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1 Einleitung

Herbivorie stellt einen enormen Eingriff im tropischen Regenwald dar. Laut Coley & Aide (1991)
werden ca. 11% der jahrlich produzierten Blattflaiche durch Herbivoren oder Pathogene konsumiert.
Besonders stark anfallig auf Blattfrald sind dabei die jungen Blatter der Pflanzen. Wie die >Optimal
Defense Theory< von McKey (1974) nahelegt, handelt es sich gerade bei den jungen Blattern nicht
nur um die gefdahrdetsten Pflanzenteile, sondern auch um die kostbarsten. Da ihr Beitrag zur
Photosyntheseleistung im Vergleich zu alteren Blattern am hdchsten ist (Harper 1989), scheint es
naheliegend, dass sie auch den hochstmaoglichen Schutz von der Pflanze erhalten sollten. Zudem ist
die Wahrscheinlichkeit auf Herbivorie bei jungen Blattern ca. 5-100x hoher als bei adulten Blattern
(Coley & Aide 1991). Verantwortlich dafiir sind vermutlich einige Faktoren, die die juvenilen Blatter
von den adulten unterscheiden. Zunachst sind die jungen Blatter zarter und weniger faserig und zih
als die adulten, was fir die Herbivoren eine leichtere Nahrungsaufnahme ermdéglicht (Coley 1983;
Lowman & Box 1983). Ein weiterer Grund ist, dass die jungen Blatter fiir Herbivoren kostbarere
Inhaltsstoffe beinhalten. Junge Blatter enthalten 2-4 mal so viel Wasser wie adulte Blatter, aber vor
allem auch deutlich mehr Stickstoff in Form von Alkaloiden, der fiir die Fitness der Herbivoren von
Vorteil ist und eine limitierte Ressource im Regenwald darstellt (Feeny 1970; Mattson & Scriber 1987,
Coley & Aide 1991; Kursar & Coley 1991). Zudem sind adulte Blatter in der Regel vermehrt durch
Sekundarmetabolite geschitzt, die in jungen Blattern in geringeren Mengen vorhanden sind. Zu den
Sekundarmetaboliten gehdren unterschiedliche Substanzen, die schadlich auf Herbivoren wirken und
dadurch einen wichtigen Abwehrmechanismus fiir die Pflanze darstellen, beispielsweise Tannine

oder Glucosinolate (Coley 1980; Badenes-Perez et al. 2014).

Da Pflanzen enorm viel Ressourcen in die Entwicklung von Biomasse stecken, ist es naheliegend, dass
sie Methoden entwickelt haben, um deren Verlust moglichst gering zu halten. Aus diesem Grund
existieren diverseste Abwehrmechanismen, die die Pflanzen vor Herbivoren schiitzen sollen, etwa
mechanische, die vor allem Fressfeinde vor dem Zugang zur Pflanze abhalten sollen (etwa Trichome,
Dornen, verdickte Zellwdnde oder auch zahere Blattstrukturen) oder chemische, beispielsweise

toxische Inhaltsstoffe oder auch Sekundarmetabolite (Mithofer & Schuman 2014; Grangier 2008).

Zudem lassen sich bei diesen Strategien konstitutive und induzierbare Abwehrmechanismen
unterscheiden. Konstitutive Mechanismen sorgen fiir einen permanenten, also vorsorglichen Schutz

vor Herbivoren. Induzierbare Mechanismen treten hingegen nur dann auf, wenn unmittelbar nach



einem Herbivorieangriff darauf mit Abwehr reagiert wird (Mithéfer & Schuman 2014; Grangier 2008;
Tollrian & Harvell 1999).

Durch die enorme Sensibilitdt der jungen Blatter haben Pflanzen spezielle Strategien entwickelt, um
sie vor Herbivoren zu schiitzen, etwa schnelles Blattwachstum, sekundéare Inhaltsstoffe, simultane
Blattentwicklung oder auch die Verteidigung durch symbiontische Ameisenpartner (Coley & Barone
1996). Ameisen, die in Assoziation mit Myrmekophyten (= Pflanzen, die in Symbiose mit Ameisen
leben) stehen und von diesen Nahrung und Unterkunft zur Verfliigung gestellt bekommen, kénnen
ihrer Wirtspflanze sowohl einen konstitutiven, als auch induzierbaren Schutz anbieten (Heil & McKey
2003). Solche Symbiosen zwischen Ameisen und Pflanzen sind global bekannt und untersucht. Die
besonders enge Verbindung bei den Myrmekophyten, bei der haufig sogar einer der beiden Partner
ohne den anderen nicht existieren kann, beschrankt sich aber auf den tropischen und subtropischen

Lebensraum (Mayer et al. 2014).

Gegenstand dieser Untersuchung sind die Myrmekophyten Piper obliquum und Piper fimbriulatum,
die von ihrem Ameisenpartner Pheidole bicornis sowohl konstitutiv als auch induzierbar geschiitzt
werden. Bei den beiden Myrmekophyten handelt es sich um Unterwuchspflanzen des tropischen
Regenwalds, die flir ihre Ameisenpartner sowohl eine Unterkunft als auch eine Nahrungsquelle
anbieten. Die Ameisen nutzen dabei die Hohlrdume der Blattstiele und den aktiv ausgehdhlten
Stamm der Pflanze als Wohnraum, Domatium genannt. Im Petiolus werden fiir die Symbiosepartner
Futterkorperchen gebildet, auch bezeichnet als Piper bodies oder Delpinian bodies (Penzig 1892;
Jolivet 1996), die den Ameisen reichhaltige Nahrstoffe zu Verfligung stellen (Fischer et al. 2002;
Rickson & Risch 1984).

Die induzierte Abwehr von Pheidole bicornis wurde schon intensiv untersucht und dufert sich in
Form eines Rekrutierungsverhaltens: Bei Verletzungen des Stammes, also im Falle eines Angriffs
durch Herbivoren, werden Arbeiterinnen auf diese Verletzung aufmerksam und rekrutieren in kurzen
Abstdanden zahlreiche andere Arbeiterinnen, um die Pflanze vor den Angreifern zu schiitzen. Diese
Abwehr erfolgt durch die Freisetzung von Duftstoffen, sogenannten VOCs (volatile organic
compounds — flichtige organische Verbindungen), die von den Arbeiterinnen wahrgenommen

werden und als Alarmsignal innerhalb der Symbiose dienen (Mayer et al. 2008).

Der konstitutive Schutz der jungen, heranwachsenden Blatter durch Pheidole bicornis ist Gegenstand
der vorliegenden Untersuchung. Die jungen Blatter von P. obliquum und P. fimbriulatum werden
regelmalRig von den Arbeiterinnen patrouilliert und so vorbeugend vor Herbivorie geschitzt

(Letourneau 1983). Ein Patrouillier-Verhalten auf den jungen Blattern durch symbiontische Ameisen
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wurde auch bei einigen anderen Myrmekophyten beobachtet, etwa bei Acacia (Maden und Young
1992), Leonardoxa (Brouat et al. 2000) oder Macaranga (Heil et al. 2001). Bis jetzt ist jedoch nur bei
wenigen Ameisen-Pflanzen-Assoziationen bekannt, was die Ameisenpartner dazu antreibt, auf den

jungen Blattern zu patrouillieren (Heil & McKey 2003).

In manchen fakultativen Ameisen-Pflanzen-Systemen scheinen die Arbeiterinnen fiir die Patrouillier-
Aktivitdt belohnt zu werden. Auf den Blattern wird Nahrung produziert, die die Arbeiterinnen auf die
jungen Blatter locken und diese zudem fiir ihren Abwehrschutz entlohnen. Diese Futterquellen
konnen in Form von extrafloralen Nektarien, wie bei Leea glabra (Meng et al. 2012), oder Pearl
bodies, wie bei Urera baccifera (Dutra et al. 2006), angeboten werden. Andere Systeme zeigen
hingegen, dass Ameisen auch ohne davon direkt zu profitieren, die jungen Blatter ihrer Pflanzen
patrouillieren. Die Arbeiterinnen werden dabei von Duftstoffen angelockt, die von den jungen
Blattern abgegeben werden und offenbar als Signalstoffe dienen. Diese, das Patrouillier-Verhalten
induzierenden Botenstoffe, wurden etwa bei Leonardoxa africana (Brouat et al. 2000) oder Hirtella

physophora (Grangier et al. 2008) dokumentiert.

Der Ausloser fur das Patrouillier-Verhalten von Pheidole bicornis auf P. fimbriulatum und P. obliquum
ist bisher unbekannt. Ausgehend von anderen Untersuchungen wurden im Vorfeld drei zentrale
Hypothesen formuliert, die im Zuge der Arbeit getestet werden sollen, um den Ausléser fiir das

Patrouillier-Verhalten zu ermitteln.

1) Schutzhypothese: Durch das Patrouillier-Verhalten werden die jungen Blatter der
Wirtspflanzen vor Herbivoren geschiitzt. Bei Ameisenausschluss werden die jungen Blatter
starker von Herbivoren attackiert.

2) Nahrungshypothese: Auf den jungen Blattern von P. obliquum und P. fimbriulatum wird eine
Futterquelle in Form von nahrstoffreichen Pearl bodies angeboten, die die Ameisen auf das
junge Blatt lockt und sie zum Patrouillieren motiviert. Die Pearl bodies stellen also eine
direkte Belohnung fiir die Ameisen dar.

3) Duftstoffhypothese: Die jungen Blatter von P. obliguum und P. fimbriulatum geben
Duftstoffe in Form von VOCs ab, die von den Ameisen wahrgenommen werden und sie zum
Patrouillieren der jungen Blatter anregen. Die Ameisen patrouillieren also, ohne eine direkte

Belohnung zu erhalten.

Anhand von Verhaltensbeobachtungen sowie anatomischen, morphologischen und chemischen
Analysen sollen diese Hypothesen untersucht werden, um so die Funktion und den Ausloser fir das

Patrouillier-Verhalten der Arbeiterinnen auf den jungen Blattern zu finden.

11



2 Material und Methoden

2.1 Besucheranalyse und Blattentwicklung

2.1.1 Standortbeschreibung

Untersucht wurden Pflanzen (P. obliquum und P. fimbriulatum) und Ameisen (Pheidole bicornis) im
Esquinas Regenwald in der Nahe der Tropenstation La Gamba (N 8°42"61', W 83°12'97"; Seehdhe: 70
m, jahrliche Niederschlagsmenge: 6000mm). Der Wald gehért dem 151 km” groBen Nationalpark
Piedras Blancas an und befindet sich im Stidwesten Costa Ricas in der Nahe der PazifikkUste. Fir die
Untersuchungen wurden Pflanzen von drei Standorten herangezogen: aus dem Garten der Station,
und in unmittelbarer Ndhe der beiden Wanderwege Ozelot Trail und Riverbed Trail. Die Wanderwege
befinden sich beide in der Nahe eines Baches, in einem humiden Sekundarwald. Die Untersuchungen
fanden im Zeitraum von Anfang September bis Anfang Oktober 2013 statt, also zur Zeit einer
saisonalen Regenperiode. Eine Messung der Temperatur und relativen Luftfeuchte mit einem
Datalogger (Easy Log, Lascar Electronics) am Riverbed Trail, die im Februar 2014 durchgefiihrt wurde,
ergab durchschnittliche Tagestemperaturen von 31,0°C, Nachttemperaturen von 25,0°C, eine

Durchschnittstemperatur von 27,4°C und eine relative Feuchte zwischen 85-90% (Fig. 1).
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Fig. 1: Ergebnisse der Temperatur- und Luftfeuchtemessung am Riverbed Trail im Februar 2014.
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2.1.2 Auswahl der Versuchspflanzen

Fiir die Untersuchungen wurden Exemplare von P. obliquum und P. fimbriulatum ausgewahlt, die im
Untersuchungszeitraum junge Blatter entwickelten und von einer Ameisenkolonie der Ameisenart
Pheidole bicornis besiedelt waren. Zudem war auch die Hohe der Pflanzen ausschlaggebend, da die
Pflanzen und Ameisen durch die tagliche Untersuchung moglichst wenig manipuliert und die jungen
Blatter daher gut erreichbar sein sollten. Die Entwicklungsphasen der jungen Blatter von P.
fimbriulatum und P. obliquum wurden in jeweils flinf Stadien eingeteilt (Fig. 2, 3). Das Stadium der
Blatter wurde bei jeder Kontrolle bestimmt und diente auch als Grundlage fir die nachfolgenden
anatomischen Untersuchungen. Nachdem die jungen Blatter den verschiedenen Stadien zugeordnet
worden waren, wurden die Versuchspflanzen in zwei Gruppen geteilt, sodass jede Gruppe
mindestens eines der jeweiligen Blattstadien enthielt. Die eine Gruppe diente als Kontrollgruppe,
deren Pflanzen taglich mehrere Male auf Ameisenaktivitat Gberprift wurden. Bei der zweiten Gruppe
wurden die Ameisen vom jungen Blatt durch das Auftragen einer klebrigen Barriere aus Tangle Trap
(Contech Enterprises Inc., USA) (=TT) daran gehindert, das junge Blatt zu patrouillieren. Dadurch
konnte beobachtet werden, was mit den jungen Blattern in Abwesenheit der Ameisen passiert.
Insgesamt wurden fiir P. obliquum 18 Pflanzen als Kontrollgruppe und 7 Pflanzen als manipulierte TT-
Gruppe ausgewahlt. Bei P. fimbriulatum dienten 21 Pflanzen als Kontrollgruppe und 6 Pflanzen als
TT-Gruppe. Insgesamt wurden circa 150 Blatter Giber unterschiedlich lange Zeitraume untersucht. Die
Pflanzen wurden im Beobachtungszeitraum téaglich besucht und die Ameisenaktivitdit bzw. die

Entwicklung der Blatter dokumentiert.
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Fig. 2: Blattstadien von P. obliquum.

Stadium 1 (A): Das junge Blatt ist noch von einem Hiillblatt umgeben und zur Ganze eingerollt.
Stadium 2 (B): Junges Blatt ist ohne Hillblatt, jedoch eingerollt. Stadium 3 (C): Junges Blatt
offnet sich. Stadium 4 (D): Junges Blatt bereits stark geéffnet, an den Randern noch eingerollt.
Stadium 5 (E): Das junge Blatt ist voll entfaltet.
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Fig. 3: Blattstadien von P. fimbriulatum.

Stadium 1 (A): Das junge Blatt ist noch von einem Hullblatt umgeben und zur Génze eingerollt.
Stadium 2 (B): Junges Blatt ist ohne Hiillblatt, jedoch eingerollt. Stadium 3 (C): Junges Blatt
offnet sich. Stadium 4 (D): Junges Blatt bereits stark ge6ffnet, an den Randern noch eingerollt.
Stadium 5 (E): Das junge Blatt ist voll entfaltet.
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2.1.3 Verhaltensbeobachtung

Die Kontrollgruppe (ohne TT) wurde mehrmals taglich auf Ameisenaktivitdt Gberprift. Notiert
wurden die Art und der festgelegte Name der Pflanze, die Anzahl der beobachteten, jungen Blatter
pro Pflanze, das jeweilige Datum, Uhrzeit, Blattstadium und die Ameisenanzahl. Bei einer
Beobachtung handelte es sich um eine Momentaufnahme, das bedeutet, es wurde die Anzahl der
Ameisen festgehalten, die sich in diesem Augenblick auf dem jungen Blatt befanden. Die Uhrzeit
wurde im weiteren Verlauf der Untersuchung in drei Tagesphasen eingeteilt, die sich an den
Klimaaufzeichnungen am Versuchsstandort orientieren. Phase 1 sind Untersuchungen zwischen 5:00
und 10:00 Uhr, Phase 2 entspricht der Zeit zwischen 10:00 und 14:00 Uhr, Phase 3 umfasst den
Zeitraum zwischen 14:00 und 18:00 Uhr (Fig. 1).

Tagesphase 1 ist dadurch gekennzeichnet, dass die Temperatur im zeitlichen Verlauf deutlich
ansteigt, nachdem sie gegen 06:00 Uhr ihren Tiefststand (ca. 23°C) erreicht hat. Die Temperatur
steigt bis 10:00 Uhr auf ca. 25°C, die Luftfeuchtigkeit liegt die gesamte Tagesphase 1 in etwa konstant
bei 89%. In Tagesphase 2 kommt es zunachst weiterhin zu einem Temperaturanstieg bis ca. 29°C,
nach 12:00 Uhr sinkt die Temperatur aber deutlich ab und erreicht um 14:00 Uhr ca. 27°C. Die
Luftfeuchtigkeit sinkt iber die gesamte Phase 2 stetig ab (bis ca. 95% Luftfeuchtigkeit) und steigt erst
ab ca. 13:30 Uhr wieder leicht an. In Tagesphase 3 sinkt die Temperatur weiter ab auf ca. 25°C um
18:00 Uhr und die Luftfeuchtigkeit steigt wieder an auf ca. 88% um 18:00 Uhr (Fig. 1).

Da die Temperatur- und Luftfeuchtemessungen, die zur Einteilung der Tagesphasen herangezogen
wurden, zu einer anderen Jahreszeit (Februar 2014) als diese Untersuchungen (September/ Oktober
2013) vorgenommen wurden, wurden zusatzlich die Niederschlagsmenge (in mm) und die maximale
und minimale Tagestemperatur (in °C) im Untersuchungszeitraum zugezogen, die wahrend der
Untersuchungen aufgezeichnet worden waren. Die Messungen erfolgten vor dem Labor der
Tropenstation. Da im Laufe der Freilanduntersuchungen an einigen Tagen generell wenig
Ameisenaktivitdt zu beobachten war, kann mit diesen Daten auch ein moglicher Zusammenhang zum

Klima liber den gesamten Untersuchungszeitraum hergestellt werden.

