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1 Einleitung

Mehr als drei Viertel aller mitteleuropdischen Insektenarten zeigen zumindest in be-
stimmten Lebensabschnitten direkte Beziehungen zu Pflanzen. Diese Interaktionen
stellen dabei dynamische Prozesse in Okosystemen dar: Der von phytophagen Insekten
auf die Pflanzen ausgeiibte Druck hat zur Ausbildung zahlreicher pflanzlicher Verteidi-
gungsformen gefiihrt (HOWE & WESTLEY 1993) ebenso wie zu Gegenanpassungen bei
den Phytophagen.

Sind Pflanzen biotischen Strefsituationen wie Herbivorenfral3 oder Pathogenbefall aus-
gesetzt, konnen sie sich mit Abwehrmechanismen wehren. Die Formen dieser Abwehr
sind dabei sehr vielféltig und schlieBen morphologische, physiologische und chemische
Mechanismen ein. Sie werden oft auch miteinander kombiniert. Neben einer konstitu-
tiv—unspezifischen Abwehr gibt es eine induzierte, spezifische Form, die erst dann akti-
viert wird, wenn die Pflanzen unmittelbar geschéddigt werden (KARBAN & BALDWIN
1997). Eine Reihe von Untersuchungen belegen, welche induzierten Verdnderungen
Herbivorie im Primér- und Sekundérstoffwechsel der Pflanze nach sich ziehen kann:
Dazu gehoren Alkaloide (BALDWIN et al. 1997), Tannine (MATTSON & PALMER 1988),
oxidative Enzyme (DUFFEY & FELTON 1991), Proteinaseinhibitoren (GREEN & RYAN
1972), aber auch fliichtige Blattinhaltsstoffe (DICKE et al. 1990; TURLINGS et al. 1990;
BOLAND et al. 1992; DICKE 1994). Diese induzierten Antworten im pflanzlichen Ge-
webe konnen tiiber direkte oder indirekte Wirkungsmechanismen die Herbivoren nach-
haltig beeinflussen und sich entscheidend auf die FraBleistung und damit auf die Fitnel3
der Herbivoren auswirken. Die ,,induzierte Resistenz* kann sogar positive Konsequen-
zen fiir die PflanzenfitneB nach sich ziehen, die auch als ,,induzierte Abwehr* im enge-

ren Sinn bezeichnet wird (KARBAN & MYERS 1989).

Die durch Befall induzierbaren Abwehrreaktionen konnen sich lokal auf den Ort des
Insektenfrales beschrianken, oder sie sind systemisch und erstrecken sich auch auf nicht
befallene Kompartimente der Pflanze. Der Verlauf induzierter Abwehrvorgénge, von
der Erkennung der Schidigung bis zur De-novo-Synthese neuer Genprodukte, wird {liber
eine Kaskade von Reaktionsschritten vermittelt. Trotz der Vielfalt an biotischen Sché-
digungsvarianten sowie an Elicitoren gibt es zwei gut untersuchte Signalwege, die diese

Signaltransduktion libernehmen. Dies ist zum einen die ,,verwundungsinduzierte* Sig-
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nalkette und zum anderen die hypersensitive Reaktion auf den Pathogenbefall. Auf

beide Signalmechanismen wird in Kap. 2 ausfiihrlich eingegangen.

Neben dieser direkten Wechselwirkung zwischen Pflanze und Herbivor oder Pathogen
sowie der unmittelbaren Aktivierung der pflanzlichen Abwehr in geschiadigten Pflanzen
zeigen neuere Forschungen auch die Moglichkeit einer weiteren chemischen Wechsel-
wirkung. Es handelt sich dabei um eine Kommunikation zwischen Pflanzen und Pflan-
zen, Pflanzen und Herbivoren sowie Vertretern der dritten trophischen Ebene, die fiir
die Abwehr von Schadinsekten sowie fiir die Fitnel der beteiligten Pflanzen eine wich-

tige Rolle spielt.

Anfang der 80er Jahre wurden im Freiland erste Hinweise auf diese Wechselwirkung
zwischen geschddigten und ungeschidigten Pflanzen gefunden (BALDWIN & SCHULTZ
1983; RHOADES 1983, 1985; HAUKIOJA et al. 1985). Doch diese frithen Arbeiten wurden
scharf kritisiert, und das Phidnomen eciner Pflanze-Pflanze-Kommunikation wurde fiir
unglaubwiirdig gehalten (FOWLER & LAWTON 1985). Seit den 90er Jahren gibt es je-
doch neue Hinweise sowohl aus Freilandversuchen als auch aus physiologischen und
molekularbiologischen Arbeiten, die die Mdglichkeit einer Resistenzinduktion durch
fliichtige Stoffe in gesunden Pflanzen belegen (FARMER & RYAN 1990; O’DONNELL et
al. 1996; SHULAEV et al. 1997; ARIMURA et al. 2000; DOLCH & TSCHARNTKE 2000;
KARBAN et al. 2000; Ubersicht in BRUIN et al. 1992; SHONLE & BERGELSON 1995;
KARBAN & BALDWIN 1997).

Bereits 1995 erwiesen die Freilandexperimente von DOLCH eine Wechselwirkung zwi-
schen geschidigten und ungeschidigten Schwarzerlen und deren 6kologische Bedeu-
tung. Allerdings blieben bei dieser Arbeit wichtige Fragen beziiglich des Mechanismus
des Signaltransfers, der Signalinduktion und der induzierten Verdnderungen in der
Blattchemie ungeklért. Es stellte sich daher die Aufgabe, die Mechanismen von
Ursachen und Folgen der ,,Kommunikation* im System Schwarzerle - Erlenblattkifer

(Abb. 1) zwischen einer geschidigten und einer ungeschiadigten Pflanze zu untersuchen.

Da die Komplexitidt des Phanomens eine Integration von Feldexperimenten, Labortests
und chemischen Analysen notwendig macht, muften die Untersuchungen zu diesem

Phénomen des Signaltransfers zwischen Pflanzen interdisziplindr angelegt werden.



Einleitung 3

Abb. 1: Das untersuchte Pflanze—Herbivor—System mit
der Schwarzerle (Alnus glutinosa) (links) und dem
Blauen Erlenblattkiifer (4gelastica alni) (rechts).

AuBerdem muBten neue methodische Ansétze fiir die Freilandversuche an 4. glutinosa
entwickelt werden, durch die nachgewiesen werden sollte, ob geschidigte Pflanzen {iber
fliichtige Signalstoffe Resistenzen in ungeschéddigten Nachbarpflanzen induzieren. Da-
bei wurden in den Versuchen sowohl natiirliche Bestéinde als auch getopfte Erlen ver-
wendet, um verschiedene Mdglichkeiten des Signaltransfers zu testen. Eine Simulation
von Herbivorenfralschiadigung erfolgte mechanisch oder durch Jasmonsdure, um die
pflanzliche Abwehrreaktion zu induzieren. Chemische (Blattphenolgehalt) und physi-
kalische (Blattwassergehalt, spezifisches Blattgewicht, Blattfestigkeit) Verdnderungen
der benachbarten Bdume wurden untersucht. Folgende Fragstellungen standen dabei im

Vordergrund:

e Erfolgt durch die experimentelle Schidigung eine Resistenzinduktion von unge-
schidigten Bdumen in der Nachbarschaft geschidigter Baume?

e Welche induzierten Verdnderungen lassen sich mit den untersuchten Blattparame-
tern bei Alnus glutinosa ermitteln?

e Wie wirken sich die induzierten Verdnderungen auf das FraBBverhalten von Age-

lastica alni aus?

Parallel zu den Freilandexperimenten sollte dem Phdnomen der Pflanze—Pflanze—

Kommunikation im Labor mit weiterfilhrenden physiologischen Analysen
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nachgegangen werden. Den Rahmen dieser Laboruntersuchungen veranschaulicht ein

Konzeptmodell (Abb. 2).

