolgrdes
Préaparates angegeben und in der rechten SpalRralientzahl an veranderten Pollenkdrnern und djeltfisse
der Berechnungen mit Excel gerundet auf die zweé#tehkommastelle. Die Bearbeitungszeit war 200 Minut

Jedes Préaparat enthalt nur jene Pollenkérner,afiecinem Individuum bei einem Durchgang bearbeitetien.

Heliconius melpomene
Veranderte PollenkdrnerGesamtzahl der Bezeichnung | Prozentsatz an veranderten
im Praparat Pollenkérner im Praparat | des Praparates| Pollenkérnern im Praparat
152 166 3 H25 91,57
10 132 3H28 7,58
23 185 3H26 12,43
207 264 4H29 78,41
169 378 4H32 44,71
33 229 5HA 14,41
90 109 5H25 82,57
201 255 5H28 78,82
34 78 7H29 43,59
68 79 7H25 86,08
69 145 7THC 47,59
191 331 9H28 57,70
77 85 9H25 90,59
6 54 12HI 11,11
100 104 12H28 96,15
62 93 12HH 66,67
41 53 14H29 77,36
374 509 14H28 73,48
410 436 14HD 94,04
375 398 16HD 94,22
289 306 16H29 94,44
33 59 19HG 55,93
367 414 19H25 88,65
167 171 19HE 97,66
Summe 1585,75
Mittelwert 66,07
Median 77,88
Quantil 75% 90,83
Maximum 97,66
Minimum 7,58
Quantil 25% 46,87
Varianz 899,02
Standardabweichung 29,98,
Anzahl Durchgénge 24,00
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Tab. A2: Versuchsbedingung 2: Daten nach 200 MmuieGlycerin (Gruppe ,Glycerin oben*). Es wurderop

Praparat 200 Kurbispollenkdrner ausgewertet.

Glycerin oben
Veranderte PollenkdrnerGesamtzahl der Bezeichnung | Prozentsatz an veranderten
im Praparat Pollenkérner im Praparat | des Praparates| Pollenkérnern im Praparat
5 200 3KG oben 2,50
10 200 4KG oben 5,00
7 200 5KG oben 3,50
12 200 6KG oben 6,00
16 200 7KG oben 8,00
20 200 8KG oben 10,00
11 200 9 KG oben 5,50
17 200 10 KG oben 8,50
9 200 12KG oben 4,50
14 200 13KG oben 7,00
7 200 14KG oben 3,50
13 200 15 KG oben 6,50
9 200 16KG oben 4,50
12 200 19 KG oben 6,00
21 200 20KG oben 10,50
Summe 91,50
Mittelwert 6,10
Median 6,00
Quantil 75% 7,50
Maximum 10,50
Minimum 2,50
Quantil 25% 4,50
Varianz 5,58
Standardabweichung 2,36
Anzahl Durchgénge 15,00
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Tab. A3: Versuchsbedingung 3: Daten nach 200 Mmute Glycerin (Gruppe ,Glycerin“). Es wurden pro

Praparat 200 Kirbispollenkdrner ausgewertet.

Glycerin
Veyranderte PollenkdrnerGesamtzahl der Bezeichnung | Prozentsatz an veranderten
im Praparat Pollenkérner im Praparat | des Praparates| Pollenkérnern im Praparat
3 200 3 KG 1,50
4 200 4KG 2,00
9 200 5KG 4,50
10 200 6KG 5,00
8 200 7KG 4,00
8 200 8KG 4,00
14 200 9KG 7,00
4 200 10KG 2,00
9 200 12KG 4,50
13 200 13KG 6,50
5 200 14KG 2,50
23 200 15KG 11,50
11 200 16KG 5,50
12 200 19KG 6,00
14 200 20KG 7,00
Summe 73,50
Mittelwert 4,90
Median 4,50
Quantil 75% 6,25
Maximum 11,50
Minimum 1,50
Quantil 25% 3,25
Varianz 6,61
Standardabweichung 2,57
Anzahl Durchgénge 15,00
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Tab. A4: Versuchsbedingung 4: Daten nach 200 Mmute25-prozentigenhantanaNektar mit Aminosauren.