Am Ende der Untersuchung wurde zudem die GroRe der Ameisenkolonie der jeweiligen Pflanzen
festgestellt. Dabei wurde nach der Verletzung eines Petiolus die Anzahl von rekrutierten Ameisen, die
sich innerhalb von finf Minuten am Stamm befanden, festgehalten. Da die Bezugsdauer der
Beobachtung falsch gewahlt wurde und nach fiinf Minuten Beobachtung keine zuverldssigen
Aussagen (iber KoloniegroRen getroffen werden kénnen, wurde dieser Wert mit dem Faktor 1,6 fir
P. fimbriulatum und dem Faktor 1,4 fir P. obliquum multipliziert. Diese Faktoren wurden anhand von

48 (P. fimbriulatum) bzw. 54 (P. obliquum) Verletzungen berechnet, die im Zuge der Untersuchung

16



Mayer et al. 2008 durchgefiihrt wurden. Dabei handelt es sich um den durchschnittlichen Anstieg an
rekrutierenden Ameisen bis 10 Minuten nach der Petiolusverletzung. Mithilfe der errechneten
KoloniegroRRe konnte schlieBlich die relative Patrouillier-Aktivitat (rel. PA) pro Beobachtung definiert
werden. Um die rel. PA pro Beobachtung zu berechnen, also die Anzahl der Ameisen pro
Beobachtung zur GroRe der Kolonie und zur Anzahl an jungen Blattern zu relativieren, wurde

folgende Formel angewandt:

relative Patrouillier-Aktivitat (rel. PA) = Ameisenanzahl/ (errechnete KoloniegroRe/Anzahl der jungen Blatter)

Des Weiteren wurde auch analysiert, wie haufig gar keine Ameisen auf den jungen Blattern
anzutreffen waren (=Nullbesuche), da dies auch Auskunft iber das Patrouillier-Verhalten gibt und
Aufschluss dariiber geben kénnte, unter welchen Bedingungen mehr Ameisen mobilisiert werden.
Der Anteil an Nullbesuchen wurde ebenfalls nach Blattstadien und Tagesphasen gegliedert und Gber

den gesamten Beobachtungszeitraum untersucht.

Die Datenanalyse erfolgte mit Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation; Version:
14.0.71445.5000). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler und der p-Wert wurde mit dem t-Test

berechnet.

2.1.4 Dokumentation des Blattverfalls

Die Entwicklung der manipulierten Blatter (TT-Gruppe) wurde Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum (Anfang September bis Anfang Oktober) durch Fotografien (Canon IXUS 230
HS) dokumentiert. Dadurch sollte gezeigt werden, was mit den Blattern passiert, wenn sie nicht von

den Ameisen patrouilliert werden kdnnen, und ein etwaiger Blattverfall dokumentiert werden.

2.2 Untersuchung der Pearl bodies

2.2.1 Anatomische und morphologische Untersuchung der Pearl bodies

Da sich auf den mit Tangle Trap manipulierten Blattern von P. obliquum nach einigen Tagen Pearl
bodies (=Pbs) zeigten, wurden einige Blatter fiir die ndhere anatomische Untersuchung an der
Universitdat Wien ausgewahlt. Dazu wurden die Blattstiele abermals mit einer Tangle-Trap-Barriere
versehen, zudem wurde die Blattspreite mit einem Teebeutel eingehiillt, um das Absammeln von
anderen fliegenden Insekten zu vermeiden. Dadurch konnte sich eine grolRe Anzahl an Pbs auf den
jungen Blattern bilden. Die Blatter wurden nach drei Tagen abgesammelt und in FAA (Formaldehyd,

Essigsaure, Alkohol; Gerlach, 1982) fiir weitere anatomische Untersuchungen fixiert.
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Wahrend bei P. obliquum bereits zu Beginn der Freilanduntersuchungen mit bloBem Auge Pbs
entdeckt wurden, konnten bei P. fimbriulatum nur vereinzelt Pbs auf Blattern aus dem Freiland
beobachtet werden und wenn, dann auch nur mithilfe eines Binokulars. Im Glashaus am Botanischen
Institut war jedoch auf den unbesiedelten Pflanzen von P. fimbriulatum eine grolle Menge an Pbs zu

sehen.

2.2.1.1 Binokularaufnahmen von frischen Pearl bodies

Da sich im Glashaus des Botanischen Instituts unbesiedelte Exemplare von P. fimbriulatum und P.
obliquum befinden, wurden auch diese auf Pearl bodies untersucht. Wie sich zeigte, war auf allen
zwei Arten eine groBe Menge an Pbs vorhanden, weil sie von niemandem abgesammelt wurden. Da
die Fotographien der Futterkdrperchen, die in La Gamba gemacht wurden, qualitativ wenig
hochwertig waren (Binokular: Wild Axiophot; Kamera: Nikon Coolpix), wurden zusatzlich Aufnahmen
von Glashaus-Exemplaren unter dem Binokular (Olympus SZH10 research stereo) mit einer Nikon DS-
FI1 gemacht. Die Bilder wurden mit dem Programm Gimp (Gimp Developement Team, Version:

2.8.10.) nachbearbeitet.

2.2.1.2 Rasterelektonenmikroskopische Untersuchung der Pearl bodies

Im Rasterelektronenmikroskop (Jeol JSM 6390) wurden die verschiedenen Blattstadien von P.
fimbriulatum und P. obliqguum und die darauf befindlichen Pearl bodies untersucht. Nach der
Entwasserung (Alkohol: 70%, 85%, 96%, Aceton) wurden die Praparate kritischpunkt getrocknet (CP
Autosamdri-815), auf sogenannten stups befestigt und anschliefend in Argonatmosphare mit Gold
besputtert (SCD 050). AnschlieBend wurden sie bei 10kV gescannt. Die Aufnahmen dieser
Untersuchung wurden vereinzelt mit dem Programm Gimp (Gimp Developement Team, Version:

2.8.10.) nachbearbeitet.

2.2.1.3 Lichtmikroskopische (=LM) Untersuchung der Pearl bodies

Flr die anatomischen Untersuchungen der Pearl bodies wurden Blatter von P. fimbriulatum und P.
obliquum aus allen finf Entwicklungsstadien am Sammelort zunachst in FAA (Gerlach 1982) fixiert
und in Wien in 70% Alkohol Uberfiihrt. Da auf den jungen Blattern von P. fimbriulatum aus dem
Freiland keine Pbs zu sehen waren, wurden zusatzlich junge Blatter mit Pbs aus dem Glashaus
bearbeitet. Zudem wurden auch Petioli von P. obliquum und P. cenocladum geschnitten, um einen
anatomischen Vergleich zwischen den Futterkdrperchen (=Fks) der Petioli und der Pbs der Blatter zu
ermoglichen. Leider war kein Pflanzenmaterial flr die Untersuchung eines Petiolus von P.
fimbriulatum vorhanden, weshalb aufgrund anatomischer Ahnlichkeit auf P. cenocladum

zurlickgegriffen wurde. Nach der Praparation, mehrfacher Entliftung und Entwasserung wurden die
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Proben in Technovit 7100 (Heraeus Kulzer) Harter | Gberfiihrt und fiir zwei Wochen im Kihlschrank
infiltriert, bevor sie in 7100 Harter Il eingebettet wurden. Mithilfe eines Mikrotoms wurden 7 um
dicke Querschnitte der Blatter angefertigt, die anschlieBend mit 0,5%-Toluidinblau gefarbt und mit
Entellan eingedeckelt wurden. Die Praparate wurden mit einem Olympus BX 50 Mikroskop
untersucht und mit einer Nikon DS-FI1 fotografiert. Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mit dem

Programm Gimp (Gimp Developement Team, Version: 2.8.10.).

2.2.1.4 Anzahl der Pearl bodies pro Blattstadium

Um zu untersuchen, ob in den verschiedenen Blattstadien eine unterschiedliche Menge an Pearl
bodies ausgebildet wird, wurde im Freiland jeweils ein Blatt pro Blattstadium mit einem Teebeutel
umhillt und der Blattstiel mit Tangle Trap bestrichen. So konnten nicht nur die besiedelnden
Ameisen von den Blattern ferngehalten werden, sondern auch potentielle Nahrungskonkurrenten,
wie etwa fliegende Insekten. Des Weiteren waren die sich bildenden Pbs vor der Abwaschung durch

den Regen geschiitzt.

Die Blatter wurden nach ca. 36 Stunden von der Pflanze entfernt und im Labor unter einem Binokular
(Wild Axiophot) mit einer Nikon Coolpix fotografiert. Als MaRstab diente ein Millimeterpapier.

Dadurch konnte ausgewertet werden, wie viele Pbs sich in etwa pro cm? und je Blattstadium bilden.

2.2.1.5 GroRe der Pearl bodies

Um den durchschnittlichen Durchmesser der Pearl bodies zu ermitteln wurden, die Fotografien mit
Pbs der unterschiedlichen Behandlungsmethoden (frische Pbs aus dem Glashaus, LM-Untersuchung,
REM-Untersuchung) mithilfe des angegebenen Malistabs vermessen. Aus den Werten wurde
schlieBlich der durchschnittliche Durchmesser der Pbs von P. obliquum und P. fimbriulatum auf den

Blattern und zum Vergleich auch der Durchmesser der Futterkdrperchen in den Petioli errechnet.

2.2.2 Mikrochemische Untersuchung der Pearl bodies

Um mogliche Inhaltsstoffe der Pearl bodies festzustellen, wurden Nachweistests mit einer lod-
Kaliumiodid-Lésung (Starkenachweis) und Sudan-llI-Paraffin (Lipidnachweis) durchgefiihrt (Gerlach
1982). Fir diese Untersuchung wurden sowohl Mikrotomschnitte, die Pbs zeigten, als auch frische

Futterkorperchen aus dem Glashaus und getrocknete Pbs aus La Gamba verwendet.

Fiir den Starkenachweis wurde die lod-Kaliumiodid-L6sung auf einen Objekttrager, auf dem sich der
Mikrotomschnitt bzw. das Pb befand, aufgetragen. Nach der Einwirkzeit (ca. 5 min) wurde die

Uberschiissige Losung mit destilliertem Wasser abgewaschen.
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Fiir den Lipidnachweis wurde ein Tropfen Sudan-lll-Paraffin auf den Mikrotomschnitt am
Objekttrager aufgetragen. Nach einer Wirkungszeit von 15-20 min wurde das (berschiissige Sudan-
llI-Paraffin mit Glycerin abgewaschen. Da dieser Vorgang bei den losen Pbs nur schwer moglich war,
wurden diese nach der Behandlung mit Sudan-lll-Paraffin in einem kleinen Gefa mit Glycerin
geschwemmt und anschlieBend fiir die Untersuchung auf einen Objekttrager transferiert. Das
Praparat wurde fiir die lichtmikroskopische Untersuchung mit Kaisers Glyceringelatine (Merck KG,
Darmstadt, Germany) eingedeckelt. Des Weiteren wurden auch getrocknete und frische Pbs ohne
Einfarbung in Wasser auf einen Objekttrager (ibertragen. Die Praparate wurden mit einem Olympus
BX 50 Mikroskop untersucht und mit einer Nikon DS-FI1 fotografiert. Die Bearbeitung der Bilder

erfolgte mit dem Programm Gimp (Gimp Developement Team, Version: 2.8.10.).

2.3 Duftstoffanalyse und Olzellenuntersuchung bei den jungen Blittern

2.3.1 Duftstoffsammlung und —analyse

Sowohl im Freiland als auch in Wien im Glashaus (Institut of Botany and Botanical Garden, Rennweg
14) wurden Duftstoffuntersuchungen an den jungen Blattern durchgefiihrt. Fir die
Duftstoffsammlung wurden SPME-Fasern (Supelco 57348-U, Bellafonte, PA) verwendet, die vor der
Verwendung bei 250°C fiir sechs Stunden ausgeheizt wurden, um Kontaminationen auszuschlieRen.
Im Freiland wurden jeweils zwei Blatter verschiedener Entwicklungsstadien pro untersuchter
Pflanzenart mit inertem Papier umhiillt, anschlieRend wurde durch ein moglichst kleines Loch die
SPME-Faser (0.75 mm ID, Supelco 2631201) eingefiihrt, an einer Halterung fixiert und anschlieRend
die Duftstoffe fiir ca. eine Stunde gesammelt. Im Glashaus wurde zudem eine weitere

Duftstoffsammlung an einem jungen Blatt von P. fimbriulatum durchgefihrt.

Flr die Auswertung durch Gaschromatographie wurden die SPME-Fasern an das Max-Planck Institut

fiir chemische Okologie nach Jena geschickt und von Herrn Dr. Stefan Bartram ausgewertet.

2.3.2 Olzellen-Untersuchung

Fir die anatomischen Untersuchungen der Olzellen wurden Blitter von P. fimbriulatum und P.
obliquum aus allen finf Entwicklungsstadien am Sammelort zunachst in FAA (Gerlach 1982) fixiert
und in Wien in 70% Alkohol (berfiihrt. Nach der Pradparation (siehe dazu Kapitel 2.2.1.3:
Lichtmikroskopische Untersuchung der Pearl bodies) wurden mithilfe eines Mikrotoms 7 um dicke
Querschnitte angefertigt, die anschlieBend mit 0,5%-Toluidinblau gefdarbt und mit Entellan

eingedeckelt wurden.
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Da Olzellen in den Blattern auf mogliche Duftstoffemissionen hinweisen, wurden Blattquerschnitte
von jungen Blattern der beiden Piper-Arten fiir einen Lipidnachweis mit Sudan-IlI-Paraffin eingefarbt

und mit Kaisers Glyceringelatine (Merck KG, Darmstadt, Germany) eingedeckelt.

Die Querschnitte wurden mit einem Olympus BX 50 Mikroskop untersucht und mit einer Nikon DS-
FI1 fotografiert. Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mit dem Programm Gimp (Gimp Developement

Team, Version: 2.8.10.).
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3 Ergebnisse

3.1 Besucheranalyse und Blattentwicklung

3.1.1 Verhaltensbeobachtung

Bei der Beobachtung der Ameisenaktivitdit auf den jungen Blattern wurden insgesamt 1553
Datenpunkte aufgenommen (n= 917 P. fimbriulatum und n= 636 P. obliquum). Die Untersuchung
erfolgte an insgesamt 19 Tagen, im Zeitraum vom 10.09.-1.10.2013. Wenn moglich, wurde taglich
jedes Blatt in allen drei Tagesphasen untersucht. Da aber im Untersuchungszeitraum eine saisonale
Regenperiode das Wetter bestimmte, waren die Beobachtungsmoglichkeiten auch vom
friheinsetzenden Regen abhangig. Das Hauptaugenmerk dieser Untersuchung liegt darauf, ob das
Patrouillier-Verhalten mit der Blattentwicklung korreliert. Des Weiteren wurde untersucht, ob die
Ameisen zu gewissen Tageszeiten aktiver sind bzw. das Patrouillier-Verhalten auch durch den
Niederschlag und die Tagestemperatur gepragt ist. Um mehr Aufschluss Uber das Patrouillier-
Verhalten zu bekommen, wurde auch analysiert, wie haufig keine Ameisen am Blatt zu sehen sind

und ob dabei ein Zusammenhang zu den oben genannten Faktoren hergestellt werden kann.

3.1.1.1 Einfluss der Blattentwicklung auf das Patrouillier-Verhalten

P. obliquum:

Vergleicht man die Besucheranzahl innerhalb der verschiedenen Blattstadien (Fig.4), so zeigt sich laut
Fehlerbalken kein signifikanter Unterschied, durch den t-Test konnte jedoch ermittelt werden, dass
zwischen dem meistbesuchten Stadium 2 und dem am wenigsten frequentierten Stadium 5 durchaus
ein signifikanter Unterschied vorliegt (p < 0,05; t-Test). Die Ameisenaktivitat auf den jungen Blattern
nimmt also im Laufe der Blattentwicklung deutlich ab. Demnach wird Blattstadium 2 am haufigsten
patrouilliert (0,494 rel. PA/Beobachtung). Im Laufe der Entwicklung ist eine kontinuierliche Abnahme
der Besucherzahlen zu beobachten. Blattstadium 3 wird am zweithaufigsten besucht (0,457 rel.
PA/Beobachtung). Blattstadium 1 (0,385 rel. PA/Beobachtung) wird hingegen etwa genauso intensiv
wie Blattstadium 4 (0,386 rel. PA/Beobachtung) patrouilliert. Im letzten untersuchten
Entwicklungsabschnitt des Blattes, also im Blattstadium 5, wurden durchschnittlich die wenigsten

Ameisen beobachtet (0,332 rel. PA/Beobachtung).
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Fig. 4: Durchschnittliche, relative Patrouillier-Aktivitat pro Blattstadium bei P. obliquum. Die Fehlerbalken
entsprechen dem Standardfehler und zeigen keine signifikanten Unterschiede an.

Es wurde auch ermittelt, wie haufig auf den jungen Blattern von P. obliquum keine Ameisen zu sehen
sind, also kein Patrouillier-Verhalten auftritt. Der Anteil von Nullbesuchen liegt zwischen 31,5%
(Blattstadium 1) und 43,5% (Blattstadium 4). In Stadium 2 sind 39,8% aller Beobachtung Nullbesuche,
in Stadium 3 sind es 33,3% und in Stadium 5 sind es 40,7%. Stadium 1 wird somit zwar von weniger
Ameisen zur gleichen Zeit, jedoch regelmafiger patrouilliert, als etwa Stadium 4, das in etwa die

gleiche durchschnittliche, relative Patrouillier-Aktivitat zeigt.

P. fimbriulatum:

Die Analyse der Daten nach der Blattentwicklung bei P. fimbriulatum zeigt einen signifikanten
Unterschied zwischen Stadium 1 und Stadium 5 (Fig. 5). Die Anzahl der Ameisenzahl steigt beinahe
kontinuierlich an, sodass zwischen Blattstadium 1 (0,361 rel. PA/Beobachtung) und Blattstadium 5
(0,627 rel. PA/Beobachtung) ein signifikanter Unterschied (p < 0,05, t-Test) erkennbar ist. Das
Patrouillier-Verhalten ist demnach im letzten untersuchten Entwicklungsschritt des Blattes deutlich
am hochsten, wahrend zwischen Blattstadium 2 (0,448 rel. PA/Beobachtung), 3 (0,428 rel.
PA/Beobachtung) und 4 (0,482 rel. PA/Beobachtung) nur sehr geringe Unterschiede feststellbar sind.

