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1 Einleitung

Interaktionen zwischen Pflanzen und Ameisen sind mannigfaltig und bieten zahlreiche Beispiele fir
Symbiosen (Bronstein et al. 2006, Rico-Gray & Oliveira 2007, Mayer et al. 2014). Die Bandbreite
reicht von opportunistischen und fakultativen Interaktionen bis hin zu obligaten Ameisen-Pflanzen-
Assoziationen. Ameisen verbreiten fir Pflanzen Samen und erhalten als Gegenleistung die
lipidreichen Anhéngsel der Samen, sogenannte Elaiosomen (Fischer et al. 2008), oder schiitzen
Pflanzen vor Herbivorie (Heil & McKey 2003, Heil 2008, Mayer et al. 2014). Wahrend fakultative
Assoziationen auch in gemaRigten Breiten moglich sind, beschrdanken sich obligate Ameisen-Pflanzen
Assoziationen auf den tropischen und subtropischen Raum (Davidson & McKey 1993). Die Vorteile
einer obligaten Assoziation fir Pflanze und Ameisen sind divers. Ameisen schiitzen die Pflanzen etwa
vor Herbivoren, sdubern diese von Pilzpathogenen oder entfernen rankende Pflanzen (Janzen 1966,
Schupp 1986, Vasconcelos 1991, Gaume et al. 1997, Fischer et al. 2002). Stellenweise versorgen die
Ameisen die Symbiosepartner sogar mit Nahrstoffen (Sagers et al. 2000; Fischer et al. 2003;
Gegenbauer et al. 2012). Im Gegenzug wird den Ameisen von der Pflanze oft Wohnraum, der als
Domatium bezeichnet wird, zur Verfliigung gestellt. Die Domatien der myrmekophytischen Pflanzen
werden von den unterschiedlichsten Pflanzenorganen, seien es der Petiolus und ausgehdlte Stamme
wie bei Piper (Fischer et al. 2002), hohle Nebenblattdornen wie bei Acacia (Heil et al. 2004) oder die
hohlen Stdmme und Aste bei Cecropia (Davidson & Fisher 1991) gebildet. Zudem bieten die Pflanzen
den Symbiosepartnern oft auch Nahrung in Form von extrafloralem Nektar (EFN) oder

Futterkdrperchen (Mayer et al. 2014).

Die Interaktion zwischen Cecropia (Urticaceae) und Azteca (Formicidae, Dolichoderinae), die im
Fokus dieser Untersuchung steht, ist eine der bekanntesten und am intensivsten untersuchten in den
Neotropen (Bronstein et al. 2006, Valverde & Hanson 2011). Cecropia ist eine sehr haufige
Pionierpflanze, die nicht nur in Lichtungen im primadren Regenwald sondern auch in Plantagen,
Weiden, Garten und entlang von StraRen verbreitet ist. Ein groBer Teil der Cecropia-Arten wird von
Ameisen der Gattung Azteca besiedelt. Die Assoziation mit den Azteca-Ameisen ist schon seit tber
100 Jahren bekannt, wobei allerdings in ersten Beschreibungen die symbiontische Natur der
Interaktion noch stark in Frage gestellt wurde (,,Die Cecropia bedarf zu ihrem Gedeihen der Azteca-
Ameisen so wenig, wie der Hund der Flohe.” von lhering 1907). Tatsdchlich sind aber die
Anpassungen der Pflanze an ihren Symbiosepartner vielfiltig. Die Azteca-Ameisen leben in den
hohlen Internodien des Stammes und spater auch in den Asten von Cecropia. Die Pflanze weist in
jedem Internodium eine Stelle, das Prostoma, auf, in der Leitblindel fehlen und das Gewebe

schwacher ausgepragt ist. Diese Stelle wird von den Ameisen durchbrochen und als Zugang zum



Domatium benutzt (Longino 1991). Zudem produziert Cecropia Futterkdrperchen. Neben kleinen
Pearl bodies auf den Blattern werden vor allem die sogenannten Miiller‘’schen Kdrperchen (MKs)
gebildet. Die MKs werden an der Basis des Petiolus von einer kielformigen Struktur, dem Trichilium,

das mit Trichomen bedeckt ist, produziert (Rickson 1976).

Die Genese und Zusammensetzung dieser MKs bilden einen zentralen Schwerpunkt der vorliegenden
Arbeit. Obwohl die Anatomie der Trichilien bereits untersucht wurde (Rickson 1976, Bischof et al.
2013), bestehen noch ungekldrte Fragen; besonders die Funktion des, das gesamte Trichilium
liberziehenden, Trichompolsters wurde bisher kaum thematisiert. Zudem lag der Schwerpunkt der
bisherigen Untersuchungen zur chemischen Zusammensetzung bisher auf den Kohlenhydraten.
Weiters wurde nicht untersucht, inwieweit sich die MKs unterschiedlicher Cecropia-Arten

unterscheiden.

Vor kurzem wurde auerdem ein zuséatzlicher Partner in der Cecropia/Azteca Assoziation gefunden:
Pilze der Ordnung Chaetothyriales (Ascomyceten), auch als >schwarze Hefe< bezeichnet. Auch in
anderen Ameisen-Pflanzen wurden solche Pilze gefunden. Die Ameisen kultivieren sie in
>Pilzpatches< (Defossez et al. 2009, Voglmayr et al. 2011, Blatrix et al. 2013). Da zudem kdirzlich
nachgewiesen werden konnte, dass der Pilz bei anderen Ameisen-Pflanzen-Assoziationen an die
Larven verfuttert wird (Blatrix et al. 2013), stellt sich die Frage, ob der Pilzpatch fur Azteca ebenfalls
Nahrung sein kénnte. Uberraschenderweise wurden unlingst MKs dokumentiert, die auf dem
Pilzpatch lagen und von Hyphen durchdrungen waren (Mayer, personliche Mitteilung). Die
Inhaltstoffe des Pilzpatchs und welche Rolle er in der Azteca-Cecropia-Assoziation einnimmt, sind

jedoch bisher noch nicht bekannt.

Verschiedene Entwicklungsstadien der Ameisen haben oft unterschiedliche Nahrstoffanspriiche.
Wahrend Arbeiterinnen etwa vor allem Kohlenhydrate benétigen, sind flir heranwachsende Larven
etwa Proteine von groRerer Bedeutung (Howard & Tschinkel 1981, Echols 1966, Heil et al. 1998,
Fischer et al. 2002). Das Metabolitspektrum (also etwa l6sliche Aminosiuren, Kohlenhydrate,

Fettsduren und Sterole) von Azteca wurde bisher jedoch noch nicht untersucht.

Das Anliegen dieser Untersuchung bestand somit darin, anatomisch die Entwicklung der Miiller‘schen
Kérperchen zu dokumentieren und mit einem metabolomischen Ansatz zu kldren (1) welche
Inhaltsstoffe  die MKs verschiedener Cecropia-Arten aufweisen, (2) fiur welches
Insektenentwicklungsstadium die MKs ein geeignetes Nahrstoffangebot bieten, (3) ob auch der
Pilzpatch als Nahrung dienen und bei MK Knappheit als MK Substitution verwendet werden kénnte,

und (4) welche Funktion die Trichome der MKs haben.
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Um die Fragestellungen zu Uberpriifen wurden in der vorliegenden Arbeit umfassende anatomische
Untersuchungen (Binokular, Lichtmikroskopie, Computertomographie) durchgefiihrt. Um die Anlage
und Pflege des Pilzpatches zu untersuchen, wurden mittels Endoskop Videoaufnahmen im Inneren
frisch besiedelter Domatien gemacht. Um Riickschliisse auf die Zusammensetzung der Gewebe und
mogliche Nahrstoffflliisse ziehen zu kénnen wurde schlieRlich eine umfangreiche Metabolomics-
Analyse von vier unterschiedlichen Pflanzen Gewebetypen (MKs, Pilzpatch, Trichome, Trichilium) und
von MKs dreier Cecropia-Arten (C. insignis, C. obtusifolia, C. peltata) durchgefiihrt. AuBerdem wurde
das Metabolitspektrum von Arbeiterinnen, Larven, Puppen, Geschlechtstiere der symbiontischen

Azteca sp.- Arten untersucht.
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2 Methoden

2.1 Morphologisch-Anatomische Untersuchung

Es wurden Trichilienproben von Cecropia insignis im Unterwuchs einer Olpalmenplantage in der
Nachbarschaft der Tropenstation La Gamba (N 8°42"61', W 83°12'97"; Seehdhe: 70m, jahrliche
Niederschlagsmenge: 6000mm) genommen, die verschiedenes Alter aufwiesen. Beide befanden sich
allerdings in einem Stadium in dem MKs produziert werden. Zudem wurde in derselben Plantage eine
Trichilienproben von einer ca. 1,70m hohen C. cf. peltata genommen. Die Proben wurden in FAA
(Formaldehyd, Essigsaure und Alkohol) fixiert, in Wien in 70% Alkohol tGberfiihrt und in dieser Lésung
bis fir weitere Untersuchungen gelagert. Die Analysen der Proben von C. cf. Peltata erfolgte mittels
Binokular und Computertomographie (Binokular-Untersuchungen, CT-Untersuchungen). Von den

Proben von C. insignis wurden Schnitte angefertigt (LM-Untersuchungen).

2.1.1 Binokular-Untersuchungen

Zwei Trichilien-Proben wurden Kritisch-Punkt getrocknet (CP Autosamdri-815) und anschlieBend mit
dem Binokular [Olympus SZH10 research stereo] untersucht und fotografiert (Nikon DS-FI1). Die
Aufnahmen (Binokular-Untersuchungen/ LM-Untersuchungen/ CT-Untersuchungen) wurden

teilweise mit dem Programm Gimp 2.810 (Gimp Delevopment Team) nachbearbeitet.

2.1.2 CT-Untersuchungen

Eine Probe von C. cf. peltata wurde in einer aufsteigenden Alkoholserie entwdssert (80%, 90%, 96%),
mit einer Wasserstrahlvakuumpumpe entliftet und schlieBlich in FAA + 1% PTA
(Wolframphosphorsaure) Uberfihrt und fir 14 Tage infiltriert. Die Infiltration mit Wismut
kontrastierte die MKs nicht, weshalb die damit behandelte Probe nicht computertomographisch

erfasst wurde. Die Probe wurde anschlieBend Kritisch-Punkt getrocknet (CPAutosamdri-815)

Gescannt wurde mit dem XRadia MicroXCT-200-System, wobei der Scan mit einem 1x und einem
10x-Objektiv durchgefihrt wurde. Fir die Rekonstruktion des Bildstapels wurde die Software
XMReconstructor 8.1.6599 (XRadia Inc.) verwendet. Flr das 3D-Rendering wurde Amira (Build 006-
Sellb; Konrad-Zuse Zentrum Berlin (ZIB) & Visage Imaging Inc.) verwendet, wobei durch die
verschiedenen Graustufenwerte Gewebe identifiziert und unterschiedlich eingefarbt werden
konnten. Bei der Bearbeitung wurde besonders auf die Verteilung der MKs, den Aufbau der
Leitblindel und die Trichomtypen geachtet. Der Scan und die Bearbeitung der Bilder wurden von

Susanne Pamperl durchgefiihrt.
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2.1.3 LM-Untersuchungen

Nach mehrfacher Entliftung und Entwdasserung wurden die Proben in Technovit 7100 Harter |
(HeraeusKulzert) tberfiihrt und mehrere Wochen im Kiihlschrank infiltriert und anschlieBend in
Technovit7100 Harter Il (HeraeusKulzert) eingebettet. Mit einem Mikrotom wurden 7um dicke

Langsschnitte angefertigt.

Die Schnitte wurden anschlieBend mit 0,5% Toluidinblau (bzw. Rutheniumrot) gefarbt und mit
Entellan eingedeckelt. Die Querschnitte wurden mit einem Lichtmikroskop (Olympus BX 50)

untersucht und fotografiert (Nikon DS-FI1).

Um die Genese der MKs besser zu dokumentieren, wurde die Entwicklung in verschiedene Stadien
untergliedert. Basierend auf Rickson‘s (1976) lichtmikroskopischen Untersuchungen zur Entwicklung
der MKs wurden Kategorien zur Dokumentation der Entwicklungsschritte festgelegt. Da das Losldsen

der MKs vom Trichilium genauer untersucht werden sollte, wurde ein zusatzlicher

Entwicklungsschritt definiert (Tab. 1).

Tabelle 1. Die Einteilung der Entwicklung eines Trichiliums in Stadien in Anlehnung an Rickson (1976). Stadium
5 wurde neu hinzugefiigt. Die GroRenangaben beziehen sich auf Lange und Breite der MKs

Stadium 1

Stadium 2

Stadium 3

Stadium 4

Stadium 5

sehr klein, um die
10um, wenige Zellen

(ca. 4) noch keine

klein, deutlich unter
100um, wenige Zellen

(ca. 10) leichte Wolbung

deutlich kleiner als
Stadium 4 bzw. 5;

vielzellig, noch deutlich

relativ groB,
verschmalerte Basis,

jedoch noch verbunden

volle GréRe erreicht,
losgeldst, Glykogen-

Einlagerungen (Bischof

Wodlbung, lediglich der Epidermis in Gewebe eingebettet mit Gewebe, et al. 2013)
Zellkollektiv

10-20umLénge/ 20umlLénge/ 100umLénge/ 500umLénge/ 700umlLénge/
10-20umBreite 20umBreite 100umBreite 400umBreite 500um Breite

2.2 Ethologische Untersuchung

Es wurde versucht, durch Beobachtung zu tberpriifen, ob von den Ameisen bzw. Kéniginnen MKs

oder anderes Pflanzenmaterial auf die Pilzpatches aufgetragen werden.

Mit einer sehr lichtempfindlichen Kamera (Canon Eos 5D Mark IlI) und einem Endoskop (Fa. Karl Storz
GmbH) wurde die Aktivitat in gerade besiedelten Domatien aufgezeichnet. Als Lichtquelle wurde eine
eigens konzipierte Apparatur verwendet. Da deren Leuchtkraft nicht ausreichte, wurde die
Beleuchtung mittels starker Taschenlampen verstarkt (Fig. 8A). Durch die Beleuchtungsapparatur
wurde das Domatium indirekt beleuchtet und es konnte auf direkte, fiir die Ameisen stdrende

Beleuchtung, die Gber das Endoskop geleitet wird, verzichtet werden.
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Mit dieser Methode wurden Versuchspflanzen an drei unterschiedlichen Standorten (SchotterstraRe,
Garten, Regenwaldlichtung) untersucht, wobei darauf geachtet wurde, dass sich die Pflanzen in
einem sehr frithen Stadium der Besiedlung befanden. Wie sich gezeigt hat, ist ein angebohrtes und
dann wieder verschlossenes Prostoma ein gutes Indiz fir eine vor kurzem erfolgte Neubesiedlung.

Stellenweise wurden auch groRere Kolonien untersucht.

Die Pflanze wurde anschliefend an einer nicht-verholzten Stelle (im untersuchten juvenilen Stadium
ist meist die gesamte Pflanze noch nicht verholzt) mit einem manuellen Handbohrer vorsichtig
angebohrt. In das entstandene Loch wurde vorsichtig im passenden Winkel das Endoskop eingefiihrt
und anschlieRend die Beleuchtungsapparaturen platziert (Fig. 8B). Da dieser Eingriff eine Stérung
darstellt, wurde meist ca. 15min gewartet, bis sich die Ameisen wieder beruhigt hatten, bevor gefilmt
wurde. Beim Filmen wurde das Endoskop (meist) nicht mehr bewegt. Gefilmt wurde zwischen 30 und

60 Minuten mit der lichtempfindlichsten Einstelloption (ISO 6.400).

2.3 Analyse der Metabolite

2.3.1 Sammeln der Proben

2.3.1.1 Sammelorte

Untersucht wurden Pflanzen (C. obtusifolia, C. peltata, C. insignis) und Ameisen (Azteca sp.) in der
Umgebung der Tropenstation La Gamba. Um eine groRRe Menge an MKs zu lukrieren, wurde an vielen
unterschiedlichen Standorten zu verschiedenen Tageszeiten gesammelt. Proben wurden im Zeitraum

Anfang September bis Anfang Oktober 2013 genommen.

Ein groBer Teil der MKs wurde auf dem Gebiet der Finca Amable geerntet. Dabei handelt es sich um
die Flache eines Wiederaufforstungsprojekts. Die von Ameisen nicht besiedelten Cecropia
Erntepflanzen (n=6) waren allesamt entlang eines Bewasserungsgrabens angeordnet, meist zwischen

zwei und drei Metern hoch und zudem, mit einer Ausnahme, sehr sonnenexponiert.

Zudem wurden MKs auf unbesiedelten Cecropien in einer Olbaumplantage in der Nachbarschaft der

Tropenstation abgesammelt (n=3).

Des Weiteren wurden im Garten der Forschungsanlage Trichilien bewohnter Cecropia-Pflanzen (n=3)
mit Tangle-Trap geschiltzt und wiederholt abgesammelt. Bei Tangle Trap (CONTECH) handelt es sich
um eine sehr klebrige Masse, die die Exklusion der Ameisen gewahrleistet. Beim groRziigigen
Auftragen der Masse rund um die Trichilien wurde versucht die Trichilien von Tangle-Trap

freizuhalten. Da mitunter beobachtet wurde, wie die Ameisen mit Partikeln und toten Arbeiterinnen
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Briicken zu den Trichilien errichteten, wurde die Barriere mit Tangle-Trap mehrfach erneuert.
Generell wurde der GrofSteil der (auch unbewohnten) Cecropia-Pflanzen in irgendeiner Weise mit

Tangle-Trap geschiitzt, um das Abernten der Trichilien durch flugunfahige Insekten zu verhindern.

Eine Probe stammt aus einer Aufsammlung im Juni 2013 aus Monteverde. Zudem wurden auch
Proben eines Individuums in Wien im Glashaus (Rennweg 14, Institute of Botany and Botanical
Garten) genommen. Da die MKs der Pflanze von niemandem geerntet wurden, konnte eine grol3e
Menge an MKs gleichzeitig gesammelt werden. Anstatt wie Ublich mit der Prapariernadel wurden die
MKs allerdings mit Hilfe von Trichtern aus Filterpapier von den Trichomen heruntergeschittelt.

Vertrocknete MKs und Verunreinigungen wurden anschlieRend mit einer Pinzette entfernt.

2.3.1.2 Sammeln der MKs

Die frischen MKs wurden einzeln mit einer Prapariernadel abgesammelt, wobei darauf geachtet
wurde, dass nur frische, also weils gefarbte MKs entfernt wurden, wahrend bereits langere am
Trichilium présentierte, ausgetrocknete MKs (brdunliche Farbung) nicht geerntet wurden. Zudem
wurden mitunter auch MKs, die sich deutlich unter dem Trichompolster abzeichneten, mit der

Prapariernadel herausgelost, wobei darauf geachtet wurde, keine Trichome mit einzusammeln.

Um die noétige Menge fir die chemische Analyse zu sammeln, wurden stets alle erreichbaren
Trichilien abgeerntet. Der Plan, die unterschiedlich alten Trichilien einzeln einzusammeln, wurde
aufgrund des geringen Trockengewichts der MKs verworfen. Die einzige Ausnahme bildet die Pflanze
im Glashaus des Botanischen Gartens der Universitat Wien, deren Trichilien in verschiedene

Altersstufen unterteilt und abgesammelt wurden.

Gesammelt wurde in Eppendorfgefdlle (=Epis), die mit Watte verschlossen und spatestens nach 20
Minuten Sammeln in Silikagel aufbewahrt wurden, um Verfdlschung durch enzymatische

Abbauprozesse zu vermindern.

Die MKs wurden nach dem Ricktransport (meist nach etwa 5 Stunden) in die Tropenstation La
Gamba in der Mikrowelle bei hochster Temperaturstufe fiir 30 Sekunden erhitzt. Dieser Schritt
wurde durchgefiihrt, um weitere Enzymaktivitdt zu unterbinden. AnschlieBend wurden die
geoffneten, lediglich mit Watte verschlossenen Epis im Trockenschrank der Station bei ca. 35°C bis
zum Heimtransport gelagert und in Wien bis zur Extraktion verschlossen aufbewahrt. Die im Glashaus
gesammelten MKs wurden nicht mit der Mikrowelle behandelt, sondern sofort in den

Trockenschrank Giberfuhrt.
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Auch die abgeschnittenen Aste, die zum Sammeln von Insekten und Pilzpatches herangezogen
wurden, (Vgl.: Kapitel 2.3.1.4: Ernte restlicher Gewebe), wurden mit Tangle-Trap behandelt,
aufgehangt und die MKs nach einer Nacht abgeerntet. Durch das einmalige Absammeln lediglich
eines Astes konnte allerdings nur ein Bruchteil des Frischgewichts der anderen MK-Proben erreicht
werden. Um eine Vergleichbarkeit mit den Insektenproben derselben Pflanze zu gewahren, wurden

aber auch diese Proben fiir die Untersuchung ausgewahilt.

Als problematisch stellte sich heraus, dass viele Pflanzen zwar MKs aufwiesen, aber nur ein Bruchteil
der angestrebten 10mg Trockengewicht gesammelt werden konnte. Ein Grof3teil der Proben wurde
daher gepoolt und fir Labortestldufe (Extraktion/Derivation/Analyse) verwendet. Bei der Auswahl
der Proben fiir die Analyse wurde darauf geachtet, dass alle drei in La Gamba vorkommenden
Cecropia-Arten reprasentiert waren (Longino 2010). Untersucht wurden die MKs von drei Individuen

von C. insignis, funf Individuen von C. obtusifolia und sechs Individuen von C. peltata.

2.3.1.3 Bestimmung von Cecropia

Zur Bestimmung der Cecropia-Pflanzen wurden jeweils Fotos der Ober- und Unterseite, der Blatter,
des Mittelsegments, des Zentrums der Blattnervatur, des Habitus, des Petiolus, der Krone, des
Stipulus, eines jungen und eines alten Trichiliums, des Stammes und gegebenenfalls der
Infloreszenzen gemacht. In La Gamba gibt es drei Cecropia-Arten (C. peltata, C. insingnis und C.
obtusifolia) (Longino 2010). Basierend auf dem Bestimmungsschliissel von Berg et al. (2005) wurde
die Bestimmung auf Artniveau durchgefiihrt. Bei den infloreszenztragenden, ausgewachsenen
Bdaumen konnte die Bestimmung einfach und definitiv durchgefiihrt werden. Da junge Cecropia-
Pflanzen einer Art in vielen Bereichen sehr variantenreich ausgebildet sind (etwa sehr
unterschiedliche Lappenanzahl der Blatter einer Art), erwies sich die Bestimmung der juvenilen
Pflanzen, die fiir die Untersuchung der MKs herangezogen wurden, als schwierig. Die Bestimmung

auf Art-Niveau konnte dennoch mit relativer Sicherheit bei allen Pflanzen vorgenommen werden.

2.3.1.4 Ernte restlicher Gewebe

Fir die Untersuchung der Insekten- und Pilzpatchgewebe wurden ausgewachsene Cecropia-Baume,
die eine voll entwickelte Infloreszenz aufwiesen, was die Bestimmung erleichtern sollte, gesucht. Die
Untersuchungsbdaume befanden sich im Garten der Station bzw. an StraBenrdndern in der
Umgebung. Mit einer Baumschere mit Teleskopstange wurden je zwei Aste der Biume
abgeschnitten. Geschnitten wurden Aste, die Infloreszenzen aufwiesen und relativ gut zu erreichen
waren (in 3 bis 6 Metern Hohe). Es wurde versucht die Aste moglichst nahe beim Baumstamm zu

schneiden, um so den Ast in seiner vollen Lange untersuchen zu kdnnen.

16



Im Laufe der Untersuchung kristallisierte sich eine Methode heraus, die am besten garantierte, dass
die Ameisen nicht mit dem Abtransport der Brut oder gar mit dem Abwandern der Kolonie auf den
starken Eingriff reagierten: Die Aste wurden méglichst bald nach der Riickkehr ins Labor in
unterarmlange Stlicke gehackt, sofort in luftdichte Plastikbehalter verpackt und fiir einige Stunden in
die Tiefklhltruhe (ca. -18 °C) gelegt. So wurden die Ameisen betdubt und konnten auch spéter viel

leichter abgesammelt werden.

AnschlieBend wurden die Aste mit einer Machete oder einem Messer geédffnet und rasch die
betdubten Ameisen mit einer Pinzette gesammelt. Bedauerlicherweise mussten die Ameisen fir die
Untersuchung getotet werden. Pro Ast wurde versucht um die 30 Ameisen zu sammeln. Zusatzlich
wurden ca. 10 Arbeiterinnen zur Artbestimmung in 96% Alkohol konserviert. Neben den
Arbeiterinnen wurden, falls vorhanden, noch eingesammelt: gefliigelte Geschlechtstiere, Puppen,
Larven, von den Ameisen gehaltene Coccoidea, wobei letztere leider nur in sehr geringen Mengen
gesammelt werden konnten und deshalb in der Analyse nicht bericksichtig wurden. Des Weiteren
wurden Proben des Pilzpatches vorsichtig aus den Domatien gekratzt. Trichiliumproben wurden
generell von jeder Pflanze, von der MKs abgesammelt wurden, entnommen und zwar jeweils Proben
eines jungen und eines alten Trichiliums. Die aufgenommenen Latex- und Stielproben konnten in der

Analyse ebenso nicht beriicksichtigt werden.

Auch diese Proben wurden mit Watte verschlossen und im Trockenschrank bei 35°C getrocknet. In
Wien wurden die getrockneten Gewebe gegebenenfalls von Wattepartikeln gereinigt. Zudem wurden
die Trichilienproben bearbeitet: Mit einer Pinzette wurden die Trichome von den Trichilien gerupft,
um sie separat zu untersuchen. Dabei wurde versucht moéglichst wenige MKs mit in die Probe zu
nehmen. Aufgrund der teilweise sehr geringen GroRe junger MKs (Vgl. Kapitel 3.1.1: Anatomie,
Morphologie und Entwicklung der Miller’schen Kérperchen) gelang das mitunter sicherlich nicht zur
Ganze. Dennoch wurde die Trennung vorgenommen, um so unterschiedliche Tendenzen in der
Zusammensetzung des Trichiliums (mit Trichiliumgewebe, Trichomen, MKs) und der Trichome

auszumachen.

2.3.2 Laboruntersuchungen der Proben

2.3.2.1 Methodenfindung zur Analyse aller Gewebe

Am Department for Molecular Systems Biology (University of Vienna) wurden unterschiedliche
Methoden erprobt, um die beste Analysetechnik zu eruieren. Um Ergebnisse zu erzielen, die einen
Vergleich mit den Inhaltsstoffen der Futterkdrperchen anderer myrmekophytischer Pflanzen zulassen

wirden, wurden Voruntersuchungen mit dem Protokoll von Fischer et al. (2002) gemacht.
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Mehrere Probeversuchsgiange zeigten jedoch, dass diese Methode bei geringer Probenmenge (10mg)
schwer umsetzbar ist. Daher wurde ein Standard-Protokoll des Departments for Molecular Systems
Biology ausgewahlt. Die Analyse war damit einfacher durchzufiihren, weniger fehleranfallig und
fihrte zudem zu umfangreicheren Resultaten. Die Analyse (Extraktion, Derivatisation, GC-MS-

Messung, Analyse mit Chromatoff) erfolgte leicht modifiziert nach Weckwerth et al. (2004).

2.3.2.2  Extraktion

10mg der Proben (MKs, etc.) wurden mit je fiinf in Methanol gewaschenen Stainless-Metallkugeln
homogenisiert. AnschlieBend wurden sie in einer Retsch-Mihle (Retsch MM400, RetschGmBH& Co
KG, Haan, Germany) bei 30p fir 30 Sekunden gemahlen, um die Zellen aufzuschlieRen. Je nach
Gewebeart wurden sie so oft gemahlen, bis die Probe eine pulvrige, nicht klumpende Masse
darstellte. Bei schwer aufzubrechenden Geweben (etwa: Trichilium, tw. Insekten) wurde teilweise
mehrere Minuten homogenisiert. Da der Homogenisierungsprozess auf Dauer zu viel Hitze erzeugt,

wurden die Proben nach jedem Homogenisierungsschritt fir mindestens eine Minute auf Eis gekihilt.

Fir die Extraktion wurde 1ml MCW (=Methanol, Chloroform, MiliQ-Wasser im Verhéltnis 2,5:1:0,5)
zu jeder Probe pipettiert. Das MCW wurde stets lichtgeschitzt bei -20°C aufbewahrt. Zudem wurde

der gesamte Extraktionsprozess auf Eis durchgefiihrt.

Die Proben wurden fiir 8min auf Eis inkubiert und schliefRlich bei -4°C bei 14.000G fir 4min
zentrifugiert. Die Uberstinde wurden vorsichtig abpipettiert und auf Eis gelagert, wihrend das Pellet
abermals mit 300pul MCW aufgeschlossen wurde. Nach dem Beifiigen von MCW wurden die Epis
beide Male fiir einige Sekunden auf einem Vortex geschiittelt, um die pulverisierten Proben mit dem
Losungsmittel zu mischen. Danach wurden die Proben erneut fir 8min auf Eis inkubiert, bei 14.000 G
und 4°C zentrifugiert und die Uberstdnde abermals vorsichtig abpipettiert. Das liberbleibende Pellet
wurde bei -80°C fiir weitere Untersuchungen zwischengelagert. Die Uberstinde wurden in der
Speedvac (Speed-vacconcentrator; Scan, Vac, DK) bei einem minimalen Vakuum von 0.001mbar fir
durchschnittlich etwa zweieinhalb Stunden verdampft und bis zur Derivatisation bei -20°C

zwischengelagert.

2.3.2.3 Derivatisation

Flr die Derivatisation wurde zunachst eine Methoxyamine-Hydrochloride-Pyridin-Losung angefertigt.
Dazu wurden 20mg MeOX (Sigma-Aldrich) mit 500ul Pyridin (Sigma-Aldrich) vermischt. Durch
mehrmaliges Vortexen unter warmem Wasser wurde sichergestellt, dass sich beide Substanzen zur
Ganze vermischen. AnschlieRend wurden je 20ul der Losung auf die bei Zimmertemperatur

aufgetauten Proben pipettiert, gevortext und fiir etwa zwanzig Sekunden zentrifugiert. AnschlieSend
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wurden sie auf einem Thermoshaker bei 550-650rpm bei 30°C fiir 90min inkubiert. Wahrenddessen
wurde MSTFA (N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoroacetamide) (Machery Nagel) mit Alkanen von C10-
C40 (alle geraden Alkane, also C10, C12, C14 usw.), die in Hexan geldst waren (50mg Alkane in einem
Liter Hexan), (Sigma-Aldrich) versetzt, um fiir die Analyse die Berechnung eines Retentionsindex zu
ermoglichen. Dazu wurden die bei -20°C gekihlten Alkane vorsichtig mit der Hand erwarmt und mit

einer Spritze 30ul davon zu 1ml MSTFA-LOsung gespritzt.

Nach der Inkubation wurden 80ul des MSTFA-Alkan-Gemischs zu jeder Probe pipettiert. Bei Proben
mit sehr geringem Trockengewicht (<5mg), wurden lediglich 40ul pipettiert. Nach erneutem
Vortexen und Zentrifugieren wurden die Proben im Thermoshaker bei 650rpm und 37°C fir 30 min
inkubiert. AnschlieRend wurden sie bei Raumtemperatur (~23°C) mit 14.000G fir zwei Minuten
zentrifugiert, 80ul bzw. 40ul in GC-Vials abpipettiert und diese mit Bérdeverschluss (crimpcap)

verschlossen und innerhalb maximal 48h gemessen.

2.3.2.4 GC-MS-Messung

Die Proben wurden mit GC-TOF-MS (LECO Pegasus® 4D GCxGC-TOF-MS, Monchengladbach,
Germany) gemessen. Die Injektion wurde mit einem split/splitless-Injektor unter einer konstanten
Temperatur von 230°C durchgefihrt. Das Injektionsvolumen betrug 1pL. Aufgrund der
unterschiedlichen Trockengewichte und der sehr verschiedenen Beschaffenheit der untersuchten
Gewebe konnten nicht alle Proben in der gleichen Splitrate gemessen werden. Gemessen wurde
splitless (ohne Verdiinnung) und S5 (Verdiinnung 1:5). Um die sensible Saule zu schonen, wurden
nicht alle Gewebe splitless gemessen, da Voruntersuchungen gezeigt hatten, dass bestimmte
Metabolite in bestimmten Geweben (etwa Trichome) besonders stark ausgepragt waren. Da der
Vergleich von MKs und Pilzpatch im Fokus der Untersuchung steht, wurden die Proben beider
Gewebe splitless gemessen. Die Standard-Splitrate fiir die Untersuchung aller Gewebe betrug S5
(also eine 5fache Verdiinnung). Um eine Vergleichbarkeit aller Gewebe zu gewahren, wurden auch
drei MK-Proben und die vier Pilzpatchproben zusatzlich S5 gemessen. Zusatzlich wurde ein Mix mit

internen Standards (QC-Mix) sowohl splitless als auch split5 mitgemessen (Tab. 2).

Tabelle 2: Anzahl der Proben in unterschiedlichen Verdiinnungsraten (S5 = Splitrate 1:5, SL = splitless)

s5 | Arbeiter- | Geschle- Larven Puppen MKs Pilzpatch | Trichilium | Trichome
innen chtst.

n= 4 3 4 4 3 4 2 2

SL MKs Pilzpatch

n= 14 4
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Die gaschromatographische Trennung wurde mit einer HP-5MS Saule (30m, ID 0.25mm, 0.25um,
Agilent Technologies) durchgefiihrt, wobei Helium als Tragergas mit einem Volumenstrom von 1mL
min™ verwendet wurde. Die Temperatur betrug zunichst fir eine Minute 70°C. Darauf folgte ein
kontinuierlicher Temperaturanstieg von 9°C min™ bis zu 330°C, die fir 7 Minuten beibehalten
wurden. Die Massenspektren wurden mittels einer Detektor-Spannung (1550 V, electron impact
ionization 70eV) mit einer Frequenz von 20 Spektren/Sekunde in einem Massen-Bereich von 40-600

Thomson erfasst (Weckwerth 2004).

2.3.3 Analyse der Proben

2.3.3.1 Analyse mit ChromaTof®

Die Analyse der Metabolite wurde mit dem Programm ChromaTof® (Lecoa) durchgefihrt. Da auch
Samples, die nur Alkane enthielten, gemessen wurden, konnte mit dem Mittelwert der
Retentionszeiten ein Retentionsindex festgelegt werden, der einen gerdteunabhangigen Vergleich
mit Bibliotheksspektren vereinfacht. Die Massenspektren wurden mit einer department-internen
Metaboliten-Bibliothek und der >Golm Metabolite Database< (Kopka et al., 2005) verglichen.
AnschlieBend wurde mithilfe der Standards im QC-Mix eine Referenzliste erstellt, um so die

gangigsten Metabolite, die im QC-Mix vertreten waren, zu eruieren.