Es wurden pro Praparat 200 Kirbispollenkérner ausget.

Nektar + AS
Veranderte PollenkdrnerGesamtzahl der Bezeichnung | Prozentsatz an veranderten
im Praparat Pollenkérner im Praparat | des Praparates| Pollenkérnern im Praparat
14 200 3KN 7,00
11 200 4KN 5,50
7 200 5KN 3,50
12 200 6KN 6,00
17 200 7KN 8,50
10 200 8KN 5,00
15 200 9KN 7,50
11 200 10KN 5,50
12 200 12KN 6,00
9 200 13KN 4,50
16 200 14KN 8,00
23 200 15KN 11,50
36 200 16KN 18,00
12 200 19KN 6,00
15 200 20KN 7,50
Summe 110,00
Mittelwert 7,33
Median 6,00
Quantil 75% 7,75
Maximum 18,00
Minimum 3,50
Quantil 25% 5,50
Varianz 12,38
Standardabweichung 3,52
Anzahl Durchgénge 15,00
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Tab. A5: Versuchsbedingung 5: Daten nach 200 Mmube Wasser. Es wurden pro Praparat 200

Kirbispollenkérner ausgewertet.

Wasser
Veranderte PollenkdrnerGesamtzahl der Bezeichnung | Prozentsatz an veranderten
im Praparat Pollenkérner im Praparat | des Praparates| Pollenkérnern im Praparat
194 200 3KW 97,00
197 200 4KW 98,50
198 200 5KW 99,00
196 200 6KW 98,00
190 200 7KW 95,00
199 200 8KW 99,50
185 200 9KW 92,50
178 200 10KW 89,00
199 200 12KW 99,50
200 200 13KW 100,00
199 200 14KW 99,50
197 200 15KW 98,50
195 200 16KW 97,50
198 200 19KW 99,00
196 200 20KW 98,00
Summe 1460,50
Mittelwert 97,37
Median 98,50
Quantil 75% 99,25
Maximum 100,00
Minimum 89,00
Quantil 25% 97,25
Varianz 9,20
Standardabweichung 3.03
Anzahl Durchgénge 15,00
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Tab. A6: Versuchsbedingung 6: Daten nach 200 Mimiurtevassriger Protease-Lésung (13 mg Trypsin in

250 ml Wasser). Es wurden pro Praparat 200 Kirbesgdrner ausgewertet.

Protease + Wasser

Veranderte Pollenkdrne

rGesamtzahl der

Bezeichnung

Prozentsatz an veranderten

im Praparat Pollenkérner im Praparat | des Praparates| Pollenkérnern im Praparat
196 200 3KP 98,00
187 200 4KP 93,50
190 200 5KP 95,00
191 200 6KP 95,50
195 200 7KP 97,50
195 200 8KP 97,50
194 200 9KP 97,00
198 200 10KP 99,00
193 200 12KP 96,50
198 200 13KP 99,00
191 200 14KP 95,50
196 200 15KP 98,00
193 200 16KP 96,50
200 200 19KP 100,00
197 200 20KP 98,50

Summe 1457,00
Mittelwert 97,13
Median 97,50
Quantil 75% 98,25
Maximum 100,00
Minimum 93,50
Quantil 25% 96,00
Varianz 3,05
Standardabweichung 1,75
Anzahl Durchgénge 15,00
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Tab. A7: Versuchsbedingung 7: Daten nach 200 MmuteNektar-Protease-Ldsung (15,6 mg Trypsin in
100 ml Nektar). Es wurden pro Praparat 200 Kirlisp&orner ausgewertet.