Die lbrigen Unterschiede sind demnach nicht signifikant.
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Fig. 5: Durchschnittliche, relative Patrouillier-Aktivitat pro Blattstadium bei P. fimbriulatum. Die Fehlerbalken
entsprechen dem Standardfehler

Auch bei P. fimbriulatum wurde der Anteil an Nullbesuchen analysiert, der zwischen 32,2 % (Stadium
2) und 58,24% (Stadium 1) liegt, also deutlich hoher als bei P. obliquum. Blattstadium 2 bildet zudem
eine Ausnahme, da der Anteil an Nullbesuchen in den anderen Stadien bei allen lber 50 % liegt. Im
Blattstadium 3 belduft sich der Anteil auf 53,22%, im Stadium 4 auf 52,75% und im Stadium 5 auf
50,24%. Im Vergleich zu P. obliquum sind patrouillierende Ameisen seltener zu sehen, sie treten

jedoch bei aktivem Patrouillier-Verhalten in groRBerer Anzahl auf.

3.1.1.2 Einfluss der Tagesphasen auf das Patrouillier-Verhalten

P. obliquum:

Die Analyse der Tagesphasen bei P. obliquum zeigt einen hochst signifikanten Unterschied (Fig. 6).
Demnach ist in der ersten Tagesphase (05:00-10:00 Uhr) die Ameisenaktivitdt hochst signifikant
geringer als in Tagesphase 2 (10:00-14:00 Uhr; p < 0,001, t-Test) und Tagesphase 3 (14:00-18:00 Uhr;
p < 0,001, t-Test). Die relative Patrouillier-Aktivitdt/Beobachtung belduft sich auf 0,247. Zwischen
Tagesphase 2 (0,474 rel. PA/Beobachtung) und Tagesphase 3 (0,495 rel. PA/Beobachtung) ist nur ein

sehr geringer Anstieg der Ameisenaktivitat erkennbar.
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Fig. 6: Durchschnittliche, relative Patrouillier-Aktivitat pro Tagesphase bei P. obliquum. Die Fehlerbalken
entsprechen dem Standardfehler.

Des Weiteren wurde analysiert, wie haufig bei Beobachtungen keine Ameisen am Blatt vorhanden
waren, also der Anteil an Nullbesuchen. Wahrend in Tagesphase 1 mehr als die Halfte (56,4%) aller
Beobachtungen Nullbesuche waren, waren es in Tagesphase 2 und 3 jeweils weniger als ein Drittel
(29,6% bzw. 30,4%). Der geringe Wert der relativen Patrouillier-Aktivitat in der ersten Tagesphase

hangt also sicherlich auch mit dem hohen Anteil an Nullbesuchen zusammen.

P. fimbriulatum:

Bei P. fimbriulatum zeigt die Datenanalyse nach Tagesphasen keine sehr deutlichen Unterschiede.
Tendenziell scheint die Ameisenaktivitdt im Tagesverlauf zuriickzugehen, doch ist kein signifikanter
Unterschied feststellbar. In Tagesphase 1 ist der Wert fir die rel. PA/Beobachtung 0,558, in
Tagesphase 2 0,535 und in Tagesphase 3 0,439.

25



n.s.

0.7

0.6 T

0.4 -
0.3 -

0.2 4

relative Patrouillier-Aktivitat

Phase 1 Phase 2 Phase 3

Fig. 7: Relative, Patrouillier-Aktivitat pro Tagesphase bei P. fimbriulatum. Es sind keine signifikanten
Unterschiede zu sehen. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler.

Auch die Untersuchung der Nullbesuche liefert ein relativ homogenes Bild. In allen drei Tagesphasen
waren etwa die Halfte aller Beobachtungen Nullbesuche (Phase 1: 51,8%, Phase 2: 44,4%, Phase 3:
56%).

3.1.1.3 Einfluss der Niederschlagsmenge auf das Patrouillier-Verhalten

Fig. 8 zeigt die relative Patrouillier-Aktivitat Gber den gesamten Untersuchungszeitraum. Wie deutlich
zu sehen ist, ist das Patrouillier-Verhalten an den verschiedenen Tagen sehr unterschiedlich. Des
Weiteren zeigt sich auch, dass zwischen den beiden Pflanzenarten ein sehr deutlicher Unterschied in
der Ameisenaktivitdt zu beobachten ist. P. obliquum und P. fimbriulatum verhalten sich an einigen
Tagen sehr entgegengesetzt. Sehr deutlich ist dieser Unterschied am 26.09.2013 zu sehen. Wahrend
bei P. fimbriulatum an diesem Tag nur sehr wenige Ameisen auf den jungen Blattern beobachtet
wurden (0,019 rel. PA/Beobachtung), waren auf den jungen Blattern von P. obliqguum uber den
gesamten Untersuchungszeitraum nie so viele Ameisen wie an diesem Tag zu sehen (0,933 rel.
PA/Beobachtung). Weniger stark ausgepragt, aber dennoch deutlich ist diese Diskrepanz auch am

11.09., 16.09., 19.09., 21.09. und 23.09. beobachtbar.

Wie anhand Fig. 8 deutlich wird, kann nicht davon ausgegangen werden, dass die Patrouillier-
Aktivitat an jedem Tag gleich ist. Sowohl bei P. fimbriulatum als auch bei P. obliquum kann nicht von
einem homogenen Verhalten ausgegangen werden, was nahe legt, dass die Ameisenaktivitat durch

interne, aber wohl auch externe Faktoren beeinflusst wird.
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Fig. 8: Durchschnittliche, relative Patrouillier-Aktivitat/Beobachtung von P. obliquum und P. fimbriulatum Gber

P. obliquum:

den gesamten Untersuchungszeitraum.

Die folgenden Analysen versuchen einen Zusammenhang der Patrouillier-Aktivitdat mit dem

Niederschlag herzustellen. Die Ergebnisse von P. obliquum sind in Fig. 9 zu sehen.

Die Gegeniiberstellung der relativen Patrouillier-Aktivitdit und des Niederschlags (ber den

Beobachtungszeitraum erwies sich als aufschlussreich. Erhéhte Ameisenaktivitat steht demnach

haufig im Zusammenhang mit einer erhéhten Niederschlagsmenge. Sehr deutlich ist dies am 15.09

und 26.09.2013 zu sehen. Umgekehrt geht ein geringer Niederschlag mit einer geringeren

Ameisenaktivitat einher, wie sich an den Beobachtungstagen 19.09., 20.09., 23.09 zeigt. Auch wenn

die Niederschlagsmenge am 21.09. vergleichsweise gering war, jedoch deutlich héher als an den

beiden Vortagen, stieg auch die Ameisenaktivitdt nach zwei Flaute-Tagen wieder sehr deutlich an.
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Fig. 9: Korrelation des Niederschlags mit der relativen Patrouillier-Aktivitat bei P. obliquum tber den
Untersuchungszeitraum.

Auch der Anteil an Nullbesuchen lber den Beobachtungszeitraum wurde analysiert (Fig. 10). Der
Anteil der Nullbesuche steigt meist dann, wenn die relative Patrouillier-Aktivitat sinkt, etwa am 19.9.
oder 23.9.2013. An diesen Tagen ist auch ein Zusammenhang zum Niederschlag zu sehen. Der Anteil
an Nullbesuchen steigt an diesen niederschlagsarmen Tagen. An anderen Tagen verhalt sich der
Anteil an Nullbesuchen jedoch nicht entgegengesetzt zur Menge des Niederschlags. Am 15.09. ist
etwa ein Anstieg an Niederschlag zu sehen und auch die Patrouillier-Aktivitat vergleichsweise hoch,
gleichzeitig lag der Anteil an Nullbesuchen an diesem Tag bei lGber 70%. Auch am 18.09. ist der
Niederschlag relativ hoch, aber auch der Anteil an Nullbesuchen, die Patrouillier-Aktivitat ist an

diesem Tag jedoch relativ schwach.
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Fig. 10: Korrelation des Niederschlags mit dem Anteil an Nullbesuchen bei P. obliquum Gber den
Untersuchungszeitraum.
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P. fimbriulatum:

Auch bei P. fimbriulatum ist ein deutlicher Trend bei der Gegenliberstellung des Niederschlags mit
der relativen Patrouillier-Aktivitdt/Beobachtung erkennbar (Fig. 11). Demnach verhalten sich die
Ameisen, die P. fimbriulatum besiedeln, bei vermehrtem Niederschlag kontrar zu den Ameisen auf P.
obliquum (siehe auch Fig. 8). Die Ameisenaktivitat scheint auch bei geringerem Niederschlag deutlich
héher zu sein, wie sich an den Beobachtungstagen 11.09., 16.09., 19.09., 23.09. und 30.09. klar zeigt
(Fig. 11). Bei erhohtem Niederschlag ist hingegen die Ameisenaktivitat bei weitem geringer, wie bei

den Beobachtungstage 15.09, 21.09 und 26.09. zu sehen ist.
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Fig. 11: Korrelation des Niederschlags mit der relativen Patrouillier-Aktivitat bei P. fimbriulatum Gber den
Untersuchungszeitraum.

Die sinkende Anzahl an patrouillierenden Ameisen bei steigendem Niederschlag spiegelt sich auch im
Anteil der Nullbesuche wider (Fig. 12). Betrachtet man den Anteil an Nullbesuchen (ber den
Untersuchungszeitraum, so zeigt sich, dass bei steigendem Niederschlag auch der Anteil an
Nullbesuchen deutlich steigt. An niederschlagsreichen Tagen sind also haufig gar keine Ameisen auf
den jungen Blattern zu sehen, was sich vor allem am 15.09., 18.09. und 26.09. zeigt. An
niederschlagsarmen Tagen sinkt hingegen auch der Anteil an Nullbesuchen. Deutlich zeigt sich dies
etwa am 16.09. und 23.09.2013. Der Anteil an Nullbesuchen bleibt aber bei P. fimbriulatum gegen
Ende des Beobachtungszeitraums generell sehr hoch. Der Verlauf beider Parameter ahnelt sich zwar
auch hier stark, es ist also deutlich ein Zusammenhang zwischen Niederschlagsmenge und Anteil der

Nullbesuche zu sehen, der Anteil an Nullbesuchen sinkt aber ab 17.09. nicht mehr unter 50%.
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Fig. 12: Korrelation des Niederschlags mit dem Anteil an Nullbesuchen bei P. fimbriulatum Gber den
Untersuchungszeitraum.

3.1.1.4 Einfluss der Temperatur auf das Patrouillier-Verhalten

Bei der Analyse der Daten zeigte sich, dass es um einen Zusammenhang der rel. Patrouillier-
Aktivitdt/Beobachtung und der Tagestemperatur festzustellen, nicht ausreicht, die Tageshdchst- und

Tagestiefsttemperatur zu messen.

Die Tageshochsttemperatur (@ 30°C) und die Tagestiefsttemperatur (@ 24°C) schwankten lber den
Untersuchungszeitraum nur um £1,39 bzw. £1,44 C°. Diese zwei Einzelwerte geben nur sehr sparlich
die Temperaturentwicklung im Laufe des Tages wieder, eine detailliertere Messung ware sicherlich
aufschlussreicher. An dieser Stelle wird deshalb auf die Analyse hingewiesen, die eine Korrelation der
Ameisenaktivitdt mit den Tagesphasen wiedergibt (siehe Fig. 1). Innerhalb eines Tages kommt es zu
deutlichen Temperaturschwankungen (siehe Fig. 6, 7), die sich in den fir diese Untersuchung

festgelegten Tagesphasen widerspiegeln.

3.1.2 Charakterisierung der jungen Blatter
Die Einteilung der Blattentwicklung in Blattstadien wurde bereits im Methodenteil beschrieben und

ist in Fig. 2 und 3 zu sehen.

Durchschnittlich dauert die Entwicklung eines Blattes von Stadium 1 bis 5 bei P. obliquum ca. 13-18
Tage, wobei diese Dauer sicherlich auch von der Vitalitdt, der Sonnenexposition und GroRe der
Pflanze abhédngig ist. Dabei kommt es nach dem Ausrollen des Blattes (Blattstadium 3) zu einer
deutlichen Langen- und Breitenzunahme. Die jungen Blatter sind meist heller und fragiler als die

adulten Blatter und sitzen an der Basis des Petiolus des davor entwickelten Blatts. In eher seltenen

30



Fallen werden auch zwei junge Blatter nebeneinander an einem Petiolus gebildet, die sich dann
nebeneinander entwickeln. Es ist schwierig festzumachen, wann ein Blatt zu einem adulten Blatt
wird. Bei P. obliguum wurde die Beobachtung beendet, wenn nach drei Tagen keine
patrouillierenden Ameisen mehr am Blatt zu sehen waren. Man kénnte ein Blatt auch dann als adult
betrachten, wenn sich am Petiolus des gebildeten Blattes ein neues Blatt entwickelt. Dafiir reichte

der Untersuchungszeitraum dieser Untersuchung jedoch nicht aus.

Die jungen Blatter von P. fimbriulatum sind starker behaart als die adulten, weshalb sie auch leicht
graulich schimmern. Auch sie bilden sich in der Achse des vorangegangenen Blattes. Auch bei P.
fimbriulatum werden in seltenen Fallen zwei Blatter zeitgleich entwickelt, die sich dann
nebeneinander entwickeln. Das Entrollen des Blattes geht bei P. fimbriulatum meist schneller voran,
dafir verharren die Blatter meist langer im Blattstadium 4. Auch hier ist die Entwicklung des Blattes
sicherlich von der Vitalitat, der Sonnenexposition und der GrolRe der Pflanze abhéangig, meist bendtigt
es zur Entfaltung aber 10 bis 15 Tage. Es war bei P. fimbriulatum jedoch schwierig, das Blatt aus der
Untersuchung zu nehmen, also als adult zu bezeichnen, da die Blatter deutlich langer und im letzten
Stadium auch intensiver als das letzte Entwicklungsstadium von P. obliquum patrouilliert werden

(Vgl.: Kapitel 3.1.1.1: Einfluss der Blattentwicklung auf das Patrouillier-Verhalten).

An bereits adulten Blattern, aus deren Internodien sich bereits erneut Blatter gebildet hatten, zeigt
sich aber, dass die Patrouillier-Aktivitat wohl irgendwann nachlassen muss. Obwohl diese Blatter
nicht im Fokus der Untersuchung standen, konnten beim wiederholten Beobachten der Pflanzen

stets nur Patrouillier-Aktivitat an den jungen Blattern festgestellt werden.

3.1.3 Blattentwicklung bei Ameisenausschluss

Fig. 13 zeigt die Entwicklung der TT-Blatter wahrend und am Ende der Untersuchung. Neben den
vermehrt vorhandenen Pearl bodies ist bei vielen Blattern ein Blattverfall zu beobachten, der sich in
der Kontrollgruppe nur zu einem geringen Ausmal} zeigt. Wahrend sich auf Blattern von P. obliquum
vor allem starkere Herbivorie zeigt, beginnen die Blatter von P. fimbriulatum zu faulen. Einige Blatter

waren bereits wahrend des Versuchsablaufs am Stangel so stark verfault, dass sie abfielen.

Bei P. obliquum zeigt sich wahrend des Beobachtungszeitraums vor allem vermehrt Blattfral® (Fig.
13A-C). Die Lamina, aber auch haufig der Blattstiel (Fig. 13A, B) zeigten FraRspuren anderer Insekten.
Gerade am Stiel war bei den verletzten Stellen Faulnis zu sehen. Auch die Blatter von unbehandelten
Pflanzen zeigten haufig Blattfrali, jedoch in einem viel geringeren AusmaR. Durch die Manipulation

der Blatter wurden bei P. obliquum aber auch Pbs auf der Blattunterseite sichtbar (Fig. 13D).
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Die manipulierten Individuen von P. fimbriulatum waren vermehrt anfallig auf Faulnisbildung. Meist
faulten die Blatter am Blattgrund ab (Fig. 13G). Aufgrund dieser Entwicklung konnten insgesamt drei
Blatter nicht bis zum Ende des Beobachtungszeitraums untersucht werden. Fig. 14A, B zeigt ein
abgefaultes Blatt von P. fimbriulatum unter dem Binokular. Wie sich zeigt, ist die Faulnis am Blattstiel
auf die Blattspreite Ubergetreten. Zu sehen ist, dass sich die verfaulenden Stellen sehr dunkel bis
schwarz farben. Es sind nur noch wenige Stellen am Blatt erkennbar, die eine griine Farbung
aufweisen. Auf vielen Blattern konnten Verschmutzungen festgestellt werden (Fig. 13H). Fig. 13F
zeigt aber auch bei P. fimbriulatum deutlichen Blattfral8. Eine weitere Auffalligkeit, die vermehrt bei
P. fimbriulatum beobachtet wurde, war die Anwesenheit von einer Vielzahl an weiRen Fliegen auf

der Blattunterseite (Fig. 13E).
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Fig. 13: Dokumentation des Blattverfalls bei Ameisenausschluss.

P. obliquum (A-D): Blattfra® an der Blattspreite und dem Blattnerv (A-C), Sichtbare Pearl
bodies nach vier Tage Ameisenausschluss. P. fimbriulatum (E-H): WeiRe Fliegen auf der
Blattunterseite (E), BlattfralR (F), Abgefaultes Blatt (G), Verschmutzungen auf der
Blattspreite (H)
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Fig. 14: Dokumentation des Blattverfalls bei Ameisenausschluss.
P. fimbriulatum (A-B): Abgefaultes Blatt unter dem Binokular. Faulnis breitet sich vom Stiel zur
Blattspreite aus.

3.2 Untersuchungen der Pearl bodies

3.2.1 Anatomische und morphologische Untersuchung der Pearl bodies

3.2.1.1 Binokularaufnahmen von frischen Pearl bodies

Fig. 15 und 16 zeigen Aufnahmen der Pearl bodies unter dem Binokular. Bis auf zwei Fotografien sind
nur Blatter aus dem Glashaus (=GH) abgebildet. Da diese Pflanzen nicht von Ameisen besiedelt sind,
werden die Pbs nicht abgesammelt und sind deshalb in einer sehr groRen Anzahl sowohl auf den

jungen als auch adulten Blatter vorhanden.