Herbivor Agelastica alni

I Blattschadigung I
! (O Faktoren !

Auswirkungen
induzierter Verdnderungen

Auswirkungen
induzierter Veranderungen

W Wege der
&< Signaltransduktion

Indirekte - {iber Duftstoffe - Alnus glutinosa Direkte \"/eyénderungejn
vermittelte Verinderungen im im geschadigten Blatt
ungeschddigten Blatt . )
¢ ¢ Morphologisch und chemisch
wie z.B.
Blatthirte
* Phenole
| oxidative Enzyme
I Proteinaseinhibitoren
|
- fliichtige Blattinhaltsstoffe

Abb. 2: Konzeptmodell zur Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Schwarzerlen und Erlen-

blattkifer: Herbivorie, induzierte Resistenz und Signaltransfer zwischen Schwarzerlen.

Fiir diese modellhaften, deskriptiven Experimente wurden junge Alnus glutinosa-Pflan-
zen ausgewdhlt, weil sie infolge ihrer jungen Struktur unproblematischer in der Hand-
habung waren als alte, ausgewachsene Exemplare von Alnus. Bei weiterfiihrenden
Analysen der induzierten Verdnderungen im pflanzlichen Gewebe sollten phenolische
Verbindungen, die u.a. auch charakteristisch fiir A. glutinosa sind (HEGNAUER 1964)
und deren Funktion in der pflanzlichen Abwehr fiir viele Baumarten beschrieben ist
(MATTSON et al. 1988; TALLAMY & RAUPP 1991), mit in die Untersuchungen einbezo-
gen werden. Zum anderen wurden proteinogene Verbindungen mit in die Studien auf-
genommen, und zwar solche ,,Abwehr-spezifischen Proteine® wie oxidative Enzyme
und Proteinaseinhibitoren, deren nachhaltige Wirkung auf herbivore Insekten bekannt

ist. Es gibt zwar schon zahlreiche Arbeiten iiber die Induzierbarkeit und Anreicherung
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von proteinogenen Verbindungen nach FraB3schiddigung bei krautigen Pflanzen (RYAN
1990; DUFFEY & FELTON 1991), aber nur einzelne Belege bei Bdumen. So konnte mit
den physiologischen Untersuchungen an A/nus diesem liickenhaften Verstdndnis nach-

gegangen werden.
Mit den Laboruntersuchungen sollten folgende Fragen angegangen werden:

e Mit welchen Formen pflanzlicher Abwehr (Aktivitit von Polyphenoloxidase,
Lipoxygenase, Peroxidase, Katalase und Proteinaseinhibitoren) ist im Stoffwechsel

der Erle zu rechnen?

e Welche endogenen Signalstoffe sind an der durch Herbivorenfrall vermittelten Ab-
wehr beteiligt? Gibt es Verbindungen im Regurgitat des Herbivoren, denen eine eli-

citierende Wirkung zugesprochen werden konnte?

e Werden fliichtige Duftstoffkomponenten von geschéddigten Erlen abgegeben und

wenn ja, um welche Komponenten handelt es sich dabei?

e Lassen sich Hinweise auf eine indirekte - {iber fliichtige Duftstoffe — vermittelte
Resistenzinduktion in ungeschidigten Erlenbléttern finden? Und wenn ja, haben die
physiologischen Verdnderungen im pflanzlichen Gewebe nachhaltige Auswirkun-

gen auf den Herbivoren A. alni selbst?



2 Grundlagen

Der Verlauf der induzierten Biosynthese von Abwehrsubstanzen gegen FraB3feinde und
andere Schadorganismen setzt ein effektives Signaltransduktionssystem voraus, das
schnell und spezifisch auf die Schadigung antwortet. Dabei induzieren primére Elicito-
ren nach ihrer Wechselwirkung mit der pflanzlichen Membran das Signalsystem der
Pflanze. Thre Struktur ist von der Art des abzuwehrenden Pathogens abhingig und kann
verschiedenen Substanzklassen angehdren: Oligosaccharidfragmente aus den Zellwan-
den der pathogenen Pilze oder der Pflanze selbst (DOARES et al. 1995); Elicitine-kleine
Proteine aus Pilzen-(YU 1995); Enzyme (z.B. Glucosidasen (HOPKE et al. 1994;
MATTIACCI et al. 1995) und Fettsdure-Aminosdure Konjugate (z.B. Volicitin (ALBORN
et al. 1997)) aus dem Speichelsekret herbivorer Insekten oder auch Sekundidrmetabolite
des pflanzlichen oder pathogenen Stoffwechsels. Sie aktivieren die endogenen Signal-
tibertragermolekiile, die die Information einer Schidigung innerhalb einer Zelle, eines
Zellverbands oder innerhalb der Pflanze weiterleiten und am Ende die Defensivantwort

durch eine De-novo-Synthese der jeweiligen Abwehrsubstanzen bewirken.

Bei Verletzung an Blittern durch herbivore Insekten treten Signalwege des Lipidstoff-
wechsels in den Vordergrund. Bestuntersuchtes Beispiel hierfiir ist Jasmonsdure (JA).
Diese entsteht in Pflanzen tiber den von VICK & ZIMMERMAN (1984) beschriebenen
Octadecansdureweg aus Linolensdure: Nach der Wechselwirkung der pflanzlichen
Membran mit exogenen Signalen kommt es zur Lipase-katalysierten Freisetzung der
ungesittigten Cig-Fettsdure Linolensdure aus der Plasmamembran. Nach Oxidation der
Fettsdure wird das Zwischenprodukt (/3S5)-13-Hydroperoxy-9,11,15-octadecatriensiure
in mehreren Reaktionsschritten zu 12-Oxophytodiensdure umgesetzt. Die nachfolgende
Reduktion und Kiirzung der Seitenkette durch drei anschlieBende S-Oxidations-Zyklen
liefern schlieBlich die Jasmonsdure. Diese bewirkt ihrerseits die Aktivierung und Ex-
pression von Genen bestimmter Abwehrreaktionen (Abb. 3), die charakteristisch fiir

eine Verwundung sind.
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Abb. 3: Schematische Darstellung fiir den Signalweg von der Schidigung der Pflanze durch Herbi-

vore oder Pathogene bis zur Abwehrreaktion unter Beteiligung von Jasmonséure.
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Die Beteiligung von Jasmonsdure an der pflanzlichen Antwort als Reaktion auf bioti-
sche und abiotische StreBfaktoren wird durch zahlreiche Arbeiten belegt: Faktoren wie
mechanische Verletzung, Wassermangel, Pathogenbefall, aber auch Herbivorie resultie-
ren in einem Anstieg endogener Jasmonsdure im verletzten Gewebe; dabei gewinnt die
Bedeutung von Jasmonséure in der Abwehr gegen herbivore Insekten immer mehr an
Beachtung (FARMER & RYAN 1990; FARMER et al. 1992; MUELLER et al. 1993;
REINBOTHE et al. 1994; SCHALLER & RYAN 1996; BALDWIN 1996; O'DONNELL et al.
1996; THALER et al. 1996; CRELLMAN & MULLET 1997; MCCONN et al. 1997;

WASTERNACK & PARTHIER 1997; STASWICK & LEHMAN 1999; THALER et al. 2001).