Nektar + Protease
Veranderte PollenkdrnerGesamtzahl der Bezeichnung | Prozentsatz an veranderten
im Praparat Pollenkérner im Praparat | des Praparates| Pollenkérnern im Praparat
18 200 3KPN 9,00
12 200 4KPN 6,00
29 200 5KPN 14,50
13 200 6KPN 6,50
9 200 7KPN 4,50
33 200 8KPN 16,50
25 200 9KPN 12,50
23 200 10KPN 11,50
16 200 12KPN 8,00
11 200 13KPN 5,50
17 200 14KPN 8,50
16 200 15KPN 8,00
31 200 16KPN 15,50
14 200 19KPN 7,00
9 200 20KPN 4,50
Summe 138,00
Mittelwert 9,20
Median 8,00
Quantil 75% 12,00
Maximum 16,50
Minimum 4,50
Quantil 25% 6,25
Varianz 15,78
Standardabweichung 3.97
Anzahl Durchgénge 15,00




2. Explorative Datenanalyse mit SPSS 11.5

Verarbeitete Falle

Falle
GRUPP Gultig Fehlend Gesamt
E N Prozent N Prozent N Prozent
Prozent 1 24 100,0% 0 ,0% 24 100,0%
ver- 2 15 100,0% 0 ,0% 15 100,0%
anderte
Pollenks 3 15 100,0% 0 ,0% 15 100,0%
rner 4 15 100,0% 0 ,0% 15 100,0%
5 15 100,0% 0 ,0% 15 100,0%
6 15 100,0% 0 ,0% 15 100,0%
7 15 100,0% 0 ,0% 15 100,0%
Univariate Statistiken
Standardfe
GRUPPE Statistik hler
Prozent 1 H. melpomene Mittelwert 66,0729 6,12040
verénde__rte 95% Untergrenze 534119
Pollenkdrner Konfidenzinterva  gpergrenze ’
Il des Mittelwerts 78,7339
5% getrimmtes Mittel 67,5491
Median 77,8838
Varianz 899,023
Standardabweichung 29,98370
Minimum 7,58
Maximum 97,66
Spannweite 90,09
Interquartilbereich 45,8935
Schiefe -,881 AT72
Kurtosis -,509 ,918
2 Glycerin oben  Mittelwert 6,1000 ,60984
95% Untergrenze 4,7920
Konfidenzinterva Obergrenze
Il des Mittelwerts 7,4080
5% getrimmtes Mittel 6,0556
Median 6,0000
Varianz 5,579
Standardabweichung 2,36190
Minimum 2,50
Maximum 10,50
Spannweite 8,00
Interquartilbereich 3,5000
Schiefe ,466 ,580
Kurtosis -,496 1,121
3 Glycerin Mittelwert 4,9000 ,66404
95% Untergrenze 3,4758
Konfide_nzinterva Obergrenze
Il des Mittelwerts 6,3242
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4 Wasser

5 Nektar+ AS

6 Protease +
Wasser

5% getrimmtes Mittel
Median

Varianz
Standardabweichung
Minimum

Maximum
Spannweite
Interquartilbereich
Schiefe

Kurtosis

Mittelwert

95% Untergrenze
Konfidenzinterva Obergrenze
Il des Mittelwerts

5% getrimmtes Mittel
Median

Varianz
Standardabweichung
Minimum

Maximum
Spannweite
Interquartilbereich
Schiefe

Kurtosis

Mittelwert

95% Untergrenze
Konfidenzinterva Obergrenze
Il des Mittelwerts

5% getrimmtes Mittel
Median

Varianz
Standardabweichung
Minimum

Maximum
Spannweite
Interquartilbereich
Schiefe

Kurtosis

Mittelwert

95% Untergrenze
Konfidenzinterva Obergrenze
Il des Mittelwerts

5% getrimmtes Mittel
Median

Varianz
Standardabweichung
Minimum

Maximum
Spannweite
Interquartilbereich
Schiefe

Kurtosis

4,7222
4,5000
6,614
2,57183
1,50
11,50
10,00
4,0000
1,009
1,893
97,3667
95,6874

99,0459

97,6852
98,5000
9,195
3,03237
89,00
100,00
11,00
2,5000
-1,935
3,536
7,3333
5,3848