Nachdem die Daten prozessiert worden waren, also alle Proben mit dem Referenzspektrum
verglichen wurden, wurden die einzelnen Gewebe nach weiteren, nicht im QC-Mix enthaltenen
Substanzen durchsucht, die, falls mit groRBer Sicherheit identifiziert, in die Referenzliste
aufgenommen wurden. Fir die ldentifikation neuer Substanzen, die nicht Uber die Standards
definiert werden konnten, wurden mehrere Kriterien herangezogen. Zum einen wurde darauf
geachtet, ob das Spektrum der neu aufzunehmenden Substanz optisch mit dem Vergleichsspektrum
der Bibliothek tibereinstimmt. Zum anderen wurde (berpriift, ob die berechnete >Similarity< einen
gewissen Grenzwert Uberschreitet (liber 850 bei sicherer Identifikation/und zumindest tber 750 bei
mit > ?< markierten Metaboliten). Zudem mussten die Retentionsindizes der Substanzen jenen der

Bibliothek ungefahr entsprechen.

Substanzen, die nicht diesen Kriterien entsprachen, aber starke Peaks zeigten und noch immer mit
hoher Wahrscheinlichkeit identifiziert werden konnten (GroRteil der Kriterien erflllt und Similartiy
zumindest Uber 750), wurden mit einem Fragezeichen (>_?<) gekennzeichnet in die Referenzliste
aufgenommen. Einige Substanzen, die in hoher Konzentration vorkamen oder nur gewebespezifisch
auftraten, konnten keinem Bibliotheks-Spektrum zugeordnet werden, wurden aber aufgrund ihrer

Relevanz dennoch als >Unknown< mitaufgenommen.
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Schlussendlich konnte eine Referenzliste mit tiber 200 Substanzen erstellt werden, nach denen in
jeder Probe gesucht wurde. Fir jede Substanz wurde vom Programm automatisch eine Masse
(Quant-mass) gewahlt, die fiir das Spektrum typisch war und nicht von Massen in unmittelbarer

Umgebung Gberlagert wurde. Die Area bzw. Areawerte (=Flache des Peaks) dieser Masse wurden zur

Analyse verwendet.

AnschlieBend wurde die Peakintegration jedes einzelnen Peaks nachkontrolliert. Falls die Peakflache
nicht zur Ganze automatisch erfasst wurde, wurde sie manuell nachgebessert. Diese dullerst
langwierige Kontrollarbeit wurde deshalb durchgefiihrt, um die Liste an die unterschiedlichen
Gewebstypen und Splitraten, die alle zu leichten Veranderungen im Spektrum fiihren konnten,

anzupassen und ein einheitlich vergleichbares Ergebnis zu erreichen.

2.3.3.2 Nachbearbeitung in Excel

Die Area der identifizierten Substanzen wurden schlieRlich in das Programm Excel (Excel 2010
(Microsoft Corporation; Version: 14.0.71445.5000), in dem auch die statistische Auswertung
durchgefihrt wurde, Ubertragen. Zunachst wurden die Areawerte vereinheitlicht. Da bei der
Derivatisierung alle aktiven Wasserstoffe durch Trimethylsilyl-Gruppen (TMS) ausgetauscht werden
und durch Austauschaffinitdten mehrere Derivate entstehen kénnen (Urbach 2012, Fragner 2012),
sind viele Substanzen in unterschiedliche TMS-Derivate geteilt. Fiir die Analyse wurde die Area der
unterschiedlichen TMS-Gruppen zusammengerechnet. Die Aminosdure Alanine etwa ist somit die
Summe von Alanine (2TMS) und Alanine (3TMS). Zudem wurde die Substanzliste weiter
vereinheitlicht, indem bei jenen Substanzen, die sowohl als BP (Byproduct) als auch als MP
(Mainproduct) in die Referenzsliste aufgenommen wurden, die BP-Area gestrichen wurde. Da das
Verhaltnis der einzelnen Proben bei BP und MP gleich bleibt, ist es ausreichend, lediglich vom MP

auszugehen.

AbschlieBend wurde die Nomenklatur der Liste vereinfacht und es wurden Substanzkategorien
etabliert. Um eine Literaturdiskussion zu erleichtern und das Weiterverwenden der Daten zu
vereinfachen, wurde die englischsprachige Bezeichnung der Begriffe beibehalten (etwa >Alanine<
statt >Alanin<). Die Metabolite wurden unterschiedlichen Substanzklassen zugeordnet, wobei
versucht wurde lediglich einfache Uberbegriffe zu verwenden. Die Kategorien beschrinken sich
daher auf Aminosduren, Fettsduren, Sterole und Kohlenhydrate, wobei Zuckersduren und
Zuckeralkohole allerdings nicht zu den Kohlenhydraten gerechnet wurden. Zur Klassifikation der
Substanzen wurde das Verzeichnis pubchem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov, National Center for
Biotechnology Information) beniitzt, wobei die ChEBI-Ontology zur Einteilung verwendet wurde. Die

groRe Zahl an Substanzen, die den simplen Uberkategorien nicht definitiv zugewiesen werden
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konnten, wurde als >nicht_zuordenbar< definiert. Einige Substanzen mit zusatzlichen Gruppen
konnten ebenso nicht mit Sicherheit klassifiziert werden und wurden ebenfalls als >nicht
zuordenbar< bezeichnet. Jene Metabolite, die aufgrund der dhnlichen Spektren in den Bibliotheken
nicht eindeutig identifiziert werden konnten, wurden entweder der Kategorie >Not_annotated< oder
einer der Substanzkategorien (etwa Kohlenhydrate bei Not_annotated_Polysaccharid) zugeordnet.
Der Einfachheit halber wurden alle Kohlenhydrate, die aus mehreren Einfachzuckern bestanden, als

Polysaccharide definiert und keine Einteilung in Oligo- und Polysaccharide vorgenommen)

Schlieflich wurden mithilfe der Blanks mogliche Kontaminationen identifiziert. Um auszuschlieRen,
dass es sich bei einer Substanz um eine Kontamination handelt, musste die Substanz in zumindest
einem Gewebe die zehnmal so hohen Areawerte wie der Blank aufweisen. Es wurden also jeweils die
Mittelwerte aller acht Gewebe in S5 und der beiden Gewebe in SL mit den 10fachen
durchschnittlichen Areawerten der Blanks verglichen, und wenn dieser Wert groRer als jedes

Gewebe waren, die Substanz als Kontamination definiert und aus der Liste gel6scht.

2.3.3.3 Statistik

I Qualitative Analyse

Die qualitative Analyse wurde nur fir die S5-Untersuchung durchgefiihrt, weil ein Vergleich zwischen
den Geweben angestrebt wurde. Die qualitative Analyse bericksichtigt nicht die Menge der

detektierten Substanzen, sondern gibt lediglich Aufschluss (iber deren Vorhandensein.

Dazu wurde das Vorkommen jeder Substanz in den unterschiedlichen Geweben (n=2-4) untersucht.
Kam das entsprechende Metabolit, unabhangig von der gemessenen Area, in dem Gewebe in 275%

der Einzelproben vor, wurde es als vorhanden aufgenommen.

Zudem wurden die Gewebe GroRgruppen/Reiche (Insekten: Arbeiterinnen, Larve, Puppen,
Geschlechtstiere; Pflanze: MKs, Trichome, Trichilien; Pilzpatch: Pilzpatch) zugeordnet und erneut
aufgenommen, wenn die Substanz in 275% der Proben festgestellt werden konnte. Die Bezeichnung
Reich fir den Pilzpatch ist allerdings nur bedingt zulassig, weil sich in diesem Mikrohabitat sowohl die
von Ameisen kultivierten Pilze (Chaetothyriales) als auch Bakterien finden und nicht nur Pilze allein.
Dem Vergleich zwischen Pilzpatch und MKs wurde aufgrund der Arbeitshypothese besondere

Aufmerksamkeit entgegengebracht.

Fiir die graphische Gestaltung der aussagekraftigsten Ergebnisse wurde das Programm Venny2.0

(Juan Carlos OLIVERO, bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny;) verwendet.
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Il Quantitative Analyse

Fiir die quantitative Analyse wurden die Area der untersuchten Substanzen auf das Gewicht
normalisiert (=Area/Gewicht), um eine Vergleichbarkeit pro Milligramm Trockenmasse zu gewahren.

Die quantitative Analyse wurde fir die S5 und SL extra durchgefihrt.

Bei der S5-Messung wurden von den acht unterschiedlichen Gewebetypen die Mittelwerte (n=2-4)
der normalisierten Area genommen und je die STABW/Wurzel(Anzahl) berechnet. Da bei der
geringen Probenanzahl pro Gewebe sehr groRe Abweichungen entstehen, fiel die Entscheidung auf
diese Angabe. Die im Text angegebenen Abweichungen (gekennzeichnet durch >t<) geben ebenso
wie die Fehlerbalken in den Graphen die STABW/Wurzel(Anzahl) wieder. Neben den acht
Gewebetypen wurden auch die Mittelwerte der drei GroRgruppen verglichen. Zuséatzlich wurden die
Azteca-Ameisen in juvenile Stadien (Larven und Puppen) und adulte Stadien (Arbeiterinnen und
Geschlechtstiere) gegliedert. Zum Vergleich der Substanzen in einzelnen Geweben wurden T-Tests
zwischen allen Geweben bzw. Gruppen durchgefiihrt. Als signifikante Unterschiede werden, falls

nicht anders angefiihrt, Unterschiede zu 0.95% Signifikanz (p-Wert= 0.05) verstanden.

Die untersuchte Area der Substanzen bezieht sich immer auf eine einzige Masse dieses Metabolits
und es ist nicht zuldssig, die Area zweier Substanzen mit unterschiedlichen Massenzahlen direkt zu
vergleichen. Da aber eine absolute Quantifizierung tiber den mit-gemessenen QC-Mix zu zeitintensiv
gewesen ware und zudem lediglich die Halfte der identifizierten Substanzen tber den QC-Mix absolut
quantifiziert werden konnten, wurde eine andere Methode zum Vergleich von Substanzen mit
unterschiedlichen Massenzahlen herangezogen. Durch die Berechnung einer Ratio konnten die
unterschiedlichen Dimensionen (=Massenzahlen) gekirzt werden. Da so lediglich ein Verhaltnis
angegeben wird (etwa MKs/Larven), konnten auch die Mittelwerte der Ratios angegeben werden. So
konnte das durchschnittliche Verhadltnis aller Gewebetypen fir alle Substanzkategorien berechnet
werden. Bei Ratio wurde meist das Gewebe mit den héheren Areawerten durch jenes mit den
niedrigeren gerechnet. Wenn in einer der beiden verglichenen Gruppen die Substanz nicht
nachgewiesen werden konnte, sich die Area also bei einer Gruppe auf 0 belief, wurde diese Substanz
nicht zur Berechnung des Mittelwerts der Ratio herangezogen. Ratios entsprechen, wenn nicht
anders angegeben, stets dem Mittelwert des Gewebetyps. Z.B. Ratio Arbeiterinnen/Larven drickt
somit das Verhaltnis des Mittelwerts der Arbeiterinnenproben zu dem Mittelwert der Larvenproben

aus.

Zusatzlich wurde bei der S5-Untersuchung auch das Verhaltnis einer Einzelsubstanz zum Mittelwert

aller Gewebe herangezogen, um Vergleiche zwischen allen acht Geweben anstellen zu kénnen.
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Untersucht wurden bei der S5 und SL-Analyse zundchst samtliche Metabolite aller Gewebe
hinsichtlich der Ahnlichkeiten zwischen den Geweben. Die Unterschiede wurden mit einem T-Test
auf Signifikanz getestet. Um Korrelationen bei den Gewebetypen zu finden, wurde eine
Hauptkomponenten-Analyse (im Kommenden stets PCA-Analyse) mit COVAIN (Sun & Weckwerth
2012) durchgefiihrt. Nullstellen in den Proben wurden dabei durch die Hélfte des kleinsten Werts in
der gesamten Tabelle ersetzt (Sun & Weckwerth 2012). Bei dem Vergleich zwischen Pilzpatch und
MKs in der SL-Probe wurden die Daten logarithmiert (log 10), um Unterschiede deutlicher zu
machen, ansonsten wurde lediglich mit der normalisierten Area gerechnet. Die Substanzen, die fir
die grofSte Streuung entlang der Hauptkomponenten verantwortlich sind, wurden in Graphiken oder
im Text hervorgehoben, wobei eine Auswahl der relevant erscheinenden Substanzen vorgenommen

wurde und kein Anspruch auf Vollstandigkeit erhoben wird.

Zusatzlich wurden auch die Substanzkategorien untersucht. Dazu wurde vor allem mit den
erwdhnten Ratios gearbeitet, um allgemeine Trends der Substanzkategorien feststellen zu kénnen.
Relevant wirkende Substanzen wurden hervorgehoben, wobei auch diese Auswahl keineswegs als

vollstandig betrachtet werden darf.

Bei den SL-Untersuchungen wurden die gleichen Methoden wie bei der S5-Untersuchung
angewendet. Allerdings wurden bei der SL-Untersuchung auch MK-Proben, die technische Replikate
darstellen, also Proben des gleichen Individuums, gemessen. Fir die Vereinheitlichung der
technischen Replikate wurde bei den zwei Proben mit je drei Replikaten der Median errechnet,
wahrend fiir eine Probe mit zwei technischen Replikaten ein Replikat aus der Analyse gestrichen

wurde.
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3 Resultate

3.1 Morphologisch-Anatomische Untersuchung

3.1.1 Anatomie, Morphologie und Entwicklung der Miiller‘schen Kérperchen

Die MKs sind unmittelbar von Trichomen umgeben und werden in jlingeren Stadien vollstandig von
diesen Uberragt und bedeckt. Sie weisen in der Ldngsansicht eine ovale Form auf und sind an der
Basis mit dem Trichiliumgewebe verbunden. Die Trichome umhiillen dabei die MKs dergestalt, dass
sie von allen Seiten bedeckt sind, d.h., dass sich die Trichome auch liber den MKs wieder wie ein
Dach schlieRen (Fig. 1B-C). In der Aufsicht sind die jungen, im Trichompolster eingebetteten MKs
nicht zu erkennen, sondern lediglich jene ausgewachsenen MKs, die teilweise auf der Oberflache

liegen.

Im ausgewachsenen Stadium scheinen sich namlich die MKs von der Trichiliumbasis zu 16sen und
nach oben zu wandern. Teile der MKs ragen klar sichtbar aus den Trichomen heraus, mitunter ist der
Grolteil des MKs an der Oberflache prasentiert. Ist letzteres der Fall, scheint keine Verbindung mit

dem Basisgewebe mehr vorhanden zu sein (Fig. 1D).

Da unterschiedliche Gewebestrukturen unterschiedliche Grauwerte besitzen, lassen sich bei der CT-
Analyse mit dem Programm Amira Gewebeebenen definieren. Entfernt man die Ebene der Trichome,
wird eine groBe Anzahl MKs unterschiedlicher Entwicklungsstadien sichtbar (Fig. 2B). So wurden
alleine in dieser Aufsicht, die nicht das gesamte Trichilium zeigt, 150 mittelgroRe bis grofle MKs
gezahlt. Dabei handelt es sich um jene MKs, die entweder voll ausgewachsen (alle relativ gleich grof3)
oder zumindest halb so groR sind. Doch finden sich noch zahlreiche bedeutend kleinere MKs (etwa
470), die oft nur als weiRe Punkte erkennbar sind. Insgesamt sind in Fig. 2B lber 600 MKs zu

erkennen.

Das 3D-Modell der MKs lasst auch Rickschlisse liber die Verteilung zu (Fig. 3A). Es zeigt sich, dass die
MKs relativ gleichmaRig verteilt sind. Die Abstande zwischen voll entwickelten MKs sind deutlich
groRer als zwischen den kleinen MKs. GrolRe MKs liegen somit meist weiter auseinander als solche

kleinerer Entwicklungsstadien.

Im Detailausschnitt wirken die Entfernungen zwischen den MKs reduzierter und es wird deutlich, wie
dicht die MKs nebeneinander liegen. Auch hier zeigt sich ein gewisser Trend, dass gréRere MKs

weiter voneinander entfernt sind (Fig. 3C).
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Auch bei den Lichtmikroskopischen Untersuchungen lagen nie zwei groBRe MKs (Stadium 4 und 5)
direkt nebeneinander (Fig. 6A-D). Kleine Stadien hingegen weisen mitunter sehr knappe Abstinde

auf und liegen sehr wohl oft direkt nebeneinander (Fig. 4C).

Die CT-Analyse zeigt zudem, dass die MKs direkt am Trichiliumgewebe sitzen und kaum aus dem
Trichompolster, die sich wie ein Film lber sie gelegt hat, ragen (Fig. 2C). Die duBersten Zellreihen sind
deutlich heller gefarbt als das restliche Trichiliumgewebe. Da auch die MKs im Langsschnitt leuchtend
hell gefarbt sind, lasst sich daraus ableiten, dass in den duRReren Zellreihen eine groRe Zahl von MKs

gebildet wird.

Auch die Lichtmikroskopischen Untersuchungen geben Aufschluss Gber die Entwicklung der MKs
(Fig. 4A-F). In der Initialphase der MK-Entwicklung beginnt zwei bis drei Zellschichten unter der
Epidermis die Zellteilung, wie auch bereits in friitheren Untersuchungen dokumentiert (Rickson 1976).
Bei Stadium 1 handelt es sich somit um einige wenige Zellen (< 6 Zellen), die durch Zellteilung
entstanden sind. Sie bilden allerdings bereits eine kugelige Struktur und sind dadurch bereits als

urspriingliches MK zu erkennen (Fig. 4A).

Die Zellen des MKs teilen sich weiter und beginnen relativ bald die Epidermis aufzuwdlben. In dieser
frihen Phase (Stadium 2) sind die beiden Wachterzellen, die sich aus Epidermiszellen differenzieren,
sehr gut zu erkennen (Fig. 4B). Diese spezialisierten Zellen entstehen epidermal Gber den MKs. Wenn
die Epidermis nach oben gedriickt wird, kommt es zu Teilungen in der Epidermis. Die neu
entstandenen Zellen differenzieren sich rasch zu Wachterzellen, die strukturell an Stomata-Zellen
erinnern und Starke beinhalten (Rickson 1976). Diese Wachterzellen sind mitunter noch bei den

ausgewachsenen MKs zu erkennen.

Im Stadium 3 ist die Zellteilung vorangeschritten und die MKs sind schon relativ deutlich zu erkennen.
Sie wolben sich bereitsaus der Epidermis heraus, sind allerdings noch deutlich im Trichiliumgewebe

eingebettet. Das MK verfinf- bis versiebenfacht sich allerdings noch in der GroRe (Fig. 4C).

Die Zellen des MKs teilen sich noch mehrfach und das MK nimmt weiter an GroRRe zu, bleibt aber
noch mit dem Trichilium verbunden (Stadium 4) (Fig. 4D). Wenn das MK etwa zwei Drittel seiner
GroRe erreicht hat, beginnt laut Rickson (1976) die Produktion von Glykogenplastiden. Diese
Plastiden scheinen sich wadhrend der MK-Entwicklung aus Chloroplasten zu differenzieren. Das
gesamte MK reichert sich mit Glykogen an. Lediglich an der Basis des MKs ist wenig Glykogen
nachzuweisen(Rickson 1976, Bischof et al. 2013).

Voll ausgewachsen, besteht ein MK im Langsschnitt etwa aus 500 Zellen und ist durchschnittlich etwa

700um lang (Stadium 5) (Fig. 4E). Da wenig voll entwickelte MKs untersucht wurden und die GroRRe
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natirlich von der Schnittebene abhangt, handelt es sich bei diesem LangenmalR lediglich um einen
Naherungswert. An der Basis des MKs werden die Zellen allerdings langlicher und richten sich im

rechten Winkel zum Trichilium aus.

Nachdem die volle Reife erreicht ist, schnirt sich das MK ab. Die Zellen an der Basis bilden einen
schmalen Sockel, bis das MK nur mehr lGber wenige Zellen mit dem Trichiliumgewebe verbunden ist
(Fig. 5A). Entlang dieser Verbindungslinie reilen die Zellwdnde auf und das MK |6st sich vom
Versorgungsgewebe, wobei oft eine konkave Bruchstelle am MK zu erkennen ist (Fig. 5B).Sowohl in
Schnitten des alten als auch des neuen Trichiliums finden sich einige MKs, die sich eindeutig vom
Gewebe geldst haben und nur mehr von Trichomen umgeben sind. Es ist zwar nicht auszuschlieRen,
dass dies auf die mechanische Beeintrachtigung bei der Praparation zuriickzufiihren ist, doch zeigen
Feldbeobachtungen, dass sich die MKs auch selbststandig auf der Oberflache des Trichompolsters

prasentieren.

3.1.2 Anatomie und Morphologie der Trichome

Die Trichome bilden einen dichten Polster auf der Oberflaiche des Trichiliums (Fig. 1A). Dieser
Trichompolster besteht aus braunen Trichomen (im Kommenden: >einfache Trichome<) und
langeren weil gefarbten Trichomen (im Kommenden: >komplexe Trichome<). Die Bezeichnung der

Trichomtypen folgt Rickson (1976).

Die untere Halfte der einfachen Trichome ist gerade ausgebildet und hell gefarbt. . Ab der Halfte der
Lange beginnen sich die Trichome zu krauseln und weisen eine braune Farbe auf. Dieser Farbverlauf
lasst sich vermutlich durch unterschiedliche Pigmentierung erklaren. Die Trichome sind im unteren
Bereich sehr dicht angeordnet und grenzen unmittelbar aneinander. Im oberen Bereich sind sie zwar
noch immer sehr dicht, doch die Trichome sind gekrauselt, ihre Anordnung diffuser (Fig. 1C). Im

Bereich der Spitze sind sie oft brichig.

Die Trichome konnten im CT nur beschrankt wiedergeben werden. Die einfachen Trichome sind auch
bei 10facher VergréBerung nur schwer voneinander abzugrenzen. Sie sind nur als gefarbte Schicht zu
erkennen, die aber eine klar abgegrenzte Linie aufweist, die stark darauf hindeutet, dass alle
einfachen Trichome dieselbe Lange aufweisen. Auch in der CT ist allerdings zu erkennen, dass
Trichome das gesamte Trichilium dicht Gberziehen (Fig. 2C, Fig. 3C-D). Im Langsschnitt zeigt sich, dass
die Trichome die MKs Uberragen. Sowohl die einfachen als auch die komplexen Trichome haben
dabei stets die gleiche Lange, wobei die komplexen die einfachen Trichome um etwa ein Drittel

deren Lange Uberragen.
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Die Schnitte zeigen, dass die Trichome aus mehreren, relativ groRRen, linear angeordneten, uniseraten
Zellen aufgebaut sind, die sich aus Epidermiszellen entwickelt haben (Fig. 5C). Jene Bereiche der
Epidermisschicht des Trichiliums, die nicht von MKs durchbrochen werden, bestehen fast zur Ganze
aus Trichomen, das heit, dass fast jede Epidermiszelle in ein Trichom umgewandelt wurde (Rickson

1976).

Aufgrund der Dicke der Schnitte (ca. 7um) konnten die Trichome in ihrer gesamten Dimension
allerdings nicht erfasst werden. Zumeist lasst sich die gesamte Anordnung des Trichoms lediglich
erahnen, weil sie raumlich aus dem Objektbereich hinausragen. Allerdings wird auch in den LM-

Untersuchungen deutlich, dass die Trichome so lang sind, dass sie die MKs einhillen.

Der zweite Typ von Trichomen, die komplexen Trichome, sind bereits mit dem Binokluar klar von
den einfachen Trichomen zu unterscheiden. Deutlich langere, ganzlich weiRe Trichome ragen aus
dem Trichompolster (Fig. 1E). WeilRe Zellen weisen oft auf tote Zellen ohne Inhalt hin (Mayer,

personliche Mitteilung).

Die komplexen Trichome scheinen teilweise dicker zu sein als die einfachen Trichome. Dieser
Eindruck bestatigt sich auch in der CT-Untersuchung. Wahrend die einfachen Trichome kaum zu

erkennen sind, konnten die dickeren komplexen Trichome deutlich erfasst werden (Fig. 3C-D).

Die Haare krauseln sich nicht, sondern ragen gerade aus der Trichomoberflache heraus und weisen
stellenweise lediglich eine sanfte Krimmung auf. Am Ende laufen die Trichome spitz zu (Fig. 1E). Die
komplexen Trichome sind nicht so haufig wie die filigranen, einfachen Trichome, scheinen aber
gleichmaRig Gber das gesamte Trichilium verteilt zu sein (Fig. 1E, Fig. 6C-D). Die diinn zulaufenden
Spitzen der langen Trichome sind oft im oberen Bereich geknickt oder leicht gebogen, was aber auch
auf die Prdparation des Objekts zuriickgefiihrt werden konnte (Fig. 3C-D). An den Randern des
Trichiliums scheinen die weilen Trichome besonders stark ausgepragt. Zudem wirken sie in diesem

Bereich noch langer (Fig. 1F).

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen zeigen, dass es sich bei den komplexen Trichomen um
dickwandige, relativ groRe Zellen, die an der Basis stark verbreitert sind, handelt. Dieser zweite

Trichomtyp fand sich in den untersuchten Schnitten jedoch relativ selten (Fig. 5D).

Rickson (1976) verweist darauf, dass dieser komplexere Trichomtyp aus einem multizellularen,
basalen Absatz unter einem einzelligen, dickwandigen Trichom besteht. Zudem sind diese komplexen
Trichome von mehrzelligen Trichomen umgeben (Rickson 1976). Bei den untersuchten Prdparaten

konnten sie jedoch lediglich alleinstehend nachgewiesen werden (Fig. 5D).
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3.1.3 Anatomie und Morphologie des Trichiliums

Beim Vergleich der beiden Proben (altes bzw. neues Trichilum) fallt auf, dass sich die frihen
Entwicklungsstadien der MKs unterscheiden (Fig.6 A-D). Bei dem a&lteren Trichilium bewirken die
frihen MK-Stadien um einiges spater eine Aufwolbung der Epidermis. Wahrend es bei dem jungen
Trichilium in sehr frilhen Stadien bereits zur Aufwoélbung kommt (5-10 Zellen), finden sich bei dem
dlteren Trichilium deutlich groRere Stadien (etwa mit 30 Zellen), die noch zur Ganze in der Schicht
positioniert sind und keinerlei epidermale Waélbung verursachen (Fig. 7A-B). Zudem ist auch das
gesamte Trichilium im jlingeren Stadium starker gebogen, wahrend das dltere Organ sehr flach ist
(Fig. 6/A-D). Diese Beobachtungen beziehen sich allerdings auf lediglich zwei Proben. Zusatzlich ist

die Position des Langsschnitts nicht uneingeschrankt vergleichbar.

Die unterschiedliche Schichtung des Trichiliumgewebes lasst sich im Uberblick bereits erkennen.
Direkt unterhalb der Epidermis findet sich eine Schicht von etwa 5 Zellreihen, die relativ kompakt
angeordnet sind und gleichmaRig verdickte Zellwdnde aufweisen. Die Zellen beinhalten
Chloroplasten mit Starkekornern (Rickson 1976). Darunter lasst sich eine weitere Zellschicht
erkennen, die aus deutlich gréReren Zellen (etwa 10 Zellreihen) aufgebaut ist, deren Ecken deutlich

verdickt sind. Die Zellen werden mit der Entfernung zur Epidermis immer gréRer (Rickson 1976).

Darunter befinden sich die vasikuldren Biindel. Das Versorgungsgewebe ist sehr dicht ausgepragt und
durchzieht den gesamten Gewebebereich unter dem Trichilium (Fig. 2D). Die Leitblindel sind zudem

sehr machtig ausgepragt (Fig. 2B).
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Fig. 1: Binokular-Untersuchungen eines Trichiliums A. Teilansicht Trichilium; Trichome bilden eine
dichte Masse. B. Wachsende MKs von Trichomen schitzend umhiillt. C. Trichome (an der Basis weiB, im
oberen Bereich braun) ummanteln MK. D. Ausgewachsene (deutlich groRere) MKs werden an der
Oberflache prasentiert. E. Braune Trichome bilden dichte Matte, durchdrungen von langeren weiRen
Trichomen. F. Lange, weille Trichome finden sich besonders hdufig an den Randern bzw. Ecken des
Trichiliums.
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Fig. 2: Computertomographische Untersuchung des Trichiliums A. Aufsicht auf Trichilium (jung). B. Aufsicht auf
das selbe Trichilium, allerdings Trichome transparent, Anzahl der MKs erkennbar. C. Schnitt durch Trichilium. D.
GefaRbilindel unter der Trichilienschicht.
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Fig.3: Computertomographische Untersuchung; Details A. Hervorgehobene MKs, groRe Anzahl an MKs;
regelmaRige Verteilung. B. Hervorgehobene Leitbiindel, sehr intensive Versorgung mittels groBer Anzahl von
Leitbiindeln. C. Detailansicht der Trichommatte, zwei unterschiedliche Trichomtypen, dicht nebeneinander
liegende MKs. D. Detailansicht Trichommatte, beide Trichomtypen uberragen MKs unterschiedlicher
Entwicklungsphasen.



Fig. 4: Entwicklung der MKs A. Stadium 1 (5/6-zellig); durch Pfeil markiert, daneben bereits leichte
Aufwolbung. B. Stadium 2 bereits mit leichter Aufwdélbung, mit beiden Wachterzellen auf der Spitze der
Wolbung. C. Stadium 3, bereits groBere MKs (ca. 100um). D. Stadium 4; etwa zu 2/3 ausgewachsen; noch mit
Trichilium verbunden. E. Stadium 5; endgililtige GréRe (ca. 700um lang), etwa 500 Zellen, Loslésung von
Trichilium. F. Uberblick Giber das Trichilium, unterschiedliche Stadien zu erkennen.
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Fig. 5: Anatomische Details des Trichiliums A. MK liber schmalen Bereich noch mit Trichiliumgewebe
verbunden. B. losgelostes MK. C. einfache Trichome, mehrzellig und einzellig. D. komplexe Trichome
tulpenformig. E. Die beiden Wachterzellen mit MK in sehr friihem Entwicklungsstadium, (Foto invertiert). F.
Vasikuldre Biindel (griin), Trichome (rot); alle Trichome Bestandteil der einzelligen Schicht der Epidermis.
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Fig. 6: Vergleich eines alten und jungen Trichiliums A. altes Trichilium. B. junges Trichilium. C. altes
Trichilium, (Foto invertiert). D. junges Trichilium, (Foto invertiert). E. MK, umgeben von angeschnittenen
Trichomen, verschiedene jlingere Stadien zu erkennen. F. Detailaufnahme MK.
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Fig. 7: Vergleich altes und junges Trichilium; Details A. altes Trichilium, Stadium 2 noch keine
epidermale Aufwolbung. B. junges Trichilium, Stadium 2, deutliche epidermale Aufwdlbung, obwohl aus
weniger Zellen bestehend; auch Stadium 1 zu erkennen. C. Wachterzellen auf Stadium 4. D.
Trichiliumschichten; a. gleichmaRig verdickte Zellen, kompakt angeordnet b. groBere Zellen, mit verdickten
Ecken, mit Entfernung zur Epidermis groRer werdend.
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3.2 Ethologische Untersuchung

Es gelangen zwar wiederholt Aufnahmen der Konigin, das Filmen von relevantem Verhalten ist
jedoch eher selten. Die Koniginnen reagierten auf das Einflihren des Endoskops zunachst meist mit
dem Abtasten der Linse bzw. des Stérungsbereichs und zogen sich danach aus dem Blickfeld zurick,
kehrten aber oft spater wieder in den Fokus zurlick. Meist tasteten die gefilmten Koniginnen die
Internodienwand ab oder verharrten reglos. Auch das intensive Putzen des Kopfes wurde

beobachtet.

Der Transport von MKs oder das Diingen von Pilzgewebe konnten nicht beobachtet werden. Es
konnte jedoch eine Konigin (A. cf. alfari) dabei gefilmt werden, wie sie etwas auf den Boden des
Internodiums platzierte. Die Konigin 6ffnete dabei ihre Mandibeln und schien eine geleeartige,

elastische Substanz hervor zu wiirgen (Fig. 8D).

Bei einer Pflanze konnten zwei Koniginnen im gleichen Domatium festgestellt werden. Die
Koéniginnen unterschieden sich farblich stark, es handelt sich um eine groRRe gelbe Konigin der Art A.
xanthochroa und eine kleinere, dunklere, wahrscheinlich eine A. alfari (Fig. 8C). Ein Kampf zwischen

den beiden Koniginnen konnte zu diesem Zeitpunkt nicht beobachtet werden.

Zudem wurde eine relativ kleine Kolonie mit einigen Arbeiterinnen gefilmt. Es konnte zwar auch die

Konigin dieser Kolonie gefilmt werden, doch wurden keine auffalligen Interaktionen aufgezeichnet.

Bei groReren Kolonien (mit Arbeiterinnen) wurde nur alarmiertes und aggressives Verhalten
gegeniber dem Endoskop beobachtet. Die Ameisen reagierten auf die Einflihrung des Endoskops oft
mit dem Abtransport von Puppen und Larven. Des Weiteren wurde eine kartonartige Struktur gefilmt

(Fig. 8E).
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Fig. 8: Ethologische Untersuchungen A. Beleuchtungsapparatur, verbessert mit Stirnlampen mit sehr
starker Leuchtkraft. B. Filmaufnahmen bei junger Cecropia sp. C. Zwei Ameisenkoniginnen (helle Farbung: A.
xanthochroa; dunkle Farbung: A. cf. alfari) in einem Domatium, mittels Endoskop aufgenommen; Stoppbild
Videoaufnahme. D. Konigin beim Hervorwiirgen einer Substanz, mittels Endoskop aufgenommen, Stoppbild
Videoaufnahme. E. Arbeiterinnen mit Puppe vor Karton-Struktur, mittels Endoskop aufgenommen,
Stoppbild Videoaufnahme, WeiRabgleich vorgenommen.
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3.3 Analyse der Metabolite

3.3.1 Qualitative Analyse (S5)

Eine detaillierte Tabelle, die das Vorkommen samtlicher Substanzen und ihr Vorhandensein in 275%

der Probemenge in allen Geweben bzw. GroRreichen zeigt, findet sich im Anhang (Fig. Anhang 2).

Von insgesamt 147 in die Liste aufgenommenen Substanzen konnten in den verschiedenen Geweben
durchschnittlich 9516 Substanzen festgestellt werden. Bei der Untersuchung der Organismenreiche
wurde deutlich, dass die meisten Substanzen bei den Insekten nachgewiesen werden konnten (103
bei n=15), wahrend bei den Pilzpatches (76 bei n=4)und Pflanzen (67 bei n=7) in 275% der Fille

deutlich weniger Substanzen vorhanden waren.

Dass mehr Substanzen in den einzelnen Entwicklungsstadien der Ameisen zu finden sind, zeigt sich
auch in den einzelnen Geweben (Tab. 3). Die Insektenstadien unterscheiden sich in ihrer Anzahl
lediglich durch hochstens 3 Substanzen. In jedem Insektengewebe finden sich aber stets mindestens

20 Metabolite mehr als in den anderen untersuchten Gewebetypen.

Tabelle 3: Anzahl der festgestellten Substanzen in den Geweben.

Insekten Pflanzen Mikroorg

Arbeiteri. Geschltst. Puppen Larven Trichome MKs Trichilium Pilzpatch
n=4 n=3 n=4 n=4 n=2 n=3 n=2 n=4
111 110 109 108 87 85 76 75

3.3.1.1 Vergleich Insekten

Obwohl sich die Insektengewebe in der Menge der detektierten Substanzen stark gleichen, zeigte
sich bei paarweisem Vergleich der Gewebetypen mittels Venn-Diagrammen, dass durchschnittlich
100 #1 Substanzen in jedem Insektengewebe vorkommen, wahrend durchschnittlich 10 1
Substanzen exklusiv in je einem der beiden Gewebe aufscheinen. Bei dieser Gegeniberstellung
wurde deutlich, dass sich Puppen und Geschlechtstiere (5 bzw. 6 Substanzen exklusiv) und Larven

und Puppen (6 bzw. 7 Substanzen exklusiv) am meisten dhneln.