Fig. 15 zeigt Blatter und einen Petiolus von P. obliquum; in Fig. 15A und B sind ein junges Blatt
(Stadium 3; GH) einem adulten Blatt (GH) gegenlibergestellt. Bei dem jungen Blatt befinden sich die
grofleren Pbs entlang der Nervatur, aber auch auf der Lamina ist eine Vielzahl von kleineren Pbs zu
sehen (Fig. 15A). Am adulten Blatt ist die Anzahl an Pbs noch hoher, des Weiteren sind auch die Pbs
grofSer. Die Verteilung der Pbs konzentriert sich weniger stark auf die Nervatur, sondern die Pbs sind
mehr oder minder regelmaRig auf der Lamina verteilt. Die Verunreinigungen, im Bild als schwarze
Punkte zu erkennbar, riihren von einem starken Milbenbefall der Glashauspflanzen her (Fig. 15A). Im
Glashaus beschrankt sich das Auftreten der Pbs aber nicht nur auf die Blatter, auch auf den

Blattstielen, Petioli und Zweigen sind Pbs zu sehen, wie etwa in Fig. 15C am jlingsten Petiolus. Fig.
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15D zeigt eine Nahaufnahme von Pbs auf dem adulten Blatt. Wie sich zeigt, liegt eine gréBere Anzahl
an Pbs auf kleinem Raum beieinander und sie weisen unterschiedliche GroRen auf (Vgl.: Kapitel
3.2.1.5: GroRRe der Pearl bodies). In Fig. 15E, F sind Aufnahmen von jungen Blattern zu sehen, die aus
ihrem natirlichen Habitat in Costa Rica entnommen wurden. Abgebildet sind ein junges Blatt
(Stadium 3) und ein beinahe ausgewachsenes Blatt (Stadium 5). Vergleicht man diese Stadien mit
jungeren Stadien (Fig. 15A, B), so ist eine deutliche Abnahme von Pbs im Laufe der Blattentwicklung
ersichtlich. Auch bei den Freilandblattern sind die Pbs in frilheren Stadien vermehrt entlang der

Nervatur (Fig. 15E) und im weiteren Verlauf verteilt auf der Lamina zu beobachten (Fig. 15F).

Wahrend bei P. fimbriulatum im Freiland nur vereinzelt Pbs zu sehen waren, wiesen die adulten
Blatter der Glashauspflanze viele Pbs, obgleich dennoch deutlich weniger als P. obliquum, auf (Fig.
16B; auch hier mit enormem Milbenbefall). Bei sehr jungen Blattern (Stadium 1, 2) waren jedoch
auch bei den Pflanzen im Glashaus keine Pbs erkennbar (Fig. 16A). Demnach bilden sich die ersten
Pbs erst in Stadium 3 (Fig. 16C) entlang der Nervatur. In Stadium 4 treten dann vereinzelt mehr Pbs
auf, die auch mit dem freien Auge wahrnehmbar sind. Fig. 16D zeigt einen Blattausschnitt eines
Blattes in Stadium 5. Erst ab diesem Stadium sind vergleichbar viele Pbs, wie auf den jungen Blattern

von P. obliquum zu sehen.

P. fimbriulatum weist im Gegensatz zu P. obliquum eine sehr dichte Behaarung vor allem auf der
Blattunterseite auf, die von zwei unterschiedlichen Trichomtypen gebildet wird (Vgl. dazu auch
Kapitel 3.2.1.3: Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung, Fig. 18F). Fig. 16E zeigt eine
Nahaufnahme dieser Behaarung. Die Vermutung liegt nahe, dass die langeren weillen Trichome
moglicherweise mit Flussigkeit gefllt sind. In Fig. 16F ist eine Nahaufnahme von Pbs auf einem
adulten Blatt zu sehen. Im Vergleich zu den Pbs von P. obliquum wirken die Bilder in der Aufnahme

milchig und deutlich driiber.
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Fig. 15: Pearl bodies auf Blattern von P. obliquum.

Blattproben aus dem Glashaus (A-D). Junges Blatt: Stadium 3. Zahlreiche Pbs sind auf der
Blattunterseite, v.a. entlang der Nervatur zu sehen (A). Adultes Blatt: bei Ameisenexklusion
bleiben die Pbs auch am adulten Blatt vorhanden (B). Zahlreiche Pbs auRen am Petiolus (C).
Nahaufnahme von Pearl bodies (D). Blattproben aus dem natiirlichen Habitat (E,F). Junges Blatt:
Stadium 3. Vielzahl an Pbs (E). Stadium 5. Deutlich weniger Pbs (F).
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Fig. 16: Blatter aus dem Glashaus mit und ohne Pearl bodies von P. fimbriulatum.
Junges Blatt Stadium 2, ohne Pbs (A). Adultes Blatt mit Pbs (B). Erste Pbs auf der Nervatur, junges
Blatt Stadium 3 (C). Mehrere Pbs auf einem jungen Blatt Stadium 5 (D). Nahaufnahme der

Trichome auf der Blattunterseite, junges Blatt, Stadium 2 (E). Nahaufnahme Pbs auf einem adulten
Blatt (F).
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3.2.1.2 LM-Untersuchung: Vergleich der Pbs mit den Fks des Petiolus

In Fig. 17 sind die Pearl bodies, die sich hauptsachlich an der Unterseite der jungen Blatter bilden,
den bereits bekannten Futterkérperchen in den Petioli der Pflanzen gegeniibergestellt. Wie sich
anhand dieser Fotografien zeigt, unterscheiden sich die Pbs der Blattunterseite in ihrer Erscheinung
nicht wesentlich von den Fks der Petioli. Die Inhaltsstoffe sind bei den Fks und Pbs immer blaulich
gefarbt und erscheinen durch die Farbung triib und flockig. Sie sind meist rundlich und von einer
Zellwand umgeben, die vor allem bei den kleineren Fks bzw. Pbs violett gefarbt ist. In Fig. 17A ist ein
Pb auf einem jungen Blatt (Stadium 3) von P. obliquum zu sehen. Der Inhalt des rundlichen Pbs ist
blau gefarbt und umschlossen wird es von einer violett eingefarbten Zellwand. Fig. 17B zeigt ein Pb
auf einem jungen Blatt (Stadium 4) von P. fimbriulatum (GH). Auch hier ist die Zellwand leicht violett
gefarbt und die Inhaltsstoffe blaulich. Bei dieser Abbildung ist aber auch eine Verbindung des Pbs zur

Epidermis zu sehen.

Bei einem Vergleich der Fks des Petiolus (Fig. 17C, D) und der Pbs der Blattunterseite zeigt sich, dass
die Fks vergleichsweise grofRer als die Pbs der jungen Blatter, aber auch deutlich unférmiger sind. Im
Erscheinungsbild dhneln sie dennoch stark den Pbs, auch wenn die violette Zellwand weniger
deutlich ausgepragt ist. Erst beim GréRBenvergleich zeigt sich ein wesentlicher Unterschied. Fig. 17A-D
sind allesamt in der gleichen VergroRerung (40fach) fotografiert. Die Futterkorperchen im Petiolus
sind im direkten Vergleich groRer als die Pearl bodies der Blatter (Vgl.: Kapitel 3.2.1.5: GroRe der

Pearl bodies).

Bei Fig. 17C handelt es sich um ein Fk im Petiolus von P. obliquum. Fig. 17D zeigt zwei Fks im Petiolus
von P. cenocladum. Beide Fks sind nicht deutlich rund, sondern eher unférmig mit Anhangen. Das
rechte, kleinere Fk ist deutlich von einer violett gefarbten Zellwand umgeben. Auch beim groRReren,

linken ist die Zellwand erkennbar. Auch bei den Fks der Petioli sind die Inhaltsstoffe blaulich gefarbt.

Fig. 17E und 17F zeigen Nahaufnahmen von Pbs. Beim ersten (Fig. 17E) handelt es sich um eine
Nahaufnahme desselben Pbs wie in Fig. 17A. Besonders deutlich ist hier zu sehen, dass die Pbs aus
Epidermiszellen gebildet werden. Fig. 17F zeigt ein Pb auf einem jungen Blatt von P. obliquum.
Interessant ist, dass an diesem Bild neben den blaugefarbten Inhaltsstoffen im Inneren des Pbs auch
eine weitere Struktur erkennbar ist. Dabei handelt es sich vermutlich um den stark vergréRerten

Nucleus (Risch und Rickson 1981).

Entscheidend ist, dass die Pbs der jungen Blatter den Fks, die im Petiolus als Hauptnahrungsquelle fiir
die Ameisenbrut gebildet werden, sehr stark dhneln und deswegen auch als Ameisennahrung dienen

kénnten.
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Fig. 17: Pearl bodies der jungen Blatter und Futterkorperchen der Petioli.

Pb auf einem jungen Blatt von P. obliquum (A). Pb auf einem jungen Blatt (Glashaus) von P.
fimbriulatum (B). Fk im Petiolus von P. obliquum (C). Fk im Petiolus von P. cenocladum (D).
VergroRerung: Pb von P. obliquum mit stark vergroRertem Nucleus (E). VergroRerung: Pb von P.
fimbriulatum (F).
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3.2.1.3 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Die Ergebnisse der REM-Aufnahmen sind in Fig. 18 zu sehen, wobei Fig. 18A-D Blattausschnitte von
einem jungen Blatt (Stadium 3) von P. obliquum und Fig. 18E, D von P. fimbriulatum (Stadium 3)
zeigt. Fig. 18A gibt einen Uberblick eines Blattausschnitts (Stadium 3), mehrere Futterkdrperchen in
unterschiedlichen GréRen sind zu sehen. Auf den ca. 18 mm? befinden sich 18 zihlbare Pbs, also
etwa 100 pro cm?® In der Aufsicht zeigt sich, dass die Oberfliche des Pbs nicht glatt, sondern
stellenweise unruhig und gewodlbt ist (Fig. 18B). Es befinden sich auch Verschmutzungen und Kristalle
auf der Oberflache. In Fig. 18C ist eine Nahaufnahme eines Pbs zu sehen. Am Pbs ist eine
Einbuchtung zu erkennen, auf der sich Kristalle befinden. Mdoglicherweise sind hier Inhaltsstoffe des
Pbs durch Verletzung ausgetreten und an der Oberflache kristallisiert. Auch in dieser Aufnahme sind
deutlich Verunreinigungen und Wachskristalle auf der unregelmaRigen Oberflache zu sehen. In der
Seitenansicht ist eine direkte Verbindung zur Epidermis nicht erkennbar (Fig. 18D). Die

Blattoberflache von P. fimbriulatum ist dicht mit kurzen Trichomen besetzt. (Fig. 18A, D).

Fig. 18E und 18F zeigt Blattausschnitte eines jungen Blattes von P. fimbriulatum. Da auf den
mitgebrachten Blattern aus Costa Rica keine Pbs zu sehen waren und nur diese Blatter fir die REM-
Aufnahmen bearbeitet wurden, sind leider keine Aufnahmen der Pbs von P. fimbriulatum vorhanden.
Es kann also anhand der REM-Aufnahmen, kein Vergleich der beiden Piper-Arten erfolgen. P.
fimbriulatum weist eine starkere Behaarung auf als P. obliqguum. Neben den kurzen, dicht
angeordneten Trichomen, die auch bei P. obliquum zu sehen sind, ist auf der die Unterseite von P.
fimbriulatum auch ein weiterer Trichomtyp zu finden. Diese Trichome sind um ein Vielfaches langer,
jedoch in einer geringeren Anzahl als die kiirzeren Trichome vorhanden. Dieser Trichomtyp ist zudem
gehauft an der Blattaderung zu sehen, wohingegen die gewodlbten Interkostalfelder eine geringere

Behaarung aufweisen (Fig. 18E).
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Fig. 18: REM-Aufnahmen von P. obliquum (A-D) und P. fimbriulatum (E, F).

Uberblick P. obliguum mit zahlreichen Pearl bodies (A). Nahaufnahme, Aufsicht auf ein Pearl body
(B). Nahaufnahme eines Pearl bodies mit Einbuchtung und Kristallen (C). Seitenansicht eines Pearl
bodies, Trichome bedecken die Blattunterseite (D). Uberblick P. fimbriulatum (E). Nahaufnahme
mit beiden Trichomtypen (F).

41



3.2.1.4 Anzahl der Pearl bodies pro Blattstadium

Die Zahlungen der Pearl bodies auf Blattausschnitten von P. obliquum, die fir ca. 36 Stunden mit
Teebeuteln eingetiitet wurden, um das Absammeln durch Pheidole bicornis und andere Insekten zu

verhindern, lieferten folgende Ergebnisse:

Tabelle 1: Anzahl der Pearl bodies pro cm? je Blattstadium bei P. obliquum.

Blattstadium Anzahl der Pearl bodies pro cm?
Stadium 1 (n=1 Blattausschnitt (3 cm?)) 13,33 Pbs/cm?
Stadium 2 (n=1 Blattausschnitt (3,75 cm?)) 25,06 Pbs/cm?
Stadium 3 (n=1 Blattausschnitt (3,5 cm?)) 33,42 Pbs/cm?
Stadium 4 (n=1 Blattausschnitt (4 cm?)) 48  Pbs/cm?
Stadium 5 (n=1 Blattausschnitt (5,75 cm?)) 8,17 Pbs/cm?

Die meisten Pbs sind im Stadium 4 vorhanden, namlich 48 Pbs/cm?. Im dritten Stadium wurden ca.
33 Pbs/cm? gezihlt und im zweiten Stadium ca. 25 Pbs/cm?. Deutlich weniger sind in Stadium 1 mit
ca. 13 Pbs/cm? und nochmals weniger im Stadium 5 mit ca. 8 Pbs/cm? vorhanden. Die Pearlbodies-
Produktion nimmt demnach bei adulten Blattern ab, da im finften Blattstadium nur noch sehr
wenige Pbs frisch gebildet werden. Die Zahlung wurde allerdings stets nur an einem Ausschnitt eines

Blattes vorgenommen, ihre Aussagekraft ist somit beschrankt.
Bei P. fimbriulatum wurden Zahlungen an Blattern aus dem Glashaus durchgefiihrt:

Tabelle 2: Anzahl der Pearl bodies pro cm? je Blattstadium bei P. fimbriulatum.

Blattstadium Anzahl der Pearl bodies pro cm?
Stadium 1 (n=1) Keine Pbs zu sehen

Stadium 2 (n=1) Keine Pbs zu sehen

Stadium 3 (n=1 Blattausschnitt (4 cm?)) 0,5 Pbs/cm?

Stadium 4 (n=1 Blattausschnitt (4,5 cm?)) 7,11 Pbs/cm?

Stadium 5 (n=1 Blattausschnitt ( 6 cm?)) 19,33 Pbs/cm?

Bei P. fimbriulatum werden Pbs auf den jungen Blattern erst in spateren Blattstadien gebildet. So
waren die ersten Pbs vereinzelt (0,5 Pbs/cm?) mithilfe des Binokulars erst auf Blattern des
Blattstadiums 3 zu sehen. Bei Blattern im vierten Entwicklungsstadium ergaben die Zahlungen 7,25

Pbs/cm? und im fiinften Stadium 19,33 Pbs/cm?. Die Bildung von Pearl bodies beginnt bei P.
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fimbriulatum also deutlich spater als bei P. obliqguum. Wieder konnen die Werte der Zahlung
allerdings nur als Trend gesehen werden, da keine wirklich reprasentative Flache ausgewahlt wurde.
Allerdings spiegelt die durch die Zahlung dokumentierte spate Entwicklung der Pearl bodies sich auch
in anderen Untersuchungen wider (Vgl. etwa Kapitel 3.2.1.1: Binokularaufnahmen von frischen Pearl

bodies).

3.2.1.5 GroRe der Pearl bodies

Anhand der unterschiedlichen Fotografien der Pearl bodies (REM-Untersuchung, LM-Untersuchung,
unbehandelte, frische GH-Pearl bodies) wurde der Durchmesser der Pearl bodies ermittelt und
daraus Durchschnittswerte errechnet. Als Vergleichswert wurden die durchschnittlichen
Durchmesser der Futterkorperchen des Petiolus von P. obliquum und P. cenocladum errechnet.

Tabelle 3: Durchschnittliche GréRe der Pearl bodies bei P. obliquum und P. fimbriulatum und Futterkdrperchen
bei P. obliquum und P. cenocladum in den verschiedenen Untersuchungsmethoden.

P. obliquum Durchschnittliche GréRe
Lichtmikroskopische Untersuchung (n=4) 76,25 um (£14,36 um)
REM-Untersuchungen (n=22) 90,90 um (47,68 um)
Frische Pbs aus dem Glashaus (n=30) 101,38 um (56,53 pum)

Durchschnittswert aller Untersuchungen (n=56) | 95,27 um (+45,57 um)

Pbs des Petiolus (LM-Untersuchung) (n=9) 132,22 um (£57,12 um)

P. fimbriulatum

Lichtmikroskopische Untersuchung (n=1) 100 pm

Frische Pbs aus dem Glashaus (n=16) 103,75 pm (40,93 pum)

Durchschnittswert aller Untersuchungen (n=17) | 103,41 pum (+39,63 um)

P. cenocladum

Pbs des Petiolus (LM-Untersuchung) (n=12) 121,66 pum (+28,47 um)

Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung wurden folgende Durchmesser fiir die Pearl bodies
ermittelt. Der durchschnittliche Durchmesser der Pbs auf den jungen Blattern von P. obliquum
betragt 76,25 um, wobei das kleinste von insgesamt vier gemessenen Pbs einen Durchmesser von 55
pum und das groBte einen Durchmesser von 85 um hat. Das einzige Pb, das auf einem aus dem
Glashaus stammenden jungen Blatt von P. fimbriulatum im Mikrotomschnitt zu sehen war, hat einen

Durchmesser von 100 pum.
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Die Pearl bodies der REM-Untersuchung haben einen durchschnittlichen Durchmesser von 90,9 um,
wobei das groBte einen Durchmesser von 270 um und das kleinste einen Durchmesser von 45 um

hat. Insgesamt wurden 22 Pbs vermessen.