Beispiele fiir die elicitierende Wirkung von Jasmonsdure oder ihres Methylesters
(MeJA) (= Jasmonate) sind die Bildung zahlreicher sogenannter JIP’s (,,jasmonic acid-
induced proteins®), die in fiinf Klassen eingeteilt werden (Ubersicht in REINBOTHE et al.
1994). Dazu gehoren Proteinaseinhibitoren (FARMER et al. 1992); antimykotische Pro-
teine (Thionine); Enzyme, die bei der Biosynthese von Sekundirmetaboliten (z.B. Phy-
toalexine, Lignine, Duftstoffe) eine wichtige Rolle spielen. Ferner haben Jasmonate
auch weitere Schliisselfunktionen bei zahlreichen physiologischen Stoffwechselvorgin-
gen (Ubersicht in SEMBDNER & PARTHIER 1993; CREELMAN & MULLET 1997; HERDE et
al. 1997; STASWICK & LEHMAN 1999). Aufgrund dieser zentralen Rolle von Jasmon-
sdaure im Sekunddrstoffwechsel des pflanzlichen Abwehrsystems konnen durch
kiinstliche Applikation von Jasmonsdure oder Methyljasmonat in vielen Pflanzensyste-
men Schédlingsbefall imitiert und die entsprechende Antwort der Pflanze ausgelOst
werden. So induziert Jasmonsdure die Biosynthese von Duftstoffen, Alkaloiden, Protei-
naseinhibitoren oder auch von Ethylen. Ferner lassen sich die unmittelbaren Auswir-

kungen der induzierten Verdnderungen fiir die Performance der Herbivoren aufzeigen.

Ein weiteres, wichtiges Pflanzenhormon, das ebenfalls bei der pflanzlichen Abwehrre-
aktion in der Wundantwort einen entscheidenden Faktor darstellt (MATTOO & SUTTLE
1991; ABELES 1992) und dem eine Beteiligung an dem Signaltransfer zwischen Pflan-
zen zugesprochen werden kann, ist Ethylen. Die Ethylenbiosynthese verlduft tiber das S-
Adenosylmethionin, das eine positive Ladung am Schwefel tragt. Bedingt durch diese
Ladung stellt die Cyclopropanaminosdure eine gute Abgangsgruppe dar, die iiber die
Spaltung der Aminocyclopropan-Carboxylat-Synthase (ACC-Synthase) des S-Adeno-

sylmethionins am Schwefel vermittelt wird. Durch eine ACC-Oxidase wird das Cyc-
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lopropan zu Ethylen, Kohlendioxid und Wasser gespalten (YANG & HOFFMAN 1984;
MIYAZAKI & YANG 1987). Durch einige Arbeiten wird bereits eine Ethylenfreisetzung
nach FraBschddigung durch Herbivore (RIESKE & RAFFA 1995; KAHL et al. 2000;
ARIMURA et al. 2000; BONELLO et al. 2001) sowie nach Elicitorbehandlung (PIEL et al.

1997; ENGELBERTH et al. 2000) belegt.

Zu den Reaktionsmustern, denen bei Pathogenbefall eine entscheidende Bedeutung zu-
kommt, zéhlen die hypersensitive Reaktion und die systemisch erworbene Resistenz
(SAR). Bei dem Phanomen der hypersensitiven Reaktion kommt es nach dem Eindrin-
gen eines Pathogens zu lokalen Zellverdnderungen. Der Vorgang vollzieht sich duf3erst
schnell, kann bereits nach Minuten bis Stunden abgeschlossen sein und konzentriert
sich auf einen kleinen Zellbereich. Der eintretende Zelltod an diesen Gewebestellen
entzieht biotrophen Erregern die Lebensbasis und bringt sie dadurch zum Absterben.
Weiterhin sind an der Infektionsstelle noch zusitzlich Zellverdnderungen zu beobach-
ten, die dazu dienen, eindringende Erreger in ihrer Ausbreitung zu begrenzen und sie
moglichst am Infektionsort abzukapseln. Neben mechanischen Zellwandmodifikationen
wie die Bildung von Wundperiderm muf3 wohl auch den aktiven Sauerstoffspezies wie
Superoxid und Wasserstoffperoxid (,,oxidativer burst*) eine besondere Bedeutung zuge-
schrieben werden (LAMB & DIXON 1997): Als hochreaktive und damit &duBerst schédi-
gende Sauerstoffradikale konnen sie einen direkten Einfluf3 auf den Erreger ausiiben.
Die aktiven Sauerstoffspezies werden aber auch als Signale fiir den programmierten

Zelltod (Apoptose) diskutiert (GREENBERG 1997).

Eine weitere Verteidigungsantwort der Pflanze, insbesondere gegen Pathogene und
Mikroorganismen, basiert auf der systemisch erworbene Resistenz. Ausgehend von be-
fallenen Zellen erfolgt die Translokation eines Signals in befallsfreie Teile des gleichen
Blattes, aber auch in weiter entfernte Pflanzenteile. Eine solche systemisch aktivierte
Resistenz wird durch anorganische und biogene Aktivatoren sowie Pathogene ausgelost
und ist weitgehend dosisunabhéngig, unspezifisch und ungerichtet. So 16sen Bakterien
Abwehrmechanismen gegen Pilze aus und Viren gegen Bakterien wie Pilze. Die SAR
stellt somit ein duflerst umfassendes Abwehrsystem dar, das nicht nur gegen den angrei-
fenden Erreger gerichtet ist, sondern gegen eine Vielzahl von Pathogenen. Zu den Gen-

produkten dieser sogenannten SAR-Gene gehoren verschiedene Gruppen von PR-Pro-
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teinen (,,pathogenesis related proteins®), wie Chitinasen, Glucanasen oder lytische En-

zyme (Ubersicht in DURNER et al. 1997; STICHER et al. 1997; DEMPSEY et al. 1999).

Die Rolle einer Signalsubstanz im Zusammenhang mit dem Prozel3 der systemisch er-
worbenen Resistenz wird dabei dem Sekundarmetaboliten Salicylsdure (2-Hydroxyben-
zoesdure) (SA) zugeschrieben (ENYEDI et al. 1992; DEMPSEY et al. 1999). Zum Beispiel
kann Salicylsdure die Expression von PR-Proteinen in Tabak einleiten, so da3 sich da-
durch die Resistenz gegen den Tabakmosaikvirus erhoht. Salicylsdure ist aber nicht nur
ein wirksamer mobiler Signalstoff flir die SAR innerhalb der Pflanze. In fliichtiger
Form, als Methylsalicylat, kann es in benachbarten Blittern und sogar in benachbarten

Pflanzen die Verteidigungsmechanismen aktivieren (SHULAEV et al. 1997).

Neben den gerade skizzierten Reaktionsmustern sind auch noch weitere Signalwege an
der Signaltransduktion bei der pflanzlichen Abwehr beschrieben worden, deren Bedeu-
tung im einzelnen noch nicht ganz erfaf8t ist. Dazu gehoren z.B. die Beteiligung von
Membrandepolarisationen, Ca*"-Ionenfliissen (WHITE 2000; BLUME et al. 2000), G-
Proteinen (ROOS et al. 1999; JOSEFSSON & RASK 1997) und die Aktivitdt von Kinasen
(Tori1 2000) oder Phosphatasen (VAN GESTELEN 1998).

Die unterschiedlichen Signalkaskaden sowie die verschiedenen Verteidigungsreaktio-
nen diirfen nicht unabhingig voneinander gesehen werden. Sie stehen miteinander in
Wechselwirkung und beeinflussen sich, positiv wie auch negativ, gegenseitig. Bei-
spielsweise konnen Jasmonsdure und Ethylen synergistisch wirken, wéhrend Salicyl-
sdure, die bei Pathogenbefall produziert wird, die wundinduzierte Genexpression
hemmt, indem sie die Jasmonsdure-Biosynthese inhibiert. Dies kdnnte, zusammen mit
den noch weitgehend unbekannten Signalwegen, auf ein Signalnetzwerk hinweisen, das
eine differenzierte, pflanzliche Abwehr ermdglicht und erklart (PIERTSE & VAN LOON
1999; WALLING 2000).