Beim Vergleich aller vier Insektenstadien zeigt sich, dass 91 Substanzen in allen vier Geweben
vorkommen und in Geschlechtstieren und Puppen je nur eine Substanz exklusiv im jeweiligen
Gewebe nachgewiesen wurde (Geschlechtstiere: Not_annotated_Polysaccharid_RI_2846; Puppen:
Histidine). Zwei Substanzen kommen ausnahmslos in den Larven vor (Larven: Trehalose, Not-

annotated _RI_2080.1) wahrend sieben Metabolite ausnahmslos in den Ameisen vorkommen
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(Ameisen: Azelaic acid, Itaconc acid_?,Pinitol, Stigmasterol_?, Not_annotated_Polysaccharid_mglw.-

_Nigerose_?, Not_annotated_RI_1650.6, Not_annotated _RI_2249.2).

3.3.1.2 Vergleich Reiche

Der Vergleich der GroRgruppen (Fig. 10) zeigt, dass 47 Substanzen sowohl in Insekten, Pflanzen als
auch dem Pilzpatch vorkommen. Von den 147 Substanzen der Referenzliste beider Splitraten
konnten in der S5 Messung in den drei GroRreichen 125 Substanzen in 275% der Proben
nachgewiesen werden. Uber ein Drittel dieser festgestellten Substanzen (37.6%) ist somit in allen
GroRgruppen vertreten. Von den 10 identifizierten Fettsduren kommt ein GroRteil (7) in allen
Reichen vor. Die sowohl bei Insekten, Pflanzengewebe und Pilzpatch in 275% der Probemenge
nachgewiesene Fettsduren sind: Hexadecanoic acid, Tetradecanoic acid_?,Hexadecenoic acid, 9-(2)-
Octadecenoic acid, Docosanoic acid, Heptadecanoic acid und Decanoic acid. Zudem wurden in allen
Reichen 8 Aminosduren gefunden (4 nicht-proteinogene: Aspartic acid, Butyric acid-3-amino-,
Glutamic acid, Pyroglutamic acid, sowie 4 proteinogene, davon 3 essentielle: Glycine, Isoleucine;
Serine und Valine). Weiters wurden 5 Kohlenhydrate[Fructose, Glucose, Hexose A, Maltose und

Sucrose] und zwei Sterole (Campesterol und beta-Sitosterol) nachgewiesen.

Die meisten exklusiv vorkommenden Substanzen finden sich bei den Insekten. 35 Substanzen (28%)
wurden ausnahmslos bei den Insekten nachgewiesen. Bei auffallend vielen dieser Substanzen (7)
handelt es sich um Aminosauren. Die exklusiv in den Insekten vorkommenden Aminosauren sind:
Arginine [-NH3], Cysteine_?, Homocysteine, Homoserine, Lysine, Methionine sowie Ornithine. Zudem
konnten noch drei Saccharide (Hexose_D, Tagatose_? und Not_annotated_Polysaccharid_RI_2755.8)

exklusiv im Insektengewebe nachgewiesen werden.

Im Pilzpatch wurden 13 exklusive Substanzen (9.6%) nachgewiesen. Drei Saccharide (Hexose_B,
Trehalose, Pentose_A) und zwei Sterole (Fucosterol_?,Stigmasterol_?) wurden nur bei dem Pilzpatch
in 275% der Proben nachgewiesen. Die letzte GroBgruppe der Pflanzen hat lediglich 3 nicht ndher

kategorisierbare Substanzen (2.4%) exklusiv.

Die 10 Substanzen (8%), die Insekt und Pilzpatch gemeinsam haben, aber nicht im Pflanzengewebe
vorkommen, umfassen zwei Aminosauren (Leucine - essentiell, Tyrosine — nicht-essentiell) und eine
Fettsdure (Dodecanoic acid). Jene 11 Substanzen (8.8%), die exklusiv in Insekten und Pflanzen
vorkommen, umfassen wiederum eine ungewdhnlich hohe Anzahl von sechs Aminosauren. Bei den
exklusiv in Insekten und Pflanze, nicht aber im Pilz vorkommenden Aminosaduren handelt es sich um:
Alanine, Aspargine, Glutamine, Phenylalanine, Proline und Threonine. Zudem kommen noch ein

Sterol (Cholesterol) und zwei Saccharide (Hexose C, Not-annotated Polysaccharid Rl _2952.2)
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ausschlieBlich bei Insekten und Pflanze vor. Jene 6 Substanzen (4.8%), die nur sowohl in Pflanze als
auch im Pilzpatch in 275%vorkommen, aber nicht in den Ameisen nachgewiesen werden konnten,

beinhalten ein Kohlenhydrat (Galactose) und eine langkettige Fettsdure (Tetracosanoic acid).

Der Vergleich der Reiche deutet bereits darauf hin, dass die verschiedenen Substanzklassen in den
jeweiligen Organismen-Reichen unterschiedlich haufig vorkommen (es finden sich beispielsweise
viele Aminosduren in den Insekten, aber nicht im Pilzpatch). Die Unterschiede werden noch
deutlicher, wenn man die Verteilung der Substanzklassen in den einzelnen Reichen untersucht (Tab.

4). Angefiihrt werden nur die zu 275% der Probenmenge in den Reichen dokumentierten Metabolite.

Insgesamt konnten 23 Aminosduren (von 24 bei der Untersuchung definierten) bei der Analyse der
GroRgruppen in zumindest einem der Reiche in 275% der Probemenge nachgewiesen werden.
Lediglich Histidine konnte bei der qualitativen Analyse der Reiche nicht festgestellt werden.
Aminosauren sind im Pilzpatch am schwachsten vertreten. Von den 23 in zumindest einem der
Reiche vorhandenen Aminosauren konnten 10 (43%) im Pilzpatch zu 275% nachgewiesen werden. Im
Pflanzengewebe fanden sich 14 (61%) der Aminosauren, wahrend in den Insekten alle 23 (100%) der

in den Reichen nachgewiesenen Aminosauren in 275% der Proben vorhanden waren.

Es wurden 14 Kohlenhydrate (von 18 bei der Untersuchung definierten; exklusive Zuckeralkohole
und Zuckersduren) in zumindest einem der drei GroRreiche zu 275% nachgewiesen. Lediglich
Melibiose, Raffinose, Not_annotated Polysaccharid_mglw_Nigerose? und Not_annotated_ Poly-
saccharid_RI_2846 konnten nicht zu > 75% nachgewiesen werden. Es wurden 8 Kohlenhydrate (57%)
im Pflanzengewebe, 9 Kohlenhydrate (64%) im Pilzpatch und 10 Kohlenhydrate (71%) in den Insekten

in 275% der Proben nachgewiesen.

Es kamen 9 Fettsduren (von 10 bei der Untersuchung definierten) in zumindest einem GrofRreich in
Uber 275% der Proben vor. Lediglich Hexanoic acid konnte in keinem Reich in Uber 275% der Falle
festgestellt werden. Zudem kamen 7 (78%) dieser 9 Substanzen in allen Reichen vor. In Insekten- und

Pflanzengewebe waren insgesamt 8 Fettsduren (89%) vorhanden, im Pilzpatch 9 (100%) Fettsauren.

Es konnten 5 Sterole (also alle 5 bei der Untersuchung definierten) zumindest in einem Reich in 275%
der Probemengen nachgewiesen werden. Zwei der Sterole (Campesterol, beta-Sitosterol) traten in
allen Reichen auf. In Insekten und Pflanzen konnten je 3 (Campesterol, beta-Sitosterol und
Cholesterol_?), im Pilzpatch 4 (Campesterol, beta-Sitosterol, Fucosterol_?, Stigmasterol_?)

unterschiedliche Sterole in 275% der Proben nachgewiesen werden.
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Tabelle 4: Anzahl der Vertreter der jeweiligen Substanzklassen in den GroR3reichen

commt | et | pvpeen | o

Proben n=26 n=15 n=4 n=7

Anzahl nachgew. Substanzen (275%) 125 103 76 67
Aminosauren 23 23 10 14
Saccharide 14 10 9 8

Fettsduren 9 8 9 8
Sterole 5 3 4 3

Nicht klassifiziert 74 59 44 34

3.3.1.3 Vergleich Gewebe (MKs - Pilz)

Beim Vergleich von MKs und Pilzpatch (Fig.9) zeigte sich, dass die beiden Gewebe 60 Substanzen
gemeinsam haben, die in 275% der Proben nachgewiesen werden konnten. In den MKs wurden 25
Substanzen, im Pilzpatch 16 Substanzen exklusiv festgestellt. 71% der in den MKs gefundenen
Substanzen kommen auch im Pilzpatch vor, 29% der Metabolite sind exklusiv fir die MKs. 79% der
gefundenen Substanzen des Pilzpatches kommen auch in den MKs vor, wahrend 21% der Substanzen

nur im Pilzpatch nachgewiesen wurden.

Auffallend viele (9) Aminosduren wurden nur in den MKs nachgewiesen. Bei den exklusiv in den MKs
vorkommenden Aminosduren handelt es sich um die proteinogenen Alanine, Aspargine, Glutamine,
Lysine, Phenylalanine, Proline, Threonine, und die nicht-proteinogenen Homoserine und Ornithine.
Zudem kommen je ein Saccharid (Not_annotated Polysaccharid_ Rl 2952.2) und ein Sterol
(Cholesterol_?) exklusiv in den MKs vor.Im Pilzpatch wurden exklusiv drei Kohlenhydrate (Hexose_B,

Pentose_A, Trehalose) und ein Phytosterol (Stigmasterol) festgestellt
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25 Substanzen, 16 Substanzen,

MKs Pilzpatch exklusiv in MKs exklusiv im Pilzpatch

Alanine (AS) Mucic Acid (6TMS)_? Hexose_B (Sa)

Aspargine (AS) Nicotinamide Pentose_A (Sa)

Glutamine (AS) Panthotenic acid_? Trehalose (Sa)

Homoserine (AS) Putrescine Stigmasterol_? (St)

Lysine (AS) Threitol_or_Erythritol Acetic acid

Ornithine (AS) Not_annot._RI_2556.1 -3,4-dihydroxyphenyl-

Phenylalanine (AS) Not_annot._RI_2774.5 Azelaic Acid

Proline (AS) Uridine_? Benzoic acid, 4-hydroxy-

Threonine (AS) myo-Inositol- Galactinol

Cholesterol_? (St) 1-phosphate Gallic acid_?

Not_annot.- Malonic acid
Polysacc._RI_2952.2 (Sa) Pyruvic acid

Cinnamic acid, trans- Not_annotated_RI_1724.9

Ethanolaminephosphate Not_annotated_RI_2038.8

Galactosylglycerol Not_annotated_RI_2080.1

Glycerol-2-phosphate_? Urea

Itaconic acid_? Vanillic acid

Fig. 9: Venn-Diagr. Vergleich MKs-Pilzpatch
Lediglich die exklusiven Substanzen sind ausgefiihrt. Substanzkategorien wurden abgekiirzt. AS=Aminosaure,
Sa=Saccharid (Kohlenhydrate), St=Sterol

3.3.1.4 Vergleich Gewebe (MKs/Pilz - Insektenstadien)

Vergleicht man die MKs mit den verschiedenen Azteca-Geweben (Puppen, Larven, Geschlechtstieren,
Arbeiterinnen) wird deutlich, dass nur wenige der in 275% der Proben vorkommenden Substanzen
exklusiv in den MKs zu finden sind. Nur 7 Substanzen (9%) kommen im Vergleich mit Puppen oder
Larven jeweils exklusiv in den MKs vor und nur 8 Substanzen (11%) beim Vergleich mit
Geschlechtstieren oder Arbeiterinnen. Insgesamt handelt es sich um 14 Substanzen, die sich bei den
MKs zumindest von einem der Insektenstadien unterscheiden. Lediglich drei dieser Substanzen
kommen in keinem einzigen Insektenstadium vor, sondern nur in den MKs. Bei den Substanzen

handelt es sich um Caffeoylquinic acid_cis_trans_3_5, Cinnamic acid, trans- und Tetracosanoicaicd_?.

Im Pilzpatch wurden weniger Substanzen als in den MKs festgestellt, zudem unterscheidet sich der
Pilzpatch deutlich von den Insektenstadien. Vergleicht man Pilzpatch und Arbeiterinnen kommen 15
Substanzen exklusive im Pilzpatch vor. Beim Vergleich mit Geschlechtstieren, Larven und Puppen sind
je 16 Substanzen exklusiv im Pilzpatch vorhanden. Insgesamt gibt es 24 Substanzen, die sich von
zumindest einem der Insektenstadien unterscheiden. 8 der Substanzen teilen die Pilze mit keinem
einzigen Insektenstadium. Die acht Metabolite sind die zwei nicht ndher bestimmbaren
SaccharideHexose B und Pentose A, wie bei den MKs Caffeoylquinic acid_cis_trans 3 5, und

Tetracosanoic acid_?, und Galactinol,Gallic acid_?, Not annotated_RI_2038.8 und Vanillic acid
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Insekt

Pilzpatch

Pflanze

11 (in Insekt und Pflanze)

Alanine (AS)

Aspargine (AS)

Glutamine (AS)

Phenylalanine (AS)

Proline (AS)

Threonine (AS)

Hexose_C (Sa)

Not_annotated_Polysaccharid-
RI_2952.2 (Sa)

Cholesterol_? (St)

Threitol_or_Erythritol

Not_annotated_RI_2556.1

10 (in Insekt und Pilzpatch)

Leucine (AS)

Tyrosine (AS)

Dodecanoic acid_? (FS)
Benzoic acid, 4-hydroxy-
Butanoic acid, 2-hydroxy-_?
Gluconic acid-1,5-lactone_?
Malonic acid

Oxalic acid
Not_annotated_RI_1186.5
Urea

6 (in Pilzpatch und Pflanze)

Galactose (Sa)

Tetracosanoic acid_? (FS)

Azelaic Acid

Caffeoylquinic
acid_cis_trans_3_5

Salicylic acid_?

Vanillic acid

Insekt: Ameise (n=4), Larven
(n=4), Puppen (n=4),
Geschlechtstiere (n=3)

Pilzpatch: Pilzpatch (n=4)

Pflanze: Mks (n=3), Trichilium
(n=2), Trichome (n=2)

47 (gemeinsam in allen Reichen)

Aspartic acid (AS)
Butyric acid, 4-amino- (AS)
Glutamic acid (AS)
Glycine (AS)

Isoleucine (AS)
Pyroglutamic acid (AS)
Serine (AS)

Valine (AS)

Fructose (Sa)

Glucose (Sa)

Hexose_A (Sa)
Maltose (Sa)

Sucrose (Sa)

Decanoic acid (FS)
Docosanoic aicid (FS)
Heptadecanoic acic (FS)

Hexadecanoic acid (FS)
Hexadecenoic acid, 9-(Z)- (FS)
Octadecenoic acid (FS)
Tetradecanoic acid_? (FS)
Campesterol (St)
beta-Sitosterol (St)

Adenine

Butanoic acid, 2,4-dihydroxy-
Citric acid

D-Sorbitol_?

Fumaric acid

Gluconic acid/Galactonic acid
Glutaric acid

Glyceric acid

Glycerol

Glycerol 3-phosphate

Glycolic acid

Lactic acid

Malic acid

Nicotinic acid

Pentonic acid_?
Pentose_alcohol_A_?

Phosphoric acid

Quinic acid

Succinic acid
Threonic_or_Erythronic acid_Peak1
Threonic_or_Erythronic acid_Peak2
Not_annotated_RI_1345.6
Not_annotated_RI_2013.4

Uracil

myo-Inositol

35 (exklusiv in Insekt)

Arginine [-NH3] (AS)

Cysteine_? (AS)

Homocysteine (AS)

Homoserine (AS)

Lysine (AS)

Methionine (AS)

Ornithine (AS)

Hexose_D (Sa)

Tagatose_? (Sa)

Not_annotated_Polysaccharid_R
1_2755.8 (Sa)

2-Oxoglutaric acid

Acetic acid, 4-hydroxyphenyl-

Amine_mglw_Dopamine_?

Ascorbic acid

Ethanolaminephosphate

Glycerol-2-phosphate_?

Inosine

Isobutyric acid, 3-amino

Kynurenic acid_?

Nicotinamide

Ornithine-1,5-lactam_?

Oxamic acid

Panthotenic acid_?

Putrescine

Threonic acid-1,4-lactone

Tocopherol, alpha-

Not_annotated_RI_1337.9

Not_annotated_RI_1456.1_may
be_Erythronic_acid

Not_annotated_RI_1879.1

Not_annotated_RI_2419.7

Not_annotated_RI_2774.5

Not_annotated_RI_2794.2

Uricacid_?

Uridine_?

myo-Inositol-1-phosphate

13 (exklusiv in Pilzpatch)

Hexose_B (Sa)
Trehalose (Sa)
Pentose_A (Sa)
Fucosterol_? (St)
Stigmasterol_? (St)

Acetic acid, 3,4-
dihydroxyphenyl-
Amine_mglw_Tyramine_?

Galactinol

Gallic acid_?

Pyruvic acid
Not_annotated_RI_1724.9
Not_annotated_RI_2038.8
Not_annotated_RI_2080.1

3 (exklusiv in Pflanze)

Cinnamic acid, trans-
Itaconic acid_?
Mucic Acid_?

Fig. 10 Venn-Diagr.:
Reiche im Vergleich

Angezeigt werden jene
Substanze, die in 275% der
Proben eines  Reiches
festgestellt wurden.
Substanzkategorien wurden
gegebenenfalls  beigefligt:
AS= Aminosaure,

Sa= Saccharid, St= Sterol
FS= Fettsaure,
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3.3.2 Quantitative Analyse

3.3.2.1 S5-Untersuchung

I Vergleich der Gewebe

a Anzahl der signifikanten Unterschiede

Um zu beurteilen, welche Gewebe sich stark voneinander unterscheiden und welche nur wenige

Unterschiede aufweisen, wurde die Anzahl der signifikanten Unterschiede (0.95%) herangezogen.

Beim Vergleich der Gewebe ergeben sich grofe Schwankungen in der Anzahl der signifikanten
Unterschiede (Tab. 5; Fig. 11). Wahrend bei manchen Gewebetypen lediglich 2 der 147 untersuchten
Substanzen signifikant unterschiedlich sind (Larven vs. MKs und Larven vs. Puppen), sind in anderen
Geweben bis zu 95 Substanzen (Geschlechtstiere vs. Pilzpatch) verschieden (Fig. 11). Im Durchschnitt

unterscheiden sich zwei beliebige Gewebe in 33 +4.6 Substanzen signifikant.

Die MKs weisen im Vergleich mit den anderen 7 Geweben durchschnittlich 20 £6 Substanzen auf, die
sich signifikant unterscheiden. Die kleinste Anzahl an signifikanten Unterschieden wurde, wie
erwdhnt, im Vergleich mit den Larven (2), Puppen (4), dem Trichilium (12) und Trichomen (16)
eruiert. Beim Vergleich zwischen Pilzpatch und MKs unterscheiden sich 28 Substanzen signifikant. Die
meisten signifikanten Unterschiede treten beim Vergleich zu Geschlechtstieren (33) und Ameisen

(45) auf.

Der Pilzpatch unterscheiden sich durchschnittlich in 62 +9 Substanzen von jedem anderen Gewebe.
Die geringste Anzahl an signifikanten Unterschieden besteht beim Vergleich mit den MKs (28),
ansonsten ist die Anzahl der Unterschiede des Pilzpatches im Vergleich mit anderen Geweben stets
groRer als der hochste Wert an Unterschieden bei den MKs. Im Vergleich mit den Puppen (46), dem
Trichilium (48) und Trichomen (53) zeigt sich eine hohe Anzahl signifikanter Unterschiede. Die
hochste Menge signifikanter Unterschiede besteht aber mit den Larven (73) Arbeiterinnen (90) und
Geschlechtstieren (95). Die hochste Anzahl signifikanter Unterschiede ist beim Pilzpatch somit im

Vergleich mit den Insektenstadien, mit Ausnahme der Puppen, zu sehen (Fig. 11).

Die Arbeiterinnen unterscheiden sich von den anderen 7 Gewebetypen im Durchschnitt in 44 +9
Substanzen signifikant, wobei die geringste Anzahl an Unterschieden zu den Puppen (24) besteht,
wahrend sie sich am deutlichsten vom Pilzpatch (90) unterscheiden. Bei den Geschlechtstieren gibt
es im Durchschnitt 40 £10 signifikante Unterschiede zu den anderen Geweben, wobei die grofite
Ahnlichkeit mit den Puppen (10) besteht. Die groRte Menge an Unterschieden tritt im Vergleich mit
dem Pilzpatch (95) auf. Bei den Larven unterscheiden sich durchschnittlich 24 +9 Substanzen, wobei

die geringsten Unterschiede zu den MKs (2) und Puppen (2) bestehen, wahrend sich die héchste
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Anzahl an signifikant unterschiedlichen Substanzen im Vergleich mit dem Pilzpatch (73) zeigt. Die
Puppen unterscheiden sich nur in 18 +6 Substanzen von den restlichen Gewebetypen. Die Puppen
sind somit durchschnittlich am wenigsten von allen anderen 7 Gewebetypen differenziert. Die
geringste Anzahl signifikant unterschiedlicher Substanzen wurde im Vergleich der Puppen mit den
Larven (2) festgestellt, wahrend die meisten Unterschiede im Vergleich mit dem Pilzpatch (46)
auftreten. Im Durchschnitt unterscheidet sich das Trichilium signifikant mit 30 £7 Substanzen, wobei
die geringste Anzahl im Vergleich mit den Trichomen (11) besteht. Die groRte Anzahl an
Unterschieden hingegen zeigt sich im Vergleich mit den Ameisen (51). Bei den Trichomen sind
durchschnittlich 29 +6 Substanzen signifikant verschieden, wobei die geringsten Unterschiede zum
Trichilium (11) bestehen, die meisten Substanzen sich hingegen signifikant beim Vergleich mit dem

Pilzpatch (53) unterscheiden (Fig. 11).

Tabelle 5: Anzahl der signifikanten Unterschiede zu den anderen Geweben im Durchschnitt

Arbeiteri. | Geschlt. Puppen Larven MKs Trichilium | Trichome | Pilzpatch

44 19 40 £10 18 +6 24 19 20 16 30 £7 29 16 62 19

Alle Entwicklungsstadien von Azteca sind daher am unterschiedlichsten zum Pilzpatch, ebenso die
Trichome, wahrend bei den Trichilien der grofRte Unterschied zu den Ameisen besteht (51), dicht

darauf (48) folgt allerdings der Pilzpatch.

Die vier Entwicklungsstadien der Ameisen unterscheiden sich untereinander im Schnitt um 19 $4
Substanzen, wobei die eindeutig geringsten Unterschiede zwischen Larven und Puppen (2) bestehen,
gefolgt von Geschlechtstieren vs. Puppen (10). Am meisten unterschiedliche Substanzen wurden bei

den Arbeiterinnen vs. Geschlechtstieren (29) bzw. bei den Ameisen vs. Larven (27) festgestellt.

Die pflanzlichen Gewebetypen unterscheiden sich lediglich in 13 +2 Substanzen, wobei MKs und
Trichome (16) die meisten signifikanten Unterschiede aufweisen. MKs und Trichilium (12) bzw.

Trichome und Trichilium (11) weisen etwas weniger signifikante Unterschiede auf.
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Fig. 11: Anzahl signifikanter
Unterschiede

Angegeben wird die Menge der
Unterschiede bei einer Signifikanz
von 0.95%. Unterschiede variieren
stark (2-95).

Die rechte Grafik verdeutlich die
Unterschiede von MKs und Pilzpatch
zu den Insektengeweben.
Angegeben wurde die Anzahl
signifikanter Unterschiede.
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b PCA-Analyse

Die PCA-Analyse zeigt eine deutliche Gruppierung der Gewebe (Fig. 12a). Der Pilzpatch formt die
raumlich dichteste Gruppe. Alle 4 Proben konzentrieren sich auf einer sehr kleinen Flache. Sowohl
MKs (n=3) als auch Trichome (n=2) bilden sehr nahe beieinander liegende Gruppen. Ameisen (n=4),
Geschlechtstiere (n=3) und Trichilium (n=2) weisen leichte Streuungen auf, wobei die ersten beiden
eher entlang der PC 1-Achse (66.32%) verteilt sind, wahrend letztere entlang der PC 2- Achse
(12.87%) streuen. Letztlich sind die Larven und Puppen am weitesten gefachert. Die Larven
differenzieren sowohl entlang der PC1 als auch der PC2-Achsen, sind aber dennoch als homogene
Gruppe erkennbar. Bei den Puppen grenzt sich eine Probe deutlich von allen anderen Gewebeproben

ab.

Pilzpatch und MKs clustern am deutlichsten. Sie unterscheiden sich minimal in ihrer Anordnung
entlang der PC 1-Achse. Eine Larven- und eine Puppenprobe befinden sich ebenso in unmittelbarer
Ndhe der Pilzpatch-MK-Gruppe. Ansonsten bilden aber alle Insektengewebe, mit Ausnahme der
erwahnten Puppenprobe, eine klar erkennbare Gruppierung, die lediglich entlang der PC 2-Achse
stark streut. Entlang dieser Achse zeigen sich auch deutliche Unterschiede zwischen adulten und
juvenilen Insektenstadien. Arbeiterinnen und Geschlechtstiere bilden zwar je eine eigene homogene
Gruppe, formen aber gemeinsam eine klar erkennbare Gruppierung. Die juvenilen
Entwicklungsstadien sind zwar weitflachiger verteilt, ein Grof3teil der Proben lasst sich aber ebenso
als einheitliche Gruppe erkennen. Trichilium und Trichome bilden eine Gruppe, die am deutlichsten
von den anderen Gewebeverbinden abgegrenzt ist. Sowohl auf der PC 1- Achse als auch besonders
auf der PC 2-Achse sind beide weit entfernt von den restlichen Gewebsverbanden. Auch die MKs sind

sehr deutlich von dem Trichilium und den Trichomen entfernt (Fig. 12a).

Streuungsrelevante Substanzen

Die starke Differenzierung der Trichilium und Trichomen von den anderen Geweben wird besonders
von Fructose, die in den beiden Geweben im Vergleich in viel hoheren Mengen vorhanden ist,
beeinflusst (Fig. 12b). Flr die Gruppierung der Insekten im entgegengesetzten Bereich der PC 1 und
PC 2-Achse sind vor allem die beiden Aminosduren Alanine und Proline und die Fettsdure
Hexadecanoic acid ausschlaggebend. Die Grafiken aller Substanzen, die einer Substanzkategorie

zugeordnet wurden, finden sich, wie erwahnt, im Anhang (Fig. Anhang 6).

Fructose kommt in den Pflanzengeweben (exklusive MKs) im Vergleich zu den anderen Geweben in
sehr hohen Mengen vor. Die Areawerte von Fructose in Trichilium und Trichome unterscheiden sich

je signifikant von allen anderen Geweben. Lediglich zwischen Trichilium und Trichomen besteht kein
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signifikanter Unterschied. Im Trichilium ist im Schnitt 34 £11mal mehr Fructose enthalten als in den
anderen Geweben auller den Trichomen. Ganz ahnlich fallt der Vergleich der Trichome mit den
Geweben (exklusive Trichilium) aus: Fructose ist im Schnitt Gber 26 +8mal haufiger in diesem
Gewebe vertreten. Der geringste Unterschied der durchschnittlichen Areamenge besteht im
Vergleich Zu den Ameisen (Ratio: Trichilium/Arbeiterinnen=6.70; Ratio:
Trichome/Arbeiterinnen=5.27). Am starksten unterscheiden sich die Area von Trichilium und
Trichomen von jenen der Larven (Ratio: Trichilium/Larven=74.42; Ratio: Trichome/Larven=58.61). Die
Menge gemessener Fructose spiegelt sich somit auf der PC 2-Achse wieder, auf der das Gewebe der
Ameisen jenem der Pflanze (exklusive MKs) am nachsten ist, wahrend die Larven auf der PC 2-Achse

am weitesten von den Pflanzengeweben (exklusive MKs) entfernt sind (Fig. 12b).

Alanine kommt in den Insektengeweben in weitaus groReren Mengen vor als in den
Pflanzengeweben und dem Pilzpatch. Der durchschnittliche Areawert der GroRgruppe Insekten ist
11mal hoher als der durchschnittliche Wert der GroRgruppe Pflanze (Ratio: Insekt/Pflanze= 11.30)
und Uber 100 000mal hoher als der durchschnittliche Wert im Pilzpatch (Ratio: Insekt/Pilz= 111
332.87). Die adulten Insektenstadien, also Ameisen und Geschlechtstiere, unterscheiden sich dabei
signifikant von allen Geweben nicht tierischen Ursprungs. Signifikante Unterschiede innerhalb der

Insekten gibt es nicht (Fig. 12b).

Die Aminosaure Proline ist wiederum bei den Insekten sehr prominent vertreten. Im Insektengewebe
wurden durchschnittlich Gber 17mal mehr Proline als im Pflanzengewebe dokumentiert (Ratio:
Insekt/Pflanze=17.77), wahrend die Aminosaure im Pilzpatch sowohl bei den S5 als auch bei den SL-
Messungen nicht nachgewiesen werden konnte. In Larven und Puppen sind im Durchschnitt Gber
3.5mal so viel Proline wie in den Ameisen und Uber 2.7mal mehr Proline als in den Geschlechtstieren
nachgewiesen worden. Auch wenn keine signifikanten Unterschiede zwischen den Insektengeweben
bestehen, lasst sich damit wohl die Differenzierung der juvenilen und adulten Entwicklungsstadien

entlang der PC2 (12.87%)- Achse teilweise erklaren (Fig. 12b).

Die Fettsaure Hexadecanoic acid tritt ebenso in sehr hohen Mengen in den Insektengeweben auf.

Durchschnittlich sind die gemessenen Areawerte der Fettsdure im Insektengewebe lber 7mal so
hoch wie in den Pflanzengeweben (Ratio: Insekt/Pflanze=7.43) und tber 50mal so hoch wie im
Pilzpatch (Ratio: Insekt/Pilzpatch=53.65). Die héchste durchschnittliche Area wurde bei Larven und
Puppen festgestellt. Die juvenilen Insektenstadien enthalten im Schnitt Uber 3mal so viel
Hexadecanoic acid wie die adulten Stadien (Ratio: juvenile Entwicklungsstadien/adulte
Entwicklungsstadien=3.24). Obwohl die Arbeiterinnen nicht die héchste durchschnittliche Area von

Hexadecanoic acid aufweisen, unterscheiden sie sich als einziges Insektengewebe stets signifikant
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von den Pflanzengeweben und dem Pilzpatch, was wohl mit den hohen Schwankungen der Area der

anderen Insektenproben erklart werden kann (Fig. 12b).

Neben den Metaboliten Fructose, Alanine, Proline und Hexadecanoic acid, die die starkste
Auswirkung auf die Streuung der Proben haben, gibt es noch andere Substanzen, die ebenso einen
deutlichen Einfluss auf die Verteilung in der PCA ausiiben: drei Saccharide (Glucose, Trehalose und
Maltose), finf Aminosauren (Isoleucine, Valine, Tyrosine, Glycine und Glutamic acid) sowie fiinf nicht
nadher definierte Substanzklassen (Quinic acid, Myo-Insoitol, Phosporic acid, Glycerol und Lactic acid).
Da auf Trends in den Substanzklassen im folgenden Kapitel ndher eingegangen wird (Vgl. Kapitel
3.3.2.1: S5-Untersuchung Il. Substanzkategorien in den Geweben), werden sie hier weniger

ausfihrlich behandelt.

Glucose ist wie Fructose in den Trichomen und im Trichilium in besonders hoher Menge vertreten.
Wiederum unterscheiden sich die Areawerte von Trichomen und Trichilium je signifikant von den
restlichen 6 Geweben. Im Trichilium ist im Schnitt 19 £10mal mehr Glucose enthalten als in den

anderen Geweben, in den Trichomen durchschnittlich 13 +7mal so viel.

Trehalose ist in groBer Menge in den Insekten ausgepragt, wahrend es in den Pflanzenbestandteilen
(inklusive MKs) und dem Pilzpatch in geringeren Mengen vorgefunden wurde (Ratio:
Insekten/Pflanzen=63.89; Ratio: Insekten/Pilzpatch=15.32). Im Pilzpatch, der bei den meisten
Substanzen sehr geringe Areawerte aufweist, wurde hier aber mehr als im Pflanzengewebe
dokumentiert. Bereits die qualitative Analyse zeigte, dass Trehalose in den Insektengeweben in 275%
lediglich in den Larven nachgewiesen wurde. In den anderen Geweben wurde zwar in einzelnen
Proben Trehalose dokumentiert, doch nicht in 275% der Gewebe. Dieser Trend zeigt sich auch in den
Areawerten, wo Trehalose besonders deutlich in den Larven ausgeprdgt ist (Ratio:

Larven/Ameisen=9.88; Ratio: Larven/Geschlechtstiere=4.19; Ratio: Larven/Puppen=14.95).

Maltose ist vor allem in den Insekten ausgeprdgt (Ratio: Insekt/Pflanze=34.79; Ratio:
Insekt/Pilzpatch=71.90), wobei die Puppen die durchschnittlich héchste Area aufweisen, wahrend in

den Ameisen durchschnittlich die deutlich geringsten Werte dokumentiert wurden.

Vier der fliinf Aminosauren (Isoleucine, Valine, Tyrosine, Glycine) sind im Durchschnitt in groBerer

Menge in den Insektengeweben zu finden als in den anderen Geweben. Zudem findet sich die grofite
Menge dieser vier Aminosauren durchschnittlich je in den Puppen. Glutamic acid hingegen hat die
durchschnittlich hochste Area in den MKs, die Substanz findet sich allerdings auch in hohen Mengen

in den Insektengeweben.
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Quinic acid, eine Hydroxycarbonséure, die keiner der Uberkategorien zugeordnet wurde, kommt wie
Fructose und Glucose vergleichsweise in sehr hohen Mengen in Trichomen und Trichilium vor. Im
Vergleich ist sie in etwa 260 £52mal so oft im Trichilium ausgepragt wie in den anderen Geweben
(exklusive Trichome) bzw. in den Trichomen 125 +24mal so h&ufig (exklusive Trichilium). Quinic acid
konnte in den sechs anderen Geweben in verhaltnismaRig eher geringen Areawerten nachgewiesen

werden.

Myo-Inositol, ein Zuckeralkohol, der ebenso keiner der Uberkategorien zugeordnet wurde, konnte in
den Puppen am haufigsten nachgewiesen werden. Signifikante Unterschiede bestehen allerdings
lediglich zwischen Pilzpatch und diversen Geweben, da im Pilzpatch nur eine geringe Menge

nachgewiesen werden konnte.

Phosphoric acid, eine Siure, der ebenso keiner Uberkategorie zugeordnet wurde, konnte in den

sechs Geweben Geschlechtstiere, Larven, Puppen, MKs, Trichilium und Trichome in relativ hohen
Mengen nachgewiesen werden, wahrend das Metabolit in den Ameisen- und Pilzpatchproben
duBerst geringe Areawerte aufwies. Im Gesamtdurchschnitt war die Substanz in den erwahnten

sechs Geweben 30mal haufiger anzutreffen als im Mittelwert der Ameisen-Pilzpatch-Gruppe.