Die Pearl bodies, die sich auf den Blattern der Glashaus-Pflanzen von P. obliquum befinden, haben
einen durchschnittlichen Durchmesser von 101,38 pum. Insgesamt wurden 30 Pbs vermessen, das
groflte Pearl body hatte dabei einen Durchmesser von 220 um, das kleinste einen Durchmesser von
25 um. Die insgesamt 16 vermessenen Pearl bodies von P. fimbriulatum haben einen
durchschnittlichen Durchmesser von 103,75 um. Das grofSte hat einen Durchmesser von 210 um und

das kleinste einen Durchmesser von 25 um.

Errechnet man eine durchschnittliche GroRe aus allen Untersuchungen, so ergibt sich flir P. obliquum

ein Durchmesser von 95,27 um und fir P. fimbriulatum ein Durchmesser von 103,41 um.

Um einen Vergleich zu ermoglichen, wurden neben den Pearl bodies der jungen Blatter auch die
Futterkorperchen im Petiolus abgemessen. Bei P. obliquum betragt der durchschnittliche
Durchmesser 132,22 um (0,13 mm), wobei das kleinste gemessene Fk einen Durchmesser von 70 um
und das grofite einen Durchmesser von 215 um aufweist. Bei den 12 gemessenen Fk des Petiolus von
P. cenocladum betragt der durchschnittliche Durchmesser 121,66 um (0,122 mm), das kleinste Fk hat

dabei einen Durchmesser von 70 um und das grofSte 160 um.

3.2.2 Mikrochemische Untersuchung der Pearl bodies
Der Starkenachweis zeigt bei allen drei Objekten (Schnitt, Frisch- und Trockenmaterial) ein negatives
Ergebnis. Der Lipidnachweis, der mit Sudan-lll-Paraffin durchgefiihrt wurde, war hingegen positiv.

Die Ergebnisse sind in Fig. 19 zu sehen.

Fig. 19A zeigt einen Querschnitt (Mikrotomschnitt) durch ein Pb von P. obliquum, das sich auf der
Unterseite eines Blattes des Blattstadiums 3 befindet. Am linken und rechten Rand des Pbs sind
jeweils grofere Bereiche orange eingefarbt. Fig. 19B zeigt ein frisches, mit Sudan-lllI-Paraffin
eingefarbtes Futterkdrperchen. Im Inneren sind mehrere Blaschen zu sehen, die orange gefarbt sind.
Dass sich Inhaltsstoffe orange farben, weist in der Regel auf einen positiven Lipidnachweis hin

(Gerlach 1982).
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Fig. 19C zeigt ein frisches, intaktes Pearl body ohne Einfarbung in Wasser, Fig. 19D ein zerstortes Pb,
aus dem die Inhaltsstoffe austreten, die sich deutlich vom umgebenden Wasser abheben. Die

Zerstorung erfolgte wahrscheinlich durch das Verschieben des Deckglases.

10 um

10 ym

Fig. 19: Pearl bodies von P. obliquum.
Lipidnachweis bei einem Mikrotomschnitt eines Pearl bodies (A). Lipidnachweis bei einem

getrockneten Pearl body (B). Nahaufnahme eines frischen Pearl bodies aus dem Glashaus (C).
Verletztes, frisches Pearl body mit austretenden Inhaltsstoffen (D).
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3.3 Duftstoffanalyse und Olzellenuntersuchung bei den jungen Blittern

3.3.1 Duftstoffanalyse: Ergebnisse der SPME-Fasern

Die Auswertung der SPME-Fasern konnte leider im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgen. Eine SPME-
Faser wurde durch den aufziehenden Sturm im Freiland zerstort, eine weitere war nicht ausreichend
erhitzt worden, weshalb Siloxane die gesammelten Duftstoffe in der Gaschromatographie
Uberdeckte. Weitere Duftstoffsammlungen, die an Glashaus-Exemplaren in Wien durchgefiihrt

wurden, konnten bis dato leider noch nicht ausgewertet werden.

3.3.2 Olzellenuntersuchung

In Fig. 20 sind toluidinblaugefarbte Mikrotomschnitte der verschiedenen Blattstadien von P.
obliquum zu sehen. Auffallend ist in allen Blattstadien eine Schicht, die sich durch die Farbung griin
hervorhebt. Diese Schicht befindet sich zwei Zellschichten unter der Epidermis der Blattoberseite und
verandert sich deutlich entlang der Stadien. In Blattstadium 1 und 2 ist die gesamte Flache der Zelle
grinlich eingefarbt und nur wenig intensiv (Fig. 20A, B). Im weiteren Verlauf der Blattentwicklung, ca.
ab Blattstadium 3, bilden sich im Zellinneren griine, perlenféormige Trépfchen aus (Fig. 20C). Diese
Kigelchen sind auch in Blattstadium 4 und 5 vorhanden, auch wenn sich der Zellinhalt der
auffallenden Schicht vermehrt am Zellenrand anordnet und sich die Zelle auch sukzessive leert. In
manchen Zellen sind in den letzten beiden Stadien keine Inhaltsstoffe mehr zu sehen. Toluidinblau

farbt Phenole und Terpene griin (Gerlach 1982), die auch in dtherischen Olen vorhanden sind, griin.

Fig. 21 zeigt zudem den Lipidnachweis mit Sudan-llI-Paraffin bei Blattschnitten von P. obliquum. Zu
sehen ist, dass sich die Schicht deutlich farbt, es sich bei dieser Schicht also um 6lhaltige Zellen,
vermutlich Olbehélter, handelt (Nultsch 2000). AuBerdem sieht man auch bei der Farbung mit Sudan-
llI-Paraffin, dass sich die Zellen Uber die funf Blattstadien deutlich verdandern und sich die

Zellinhaltsstoffe immer mehr zusammenziehen und teilweise perlenartig aussehen.

Auch bei P. fimbriulatum sind im Blattquerschnitt griingefarbten Zellen erkennbar (Fig. 22). Diese
befinden sich meist in der Zellreihe direkt unter der Epidermis unterhalb der Blattoberseite. Sie
liegen somit naher an der Oberflache als die Zellen bei P. obliquum, zudem ist diese Schicht nicht
durchgangig, das heit, nicht jede Zelle scheint Lipide zu enthalten. Auch bei P. fimbriulatum
verandern sich die Zellen im Laufe der Blattentwicklung. Die Olzellen zeigen im ersten Blattstadium
eine flachige Griinfarbung, in Blattstadium 2 ist zu sehen, dass sich der Inhalt bereits anders formiert
und zusammenzieht. Wéahrend bei P. obliguum die Olzellen innerhalb der Blattentwicklung
vorhanden bleiben und sich nur deren Erscheinung dandert, werden die Zellen bei P. fimbriulatum im

Laufe der Blattentwicklung immer weniger.
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Fig. 23 zeigt den Lipidnachweis mit Sudan-lll-Paraffin, beim Blattstadium 1 und 5. Zu sehen ist, dass
sich die Schicht deutlich farbt, es sich also um Olzellen handelt und sich auch hier die Zellen entlang

der Blattentwicklung verandern.

Neben dieser Hauptschicht finden sich auch im Bereich der Leitblindel und unregelmaRig im Bereich
der Blattunterseite Olzellen, die sich auch im Laufe der Blattentwicklung verdndern und bei P.
fimbriulatum deutlich weniger werden. Auch bei P. obliquum finden sich im Bereich der Leitblindel
und verteilt auf die Blattunterseite weitere Olzellen, scheinbar nimmt deren Anzahl aber nicht im

Laufe der Blattentwicklung ab.

Diese Olzellen kdnnten auf dtherische Ole, also Duftstoffe hinweisen, die hiufig durch Trichome an

die Umgebung abgegeben werden (Nultsch 2000).
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Fig. 20: Mikrotomschnitte der Blattstadien von P. obliquum.

Stadium 1 (A). Stadium 2 (B). Stadium 3 (C). Stadium 4 (D). Stadium 5 (E). Auffallend ist die
Entwicklung der dritten, griingefarbten Zellschicht und deren Veranderung im Lauf der
Blattentwicklung. Es handelt sich dabei vermutlich um Olzellen.
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Fig. 21: Mikrotomschnitte der Blattstadien von P. obliquum mit Lipidnachweis.

Stadium 1 (A). Stadium 2 (B). Stadium 3 (C). Stadium 4 (D). Stadium 5 (E). Durch das Einfarben mit
Sudan-llI-Paraffin ist zu sehen, dass die Zellen der dritten Zellschicht Lipide enthalten. Auch hier
ist eine Veranderung dieser Zellen tber die Stadien zu sehen.
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Fig. 22: Mikrotomschnitte der Blattstadien von P. fimbriulatum.

Stadium 1 (A). Stadium 2 (B). Stadium 3 (C). Stadium 4 (D). Stadium 5 (E). Auch bei P. fimbriulatum
ist eine Schicht mit griingefarbten Zellen zu sehen. Diese befindet sich jedoch direkt unterhalb der
Epidermis und die griingefarbten Zellen sind nicht durchgangig, sondern nur vereinzelt vorhanden.
Es zeigt sich auch eine Veranderung im Laufe der Blattentwicklung.
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Fig. 23: Mikrotomschnitte der Blattstadien von P. fimbriulatum mit Lipidnachweis.
Stadium 1 (A). Stadium 5 (B). Durch das Einfarben mit Sudanparaffin ist zu sehen, dass es sich auch

bei P. fimbriulatum um Olzellen handelt. Auch hier ist eine Entwicklung iiber die fiinf Blattstadien
zu erkennen.
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4 Diskussion

4.1 Schutzhypothese: Nutzen des Patrouillier-Verhaltens

4.1.1 Patrouillier-Verhalten auf den jungen Bldttern

In der vorliegenden Arbeit wurden die Ausloser des Patrouillier-Verhaltens der symbiontischen
Ameisen Pheidole bicornis auf den neu gebildeten Blattern ihrer Wirtspflanzen Piper obliquum und
Piper fimbriulatum untersucht. Risch et al. (1977) beschrieben das Patrouillier-Verhalten von
Pheidole bicornis auf den jungen Blattern verschiedener myrmekophytischer Piper-Arten und taten
es als eigenartiges, nicht besonders effektives Putzverhalten ab. Letourneau (1983) untersuchte
wenige Zeit spater das Patrouillier-Verhalten auf den jungen Blattern von P. sagittifolium und P.
fimbriulatum und stellte fest, dass die Ameisenaktivitat auf den jungen Blattern (Mittelwert= 2,00
Ameisen/Blatt) signifikant hoher ist als auf den adulten Blattern (Mittelwert= 0,51 Ameisen/Blatt).
Dabei wurden jedoch, im Gegensatz zur vorliegenden Untersuchung, die Grofse der Kolonie und die
Anzahl der jungen Blatter nicht berticksichtigt. Wenn man diese beiden Faktoren bei den Ergebnissen
der vorliegenden Untersuchung aulRer Acht lasst, ergibt sich bei P. obliquum ein Durchschnittswert
von 2,25 Ameisen/Blatt. 2,82 Ameisen/Blatt sind dabei durchschnittlich im meist besuchten
Blattstadium 2 und 1,76 Ameisen im am seltensten besuchten Stadium 5 zu sehen. Bei P.
fimbriulatum liegt der Durchschnittswert im meist patrouillierten Stadium 5 bei 2,4 Ameisen/Blatt,
die wenigste Patrouillier-Aktivitdt wurde im Blattstadium 3 mit 1,5 Ameisen/Blatt nachgewiesen.

Daraus ergibt sich fur P. fimbriulatum ein Durchschnittswert von 1,97 Ameisen/Blatt.

Die Ameisenaktivitat auf den jungen Blattern der vorliegenden Untersuchung entspricht also bei P.
fimbriulatum ziemlich exakt dem Wert von Letourneaus Untersuchung (1983). P. obliquum, die
Letourneau nicht bearbeitete, wird hingegen durchschnittlich etwas intensiver patrouilliert. Alle
Blattstadien dieser Untersuchung werden aber deutlich haufiger als die adulten Blatter besucht. Die
Ameisenaktivitdt nimmt bei P. obliquum im letzten Blattstadium signifikant ab. Im Gegensatz dazu ist
die Ameisenaktivitdt bei P. fimbriulatum im letzten Blattstadium signifikant am hdchsten, was
Uberrascht. Eine mogliche Ursache konnte die vermehrte Anfalligkeit auf Verunreinigung durch die
papillése Oberflache der Blatter sein, zudem wurde auch nachgewiesen, dass die Pearlbodies-
Produktion bei P. fimbriulatum erst spater einsetzt (Vgl. Kapitel 4.1.2: Blattentwicklung bei
Ameisenausschluss; Kapitel 4.2.1: Patrouillier-Verhalten und Pearlbodies-Produktion). Bei den
adulten Blattern von P. fimbriulatum wurde aber weder bei Letourneau (1983) noch im Zuge dieser

Untersuchung ein vermehrtes Ameisenaufkommen dokumentiert. Die adulten Blatter missen wohl
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chemische oder mechanische Schutzmechanismen aufweisen, wodurch sie weniger anfillig auf
Herbivorie sind und deshalb das Patrouillieren der Ameisen nicht mehr notwendig ist (McKey 1984,
Gaume et al 1997). Diese sogenannte ,direkte Verteidigung” (direct defense) ist bei vielen

Blitenpflanzen beobachtet worden (Boege & Marquis 2005, Hanley et al. 2007).

Grangier et al. (2008) fiihrten eine d&hnliche Untersuchung bei den jungen Blattern der
Ameisenpflanze Hirtella physophora durch, bei der jedoch auch die Zunahme der Blattoberflache im
Laufe der Blattentwicklung berlicksichtigt wurde. Die Integration dieses Faktors wird darin
begriindet, dass im ersten Blattstadium die Blattflaiche deutlich geringer ist und deswegen auch
weniger Ameisen zum Patrouillieren bendtigt werden. Wenn man diesen Faktor auch bei den
Resultaten dieser Arbeit einflieRen lieRe, so wirde die Ameisenaktivitdt in den letzten beiden
Blattstadien noch deutlicher zuriickgehen, da weniger Ameisen pro Blattflaiche vorhanden waren.
Blattstadium 1 wiirde dann hingegen deutlich starker patrouilliert werden als etwa Blattstadium 3
und moglicherweise auch als Blattstadium 2. Grangier et al. (2008) untersuchten zudem auch,
welches Entwicklungsstadium am anfalligsten auf Herbivorie ist, und zeigten, dass die anfilligste
Entwicklungsphase auch am starksten patrouilliert wird. Der Unterschied zwischen den beiden
Ameisen-Pflanzen-Assoziationen ist aber, dass die Ameisen (Allomerus decemarticulatus) auf Hirtella
physophora bei Verletzungen der jungen und auch adulten Blatter andere Arbeiterinnen rekrutieren
und aggressives Verhalten zeigen, was bei P. obliquum und P. fimbriulatum nicht der Fall ist (Grangier
et al. 2008). Pheidole bicornis zeigt ein Rekrutierungsverhalten hingegen nur bei Verletzungen des

Stammes (Mayer et al. 2008).

4.1.2 Blattentwicklung bei Ameisenausschluss

Wie bereits in der Einleitung verdeutlicht wurde, ist der Herbivorendruck im tropischen Regenwald
sehr hoch. Besonders anfillig sind dabei die jungen Blatter, da sie aufgrund ihrer chemischen und
anatomischen Zusammensetzung besonders attraktiv auf Herbivoren wirken (Feeny 1970; Coley
1980, 1983; Lowman & Box 1983; Mattson & Scriber 1987; Coley & Aide 1991; Kursar & Coley 1991;
Badenes Perez et al. 2014). Wie die >Optimal Defense Hypothese< von McKey (1974) nahelegt, muss
gerade fiir diese besonders wertvollen und sensiblen Pflanzenteile ein verstarkter

Schutzmechanismus vorhanden sein.

Symbiontische Ameisen, die die jungen Blatter der Pflanzen patrouillieren, kdnnen gegen Herbivoren
einen sehr zuverlassigen Schutzmechanismus darstellen. Bei Individuen von Leonardoxa africana
wurde etwa nachgewiesen, dass bei Ameisenexklusion ein Drittel des Blattmaterials durch
Herbivoren zerstort wird (Gaume et al. 1997). Interessant ist, das Leonardoxa africana von zwei

unterschiedlichen Ameisenarten bewohnt wird, wobei nur eine dieser Arten auf den jungen Blattern
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patrouilliert, was sich auch in einer geringeren Herbivorierate niederschlagt (Gaume & McKey 1999).
Bei Macaranga hosei und Macaranga triloba verringerte sich nach einem Jahr Ameisenexklusion die
Blattflache durch Herbivorie sogar um 70% bzw. 80%, im Vergleich zu bewohnten Pflanzen (Heil et al.
2001). Bei der myrmekophilen Pflanze Urera baccifera konnte ein deutlicher Vorteil gegeniber
Herbivoren durch die Anwesenheit von Ameisen auf den jungen Blattern festgestellt werden (Dutra

et al. 2006).

Auch im Zuge dieser Untersuchung wurde die Blattentwicklung bei Ameisenexklusion dokumentiert.
Die Ergebnisse zeigen, dass die Anwesenheit von Ameisen auf den jungen Blattern einen klaren
Vorteil fur die Fitness der jungen Blatter darstellt. Vor allem bei P. obliquum ist vermehrter BlattfraR
bei Ameisenausschluss im Vergleich zur Kontrollgruppe zu beobachten, bei P. fimbriulatum kommt es
hingegen haufig zu Faulniserscheinungen am Blatt. In einigen wenigen Fallen faulte das junge Blatt
sogar vor Ende der Untersuchungsdauer ab. Bei P. obliquum scheinen die Ameisen potentielle
Fressfeinde von den jungen Blattern zu vertreiben und Eier und Larven von Herbivoren zu entfernen.
Letourneau (1983, 1998) hat bei mehreren myrmekophytischen Piper-Arten (u.a. auch P.
fimbriulatum) nachgewiesen, dass die Arbeiterinnen sehr zuverldssig Eier und Larven von
potentiellen Fressfeinden von den jungen Blattern entfernen (Letourneau 1983). Auf den von
Ameisen exkludierten jungen Blattern von P. fimbriulatum konnte auch eine Vielzahl an weif3en
Fliegen auf der Blattunterseite beobachtet werden. Auch wenn keine eindeutige Schadigung des
Blattes durch die Anwesenheit der Fliegen festgestellt werden konnte, waren sie dennoch nur auf
manipulierten Blattern zu beobachten, was nahelegt, dass die Ameisen beim Patrouillieren auch

diese vertreiben.