9,2819

6,9537
6,0000
12,381
3,51866
3,50
18,00
14,50
2,5000
2,226
5,974
97,1333
96,1658

98,1008

97,1759
97,5000
3,052
1,74711
93,50
100,00
6,50
3,0000
-,408
-,160

,580
1,121
, 78295

,580
1,121
,90851

,580
1,121
,45110

,580
1,121
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7 Nektar +
Protease

Mittelwert

95% Untergrenze
Konfidenzinterva Obergrenze
Il des Mittelwerts

5% getrimmtes Mittel
Median

Varianz
Standardabweichung
Minimum

Maximum
Spannweite
Interquartilbereich
Schiefe

Kurtosis

9,2000
7,0003

11,3997

9,0556
8,0000
15,779
3,97222
4,50
16,50
12,00
6,5000
,672
-,812

1,02562

,580
1,121

58



3. Analytische Datenanalyse mit SPSS 11.5

ONEWAY ANOVA
Prozent veranderte Pollenkorner
Mittel der
Quadratsumme df Quadrate F Signifikanz
Zwischen den Gruppen 179483,676 6 | 29913,946 149,473 ,000
Innerhalb der Gruppen 21413,919 | 107 200,130
Gesamt 200897,595 | 113
Post-Hoc-Tests
Mehrfachvergleiche
Abhangige Variable: Prozent veranderte Pollenkdrner
Tukey-HSD
Mittlere
() GRUPPE | (J) GRUPPE Differenz (I-J) | Standardfehler | Signifikanz 95%-Konfidenzintervall
Untergrenze Obergrenze
#;p omene 2 59,9729(*) 465626 000 45,9800 73,9658
3 61,1729(*) 4,65626 ,000 47,1800 75,1658
4 -31,2938(*) 4,65626 ,000 -45,2867 -17,3008
5 58,7396(*) 4,65626 ,000 44,7466 72,7325
6 -31,0604(*) 4,65626 ,000 -45,0534 -17,0675
7 56,8729(*) 4,65626 ,000 42,8800 70,8658
gb%'zcer'” L -59,9729(*) 4,65626 ,000 -73,9658 -45,9800
3 1,2000 5,16566 1,000 -14,3238 16,7238
4 -91,2667(*) 5,16566 ,000 -106,7904 -75,7429
5 -1,2333 5,16566 1,000 -16,7571 14,2904
6 -91,0333(*) 5,16566 ,000 -106,5571 -75,5096
7 -3,1000 5,16566 ,997 -18,6238 12,4238
3 Glycerin 1 -61,1729(*) 4,65626 ,000 -75,1658 -47,1800
2 -1,2000 5,16566 1,000 -16,7238 14,3238
4 -92,4667(*) 5,16566 ,000 -107,9904 -76,9429
5 -2,4333 5,16566 ,999 -17,9571 13,0904
6 -92,2333(*) 5,16566 ,000 -107,7571 -76,7096
7 -4,3000 5,16566 ,981 -19,8238 11,2238
4 Wasser 1 31,2938(*) 4,65626 ,000 17,3008 45,2867
2 91,2667(*) 5,16566 ,000 75,7429 106,7904
3 92,4667(*) 5,16566 ,000 76,9429 107,9904
5 90,0333(*) 5,16566 ,000 74,5096 105,5571
6 ,2333 5,16566 1,000 -15,2904 15,7571
7 88,1667(*) 5,16566 ,000 72,6429 103,6904
5 Nektar+ AS 1 -58,7396(*) 4,65626 ,000 72,7325 -44,7466
2 1,2333 5,16566 1,000 -14,2904 16,7571
3 2,4333 5,16566 ,999 -13,0904 17,9571
4 -90,0333(*) 5,16566 ,000 -105,5571 74,5096
6 -89,8000(*) 5,16566 ,000 -105,3238 74,2762
7 -1,8667 5,16566 1,000 -17,3904 13,6571
6 Protease + 1 31,0604(*) 4,65626 ,000 17,0675 45,0534

Wasser
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7 Nektar +
Protease

* Die mittlere Differenz ist auf der Stufe .05 signifikant.