Glycerol, ein Zuckeralkohol, kommt in vergleichsweise hoher Zahl in Larven und Puppen vor.

Lactic acid, eine Hydroxycarbonsaure, wurde auch im Durchschnitt am haufigsten in Larven und

Puppen dokumentiert, wobei in beiden Fallen die Puppen die héchste Area beinhalten.
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Fig. 12b: PCA-S5; Vergleich der Gewebe: Streuungsrelevante Substanzen

Namentlich angezeigt werden Substanzen, die auf die Streuung der Proben entlang der PC 1 (66.32%)- und PC2
(12.87%) -Achse den meisten Einfluss haben. Fructose ist wichtiger Faktor fir die Verortung der Pflanzengruppe,
wahren Hexadecanoic acid, Alanine und Proline die Positionierung der Insektengruppe mafRgeblich beeinflussen und
auch teilweise fiir die Streuung juveniler und adulter Entwicklungsstadien verantwortlich sind.

0
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Il Substanzkategorien in den Geweben

a Aminosduren

Es konnten 24 Aminosduren (=AS) in den Proben nachgewiesen werden. Wie die qualitative Analyse
bereits vermuten lasst, sind die AS im Insektengewebe besonders prasent. Auch wenn unterhalb der
75%-Marke auf Vorhandensein der Substanzen gepriift wird, zeigen sich ahnliche Trends. 24 (100%)
der untersuchten AS kommen meist mit den hochsten Areawerten in allen Insektengeweben vor. Alle
24 AS wurden zudem in zumindest einem Pflanzengewebe (inklusive MKs) dokumentiert. Der
Pilzpatch weist auch bei der quantitativen Untersuchung mit Abstand die wenigsten Aminosduren
auf. Nur 12 (50%) der AS wurden beim Pilzpatch nachgewiesen und die AS waren zudem stets in
vergleichsweise ausgesprochen geringer Menge ausgepragt. Bei der qualitativen Analyse, die nur
Substanzen berlicksichtigt, die in den Proben in 275% der Mengen vorkommen, wurden 10 AS

festgestellt.

Das Insektengewebe beinhaltet hingegen am haufigsten die hochste Area einer AS. Nur bei 5 AS
(20.8%) ist der hochste durchschnittliche Areawert ein pflanzliches Gewebe (viermal bei den MKs).
Der Pilzpatch hat niemals den hochsten durchschnittlichen Areawert. Bei 18 AS (75%) weist jedes

einzelne Insektengewebe hohere Werte auf als jedes Gewebe der anderen Grof3reiche.

In Geweben von Azteca sind die vorkommenden AS 10mal so stark ausgeprdgt als wie im
Pflanzengewebe (Ratio: Insekt/Pflanze=10.78 +2). Lediglich bei drei AS konnte ein héherer Areawert
im Reich der Pflanzen als im Reich der Insekten festgestellt werden. Bei diesen AS handelt es sich um
Aspargine, Aspartic acid und Butyric acid, 4-amino. Jene 12 AS, die auch im Pilzpatch vorgefunden
wurden, kommen in Schnitt in den Insekten in Gber 10 000fach grofRerer Menge vor (Ratio:
Insekt/Pilzpatch=10963.18 +9150). Die erwdhnten 12 Aminosauren sind in der Pflanze im Schnitt
1000mal haufiger vertreten (Ratio: Pflanze/Pilzpatch=1117.11 £804).

Das Vorkommen der AS in den Insektengeweben unterscheidet sich zwischen den
Entwicklungsstadien. In den juvenilen Stadien sind Gber 1.5mal mehr AS als in den adulten Stadien.
Auch wenn alle AS zur Berechnung dieser Ratio herangezogen wurden, ist bei 7 AS (29.1%) die Area
bei den adulten Stadien héher. Alanine, Butyric acid 4-amino, Glutamine, Homoserine, Methionine,

Pyroglutamic acid und Homocysteine sind haufiger in den adulten Stadien vertreten.

Vergleich der Gewebe

Der Vergleich der Einzelgewebe mit dem Gewebeschnitt zeigt, dass nur die Insektengewebe bei den
AS (iber dem Gesamtdurchschnitt liegen (Fig. 13). Die juvenilen Stadien grenzen sich in ihrer Ratio am

starksten vom Mittelwert ab. Larven und Puppen sind dabei relativ gleich ausgepragt. Ameisen und
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Geschlechtstiere, also die adulten Entwicklungsstadien, unterscheiden sich auch stark vom

Mittelwert, grenzen sich aber weniger deutlich ab.

Alle Gewebe, die nicht tierischen Ursprungs sind, weisen eine Ratio unter 1 auf, sind also kleiner als
der Mittelwert samtlicher Gewebeproben. Der Vergleich der Ratios aller AS zeigt, dass die MKs von
allen Geweben nicht-tierischen Ursprungs eindeutig die hochste Ratio besitzen. Das bedeutet, dass
die 24 AS im Schnitt in den MKs die hdchste Area der restlichen Gewebe aufweisen. Vier AS sind in
den MKs sogar starker ausgepragt als im Insektengewebe. Den Hochstwert aller Gewebe bilden die

MKs bei Aspargine, Aspartic acid, Glutamic aicd und Homoserine.

Trichome und Trichilium, die in der PCA eine klar erkennbare Gruppe bilden, unterscheiden sich im
Vorkommen der AS jedoch deutlich. Obwohl die Gesamtmenge der Trichome zwar eindeutig unter
dem Gewebeschnitt liegt (Ratio: Trichome/MW-Gesamt=0.408), ist die gemessene Menge deutlich
hoher als die der Trichilien, die sehr wenig AS aufzuweisen scheinen (Ratio: Trichilium/MW-
Gesamt=0.094). Zwei AS liegen bei den Trichomen in der Ratio (ber dem Gewebeschnitt: Aspartic
acid und Butyric acid 4-amino, wobei letztere die hochsten durchschnittlichen Areawerte aller
Gewebe aufweist. Im Pilzpatch sind die AS entweder nicht vorhanden oder nur in dulerst geringen

Mengen vertreten (Ratio: Pilzpatch/MW-Gesamt=0.002).
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Fig.13: Aminoséuren. Ratio: Einzelgewebe/MW-Gesamt; Unterschiede der Gewebe

Berechnet wurde das Verhdltnis eines Einzelgewebes (MW) zum Gesamtdurchschnitt; anschlieBend wurde der Mittelwert aller

AS gebildet und der Abstand der durchschnittlichen Ratio von dem Mittelwert aller Gewebe angegeben. Die Grafik zeigt, dass

die Insektengewebe alle Gberdurchschnittlich viele AS aufweisen. MKs zeigen im Vergleich mit den nicht-tierischen Geweben

die hochste Ratio, die dennoch unter dem Gewebeschnitt liegt.

Ausgewdhlte Substanzen

Alanine, Proline und tw. Isoleucine, Valine, Tyrosine, Glycine und Glutamic acid wurden bereits in der

PCA-Analyse besprochen.
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b Kohlenhydrate

Es wurden 18 unterschiedliche Kohlenhydrate nachgewiesen, wobei einige Kohlenhydrate nicht
naher bestimmt werden konnten und lediglich als Pentose, Hexose bzw. Polysaccharide definiert
wurden. Zudem wurden die Zuckersauren und Zuckeralkohole nicht zur Substanzkategorie
gerechnet. Melibiose wurde bei der S5-Untersuchung lediglich in einer einzigen Probe
(Geschlechtstiere) mit sehr geringen Areawerten nachgewiesen, weshalb im Kommenden von 17

Kohlenhydraten ausgegangen wird.

15 Kohlenhydrate (88%) wurden im Insektengewebe nachgewiesen, wahrend 14 Kohlenhydrate
(82%) in den Pflanzen und 12 im Pilzpatch (71%) dokumentiert wurden. Die Kohlenhydrate sind im
Unterschied zu den Aminosduren sehr unterschiedlich stark ausgepragt, weshalb sich Trends nicht so
leicht feststellen lassen wie bei den AS. Von den acht Geweben haben sieben Gewebe zumindest
einmal bei einer Substanz den hochsten Durchschnittswert. Lediglich der Pilzpatch hat nie die
hochste Area aller Gewebe. Die Trichome weisen bei vier Kohlenhydraten die durchschnittlich
hochste Area auf (Hexose A, Hexose B, Hexose D und Pentose A), gefolgt von Trichilium und
Arbeiterinnen, die in je drei Kohlenhydraten die hochste Area zeigten (Trichilium: Fructose, Glucose,
Galactose, Ameisen: Tagatose_?, Not_annotated_Polysaccharid_mglw. Nigerose?,
Not_annotated_Plysaccharid_RI_2755.8). Zwei Kohlenhydrate hatten bei Geschlechtstieren
(Hexose_C, Not_annotated_Polysaccharid_RI_2846) und Larven (Trehalose, Raffinose) die
durchschnittlich hochste Area, Puppen und MKs in je einem Kohlenyhdrat (Puppen: Maltose,

MKs:Sucrose).

Vergleich Gewebe

Beim Vergleich aller 17 Saccharide liegen die Pflanzengewebe (exklusive MKs) am deutlichsten Gber
dem Gewebeschnitt (Fig. 14). Trichome weisen durchschnittlich die hochste Ratio zum
Gesamtdurchschnitt bei allen Sacchariden auf und auch im Trichilium konnten deutlich
Uberdurchschnittlich hohe Ratios festgestellt werden. Unter den Insekten wurde die hochste Ratio
durchschnittlich bei den Ameisen festgestellt. Pilzpatch, MKs und Puppen liegen unter dem
Gewebeschnitt, wobei der Pilzpatch wiederum insgesamt am weitesten unter dem Gesamtschnitt

liegt.
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Pilzpatch MkS Puppen MW aller Geschlt. Larven Ameisen Trichilium Trichome

Gewebe
(=0)
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Fig. 14: Kohlenhydrate. Ratio: Einzelgewebe/MW-Gesamt; Unterschiede der Gewebe

Berechnet wurde das Verhéltnis eines Einzelgewebes (MW) zum Gesamtdurchschnitt; anschlieRend wurde der
Mittelwert aller AS gebildet und der Abstand der durchschnittlichen Ratio von dem Mittelwert aller Gewebe angegeben.
Trichome, Trichilium, Geschlechtstiere und Ameisen liegen im Vergleich aller Saccharide tber dem Gewebeschnitt.
Pilzpatch, MKs, Puppen und Larven liegen unter Gewebeschnitt.

Ausgewdhlte Substanzen

Fructose, Glucose, Trehalose und Maltose wurden bereits in den Resultaten der PCA-Analyse

diskutiert.

Sucrose ist in den MKs mit Abstand am deutlichsten ausgepragt. Sucrose ist das einzige
Kohlenhydrat, in dem die MKs die hochste Area aller Gewebe besitzen. Sucrose ist in mindestens
zehnfacher Menge haufiger in den MKs zu finden als in anderen Geweben, ubertrifft die
durchschnittlichen Areawerte der Gewebe aber auch teilweise um das 100 bis 1000fache. In den
Arbeiterinnen und Puppen ist es durchschnittlich auch noch in gréRerer Menge vorhanden (Ratio
MKs/Arbeiterinnen=11.23; Ratio MKs/Puppen=18.76), in den anderen Geweben ist es nur mehr in
deutlich geringeren Mengen vorzufinden. Am wenigsten Sucrose findet sich im Trichilium (Ratio
MKs/Trichilium=263.80) und im Pilzpatch (Ratio MKs/Pilzpatch=1051.67). Aufgrund der hohen
Standardabweichungen unterscheiden sich die MKs lediglich von den Larven, Puppen und dem

Pilzpatch signifikant.

o Fettsduren

Es wurden 10 Fettsduren (=FS) nachgewiesen, wobei nur eindeutig als solche identifizierbare
Substanzen der Substanzkategorie beigefligt wurden (Butanoic acid 2,4-dihydroxy- und Butanoic acid
2-hydroxy wurden aufgrund ihrer angehdngten Gruppen und des Umstandes, dass sie >doppelt<
detektiert wurden, nicht aufgenommen). Alle 10 FS konnten in einem Gewebe nachgewiesen
werden, wobei Hexanoic acid allerdings nur in einer einzigen MK-Probe dokumentiert wurde und

daher beim Errechnen der Ratios von 9 FS ausgegangen wurde.
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Die FS sind meist entweder stark in den Insektengeweben (besonders bei den Larven) oder stark in
den Pflanzengeweben (besonders bei den Trichomen) ausgepragt. Bei 6 FS weisen die Larven die
hochste Area aller Gewebe auf. Zwei FS kommen eindeutig am haufigsten in den Trichomen vor,
namlich Tetracosanoic acid_?, das in den Trichomen signifikant haufiger als in allen anderen
Geweben vorkommt und Docosanoic acid, das sich signifikant von allen Geweben bis auf das
Trichilium unterscheidet. Auch die Arbeiterinnen weisen bei einer FS (Decanoic acid), die hochste
durchschnittliche Area auf, wobei diese FS in relativ geringen Mengen detektiert wurde und deshalb

die Werte kritisch betrachtet werden missen.

Vergleich Gewebe

Beim Vergleich der FS zeigt sich, dass die Puppen am deutlichsten tiber dem Gesamtschnitt liegen
(Fig. 15). Die zweithochste Gesamtratio weisen die Trichome auf. Larven und Arbeiterinnen liegen
zwar deutlich unter diesen beiden Ratios, sind aber noch immer Gber dem Gesamtschnitt gelegen.
Die restlichen vier Gewebe (Geschlechtstiere, MKs, Trichilium und Pilzpatch) liegen unter dem

Gesamtdurchschnitt. Der Pilzpatch zeigt wiederum die kleinste Ratio aller Gewebe.

Pilzpatch Trichilium MKs. Geschlt. MW aller | Ameise Larven Trichome Puppen

0965 | 079 | -0.732 | -0.593 Gi‘i'oe)be 0.122 10404 | +0.958 | +1352

Pilzpatch
Trichilium
MKs
Geschlechtst.
Ameise

Larven
Trichome
Puppen

-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 15

Fig. 15: Fettsduren. Ratio: Einzelgewebe/MW-Gesamt; Unterschiede der Gewebe

Berechnet wurde das Verhaltnis eines Einzelgewebes (MW) zum Gesamtdurchschnitt; anschlieBend wurde der Mittelwert
aller AS gebildet und der Abstand der durchschnittlichen Ratio von dem Mittelwert aller Gewebe angegeben. Puppen,
Trichome, Larven und Ameisen liegen im Vergleich aller Saccharide Gber dem Gewebeschnitt. Pilzpatch, MKs, Puppen und
Larven liegen unter dem Gewebeschnitt.

Ausgewdhlte Substanzen

Die Verteilung von Hexadecanoic acid wurde bereits bei der PCA-S5-Analyse dargestellt. Die
restlichen FS werden nicht ausfiihrlicher prasentiert, weil der Schwerpunkt der Untersuchungen auf
anderen Substanzkategorien liegt. Wie bei den anderen Substanzklassen auch, finden sich alle 10 FS,

bei denen Werte detektiert wurden, im Anhang (Fig. Anhang 6).
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d Sterole

Da Sterole fiir das Uberleben und die Entwicklung von Insekten entscheidend sind (Nagata &
Nagasawa 2011), wurde ihnen bei der Analyse besondere Aufmerksamkeit entgegengebracht. Es
konnten 5 unterschiedliche Sterole identifiziert werden: Campesterol, beta-Sitosterol, Cholesterol_?
,Fucosterol_? und Stigmasterol_?. Aufgrund der relativ dhnlichen Struktur wurde die genaue
Definition der Sterole meist liber den Retentionsindex vorgenommen. Deshalben konnten drei der

Sterole nur mit bedingt (>_?<) identifiziert werden.

Vergleich der Gewebe

Obwohl fiir die Errechnung der Ratio der Einzelgewebe zum Gesamtschnitt nur finf Substanzen
herangezogen werden konnten, zeigt sich ein eindeutiger Trend. Die adulten Azteca-Ameisen
(Arbeiterinnen und Geschlechtstiere) weisen Uberdurchschnittlich viele Sterole auf (Ratio: adulte
Insekten/juvenile Stadien=21.59 *14) Erstaunlicherweise finden sich aber in den Trichomen die
meisten Sterole, im Trichilium jedoch verhaltnismaRig relativ wenig. Die hohe Anzahl an Sterolen in
den Trichomen hat moglicherweise etwas mit dem Kontakt zu den MKs-erntenden Azteca-
Arbeiterinnen zu tun (Vgl. Kapitel 4.3.1.4: Sterole in den Geweben). Die fiinf Gewebe unter dem
Durchschnitt (Puppen, MKs, Pilzpatch, Trichilium und Larven) sind relativ homogen ausgepragt. Sie

alle liegen deutlich unter dem MW der Gewebe, weisen aber alle relativ ahnliche Ratios auf.

Larven Trichilium Pilzpatch MKs Puppen MW aller Geschlt. Ameisen Trichome

08 -0.768 -0.701 -0.68 -0.645 Gewebe +1.161 +1.332 +1.674

Trichilium
Pilzpatch
MKs
Puppen
Geschlechtstiere

Ameisen

Trichome

(=0)
|
|

-1 -0.5 0 0.5 1 1.5 2

Larven
|
|
1

Fig. 16: Sterole. Ratio: Einzelgewebe/MW-Gesamt; Unterschiede der Gewebe

Berechnet wurde das Verhéltnis eines Einzelgewebes (MW) zum Gesamtdurchschnitt; anschlieBend wurde der Mittelwert
aller AS gebildet und der Abstand der durchschnittlichen Ratio von dem Mittelwert aller Gewebe angegeben. Die Sterole
sind stark in den Trichomen und den adulten Entwicklungsstadien ausgepragt. Alle anderen Gewebe liegen unter dem
Mittelwert der Gewebe und weisen sehr dhnliche Ratios auf.
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Analyse ausgewadhlter Substanzen

Campesterol (Fig. 17. A) wurde in den héchsten Mengen bei den adulten Azteca festgestellt. In den
Arbeiterinnen finden sich durchschnittlich die hochste Area, aber auch der Mittelwert der
Geschlechtstiere ist deutlich groRer als jener samtlicher anderer Gewebe. Die Arbeiterinnen
unterscheiden sich somit auch signifikant von samtlichen Geweben mit Ausnahme der
Geschlechtstiere. Auch diese haben noch hohe Areawerte, unterscheiden sich aber nur mehr
signifikant von Pilzpatch, Puppen und Larven. Die geringsten Areawerte flir Campesterol weisen im
Schnitt Pilzpatch und Trichilium auf. MKs, Larven, Puppen und Trichome haben &hnliche,

durchschnittliche Areawerte.

Das Phytosterol beta-Sitosterol (Fig. 17. B) war im Schnitt am starksten in den Trichomen vertreten.
Auch in den Arbeiterinnen wurde es in hoher Menge vorgefunden. Aufgrund der geringen
Probemenge schwanken die Areawerte der Trichome stark, sie unterscheiden sich lediglich
signifikant von Larven und Puppen. Bei Arbeiterinnen kommen sie aber signifikant in hoherer Menge
vor als in 5 anderen Geweben, lediglich zu Trichomen und Puppen besteht kein signifikanter
Unterschied. Die Areawerte der Geschlechtstiere sind bei beta-Stiosterol nicht auffallend hoch
ausgepragt. Im Schnitt weisen diesmal die juvenilen Entwicklungsstadien, also Larven und Puppen die
geringsten Areawerte auf. Auffallend ist, dass der Pilzpatch und das Trichilium, die in der Regel nur
sehr geringe Mengen Sterole aufweisen, hier dhnlich hohe durchschnittliche Werte wie die MKs

zeigen und sogar etwas hohere Werte aufweisen als die Durchschnittswerte von Larven und Puppen.

Cholesterol ? (Fig. 17. C) ist in den adulten Entwicklungsstadien am haufigsten anzutreffen. Im
Schnitt kommen die hochsten Areawerte in den Geschlechtstieren vor, gefolgt von den
Arbeiterinnen. Die Arbeiterinnen, die zwar durchschnittlich deutlich weniger Cholesterol aufweisen
als die Geschlechtstiere, unterscheiden sich signifikant von allen anderen Geweben. Die
Geschlechtstiere hingegen unterschieden sich lediglich signifikant von Larven, Puppen, MKs und
Pilzpatch, nicht aber von Trichilium, Trichomen und Arbeiterinnen. Ein Umstand, der vermutlich mit
den hohen Standardabweichungen der Daten bei den Geschlechtstieren zu erklaren ist. Pilzpatch und
Trichilium zeigen wiederum die geringsten Mengen an Cholesterol_?. Larven, Puppen, MKs und

Trichome kommen im Durchschnitt in etwa gleichen Mengen vor.

Auch Fucosterol ? (Fig. 17. D) ist bei den Arbeiterinnen und Geschlechtstieren am starksten
ausgepragt. Die Trichome weisen zudem ebenso hohe Areawerte auf. Die Arbeiterinnen
unterscheiden sich bis auf Geschlechtstiere und Trichome signifikant von allen anderen

Gewebetypen. Die Geschlechtstiere unterscheiden sich signifikant von Larven, MKs, Pilzpatch und
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Puppen, nicht aber von Arbeiterinnen, Trichomen und dem Trichilium. In MKs und Pilzpatch kommt
Fucosterol_? in etwa der gleichen Menge vor. Bei Larven und Trichilium konnte kein Fucosterol ?

nachgewiesen werden.

Stigmasterol ? (Fig. 17. E) wurde in den grofRten Mengen in den Trichomen nachgewiesen. Der
Mittelwert der Areawerte liegt deutlich Uber den anderen Geweben, aufgrund der hohen
Standardabweichungen unterscheiden sich die Trichome aber lediglich signifikant von Larven,
Puppen und Pilzpatch. Auch Geschlechtstiere und Arbeiterinnen weisen hohere Areawerte als die
anderen Gewebe auf, wobei in den Geschlechtstieren durchschnittlich mehr Stigmasterol_?
nachgewiesen wurde. Auffallend ist, dass in Pilzpatch und Trichilium ungewdhnlich viel
Stigmasterol_? gefunden wurde. Die durchschnittlichen Areawerte des Pilzpatches sind beinahe so
hoch wie jene der Arbeiterinnen. In Larven und MKs konnte kein Stigmasterol_? nachgewiesen

werden, in den Puppen wurde lediglich in einer von vier Proben Stigmasterol_? detektiert.
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Fig. 17: Sterole in den Geweben

Dargestellt sind die Mittelwerte der Peakflache (=Area) der jeweils festgelegten Masse einer Substanz (pro Gewebe).
Fehlerbalken wurden aufgrund der hohen Schwankungen durch geringe Probenanzahl mit =STABW/Wurzel(Anzahl)
berechnet. In der y-Achse sind die Areawerte der jeweils berechneten Masse verzeichnet. Hohe Werte sind noch kein
Beleg fiir ein iberproportionales Auftreten der Substanz in den Geweben, kdnnen aber oft einen Trend verdeutlichen. Im
Feld rechts neben der Grafik finden sich samtliche Gewebe, die sich voneinander signifikant (0.95%) unterschieden.

Ar= Arbeiterinnen, Ge= Geschlechtstiere, La= Larven, Pu= Puppen, MK= Mdllersche Korperchen, Pp= Pilzpatch, Trl=
Trichilium, Tro= Trichome.

3.3.3 SL-Untersuchung

3.3.3.1 Vergleich: MKs verschiedener Cecropia-Arten

I Anzahl der signifikanten Unterschiede

Wie bei samtlichen Geweben der S5-Untersuchungen wurde auch bei den MKs verschiedener
Cecropia Arten die Anzahl der signifikanten Unterschiede untersucht, um so Riickschliisse lber die

Ahnlichkeit der untersuchten Cecropia-Arten beziiglich der Futterkérperchen ziehen zu kénnen.

Die T-Tests zeigen, dass es bei den MKs der unterschiedlichen Cecropia-Arten kaum signifikante
Unterschiede gibt. Ausnahmen sind drei Substanzen im Vergleich zwischen C. insignis und C. peltata:
Aspargine, Methionine und Isovaleric acid 2-oxo_?. Die Aminosaure Aspargine hat signifikant hohere
Areawerte in C. insignis, wahrend Methionine und lIsovaleric acid, 2-oxo_? signifikant hoéhere
Areawerte bei C. peltata zeigen. C. peltataund C. obtusifolia unterscheiden sich in einer Substanz
signifikant. Die Areawerte von Hexanoic acid sind bei C. peltata signifikant hoher als bei C.
obtusifolia. Bei C. obtusifolia und C. insignis unterscheiden sich die Areawerte keiner einzigen

Substanz signifikant.

Von den 147 gefundenen Metaboliten konnten in den MKs 132 Substanzen festgestellt werden. Die
MKs zeigen somit trotz einer Vielzahl dokumentierter Substanzen nur sehr geringe signifikante

Unterschiede auf Artniveau. Zudem wird deutlich, dass der groRte Teil der untersuchten Metabolite
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(90%) in zumindest einer MK-Probe detektiert wurde. Die S5-Untersuchung, bei der durch die
starkere Verdlinnung grundsatzlich weniger Substanzen nachgewiesen werden konnten,

dokumentiert auch bereits 120 Substanzen (82%) in mindestens einer MK-Probe.

Besonders die MKs von C. insignis und C. obtusifolia dhneln einander stark. Auch wenn man
Unterschiede nur bei einer Signifikanz von 0.85% definiert (statt wie bisher 0.95%), um mehr
Unterschiede deutlich zu machen, unterscheiden sich die beiden Arten lediglich in einer einzigen
Substanz (Not_annotated RI_2249.2). C. peltata und C. obtusifolia unterscheiden sich in 7

Substanzen und C. peltata und C. insignisin in 8 Subtanzen zu 0.85% signifikant.

Die drei MK-Proben, die von C. obtusifolia im Glashaus geerntet wurden, wurden auf ihre
Unterschiede zu den Pflanzen im Freiland untersucht. Da die drei Proben lediglich von einem
Individuum gesammelt wurden, bericksichtigt die Berechnung alle technischen Replikate. Die drei
Proben der Glashauspflanze unterscheiden sich in 8 Substanzen signifikant von sdamtlichen im
Freiland gesammelten Proben. Unterschiedlich sind: Hexose_B, Isovaleric acid 2-oxo, Pentose_A,

Pinitol, Salicylic_acid_?,Tocopherol alpha, Non_annotated Rl 2038.8.

Il PCA-Analyse

Obwohl die T-Tests darauf hinweisen, dass es nur wenig Unterschiede zwischen den MKs der drei
untersuchten Cecropia-Arten gibt, zeigt die Hauptkomponentenanalyse, dass sie sich durchaus auch
unterscheiden (Fig. 18). Die einzelnen Cecropia-MKs sind als Gruppe zu erkennen, auch wenn sie

nicht so deutlich clustern wie die unterschiedlichen Gewebearten von Cecropia.

Besonders deutlich clustern die Proben von C. peltata (n=6). Finf der sechs Proben bilden eine
deutliche Gruppe, die sich auf allen drei PCA-Achsen zu den anderen Proben differenzieren. Die
sechste C. peltata-Probe streut stark entlang der PC 2-Achse (12.66%) und ist dort eher im Bereich
von C. insignis und C. obtusifolia anzutreffen. Auch auf der PC 3-Achse (9.77%) differenziert sie stark
von den restlichen C. peltata-Proben und ist wieder im Bereich von C. insignis und C. peltata verortet.
Entlang der PC 1-Achse (54.60%) ist die Probe allerdings nicht weit von den restlichen Proben

entfernt.

C. insignis und C. obtusifolia, die sich bereits bei der Diskussion der signifikanten Unterschiede am
wenigsten unterschieden, lassen sich auch in der PCA schwer voneinander abgrenzen. Mit je eine,
weiter entfernt liegenden Ausnahme bilden sie gemeinsam eine Gruppe, die sich deutlich von C.
peltata abgrenzt. Auch bei C. obtusifolia (n=5) findet sich eine Probe, die sehr weit von den restlichen
Proben entfernt ist. Diese differenziert stark auf allen drei Achsen und ist im Vergleich mit allen

anderen Proben am starksten peripher positioniert. Die restlichen vier Proben sind relativ nahe
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beieinander verortet. Entlang der PC 3-Achse gibt es kaum eine Streuung, wahrend die Gruppe

entlang der PC 2-Achse leicht differenziert. Auf der PC 1- Achse ist die Streuung am groRten (Fig. 18).

Die MK Proben von C. insignis (n=3) streuen stark. Zwei der Proben bilden eine erkennbare Gruppe,
die allerdings mitten im Cluster von C. obtusifolia verortet ist. Die dritte Probe differenziert deutlich

entlang der PC 2-Achse.

Streuungsbeeinflussende Substanzen

Welche Substanzen besonders stark auf die Verteilung der Proben Einfluss nehmen, Iasst sich bei den
MKs schwieriger eruieren als bei der PCA der Gewebe. Keine Substanz (ibt dhnlich starken Einfluss
auf die Positionierung einer Probe oder eines Clusters aus. Allerdings sollen im Kommenden, ohne
Anspruch auf Vollstandigkeit, einige Substanzen, die die Differenzierung der Proben besonders

beeinflussen, angefiihrt werden.

Fiir die Positionierung von C. obtusifolia links der PC 1-Achse ist etwa Tetracosanoic acid_? von
Bedeutung (Fig. Anhang 5) . Die Areawerte der Fettsdure sind bei C. obtusifolia 9mal héher als bei C.
peltata und um 19mal hoher als bei C. insignis. Auch die Aminosadure Aspargine beeinflusst eine
Positionierung der Proben im linken Bereich der PC 1-Achse. Auch Aspargine ist am deutlichsten in C.
obtusifolia ausgepragt und unterscheidet sich relativ deutlich von C. peltata (Ratio: C. obtu/C. pelt=

4.72) und ist auch starker als C. insignis ausgepragt (Ratio: C. obtu/C. pelt=1.72).

Tetracosanoic acid_? bt ebenso einen Einfluss auf eine Differenzierung entlang der PC 2-Achse
(12.66%) aus. Der entgegengesetzte Bereich wird etwa von Raffinose, Maltose oder Not_annotated
Polysaccharid_RI_2846 gepragt. Raffinose ist am starksten in C. obtusifolia vorhanden, in C. peltata
allerdings ahnlich stark ausgepréagt, in C. insingnis hingegen kaum vorhanden (Ratio: C. obtu/C.
pelt=1.66; Ratio: C. obtu/C. insig=38.45). Maltose ist in C. peltata am starksten ausgepragt (Ratio: C.
pelt/C. obtu=2.49; Ratio: C. pelt/C. insig=1.72), ein Faktor, der sicherlich die Verteilung im linken
Bereich der PC 2-Achse miterklart. Not_annotated Polysaccharid Rl 2846 ist in allen drei
Pflanzenarten mit hohen Areawerten vertreten, aber ebenso in C. peltata am deutlichsten

ausgepragt.

Die Positionierung im oberen Bereich der PC 3 (9.77%) und damit das deutliche Clustern von C.
peltata wird u.a. von Galactose, Spermidine und wiederum Not_annotated _Polysaccharid_RIl_2846
beeinflusst. Die Areawerte von Galactose sind bei C. peltata am hochsten und tiber doppelt so grol3
wie bei C. obtusifolia (Ratio: C. pelt/C. obtu = 2.29) und deutlich intensiver ausgepragt als bei C.
insignis (Ratio: C. pelt/C. insig=41.56), was sicherlich ein Faktor dafir ist, warum C. peltata auf der PC

3-Achse am weitesten oben positioniert ist. Spermidine ist in C. obtusifolia und C. peltata ungefahr
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gleich stark ausgepragt, aber konnte in C. insignis nicht nachgewiesen werden. Fir die Positionierung
im entgegengesetzten Bereich der PC 3-Achse zeigt sich etwa Azelaic acid verantwortlich. Es ist am
starksten in C. insignis ausgepragt, aber auch in C. peltalta vorhanden. (Ratio: C. insig/C. obtu=3.94;

C. insig/C. pelt=1.69).

® G insignis Fig. 18: PCA-SL; der MKs der Cecropia-Arten
® C. obtusifolia

C. peltata

Proben bilden relativ klar erkennbare Gruppen.
- P C. peltata clustert mit einer Ausnahme am
Tl T L e T deutlichsten und differenziert v.a. auf der

3. PC 3 (9.77%)-Achse. C. obtusifolia als Gruppe
B R L erkennbar, allerdings verzahnt mit C. insignis.
3 ) . e @®: . -.@ 7. . Je eine Probe beider Arten peripher
B dsett™ et pr o T angeordnet.

o D ; s, 4
= 04
O . Fir die Streuung der Arten relevante
e Substanzen wenig eindeutig (zugehorigen
i Graphiken im Anhang) Tetracosanoic acid und
Aspargine sind u.a. fiir Positionierung von C.

obtusifolia im linken Spektrum der PC 1-Achse
(54.60%) ein Faktor. Fir die Positionierung von
C. peltata im oberen Bereich der PC 3-Achse

: (9.77%) zeigen sich u.a. Galactose, Spermidine
PC2(12.66%) 10 PC 1 (54.60%) und Not_annotated_ Polysaccharid_RI_2846
verantwortlich.

3.3.3.2 Vergleich MKs -Pilzpatch

I Anzahl der signifikanten Unterschiede

Um Aufschluss tiber die Ahnlichkeit von Pilzpatch und MKs zu erhalten, die sich etwa in der PCA-
Analyse der Gewebe abzeichnet, wurden die Proben des Pilzpatch auch SL gemessen. MKs und
Pilzpatch unterscheiden sich in 28 Substanzen signifikant (t-Test 0.95%): in 8 Aminosduren, 4

Sacchariden, 2 Fettsduren, 1 Sterol und 13 nicht identifizierten oder zuordenbaren Substanzen

I PCA
Bereits die PCA aller Gewebe bei der S5-Messung zeigte eine starke Ahnlichkeit zwischen MK- und
Pilzpatchgewebe, obwohl bei der SL-Untersuchung dennoch 28 signifikante Unterschiede
dokumentiert werden konnten. Trotz dieser Anzahl signifikanter Unterschiede zeigte auch diese PCA
sehr geringe Differenzen zu den MKs. 3 Proben des Pilzpatches (n=4) bilden zwar eine sehr enge
Gruppe, doch die Unterschiede zu den MKs lassen sich nur bedingt festmachen. Da allerdings aus
dem Datenmaterial hervorgeht, dass Unterschiede bestehen, wurden, um diese naher zu
verdeutlichen, die Daten mittels eines 10-Loghartimus (logl0) bearbeitet, um so die Differenzen

zwischen den Geweben deutlich zu machen.
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Die log10-PCA zeigt Unterschiede zwischen dem Pilzpatch und den MKs (Fig. 19a). Pilzpatch und MKs
bilden zwei klar abgrenzbare Gruppen, wobei die vier Proben des Pilzpatches kaum streuen und eine
sehr dichte Gruppe bilden, die sich besonders entlang der PC 1-Achse (67.28%) von den MKs
abgrenzt und auch entlang der PC 2-Achse zu den meisten MKs-Proben differiert. Die MKs sind zwar
als Gruppe klar erkennbar, aber viel weiter gestreut. Die Streuung vollzieht sich dabei auf allen drei
Achsen. Innerhalb der MKs lassen sich auch hier die Gruppierungen der einzelnen Arten erkennen,
auch wenn einzelne Proben von der Gruppe entfernt sind oder Gruppen ineinander tGbergehen. Auf
der PC 1-Achse scheint sich C. peltata, das relativ deutlich clustert, am deutlichsten vom Pilzpatch
abzugrenzen. Auf dieser Achse nahert sich die Art C. obtusifolia, die auch grof3teils deutlich clustert,
obwohl eine Probe C. insignis raumlich nicht von diesem Cluster zu differenzieren ist, am ehesten
dem Pilzpatch an, wobei allerdings die groBte raumliche Trennung entlang der PC-2 Achse besteht

(Fig. 19a).