Offensichtlich reinigt Pheidole bicornis aber auch die jungen Blatter ihres Symbiosepartners, wie die
Ergebnisse von P. fimbriulatum nahelegen. Da es bei P. fimbriulatum bei Abwesenheit der Ameisen
zu Blattfaulnis kommt, ist anzunehmen, dass die Ameisen das junge Blatt von Pilzsporen, Hyphen und
anderen pathogenen Fremdkorpern befreit. Moglicherweise entfernen sie aber auch Regenwasser,
das sich auf den Blattern sammelt. Ein moglicher Grund dafiir, dass Blattfaulnis nur bei P.
fimbriulatum beobachtet werden konnte, kdnnte in der Anatomie der Blatter liegen. Durch die
gewolbten Interkostalfelder und die dichte, lange Behaarung kdnnten Fremdkorper leichter am Blatt

haften bleiben und so schneller zu Faulnisbildungen durch Verschmutzungen fihren.

Letourneau (1998) beobachtete bei P. sagittifolium die Entwicklung der Blatter bei Ameisenexklusion
und stellte starke Herbivorie auf den ungeschiitzten, jungen Blattern fest (Letourneau 1998). (Pilz-)
pathogene wurden bei den jungen Blattern nicht nachgewiesen, sondern nur auf den Bliten und

Samenanlagen. Moglicherweise stellt P. fimbriulatum also tatsdchlich aufgrund seiner speziellen

54



Blattoberflache eine Ausnahme dar. Da die Blatter anfalliger auf Verschmutzung sind, kann die
Reinigung durch die Ameisen tatsachlich eine entscheidende Rolle fiir die Entwicklung und den
Fortbestand der jungen Blatter darstellen. Die Blattoberfliche von P. sagittifolium ist zwar auch
deutlich starker gewolbt als die Blatter von P. obliquum, aber nicht so stark wie bei P. fimbriulatum,
zudem fehlt die charakteristisch lange Behaarung. Letourneau (1998) stellte fest, dass die
Samenanlagen der Piper-Arten von den Ameisen gereinigt werden, und vermutete, dass die Ameisen
zusatzlich antibiotische und antifungale Substanzen absondern kénnten. Es ist denkbar, dass auch
beim Patrouillieren der jungen Blatter schiitzende Substanzen abgegeben werden (Gonzalez-Teuber

2014).

Moglicherweise kénnte die erhdhte Anfalligkeit auf Verunreinigung auch der Grund sein, weshalb die
jungen Blatter von P. fimbriulatum im Gegensatz zu P. obliquum in den letzten Blattstadien so stark
patrouilliert werden. Da sich die Blattoberflache in den letzten beiden Stadien deutlich vergroRert,
kénnte es noch leichter zu Verunreinigungen kommen und deshalb das Putzverhalten auch bei den
beinahe adulten Blattern eine wichtige Rolle spielen (Vgl. auch Kapitel 4.2.1: Patrouillier-Verhalten

und Pearlbodies-Produktion).

4.1.3 Vorteil des Patrouillier-Verhaltens fiir die Piper-Pheidole-Assoziation

Die meisten zitierten Autorlnnen gehen davon aus, dass die Pflanze einen grollen Nutzen von
patrouillierenden Ameisen auf den jungen Blattern hat, da dadurch die Herbivorierate enorm sinkt
(Gaume et al. 1997; Gaume & McKey 1999; Heil et al 2001; Dutra et al. 2006). Die Untersuchung von
Letourneau (1998) zeigt aber, dass dies fiir P. fimbriulatum und P. obliquum nicht unbedingt der Fall
ist. Die Reduktion der Blattoberfliche durch Herbivoren hat auf die Fitness der Pflanze, die
Letourneau (1998) nach deren Samenproduktion und Blatterneuerung misst, keinen Einfluss. Um
Auskunft Gber die Fitness der Pflanze zu erhalten, verglich Letourneau (1998) die Samenmenge und
Anzahl an neu gebildeten Blattern in einem Intervall von zwei Wochen zwischen ameisenbewohnten
Pflanzen und solchen Pflanzen, bei denen die Ameisen exkludiert wurden. Da sich sowohl P.
obliquum als auch P. fimbriulatum vorrangig vegetativ vermehren, ist die Anderung der Samenmenge
fur die beiden Piper-Arten bei Ameisenexklusion jedoch nicht unbedingt von Bedeutung fiir deren

Fortbestand.

Letourneau (1998) vermutete, dass der Hauptnutzen der Ameisen viel eher in der Abwehr von
potentiellen Stammbohrern liegt. Vor allem Zikaden der Art Metheisa lucillodes legen bevorzugt Eier
in den Stamm von Piper-Arten (Mayer et al. 2008). Da bei Verletzung des Stammes Duftstoffe
freigesetzt werden, die zu einer Rekrutierung der Ameisen fiihren, kdnnen die Zikaden vertrieben

werden (Mayer et al. 2008). Bei Zerstérung des Stammes kdnnen die Pflanzen zwar wieder erneut
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austreiben, das fiihrt jedoch zu einer enormen Samenreduktion (ca. 75%). Zudem dauert es dann
langer, bis sie die adulte Phase erreichen und Samen produzieren kénnen (Letourneau 1998). Da am
Untersuchungsort bei P. obliquum und P. fimbriulatum jedoch nur selten Blitenbildungen zu
beobachten sind, die Pflanzen sich also kaum generativ vermehren, ist die Samenreduktion eher von
geringer Bedeutung. Dennoch ist die Ausbildung eines erneuten Haupttriebs fiir eine Pflanze sehr
energieaufwendig, zudem konnen die Ameisen in diesem Zeitraum nur geringe Mengen an
Futterkdrperchen sammeln, was bei der Abhadngigkeit der Larven von den Futterkérperchen (Fischer
et al. 2002) einen verheerenden Einschnitt darstellt. Die Abwehr von Stammbohrern ist somit sowohl

fiir die Piper-Arten als auch fiir Pheidole bicornis von grundlegender Bedeutung.

Lange ging man davon aus, dass Piper vor allem von der Stickstoffdlingung durch Pheidole bicornis
profitiert (Risch et al. 1977). Mittlerweile ist diese Annahme aber widerlegt, da Fischer et al. (2003)
nachweisen konnte, dass der N-Eintrag durch Pheidole bicornis nur sehr gering ist (ca. 1%). Die
Abwehr von Stammbohrern stellt also flr die Pflanze vermutlich den gr6Rten Nutzen der Assoziation
mit Pheidole bicornis dar. Auch Heil & McKey (2003) vermuten, dass die Beschadigung des Stammes

fur die Pflanzenfitness verheerender ist als der Blattflachenverlust durch Herbivorie.

Nun drangt sich die Frage auf, welchen Nutzen P. obliquum und P. fimbriulatum vom Patrouillier-
Verhalten auf den jungen Blattern haben kénnten. Da nachgewiesen wurde, dass Pheidole bicornis
Eier und Larven sehr effizient von den jungen Blattern entfernt (Letourneau 1983), kénnten die
Ameisen dadurch auch Konkurrenten, die die Assoziation mit Piper moglicherweise parasitieren,
fernhalten. Ein Buntkéfer (Tarsobaenus letourneauae) ist dafiir bekannt, dass er die Symbiose von
Pheidole bicornis und P. obliquum parasitiert. Er nistet sich in die Domatien der Pflanze ein, frisst die
Ameisenkolonie sukzessive auf und ernahrt sich anschlieBend von den Futterkérperchen des Petiolus
(Letourneau 1990). Die Kaferlarve schadet zwar primar nicht der Pflanze, aber da sie die
Ameisenkolonie vernichtet, leidet auf Dauer auch die Fithess der Pflanze. Das Patrouillier-Verhalten
konnte also die Ameisen vorsorglich vor parasitaren Konkurrenten schiitzen und langerfristig auch
der Pflanze einen Vorteil bringen. Tarsobaenus letourneauae wurde jedoch bis jetzt nur bei P.

obliquum beobachtet (Letourneau & Dyer 1998).

Grundsatzlich garantiert das Patrouillier-Verhalten der Ameisen auf den jungen Blattern aber auch,
dass eine zukiinftige Futterquelle erhalten bleibt. Da sich im Petiolus des jungen Blattes spater auch
Ameisen ansiedeln werden und dort auch Futterkérperchen produziert werden, stellt der Schutz

dieser Pflanzenteile einen sinnvolle Investition fiir die Ameisen dar (Brouat et al. 2000).
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4.2 Nahrungshypothese: Anlockung durch Pearl bodies

4.2.1 Patrouillier-Verhalten und Pearlbodies-Produktion

Vergleicht man die Anzahl der patrouillierenden Ameisen mit der Anzahl an Pearl bodies auf den
jungen Blattern in den verschiedenen Entwicklungsstadien, so scheint bei P. obliquum die rapide
Abnahme an Pbs im letzten Blattstadium auch eine signifikante Abnahme der Ameisenaktivitat
herbeizufiihren. Obwohl die Stichprobenanzahl bei der Pbs-Zahlung auf den jungen Blattern sehr
gering ist, kann dennoch ein Trend beobachtet werden, der auch mit persdnlichen Eindriicken der
Freilandbeobachtungen (ibereinstimmt. Die Anzahl der Pbs in den verschiedenen Stadien korreliert
zwar in den Blattstadien 2, 3 und 4 nicht mit der Dichte der Ameisenaktivitat, was vermutlich auf die
zu geringe Stichprobenzahl zuriickzufihren ist, aber im Blattstadium 1 und 5 sind neben der geringen
Ameisenaktivitat auch eine geringere Anzahl an Pbs dokumentiert worden. Auch wenn die ermittelte
hohe Anzahl an Pearl bodies im vierten Blattstadium Uberrascht, ist dennoch eine klare Abnahme der
Pbs im folgenden Stadium zu verzeichnen. Wenn man die relative Patrouillier-Aktivitat und die
Nullbesuche in den einzelnen Stadien vergleicht, zeigt sich, dass Stadium 1 zwar durchschnittlich von
einer geringen Anzahl an Ameisen patrouilliert wird, daflir aber haufiger und regelmaRiger, da der
Anteil an Nullbesuchen relativ niedrig ist. Moglicherweise werden im ersten Stadium zunachst erst
geringere Mengen an Pbs gebildet, zudem ist die Blattflaiche auch kleiner, sodass ohnedies weniger
patrouillierende Arbeiterinnen benétigt werden. Blattstadium 4 weist hingegen den hdchsten Anteil
an Nullbesuchen aller Stadien auf. Die Ergebnisse der Nullbesuche im Stadium 4 kdnnten hingegen
darauf hindeuten, dass die Pbs-Produktion bereits am Abnehmen ist und viele Blatter nicht mehr

regelmaRig besucht werden.

Da adulte Blatter weniger Herbivorie gefahrdet sind (Coley 1980; Williams-Linera & Baltazar 2001),
scheint im flinften Stadium der Schutz durch patrouillierenden Ameisen nicht mehr notwendig zu
sein. Um eine detailliertere Aussage (iber den Zusammenhang zwischen der Abnahme des
Patrouillier-Verhaltens im letzten Blattstadium und der Anzahl der Pearl bodies bei P. obliquum
treffen zu kénnen, ist es unbedingt notwendig, eine hohere Stichprobenanzahl an jungen Blattern

verschiedener Stadien auf ihre Menge an Pearl bodies zu untersuchen.

P. fimbriulatum unterscheidet sich deutlich von P. obliquum. Im Freiland wurden in keinem Stadium
Pbs auf den jungen Blattern gefunden, aber an Glashauspflanzen wurde beobachtet, dass ab dem
dritten Blattstadium und vermehrt ab dem vierten Pbs gebildet werden. Um eine Korrelation zur
Patrouillier-Aktivitat zu ermoglichen, wurden die Pbs auf den jungen Blattern der GH-Pflanzen

gezahlt. Trotz der geringen Stichprobenanzahl kann ein deutlicher Trend festgestellt werden. Die
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Ameisenaktivitat steigt ab dem vierten Blattstadium signifikant an und erreicht ihren H6hepunkt im
flinften Blattstadium, in der auch die hochste Anzahl an Pbs gezahlt wurde. Die Annahme, dass die
Patrouillier-Aktivitdt an die Pbs-Produktion gebunden ist, bestatigt sich also auch fiir P. fimbriulatum:
Eine vermehrte Pbs-Produktion scheint die Arbeiterinnen zu motivieren, die jungen Blatter

aufzusuchen und zu patrouillieren.

Dass bei P. fimbriulatum auch die friihen Stadien der jungen Blatter trotz fehlender Pbs-Produktion
patrouilliert werden, konnte auf die Anlockung durch Duftstoffe zuriickzuflihren sein. Diese Strategie
wurde auch schon bei anderen Myrmekophyten, etwa bei Leonardoxa africana, nachgewiesen
(Brouat et al. 2000). Auffallig ist, dass die letzten beiden Entwicklungsstadien bei P. fimbriulatum so
stark patrouilliert werden. Welchen Nutzen der Schutz der beinahe adulten Blatter hat, kann zum
jetzigen Zeitpunkt nur schwer geklart werden. Da sich bei P. fimbriulatum moglicherweise zwei
Systeme (Duftstoffe und Pbs) herausbildeten, um Ameisen auf die jungen Blatter zu locken, kénnte
es sein, dass die Pbs durch ihre Inhaltsstoffe (vermutlich Fette, Proteine und Kohlenhydrate, Tepe et
al. 2004; Vgl.: eigene Farbung mit Sudan-lll-Paraffin) attraktiver auf die Arbeiterinnen wirken und es
deshalb zu einem enormen Anstieg kommt. Moglicherweise liegt ein Vorteil der spaten Patrouillier-
Aktivitat auch darin, dass durch die vergroBerte Flache der Blattspreite die Gefahr von
Verschmutzungen, Pilzbefall und daraus resultierender Blattfaulnis bei P. fimbriulatum deutlich

hoher ist, weshalb ein zusatzlicher Schutz notwendig ist.

Dass die Produktion von Pbs auch mit klimatischen Faktoren zusammenhangen kdnnte, wurde
bereits von Dale (1901) vermutet, der davon ausging, dass eine hohe Lichtintensitat die Pearl-bodies-
Produktion von Hibiscus vitifolius antreibt. Auch bei Cecropia scheint ein Zusammenhang zwischen
Lichtintensitat und FB-Produktion zu bestehen (Folgarait et al. 1994).

In dieser Arbeit konnte hingegen eine mdgliche Korrelation zwischen Niederschlag und
Ameisenaktivitdt aufgezeigt werden. Da die Ameisenaktivitat stark an die Pbs-Produktion gekoppelt
ist, konnte auch bei P. obliquum die Pbs-Produktion mit klimatischen Bedingungen
zusammenhangen. Wie die Korrelation mit den Niederschlagsdaten zeigt, steigt bei zunehmendem
Niederschlag auch die Ameisenaktivitat deutlich an; die Nullbesuche gehen hingegen tendenziell
deutlich zuriick. Ein Grund fir diese Resultate konnte sein, dass durch den vermehrten Niederschlag
die Pflanze mehr Wasser zur Verfligung hat und deswegen vermehrt Pbs ausbilden kann. Plausibler
scheint jedoch, dass die Ameisen moglicherweise den drohenden Niederschlag wahrnehmen kénnen,
etwa durch Anderung der Lichtintensitat, der Luftfeuchtigkeit oder des Luftdrucks, und deswegen
vermehrt Pbs absammeln, bevor sie vom Regen abgespiilt werden. Auch die relativ geringe

Patrouillier-Aktivitdt in der ersten Tagesphase, also am friihen Vormittag, konnte darin begriindet
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liegen. Da die Untersuchungen im Zeitraum einer saisonalen Regenperiode stattfanden, war Regen
am Abend sehr haufig. Moglicherweise wurden am Abend die Pbs abgewaschen und mussten am
nachsten Morgen erst erneut gebildet werden, weshalb die Ameisen in diesem Zeitraum weniger
stark angelockt wurden.

Eine entscheidende Erkenntnis der Untersuchung ist, dass sich die Ameisen auf P. fimbriulatum
beinahe kontrar zu den Ameisen auf P. obliquum verhalten. Die Ameisen auf P. fimbriulatum zeigen
eine starkere Ameisenaktivitdt an niederschlagsarmen Tagen. Auch der die Anzahl an Nullbesuchen
ist an niederschlagsarmen Tagen deutlich geringer. Da die Pbs-Produktion bei P. fimbriulatum erst in
spateren Blattstadien einsetzt, konnte also ein anderer Faktor die Ameisen auf die jungen Blattern
locken, der vor allem an niederschlagsarmen Tagen zu tragen kommt (Vgl. Kapitel 4.3:

Duftstoffhypothese: Anlockung durch Duftstoffe).

Die Korrelation mit den Niederschlagsdaten wurde nur in einem Nebenversuch ermittelt. Um
genauere Ergebnisse zu bekommen, ware es sicherlich zielflihrend, mit Datalogger zu arbeiten und
auch die Temperatur und Luftfeuchtigkeit im Verhaltnis zur Ameisenaktivitat iber einen langeren
Zeitraum zu untersuchen. Die Ergebnisse der Temperatur- und Luftfeuchtemessungen, die zur
Einteilung der Tagesphasen herangezogen wurden, zeigen jedoch keine eindeutige Korrelation mit
der Patrouillier-Aktivitat. Einzig bei P. obliquum kommt es, wie bereits erwahnt, zu einem enormen
Anstieg der Patrouillier-Aktivitat in der zweiten Tagesphase, also ab 10:00 Uhr. Da es ab diesem
Zeitpunkt auch zu einem enormen Temperaturanstieg kommt, kénnte dies die Pbs-Produktion
moglicherweise antreiben. Aber auch diese Vermutung sollte unbedingt im Zuge einer erneuten

Untersuchung mit Dataloggern liberprift werden.