91,0333(*)
92,2333(*)

-,2333

89,8000(*)
87,9333(*)

-56,8729(*)

3,1000
4,3000
-88,1667(*)
1,8667
-87,9333(%)

Homogene Untergruppen

Tukey-HSD*"

5,16566
5,16566
5,16566

5,16566
5,16566

4,65626

5,16566
5,16566

5,16566
5,16566
5,16566

Prozent veranderte Pollenkdrner

Untergruppe fiir Alpha = .05.

GRUPPE 1 2 3

3 15 4,9000

2 15 6,1000

5 15 7,3333

7 15 9,2000

1 24 66,0729

6 15 97,1333
4 15 97,3667
Signifikanz ,978 1,000 1,000

,000
,000
1,000
,000
,000

,000

,997
,981

,000
1,000
,000

75,5096
76,7096
-15,7571

74,2762
72,4096

-70,8658

-12,4238
-11,2238

-103,6904
-13,6571
-103,4571

Die Mittelwerte fiir die in homogenen Untergruppen befindlichen Gruppen werden angezeigt.

a Verwendet ein harmonisches Mittel fur Stichprobengréf3e = 15,849.

106,5571
107,7571
15,2904

105,3238
103,4571

-42,8800

18,6238
19,8238

-72,6429
17,3904
-72,4096

b Die GruppengréRen sind nicht identisch. Es wird das harmonische Mittel der Gruppengré3en verwendet.
Fehlerniveaus des Typs | sind nicht garantiert.

60




9. Danksaqung

Ich m6chte mich ganz besonders herzlich bei meifm@piomarbeitsbetreuer Dr. Harald

Krenn fur die Vergabe des Diplomarbeitsthemas umel kbmpetente Betreuung und

freundliche Unterstitzung im Rahmen dieser Dipldredr bedanken. Die Mitglieder des

Departments fiur Evolutionsbiologie und besondeefaBt Eberhard und seiner Frau Monika
standen mir mit ihrem Rat bei auftretenden Fragdiei der Kontaktaufnahme mit dem

Biobauern zum Bezug der Kurbisbliten oder bei Fmagen Umgang mit den Geraten, etwa
mit dem Fotomikroskop, hilfreich zur Seite.

Mein Dank gilt auch besonders der Familie Bindex datermallebarn in Niederdsterreich fir
ihre freundliche Unterstitzung durch die Erteilusy Genehmigung, Kirbisbliten von ihrem
Kirbisfeld zu ernten.

Vielen Dank an Daniel und besonders an Wolfgang,nadie mit dem Statistik-Programm R

sehr weitergeholfen hat.

Bei meiner Familie mochte ich mich fur ihre Untétsting wahrend meiner Studienzeit
bedanken. Meinem Lebensgeféahrten Nicolas mochteushtzlich dafir danken, dass er Zeit
und Geduld fur Ausfliige zum Kurbisfeld in Niedegiseich geopfert hat. Weiters hat er mir
mit seinen statistischen Kenntnissen und seinen -EBiWhtnissen sehr weitergeholfen und

mich immer unterstuitzt.

61



10. Lebenslauf

Name: Doris Katharina Aichinger
geboren am 22.01.1979

Mutter: Ingrid Aichinger geb. Plakolmer
Vater: Alfred Aichinger

1985-1989: Ubungsvolksschule der Padag. Hochsdmul®idzese Linz
1989-1993: Ubungshauptschule der Padag. Hochsdeuitzese Linz
1993-1997: BORG Linz

1997-1998: Lehramtsstudium Anglistik und PPP anlfeversitat Wien

1998: Beginn des Studiums der Biologie an der Usité Wien

1999-2003: Lehramtsstudium Biologie und Erdwissbkafien

2003: Beginn des Lehramtsstudiums Biologie und Uhkarede/ PP an der Universitat Wien
2008: Beginn der Diplomarbeit am Department fir Igtronsbiologie an der Universitat
Wien bei Dr. Harald Krenn.

Sprachen: Englisch, Franzdsisch

62