Streuungsrelevante Substanzen

Fir die raumliche Differenzierung des Pilzpatch im linken Bereich der PC 1-Achse und im hintersten
Bereich der PC 2-Achse zeigen sich unterschiedliche Substanzen verantwortlich (Fig. 19b). Besonders
D-Sorbitol und Not_annotated_RI_1345.6 beeinflussen die Auspragung. Beide Substanzen sind im
Pilzpatch in signifikant groBeren Mengen zu finden als in den MKs (Sorbitol: Ratio:

Pilzpatch/MKs=37.29; Not_annotated RI_1345.6: Ratio: Pilzpatch/MKs=24.21).

Fir die Positionierung im linken Bereich der PC 2- Achse scheinen u.a. auch Vanillic acid und Hexose
A tendenzgebend zu sein. Allerdings sind diese beiden Metabolite fiir die Differenzierung zwischen
Pilzpatch und MKs von geringer Relevanz, da sie in relativ dhnlichen Mengen in beiden Geweben

vorkommen (Vannilic acid: Ratio: Pilzpatch/MKs= 1.02; Hexose A: Ratio Pilzpatch/MKs= 1.24).

Fir die Positionierung im entgegengesetzten rechten Bereich der PC 1- und PC 2-Achse sind unter
anderem Sucrose, Aspargine, Glutamic acid und Isoleucine verantwortlich. Sucrose kommt in den
MKs in signifikant groReren Mengen vor als im Pilzpatch (Ratio: MKs/Pilzpatch=533.65). Auch die
Aminosauren Aspargine, Glutamic acid und Isoleucine treten in den MKs in gréBeren Mengen auf
(Asparagine: Ratio: MKs/Pilzpatch=675.93; Glutamic acid: Ratio: MKs/Pilzpatch=404.63; Isoleucine:
Ratio: MKs/Pilzpatch=2437.38).

Auch wenn Unterschiede dokumentiert werden konnten und sich einige Substanzen in MKs und
Pilzpatch signifikant unterscheiden, ist dennoch festzuhalten, dass sich die beiden Gewebe stark

dhneln. Das zeigten die S5-PCA und SL-PCA deutlich.
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Fig. 19b: PCA-SL-log10; MKs und Pilzpatch: Streuungsrelevante Substanzen

Fur die raumliche Differenzierung des Pilzpatch zeigen sich u.a. D-Sorbitol und Not_annotated_RI_1345.6
verantwortlich. Fir die Positionierung der MKs im entgegengesetzten Bereich des Spektrums sind u.a.

Sucrose, Aspargine, Gluatmic acid und Isoleucine ausschlaggebend.
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4 Diskussion

4.1 Morphologisch-Anatomische Untersuchungen

4.1.1 Morphologie und Anatomie der MKs

Vom Trichilium und den MKs wurden Schnitte gemacht, die relativ deutlich zeigen, wie produktiv ein
einzelnes MK ist. Eine groBe Anzahl MKs in unterschiedlichsten Entwicklungsstadien werden auf der
gesamten Oberflache des Trichiliums gebildet. Auffallend ist, wie LM- und CT-Untersuchungen
zeigten, dass voll entwickelte MKs nicht in unmittelbarer Nahe zueinander liegen, junge Stadien
hingegen schon. Moglicherweise wird die Entwicklung einzelner MKs geférdert, wahrend die

unmittelbar danebenliegenden MKs in ihrem Wachstum kurzzeitig gehemmt werden.

Die im Pflanzenreich sehr ungewdhnliche Einlagerung von Glykogen in die MKs (Rickson 1976,
Bischof et al. 2013) konnte bei den anatomischen Untersuchungen dieser Arbeit nicht nachgewiesen
werden. Bei den voll entwickelten Stadien sind zwar mehrere rundliche Einlagerungen in jeder Zelle
zu erkennen (Fig. 3F), ob es sich dabei um Glykogenplastide handelt, kann aufgrund der Schnitte
alleine nicht gesagt werden. Fir eine eindeutigere Identifizierung misste etwa ein Nachweis mittels
Schiffscher Reaktion erbracht werden, wie bei Rickson (1976). Fiir weiterflihrende anatomische
Untersuchungen der Plastiden missten die Proben durch Transmissionselektronenmikroskopie

untersucht werden, wie bei Bischof et al. (2013).

Eine weitere Unklarheit betrifft den Entwicklungsstand der reifen MKs. Wahrend Rickson (1976) von
1mm Lange und 0.3mm Breite, dann wieder von 3mm Lange und 1mm Breite spricht, gibt Bischof et
al. (2013) den Durchmesser des Transversalschnitts (also die Breite) mit 0,5-1mm an. Die in dieser
Untersuchung dokumentierten MKs, die dem Stadium 5 zugeordnet wurden, sind aber
durchschnittlich nur 700um lang und etwa 500um breit. Auch die im Feld gesammelten MKs waren
wohl deutlich gréBer als 1mm. Die mittels Mikroskop untersuchten MKs waren allerdings allesamt
deutlich kleiner als diese Naherungswerte. Das kann bedeuten, dass es sich bei den als reif
definierten MKs (Stadium 5) noch gar nicht um fertig entwickelte MKs gehandelt hat, sondern sich
diese lediglich friihzeitig durch die Praparation vom Trichiliumgewebe getrennt haben, wahrend sich
die grofRten MKs beim Transport oder der Entwdasserung geldst haben. Da zwei verhaltnismaRig
kleine Trichilien untersucht wurden, ware eine andere Erklarung fir die kleinen MKs, dass die GroRe
der MKs an die GroRRe des Trichiliums gekoppelt ist (wogegen allerdings Feldbeobachtungen

sprechen). Vorstellbar ist auch, dass sich die MKs, bereits vom Gewebe gel6st, weiterhin teilen und
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an Volumen zunehmen. Zudem kann es auch wahrend der Fixierung zu einem GroRBenverlust der

Proben kommen (Mayer, personliche Mitteilung).

Wie die lichtmikroskopischen Untersuchungen zeigten, finden sich auf einem Trichilium MKs
unterschiedlichster Entwicklungsstadien. Das belegt auch die CT-Untersuchung, allerdings konnten
die kleinsten Stadien bei der CT-Untersuchung, im Gegensatz zur LM-Untersuchung, nicht erfasst
werden (Fig. 4A-B). Die CT-Untersuchungen zeigen allerdings besser, wie ungemein dicht die MKs
gelagert sind (Fig. 6C-D). Auffallend ist auch hier, dass sich bei den reiferen MKs selten zwei MKs
gleicher GroRe nebeneinander befinden. Auch die CT-Untersuchungen deuten somit auf einen

Kontrollmechanismus hin, der verhindert, dass zwei direkt benachbarte MKs zur gleichen Zeit reifen.

Dass die MKs bei der Behandlung mit Wismut nicht kontrastierten, deutet auf ihre Zusammensetzung
hin. Lipide und Polysaccharide zeigen namlich nur bei der Behandlung mit Wismut eine sehr
schwache Kontrastierung (Weber, personliche Kommunikation). Da MKs reich an Lipiden und
Glykogen sind (Rickson 1976, Bischof et al. 2013), ist es nicht verwunderlich, dass die MKs bei
Kontrastierung mit Wismut in den Aufnahmen nur als >Loécher< in der Trichiliumoberflache zu

erkennen waren.

4.1.2 Umfang der MK-Produktion

Bei der Analyse der Trichilien mittels Computertomographie wurde deutlich, welch enorme Anzahl
an MKs ein einzelnes Trichilium bilden kann. In Fig. 2B sind Gber 600 MKs unterschiedlicher
Entwicklungsstadien zu erkennen, obwohl nur eine Seite des Trichiliums zu sehen ist. Hochgerechnet
produziert ein aktives Trichilium somit Gber 1000 MKs gleichzeitig. Da jede Pflanze mehrere aktive
Trichilien hat, die Uber einige Monate MKs produzieren, wird deutlich, welche Menge an MKs

Cecropia als Nahrung fur die mit ihr assoziierten Ameisen produziert.

Folgarait et al. (1994) stellten bei einem Langzeitexperiment an der peruanischen Cecropia sp. B.
(eine Unterart von C. membranacea) fest, wie viele MKs ein Trichilium in seiner gesamten
Lebensspanne produziert. Dabei wurden je zwei gleich positionierte Trichilien mehrerer Pflanzen von
C. sp. B. untersucht. Die durchschnittliche Lebensdauer der beiden Trichilien betrug 96 111.3
(STABW) bzw. 90.2 +19.4 (STABW) Tage. Bei simulierter Ameisenprasenz betrug die durchschnittliche
MK-Produktion 766 bzw. 855.5 MKs (iber die gesamte Lebensspanne (Folgarait et al. 1994). Im
Vergleich zu den hochgerechneten 1000 MKs, die in der hier untersuchten Trichiliumprobe von C. cf.
peltata zu einem einzigen Zeitpunkt ermittelt wurden, scheinen die Werte von C. sp. B. relativ gering.
Moglicherweise bestehen artspezifische Unterschiede in der MK-Produktion zwischen C. cf. peltata

und Cecropia sp. B. Da von Cecropia membranaceae nur die reifen, auf der Trichomoberflache
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prasentierten MKs gezahlt wurden, ist es auch denkbar, dass gar nicht alle der in einem Trichilium
gebildeten MKs zur vollstandigen Entwicklung kommen. Der Unterschied in der Anzahl der MKs
kénnte letztlich auch damit erklart werden, dass die Zahlung, obzwar gewissenhaft durchgefiihrt,

falsche Anhaltspunkte fir die Hochrechnung lieferte.

4.1.3 Versorgung des Trichiliums

Die anatomischen Untersuchungen zeigten, dass das gesamte Trichilium von Leitblindeln durchzogen
wird. Ein ungewohnlich dichtes Netzwerk von vasikuldren Biindeln dominiert das gesamte Trichilium.
Die naheliegende Erklarung dafiir ist, dass eine ungewohnlich hohe Menge an Nahrstoffen in das
Trichilium transportiert werden muss. Es wurde bereits erldautert, wie produktiv ein einzelnes
Trichilium ist. Um die hohe Produktionsrate zu gewdahren, ist natlrlich ein entsprechend stark

ausgepragtes Versorgungsnetzwerk notwendig.

4.1.4 Anatomie und Funktion Trichome

4.1.4.1 Einfache Trichome

In der Binokularansicht wurde deutlich, wie ungemein dicht die Trichome die Oberflaiche des
Trichiliums bedecken. Auffallend dabei ist, dass die Trichome an der Basis anders ausgepragt sind, als
an deren Spitze. Dieser Farbverlauf lasst sich vermutlich durch unterschiedliche Pigmentierung
erklaren. Die geriffelte Struktur der Spitze der einfachen Trichome ist moglicherweise auf die

Praparationsmethode zuriickzufiihren.

Entscheidender als die erwdhnte farbliche Aufteilung der einfachen Trichome in eine Basis und eine
Spitze ist allerdings die damit einhergehende unterschiedliche Struktur des Trichoms. An der hellen
Basis stehen die Trichome sehr dicht nebeneinander und dieser Bereich scheint um einiges
unnachgiebiger als die gekrauselten Spitzen. Mdéglicherweise besteht dadurch auch ein funktioneller
Unterschied. Eine mogliche Erklarung ware namlich, dass die dichte Basis als Stiitze fiir die MKs
dient. Die MKs werden sehr dicht von den Trichomen umlagert. Tatsdchlich ist es wahrscheinlich,
dass sich die MKs durch das Wachstum Platz verschaffen, indem sie durch die GroRenzunahme die
Trichome von sich wegbiegen. Eine solch kompakte Struktur ist natiirlich dementsprechend stabil.
Die MKs, die ja schlieBlich nur an einer relativ schmalen Basis mit dem Trichiliumgewebe verbunden
sind (Fig. 5A), konnten durch die Haare ausreichend gestiitzt werden. Allerdings werden nur die
unvollstandig entwickelten MKs von der Basis umhiillt. Dass sich die Trichome im oberen Bereich
krauseln, kénnte dementsprechend einen besonderen Nutzen fir die reifen MKs haben. Die

ausgewachsenen MKs ragen aus dem Trichompolster heraus oder liegen sogar auf dieser auf. Durch
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die lockere Struktur ist es den MKs zum einen moglich, leichter nach oben zu kommen, wahrend die
gekrauselten Enden moglicherweise die MKs an der Trichiliumoberflaiche halten kénnten. Diese
Struktur kdnnte den >kopfiiber< unter dem Petiolus hdngenden MKs den nétigen Halt verleihen. Die

Riffelung kénnte zudem verhindern, dass die herausgedriickten MKs wieder zuriickgleiten.

Neben der stiitzenden Funktion kdnnte die Struktur der Trichome auch als Schutz fiir die MKs
fungieren. Zumindest die jungen MKs werden schlielRlich von dem dichten Trichompolster Gberlagert.
Dadurch sind sie vor potentiellen Nahrungskonkurrenten der Ameisen versteckt und geschiitzt. Dass
MKs trotz der aggressiven Verteidigung der Ameisen von Konkurrenten abgeerntet werden, wurde
namlich mehrfach beobachtet. LaPierre (2007) dokumentierte in einer Untersuchung
Sozialparasitismus bei Cecropia. Es wurde nachgewiesen, dass die Wespenart Charterginus sp. in
Costa Rica MKs von C. insignis und C. obtusifolia sammelte und das, auch wenn diese Pflanzen
besiedelt waren. Mitunter benutzen die Wespen sogar ein Ablenkungsmandver, um die MKs
ungestort zu rauben (LaPierre 2007). Dass Wespen Trichilien abernten, wurde auch im Zuge dieser
Arbeit beobachtet. Azteca schilen die MKs stellenweise regelrecht aus den Trichompolstern heraus,

um sie abtransportieren zu kdnnen (persénliche Beobachtung, Mayer, persénliche Mitteilung).

Die Funktion der Trichome kdnnte nun allerdings auch darin liegen, dass auch die relativ reifen MKs
abgeerntet werden konnen, wahrend die zahlreichen jingeren MKs durch die Trichompolster
geschitzt sind und so unbehelligt bleiben. Die produktiven dulRersten Zellreihen der Trichiliumbasis
(Fig. 4A-C) werden so zudem vor Verletzung, Austrocknung und starker UV-Strahlung geschiitzt. Auch
Rickson (1976) fiihrt in seinen Uberlegungen zur Funktion der Trichome die beiden diskutierten
Moglichkeiten an (physikalische Stiitze und Schutz). Er weist darauf hin, dass die Trichome nicht
zwingend fir die MK-Produktion notig seien, weil auf karibischen Inseln trichomlose Cecropien
gefunden worden seien, die dennoch MKs produzieren. Zudem verweist er auf die Dokumentation
karibischer Exemplare mit voll entwickelten Trichilien mitsamt Trichomen, die keine MKs produzieren

(Rickson 1976, Putz & Holbrook 1988, Folgarait et al. 1994).

Es wurde vermutet, dass der Aufbau der Trichome als Stiitze fungieren kdnnte, wobei jedoch noch
nicht auf die Rolle des Symbiosepartners eingegangen wurde. Die MKs dienen schlielich den
Ameisen als Nahrungsgrundlage und werden von diesen abgeerntet. Beim Ernten wird je eines der
an der Trichiliumoberflache prasentierten MKs von den Ameisen mit den Mundwerkzeugen
aufgenommen und ins Domatium transportiert. Doch nur die wenigsten MKs befinden sich zur Ganze
auf der Oberflache des Trichiliums. Die Ameisen ziehen vielmehr die MKs aus dem Trichilium heraus
(Rickson 1976, personliche Beobachtungen) oder schalen sie mitunter, wie bereits erwahnt, aus dem

Trichompolster. Die Struktur des Trichiliums scheint dabei die Ernte zu erleichtern. Auch beim
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manuellen Abernten fiir die Analyse der Metabolite liefen sich die MKs mit der Spitze einer
Prapariernadel aus dem Trichilium ziehen oder kamen durch den Druck der Nadel aus dem Polster
heraus. Folgarait et al. (1994) verweist zudem darauf, dass mehr MKs produziert werden, wenn diese
tatsachlich abgeerntet werden. Sie konnten in einem Glashausversuch nachweisen, dass bei
manueller Entfernung der MKs, die Trichilien signifikant mehr MKs produzierten als bei den
Kontrollgruppen. Dieser Unterschied besteht allerdings nur bei einem durchschnittlichen
Nahrstoffniveau (Folgarait et al. 1994). Die Produktion der MKs wird somit durch das Abernten der
Ameisen stimuliert. Moglicherweise wird durch das Herausziehen der MKs aus dem Trichompolster
die erhohte Produktionsrate getriggert. Bei den komplexen Trichomen kdnnte es sich demnach
hypothetisch um >Fiihlhaare< handeln, die zur Erfassung der Ameisenaktivitat dienen. Dazu musste
eine Form von Reizleitung bestehen, die eine Interaktion zwischen Ameisen und Pflanzen ermoglicht.
Da die komplexen Trichome jedoch weiR sind, handelt es sich dabei vermutlich um tote Zellen, was

gegen diese Uberlegung spricht. Diese Annahme miisste experimentell Giberpriift werden.

Doch es gibt noch weitere Erklarungen fir die Funktion des Trichompolsters, die die bereits
angedachten weiterfiihren. Schutz kénnten die Trichome namlich nicht bloR vor Insekten, die ohne
Gegenleistung MKs abernten, bieten, sondern auch vor der Sonne. Das Trichilium kénnte somit als
Austrocknungsschutz fungieren. Bei der Feldarbeit und im Glashaus konnte beobachtet werden, dass
auf Trichilien, die lange nicht von den Ameisen abgeerntet wurden (weil unbesiedelt, oder mit
Tangle-Trap geschiitzt), eingeschrumpelte MKs vorgefunden werden konnten. Die Trichome kdnnten
somit die jingeren MKs vor dem Austrocknen schiitzen beziehungsweise Sonneneinwirkung auf die
produktiven Schichten mit den gerade gebildeten MKs verhindern. Da es sich bei Cecropia schlieBlich
meist entweder um Pionierpflanzen oder um >Gap-Species<, die neu entstandene Lichtungen sehr
rasch besiedeln, handelt (Folgarait & Davidson 1994), sind sie standortbedingt stark
sonnenexponiert. Zudem ist die Sonneneinstrahlung, fiir die hoch wachsenden Cecropia im
Baumkronenbereich relativ extrem, was auch zu starker Evaporation und damit einhergehenden
Wasserverlust fuhrt (Mayer, persénliche Mitteilung). Dichte Behaarung ist eine im Pflanzenreich
haufig auftretende Methode, um Austrocknung vorzubeugen (Lusa et al. 2015). Moglicherweise

herrscht in den Trichompolstern auch ein eigenes Mikroklima, das der Austrocknung vorbeugt.

Die Binokularuntersuchungen und persénliche Beobachtungen zeigten, dass vor allem reife MKs an
der Trichomoberflache prasentiert sind, wahrend die jungen MKs noch ganzlich von den Trichomen
bedeckt sind. Der Trichompolster schiitzt somit nicht nur die jungen MKs, sondern ist wahrscheinlich

aktiv am Transport der reifen MKs an die Oberflache beteiligt. Wahrend der Ernte der MKs konnten
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Beobachtungen gemacht werden, die darauf hindeuten, dass die Anzahl der auf einem Trichilium

prasentierten MKs von der Luftfeuchtigkeit abhangt.

Wahrscheinlicher ist es aber, dass die Ausgabe reifer MKs von der Luftfeuchte beeinflusst wird und es
eine Kopplung der Prasentation der MKs mit dem Klima gibt. Rossel & Weizer zeigten in einer nicht
publizierten Untersuchung (2014), anhand einiger Cecropia-Pflanzen, dass diese nicht gleichmaRig,
sondern in einem relativ begrenzten Zeitraum MKs produzieren. Der Produktionsbeginn und -stopp
war mit Anderungen der relativen Luftfeuchte und der Temperatur gekoppelt, die in diesem AusmaR
zu keiner anderen Tagesphase auftraten. Ein deutlicher Abfall der relativen Luftfeuchte lautete die
MK-Produktion ein. Der Anstieg der relativen Luftfeuchte war hingegen mit der Abnahme der
Produktion verbunden. Der Start der Produktion fiel mit einem Tiefpunkt der relativen Luftfeuchte
(ca. 55%) und einem Hoch in der Temperatur (36°C) zusammen (Rossel & Weizer 2014).
Moglicherweise sind besagte Trichome also hygroskopisch und reagieren auf die Luftfeuchtigkeit.
Das wiirde auch den zweigeteilten Aufbau der Trichome erklaren. Bei abnehmender Luftfeuchte
ziehen sich die Trichome womoglich zusammen und driicken so die MKs nach oben an die
Oberflache. Fig. 1C zeigt deutlich, wie stark umhiillt das MK ist. Ziehen sich die Trichome nun an der
Basis zusammen, wird das MK automatisch nach oben gedriickt. Es ist zudem denkbar, dass die
Trichome bei hoher Luftfeuchtigkeit aufquellen und so die MKs nicht aus dem Trichompolster

freigeben.

Die klimatischen Bedingungen erleichtern dabei nicht nur einen Prozess, der sonst womdglich auf
energetisch aufwendigerem Wege bewerkstelligt werden misste, sondern die Prasentation der MKs
erfolgt zu einem fir die Pflanze perfekten Zeitpunkt. Regen, der die MKs durchndssen oder
abwaschen konnte, fiihrt zu einem Anstieg der Luftfeuchtigkeit, weswegen keine neuen MKs an der

Trichiliumoberflache prasentiert werden.

4.1.4.2 Komplexe Trichome

Neben den einfachen Trichomen wurden noch die langeren, dickeren und weilRen komplexen
Trichome dokumentiert. Die Untersuchung der komplexen Trichome zeigte, dass sie regelmaRig Gber
das Trichilium verteilt sind, aber besonders an den Randern des Trichiliums auftreten. Es wurden
jedoch zum einen zu wenig Proben zu rudimentar untersucht, um darin einen tatsachlichen Trend
feststellen zu kdnnen. Zum anderen kann es sein, dass nur deswegen dieser Eindruck entstanden ist,
weil die weiBen Trichome an den Ecken exponierter und die braunen Trichome mdglicherweise

kirzer sind.
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Die CT-Untersuchungen deuten darauf hin, dass die zahlreich auftretenden MKs zwischen den
weillen Trichomen gelagert sind. Da die MKs die weillen Trichome kaum verdrangen, entsteht der
Eindruck, dass sie zwischen diesen angeordnet sind (Fig. 3C). Bei den lichtmikroskopischen
Untersuchungen konnte zwar ein zweiter Trichomtyp mit verdickten Zellwdnden dokumentiert

werden, allerdings lassen die Schnitte kaum weitere Riickschlisse zu.

Welche Funktion die speziellen Trichome ausiiben, ldsst sich schwer feststellen. Moglicherweise
erfillen sie eine der zuvor diskutierten Aufgaben. Da sie dicker und wohl auch widerstandsfahiger als
die braunen Trichome sind, konnten sie zur Abwehr von Raubern dienen. Das wirde auch erklaren,
warum sie an den Ecken scheinbar vermehrt auftreten. Sie kénnten als Barrikade fungieren, die
verhindert, dass Insekten das Trichilium betreten. Allerdings sorgen die aggressiven Azteca wohl
bereits fir ausreichend Schutz. Ebenso konnten sie als Regenschutz dienen, der verhindert, dass den
Stamm hinabflieRendes Wasser das Trichilium durchndsst. lhre weile Farbung kann auch ein Indiz
dafiir sein, dass sie zu einem Mikroklima beitragen, mit dem der Sonneneinstrahlung entgegen
gewirkt wird. Des Weiteren wurde bereits diskutiert, ob die weilRen Trichome zur Wahrnehmung der

Ameisenaktivitat dienen kdonnten.

Der Zusammenhang zwischen der Anordnung der MKs und der weiBen Trichome, auf den die CT-
Untersuchungen hinweisen, deutet auf eine mogliche andere Funktion hin. Moglicherweise tragen
die weilen Trichome auch zur Regulierung der MK-Produktion bei. Sie kénnten zum einen als
begrenzende Saulen dienen, die aufgrund ihrer Robustheit den heranwachsenden MKs Stabilitat
verleihen. Zudem ist es denkbar, dass die Trichome als Begrenzung fiir die MKs fungieren, die

kontrollieren, ab welcher GroRRe die MKs nach oben zu wandern beginnen.

4.2 Ethologische Untersuchungen

Es wurden zwei Azteca-Koniginnen gefilmt, die sich dasselbe Domatium teilen. Eine Konigin der Art A.

xanthochroa und eine A. cf alfari wurden im gleichen Domatium gefilmt.

In Costa Rica gibt es vier Azteca-Arten, die obligat Cecropia besiedeln: A. constructor, A. xanthochroa,
A. coeruleipennis und den A. alfari-Komplex, wobei letzterer von zwei Arten gebildet wird, A. alfari
und A. ovaticeps. Diese besiedeln meist die oberen Internodien (Longino 2010). Obwohl die
Koniginnen gefilmt, aber nicht gefangen und zur eindeutigen Bestimmung getdtet wurden, konnte
durch die Filmaufnahmen eine relativ zuverlassige Artbestimmung durchgefiihrt werden. Aufgrund
der unterschiedlichen Farbung der Individuen (eine Konigin sehr dunkel, eine sehr hell), kann auf

jeden Fall davon ausgegangen werden, dass es sich um unterschiedliche Arten handelt.
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Dass unterschiedliche Kammern derselben Pflanze gleichzeitig von Griinderkoniginnen besiedelt und
bewohnt werden, ist nicht ungewdhnlich. Auch dass sich zwei Kdniginnen eine Kammer teilen, ist
sehr haufig. Die Hierarchiekimpfe um die Dominanz der Pflanze beginnen meist erst mit dem

Schliipfen der ersten Arbeiterinnengeneration (Longino 2010).

Der Wettstreit, um die Dominanz einer Kolonie bei Azteca beschéaftigte die Forschung bereits sehr
friih. Bereits von Ihering (1907), der sich schon vor (iber 100 Jahren mit der Cecropia-Azteca-
Beziehung intensiv auseinandersetzte, weist auf Kampfe konkurrierender Koniginnen hin.
Aufeinandertreffende Koniginnen, die um denselben Wohnraum konkurrieren, kdmpfen laut von
lhering (1907) bis auf den Tod. Spatere Beobachtungen zeigten allerdings, dass die
koloniegriindenden Koniginnen in neu besiedelten Domatien vorerst friedlich nebeneinander
existieren. Choe & Perlman (1997) berichten etwa von Gebieten, in denen es gewdhnlicherweise zu
Pleometrose (mehrere Koniginnen griinden gemeinsam eine Kolonie) kommt. Es wurden viele (bis zu
zwanzig) Koniginnen der gleichen Azteaca-Art in einem einzigen Internodium vorgefunden (Choe &
Perlman 1997, Mayer personliche Mitteilung). Dass zwei Individuen unterschiedlicher Azteca-Arten,
ein Domatium besiedeln, ist somit nicht weiter ungewdhnlich. Es konnte keine auffallende

Interaktion zwischen den beiden Kéniginnen gefilmt werden.

Bei der Neubesiedlung einer Cecropia-Pflanze wirft die Grinderkonigin zunachst ihre Fliigel ab,
offnet das Prostoma, und schliipft durch die Offnung ins Innere der Pflanze. Das Prostoma wird
anschlieRend mit von den Wanden abgekratztem Parenchym wieder verschlossen (ein
wiederverschlossenes Prostoma wurde auch bei den Untersuchungen als Indiz einer Neubesiedlung
herangezogen). Im ersten Domatium, das die Konigin besiedelt, verbleibt diese, bis sie die erste
Generation an Arbeiterinnen herangeziichtet hat, d.h. die Koloniegrindung erfolgt klaustral. Um
genug Energie daflir aufzubringen, greift sie auf Reserven ihrer Flugmuskulatur zuriick (von lhering

1907, Sagers 2000, Davidson 2005).

Es konnten keine Verhaltensbeobachtungen gemacht werden, die Riickschliisse darauf zulassen, dass
die Ameisen ihre mit Pilzen beimpften Parenchympellets, die sie vor dem Eierlegen anfertigen, mit
Fazes oder MKs diingen. Es konnte jedoch beobachtet werden, wie eine Konigin (A. cf. alfari) ein
Haufchen am Internodienboden platzierte. Longino (1991) berichtet von haufig in Internodien
vorzufindenden braunen, klebrigen, kleiartigen Haufchen, die bereits Miiller als ,Knollen” bezeichnet
habe. Sie bestehen laut Longino (1991) zum Teil aus abgekratztem Internodiengewebe und sind von

kleinen Fliegenlarven und Nematoden bevélkert.
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Die hervorgewiirgte Substanz war allerdings weild und keinesfalls braun. Dass es sich dabei um
ausgewdlrgtes Internodiengewebe handelt, ist jedoch keinesfalls abwegig, weil das Gewebe sich bei
Oxidation braun farbt (Mayer, personliche Mitteilung). Valverde & Hanson (2011) weist darauf hin,
dass eine Schicht des Parenchyms des Internodiums von den Koéniginnen gegessen wird und
vermutet, dass dieses wohl eine zuséatzliche Nahrstoffquelle fiir koloniegriindende Koéniginnen
darstellt. Moglicherweise handelt es sich bei dem Haufchen also lediglich um schwer verdauliches
Parenchymgewebe. Es ist aber auch moglich, dass die Substanz mit Keimen, auch jenen von Pilzen

angereichert wurde.

Dass allerdings keine eindeutige Beimpfung bzw. Diingung eines Pilzpatches beobachtet werden
konnte, kann damit zusammenhangen, dass die Ameisenkdniginnen und vor allem die Ameisen (bei
groReren Kolonien) wahrend der gesamten Videoaufnahme vor allem alarmiert waren und eventuell
kein normales Verhalten zeigten. Obwohl versucht wurde das Endoskop so wenig wie moglich zu
bewegen und auch mehrmals in das gleiche Domatium hineingefilmt wurde (die Offnung wurde
dabei zwischenzeitlich mit einem Blatt der Versuchspflanze geschlossen), haben sich die Ameisen
wahrend der Beobachtungsdauer von zwei bis drei Stunden an je drei aufeinanderfolgenden Tagen
nicht an das Vorhandensein des Endoskops gewdhnt. Das Endoskop und das gebohrte Loch wurden
von den Ameisen anscheinend als zu groBe Storung empfunden. Dafiir spricht auch, dass einmal
beobachtet werden konnte, wie eine Konigin das Domatium verlassen hatte, was in diesem frilhen
Besiedlungsstadium sehr ungewo6hnlich ist (Sagers 2000). Vermutlich wurde das relativ groRe Loch im

Domatium als zu groRRe Stérung wahrgenommen.

Um das natiirliche Verhalten der Ameisen erfolgreicher zu untersuchen, miissten einige Adaptionen
im Versuchsaufbau durchgefiihrt werden. Die Apparatur stets neu aufzubauen ist nicht sinnvoll, da
dies von den Ameisen immer wieder aufs Neue als Stérung empfunden wurde. Es sollte also versucht
werden, einen ldngeren Beobachtungszeitraum zu gewdhren und die Kamera mitsamt
eingeschalteter Beleuchtung mehrere Tage am Stilick im Einsatz zu haben. Aufgrund des taglichen
Regens, viel zu schwacher Batterien und Akkus, und des Wertes der Ausristung konnte das allerdings
nicht durchgefiihrt werden. Eine solide Apparatur in einem geschiitzten Bereich zu errichten, ware

die produktivste Untersuchungsmethode.

4.3 Analyse der Metabolite

Es wurden chemische Analysen acht unterschiedlicher Gewebe (Arbeiterinnen, Larven, Puppen,
Geschlechtstiere, Pilzpatch, MKs, Trichilium und Trichome) durchgefiihrt, wobei besonders die

Substanzklassen Aminosauren (=AS), Kohlenhydrate, Fettsauren (=FS) und Sterole naher betrachtet
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wurden. Einige myrmekophytische Pflanzen wurden bereits auf ihre Inhaltsstoffe untersucht und
deren Lipid-, Protein- bzw. Kohlenhydratzusammensetzung ausfiihrlich diskutiert (etwa Rickson 1976,
O’Dowd 1982, Heil et al. 1998, Fischer et al. 2002, Heil et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit wurde

jedoch zum ersten Mal mit einem metabolics-Ansatz gearbeitet, um die Inhaltsstoffe zu analysieren.
Fiir den Vergleich mit dlteren Analysen gibt es dadurch allerdings zwei Schwierigkeiten:

Erstens wurde der prozentuelle Gesamtanteil der Substanzklassen pro mg Trockengewicht nicht
berechnet. Es wurde zwar versucht eine Auftrennung in Lipide, Proteine usw. durchzufiihren,
aufgrund der groRen Schwankungen der Massen in den Zwischenschritten wurde jedoch ein
moderneres Protokoll gewahlt. Ein Vergleich mit dem Gesamttrockengewicht einer Substanzklasse

kann daher nicht gezogen werden.

Zweitens wurden die vorgefundenen Substanzen nicht absolut quantifiziert. Untersuchungen von
Futterkorperchen, die Einzelsubstanzen (etwa diverse Kohlenhydrate) miteinander vergleichen,
quantifizieren diese meist, um so die prozentuale Zusammensetzung einer Substanzkategorie (etwa
Kohlenhydrate) auszudriicken. Eine absolute Quantifizierung der Substanzen wurde aber aus
zweierlei Grinden nicht durchgefiihrt: Zum einen wurde aufgrund des hohen Arbeitsaufwands
beschlossen, die Quantifizierungen in Nachuntersuchungen vorzunehmen, zum andern finden sich in
den verwendeten Standards bei weiten nicht alle in den Geweben identifizierte Substanzen. Eine
Quantifizierung aller Substanzen ist somit nicht moglich. Es wurde versucht, eine moglichst groRe
Zahl unterschiedlicher Metabolite zu identifizieren, wodurch ein sehr breites Substanzspektrum

eruiert wurde, das allerdings eine absolute Quantifizierung erschwert.

Eine weitere Herausforderung bei der Interpretation ist zudem, dass nur bestimmte Substanzklassen
bei der GC-MS festgestellt werden. Uber Proteine, Lipide oder groRe Polysaccharide, wie Glykogen,
das in groBen Mengen in den MKs eingelagert wird (Rickson 1976, Bischof 2013), kénnen so keine
Aussagen getroffen werden. Zudem ist es moglich, dass Substanzen in dem einen Gewebe schnell
umgebaut werden, wadhrend die gleiche Substanz in einem anderen Gewebe kaum weiterverarbeitet
wird und sich deshalb als grolRer Pool ansammelt. Die Detektion einer grolen Menge einer Substanz
kann somit auch lediglich der Ausdruck einer >Sackgasse< in einem Stoffwechselweg sein (Fragner,
persdnliche Mitteilung). Uber die Geschwindigkeit dieser Umwandlungsprozesse lassen sich kaum
Aussagen treffen, weshalb viele Fettsauren nicht zwingend auf groRe Mengen an Lipiden und viele

Aminosauren auf groRe Mengen an Proteinen hinweisen missen.