Eine weitere, nicht-publizierte Untersuchung von Daniel Wasner und Marlon Schwienbacher (2014),
die nach der Entdeckung der Pearl bodies auf den jungen Blattern an Exemplaren von P. obliquum im
Rahmen eines Projektpraktikums durchgefiihrt wurde, zeigt ebenfalls einen klaren Zusammenhang
zwischen Pbs-Produktion und Patrouillier-Aktivitdt. Bei der Untersuchung wurden die Pbs durch
Abwischen von den jungen Blattern entfernt. Im Vergleich mit einer nicht-manipulierten
Kontrollgruppe konnte ein signifikanter Riickgang der Patrouillier-Aktivitdt nachgewiesen werden.
Moglicherweise sind auch Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung auf einen ahnlichen Effekt
zurickzufiihren. Wie sich zeigte, ist das Patrouillier-Verhalten bei P. obliquum in den Morgenstunden
deutlich geringer ausgepragt. Moglicherweise wascht der Regen am Abend die Pbs von den Blattern,
wodurch der gleiche Effekt wie bei der artifiziellen Entfernung auftritt. Das Blatt muss dann erst von

Neuem Pbs bilden, um die Ameisen wieder anzulocken.
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4.2.2 Anatomie und Produktion der Pearl bodies

Die genaue Genese der Pearl bodies der jungen Blatter wurde bei dieser Arbeit nicht weiter
untersucht, aufgrund der anatomischen Ahnlichkeit vor allem bei den toluidinblaugefirbten
Mikrotomschnitten kann aber davon ausgegangen werden, dass die Entwicklung jener der
Futterkérperchen im Petiolus entspricht (siehe dazu Risch & Rickson 1984). Auch die Pbs sind
einzellig und werden wie die FKs vermutlich aus Epidermiszellen gebildet, die sich langsam um ein
Vielfaches (ca. 78x) vergroBern und sich ab einer bestimmten GroRRe kugelformig nach auRen woélben
(Risch & Rickson 1984). Was auch fiir die Ahnlichkeit der Fks und Pbs spricht, ist, dass sowohl das
junge Blatt als auch der Petiolus sich aus dem Gewebe des Oberblatts differenzieren und dadurch

auch morphologische Ahnlichkeiten aufweisen.

Ein klarer Unterschied zwischen Futterkdrperchen und Pearl bodies wurde hingegen bei der GrolRe
festgestellt. Die Pbs sind um ein Vielfaches kleiner. Risch & Rickson (1984) ermittelten einen
Durchmesser von 300-500 um fir die Futterkdrperchen von Piper. Die vermessenen Pearl bodies der
jungen Blatter waren hingegen durchschnittlich ca. 100 um groR. An dieser Stelle ist jedoch zu
betonen, dass auch sehr kleine Pbs in die Berechnungen des Mittelwerts einflossen (25 um-45 um).
Nur vereinzelt wurden Pbs vermessen, die zwischen 250 um und 300 um groRR waren, wobei es sich
dabei um Pbs auf unbesiedelten GH-Pflanzen handelte, die also die absolute MaximalgréRe erreichen
konnten. Im Freiland werden sie vermutlich bereits bei einer sehr geringen GréRe von den Ameisen

abgesammelt.

Ein weiterer Unterschied zeigt sich im Vergleich der frischen Pbs mit frischen Fks des Petiolus.
Wahrend die Fks eine milchig-triibe Farbung besitzen, wirken die Pbs der jungen Blatter deutlich
transparenter, was auf eine andere Zusammensetzung der Inhaltsstoffe hindeuten konnte (Vgl.

Kapitel 4.2.3: Inhaltsstoffe der Pearl bodies).

Die anatomischen Untersuchungen zeigten, dass sich die Pbs vermehrt entlang der Nervatur der
jungen Blatter bilden. Das ist auch bei anderen Myrmekophyten, die Pbs auf den jungen Blattern
bilden, etwa Leea sambucina und Macaranga hypoleuca, der Fall (Raciborski 1898; Ridley 1910;
Rickson, 1980). Auch die Bildung von Pearl bodies auf der Oberflache anderer Pflanzenteile ist bei
anderen Myrmekophyten (etwa Urera baccifera, Dutra et al. 2003) nicht uniblich. Im Gegensatz zu
den GH-Pflanzen, bei denen Pbs auch auf dem jlingsten Petiolus und dem Stamm festgestellt
wurden, konnten bei den Freilandpflanzen nur Pbs auf den jungen Blattern nachgewiesen werden.
Moglicherweise sollten auch im Freiland nach Ameisenexklusion andere Pflanzenteile, wie etwa der

juingste Petiolus, naher auf Pearl bodies untersucht werden.
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Dass sich der Ort der Pb-Bildung bei nahverwandter Arten einer Gattung unterscheidet, ist nicht
uniblich. Bei der Untersuchung dreier Macaranga-Arten (M. tanarius, M. hosei, M. triloba) waren die
Pearl bodies auf sehr vielen unterschiedlichen Pflanzenteilen zu finden. So findet sich bei der nicht-
myrmekophytischen Art M. tanarius Pbs willkirlich auf der gesamten Pflanzenoberflache, bei M.
hosei werden die Pbs hingegen auf der Oberseite der Stipeln gebildet und bei M. triloba auf der
Unterseite der eingerollten Stipeln. Zudem unterscheiden sich die Pbs innerhalb der drei Arten auch

stark in der GroRe (Heil et al. 1998).

Bei nicht-myrmekophytischen Vertretern der Gattung Piper wurden im Rahmen dieser Untersuchung
auch vereinzelt Pearl bodies auf den jungen Blattern entdeckt (etwa bei P. auritum). Zudem wurden
bei anderen Untersuchungen Pearl bodies auch auf anderen Pflanzenteilen, wie etwa auf dem
Stamm, den Infloreszenzen oder auch auBen auf dem Petiolus bei Nicht-Myrmekophyten Piper-Arten
dokumentiert (Meyen 1837; Penzig 1892; Nestler 1893; Gastreich & Gentry 2004; Tepe et al. 2007).
Laut Tepe et al. (2004; 2007) enthalten diese Pearl bodies Proteine, Fette und Kohlenhydrate und
stellen ein wichtiges Indiz fir die Entwicklung des Myrmekophytismus bei den Piper-Arten dar. Durch
die auf der Pflanzenoberflache prasentierten Pearl bodies werden fakultative Ameisen und auch
andere Insekten angelockt, die die Pflanzen moglicherweise vor Herbivoren schiitzen. Zudem
sprechen auch Tepe et al. (2007) davon, dass die Pearl bodies der Blatter den Futterkérperchen des
Petiolus, die sich jedoch nur bei obligat-myrmekophytischen Piper-Arten bilden, eine groRe

Ahnlichkeit aufweisen.

Ein groBer Unterschied zwischen Futterkdrperchen und Pearl bodies liegt darin, dass die
Futterkdrperchen nur bei Anwesenheit von Pheidole bicornis (und der parasitaren Kaferlarve
Tarsobaenus letourneauae) in einem groReren Ausmal gebildet werden, bei unbewohnten Pflanzen
werden nur sehr geringe Mengen ausgebildet (Rickson & Risch 1984). Die unbesiedelten Pflanzen im
Glashaus wiesen aber, trotz Abwesenheit der Ameisen, eine enorme Menge an Pbs auf. Dies deutet
darauf hin, dass die fiir Bildung der Pbs auf den jungen Blattern kein Ameisenanreiz bendétigt wird, im

Gegensatz zur FK Produktion in den Petioli.

4.2.3 Inhaltsstoffe der Pearl bodies

Die anatomischen Untersuchungen und vor allem die morphologische Ahnlichkeit zu den
Futterkorperchen des Petiolus legen nahe, dass es sich auch bei den Pbs um Nahrungsquellen fir die
Ameisen handelt. Aufgrund der geringen Grofle der Pbs wird vermutet, dass sie von den

Arbeiterinnen bereits am jungen Blatt konsumiert werden, da kein Abtransport beobachtet werden
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konnte und die Arbeiterinnen verschiedenen Inhaltsstoffe auch durch Trophallaxis an andere

Koloniemitglieder weitergeben kénnen (Holldobler & Wilson 1990).

Aufgrund der geringen GroRe der Pbs reichte die Menge fiir eine genaue Untersuchung der
Inhaltsstoffe nicht aus, jedoch lieBen einige mikrochemische Untersuchungen Rickschlisse auf
mogliche Inhaltsstoffe zu und legen nahe, dass sich die Inhaltsstoffe der Fks und der Pbs nur gering
unterscheiden. Der Starkenachweis mit lod-Kaliumiodid fiel negativ aus. Daraus ldsst sich schlieRen,
dass die Pbs wie die Futterkorperchen keine Starke enthalten (Fischer et al. 2002). Der Lipidnachweis
zeigte hingegen ein positives Ergebnis. Sowohl beim Mikrotomschnitt des Pbs als auch bei den
frischen bzw. getrockneten Pbs, wurden Inhaltsstoffe durch das Sudan-lllI-Paraffin orange eingefarbt.
Das bedeutet, dass die Pbs wie auch die Fks des Petiolus Lipide enthalten (Fischer et al. 2002). Neben
den Nachweistests wurde bei der REM-Untersuchung auch eine Verletzung eines Pbs beobachtet, an
dessen Stelle Inhaltsstoffe auskristallisieren. Moglicherweise handelt es sich dabei um Zucker, die an
dieser Stelle austraten und kristallisierten (Fig. 22C). Bei den Abbildungen eines zerstérten Pearl
bodies unter dem Binokular konnte auch gezeigt werden, dass sich die Inhaltsstoffe deutlich vom
umgebenen Wasser absondern (Fig. 23D). Fischer et al. (2002) ging davon aus, dass die
Futterkérperchen des Petiolus die einzige Nahrungsquelle fir die Ameisen darstellen und sie
deswegen auch so einen hohen Nahrwert aufweisen. Der Nachweis von Lipiden und anderen
Inhaltsstoffen ist nun aber ein deutliches Indiz dafiir, dass die Pearl bodies der jungen Blatter
ebenfalls als Nahrungsquelle fiir die Ameisen dienen kénnen. Zudem weist auch Tepe et al. (2004;
2007) daraufhin, dass die Pearl bodies auf den duReren Pflanzenteilen, also auch jungen Blattern, von
nicht-myrmekophytischen Piper-Arten Proteine, Fette und Kohlenhydrate enthalten und als Nahrung

fur fakultative Ameisen und andere Insekten dienen kdnnen.

Die Inhaltsstoffe der Futterkorperchen des Petiolus wurden detailliert untersucht (Fischer et al. 2002;
Risch & Rickson 1984). Der GroRteil der Futterkdrperchen besteht aus Lipiden (50% des
Trockengewichts), etwa 20% des Trockengewichts entfallen auf Proteine und nur ca. 2% bestehen
aus loslichen Kohlenhydraten (v.a. Fructose, Galactose, Glucose, Sucrose, Raffinose, Stachyose,
Glycerol und Myo-inositol). Etwa 1,5% setzen sich aus l6slichen Aminosauren zusammen. Starke und

andere Polysaccharide konnten hingegen nicht nachgewiesen werden (Fischer et al. 2002).

Durch eine Natural-Abundance-Analyse konnte auch gezeigt werden, wer vermutlich der
Hauptkonsument der Futterkérperchen ist (Fischer et al. 2002). Demnach weist die Brut (Larven und
Puppen) die groRte Ahnlichkeit zu den Fks der Petioli auf, was nahelegt, dass der GroRteil der Fks von
den Larven verzehrt wird und fir sie auch die einzige Futterquelle darstellt. Beide

Arbeiterinnenkasten (major and minor workers) und die reproduktiven Koloniemitglieder
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differenzieren hingegen von den beiden Geweben Fks und der Brut. Grund dafiir konnte laut Fischer
et al. (2002) das Patrouillier-Verhalten auf den jungen Blattern sein, bei dem moglicherweise Sporen,
Pilzfragmente, Schuppen von Schmetterlingen und Eier und Larven von Herbivoren auf der
Pflanzenoberflaiche abgesammelt und von den Ameisen konsumiert werden (Fischer et al. 2002;
Letourneau 1983, 1998). Zudem konnte in seltenen Fillen auch beobachtet werden, dass sich
Pheidole bicornis am Boden vor der Pflanze aufhalt (Risch et al. 1977) und hier moglicherweise
symbiosefremde Substanzen aufnimmt. Dennoch vermuten alle Autoren (Risch et al. 1977;
Letourneau 1983, 1998; Fischer et al. 2002), dass der Eintrag von fremden, externen Substanzen sehr
gering ist. Auch Brouat et al. (2000) halten fest, dass Eier und Larven von Herbivoren auf jungen
Blattern fir obligate Ameisen als Nahrungsquelle nicht besonders attraktiv sind und deshalb

vermutlich keinen Grund fir ein Patrouillier-Verhalten darstellen.

Bekannt ist, dass die unterschiedlichen Entwicklungsstadien einer Ameisenkolonie verschiedene
Nahrungsbestandteile bevorzugt benétigen (Howard & Tschinkel 1981). Demnach werden Lipide vor
allem von Arbeiterinnen und Larven gebraucht (Echols 1966), Proteine von wachsenden Larven und
eierlegenden Koniginnen (Lange 1967; Vinson 1968). Aminosduren werden hingegen in der gesamten
Kolonie aufgeteilt (Howard & Tschinkel 1981). Kohlenhydrate werden vorrangig von den
patrouillierenden und nahrungssuchenden Arbeiterinnen und Larven konsumiert (Sorensen & Vinson

1981; Cassill & Tschinkel 1999).

Die Analyse von Fischer et al. (2002) zeigt sehr deutlich, dass, wahrend die anderen
Nahrungsbestandteile in ausreichender Menge vorhanden sind, der Gehalt an Zucker fir die
patrouillierenden und nahrungssuchenden Arbeiterinnen sehr gering ist. Zwar ist es durchaus ublich,
dass obligate Myrmekophyten fir ihre Ameisenpartner eher lipid- und proteinreiche Nahrungsmittel
zur Verflgung stellen und kohlenhydratreiche Futterquellen eher von fakultativen, myrmekophilen
Ameisenpflanzen angeboten werden (Heil et al. 1998), dennoch ist der Zuckergehalt bei den
untersuchten Piper-Arten auch im Vergleich zu anderen obligaten Myrmekophyten (etwa Cecropia,
Acacia, Macaranga) eher gering (Heil et al. 1998, 2004; Fischer et al. 2002; Kaltenbrunner pers.
Mitteilung). Fischer et al. (2002) ging davon aus, dass Pheidole bicornis moglicherweise aus
Proteinen, die in ausreichender Menge vorhanden sind, Zucker metabolisiert. Es ware aber auch
denkbar, dass die Pbs der jungen Blatter im Vergleich zu denen der Petioli eine hohere Menge an
Zucker aufweisen. Daflir spricht auch die Annahme, dass vor allem Arbeiterinnen die Pbs

konsumieren.

Zudem unterscheiden sich die frischen Pbs in ihrer Farbe auch leicht von den Fks der Petioli

(personliche Beobachtung). Wahrend die Fks eher triib und leicht milchig wirken, sind die Pbs der
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jungen Blatter transparenter. Die Transparenz konnte auch darauf zurlickzufiihren sein, dass die Pbs
der jungen Blatter moglicherweise mehr Wasser enthalten. Eine Analyse der Futterkdrperchen von
Acacia zeigte, dass der hohe Anteil von Wasser im Vergleich zu den Futterkérperchen von
Macaranga und Piper auf deren bevorzugten Standort auf ruderalen, sonnenexponierten Flachen
zuriickzufihren ist (Heil et al. 2004). Da es sich jedoch bei den Piper-Arten um Unterwuchspflanzen
handelt, die bevorzugt auf wasserreichem Untergrund wachsen, scheint dies, trotz der Exponiertheit
der jungen Blatter, vermutlich nur eine untergeordnete Rolle auf die Pbs-Zusammensetzung zu

spielen.

Fischer et al. (2002) argumentieren, dass die Piper-Pflanzen auch maoglicherweise vor Parasiten und
Herbivoren besser geschiitzt sind, wenn die Futterquelle (im Petiolus) versteckt ist, da Pearl bodies
auf der Pflanzenoberflache haufig auch andere Insekten anlocken. Dieser vermeintliche Vorteil kann
durch diese Arbeit wohl widerlegt werden. Falls die Pbs tatsachlich vermehrt Zucker enthalten,
wirde das sogar eine zuséatzliche Attraktivitat fir symbiosefremde Insekten darstellen (Heil et al.

1998) und mdgliche Symbioseparasiten anlocken.

Die Fks des Petiolus enthalten sehr hohe Mengen an Lipiden und Proteinen (2x mehr Lipide und 4x
mehr Proteine im Vergleich zu Macaranga), was die Produktion der Futterkdrperchen fir die Pflanze
sehr aufwendig macht (Fischer et al. 2002; Heil et al. 1998; Federle et al. 1997). Die Futterkérperchen
enthalten auch einen hoheren Anteil an Stickstoffen als etwa die Miillerschen Kérperchen von
Cecropia (Heil et al. 1998). Da aber auch die Produktion von Sekunddrmetaboliten sehr aufwendig ist,
scheint die Pflanze einen gréReren Nutzen davon zu haben, in die Ernahrung ihrer Ameisenpartner zu
investieren (Federle et al. 1997). Besonders deutlich zeigt sich das bei P. cenocladum, bei der die
Menge an Sekundarmetaboliten deutlich reduziert ist und dafiir mehr Aufwand in die Produktion der
Futterkorperchen gesteckt wird (Dyer et al. 2001). P. cenocladum wurde im Zuge dieser Arbeit nicht

naher untersucht, aber auch hier wiesen die GH-Pflanzen Pbs auf den jungen Blattern auf.