3 Untersuchungsmaterial

3.1 Die Schwarzerle (Alnus glutinosa (L.) (Gaertn.))

Die Schwarzerle (Alnus glutinosa; Ord.: Fagales; Fam.: Betulaceae) wichst als Baum
oder Strauch, der 20 m (max. 30 m) Hohe erreichen kann. Sie hat einen schlanken, ge-
radlinigen Stamm, von dem die Aste mehr oder weniger waagrecht abzweigen. Die
Krone ist sehr locker und von lénglich-eiformiger Gestalt. Die Borke ist dunkelgrau bis
schwirzlich und durch Quer- und Léngsrisse zerkliiftet (HEGI 1981). Von der
schwirzlichen Borke riihrt der Name Schwarzerle her. Der ebenfalls geldufige Name

Roterle bezieht sich auf das rétliche Holz (DAHMS 1996)

Die Triebe der Schwarzerle sind kahl und klebrig. Die Laubblitter sind rundlich mit
eingekerbter Spitze und sieben Seitennerven. Anfangs sind die Blétter noch klebrig und
zartgriin. Spiter dunkeln sie in der Blattfarbe auf Dunkelgriin, wobei die Unterseite et-
was heller ist. Der Blattrand ist grob doppelt gesdgt, und die Nervenachseln sind unter-
seits behaart (HEGI 1981; NEBEL 1993; AICHELE & SCHWEIGLER 1994). Die Ausbildung

neuer Blétter erfolgt wahrend der gesamten Vegetationsperiode.

Die Erlen sind anemogame Friihbliiher. Die Bliitezeit, von Mirz bis April, liegt vor der
Laubentfaltung. Ménnliche Kétzchen und weibliche Zapfen sind gestielt und in trugdol-
denartigen Gesamtbliihstinden oberhalb der Laubknospen angeordnet. Sie werden be-
reits im Spatsommer des Vorjahres angelegt und liberwintern. Die ménnlichen Kétzchen
sind im Herbst und Winter brdunlich und werden beim Aufblithen durch ihre Pollen
gelb, die sie Anfang Mérz ausstreuen. Die weiblichen, violetten Kétzchen hingen am
Zweig unterhalb der méinnlichen Kétzchen und stehen zu dritt bis fiinft blattachselstin-
dig zusammen. Thre Linge betrdgt ca. 0,5 cm. Der Baum bildet nach der Bestdubung
griine, festgeschlossene Bliitenzépfchen, die zu 1 — 2 cm langen, dunkelschwarzbraunen
Friichten heranreifen. Die Samenreife tritt im September bis Oktober ein, und das Aus-

fallen der Samen kann sich bis zum Friihjahr hinziehen.

Die Entwicklung des Wurzelsystems ist vom Standort abhingig. Es werden bis zu 2 m
tiefe Pfahlwurzeln ausgebildet. Auf flachgriindigen Standorten wichst das Wurzelwerk

oberflichennah und oft weit ausgebreitet. Die Wurzeln der Erle konnen mit den Wur-
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zelknéllchenbakterien Frankia alni infiziert sein, die die Bildung von sog.
Wurzelknollchen verursachen. Die Wurzelknollchenbakterien binden in sauerstoffge-
schiitzten Vesikeln im Knollchengewebe mittels ihres Nitrogenasesystems N, und ge-
ben organisch gebundenen Stickstoff an den Baum ab. Dieser versorgt wiederum die
symbiotischen Wurzelkndllchenbakterien mit Assimilaten (AICHELE & SCHWEIGLER
1994). Da die Schwarzerle stickstoffixierende Wurzelknollchenbakterien besitzt, kann
somit von einer guten Nahrstoffversorgung und von stickstoffreichem Blattgewebe

ausgegangen werden.

Die Schwarzerle ist einerseits an Fliissen in Auenwéldern (4/no padion) bestandsbil-
dend und dominiert andererseits in Erlenbruchwildern (KIl. Anetea glutinosae)
(WILMANNS 1984). Sie bevorzugt sicker- oder staunasse bzw. kurzweilig {iber-
schwemmte Standorte. Im Vergleich zu anderen Laubbdumen ist die Schwarzerle eine
trockenheitsempfindliche Art. Sie ertrdgt aber von allen einheimischen Baumarten das
hochste Mall an Bodennésse (HEGI 1981). Denn in Anpassung an diese ,,nassen‘ Stand-
orte kann Alnus ihr chloroplastenfreies Gewebe sowie ihr Wurzelsystem durch Hy-
pertrophierung der Lenticellen durch sogenannte Thermoosmose mit Sauerstoff versor-
gen (GROSSE & SCHRODER 1984, 1985; SCHRODER 1989). Zusitzlich reagiert sie mit
einer ausgeprigten Bildung von Adventivwurzeln (GILL 1975) auf Nésse. Die dkologi-
sche Stellung der Schwarzerle als ,,Besiedler nasser Standorte® beruht auf ihren 6ko-
physiologischen Anspriichen und nicht darauf, daB sie von konkurrenzkriftigeren
Pflanzenarten auf die ,,ungiinstigen®, feuchten Standorte abgedrangt wird (ESCHENBACH
1995).

Alnus glutinosa ist in fast ganz Europa heimisch. Das Verbreitungsareal erstreckt sich
von Finnland bis in den submediterranen Bereich, und nach Osten kommt sie bis in den
asiatischen Teil RuBllands vor. Die Hauptverbreitung der Schwarzerle liegt jedoch im

europdischen Westen (HEGI 1981).
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3.2 Der Blaue Erlenbattkifer (Agelastica alni (L.))

Der blaue Erlenblattkifer (Agelastica alni) (Abb. 4a) ist mit seinem stark gewdolbten,
fast halbkugeligen Korper ein typischer Vertreter der Familie der Blattkiafer (Chryso-
melidae; Subfam.: Galerucinae), die mit iiber 37.000 bisher beschriebenen Arten eine
der umfangreichsten Kaferfamilien darstellt (JOLIVET et al. 1988). Das Verbreitungsge-
biet von A. alni erstreckt sich liber ganz Europa und dariiber hinaus bis nach Sibirien
und Kasachstan. In den 70er Jahren wurden die Kéfer auch in Nordamerika entdeckt

(NovAC et al. 1976).

Die Imagines sind ca. 6 — 7 mm grof3. Sie erscheinen oberseits metallisch violett oder
blau und unterseits schwarzblau gefdrbt. Die Kéfer erscheinen im April, kurz nach dem
Offnen der Blattknospen, auf den Erlen. Dabei ist der Schlupf der Kéfer aus ihren Win-
terquartieren, die in den oberen Bodenschichten und in der Streuauflage in unmittelba-
rer Ndhe zu den Wirtsbaumen liegen, mit der Phanologie ihrer Wirtsbdume synchroni-
siert (TISCHLER 1977). Nach dem Schlupf beginnen die Imagines mit dem Reifungsfral.
In dieser Zeit findet auch die Paarung der Kifer statt. Die Imagines befressen in typi-
scher Weise — einem LochfraB3 - die Erlenblétter. Dieser Blattfral im Friihjahr kann so
weit gehen, da3 nur noch wenige Hauptadern oder lediglich die Mittelrippe der Erlen-

blatter librigbleibt.

Die Weibchen, deren Hinterleib durch den Eivorrat im Kdérper oft stark angeschwollen
ist, legen nach einem zehn- bis zwolftagigen Reifungsfral Ende Mai ihre gelben Eier in
plattenformigen Gelegen unterseits an Erlenbléttern ab (TISCHLER 1977; BAUR & BENZ
1983; SCHEIWILLER 1991) (Abb. 4b). Ein Weibchen ist in der Lage, unter giinstigen
Freilandbedingungen insgesamt 200 bis 400 Eier abzulegen (JEKER 1981), wobei ein

einzelnes Gelege aus 60 - 70 ovalen, orangefarbenen Eiern besteht (Abb. 4c).