Dennoch werden im Kommenden immer wieder Querverbindungen zur Literatur gezogen, da in der

vorliegenden Arbeit die Trends sehr deutlich sind.
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4.3.1 Substanzkategorien in den Geweben

4.3.1.1 Freie Aminosauren in den Geweben

Die Analyse der freien AS ergab, dass die meisten AS in den Insektengruppen nachgewiesen wurden.
Die Analyse zeigte dabei drei wichtige Trends: (1) Es wurden bei den Ameisen in den juvenilen
Entwicklungsstadien deutlich mehr AS als in den adulten Stadien dokumentiert; (2) zudem wiesen bei
den pflanzlichen Geweben die Miller‘schen Kérperchen (MKs) die meisten AS auf; (3) es fanden sich
im Pilzpatch deutlich weniger unterschiedliche AS und in geringeren Mengen als in den Ameisen und

Pflanzen.

Grundsatzlich bevorzugen Ameisen unterschiedlicher Entwicklungsstadien oft verschiedene
Substanzkategorien (Howard & Tschinkel 1981). Demnach werden Lipide vor allem von Arbeiterinnen
und Larven (Echols 1966), Kohlenhydrate vor allem von nahrungssuchenden Arbeiterinnen und
Larven (Sorensen et al. 1981, Cassill & Tschinkel 1999) und Proteine vor allem von heranwachsenden
Larven und eierlegenden Koniginnen bendtigt (Lange 1967, Vinson 1968) AS werden hingegen in der
gesamten Kolonie geteilt (Howard &Tschinkel 1981; Fischer et al. 2002). Tatsachlich konnten in der
vorliegenden Arbeit in allen Ameisenstadien viele unterschiedliche AS nachgewiesen werden, eine
gleichwertige Verteilung der AS in allen Entwicklungsstadien wurde hingegen nicht gefunden. In den
juvenilen Stadien fanden sich im Schnitt 1.5mal mehr AS als in den adulten Stadien. Auch wenn diese
Ratio im Vergleich mit anderen ermittelten Verhdltnissen einen bescheidenen Unterschied darstellt,
verdeutlich dies doch einen Trend. Auch fir die Differenzierung von juvenilen und adulten Stadien in
der PCA sind u.a. Aminosauren verantwortlich. So wurden etwa drei Mal so viel Proline in den

juvenilen als in den adulten Entwicklungsstadien festgestellt.

Wheeler & Martinez (1995) betonen die wichtige Rolle von Storage-Proteinen wdahrend der
Larvalentwicklung, die auch Aufschluss Uber die erhéhten AS-Werte in den adulten Stadien liefern
koénnten. Speicherproteine treten bei Insekten haufig in den spaten Larvenentwicklungsstadien auf.
Wahrend der Metamorphose ist ein hoher Bedarf an Ressourcen fiir den Gewebeauf- bzw. -umbau
mit fehlenden Nahrungsaufnahme gepaart, sodass die Entwicklung in der Puppe rein durch
gespeicherte Reserven vorangetrieben wird. Die Synthese und Lagerung von Proteinen erlauben das
Lukrieren von AS in Zeiten der Nahrungsknappheit oder des erhéhten Bedarfs (Wheeler & Martinez
1995). Die erhéhten Ratios der AS, die in Larven und Puppen festgestellt wurden, kdnnten somit ein
Ausdruck der Synthese und des Umbaus von Speicherproteinen sein. Demnach waren die hoheren
AS-Werte im Larvenstadium damit zu erkldaren, dass in dieser Phase viele AS zur Synthese von
Speicherproteinen benétigt werden, wahrend das AS-Vorkommen in den Puppen, das im Schnitt den

hochsten AS Anteil aller Gewebe hat, eine Nutzung der Speicherproteine fiir Umbauprozesse
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verdeutlichen konnte. Zwar ist es problematisch, von der Anzahl der AS auf den Proteingehalt
riickzuschlielRen, dennoch bieten die Speicherproteine die plausibelste Erklarung fiir das Vorkommen
der AS in den juvenilen Stadien; vor allem wenn man die unterschiedlichen Typen dieser Proteine

naher beleuchtet.

Es gibt drei unterschiedliche Typen dieser Speicherproteine: Hexamine bilden die grofRte Gruppe,
VHDLs (very high densitiy Liporoteins) zeichnen sich durch besonders hohe Dichte aus und bei der
letzten Gruppe handelt es sich um Proteine, die sehr hohe Anteile an Glutamine oder Glutamic acid
aufweisen (Wheeler & Martinez 1995). Glutamic acid konnten in den MKs und den Insekten in sehr
hohen Mengen nachgewiesen werden, wahrend es im Trichilium, in den Trichomen und besonders
im Pilzpatch in nur sehr geringen Mengen vorkam (Glutamic acid: Ratio: MKs/Pilzpatch=404.63). Es
Uberrascht vor allem, dass Glutamic acid in den MKs in diesen hohen Mengen dokumentiert wurde.
Bei der S5-Untersuchung zeigten die MKs sogar den hdchsten durchschnittlichen Glutamic acid-
Areawert aller Gewebe (allerdings bei hoher STABW). Das ist insofern bemerkenswert, weil bei fast
allen untersuchten AS die Insektengewebe die durchschnittlich hochste Area aufweisen. Nur in flnf
der untersuchten AS (20.8%) war ein anderes Gewebe in hoheren Mengen vorhanden. Zudem weist

Glutamic acid in der S5-Unterusuchung die hochste Area aller 147 untersuchten Substanzen auf.

Der Speicherproteintyp, der hohe Glutamine/Glutamic acid-Anteile aufweist, wurde nur bei Bienen
und Ameisen nachgewiesen und ist in der Regel am Anfang des Puppenstadiums am haufigsten. Am
Ende der Entwicklung in den Puppen sind diese Reserven aufgebraucht (Wheeler & Martinez 1995).
Der hohe Anteil an Glutamic acid in den MKs kdnnte somit dafiir sprechen, dass diese besonders an
die Larven verfittert werden, weil sie den hohen Bedarf an Glutamic acid decken kdnnen. Wenn nun
in der frihen Entwicklung der Puppen die Menge der Speicherproteine am hoéchsten ist, kann
angenommen werden, dass diese Proteine wohl vor allem in der larvalen Phase aufgebaut werden.
Fiir diese Proteinsynthese bieten die aminosdurereichen MKs, die zudem noch groRe Mengen

Glutamic acid aufweisen, wohl optimale Voraussetzungen.

Bei den Insekten selbst wiesen Geschlechtstiere, Arbeiterinnen, Larven und Puppen &hnliche
durchschnittliche Areawerte von Glutamic acid auf. Hohere Glutamic acid Werte konnten in Larven
und Puppen trotz insgesamt héherer AS Werte nicht festgestellt werden. Wheeler & Martinez (1995)
verweisen allerdings auf Phasen, in denen Speicherproteine auch in ausgewachsenen Ameisen
vorzufinden sind. Bei Kdniginnen, die ihre Kolonien claustral bilden, also in der Phase der Entwicklung
der ersten Arbeiterinnengeneration nicht auf Nahrungssuche gehen, wurden bei einigen
Ameisenarten (Crematogaster opuntiae, Pheidole spadonia, Solenopsis xyloni und Conomyrmas sp.)

Speicherproteine dokumentiert (Wheeler & Buck 1995). Da auch Koniginnen von Azteca ihre
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Kolonien claustral grinden, konnten sich die hohen Areawerte von Glutamic acid in den

Geschlechtstieren durch das Vorkommen von Speicherproteinen erkldren lassen.

Neben Glutamic acid konnte noch eine Vielzahl anderer AS festgestellt werden, die ebenso
detaillierter diskutiert werden sollten. Davis (1975) untersuchte die AS-Bediirfnisse von Mehlkafern
(Tenebriomolitor) Giber mehrere Generationen. Um essentielle AS festzustellen, verabreichte er den
Tieren einen AS-Mix, in dem je eine AS fehlte. Uber die Uberlebensrate und Gewichtszunahme der
Larven konnte er so Riickschliisse dariiber ziehen, welche AS eine besondere Rolle in der Erndhrung
spielen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Mehlkafer die gleichen
zehn essentiellen AS (Lysine, Isoleucine, Tryptophan, Methionine, Leucine, Phenylalanine, Valine und
Threonine Histidine, Arginine) bendtigen, die auch beim Wachstum von Ratten und anderen
Vertebraten von Bedeutung (Davis 1975) und die auch zum GroRteil (Arginine und Histidine sind nur
bedeutend fiir das normale Wachstum) fir den Menschen essentiell sind (Ganong 2013).
Mittlerweile werden neben den genannten AS auch Glycine und Serine als fir Insekten essentiell
betrachtet, wahrend Histidine und Arginine ausgenommen werden. (Hagen et al. 1984, Chen 1985,

Gewecke 1995, Barbehenn et al. 1999).

Von diesen zehn essentiellen AS (exklusive Histidine und Arginine) wurden in der qualitativen Analyse
8 in den MKs nachgewiesen. Bei den Ameisenproben wurden in der qualitativen Analyse 9 der
essentiellen AS nachgewiesen. Von jenen essentiellen AS, die auch in Azteca nachgewiesen wurden,
waren fast alle auch in den MKs zu finden, wahrend der Pilzpatch den Untersuchungen zufolge wohl
kaum als Lieferant freier AS dient. Moglicherweise sind AS in den Pilzpatches in Proteinen gebunden.
Hervorzuheben ist noch, dass in keiner einzigen Probe der acht unterschiedlichen Gewebe
Tryptophan gefunden wurde. Interessanterweise verweisen auch Fischer et al. (2002) explizit darauf,
dass in den Futterkérperchen von vier myrmekophytischen Piper-Arten kein Tryptophan gefunden
wurde. In den Futterkérperchen von fliinf myrmekophytischen Acacia-Spezies wurde hingegen auch
Tryptophan nachgewiesen (Heil et al. 2004). Méglicherweise ist diese Aminosaure nicht flr alle

Ameisen essentiell.

Gonzédlez-Teuber & Heil (2009) fanden heraus, dass die symbiontischen Ameisen zweier
myrmekophytischer Acacia-Arten (A.cornigera, A.hindsii)im extrafloralen Nektar (=EFN) eindeutig
hohe AS-Konzentration bevorzugten. Zudem favorisierten diese die Nektarmischungen mit jenen vier
AS, die den Nektar ihrer assoziierten Pflanze am signifikantesten charakterisierten. Bei der AS
Zusammensetzung zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen dem EFN von nicht-
myrmekophytischen und myrmekophytischen Acacia-Arten. Fiir die Differenzierung waren besonders

Phenylalanine und Proline verantwortlich (Gonzalez-Teuber & Heil 2009). Beide AS konnten auch in
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den MKs nachgewiesen werden, lagen allerdings unter dem Durchschnitt. In den Futterkdrperchen
von Acacia wurden die Aspartate als dominanteste Fraktion aller AS nachgewiesen. Aspartate
konnten auch in den MKs (dort unter Aspartic acid) dokumentiert werden. Hohe Konzentrationen
von AS scheinen erheblich zum Geschmack von EFN beizutragen (Gonzalez-Teuber & Heil 2009),
daher kénnten die hohe Anzahl und Menge von AS in den MKs (neben den Kohlenhydraten) einen
wichtigen Beitrag zu Geschmack und Attraktivitdit der MKs leisten. Zu empfehlen waren
Flitterungsexperimente mit AS-Mischungen, um eine Praferenz fiir spezielle AS von Azteca

festzustellen.

4.3.1.2 Kohlenhydrate in den Geweben

Bei der Analyse der Kohlenhydrate ergaben sich folgende grundlegende Trends: (1) Die Arbeiterinnen
wiesen von allen Ameisenproben die meisten Kohlenhydrate auf; (2) in den MKs fanden sich grol3e
Mengen von Fructose, Glucose und besonders Sucrose; (3) Trichilium und Trichome wiesen mit
Abstand die hochste Kohlenhydrat-Ratio im Vergleich mit allen anderen Geweben auf. Besonders
Fructose und Glucose fanden sich in diesen Geweben in liberdurchschnittlich hohen Mengen; (4) der
Pilzpatch liegt zwar wie bei allen Substanzkategorien am weitesten unter dem Gewebsschnitt, doch

einige Kohlenhydrate (etwa Trehalose) finden sich im Pilzpatch haufiger als in den MKs.

Kohlenhydrate dienen fir Insekten allgemein als essentielle Energiequelle und sind zudem wichtig fur
die Formation des Exoskeletts (Boevé & Wackers 2003). Da sich Ameisen holometabol entwickeln
und somit Arbeiterinnen/Geschlechtstiere keine Energie mehr in den Aufbau neuer Strukturen
investieren missen, dienen fur diese Gruppen Kohlenhydrate vor allem als Energielieferant (Boevé &
Waickers 2003). Dass Kohlenhydrate besonders von nahrungssuchenden Arbeiterinnen konsumiert
werden, wurde bereits hervorgehoben. Insofern ist es auch nicht verwunderlich, dass die hdchsten

Ratios in den Arbeiterinnen festgestellt wurden.

Ameisen kénnen auf vielfaltigste Weise Kohlenhydrate zu sich nehmen. EFN, floraler Nektar, Phloem-
oder Xylemsaft, Fruchtbrei oder Honigtau kénnen Quellen fur Kohlenhydrate darstellen (Boevé &
Wackers 2003). Bei Azteca sind wohl vor allem die MKs und der Honigtau der im Inneren der
Domatien gehaltenen Coccoidea, Hauptkohlenhydratquellen. Grundsatzlich kénnen von Insekten
aufgenommene Zucker auf dreifache Weise umgebaut werden: Die Kohlenhydrate kénnen als
Glykogen und Trehalose gespeichert oder mittels Oxidation als Energiequelle verwendet werden.
Zudem werden Zuckerpolymere zu Monosacchariden hydrolisiert. Das heil3t, dass Kohlenhydrate nur
als Monosaccharide die Darmwand passieren konnen (Weil 1987, Boevé & Wackers 2003). Das in den
MKs gelagerte Glykogen muss von den Ameisen zuerst in Monosaccharide zerlegt werden, bevor es

als Energiequelle benutzt wird.
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In den MKs finden sich aber auch Mono- und Disaccharide wie Fructose, Glucose und Sucrose, von
denen sich der Grofteil der Ameisen bevorzugt erndhrt (Detrain & Prieur 2014). Alle drei Zucker
kénnen die intestinale Barriere von Insekten liberwinden, zeigen sich sehr tauglich fiir metabolitische
Prozesse und wirken sich damit positiv auf das Uberleben der Ameisen aus (Boevé & Wickers 2003,
Detrain & Prieur 2014). Die Praferenzen von Ameisen fir bestimmte Zucker variieren allerdings auch
artspezifisch. Bei Untersuchungen mit Myrmica rubra (Rote Gartenameise) wurden u.a.
Fltterungsversuche mit diversen Kohlenhydraten durchgefiihrt und gezeigt, dass die Ameisen
besonders lange (Feedingtime) Sucrose, Erlose und Melizitose aufnahmen. Die aufgrund der
Mortalitatsrate geeignetsten Zucker waren u.a. Glucose, Melizitose, Sucrose und Trehalose (Boevé &
Wackers 2003). Auch bei der Untersuchung von Lasius niger (Schwarze Gartenameise) konnte
festgestellt werden, dass diese stark auf Sucrose und Meleztiose reagieren (Detrain & Prieur 2014).
Bei den neben Sucrose oft praferierten Kohlenhydraten Erlose und Melizitose handelt es sich um
Trisaccharide, die beide in den Proben nicht nachgewiesen werden konnten. Aufgrund der geringen
Unterschiede im Spektrum von Kohlenhydraten kann allerdings nicht vollig ausgeschlossen werden,
dass die beiden Metabolite nachgewiesen wurden, jedoch lediglich als Unknown_Polysaccharid (auch
Saccharide mit einer relativ geringen Anzahl von Monosacchariden wurden der Einfachheit halber

bereits als Polysaccharide bezeichnet) identifiziert wurden.

Von den nachgewiesenen Kohlenhydraten in den MKs ist besonders Sucrose in Gberdurchschnittlich
hohen Mengen dokumentiert worden. Hohe Sucrosewerte finden sich allerdings nicht in allen
myrmekophytischen Systemen. Heil et al. (2005) stellten eine hohe Invertase-Aktivitdt im EFN von
Acacia fest. Da Invertase Sucrose spaltet, wurde keine Sucrose in den EFN nachgewiesen. Da im
Intestinaltrakt der symbiontischen Ameisen (Pseudomyrmex) kaum Intervase-Aktivitat stattfindet,
wird der sucrose-freie von den Symbionten EFN bevorzugt (Heil et al. 2005).Durch den Mangel an
Sucrose, die vor allem nichtsymbiontische Ameisen anzieht, ist der EFN von mit Ameisen-assoziierten
Acacia fir fakultative Ameisen weniger attraktiv. Bei Acacia wirkt also die Kohlenhydrat-
Zusammensetzung ausgrenzend auf fakultative Ameisen. Durch eine Spezialisierung wird somit

garantiert, dass die Nahrstoffe den Symbiosepartner erreichen.

Cecropia scheint eine kontrdre Strategie zu verfolgen. Das Vorkommen der allgemein attraktiven
Kohlenhydrate und freien Aminosdauren machen deutlich, dass MKs fiir eine Vielzahl von Insekten
attraktiv sein miissen. Ein moglicher Ausschluss von symbiosefremden Tieren scheint zumindest nicht
Uber die Zusammensetzung zu erfolgen. Die Exklusion fakultativer Ameisen scheint viel eher von
Azteca Ubernommen zu werden. Da Azteca-Ameisen Cecropia und deren MKs sehr aggressiv

verteidigen, ist eine zusatzliche Exklusion durch die Nahrstoffzusammensetzung wohl Uberflissig.
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Dass Azteca im Gegensatz zu Pseudomyrmex Invertase besitzt, um die Sucrosemengen zu nutzen,
kann wohl angenommen werden. Cafeteria-Experimente zeigten auBerdem, dass Sucrose wohl fir
Azteca besonders attraktiv wirkt. Rossel & Weizer (2014) boten Azteca verschiedene Substanzen,
darunter auch Zuckerlésungen aus Haushaltszucker an und konnten dokumentieren, dass die

Zuckerlosung zu den starksten Reaktionen bei Azteca fiihrte (Rossel & Weizer 2014).

Auch Bischof et al. (2013) zeigten, dass Sucrose in sehr hohen Mengen in den MKs von C. peltata
vorkommt. Zudem wiesen sie auch noch Glucose, Fructose und Maltose nach und stellten fest, dass
alle genannten Zucker in den MKs starker vertreten waren als im getesteten Blattmaterial. Diese
Ergebnisse verdeutlichen noch einmal die wichtige Rolle von Sucrose in der Assoziation zwischen

Cecropia und Azteca.

Fructose und Glucose wurden in Trichomen und Trichilium in signifikant h6heren Mengen festgestellt
als in den MKs, was wahrscheinlich mit der Synthese von Sucrose und Glykogen in den MKs
zusammenhangen kdnnte. Das Disaccharid Sucrose ist aus Fructose und Glucose aufgebaut (Nultsch
2006). Glykogen besteht aus a-1,4-verknipften Glucanketten, die Uber a-1,6 Verknipfungen
verzweigt sind. Diese Glucanketten sind wiederum aus Glucose-Einheiten aufgebaut (Bischof et al.
2013). Die hohen Mengen von Fructose und Glucose im Trichilium lassen sich also vermutlich mit
Bildungsprozessen von Sucrose und Glykogen in den MKs erklaren. Darauf, dass wahrend der
Photosynthese gebildete Kohlenhydrate in die Trichilien transportiert werden, um so die Genese der
MKs zu unterstltzen, deuten nicht nur die hohen Kohlenhydratmengen in Trichilium und MKs hin,
sondern auch die machtigen Leitblindel, die das Trichilium durchziehen (Fig. 2D, 3B). Dass im
Trichilium sehr wenig Sucrose nachgewiesen wurde, lieBe sich mit der raschen Einlagerung dieses

Zuckers in die MKs erklaren.

Gegen diese Annahme spricht hingegen, dass die meisten Pflanzen Sucrose als Haupt-
Transportzucker verwenden (Seifert 1997). Dementsprechend ist es verwunderlich, dass im
Trichilium verhaltnismaRig wenig davon nachgewiesen wurde, wdhrend die Fructose- und
Glucosewerte so hoch sind. Zudem ist es bemerkenswert, dass auch in den Trichomen sehr hohe

Fructose und Glucose-Werte festgestellt wurden.

Auch wenn der Pilzpatch die geringsten Mengen an Kohlenhydraten aufwies, wie es auch in allen
anderen Substanzkategorien der Fall war, deuten die Ratios darauf hin, dass Kohlenhydrate
vergleichsweise in hoheren Mengen als andere Substanzkategorien vorkamen. Wahrend die Anteile
der gefundenen AS im Pilzpatch niedriger waren und viele AS gar nicht nachgewiesen werden

konnten, verhilt es sich mit den Kohlenhydraten anders. Es fanden sich, bis auf zwei Kohlenhydrate
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(zwei nicht naher bestimmte Polysaccharide), alle Kohlenhydrate der MKs auch im Pilzpatch. Zudem
fanden sich Trehalose, Hexose A, Hexose D, Pentose A und Tagatose sogar in héheren Mengen als in
den MKs. Trehalose, Pentose A und Hexose D kamen signifikant 6fter im Pilzpatch als in den MKs vor,
wobei Hexose D in den MKs nicht nachgewiesen werden konnte. Die Ratios, die nur den Durchschnitt
jener Substanzen wiedergeben, die sowohl in Pilzpatch als auch in den MKs nachgewiesen wurden,
verdeutlichen diesen Trend: Es fanden sich zwar 85mal mehr Kohlenhydrate in den MKs als im
Pilzpatch (Ratio Kohlenhydrate: MKs/Pilzpatch=85.91), allerdings wird dieses Verhéltnis stark von
Sucrose beeinflusst, die in den MKs (iber 500mal stdrker vertreten war als im Pilzpatch. Die
durchschnittliche Ratio der Aminosauren zeigt hingegen, dass die AS Uber 400mal so haufig in den
MKs wie im Pilzpatch zu finden waren (Ratio AS: MKs/Pilzpatch=399.01). Da MKs groRe Mengen an
|6slichen Zuckern enthalten (Bischof 2013), kann aus diesem Verhaltnis durchaus geschlossen
werden, dass auch im Pilzpatch eine relativ grofe Menge an Kohlenhydraten festgestellt werden

konnte.

Betrachtet man die Kohlenhydrate im Detail, ist besonders das signifikant h6here Vorkommen von
Trehalose im Pilzpatch von Interesse. Trehalose, ein aus zwei Glucose-Einheiten aufgebautes
Disaccharid, ist fir Insekten von entscheidender Bedeutung, weil es sich dabei um den h&ufigsten
freien Zucker in der Hamolymphe handelt (Elbein et al. 2003). Trehalose dient v.a. als
Energielieferant. Im Vergleich zu Glucose, dem Hauptzucker im Blut von Vertebraten, zeigt es
deutliche Vorteile. Ohne die osmotische Konzentration zu verdndern, ist die verfligbare Energie ums
Doppelte groRer. Zudem ist Trehalose viel weniger chemisch aktiv als Glucose. Das ermdglicht es,
Insekten sehr hohe Mengen von Trehalose in der Himolymphe zu konzentrieren (Schilman & Roces
2008). Trehalose wurde in den hdchsten Mengen in den Larven gemessen, aufgrund sehr hoher
Schwankungen bestehen aber keine signifikanten Unterschiede zu allen anderen Geweben. Da bei
adulten Insekten der Trehalosewert nach Aktivitaten, die viel Energie verbrauchen, drastisch sinken
kann (Evans & Dethier 1957) und die Arbeiterinnen auf das Offnen des Domatiums (Vgl. Kapitel
2.3.1.4: Ernte restlicher Gewebe) hektisch reagierten, konnten so die niedrigen Werte von
Arbeiterinnen und Geschlechtstieren im Vergleich zu den Larven erklart werden. Tendenziell kommt
Trehalose in den Insektengeweben in den hochsten Mengen vor. Die SL-Untersuchungen ergaben
zudem, dass sich signifikant mehr Trehalose im Pilzpatch als in den MKs findet. Trehalose ist
allgemein relativ haufig in Pilzen und kann dort in sehr hoher Menge vorkommen (Elbein et al. 2003).
Fiitterungsexperimente mit Myrmica rubra zeigten, dass Trehalose von den Ameisen gut akzeptiert
wurde und auch positive Einfliisse auf das Uberleben hatte (Boevé & Wickers 2003). Lasius niger
hingegen vernachlassigte Trehalose im Vergleich zu anderen Zuckerlésungen (Detrain & Prieur 2014).

Das Vorkommen von Trehalose und anderen Sacchariden und Zuckeralkoholen (besonders D-
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Sorbitol) kénnte somit moglicherweise den Pilzpatch flir Azteca attraktivn. machen.
Fitterungsexperimente mit Trehalose und anderen Kohlenhydraten konnten hierfiir Anhaltspunkte

liefern.

4.3.1.3 Fettsduren in den Geweben

Die Analyse der Fettsduren (=FS) lieferte sehr diverse Resultate, die zeigen, dass gewisse FS eher in
der Pflanze (vor allem Trichome) und manche eher in den Insekten (vor allem Larven und Puppen) in
héheren Mengen vorkommen. Demnach lassen sich folgende Trends festhalten: (1) Die juvenilen
Stadien weisen mehr FS auf als die adulten, wobei besonders die Geschlechtstiere im Vergleich sehr
wenige FS besitzen; (2) die Trichome weisen von bestimmten FS (Docosanoic acid, Tetracosanoic
acid_?) sehr hohe Mengen auf; und (3) die MKs besitzen nur relativ wenige FS, ebenso der Pilzpatch,

der allerdings noch geringere Areawerte als die MKs aufweist.

Die Ergebnisse der FS-Analyse sollen an dieser Stelle nur kurz diskutiert werden, weil sie nur bedingt
Aufschluss Uiber das Vorkommen der Lipide geben. Lipide selbst konnen in manchen
Futterkorperchen in enormen Mengen auftreten, z.B. bestehen die Futterkdrperchen von vier
myrmekophytischen Piper-Arten zu 41-48% der Trockenmasse aus Lipiden (Fischer et al. 2002). Die
MKs von Cecropia weisen laut Rickson (1976) auch héhere Mengen an Lipiden auf (Rickson 1976).
Dass Lipide aber eine &hnlich groRe Menge des Trockengewichts bilden, kann wohl eher
ausgeschlossen werden; nicht zuletzt aufgrund des massiven Glykogenanteils und den in diesen
Untersuchungen nur in geringer Zahl dokumentierten FS. Zudem wurden auch bei Futterkdrperchen
anderer Myrmekophyten Lipide gefunden, allerdings machten diese meist weniger Prozent des
Trockengewichts aus: etwa 1-9% der Trockenmasse bei finf Acacia-Arten (Heil et al. 2004), oder
5.5% bis 40% bei Macaranga, wobei hier artabhangige Schwankungen auftreten (Heil et al. 1998).
Rickson (1976) stellte den hohen Lipidanteil der MKs nur optisch fest und auch Bischof et al. (2013)
beschreiben ca. 2um grolle Lipidtropfchen in den Parenchymzellen der MKs. Eine Prozentangabe, die
das Lipidverhaltnis zum Trockengewicht beschreibt, wurde bei Cecropia MKs bisher noch nicht

berechnet und kann auch durch diese Untersuchung nicht aufgezeigt werden.

4.3.1.4 Sterolein den Gewebe

Bei der Analyse konnten flnf Sterole (beta-Sitosterol, Campesterol, Cholesterol_?, Fucosterol_?,
Stigmasterol_?) identifiziert werden. Sterole nehmen bei Insekten vor allem drei wichtige Funktionen
ein: Erstens sind sie wichtige Bestandteile der Zellmembran und libernehmen dort regulatorische

Funktionen, zweitens sind sie Vorldufer vieler Hormone, auch jener, die regulativ auf die Entwicklung
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wirken, und drittens spielen sie eine wichtige Rolle bei der Regulierung von Genen fiir den

Entwicklungsprozess. (Jing 2014).

Im Vergleich zu den meisten anderen Tieren koénnen Insekten aber die Sterole nicht selbst
synthetisieren, da ihnen das Enzym Squalene Synthase fehlt, das fiir einen wichtigen Zwischenschritt
in der Sterolsynthese bendtigt wird (Jing 2014). Auch Cholesterol, das wichtigste Sterol der Insekten,
muss Uber die Nahrung aufgenommen oder durch die Aufnahme pflanzlicher Sterole selbst
metabolisiert werden. Es gibt hunderte unterschiedliche Phytosterole und Insekten kénnen davon
nicht alle in Cholesterol umwandeln (Jing 2014). Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass das
Verhéltnis von >guten< (umwandelbaren) und >schlechten< (nicht umwandelbaren) Phytosterolen
entscheidende Auswirkungen auf die Uberlebensfihigkeit von Insekten haben kann (Behmer et al.
1999, Jing 2014). In den Geweben von Cecropia und Azteca wurden Cholesterol und vier weitere
Phytosterole identifiziert, wobei aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der Sterole nur zwei mit
Sicherheit bestimmt werden konnten. Die Analyse lieferte drei entscheidende Ergebnisse: (1)
Cholesterol_? wurde nicht nur in allen Insektengeweben nachgewiesen, sondern auch in den MKs
und in den Trichomen; (2) bei den Insekten wurde die weitaus gréRere Menge der Sterole in den
adulten Entwicklungsstadien vorgefunden; und (3) Die meisten Sterole konnten in den Trichomen

nachgewiesen werden.

Cholesterol kann auch in Pflanzen vorkommen, jedoch meist in sehr geringen Mengen (Dadd 1977).
Der Nachweis von Cholesterol_? in den MKs kdnnte somit bedeuten, dass in diesem Gewebe hohe
Mengen fiir die vergesellschafteten Ameisenpartner eingelagert werden. Auch bei der SL-Analyse
konnte in jeder der 14 MK-Proben Cholesterol_? nachgewiesen werden. Die bereits diskutierte
Anreicherung von Glykogen, ein in Pflanzen sehr seltenes Kohlenhydrat, zeigt, dass eine Anpassung
an die Nahrstoffbediirfnisse des Partners moglich ist. Deshalb erscheint es durchaus plausibel, dass
Azteca einen Teil seines Cholesterol-Bedarfs direkt tiber die MKs deckt und nicht ausschliefRlich tber
die Metabolisierung von Phytosterolen. Auch in den fettreichen Anhangseln (Elaiosomen) der von
Ameisen verbreiteten Samen von Ulex (Stechginster) konnten beta-Sitosterol und Cholesterol
nachgewiesen werden (Fischer et al. 2008). Demnach kdnnte auch der Nachweis von Cholesterol_? in

den MKs eine besondere Anpassung an die Erndhrungsbediirfnisse von Azteca darstellen.

In den adulten Azteca kamen alle funf festgestellten Sterole in hoheren Mengen vor als in den
juvenilen; meist sogar signifikant. Die Bedeutung der Sterole fiir die Metamorphose wurde bereits
angemerkt. Studien an Lepidoptera und Orthoptera ergaben, dass die Cholesterol-Konzentration in
den Eiern bzw. Embryos 10-100mal hoher is, als in den Larven und Puppen (Lafont et al. 2005). Die

Eier von Azteca konnten bei der Analyse allerdings nicht berlicksichtigt werden, weil sowohl Eier als
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auch MKs im Domatium gelagert werden und diese ohne Binokular schwer unterscheidbar sind.
Aufgrund dieser wichtigen Rolle der Sterole fiir Entwicklungsprozesse ware zu erwarten gewesen,
dass in den juvenilen Azteca-Stadien mehr Sterole als in den adulten zu finden sind. Das erhdhte
Sterol-Vorkommen in den Adulten lasst sich jedoch auf vielfdltige Weise erklaren. Moglicherweise
werden die Sterole (besonders Cholesterol) in den juvenilen Stadien sofort zu anderen Stoffen
weitersynthetisiert, wahrend der Cholesterol-Pool in den adulten Stadien nur langsam verarbeitet
wird. Aufgrund der vielfaltigen Funktionen von Cholesterol bei Insekten kdnnte das Sterolverhaltnis
von juvenilen zu adulten Tieren bei Azteca schlicht eine bei Ameisen gangige Relation darstellen.
Letztlich verweisen Schilman & Roces (2008) auf ein Problem bei Untersuchungen der Nahrstoffe
erntender Arbeiterinnen: die kollektive Dimension. Soziale Insekten verwerten im Gegensatz zu nicht
sozialen Insekten namlich die aufgenommene Nahrung nicht schnellstmoglich. Geerntete Nahrung
wird nicht nur vom Individuum verwendet, sondern mittels Trophallaxis mit der Kolonie geteilt
(Holldobler & Willson 1990, Schilman & Roces 2008). Arbeiterinnen und Geschlechtstiere kdnnten
demnach auch mit der Nahrung aufgenommene Sterole in ihren Kropfen fir spatere Weitergabe

speichern, was die hohen Sterolwerte erklaren wirde.

Im Pilzpatch wurden zwar auch gewisse Mengen an Cholesterol _? nachgewiesen, doch in viel
geringeren Mengen als in den MKs (Ratio: MKs/Pilzpatch=46.15). Im Trichilium wurde hingegen kein
Cholesterol_? dokumentiert. In den Trichomen konnte Cholesterol_? sogar in gréBeren Mengen als
in den MKs nachgewiesen werden. Eine Erkldrung fiir die Ahnlichkeit von MKs und Trichomen ist
durch die Sammelmethode gegeben. Die Trichome wurden mit der Pinzette entfernt, dabei konnte
aber nicht ausgeschlossen werden, dass kleine, noch nicht vollstindig entwickelte MKs mit
aufgenommen wurden. Das erklart allerdings kaum die hoheren Werte in den Trichomen. AulRerdem
wurden immer mehr Sterole in den Trichomen als in den MKs und deutlich mehr als in den
Trichiliumproben gefunden. Besonders der Vergleich mit dem Trichilium ist bemerkenswert. Die PCA-
S5-Untersuchung hat die Gemeinsamkeiten von Trichilium und Trichomen aufgezeigt. Auch bei der
Untersuchung der Substanzkategorien wurde deutlich, dass Trichome bei Aminosduren und
Kohlenhydraten sehr dhnliche Ratios aufweisen. Lediglich bei den Fettsduren und den Sterolen sind

sie nicht kongruent.

Eine Erklarung flr die hohen Sterol-Werte, insbesondere fiir die Cholesterol_?-Werte kdnnte sein,
dass die Arbeiterinnen durch den intensiven Kontakt mit den Trichomen beim Ernten die Trichome
mit Sterolen anreichern. Nata & Nagasawa (2011) zeigten bei einer Untersuchung von Bombyx mori
(Seidenraupe), dass diese viele Sterole wieder ausscheiden. Zudem dokumentierten sie einen

erhéhten Cholesterol-Wert in den Exkrementen im Vergleich zum Darminhalt (Nata & Nagasawa
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2011). Gegen das Argument, Sterol-Werte in den Trichomen kdnnten auf Exkretionen von Ameisen
zurlickzufihren sein, sprechen allerdings die gemessenen Areawerte von beta-Sitosterol und
Stigmasterol. Beta-Sitosterol ist das hadufigste Phytosterol und kann von den meisten Insekten zu
Cholesterol metabolisiert werden (Jing 2014). Stigmasterol kommt auch sehr haufig in Pflanzen vor,
kann aber nicht von allen Insekten genutzt werden; Orthoptera (Schistocera americana) kénnen es

etwa nicht in Cholesterol umwandeln (Behmer et al. 1999).