4.3 Duftstoffhypothese: Anlockung durch Duftstoffe

4.3.1 Duftstoffe als Ausloser des Patrouillier-Verhalten bei P. fimbriulatum

Das Patrouillier-Verhalten von Pheidole bicornis unterscheidet sich bei P. obliquum und P.
fimbriulatum in einigen Aspekten sehr stark voneinander. Wahrend bei P. obliguum die
Ameisenaktivitat im zweiten Blattstadium am hochsten war und dann kontinuierlich abnahm, war die
Anzahl der patrouillierenden Arbeiterinnen bei P. fimbriulatum relativ homogen und erst ab dem
vierten Blattstadium stieg sie zunachst leicht und im letzten Blattstadium dann signifikant an. Da

auch in den friheren Blattstadien die Ameisenanzahl deutlich Gber der der adulten Blatter lag (Vgl.
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Letourneau 1983), aber die Pb-Produktion bei P. fimbriulatum erst im vierten Blattstadium richtig
einsetzte, muss in den ersten drei anderen Stadien ein anderer Anreiz zum Patrouillieren anregen.
Die Vermutung liegt nahe, dass Pheidole bicornis in den friihen Blattstadien von P. fimbriulatum Uber
Duftstoffe angelockt wird, wie es auch bei einigen anderen Myrmekophyten der Fall ist (Brouat et al.
2000, Romero & lzzo 2004). Untersuchungen bei Leonardoxa africana zeigten, dass Ameisen, auch
ohne eine Belohnung zu erhalten auf den jungen Blattern ihrer Pflanzenpartner patrouillieren und
die Patrouillier-Aktivitat bei Leonardoxa africana mit einer konstanten Methylsalicylat-Freigabe der

Blatter korreliert ist (Brouat et al 2000).

Duftstoffe konnten somit auch bei P. fimbriulatum der Grund dafiir sein, warum erstens die jungen
Blatter ohne PB Produktion patrouilliert werden und zweitens die Ameisenaktivitdt in den friihen
Blattstadien relativ einheitlich ist. Drittens war bei P. fimbriulatum tber den Tagesverlauf hinweg die
Ameisenaktivitat relativ regelmaBig, wahrend bei P. obliquum in den Morgenstunden ein deutliches
Nachlassen der Ameisenaktivitdt zu erkennen war. Eine konstante Abgabe von Duftstoffen der
jungen Blatter von P. fimbriulatum kdnnte die regelmaRige Patrouillier-Aktivitat erklaren. Zudem
wird Leonardoxa africana auch nachts patrouilliert (Brouat et al 2000) und
Stichprobenuntersuchungen zeigten, dass dies bei P. fimbriulatum und bei P. obliquum ebenso der
Fall ist. Da auch P. obliquum nachts patrouilliert wird, scheint jedoch auch die Pbs-Produktion nicht

auf den Tag beschrankt zu sein.

Fiir Duftemissionen als Patrouillier-Ausloser bei P. fimbriulatum spricht auch, dass Pheidole bicornis
auf P. fimbriulatum an niederschlagsreichen Tagen deutlich weniger stark patrouillierte. Eine
mogliche Erklarung dafir koénnte sein, dass durch den starken Regen Duftsignale aus der
umgebenden Luft ausgewaschen werden kénnten und dadurch nicht mehr fir die Ameisen
wahrnehmbar sind. Moglicherweise konnte dadurch die deutlich verringerte Ameisenaktivitat erklart
werden. Auf jungen Blattern von P. obliquum hingegen gab es einen Anstieg der Patrouillier-Aktivitat
an niederschlagsreichen Tagen (Vgl. Kapitel 4.2.1: Patrouillier-Verhalten und Pearlbodies-
Produktion), da die Ameisen auf P. obliquum in allen Blattstadien von Pearl bodies auf die jungen

Blatter gelockt werden.

4.3.2 Duftstoffsammlung

Dass Pheidole bicornis auf Duftstoffe ihrer Wirtspflanze reagiert, ist schon langer bekannt (Mayer et
al. 2008). Bei der Verletzung des Stammes werden Duftstoffe, sogenannte VOCs (volatile organic
compounds — fliichtige organische Verbindungen), frei, die die Ameisen zum Rekrutieren anregen
(Mayer et al 2008). Die Reaktion von Ameisen auf Duftstofffreisetzung wurde auch schon bei vielen

anderen Ameisen-Pflanzen-Assoziationen beschrieben (Fiala & Maschwitz 1990; Agrawal & Dubin-
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Thaler 1999; Lapola et al. 2003; Bruna et al. 2004; Christianini & Machado 2004; Romero & lzzo
2004). Leider konnten die SPME-Fasern dieser Untersuchung nicht rechtzeitig ausgewertet werden
bzw. lieferten einige SPME-Fasern keine aussagekraftigen Ergebnisse. Bei Leonardoxa africana wurde
nachgewiesen, dass das Patrouillier-Verhalten der assoziierten Ameisen Petalomyrmex von
Duftstoffen ausgeldst wird. Die jungen Blatter des Myrmekophyten enthalten dabei eine héhere
Konzentration an Green-leaf-Volatiles, der Duftstoff, der fiir das Patrouillier-Verhalten verantwortlich
ist, ist Methylsalicylat (Brouat et al. 2000, Schatz et al. 2009). Methylsalicylat verhalt sich sehr dhnlich
zu Pheromonen, die die Ameisen in ihrer artspezifischen Kommunikation verwenden. Dieser
Signalstoff war bei Untersuchungen auch bei nahverwandten Nicht-Myrmekophyten zu finden,
jedoch in viel geringerer Konzentration (100x weniger stark konzentriert) enthalten. Es kann davon
ausgegangen werden, dass dieser Duftstoff zunachst vermutlich eine andere Funktion hatte und nun

zur Kommunikation mit dem Ameisenpartner dient (Brouat et al. 2000, Schatz et al. 2009).

Methylsalicylat war bei GC-MS Analysen weder im konstitutiven Duftprofil noch im Duftprofil nach
Verletzungen der adulten Blatter und den Stéangeln von myrmekophytischen Piper-Pflanzen zu finden
(S. Bartram, pers. Mitteilung). Einige Duftstoffe waren ausschlielllich nach einer Verletzung
dedektierbar, etwa R-Caryophyllen, Germacren D, a-Copaen und es ist anzunehmen, dass diese
Duftstoffe fur die Reaktion der Ameisen auf Verletzungen des Stangels und das Rekrutierverhalten
verantwortlich sind. Moéglicherweise sind in den jungen Blattern dhnliche Stoffe zu finden, die damit
ein Patrouillier-Verhalten auslésen. Damit hatte sich bei P. fimbriulatum eine andere Mdglichkeit
herausgebildet, um Ameisen auf die jungen Blatter zu locken und die fehlende Pbs-Produktion in den
frihen Blattstadien zu kompensieren. Untersuchungen bei Leonardoxa africana zeigten, dass ein
Extrakt aus den jungen Blattern mehr Ameisen anlockt als ein Extrakt aus den alten. Eine dhnliche
Untersuchung ware auch innerhalb der verschiedenen Piper-Arten und Blattentwicklungsphasen von
Interesse, um festzustellen, ob P. fimbriulatum tatsachlich Duftstoffe abgibt und wie Pheidole

bicornis darauf reagiert.

4.3.3 Verteilung der Olzellen

Einen Hinweis auf die Freigabe von Duftsignalen liefert der Aufbau der jungen Blatter. Anhand von
Blattquerschnitten konnte sowohl bei P. obliquum als auch bei P. fimbriulatum eine Schicht knapp
unter der Epidermis festgestellt werden, die fast durchgehend Olzellen aufweist. Diese Schicht stach
bereits bei den Toluidinblau-Farbungen durch die intensiv griine Farbung deutlich hervor, die fiir die
Anwesenheit von Terpenen spricht (Gerlach 1982). Ein anschlieBender Lipidnachweis mit Sudan-III-
Paraffin bestatigte, dass es sich dabei um fetthaltige Zellen handelt. Da Terpene die wichtigste

Gruppe der VOCs darstellen, kdnnten diese Olzellen also potentielle Duftstoffe enthalten. Auffallend
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an dieser Schicht ist, dass sie sich bei P. fimbriulatum im Laufe der Blattentwicklung sehr deutlich
verandert und die Olzellen immer geringer werden, was fiir eine Freigabe von Duftstoffen im Laufe
der Blattentwicklung sprechen konnte. Zudem befindet sich diese Schicht bei P. fimbriulatum eine
Zellreihe weiter oben, also ndher an der Epidermis als bei P. obliquum, was die Freigabe von

Inhaltsstoffen moglicherweise erleichtern kdnnte.

Terpene, die auch in dtherischen Olen sehr hiufig vertreten sind, sind sehr oft in Olzellen zu finden
(Nultsch 2000). Abgegeben werden die Inhaltsstoffe von Olzellen hiufig (iber Driisenhaare, die auch
der Verteilung von Duftstoffen dienen (Nultsch 2000). Eine besonders dichte Behaarung ist auch bei
P. fimbriulatum zu finden und einige Fotoaufnahmen deuten darauf hin, dass diese Trichome auch
mit Flissigkeit gefillt sind. Die Trichome befinden sich aber Gberwiegend auf der Blattunterseite, im

Gegensatz zu den Olzellen, was gegen die Abgabe (iber die Driisenhaare spricht.

Auch in den jungen Blattern von P. obliquum sind solche Olzellen angelegt, sie werden aber im Laufe
der Blattentwicklung nicht weniger, sondern differenzieren sich nur aus. Da aber Pheidole bicornis
durch PBs auf die jungen Blatter gelockt wird und auch nicht auf die Zerstérung junger Blatter
reagiert (Mayer et al. 2008), bleibt der Nutzen der Olzellen bei P. obliquum im Moment noch unklar.
Es ware aber sicherlich sinnvoll, auch bei den jungen Blattern von P. obliguum eine weitere

Duftstoffsammlung und —analyse durchzufiihren.
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5 Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung

Da die Abwehr von Fressfeinden im tropischen Regenwald fiir Pflanzen eine existentielle
Notwendigkeit darstellt und vor allem die jungen Blatter die kostbarsten und gleichzeitig aber auch
herbivorie-anfilligsten Teile einer Pflanze sind, haben sich unterschiedlichste Mechanismen
entwickelt, um potentielle Fressfeinde zu bekampfen und fernzuhalten. Pheidole bicornis schiitzt ihre
Wirtspflanzen, myrmekophytische Piper-Arten, durch zwei unterschiedliche Mechanismen. Bei der
ersten Strategie handelt es sich um einen induzierbaren Abwehrmechanismus: Bei Stammverletzung
gibt die Pflanze Duftstoffe frei, die die Ameisen zum Rekrutieren auffordern und zur Bekampfung des
Schadlings fihren. Bei der zweiten Strategie handelt es sich um einen konstitutiven
Abwehrmechanismus. Die jungen Blatter von P. fimbriulatum und P. obliquum werden regelmaRig

patrouilliert, was einen enormen Vorteil fiir die Fitness der jungen Blatter darstellt.

Hauptaugenmerk dieser Untersuchung war, festzustellen, wodurch das Patrouillier-Verhalten auf den
jungen Blattern ausgelost wird. Im Vergleich zu anderen Myrmekophyten, deren Ameisen ein
Patrouillier-Verhalten auf den jungen Blattern zeigen, ergeben sich zwei Moglichkeiten. Der
Ameisenpartner wird entweder durch Nahrung angelockt, die von der Wirtspflanze produziert wird,

oder die jungen Blatter geben Duftstoffe frei, die die Ameisen zum Patrouillieren anregen.

Im Zuge dieser Untersuchung konnten erstmals Pearl bodies auf den jungen Blattern von P. obliquum
und P. fimbriulatum nachgewiesen werden. Die Korrelation von Ameisenanzahl und Pbs-Anzahl auf
den jungen Blattern sowie der signifikante Unterschied in der Ameisenaktivitat zwischen jungen
Blattern mit Pbs und ohne Pbs weisen darauf hin, dass das Patrouillier-Verhalten von Pheidole
bicornis auf P. obliquum und in den spateren Stadien auch bei P. fimbriulatum von den Pbs ausgelost
wird. Ein weiterer Beweis ist bei P. fimbriulatum der deutliche Anstieg der Patrouillier-Aktivitat ab

dem Zeitpunkt der einsetzenden Pbs-Produktion.

Dass die Pearl bodies der jungen Blatter wohl als Nahrungsquelle dienen, wurde durch deren
anatomische Ahnlichkeit mit den Futterkérperchen des Petiolus und mikrochemische Tests gezeigt.
Es wird vermutet, dass die Pbs eine zusatzliche Kohlenhydratquelle fiir die patrouillierenden

Arbeiterinnen darstellen konnten, da der Kohlenhydratanteil in den Fks des Petiolus sehr gering ist.

Fischer et al. (2002) geht in ihrer Untersuchung davon aus, dass die Futterkdrperchen im Petiolus die

einzige Nahrungsquelle der Ameisen darstellen. Durch die Entdeckung der Pearl bodies auf den
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jungen Blattern konnte diese Annahme widerlegt werden. P. obliquum und P. fimbriulatum bieten fir
Pheidole bicornis also zwei unterschiedliche Nahrstoffquellen an, was fir ein duales System, das auch

bei vielen anderen Myrmekophyten vorkommt, spricht.

Da P. fimbriulatum auch in den ersten drei Blattstadien patrouilliert wird, obwohl keine Pearl bodies
angeboten werden, liegt die Annahme nahe, dass Duftstoffe dieses Verhalten induzieren. Zudem
konnte durch Blattquerschnitte eine Schicht mit Olzellen festgestellt werden, die sich bei P.
fimbriulatum im Laufe der Blattentwicklung sukzessive auflosen. Falls diese Zellen Duftstoffe
enthalten, koénnten sie moglicherweise (ber die zahlreichen Trichome von P. fimbriulatum,
abgegeben werden. Dass Pheidole bicornis auf Duftsignale ihrer Wirtspflanze reagiert, konnte bereits

anhand einiger Untersuchungen festgestellt werden (Mayer et al 2008).

Die Ergebnisse dieser Untersuchung lassen vermuten, dass sowohl Pearl bodies als auch Duftstoffe
das Patrouillier-Verhalten auf den jungen Blattern von P. fimbriulatum und P. obliquum auslsen.
Wahrend P. obliquum den Ameisenpartner vermutlich ausschliefRlich Gber Pearl bodies anlockt,
scheinen bei P. fimbriulatum in den friiheren Blattstadien zuerst Duftstoffe ausschlaggebend fiir das
Patrouillier-Verhalten zu sein, wahrend Pearl bodies die Arbeiterinnen in den letzten beiden

Blattstadien anlocken.

Schlisselbegriffe: Piper obliquum, Piper fimbriulatum, Pheidole bicornis, Patrouillier-Verhalten, junge

Blatter, Pearl bodies, Duftstoffe (VOCs)

5.2 Abstract

The defense of herbivores in the tropical rainforest is an existantial necessity for plants. The most
valuable and the most vulnerable parts of a plant are the young leaves. Therefore, plants developed
different mechanisms to combat and repel potential predators. Myrmecophytic Piper species, for
example, live with the ants Pheidole bicornis which protect them, by two different mechanisms. The
first strategy is an inducible mechanism of defence: By hurting the stem the plant emits VOCs
(volatile organic compounds) that prompt the ants to recruit and defence the herbivore. The second
strategy is a constitutive defence mechanism. The young leaves of P. obliquum and P. fimbriulatum

are patrolled regularly, which is a tremendous advantage for the health of the young leaves.
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The main focus of this study was to discover, how the patrol activity on the young leaves is triggered.
In ant-plants, there are usually two possibilities to motivate the ant partner to patrol the young

leaves: either by food (extrafloral nectar) or by scent (VOCs) which is emited. .

During this investigation Pearl bodies were discovered on the young leaves of P. obliquum and P.
fimbriulatum for the first time. The correlation of numbers of ants and numbers of Pearl bodies on
the young leaf, as well as the difference in ant-activity between young leaves with Pearl bodies and
without Pearl bodies indicate that the patrolling behavior of Pheidole bicornis on P. obliquum is
triggered by the Pearl bodies. In P. fimbriulatum, Pearl body production starts in later stages of the
young leaf. The significant increase in patrolling activity as soon as the young leaves of P.
fimbriulatum start producing Pearl bodies is also evidence for the assumption, that Pearl bodies are
the trigger. It is assumed that those Pearl bodies could be an additional source of carbohydrates for

patrolling workers as the content of carbohydrates in the food bodies from the petiole is rather low.

Fischer et al. (2002) assumed that the food bodies from the petiole represent the sole source of
nutrition for the ants. The discovery of the Pearl bodies on the young leaves disproves this theory. P.
obliquum and P. fimbriulatum offer their ant partner Pheidole bicornis two different sources of food,

which argues for a dual system that is also found in many other myrmecophytes.

As P. fimbriulatum is patrolled during the first three leaf stages, though no Pearl bodies are offered, it
is assumed that VOCs might induce this behavior. In cross sections of young leaves a layer with oil
cells was found close to the surface that dissolves in the course of leaf development. These cells
might contain volatile terpenes and sesquiterpenes which may emit. Due to other investigations it is
already known that Pheidole bicornis ants respond to terpene and sesquiterpene signals of their host

plants (Mayer et al. 2008).

The results of this study suggest that both Pearl bodies and VOCs trigger the patrol activity on young
leaves of P. obliqguum und P. fimbriulatum. While P. obliquum attracts ants partners probably
exclusively via Pearl bodies, young leaves of P. fimbriulatum might emit VOCs in the first stages of
leaf development that motivate the ants to patrol and attract the workers with Pearl bodies in the

last two leaf stages.

Keywords: Piper obliquum, Piper fimbriulatum, Pheidole bicornis, patrol activity, young leaves, pearl
bodies, VOCs
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