Die Larven entwickeln sich im Mai bis Juli und durchlaufen in dieser Zeit drei Larven-
stadien. Neun bis flinfzehn Tage nach der Eiablage schliipfen die ersten Larven, die
zuerst braun geférbt sind (Abb. 4d). Die Larven des L1-Stadiums fressen anfangs gregir
an der Epidermis der Blattunterseiten (Abb. 4e, f). Die élteren Larven (L2 und L3) sind
glinzend schwarz. Sie zeigen eine solitire Lebensweise (Abb. 4g). Thr Fral} fiihrt bei

Erlen zum Einrollen, Vertrocknen und zur typischen Braunfarbung der Blitter.
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Abb. 4: Lebenszyklus von Agelastica alni. - a) Imagines auf Erlenbldttern fressend. - b) Weibchen bei
der Eiablage. - ¢) Eigelege. - d) Frisch geschliipfte Larven. - e) Gregir fressende L1-Larven. - f)
Fressende L2-Larven. - g) Solitér fressende L3-Larve.
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Das letzte Larvenstadium zieht sich im Juli bis August zur Verpuppung in den Boden

zuriick (ZUCHT 1934).

Die Jungkéfer der neuen Generation erscheinen Ende August bis Mitte September fiir
ca. zwel Wochen, in denen sie an Erlenblittern fressen. Anschlielend tUiberwintern sie
als Kifer in Bodenverstecken. Die gesamte Entwicklungszeit vom Eistadium bis zum

Imaginalstadium dauert im Freiland ca. 77 bis 80 Tage (JEKER 1981).

Sowohl Larven als auch Imagines von A. alni leben oligophag an Alnus glutinosa und
Alnus incana (KOCH 1992) und gehen nach KahlfraB auch auf Blétter benachbarter
Béume von Betula pubescens, Betula verrucosa und Salix caprea iiber (TISCHLER 1977,
MAISNER 1974). Vereinzelt wurde ein Vorkommen von 4. alni auch an Prunus mahaleb
(MOHR 1966) und Obstbaumen (MAISNER 1974) beobachtet. Bei starker Vermehrung
des Erlenblattkéfers kann es mehrmals innerhalb einer Vegetationsperiode zu Kahlfral3

an den Wirtsbdumen kommen (TISCHLER 1977).

Die verschiedenen Larvenstadien von A. a/ni konnen zu ihrer Verteidigung Reflexblut
abgeben (TISCHLER 1977; DEROE & PASTEELS 1982; BUNNIGE & HILKER 1999). Dabei
zeigen die einzelnen Larvenstadien deutliche Unterschiede in ihrem Verteidigungsver-
halten: Die L1-Larven sitzen in dichten Gruppen auf den Blattunterseiten und zeigen
kein Reflexbluten. Im L2-Stadium losen sich die Larvengruppen nach und nach auf.
Dann reagieren die L2-Larven bei sehr starker Reizung mit Reflexbluten. Dabei heben
sie zusdtzlich ihr Abdomen an und bewegen es seitlich hin und her. Das Verteidigungs-
verhalten der L3-Larven dhnelt dem der L2-Larven. Bei ihnen ist aber das Verhalten
haufiger und lidnger ausgepriagt. Die Absonderung des Reflexblutes erfolgt iiber acht
paarige Verteidigungsdriisen, die dorsal auf der Korperoberfliche der Larven verteilt
sind. Bei Gefahr werden tuberkelartige Strukturen, an deren Basis Driisenzellen sitzen,
durch Hamolymphdruck ausgestiilpt, und ein gelbes Sekret wird auf die Oberflidche
abgesondert (ZUCHT 1934; DEROE & PASTEELS 1982; JOLIVET et al. 1988; BUNNIGE &
HILKER 1999).



4 Material und Methoden

4.1 Anzucht von Alnus glutinosa-Pflanzen fiir Laborversuche

Fiir die einzelnen Experimente im Labor (Kap. 4.4.1.1, Kap. 4.4.1.2, Kap. 4.4.4) wurden
Erlenpflanzen angezogen. Da sich das Arbeiten mit dem Blattmaterial alter, aus dem
Freiland stammender Erlenbdume wenig reproduzierbar erwies, wurden fiir die
Laborversuche Erlenblitter junger Erlen aus der Klimakammeranzucht eingesetzt. Von
diesen Baumen war die Vorgeschichte bekannt und es war sicher, daB3 sie keiner Sché-

digung ausgesetzt waren.

. Abb. 5: Anzucht von jungen Alnus
glutinosa-Pflanzen in einer Klimakam-
mer.

Zur Anzucht der Erlenpflanzen fiir Laboranalysen (Kap. 4.4) wurde eine Mischung aus
sterilisiertem Torfkultursubstrat (Capriflor, Vehnemoor; detaillierte Zusammensetzung
des Substrates s. Anhang) und Sand (Hagebau; 1 : 1, v : v) verwendet. Die Sterilisation
des Erdsubstrates (jeweils ca. 500 g) erfolgte in einem Mikrowellengerét (Stufe 3, t =3

min; Quick Cookmate, Daewo0).

Die Pflanzen von A. glutinosa (Simlinge mit ausgebildetem Wurzelwerk, '/,-jihrig)
wurden von einem Baumschulbetrieb in Schleswig-Holstein (Grebenstein & Linke)
kauflich erworben. Sie wurden in Pflanztopfe (schlanke Rosentdpfe (Plastik) mit Bo-
denléchern und Seitenschlitz) mit einem Durchmesser von 11 cm und einer Tiefe von

15 cm gepflanzt. Die weitere Anzucht der Pflanzen erfolgte in einer Klimakammer
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(VB1014, Votsch-Industrietechnik; Abb. 5) fiir sechs Monate unter folgenden Bedin-
gungen:
Tagphase: 10 Stunden bei 23 °C und 70 % relativer Luftfeuchtigkeit
Nachtphase: 14 Stunden bei 17 °C und 50 % relativer Luftfeuchtigkeit

Danach wurden die Erlenpflanzen in eine begehbare Klimakammer umgesetzt und bei

Raumtemperatur und 16 h Tag : 8 h Nacht gehalten.
Fiir die Inkubations-, Container- und Duftversuche (Kap. 4.4.1.1, Kap. 4.4.1.2, Kap.

4.4.4) wurden aus dieser Anzucht Erlenpflanzen gleichen Entwicklungsalters (18 Mo-
nate alt) und gleicher Habituserscheinung (Hohe der Pflanzen =40 — 60 cm, Stamm-
durchmesser = 0,7 cm) verwendet. Von den Pflanzen wurden unbeschéidigte Triebe

(bestehend aus jeweils drei vollstdndig entwickelten Bléttern) eingesetzt.

4.2 Haltung und Zucht von Agelastica alni im Labor

Fiir die einzelnen Experimente wie FraBwahlversuche (Kap. 4.3.4.3, Kap. 4.4.7), Herbi-
vorenfraBBschiadigung (Kap. 4.4.1.1, Kap. 4.4.1.2) oder Gewinnung von Regurgitat (Kap.
4.4.6.1) wurde eine Zucht von 4. alni im Labor etabliert. Daflir wurden Imagines im
April, noch vor dem Verlassen des Winterquartiers, aus der Streu am Fuf3e ihrer Wirts-
bdume an verschiedenen geographischen Standorten, die nicht zu den Versuchsflichen

der Freilandversuche (Kap. 4.3) zéhlten, ausgegraben bzw. aufgesammelt.

Imagines von A. alni, die fiir FraBwahlversuche eingesetzt werden sollten, wurden ge-
trennt nach Geschlecht, Fundort und Funddatum in beliifteten Hartplastikdosen
(20 cm x 20 cm x 8 cm, Gerda) bei 12 °C gehalten.