Beide Phytosterole kommen im Durchschnitt aller Gewebe am haufigsten in den Trichomen vor, in
den Trichiliumproben konnten zwar auch beta-Sitosterol und Stigmasterol nachgewiesen werden,
aber in geringeren Mengen als in den Trichomen, was auch fiir eine Anreicherung in den Trichomen
spricht. Die anatomischen Untersuchungen haben gezeigt, dass die MKs dicht von Trichomen
umlagert sind (vgl. CT-Untersuchungen/LM-Untersuchungen), moglicherweise geben die Trichome
Phytosterole als Sekret ab, das von den Ameisen dann aufgenommen wird. Anatomische Strukturen,
die diese Theorie unterstitzen, konnten allerdings keine festgestellt werden. Wahrscheinlicher
scheint es, dass Azteca-Ameisen immer wieder Bruchstiicke der Trichome, die an den MKs haften
bleiben, mit aufnehmen, diese metabolisieren und so ihren restlichen Bedarf an Cholesterol decken.
Aufschluss darliber wiirden Proben des Pflanzenmaterials (Blatt und Stielproben) geben, um
sicherzustellen, ob die Trichome von allen Pflanzengeweben tatsdchlich Gberdurchschnittlich stark

mit Phytosterolen angereichert sind.

Bei der SL-Untersuchung wurde mehr Stigmasterol_? und beta-Sitosterol im Pilzpatch als in den MKs
nachgewiesen. Campesterol, Fucosterol_? und Cholesterol_? waren hingegen starker in den MKs
ausgepragt. Auffallend ist, dass Stimgasterol_? im Pilzpatch viel deutlicher vertreten war als in den
MKs (Ratio Stigmasterol _?: Pilzpatch/MK=20.36). Fir die hohen Phytosterole-Werte im Pilzpatch
ergeben sich zwei mogliche Erklarungen. Zum einen kénnten die Pilzpatchproben moéglicherweise mit
Pflanzenmaterial (etwa Parenchymgewebe) verunreinigt sein. Daflir spricht auch, dass &hnliche
Ratios im Vergleich von Pilzpatch und MKs und Pilzpatch und Trichillium fiir die Sterole festgestellt
wurden. Zum anderen erscheint es aber auch moglich, dass der Pilzpatch Phytosterole aufweist und
so als zusatzliche Phytosterolquelle der Azteca dient (Vgl. Kapitel 4.3.2.2: Vergleich von MKs und
Pilzpatch).
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4.3.2 Vergleich der Gewebe

Die PCA-Analyse lieferte deutliche Ergebnisse, die eine klare Gruppierung der unterschiedlichen
Gewebe zeigten und Riickschliisse auf die Ahnlichkeit zulieRen. Lediglich eine einzige Puppenprobe
ist in der PCA-S5 peripher zu allen anderen Proben positioniert. Mdglicherweise handelt es sich bei
dieser Probe um einen Ausreier. Auch wenn die Blanks nicht darauf hindeuten, konnte diese Probe
kontaminiert worden sein. Bei der PCA-S5 stellten sich vor allem die vier Metabolite Fructose,
Hexadecanoic acid, Proline und Alanine als besonders streuungsrelevant heraus. Tatsachlich konnten
hier groBe Differenzen zwischen den Geweben nachgewiesen werden, die auch sicherlich einen
Einfluss auf die Streuung nehmen. Problematisch ist allerdings, wie extrem diese vier Substanzen auf
die Streuung Einfluss nehmen. Bildet man den Mittelwert sdmtlicher Proben und sortiert diesen,
ungeachtet der unterschiedlichen Massenwerte, nach GroRe, zeigt sich, dass Fructose, Hexadecanoic
acid, Proline und Alanine am haufigsten im Gewebeschnitt auftreten. Tatsachlich sind alle vier
Metabolite sicherlich streuungsrelevant, ihr hoher Einfluss basiert aber auf hohen Areawerten, die

moglicherweise auch auf >glinstige< Massen zurickzufiihren sind.

4.3.2.1 MKsim Vergleich mit dem restlichen Pflanzengewebe

MKs und Pflanzenmaterialien zeigen relativ deutliche Unterschiede bei der PCA-Analyse. Obwohl
Trichilium und Trichome auch an der Entstehung der MKs beteiligt sind, bestehen deutliche
Unterschiede. Tatsdchlich wiesen die MKs mit einigen Puppen und Larvenproben mehr Ahnlichkeit
auf als mit Trichomen und Trichilium und scheinen der GroRgruppe der Insekten fast naher zu stehen
als der Pflanze. Allerdings muss man diese Gruppierung teilweise differenziert betrachten, weil die
groften Streuungen auf der PC 2-Achse (12.87%) zu erkennen sind und hierbei Fructose, das in
Trichilium und Trichomen deutlich haufiger vorkommt als in den MKs, einen (berproportionalen
Faktor spielt. Doch die Distanz zu den Pflanzenteilen zeigt trotzdem klar, dass die MKs sich im Laufe
der Evolution immer mehr an die Nahrstoffbedirfnisse angepasst haben. Dass Futterkdrperchen von
Myrmekophyten eine essentielle Rolle in der Symbiose spielen, wurde bereits mehrfach gezeigt
(Fischer et al 2002); dass Futterkérperchen sogar Glykogen aufweisen, wurde bisher allerdings nur
bei Cecropia nachgewiesen. Die Einlagerung von Glykogen und das in dieser Arbeit nachgewiesene
Vorkommen von Sterolen (besonders Cholesterol) in den MKs zeigen, wie stark die
Zusammensetzung der MKs an die Nahrungsbedirfnisse der Azteca angepasst ist. Beide Substanzen

sind in dieser Menge in Pflanzen sonst sehr uniiblich.

89



4.3.2.2 Vergleich von MKs und Pilzpatch

Pilzpatch und MKs differenzieren kaum und sind sich unter allen anderen Geweben am ahnlichsten.
Da MKs auf den Pilzpatches gefunden wurden und dokumentiert werden konnte, dass Hyphen des
Pilzes die MKs durchdringen (Mayer, personliche Mitteilung), wurde vermutet, dass die MKs
moglicherweise auch zur Dingung des Pilzpatches genutzt werden. Es ist auch moglich, dass es sich
beim Pilzpatch um eine wichtige Stickstoffquelle handelt, wahrend die MKs eine wichtige
Kohlenstoffquelle innerhalb des Systems darstellen kénnte. Schlieflich kénnte die Funktion des
Pilzpatches auch in der Bereitstellung von Nahrungsreserven fiir Azteca liegen. Die Ergebnisse der
Untersuchung liefern jedoch keine Hinweise darauf, dass die MKs zur Diingung von Pilzpatches

genutzt werden.

Die Verfligbarkeit von Stickstoff ist oft ein limitierender Faktor fiir arboreale Ameisen in tropischen
Lebensrdumen, weshalb angenommen wird, dass Stickstoff in Pflanzen-Ameisen-Systemen recycelt
wird (Tobin 1995, Defossez et al. 2010, Blatrix et al. 2012). In der Assoziation von Hirtella und
Allomerus zeigte sich, dass der dort kultivierte Pilz der Symbiose als Stickstoffquelle dient (Leroy et al.
2011). Auch Studien an Cecropia legen nahe, dass ein groRer Teil des Stickstoffs in der Pflanze auf
Aktivitaten der Ameisen zurickzufihren ist (Sagers et al. 2000; Trimble & Sagers 2004). Die Studien,
die auf dem natiirlich vorkommenden Isotop N, basierten, beriicksichtigen den Pilzpatch allerdings
nicht. Voruntersuchungen zeigten, dass Pilzpatches in einer kiinstlichen N,0,-Atmosphire Stickstoff
fixieren konnen (Mayer, personliche Mitteilung). AuRerdem sind Pilze und Bakterien dazu imstande,
Zellulose und Chitin abzubauen (Beier & Bertilsson 2013, Glass et al. 2013, Brezinska et al. 2014).
Daher konnte es sein, dass im Pilzpatch durch Fixierung von Luftstickstoff und den Abbau von
Abfallprodukten Stickstoff flir Ameise und Pflanze verfligbar gemacht wird und keine MKs zur

Diingung gebraucht werden.

Die Resultate der chemischen Analyse sprechen am ehesten fiir die dritte Hypothese, die den
Pilzpatch als Nahrstoffspeicher versteht. Die qualitative Analyse zeigt bereits, dass 25 Substanzen
(29% aller MKs-Metabolite) exklusiv in den MKs und 16 Substanzen (21% aller Pilzpatch-Metabolite)
exklusiv im Pilzpatch in 275% der Probenmenge vorkamen. Die MKs weisen dabei 9 AS exklusiv auf,
wahrend drei Kohlenhydrate nur im Pilzpatch vorkommen. Die PCA-S5-Anaylse ergab, dass sich
Pilzpatch und MKs von allen Geweben am starksten ahneln. Allerdings zeigte die Untersuchung der
signifikanten Unterschiede, dass sich MKs und Pilzpatch immerhin in 28 Substanzen signifikant
voneinander unterscheiden. Der Pilzpatch zeigt im Vergleich zu den anderen Geweben
durchschnittlich die hochste Anzahl signifikanter Unterschiede und dhnelt den MKs somit dennoch

am starksten. Diese hohe Anzahl an signifikanten Unterschieden von Pilzpatch zu den restlichen
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Geweben verdeutlicht auch den Umstand, dass im Pilzpatch stets sehr geringe Mengen der
Metabolite nachgewiesen wurden. Bei der Diskussion der unterschiedlichen Substanzkategorien
zeigte sich bereits, dass der Pilzpatch stets am weitesten unter dem Gewebeschnitt liegt. Da jedoch
immer die gleiche Trockenmasse extrahiert und samtliche Areawerte auf ihr Gewicht normalisiert
wurden, ist auszuschlieRen, dass die Probenmenge des Pilzpatches diese geringen Werte verursacht.
Moglicherweise wurden deswegen geringe Areawerte dokumentiert, weil im Pilzpatch mehr
Substanzen in Form von Proteinen und Lipiden gebunden sind, weshalb bei gleicher Menge

Trockengewicht weniger freie Stoffe dokumentiert wurden.

Diese Ahnlichkeit im Nahrstoffaufbau zwischen MKs und Pilzpatch ist ein entscheidendes Indiz dafiir,
dass beide als Nahrung fiir Azteca dienen. Eine ahnliche Metabolitenzusammensetzung deutet
darauf hin, dass sich auch der Pilz stark an die Nahrstoffbediirfnisse des Symbiosepartners angepasst
hat. Bei den Attini (pilzziichtende Ameisen) beispielsweise, werden Pilze von Ameisen als
Hauptnahrungsquelle genutzt (H6lldobler & Wilson 2009). Eine kirzlich veroffentlichte Studie zeigte,
dass auch der Domatium-Pilz in Ameisen-Pflanzen Assoziationen (Petalomyrmex phylax - Leonardoxa
africana, Tetraponera aethiops - Barteria fistulosa und Psedomyrmex penetrator - Tachigali) an die
Larven der vergesellschafteten Ameisen verfiittert wurde (Blatrix et al. 2012). Da alle bisher
untersuchten Domatienpilze derselben Ordnung (Ascomycetes; Chaetothyriales) angehoéren
(Defossez et al. 2010, Voglmayr et al. 2011, Blatrix et al. 2013) und diese auch in Cecropia
nachgewiesen wurde (Mayer personliche Mitteilung), wurde angenommen, dass auch der Pilzpatch
der Cecropia-Azteca-Assoziation geeignetes Larvenfutter darstellen kénnte. Die Ahnlichkeit mit den

MKs spricht durchaus dafdr.

Juvenile Azteca weisen teilweise groBe Ahnlichkeiten mit Pilzpatch und MKs auf. Die Ahnlichkeit von
MKs und Pilzpatch mit den Proben der Larven kdnnte ein Indiz dafiir sein, dass die beiden vor allem
an die Larven verfiittert werden. Fiir konkretere Aussagen Uber die Nahrstoffflisse miissten jedoch
noch andere Untersuchungen gemacht werden (z.B. mit stabilen Isotopen). Generell konnten bei der
Untersuchung nicht alle an den Nahrstoffflissen beteiligten Partner und Gewebe beriicksichtigt
werden. Coccoidea, die von Azteca gehalten werden und die fiir diese vermutlich eine wichtige
Kohlenhydratquelle darstellen, wurden nicht analysiert, da lediglich eine sehr geringe Probenmenge
gesammelt werden konnte. Zudem wurden Azteca-Eier (zu groRe Verwechslungsgefahr mit MKs), die
Pearl bodies der Blatter (zu geringe Mengen) und Blattproben (zu hohe Chlorophylimenge fiir das

angewandte Laborprotokoll) nicht bericksichtigt.

Moglicherweise greift Azteca in Phasen grofRer Nahrungsknappheit bzw. groRen Nahrungsbedarfs auf

den Pilzpatch als Reserve zuriick. Cecropia produziert auf nahrstoffirmeren Boden weniger MKs
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(Folgarait et al. 1994), moglicherweise nutzt Azteca in Zeiten der Nahrstoffknappheit den Pilzpatch
als Ersatznahrung. Zudem darf nicht nur alleine vom Pilz als Symbiosepartner von Azteca und
Cecropia ausgegangen werden, sondern die mit dem Pilz assoziierten Bakterien und Archaea miissen
ebenso bericksichtigt werden. Chaetothyriales wachsen langsam (Mayer & Voglmayr 2009;
Voglmayr et al. 2011), wahrend von Bakterien angenommen wird, dass sie Substanzen bei
Stoffwechselvorgangen relativ rasch umsetzten. Eine rasche Aufnahme und Metabolisierung aller
eingebrachten Nahrstoffe, die von den Bakterien erleichtert wird, wiirde so mit einer langerfristigen
Lagerung in der Biomasse des Pilzes einhergehen. Das wirde auch die geringe Menge
dokumentierter Metabolite (besonders die geringe Anzahl freier AS) erkldren. Viele Nahrstoffe
wirden somit im Pilzpatch in Form von in der GC-MS nicht detektierbaren Proteinen, Lipiden und
Polysacchariden gespeichert werden. Die vergleichsweise hohe Anzahl an Kohlenhydraten (v.a.

Trehalose und Sorbitol) kénnte dabei den Pilzpatch fiir Azteca besonders attraktiv machen.

Bisher wurden allerdings nur die Ahnlichkeiten zwischen MKs und Pilzpatch betont, die Unterschiede
jedoch noch nicht aufgezeigt. Zum einen weist der GroRteil der Metabolite im Pilzpatch eine
geringere Area auf als die MKs. Zum anderen bestehen bei einigen Substanzen besonders deutliche
Unterschiede. Es erscheint moglich, dass der Pilzpatch nicht blofR eine Nahrungsreserve darstellt,
sondern fir gewisse Entwicklungsstadien von Azteca einen wichtigen Bestandteil ihrer Erndhrung
ausmacht. Ist der Pilzpatch aber essentiell als Nahrung fiir ein Entwicklungsstadium vorgesehen,
muss er mit speziell fir dieses Stadium wichtigen Stoffen angereichert sein. Insofern ist es

aufschlussreich zu untersuchen, welche Metabolite im Pilzpatch haufiger vorkommen als in den MKs.

Zum einen konnten zwei der gangigsten Phytosterole im Pilzpatch in hdheren Mengen nachgewiesen
werden, wobei besonders Stigmasterol_? in signifikant héheren Mengen im Pilzpatch festgestellt
wurde (Vgl. Kapitel 4.3.1.4: Sterole in den Geweben). Zum anderen kamen diverse Kohlenhydrate
(Trehalose, Hexose A, Pentose A, Tagatose ?, D-Sorbitol) und einige keiner Substanzkategorie
zugeordneten Metabolite haufiger im Pilzpatch als in den MKs vor. Da dokumentiert wurde, dass
Chaetothyriales an Larven verfittert wird (Blatrix et al. 2012), ist besonders das Vorkommen der
Phytosterole im Pilzpatch von Interesse. Sterole spielen bei der Entwicklung eine wichtige Rolle (Jing
2014), und durch das hohe Vorkommen von Phytosterolen konnten die Pilzpatches eine wichtige
Quelle fir die Larven darstellen. Der Mix aus Kohlenhydraten kdnnte demnach dazu dienen, den
Pilzpatch geschmacklich von den MKs abzugrenzen und gleichzeitig die Attraktivitat des Pilzpatch als
Nahrung zu garantieren. In den MKs wurden aber Spuren von Cholesterol_?, das nicht wie die

Phytosterole von den Insekten umgebaut werden muss, nachgewiesen. Daher scheint es
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wahrscheinlicher, dass das Reservoir an Phytosterolen im Pilzpatch ebenso als wichtige Reserve

dient, auf die bei Nahrungsknappheit zuriickgegriffen wird.

4.3.2.3 Artspezifische Unterschiede in den MKs

Beim Vergleich der chemischen Zusammensetzung der MKs der drei untersuchten Cecropia-Arten
konnten kaum signifikante Unterschiede zwischen den Arten festgestellt werden. Dies erscheint
sinnvoll, da sich die Azteca-Griinderkéniginnen bei der Besiedlung junger Cecropia-Pflanzen nicht
spezialisieren. Sie besiedeln teilweise sogar nicht-myrmekophytische Cecropia-Arten (Longino 2010).
Stark unterschiedliche Nahrstoffzusammensetzungen der MKs missten in einer Spezialisierung der

Ameisenpartner resultieren.

Longino verweist allerdings darauf, dass Azteca zwar bei der Besiedlung von Jungpflanzen beliebig
vorgeht, dass bei dlteren Cecropia-Baumen aber durchaus Trends zu erkennen sind. So beobachtete
er, dass ausgewachsene C. obtusifolia Baume nur mehr von A. xanthochroa bzw. A. constructor
besiedelt waren, nicht aber von A. alfari oder A. ovaticeps. Er vermutet darin allerdings eher einen
Einfluss der Ameisen auf die Pflanze als einen Spezialisierungsdruck von Seiten der Pflanze. Laut
Longino (1991) legen die beiden letztgenannten Arten namlich ein weitaus weniger aggressives
Verhalten an den Tag und produzieren bereits in kleineren Pflanzen Nachkommen. Der daraus
resultierende verringerte Schutz der Pflanzen kénnte zu einer verringerten Uberlebensfihigkeit
fihren. Longino geht davon aus, dass C. obtusifolia fiir ihr Uberleben eine viel aggressivere

Verteidigung durch Azteca benétigt als C. insignis. (Longino 1991, Longino 2010).

Auch Untersuchungen anderer myrmekophytischer Pflanzen ergaben kaum Unterschiede in der
Zusammensetzung der Futterkdrperchen. Bei den vier Piper-Arten P. cenocladum, P. fimbriulatum, P.
obliqguum und P. sagittifolium dhnelte sich die Zusammensetzung der Futterkdrperchen ziemlich
stark. Signifikant unterschiedliche Konzentrationen waren lediglich bei den I6slichen Kohlenhydraten
bei P. obliquum und dem aus Proteinen stammenden Stickstoff bei P. sagittifolium zu finden (Fischer
et al. 2002). Bei der Untersuchung der Futterkérperchen von Macaranga zeigten sich hingegen
spezifische Gruppierungen in der Zusammensetzung der l6slichen Kohlenhydrate innerhalb der sechs

untersuchten Arten (Heil et al. 1998).

Cecropia-Pflanzen werden nicht ausschlieBlich von Azteca besammelt, sondern besonders bei
unbewohnten Pflanzen von anderen Insekten abgeerntet. Es konnte nachgewiesen werden, dass die
Wespenart Charterignus sp. MKs von C. insignis und C. obtusifolia sammelt und das sogar, wenn die
Pflanze von Ameisen besiedelt ist (Pierre 2007). Neben den Azteca-Ameisen besiedeln auch immer

wieder Ameisen anderer Gattungen (Gnamptogenys, Heteroponera, Pachycondyla, Pseudomyrmex,

93



Crematogaster, Slenopsis, Pheidole, Wasmania, Zarcyptocerus, Procryptocerus, Camponotus und
Myrmelachista) Cecropia-Jungpflanzen oder verlassene Domatien (Longino 1991, Davidson & McKey

1993, Davidson & Fisher 1991).

Die groRe Anzahl moglicher MKs-Sammler zeigt bereits deren hohe Attraktivitat. Eine
Nahrstoffzusammensetzung, die fakultative Insekten benachteiligt (oder exkludiert), wie sie etwa bei
den Acacia-Futterkérperchen besteht (Heil et al. 2005), scheint nicht zuletzt aufgrund der
festgestellten Sucrosewerte unwahrscheinlich (vgl. Diskussion Kohlenhydrate). Vielmehr kann bei

allen drei Arten von einer allgemeinen Attraktivitdt der MKs ausgegangen werden.
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5 Zusammenfassung

5.1 Zusammenfassung

Uber 40 Arten der Pflanzengattung Cecropia sp. (Urticaceae) leben mit Azteca Ameisen (Formicidae,
Dolichoderinae) in Symbiose. Die Pflanzen bieten hohle Stangel als Nistraum und bilden in
Haarpolstern (Trichilien) an der Basis des Blattstiels Nahrung flir die symbiontischen Ameisen. Diese
Futterkorperchen, auch ,Miiller‘sche Korperchen” (MKs) genannt, gelten gemeinhin als Futter fur die
Ameisenbrut. Azteca kultiviert im Inneren der Stangel aber auch Pilze (Ascomycota, Chaetothyriales),
deren Funktion bei Cecropia bisher noch unbekannt ist. Ziel der vorliegenden Arbeit war es einerseits
die Entwicklung der MKs zu dokumentieren. Andererseits sollte in einem metabolomischen Ansatz
geklart werden, welche Inhaltsstoffe in den MKs vorhanden sind, ob deren Nahrstoffangebot fir die
Ameisen ausreichend ist, ob der Pilzpatch bei MK-Knappheit als Substitution verwendet werden kann
oder als Nahrungsergdnzung fungiert, oder ganzlich andere Funktionen als angenommen haben

muss. Zudem wurden auch die Inhaltsstoffe der Ameisen in die Analyse mit einbezogen.

Die anatomischen Untersuchungen mit Binokular, Computertomographie und Lichtmikroskopie
zeigten, dass in einem Trichilium eine groBe Menge Miiller'scher Koérperchen (ca. 1000)
unterschiedlicher Entwicklungsstadien vorhanden ist. Jedes Trichilium wird durch ein sehr dicht
ausgepragtes Netz an Leitblindeln versorgt und ist von einem Polster einfacher, mehrzelliger
Trichome bedeckt, die sich aus der Epidermis entwickeln. Dickere, langere, weille, komplexe
Trichome sind ebenso Bestandteil der Trichompolster. Die Funktion dieser Trichomschicht liegt wohl
darin, dass sie den MKs Schutz vor Fressfeinden und Austrocknung bieten und zudem als Stitze fir
die MKs fungieren. Die mehrzelligen MKs werden knapp unterhalb der Epidermis gebildet, wachsen
rasch an, woélben die Epidermis auf und sind schlieBlich nur mehr iber einen schmalen Bereich mit
dem Trichiliumgewebe verbunden. Nach dem Erreichen der vollen GroRRe l6sen sie sich vom
Trichiliumgewebe und wandern durch die Trichompolster an die Oberfliche, wo sie von Atzeca
abgeerntet werden. Untersuchungen (Rossel & Weizer 2014, unpubliziert) deuten darauf hin, dass
eine Korrelation zwischen der Prdsentation der MKs an der Oberflache des Trichiliums und dem
Klima besteht. Vermutlich reagieren die Trichome auf Verdnderungen der Luftfeuchte und

beeinflussen so den Transport der MKs an die Oberflache.

Bei der chemischen Analyse wurde keine absolute Quantifizierung vorgenommen; durch die
Berechnung der Verhiltnisse der Gewebe kdnnen aber Aussagen lber das Vorkommen einer

Substanzklasse getroffen werden.
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Artspezifische Unterschiede in der Zusammensetzung der MKs konnten fast keine festgestellt
werden. Da auch Azteca bei der Cecropia-Besiedlung nicht artspezifisch vorgeht, ist es naheliegend,

dass die Zusammensetzung der MKs dieser generalistischen Besiedlungsstrategie entspricht.

Bei der Analyse der Metabolite wurde in den MKs ein Grof3teil der fiir Insekten essentiellen
Aminosauren nachgewiesen. In den MKs konnte eine groRe Menge des, fiir einen Storageprotein-
Typen charakteristischen, Glutamic acid festgestellt werden, was darauf hindeutet, dass die MKs an
die Larven verfittert werden kdonnten. In den juvenilen Azteca-Stadien fand sich eine hohe Menge an
AS, was mit der Bildung von Storage-Proteinen in diesem Entwicklungsstadium erklart werden kann.

Im Pilzpatch fanden sich erstaunlich wenig AS.

In den MKs wurden groRe Mengen des Kohlenhydrats Sucrose dokumentiert. Zudem wird in den MKs
Glykogen eingelagert (Bischof et al. 2013). Das Vorkommen groRerer Mengen fiir generalistische
Ameisen attraktive Kohlenhydrate und Aminosauren, sowie das Abernten der MKs durch andere
Insekten deuten darauf hin, dass keine Exklusion symbiosefremder Insekten durch die
Zusammensetzung der MKs gewadhrleistet wird. Im Pilzpatch wurden zwar durchschnittlich wenig
Kohlenhydrate dokumentiert, doch einige Zucker, z.B. Trehalose, der wichtigste Zucker der
Insektenhdamolymphe, wurden in groReren Mengen im Pilzpatch als in den MKs nachgewiesen. Die

meisten Fettsduren wurden in den Puppen und Trichomen dokumentiert.

Besonderes Augenmerk wurde auf die Sterole gelegt, da Insekten diese nicht selbst synthetisieren

kénnen, sondern diese durch die Nahrung aufnehmen missen. In den MKs und Trichomen wurde das
in Pflanzen seltene Cholesterol nachgewiesen. Wie Glykogen ist vermutlich auch das Vorhandensein
von Cholesterol ein Indiz fur die Anpassung der MKs an die Na&hrstoffbedirfnisse des
Symbiosepartners. Hohe Mengen von Phytosterolen, die Insekten teilweise zu Cholesterol umbauen
kénnen, wurden Uberraschenderweise in den Trichomen nachgewiesen. Moglicherweise nimmt
Azteca Uber Bruchstiicke der Trichome diese Sterole mit den MKs gemeinsam auf. Das Vorkommen

von Phytosterolen im Pilzpatch kénnte fiir deren Eignung als Nahrungsreserve fiir Azteca sprechen.

Weder die ethologischen Untersuchungen noch die chemische Analyse lieferten Hinweise darauf,
dass die MKs zur Diingung des Pilzpatchs verwendet werden. Die Analyse der Metabolite lassen auch
kaum Riickschliisse dariiber zu, ob es sich beim Pilzpatch um eine wichtige Stickstoffquelle handelt.
Die Untersuchung unterstiitzt jedoch die Hypothese, dass der Pilzpatch von Azteca als Ersatznahrung
verwendet wird. Die chemische Zusammensetzung von Pilzpatch und MKs dhneln einander, was ein
Indiz daftir darstellt, dass beide als Nahrung fiir Azteca dienen. Moglicherweise greift Azteca bei
Nahrungsknappheit auf den Pilzpatch zuriick. Da nachgewiesen wurde, dass Hyphen von

Chaetothyriales in anderen Assoziation an die Ameisen-Larven verfittert werden (Blatrix et al. 2012),
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ist es zudem vorstellbar, dass der Pilzpatch auch eine Erganzung der Erndhrung der Larven darstellt.
Ein anderes Kohlenhydratspektrum und das Vorhandensein von Phytosterolen im Pilzpatch deuten

darauf hin. Diese Annahme muss aber durch weiterfihrende Untersuchungen tberprift werden.

Schliisselwoérter: Cecropia, Azteca, Chaetothyriales, Myrmecophyten, Miller'sche Korperchen,

Pilzpatch, Trichilium, Metabolite, Sterole, Insektenentwicklung

5.2 Abstract

In the study presented here, the food sources for the ants inhabiting myrmecophytic Cecropia
species are investigated with a metabolomic approach. The food bodies of Cecropia, the so called
Mullerian bodies (MBs), are produced from trichila, a structure located at the petiolus base have
been the focus of a few studies, but a metabolomic analysis was never performed An additional
partner of the obligate Cecropia-Azteca-that has been overlooked for a long time are
Chaetothyrialean fungi. They are cultivated in so called >fungal patches<, and may play an important
role in the nutrient cycle of association. Therefore fungal patches were also chemically investigated

as well as worker, queens, larvae and pupae of Azteca.

Anatomical studies with binocular, CT-scanning and microscopy revealed that trichilia produced a
large amount (about 1000) of MBs of different development stages. It was found that two mature
MBs never directly adjoin one another, suggesting a control mechanism. Each trichilium is supplied
through a very dense and extensive network of vescular bundles. A mat of two trichome types
usually covers the whole trichilium: multicellular simple ones and thicker, longer, white, complex
ones. Three possible functions of this layer of trichomes were assumed: (1) protection of the MBs
against predators and desiccation; (2) structural support for the MBs; (3) control of the MB-

presentation on the surface of the mat, triggered by changes in humidity.

The metabolomic analysis allows statements about the ratio of tissues of substance classes, although
no absolute quantification was performed. A large amount of glutamic acid was detected in the MBs.
Glutamic acid is characteristic for a special storage protein type, which is important in larval
development of the ants. This suggests that MBs are fed to the larvae. Additionally most of the

amino acids detected in the MBs are essential for insects .

Compared to the other tissues investigated (trichilia, trichomes, fungal patches and ants), a large
amount of sucrose was documented in the MBs. The presence of common carbohydrates and a high
diversity of amino acids, which are attractive to generalistic ants, as well as the harvesting of MBs by

other insects, indicate that exclusion of non-symbiotic insect by the composition of the MBs is not
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implemented. Although lower amounts of carbohydrates have been documented in the fungal patch
than in the MBs, some sugars are found in higher quantities. Trehalose, the most important sugar in
the hemolymph, was detected in large quantities in the fungal patch, which may support attraction

to Azteca.

Cholesterol has been documented in the MBs and the trichomes. Insects can’t synthesize sterols
themselves and have to consume them through food. The occurrence in Cecropia MKs probably
illustrates an adaptation of the MBs to the nutritional needs of the symbiont partner. Phytosterols,
which can partly be metabolized to cholesterol by insects, were surprisingly high in the trichomes.
Maybe Azteca consumes this phytosterol via fragments of the trichomes sticked to the MBs. The
presence of phytosterols in the fungal patch might indicate their suitability as a food reserve for

Azteca.

MBs differed considerably from the other plant tissues (trichilium and trichomes), providing an
additional argument for an adaption to the nutritional needs of Azteca. However, the metabolic
analysis allowed hardly any conclusions about whether the fungal patch is an important source of
nitrogen. Few free amino acids were detected in the fungal patch, which could point to a low
nitrogen concentration on the one hand, or to a high protein content, which has to be verified by

further studies.

In summary, the study supports the hypothesis that the fungal patch of Azteca is used as a substitute
food. A Principal Component Analysis (PCA) has shown that fungal patches and MBs are chemically
similar to each other. Maybe Azteca consumes the fungi in times of MK shortage. Another possibility
is, that the fungi are an additional part of the larval diet. Since it was demonstrated that
chaetothyriales are fed to the larvae in other ant-plants-association (Blatrix et al. 2012), this is
supposingly the case. The different carbohydrate spectrum and the presence of phytosterols in the

fungal patch could be an evidence for this.

Significant species-specific differences in the composition of the MBs were not detected. Since
Azteca does not colonise specific Cecropia species, the composition of MBs matches this generalist

colonization strategy.

Keywords: Cecropia sp., Azteca sp., Chaetothyriales, Myrmecophyte, Mullerian bodies, fungal patch,

trichilium, Metabolomics, sterols, insect development
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Metabolit Zuordnung Metabolit Zuordnung
2-Oxoglutaric acid kurzkettige Oxo-Carbonsdure Glutamic acid Aminosaure
Acetic acid, 3,4- aromatische Carbonsaure Glutamine Aminosaure
dihydroxyphenyl-
Acetic acid, 4- aromatische Carbonsaure Glutaric acid kurzkettige Carbonsaure
hydroxyphenyl-
Adenine Purin Glyceric acid kurzkettige Hydroxy-

Carbonsdure

Alanine Aminosaure Glycerol Polyalkohol

Amine_mglw_Dopamine_?

aromatische Carbonsaure

Glycerol 3-phosphate

Glycerol_Phosphate

Amine_mglw_Tyramine_?

aromatische Carbonsaure

Glycerol-2-phosphate_?

Glycerol_Phosphate

Arginine [-NH3] Aminosaure Glycine Aminosaure

Ascorbic acid Zuckersaure (Vitamin C) Glycolic acid kurzkettige Hydroxy-
Carbonsdure

Aspargine Aminosaure Heptadecanoic acic Fettsdure

Aspartic acid Aminosaure Hexadecanoic acid Fettsdure

Azelaic Acid kurzkettige Carbonsaure Hexadecenoic acid, 9-(Z)- Fettsdure

Benzoic acid, 4-hydroxy-

aromatische Carbonsdure

Hexanoic acid

kurzkettige Carbonsédure

beta-Sitosterol Sterol Hexose_A Kohlenhydrat

Butanoic acid, 2,4- kurzkettige Hydroxy- Hexose_B Kohlenhydrat

dihydroxy- Carbonsdure

Butanoic acid, 2-hydroxy-_? kurzkettige Hydroxy- Hexose_C Kohlenhydrat
Carbonsdure

Butyric acid, 4-amino- nicht proteinogene Aminosdure | Hexose D Kohlenhydrat

Caffeoylquinic aromatische Carbonsdure Histidine Aminosaure

acid_cis_trans_3_5

Campesterol

Sterol

Homocysteine

nicht proteinogene Aminosdure

Cholesterol_?

Sterol

Homoserine

nicht proteinogene Aminosdure

Cinnamic acid, trans-

aromatische Carbonsaure

Hypoxanthine

Purinderivat

Citric acid kurzkettige Hydroxy- Inosine Purin-Nukleosid

Carbonsdure
Cysteine_? Aminosaure Isobutyric acid, 3-amino nicht proteinogene Aminosdure
Decanoic acid Fettsdure Isoleucine Aminosdure
Docosanoic aicid Fettsdure Isovaleric acid, 2-oxo-_? kurzkettige Oxo-Carbonsdure
Dodecanoic acid_? Fettsdure Itaconic acid_? kurzkettige Carbonsdure

D-Sorbitol_? Zuckeralkohol Kynurenic acid_? aromatische Carbonsaure

Ethanolaminephosphate Aminoalkohol Lactic acid kurzkettige Carbonsdure

Fructose Kohlenhydrat Leucine Aminosaure

Fucosterol_? Sterol Lysine Aminosaure

Fumaric acid kurzkettige Carbonsaure Malic acid kurzkettige Hydroxy-
Carbonsdure

Galactinol Zuckeralkohol Malonic acid kurzkettige Hydroxy-
Carbonsdure

Galactose Kohlenhydrat Maltose Kohlenhydrat

Galactosylglycerol Zucker_alkohol Melibiose Kohlenhydrat

Gallic acid_? aromatische Carbonsaure Methionine Aminosaure

Gluconic acid/Galactonic Zuckersaure Mucic Acid_? kurzkettige Hydroxy-

acid Carbonsdure

Gluconic acid-1,5-lactone_? Zuckersaure myo-Inositol Zuckeralkohol

Glucose (1IMEOX)

Kohlenhydrat

myo-Inositol-1-phosphate

Zuckeralkohol-Phosphat

Nicotinamide

Pyridin-Derivat

Oxamic acid

nicht proteinogene Aminosaure

Nicotinic acid

Pyridin-Derivat

Panthotenic acid_?