Zum Autbau einer Kéferzucht wurden Imagines in beliifteten Hartplastikdosen
(20 cm x 20 cm x 8 cm, Gerda), die mit Zellstoff ausgelegt waren, bei RT und 16 h Tag
: 8 h Nacht gehalten. Als Futter dienten frische Erlenblitter, mit denen die Tiere alle
zwei Tage versorgt wurden. Da die Weibchen ihre Eier ausschlieBlich auf der Unterseite
der Blitter ablegten, mulite das alte Blattmaterial sorgféltig abgesucht werden. Die Ge-
lege wurden mitsamt der Blattunterlage ausgeschnitten und nach Alter sortiert in mit
Filterpapier ausgelegte Petrischalen (Plastik, & = 9 cm) iiberfiihrt. Die Eigelege wurden
taglich kontrolliert und die frischgeschliipften L1-Larven vorsichtig mit einem feinen

Haarpinsel abgesammelt und in beliiftete Hartplastikdosen tiberfiihrt. Die Larven wur-
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den alle zwei Tage mit frischen Erlenbléttern gefiittert. Kurz vor der Verpuppung stell-
ten die Larven sowohl ihre FraBaktivitit als auch ihre Mobilitdt ein. Die Puppen wurden
in Weichplastikdosen tiberfiihrt, deren Boden mit einer dicken Sandschicht bedeckt war.
Aufgrund noch ungeklirter Ursachen iiberlebte nur ein kleiner Anteil der Puppen bis
zur Vollendung der Imaginalentwicklung. Die Anzahl der geschliipften Jungkéfer

reichte nicht aus, um eine fortfithrende Laborzucht zu etablieren.

4.3 Freilandversuche

Bei den vorliegenden Freilandversuchen wurde mit drei methodisch verschiedenen An-
sdtzen an A. glutinosa-Pflanzen untersucht, ob geschidigte Pflanzen {iber Signalstoffe
Resistenzen in ungeschédigten Nachbarpflanzen induzieren kdnnen. Dabei wurden mit
den verschiedenen Versuchen unterschiedliche Hypothesen beziiglich der Mechanismen
des Signaltransfers - iiber den Boden- oder Luftbereich - zwischen den Erlenpflanzen

iiberpriift.

43.1 ,Topfversuch*

Die Priifung einer Resistenzinduktion ungeschidigter Nachbarn durch Duftstoffe von
geschidigten Bdumen wurde mit eingetopften Erlen iiberpriift. Damit konnte ein Sig-
naltransfer zwischen den Pflanzen iiber den Pflanzenwurzel-Bodenbereich ausgeschlos-

sen werden.

Im Vorfeld der Experimente wurden im Médrz 1997 A. glutinosa-Béume erworben. Ei-
nen Teil der Versuchspflanzen stellte freundlicherweise das Hessische Landesamt fiir
Forsteinrichtung, Waldforschung und Walddkologie (Hann. Miinden) zur Verfligung.
Die restlichen Erlenpflanzen wurden von einem Baumschulbetrieb (Grebenstein &
Linke, Schleswig Holstein) bezogen. Alle Erlen waren zu diesem Zeitpunkt 3-jahrig. Ab
Anfang April wurden die Pflanzen in Pflanzkiibel (30 1) getopft, die keine Locher im
Topfboden besallen. Um Staunédsse zu verhindern, wurden Locher in ca. 10 cm Hohe
tiber dem Topfboden gebohrt. In der letzten Aprilwoche wurden die getopften Erlen-
pflanzen auf einer Versuchsfliche des Botanischen Gartens der Universitit Gottingen

plaziert. Fiir jede Wiederholung (insgesamt n = 6) wurden jeweils 25 Topfe zu einem
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Plot zusammengestellt, der aus fiinf parallel angeordneten Reihen mit je fiinf Topfen
bestand (Abb. 6).

Ubersicht Versuchsfliche
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Abb. 6: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus ,,Topfversuch“ 1997 (Neuer Botanischer
Garten Gottingen). Auf der Versuchsfliche (14,5 m x 26 m) wurden 6 Versuchswiederholungen (Plot 1
— Plot 6) so verteilt, daB3 sie im groBtmdglichen Abstand zueinander standen. Jede Versuchseinheit (=
Plot) bestand aus 25 Topfen, die in fiinf parallel angeordneten Reihen mit jeweils fiinf Topfen aufgestellt
waren. Die geschddigte Pflanze erhielt die Bezeichnung ,,Baum-X“ (X). Der unmittelbar benachbarte
Baum die Bezeichnung ,,Baum-Nachbar® (N) und der am entferntesten stehende Baum der Reihe die

Bezeichnung ,,Baum-Kontrolle” (K). Die zwischen ,,Baum-Nachbar® und ,,Baum-Kontrolle* stehenden
Pflanzen wurden mit ,,Baum 2* und ,,Baum 3* benannt.
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Nach dem Blattaustrieb im Friihjahr (21. Mai 1997) wurde in jeder Reihe des Plots die
erste Erle ,,Baum-X* zur Simulation starken Phytophagenfrafles experimentell gesché-
digt, indem alle vorhandenen Blitter jeweils zur Hilfte - 1dngs zur Blattachse - mit einer
desinfizierten Schere (zur Vermeidung von Krankheitsiibertragungen) abgeschnitten

wurden.

Die Bédume jeder Versuchsreihe wurden mit Ziffern benannt, wobei die beschnittene
Erle die Bezeichnung ,,Baum-X*, der unmittelbar benachbarte Baum die Bezeichnung
,Baum-Nachbar®“ und der am weitesten entfernt stehende Baum die Bezeichnung
,Baum-Kontrolle* erhielt. Die zwischen ,,Baum-Nachbar*“ und ,,Baum-Kontrolle* ste-
henden Erlenpflanzen wurden mit ,,Baum 2* und ,,Baum 3* bezeichnet. Der mittlere
Abstand der Topfe innerhalb der Reihe betrug 15 cm. Zwischen den Reihen lag der Ab-
stand bei 45 cm. Dabei bildete der Abstand der Reihe ,,Baum 3 zur Reihe ,,Baum-
Kontrolle® eine Ausnahme, denn er wies 5,65 m auf. Bei diesem Versuchsaufbau war
kein Kontakt der Pflanzen untereinander gegeben. Der Stammdurchmesser wurde von

allen Versuchsbdumen erfafit. Die MeBdaten sind in Tab. C-1 (Anhang) wiedergegeben.

4.3.2 ,Reihenversuch*

Die Uberpriifung einer Resistenzinduktion ungeschidigter Nachbarn von geschidigten
Baumen, die iiber den Boden-Wurzelbereich und iiber den Luftbereich vermittelt wer-
den konnte, erfolgte an natiirlichen Erlenbestinden. Diese befinden sich am Ortsrand
von Bovenden (Gemeinde Goéttingen, ca. 4 km nordlich von Gottingen) am Bach
Weende. Auf diesem Versuchsareal, einem ca. 10 m breiten und 500 m langen Streifen,
wachsen insgesamt ca. 200 Erlen, die 1995 angepflanzt worden waren (mdl. Mitteilung
der Gemeindeverwaltung Bovenden). Die Erlenpflanzen stehen hier in zwei parallel

angeordneten Reihen.

Fiir die Versuchswiederholungen wurden 12 Erlengruppen ausgewdhlt, die sich jeweils
entweder aus sieben oder acht Erlenbdumen zusammensetzten. Innerhalb jeder Wieder-

holung erfolgte folgende Einteilung und Bezeichnung der Baume:

Am ersten Baum ,,Baum-X*“ wurde Herbivorenfral simuliert, und die Auswirkungen
dieser Schidigung wurden am unmittelbar benachbarten, ungeschiadigten Baum ,,Baum-

Nachbar untersucht. Der am entferntesten stechende Baum diente als Kontrolle und
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erhielt die Bezeichnung ,,Baum-Kontrolle*. Die sich zwischen den Bdumen ,,Baum-

Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* befindlichen Erlen wurden mit ,,Baum 2, , Baum 3,

»Baum 4, Baum 5 und ,,Baum 6* numeriert (Abb. 7).
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Abb. 7:  Schematische Darstellung des
Freilandexperimemts ,,Reihenversuch®“ auf dem
Versuchsareal Bovenden in der Freilandsaison
1997. Auf der Versuchsfliche wurden 12 Versuchs-
wiederholungen mit Alnus glutinosa-Pflanzen ange-
legt. Jede Versuchsserie, in Form einer Baumreihe,
bestand aus einem Baum, an dem Herbivorenfral3
simuliert wurde ,,Baum-X*, einem ungeschidigten
Nachbarbaum ,,.Baum-Nachbar“ und einem Baum
,Baum-Kontrolle®, der als Kontrolle diente. Die
zwischen ,,Baum-Nachbar“ und ,,Baum-Kontrolle*
stehenden Bdume wurden mit ,,Baum 2%, ,,Baum 3,

,,Baum 4, Baum 5 und ,,Baum 6 bezeichnet.
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Die mittleren Baumabstinde zwischen den in dem Versuch involvierten Baumen sowie
der mittlere Stammdurchmesser (Parameter zur Charakterisierung des Baumalters dieser
Erlenpflanzen) sind in der folgenden Aufstellung wiedergegeben. Die Originaldaten

sind in Tab. C-2 (Anhang) dargestellt.

Baum-X | Baum-N | Baum2 | Baum 3 | Baum4 | Baum 5 | Baum 6 | Baum-K
Stammdurch-
messer [cm] 0,60 £ 0,61 £ 0,57 £ 0,61 £ 0,59 0,64 + 0,61 £ 0,59 +
Mittelwert = | 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02 0,03 0,02 0,01
Stdf
Abstand zum
Baum-X [m] 2,02 % 4,08+ 6,10 8,18 £ 10,03+ |12,12%+ |13,05%
Mittelwert + 0,04 0,07 0,09 0,09 0,09 0,16 0,31
Stdf

(Angegeben sind der Mittelwert des Stammdurchmesser [cm], gemessen in 1 m H6he iiber dem
Erdboden, aller Versuchspflanzen und der Abstand [m] der Bdume der Position ,,Baum-Nach-

bar” (Baum-N) bis ,,Baum-Kontrolle* (Baum-K) zum geschiadigten Baum ,,Baum-X*.)

Nach dem Blattaustrieb im Friihjahr wurde die erste Erle ,,Baum-X* zur Simulierung
starken PhytophagesfraBes experimentell geschéddigt (Durchfiihrung vgl. ,,Topfver-
such®, Kap. 4.3.1). Diese Behandlung erfolgte am 22. Mai 1997.

4.3.3 ., JA-Versuch®

Die Uberpriifung einer Resistenzinduktion ungeschidigter Nachbarn durch Duftstoffe
von geschidigten Baumen erfolgte mit eingetopften Erlen, um auszuschlieBen, dal} ein
Signaltransfer iiber den Pflanzenwurzel-Bodenbereich erfolgt. Eine Induktion der

pflanzlichen Abwehr wurde durch exogene Jasmonséureapplikation erreicht.

Die im Versuch verwendeten Erlen wurden im Frithjahr 1997 als 4-jdhrige Pflanzen
vom Hessischen Landesamt fiir Forsteinrichtung, Waldforschung und Waldokologie
(Hann. Miinden) erworben und im gleichen Jahr in Pflanzkiibel (30 1) getopft, die ge-
bohrte Locher in ca. 10 cm Hohe iiber dem Topfboden aufwiesen. Die Pflanzen wurden
unter Freilandbedingungen ein Jahr lang in diesen Topfen herangezogen. Bei Versuchs-
beginn (1998) waren sie 5-jdhrig. Die zu diesem Zeitpunkt ermittelten
durchschnittlichen Stammdurchmesser ([cm], gemessen in 1 m Hoéhe tiber dem Erdbo-

den) aller Versuchsbaume (,,Baum-JA®, ,,Baum-K*, ,,Baumnachbar 1 bis 4%, n = 6) sind



Material und Methoden 23

in der folgenden Auflistung angegeben. Die einzelnen Mef3daten sind in Tab. C-3 (An-
hang) aufgelistet.

Baum-JA | Baumnachbar 1 | Baumnachbar 2 | Baumnachbar 3 | Baumnachbar 4

Stammdurch-

messer [em] |y ¢040.10| 1,59 +0.25 2,01+ 0,05 1,82 + 0,07 1,60+ 0,14

Mittelwert + Stdf]

Baum-K | Baumnachbar 1 | Baumnachbar 2 | Baumnachbar 3 | Baumnachbar 4

Stammdurch-

messer [cm] 1,61£0,11| 1,78+0,17 1,90 £0,09 1,84 £0,09 1,71£0,15

Mittelwert + Stdf]

In der letzten Aprilwoche 1998 wurden diese Topfpflanzen weitldufig auf einer Ver-
suchsflache verteilt, die vom Botanischen Garten der Universitidt Gottingen zur Verfii-
gung gestellt wurde. Der Versuch bestand aus 12 Topfgruppen (Mindestentfernung der
einzelnen Topfgruppen zueinander: 12 m), wobei eine Topfgruppe sich aus fiinf Tépfen
zusammensetzte. Um eine Topfpflanze ,,JA*“ oder , K* wurden vier Topfpflanzen,
Nachbar 1 — 4, gestellt (Abb. 8). Der mittlere Abstand der benachbarten Topfe zum
mittig angeordneten Topf betrug 20 cm. Bei der Anordnung der Pflanzen innerhalb der
Topfgruppe wurde darauf geachtet, daB3 sich die Pflanzen nicht untereinander beriihrten.
Die mittlere Pflanze ,,JA* wurde nach dem Blattaustrieb Anfang Mai mit Jasmonsdure
(wiBrige Losung (1 mM)), die von Prof. Boland (MPI fiir Chemische Okologie, Jena)
zur Verfligung gestellt wurde, bespriiht. Fiir die Kontrollgruppe wurde der gleiche Ver-
suchsaufbau verwendet. Hier wurde die mittlere Pflanze ,,K* nur mit dem Losungsmit-
tel Wasser behandelt. Um stérende Fremdeinwirkungen wéhrend der Behandlung aus-
zuschlieBen und um die Bdume der Position ,,Nachbar* nicht mit zu behandeln, wurden
die Erlenpflanzen ,,JA* und ,,K* an einer geschiitzten Stelle im Innenhof einer Ge-
wichshausanlage, die weit entfernt von der Versuchsfliche lag, behandelt. Nach der
Spriihbehandlung blieben die Pflanzen solange hier stehen, bis ihre Blétter abgetrocknet

waren.
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Abb. 8: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus ,,JA-Versuch®“ 1998 (Neuer Botanischer
Garten Gottingen). Jede Topfgruppe bestand aus fiinf Topfen mit jeweils einer 5-jdhrigen Erlenpflanze.
Eine Topfpflanze ,,JA“ bzw. , K* wurde von vier Pflanzen N 1 —N 4, , Baumnachbar®“, umgeben. Die
mittlere Pflanze wurde entweder mit einer 1 mM Jasmonsaurelosung ,,JA“ (JA-Behandlung) oder mit

Leitungswasser ,,K* (Kontrolle) bespriiht.

4.3.4 Untersuchungen der Auswirkungen der simulierten Herbivorie im
Freiland

Zu festgesetzten Zeitrdumen, die in Tab. 1 und Tab. 2 aufgelistet sind, wurden phéinolo-
gische, physikalische und chemische Verdnderungen an den Bdumen der Versuche
»lopfversuch* (Kap. 4.3.1), ,,Reithenversuch® (Kap. 4.3.2) und ,,JA-Versuch* (Kap.
4.3.3) untersucht. Die Bdume der Versuchsvarianten ,,Reihenversuch® und ,,Topfver-
such® wurden an insgesamt sechs Zeitpunkten beprobt (Tab. 1) und die des ,, JA-Ver-

suchs* an insgesamt sieben Zeitpunkten (Tab. 2).