Vitamin B

Not_annotaded_Polysacchar
id_mglw_Nigerose_?

Kohlenhydrat

Pentonic acid_?

kurzkettige Carbonsaure
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Metabolit

Zuordnung

Metabolit

Zuordnung

Not_annotated_Polysacchari
d_RI_2755.8

Kohlenhydrat

Pentose_A

Kohlenhydrat

Not_annotated_Polysacchari
d_RI_2846

Kohlenhydrat

Pentose_alcohol_A

Zucker_alkohol

Not_annotated_Polysacchari | Kohlenhydrat Phenylalanine Aminosaure
d_RI_2952.2

Not_annotated_RI_1186.5 Nicht_identifiziert Phosphoric acid Phosphorsaure
Not_annotated_RI_1337.9 Nicht_identifiziert Pinitol zyklisches Polyol
Not_annotated_RI_1345.6 Nicht_identifiziert Tetradecanoic acid_? Fettsaure
Not_annotated_RI_1456.1_ Nicht_identifiziert Threitol_or_Erythritol Polyalkohol

maybe_Erythronic_acid

Not_annotated_RI_1650.6

Nicht_identifiziert

Threonic acid-1,4-lactone

kurzkettige Hydroxy-

Carbonsdure
Not_annotated_RI_1724.9 Nicht_identifiziert Threonic_or_Erythronic kurzkettige Hydroxy-
acid_Peak1 Carbonsédure
Not_annotated_RI_1879.1 Nicht_identifiziert Threonic_or_Erythronic kurzkettige Hydroxy-
acid_Peak2 Carbonsdure
Not_annotated_RI_2013.4 Nicht_identifiziert Threonine Aminosadure
Not_annotated_RI_2038.8 Nicht_identifiziert Tocopherol, alpha- Vitamin E

Not_annotated_RI_2080.1 Nicht_identifiziert Trehalose Kohlenhydrat
Not_annotated_RI_2249.2 Nicht_identifiziert Tryptophan Aminosaure
Not_annotated_RI_2419.7 Nicht_identifiziert Tyrosine Aminosadure
Not_annotated_RI_2458.5 Nicht_identifiziert Uracil Pyrimidin
Not_annotated_RI_2556.1 Nicht_identifiziert Urea Harnstoff
Not_annotated_RI_2774.5 Nicht_identifiziert Uric acid_? Purin-Abbauprodukt
Not_annotated_RI_2794.2 Nicht_identifiziert Uridine_? Pyrimidin-Nucleosid
Not_annotated_RI_3809.9 Nicht_identifiziert Ursolic acid pentazyklisches Triterpen
Not_annotated_RI_3810.8 Nicht_identifiziert Valine Aminosaure
Not_annotated_RI_3931.1 Nicht_identifiziert Vanillic acid aromatische Carbonsaure
Not_annotated_RI_4152.1 Nicht_identifiziert Quinic acid kurzkettige Hydroxy-
Carbonsdure
Octadecenoic acid Fettsdure Raffinose Kohlenhydrat

Oleanolic acid

pentazyklisches Triterpen

Salicylic_acid_?

aromatische Carbonsdure

Ornithine nicht proteinogene Aminosdure | Scopoletin Coumarin-Derivat
Ornithine-1,5-lactam_? Piperidin Serine Aminosaure
Oxalic acid kurzkettige Carbonsaure Spermidine Polyamin
Oxaloacetate kurzkettige Carbonsaure Stigmasterol_? Sterol

Proline Aminosaure Succinic acid kurzkettige Carbonsaure
Putrescine Polyamin Sucrose Kohlenhydrat
Pyroglutamic acid nicht proteinogene Aminosdure | Tagatose _? Kohlenhydrat

Pyruvic acid

kurzkettige Carbonsaure

Tetracosanoic acid_?

Fettsaure

Fig. Anhang 3: Substanzliste, mit detaillierten

Substanzklassen

Aufgelistet sind alle

untersuchten Substanzen und die jeweilige Zuordnung zu den Substanzklassen. Die Klassifikation

ist detaillierter; in der Untersuchung wurde von einer einfacheren Liste ausgegangen.
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Qualitative Analyse
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Acetic acid, 3,4-dihydroxyphenyl-

wniiyon L

[woydu |

Acetic acid, 4-hydroxyphenyl-

Adenine

Alanine

>

X [X [X [X

pas

Amine_mglw_Tyramine_?

Amine_mglw_Dopamine_?

Arginine [-NH3]

Ascorbic acid

Aspargine

Aspartic acid

X X [X [X |X

X |X X |X |X [X [X [X [X

X X [X [X |X

X [X | X |X |X [X |[X |X |X [X

Azelaic acid

Benzoic acid, 4-hydroxy-

Butanoic acid, 2,4-dihydroxy-

X |X [X [X |X [X

X |X [X [X [X

X |X [X [X [X

Butanoic acid, 2-hydroxy-_ ?

Butyric acid, 4-amino-

X | X [X |X

X |X |X |X

X | X [X |Xx

X | X [X |Xx

>

Caffeoylquinic acid_cis_trans_3 5

Campesterol

>

X |X |X |X |X |X |X |X

>

>

X |X |X |X |X |X |X |X

>

Cholesterol_?

>

>

>

>

pas

Cinnamic acid, trans-

Citric acid

X | X [X |X [X |X

X |X |X [X |X [X |X |X

X |X |X [X |X |X

Cysteine_?

D-Sorbitol_?

>

Decanoic acid

Docosanoic aicid

Dodecanoic acid_?

X |X [X |X

X |X [X [|X

X |X [X [|X

Ethanolaminephosphate

Fructose

X X [X |[X [X |X [X |X

X X [X |X [X |X [X |X

>

Fucosterol_?

Fumaric acid

X |IX X |X |X |X [X |[X |X |X

X |X X |X |X |X [X |[X |X |X

X |X |X |X |X |X |X |X

X X [X |X [X |X [X |X [X |X

Galactinol

Galactose

X |X X |X |X

>

>

>

X |X [X |X |X

Galactosylglycerol

>

>

>

Gallic acid_?

Gluconic acid-1,5-lactone_ ?

Gluconic acid/Galactonic acid

Glucose

Glutamic acid

X |X [X [X [X

X |X [X [X [X

Glutamine

Glutaric acid

P

>

Glyceric acid

X [X | X | X | X [X

Glycerol

X X [X | X [X |X [X |X

X | X [X | X [X |X [X

X [X [X [X [X [X [X [X

X [X [X [X [X [X [X [X

X | X [X | X [X |X [X |X

X [X [X [X [X [X [X [X

X [X [X [X [X [X [X [X

X (X [X [X [X [X [X
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Glycerol 3-phosphate

wniiyon L

[awoydl |

>

Glycerol-2-phosphate_ ?

Glycine

Glycolic acid

Heptadecanoic acid

Hexadecanoic acid _?

Hexadecenoic acid, (9-2)-

X X [X |[X [X |X |X

X | X [X [ X |X

X |X [X |X |X

X X [X |[X [X |X |X

X |X [X |X |[X |X |X

X X [X |[X [X |X |X

X X [X |[X [X |X |X

X |X [X |X |X

X X [X |[X [X |X |X

X | X [X [X |X

X (X | X | X |X

Hexanoic acid

Hexose_A

>

>

>

>

Hexose_B

Hexose_C

Hexose_D

>

>

X | X |X |X

Histidine

Homocysteine

Homoserine

Hypoxanthine

Inosine

Isobutyricacid, 3-amino

Isoleucine

X |X |X | X | X |X

X |X [X [X |X [X

X X [X |X [X [X |X [X |[X

Isovalericacid, 2-oxo-_ ?

Itaconic acid_?

Kynurenic acid_?

Lactic acid

Leucine

Lysine

Malic acid

X |X |X |X |X

X X X [X

Malonic acid

Maltose

X X [X |X [X |X [X

X X [X | X [X |X

X X [X | X [X |X [X

X X [X | X [X |X [X

Melibiose

Methionine

Mucic acid _?

Nicotinamide

Nicotinic acid

Octadecanoic acid

X | X [X |X [X

X | X [X |Xx [X

Oleanolic acid

X [X X |X

Ornithine

>

>

Ornithine-1,5-lactam_?

Oxalic acid

Oxaloacetate

Oxamic acid

Panthotenic acid_ ?
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5 z L > U
g ~ 138 - E
Qualitative Analyse - c &8 § %
Pentonic acid X X X X X X X X
Pentose_A X X X
Pentose_alcohol_A X X X X X X X X
Phenylalanine X X X X
Phosphoric acid X X X X X X
Pinitol X
Proline X X X X X X X
Putrescine X X X X X
Pyroglutamic acid X X X X X X X X
Pyruvic acid X X X
Quinic acid X X X X X X X X
Raffinose
Salicylic_acid_? X X X X
Scopoletin X X
Serine X X X X X X X
Spermidine X
Stigmasterol_? X X X X
Succinicacid X X X X X X X X
Sucrose X X X X X X
Tagatose _? X X X X X X X
Tetracosanoic acid_ ? X X X
Tetradecanoic acid_? X X X X X X X X
Threitol_or_Erythritol X X X X X X X
Threonic acid-1,4-lactone X X X X X X
Threonic_or_Erythronic acid_Peak1 X X X X X X X X
Threonic_or_Erythronic acid_Peak2 X X X X X X X X
Threonine X X X X X X X
Tocopherol, alpha- X X X X X
Trehalose X X X X
Tryptophan
Tyrosine X X X X X X X
Not_annotaded_Polysaccharid_mglw_Nigerose? X X X
Not_annotated_Polysaccharid_RI_2755.8 X X X
Not_annotated_Polysaccharid_RI_2846 X
Not_annotated_Polysaccharid_RI_2952.2 X X X X X X X
Not_annotated_RI_1186.5 X X X X X X
Not_annotated_RI_1337.9 X
Not_annotated_RI_1345.6 X X X X X X
Not_annotated_RI_1456.1_maybe_Erythronic_a
cid X X X X
Not_annotated_RI_1650.6 X
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5 bl L > U
g ~ 138 - E
Qualitative Analyse - 8 § %
Not_annotated_RI_1724.9 X X X X X X
Not_annotated_RI_1879.1 X X
Not_annotated_RI_2013.4 X X X X X X X X X X
Not_annotated_RI_2038.8 X X X
Not_annotated_RI_2080.1 X X X X
Not_annotated_RI_2249.2 X
Not_annotated_RI_2419.7 X X X X
Not_annotated_RI_2458.5 X X
Not_annotated_RI_2556.1 X X X X X X
Not_annotated_RI_2774.5 X X
Not_annotated_RI_2794.2 X X X X X
Not_annotated_RI_3809.9
Not_annotated_RI_3810.8 X
Not_annotated_RI_3931.1 X X
Not_annotated_RI_4152.1 X X
Uracil X X X X X X X X X X X
Urea X X X X X X X
Uric acid_? X X X X X
Uridine_? X X X X X X
Ursolic acid X
Valine X X X X X X X X X X X
Vanillic acid X X X X X
beta-Sitosterol X X X X X X
myo-Inositol X X X X X X
myo-Inositol-1-phosphate X X X X X X
Fig. Anhang 4: Qualitative Analyse; Substanzliste Aufgelistet sind alle untersuchten Substanzen. Mit

>X< gekennzeichnete Felder weisen das entsprechende Metabolit in Gber >75% der Proben auf.
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Fig. Anhang 5:. PCA-SL der MKs der Cecropia-Arten; Streuungsrelevante Substanzen

Angezeigt sind die streuungsrelevanten Substanzen fir Fig. 18: PCA-SL der MKs der Cecropia Arten. Fir die Streuung der Arten
relevante Substanzen wenig eindeutig; Tetracosanoic acid und Aspargine sind u.a. fiir Positionierung von C. obtusifolia im
linken Spektrum der PC 1 (54.60%) ein Faktor. Fiir die Positionierung von C. peltata im oberen Bereich der PC 3 (9.77%)-Achse
zeigen sich u.a. Galactose, Spermidine und Not_annotated_ Polysaccharid_RI_2846 verantwortlich.
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Alanine

= Alanine
()
i 50000000 Ameisen — MKs Ameisen - Pilzpatch
0
x Ameisen — Trichilium Ameisen - Trichome
é 40000000 Geschlechtst. - MKs Larven - Pilzpatch
'é E 30000000 T Geschlechtst. — Pi.Izp.a.tch MKs - P.ilzp?a.\tch
>+ T Geschlechtst. - Trichilium Pilz - Trichilium
2 20000000 - Geschlechtst. - Trichome
=
3 10000000
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
. Tyrosine
Tyrosine
S 30000000 Ameise — Geschlechtst. Ameisen - MKs
+ Ameisen — Pilzpatch Ameisen - Trichilium
@ 25000000 . .
S T Geschlechtst. - MKs Ameisen — Trichome
§ 20000000 Geschlechtst. — Pilzpatch Larven — Pilzpatch
2 15000000 T Geschlechtst. - Trichilium MKs — Pilzpatch
2 0000000 4 Ggschlechtst. » Trichome Pilzpatch — Puppen
2 Pilzpatch — Trichome
® 5000000 -
<
0 -4
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
. . Glutamic acid
Glutamic acid
€ 14000000 Ameisen — Pilzpatch
* 12000000 Ges.chlecht'sm?r_e — Pilzpatch '
o0 - —_
S 10000000 Geschlechtstiere TI’I‘ChI|Ium Geschlechtstiere
- J—— Trichome
2 Larven — Pilzpatch
= U MKs — Pilzpatch
% 4000000 Pilzpatch — Puppen
£ 2000000 Pilzpatch - Trichome
0
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
. Isoleucine
Isoleucine
& 10000000 Geschlechtstiere - Pilzpatch
T T 1 Pilzpatch - Puppen
$ 8000000
g
g 6000000
S 4000000 T
T
E 2000000 - I
<
0 -
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
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Proline

0 -

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

Proline

R 45000000 Ameisen - MKs
X 40000000 Ameisen - Pilzpatch
E 35000000 Ameisen - Trichilium
S 30000000 Geschlechtstiere - Pilzpatch
% ;ggggggg | Larven - Pilzpatch
% 45500680, 4 .MKs - Pilzpatch
<2 10000000 - Pilzpatch - Puppen
£ 5000000 - Pilzpatch - Trichome

0 Trichilium - Trichome

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
. Valine
Valine

§ 25000000 Ameisen - MKs
+ Ameisen — Pilzpatch
o~
B RN T Ameisen - Trichilium
g 15000000 Ameisen — Trichome
a Geschlechtstiere - MKs
= 10000000 - Geschlechtstiere — Pilzpatch
% ST - Geschlechtstiere — Trichilium
2 Pilzpatch - Puppen

0 A Pilzpatch - Trichome

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
Glycine Glycine
Ameisen - Pilzpatch

E 20000000 Geschlechtstiere - Pilzpatch
s T Larven - Pilzpatch
> 15000000 5
3 Pilzpatch - Puppen
< 10000000 Pilzpatch - Trichome
=
$ 5000000 -
<

Area bei Masse von 116 + 132 + 204

6000000
5000000
4000000
3000000
2000000
1000000

0

Serine

%ﬁ

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

Serine

Ameisen - Pilzpatch
Geschlechtstiere - Pilzpatch
Larven - Pilzpatch
MKs - Pilzpatch
Pilzpatch - Puppen
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Area bei Masse von 156 + 174

8000000

Lysine

7000000

6000000

5000000
4000000

3000000

T
T
2000000 -+
1000000 -
0 T T ; T T T e 1
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Pilzpatch - Puppen

Area bei Masse von 44 + 100 + 116

o

3000000
2000000
1000000 -

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

" Leucine
Leucine
= 6000000 Geschlechtstiere - Pilzpatch
E 5000000 T Pilzpatch - Puppen
°§ 4000000 T
>
% 3000000
2 2000000 |
3
§ 1000000 - T
<
o o
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
. Aspargine
Aspargine
6000000 Ameisen - MKs
e Ameisen - Pilzpatch
Geschlechtstiere - Pilzpatch
) 4000000 Larven - Pilzpatch
- MKs - Pilzpatch

Pilzpatch - Puppen
Pilzpatch - Trichome

Area bei Masse von 104 + 176

2500000

Methionine

2000000

I

1500000

1000000 -
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0 -

.I_
T
T;I T ILI

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
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Geschlechtstiere - Pilzpatch
Pilzpatch - Puppen
Pilzpatch - Trichome




Threonine

Threonine

N 6000000 Ameisen - Pilzpatch
7 — Geschlechtstiere - Pilzpatch
E* Geschlechtstiere - Trichilium
S 4000000 Larven - Pilzpatch
% 3000000 - Pilzpatch - Puppen
% 2000000 P|.Izpatch - TI’I.ChI|Ium
Q Pilzpatch - Trichome
$ 1000000 - T
<<

0 -+

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
§ Phenylalanine
Phenylalanine y

< 6000000 Ameisen - MKs
- R 1 Ameisen - Pilzpatch
S Ameisen - Trichilium
g 4000000 Geschlechtstiere - Pilzpatch
2 3000000 Pilzpatch - Puppen
2 2000000 -
0
® 1000000 -
<

0 4

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

Pyroglutamic acid

Pyroglutamic acid

Ameise - Larven

o 4000000
& 3500000 Ameisen - MKs
S 3000000 Ameisen - Pilzpatch
& 2500000 Ameisen — Trichilium
S 2000000 - T Ameisen - Trichome
£ 1500000 - Geschlechtstiere - MKs
$ 1000000 - T Geschlechtstiere — Pilzpatch
< 500000 - Pilzpatch - Trichome

O -+

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
s A Aspartic acid
Aspartic acid
& 1200000 Ameisen — Pilzpatch
o~ . . T
* 660606 Ameisen - Trichilium
g Geschlechtstiere - Pilzpatch
5 B0 MKs - Pilzpatch
% 600000 T
(©
= 400000 T
3
s 200000 -
o
< 0 -
Am Ge Lla Pu MK Pp Trl Tro
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Area bei Masse von 128 + 142 + 174

%

800000
700000
600000
500000
400000
300000
200000
100000

0

Ornithine

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

Ornithine

Geschlechtstiere - Pilzpatch
Pilzpatch - Puppen

Arginine [-NH3]

Aspargine [-NH3]

Geschlechtstiere - Pilzpatch

180000
160000 +———TF T Pilzpatch - Puppen
= 140000 —
€ 120000
& 100000
S 80000
T 60000 - T
© 40000 -
< 20000 -
0 -4
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
. . . Butyric acid, 4-amino
Butyric acid, 4-amino-
200000 Ameisen - Pilzpatch
§, _ Geschlechtstiere - Larven
§ 150000 Geschlechtstiere - Pilzpatch Geschlechtstiere -
g Puppen
S 100000
T
¢ 50000
<
0 -
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
z Cysteine_?
Cysteine - ? ¥ -
% 100000 Ameise - Geschlechtstiere
N T Geschlechtstiere - MKs
E 80000 Geschlechtstiere — Pilzpatch
S 60000 Geschlechtstiere - Trichilium Geschlechtstiere -
(] .
2 T Trichome
= 40000 Larven - Pilzpatch
2
® 20000 -
<
0 A T ; T T T 1
Am Ge Lla Pu MK Pp Trl Tro
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Area bei Masse von 154 + 156

1200000
1000000
800000
600000

400000 -
200000 -
0 -

Glutamine

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

Glutamine

Area bei Masse von 128

400000

Homocysteine

350000

300000

250000

200000 -
150000
100000
50000 -+

0 4
-50000 -

Homocysteine

Geschlechtstiere - Pilzpatch
Pilzpatch - Puppen

Area bei Masse von 146 + 218

80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

Homoserine

1

1

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

Homoserine

Geschlechtstiere - Pilzpatch
MKs - Pilzpatch
Pilzpatch - Puppen

Area bei Masse von 153

10000

Histidine

8000

6000

4000

2000 A

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

Histidine

Pilzpatch - Puppen
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Fructose (1IMEOX)

0 4

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

Fructose
50000000 Ameise - Larven Ameisen - Pilzpatch
3 Ameisen - Trichilium Ameisen - Trichome
5 IR0 Geschlechtst. — Larven Larven — Trichilium
2 30000000 Geschlechtst. — Trichilium Larven - Trichome
S Geschlechtst. — Trichome MKs - Trichilium
T 20000000 MKs - Trichome Pilzpatch - Trichilium
g o Pilzpatch - Trichome Puppen - Trichilium
Puppen - Trichome
0 4
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
Maltose Maltose (1IMEOX)
14000000 Ameise - Geschlechtstiere
g 12000000 T Ameisen — Pilzpatch
S e Ameisen - Puppen
8 —— T Geschlechtstiere - MKs
s Geschlechtstiere - Pilzpatch
g EXANIE Geschlechtstiere — Trichilium
g 4000000 A Geschlechtstiere - Trichome
< 2000000 - Larven - Pilzpatch
0 = . . ) MKs - Puppen
Am Ge Lla Pu MK Pp Trl Tro Pilzpatch - Puppen
Hexose_C Hexoce_C
8000000 Ameisen - MKs
8 7000000 § Ameisen - Pilzpatch
S 6000000 Geschlechtstiere - MKs
% 5000000 Geschlechtstiere - Pilzpatch
S 4000000 Pilzpatch - Trichome
£ 3000000 -
$ 2000000 - ¥
< 1000000 -
0 -+
Am Ge Lla Pu MK Pp Trl Tro
Hexose_D Hexose_D
4000000 Ameisen — MKs Ameisen - Pilzpatch
@ 3500000 Geschlechtst. — Larven Ameisen - Trichome
T 3000000 Geschlechtst. — MKs Larven - Trichome
qg, 2500000 Geschlechtsti. — Pilzpatch MKs - Trichome
£ 2000000 Pilzpatch — Trichome Puppen —Trichome
§ 1500000 Trichilium- Trichome
~ 1000000
£ 500000 3
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Glucose (1IMEOX)

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

Puppen - Trichome

Glucose
16000000 Ameise — Geschlechtst. Ameisen - MKs
§ 14000000 Ameisen — Pilzpatch Ameisen - Trichilium
S 12000000 Geschlechtsti. — Larven Ameisen - Trichome
% 10000000 Geschlechtsti. — MKs Larven — Trichilium
S 8000000 Geschlechtst. — Pilzpatch Larven - Trichome
Z 6000000 Geschlechtsti. — Trichilium MKs — Trichilium
S 4000000 Geschlechtsti. — Trichome MKs - Trichome
< 2000000 - Pilzpatch — Trichilium Pilzpatch— Trichome
0 Puppen - Trichilium Puppen - Trichome
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
Trehalose Tretalose
30000000 MKs - Trichome
- Trichilium - Trichome
9 25000000
g 20000000
a 15000000
=
3z 10000000
g 5000000 I
<
0 - T i T T T 1
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
Sucrose
Sucrose
12000000 Geschlechtstiere - Larven
§ R . Geschlechtstiere - Pilzpatch
S Larven - MKs
g 8000000 MKs — Pilzpatch
= 6000000 MKs — Puppen
g o—, Pilzpatch — Trichilium
o Pilzpatch - Trichome
< 2000000
0 —j T T T ; T T T T 1
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
Hexose_A Hexose_A
2000000 Ameisen - MKs
§ Ameisen - Pilzpatch
S 1500000 Ameisen - Trichome
g Geschlechtstiere - MKs
s 1000000 Geschlechtstiere - Pilzpatch
] Geschlechtstiere - Trichome
e 500000 Larven - Trichome
< MKs - Trichome
0 Pilzpatch - Trichome
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Galactose (1IMEOX)

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

Galactose
" 1800000 Ameisen - MKs
< 1600000 Ameisen — Pilzpatch
§ 1400000 Ameisen - Puppen
g 1200000 Larven — Trichilium
s AR Pilzpatch — Trichilium
3 s Puppen - Trichilium
< 600000
£ 400000 T
200000
0 _4-_7_- T T T T T
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
Hexose_B
Hexose_B -
400000 Ameisen - Trichilium
o 350000 Larven - Trichilium
o 300000 Pilzpatch - Trichilium
[ o T
> 250000 Puppen - Trichilium
4 200000
% 150000
E 100000
& 50000
o T T T T T T
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
Not_annotaded_Polysaccharid Not_annotatded_Polysaccharid_mglw._Nigerose
mglw_Nigerose_? Ameise - Geschlechtst. Ameise - Larven
C— Ameisen - MKs Ameisen - Pilzpatch
§ 250000 Geschlechtst. - Trichilium Ameisen - Puppen
g 200000 4 Geschlechtsti. — Trichome Larven - Trichilium
s Larven — Trichome MKs - Trichilium
9 Rt 4 MKs — Trichome Pilzpatch - Trichilium
g 200000 4 Pilzpatch - Trichome Puppen - Trichilium
< 50000 - Puppen - Trichome
0 A T T T T T T iﬁ'_iﬁ
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
. Not_annotated_Polysaccharid_RI_2755.8
Not_annotated_Polysaccharid - sl -
_RI_2755.8 Ameise — Geschlechtst. Ameise - Larven
g Ameisen - MKs Ameisen - Pilzpatch
c 80000 ; ; il
S Ameisen - Puppen Ameisen - Trichilium
Y 60000 - Geschlechtst. - Larven Ameisen - Trichome
S Geschlechtst. - MKs Larven - Puppen
3 40000 - Geschlechtst. - Pilzpatch Pilzpatch - Puppen
3 Geschlechtst. - Trichilium
g 3 1 = )
= 0000 Geschlechtst. - Trichome
0 = T T i T T T T 1
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Not_annotated_Polysaccharid

Not_annotated_Polysaccharid_RI_2846

_RI1_2846 Ameise - Geschlechtstiere
§ Geschlechtstiere - Pilzpatch
c 800000
S
% 600000 T
=
‘S 400000 T
el
£ 200000 -

0 -+
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
Tagatose (IMEOX)_?
Tagatose_? .
100000 Ameisen - MKs
o '|' T Ameisen - Pilzpatch
R Geschlechtstiere - MKs
o o o
; 60000 - Geschlechtstiere - Pilzpatch
a Larven — Pilzpatch
2 40000 T MKs - Trichilium
. Pilzpatch— Puppen
20000 -
: Pilzpatch — Trichilium
0 - Pilzpatch - Trichome
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
. Not_annotaded_Polysaccharid_RI_2952.2
Not_annotated_Polysaccharid
_RI_2952.2 Ameisen - Pilzpatch
o Larven - Pilzpatch
2 70000
§ 60000
@ 50000
3 40000
% 30000 Il T
'E 20000 - =
Z 10000 -
0 -+
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
= Raffinose

Raffinose
_, 40000 £
® 35000
S 30000
& 25000
S 20000
g 15000
$ 10000
< 5000 --

0 T T T T T T T 1
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

125




Hexadecanoicacid

Hexadecanoic acid
~ 45000000 — Ameisen - MKs
@ 40000000 Ameisen — Pilzpatch
§ 35000000 Ameisen — Trichilium
g S0000000 - Ameisen — Trichome
g ARG Geschlechtstiere — Pilzpatch
) S B Larven — Pilzpatch
S 15000000 - i 3
5000000 -— I — - - Pilzpatch — Puppen
0 T T T T T P 1 PIIZpatCh - Trichome
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
. . Hexadecenoic acid, 9-(2)-
Hexadecenoic acid, 9-(Z)-
5 7000000 Ameise — Geschlechtst. Ameisen - MKs
g 6000000 Ameisen — Pilzpatch Amei.sen - Trif:hilium
2 400000 Geschlechtst. - M'Ks Ameisen — Tr.lchome
% J—— Geschlechtst. — Pilzpatch Larven — Pilzpatch
S MKs — Pilzpatch Pilzpatch - Trichilium
F Bk Pilzpatch - Trichome
§ 2000000 I |
< 1000000 +F -
0 T = T T T T T T 1
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
. . Dodecanoic acid_?
Dodecanoic acid_? =
2500000 Ameise — Geschlechtst. Ameisen - MKs
= Ameisen - Pilzpatch Ameisen - Trichilium
§ 2000000 T Geschlechtst. - Pilzpatch Ameisen - Trichome
% 1500000 " = Geschlechtst. - Trichilium Larven - Pilzpatch
S Geschlechtst. — Trichome MKs - Pilzpatch
'3 1000000 Pilzpatch - Puppen Pilzpatch - Trichilium
g —_ __I L § Pilzpatch - Trichome
- I
0 T T T T T T T - 1
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
. . Heptadecanoicacic
Heptadecanmc acic ¢
700000 Ameise - Geschlechtstiere
E 600000 _ Ameisen . MKs
— Ameisen — l?llzpatch
a — Geschlechtstiere — MKs
s Geschlechtstiere — Pilzpatch
g DU Geschlechtstiere — Trichilium
§ 200000 il MKs — Trichome
< 100000 - I— = Pilzpatch — Trichilium
0 T - T T 1 T — PllZpatCh - Trichome

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

Trichilium - Trichome
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Tetradecanoic acid_?

Tetradecanoicaci_?

Ameise — Geschlechtstiere

~ 9000000
= 8000000 Ameisen - MKs
§ 7000000 Ameisen — Pilzpatch
& BIIOHY Ameisen — Trichilium
= 5000000 Ameisen — Trichome
g 4000000 | Geschlechtstiere — Pilzpatch
£ 3000000 i eschlechtstiere — Pilzpatc
£ 2000000 - - Larven — Pilzpatch
1000000 - - MKs — Pilzpatch
0 - T m— T —= P||Zpatch — Trichilium
Am Ge Lla Pu MK Pp Trl Tro Pilzpatch - Trichome
. . Octadecenoic acid
Octadecenoic acid
Ameise — Geschlechtstiere
§ Ameisen — Puppen
S Geschlechtstiere - MKs
3 Geschlechtstiere — Pilzpatch
S . Geschlechtstiere - Trichilium
g MKs — Pilzpatch
3 — Pilzpatch— Puppen
< nE

I o

T T T T T T T 1

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

Pilzpatch - Trichome

Docosanoic aicid

Docosanoic aicid
1000000 Ameisen — Pilzpatch Ameisen — Trichome
a 3 Geschlechtst. - MKs Larven - Trichome
§ A00000 Geschlechtst. — Pilzpatch MKs — Pilzpatch
2 600000 | Geschlechtst. — Trichome MKs — Trichome
S Pilzpatch - Trichilium Pilzpatch — Trichome
‘T 400000 = Puppen - Trichome
©
[
£ 200000 -
" = _
0 T T L T T . T T T 1
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
. . Tetracosanoic acid_?
Tetracosanoic acid_? -
600000 Ameisen - Trichome Geschlechtst. - Trichome
E — - Larven — Pilzpatch Larven - Trichilium
§ Larven — Trichome MKs - Trichome
g 0000 ™ Pilzpatch - Puppen Pilzpatch - Trichilium
S 300000 L Pilzpatch - Trichome Puppen - Trichilium
z Puppen - Trichome Trichilium - Trichome
E 200000 L PP
< 100000 S
0 :[ [ T T = Y I T |
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
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Decanoic acid

Decanoic acid
160000 Ameise - Geschlechtstiere
o 140000 Ameisen — Pilzpatch
§ 120000 Geschlechtstiere — Pilzpatch
% 100000 -+ Geschlechtstiere — Trichilium
S 80000 | Pilzpatch — Trichome
2 60000 |- T Trichilium - Trichome
¢ 40000 ~— —— —1 T
< 20000 +H——— |
&= o
0 T T T T T o T - T 1
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
. " Hexanoic acid
Hexanoic acid
5000 -
3
-
S 4000
>
<]
2 3000
T
s
T 2000
3
Z 1000
o T T T T T T T 1

Am Ge La Pu MK

Pp Trl Tro
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Campesterol

Campesterol

1400000 Ameisen-Larven
Q1200000 Ameisen-MKs
S 1000000 4 Ame|§en-lezpatch
S T Ameisen-Puppen
2 800000 - : S
a Ameisen-Trichilium
% 600000 Ameisen-Trichome
< 400000 - T Geschlechtstiere-Larven
£ 200000 - a Geschlechtstiere-Pilzpatch

0 A Geschlechtstiere-Puppen
Am GE La Pu MK Pp TRI Tro
s beta-Stiosterol
beta-Sitosterol

2500000 Ameisen-Geschlechtstiere
& 2000000 Ameisen-Larven
S Ameisen-MKs
% 1500000 Ameisen-Pilzpatch
s Ameisen-Trichilium
@ 1000000 4 Geschlechtstiere-Larven
3 Geschlechtstiere-Puppen
S 500000 -
= Larven-Trichome

0 - Puppen-Trichome
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
?
Cholesterol_? Cholesterol_?

1200000 Ameisen-Larven Geschlechtst.-Larven
§ No—— Ameisen-MKs Geschlechtst.-Mks
§ Ameisen-Pilzpatch Geschlechtst.-Pilzpatch
g S Ameisen-Puppen Geschlechtst.-Puppen
S 600000 Ameisen-Trichilium Larven-Pilzpatch
3 AR Ameisen-Trichome
]
< 200000 -

o .
Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro
?
Fucosterol_? Fucosterol_?

35000 Ameisen-Larven Geschlechtst.-Larven
& 30000 Ameisen-Mks Geschlechtst.-MKs
§ 25000 Ameisen-Pilzpatch eschlechtst.- Pilzpatch
% 20000 - Ameisen-Puppen Geschlechtst.- Puppen
S 15000 Ameisen-Trichilium Pilzpatch-Trichilium
% 10000 - Larven-Mks
o 5000 - T Larven-Pilzpatch
< o - Larven-Trichome

5000 -

-10000

129




Stigmasterol_?

600000

500000

400000

300000

200000

Area bei Masse von 83

100000 I

O‘j_v_il T T T

Am Ge La Pu MK Pp Trl Tro

Stigmasterol

Pilzpatch-Larven
Pilzpatch-Mks
Pilzpatch-Puppen
Trichilium-Larven
Trichilium-Mks
Trichilium-Puppen
Trichome-Larven
Trichome-Pilzpatch
Trichome-Puppen

Fig. Anhang. 6: Substanzen in den Geweben

Dargestellt sind die Mittelwerte der jeweils festgelegten Masse einer Substanz (pro Gewebe). Fehlerbalken wurden
aufgrund der hohen Schwankungen durch geringe Probenanzahl mit =STABW/Wurzel(Anzahl) berechnet. In der y-Achse
sind die Areawerte der jeweils berechneten Masse verzeichnet. Hohe Werte sind noch kein Beleg fir ein
Uberproportionales Auftreten der Substanz in den Geweben, kdnnen aber oft einen Trend verdeutlichen. Im Feld rechts
neben der Grafik finden sich samtliche Gewebe, die sich voneinander signifikant (0.95%) unterschieden. Dargestellt
wurden Aminosduren, Kohlenhydrate, Fettsauren und Sterole.

Am= Ameisen (Arbeiterinnen), Ge= Geschlechtstiere, La= Larven, Pu= Puppen, MK= Miillersche Korperchen, Pp=

Pilzpatch, Trl= Trichilium, Tro= Trichome.
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