Die Erstaufnahme des Befalls (= Ausgangssituation) lag kurz vor der Durchfiihrung der
Behandlung der simulierten Herbivorie oder JA-Spriihapplikation. Die {ibrigen Termine
wurden {iber die Vegetationsperiode verteilt (Tab. 1, Tab. 2). An diesen Tagen erfolgte
eine Bonitur der relativen Blattschdadigung an den Erlenbdumen (Kap. 4.3.4.1), und es
wurden Blattproben sowohl fiir physikalische (Kap. 4.3.4.2.1, Kap. 4.3.4.2.2, Kap.
434.23) und chemische Untersuchungen (Kap. 4.3.4.2.4) als auch fiir
FraBwahlversuche im Labor (Kap. 4.3.4.3) gesammelt.
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Tab. 1: ZeitrAume der Fraflschadensaufnahmen und Blattprobenentnahmen fiir die Versuche
,»Topfversuch® und ,,Reihenversuch® in der Freilandsaison 1997. Die Zahlenangabe in der Klammer

gilt fiir den ,,Reihenversuch”. Wenn nur eine Zahlenangabe angegeben ist, gilt sie fiir beide Versuche.

Zeitpunkt Beprobungszeitraum Datum
Topfversuch Reihenversuch

1 3 Tage vor der simulierten Herbivorie 18. Mai 19. Mai

2 Tag der simulierten Herbivorie 21. Mai 22. Mai

3 7 Tage nach der simulierten Herbivorie 28. Mai 29. Mai

4 21 Tage nach der simulierten Herbivorie 11. Juni 12. Juni

5 41 (42) Tage nach der simulierten Herbivorie 2. Juli 4. Juli

6 107 (105) Tage nach der simulierten Herbivorie 5. September | 4. September

Tab. 2: Zeitriume der Frafischadensaufnahmen und der Blattprobenentnahmen fiir den ,,JA-Ver-

such® in der Freilandsaison 1998. (JA = Jasmonsiure)

Zeitpunkt Beprobungszeitraum Datum
1 1 Tag vor der JA-Spriithapplikation 6. Mai
1. JA-Behandlung (Spriithapplikation von JA (1 mM), 1. Wiederholung | 7. Mai
2 5 Tage nach der JA-Spriihapplikation 12. Mai
3 12 Tage nach der JA-Spriihapplikation 19. Mai
4 33 Tage nach der JA-Spriihapplikation 9. Juni
2. JA-Behandlung (Spriihapplikation von JA (1 mM), 2. Wiederholung | 12. Juni
5 5 Tage nach der JA-Spriithapplikation 17. Juli
6 12 Tage nach der JA-Spriihapplikation 24, Juli
7 33 Tage nach der JA-Spriihapplikation 15. August

Bei den Freilandversuchen ,,Topfversuch® und ,,Reihenversuch® wurden an jedem Be-
probungstermin jeweils 15 Blitter von jedem Erlenbaum der Position ,,Baum-Nachbar*
und ,,.Baum-Kontrolle* mit einer Schere abgeschnitten. Bei dem Freilandversuch ,,JA-
Versuch® wurden an jedem Beprobungstermin jeweils 13 Blitter der vier benachbarten
Erlenbaumen ,,Baumnachbar-JA“ und ,,Baumnachbar-Kon* mit einer Schere entfernt.
Dabei wurden Blétter gewihlt, deren Farbe und Grof3e auf ein dhnliches Alter hindeu-
teten. Jeweils drei Blétter pro Baum wurden zur Bestimmung des Phenolgehalts (Kap.
4.3.4.2.4) direkt im Freiland eingefroren. Die restlichen Blitter wurden bis zur weiteren
Aufarbeitung in einer Styroporbox gekiihlt. Von diesen wurden jeweils drei Blitter zur
Bestimmung des Blattwassergehalts (Kap. 4.3.4.2.1), des spezifischen Blattgewichts
(Kap. 4.3.4.2.2), der Blattfestigkeit (Kap. 4.3.4.2.3) sowie der Fra3priferenz von 4. alni
(Kap. 4.3.4.3) eingesetzt. Eine Ausnahme bildete dabei der ,,JA-Versuch®: Hier wurde

nur ein Blatt fiir den FraBpréferenztest verwendet.
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4.3.4.1 Relative Blattschiadigung

Fiir die Baume der Versuche ,,Topfversuch* (Kap. 4.3.1), ,,Reihenversuch* (Kap. 4.3.2)
und ,,JA-Versuch® (Kap. 4.3.3) wurde der im Verlauf des Jahres auftretende Herbivo-
renfraflschaden zu den genannten Beprobungsterminen (Tab. 1, Tab. 2) in Prozent der
geschidigten Blattfliche geschitzt und protokolliert. Bei der Klassifizierung und Auf-
nahme des Befalls wurde immer der Gesamthabitus mit allen Blittern eines Baumes
betrachtet (Blétter gesamt; Blétter geschadigt), so daB der auftretende Schaden als

relativer Fra3schaden angegeben werden kann.

4.3.4.2 Untersuchungen zur Ermittlung von physikalischen und chemischen

Veranderungen

Bei einer Resistenzinduktion kdnnen sowohl physikalische als auch chemische Blattei-
genschaften verdndert werden. Um festzustellen, mit welchen Verdnderungen dabei im
Blattgewebe von A. glutinosa zu rechnen sind, wurden der prozentuale Blattwasserge-
halt, das spezifische Blattgewicht, die Blattfestigkeit und der Blattphenolgehalt der be-

nachbarten und der als Kontrolle dienenden Erlen ermittelt.

4.3.4.2.1 Prozentualer Blattwassergehalt

Das Frischgewicht (FW) der gepfliickten Blitter wurde auf einer Feinwaage (MC-1,
Sartorius) bestimmt. Nach dem Einscannen der Blitter mit einem Flachbettscanner
(Hewlett Packard Scan Jet I CX) zur Ermittlung der Blattfliche wurden die Blétter 48 h
bei 60 °C im Trockenschrank getrocknet. AnschlieBend wurde das Trockengewicht
(DW) ermittelt. Der Gewichtsverlust stellt den prozentualen Wassergehalt des Blattes
pro cm™ Blattfliche dar.

4.3.4.2.2 Spezifisches Blattgewicht

Das spezifische Blattgewicht ist ein charakteristisches Mal fiir die Einlagerung nicht-
abbaubarer Substanzen in die Zellwinde dar. Der Quotient aus Trockensubstanz und

Blattflicheneinheit ergibt das spezifische Blattgewicht (MOONEY & GULMON 1982).
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4.3.4.2.3 Blattfestigkeit

Der Widerstand beim Durchstoen einer definierten Fliche eines Blattes gilt als Mal3
fiir die Blattfestigkeit. Die Werte dieses Parameters wurden mit der Methode nach
FEENY (1970) ermittelt (Abb. 9).

Sammelbehélter

Wasser| —

Stempel\

=——mpg

Metallplatten

Blatt

Abb. 9: Versuchsaufbau zur Bestimmung der Blattfestigkeit (Methode nach FEENY (1970)).

Zur Bestimmung der Blattfestigkeit wurden die zu untersuchenden Blitter zwischen
zwei Metallplatten (14,5 cm x 14,5 cm x 1,2 cm) iiber ein Loch (& = 0,5 cm) gelegt, das
sich in der Mitte von beiden Platten befand. Ein Stempel (bestehend aus Stempelstiel
(9 =0,5 cm) und einer Platte) wurde tliber eine Fithrungsschiene durch das Loch ge-
fiihrt, bis er auf die Blattflache traf. Dann wurde mit einem diinnen Wasserstrahl, dessen
Volumen sich in einem Sammelbehélter auffing, solange der Druck auf den Stempel
erhoht, bis dieser die Blattfliche durchstie3. Dieser Widerstand, der dem Durchstof3en
von einer definierten Fliche des Blattes entgegengesetzt wird, bildet ein MaB3 fiir die

Blattfestigkeit.

4.3.4.2.4 Phenolgehalt

Die quantitative Bestimmung des Phenolgehalts erfolgte nach der in Kap. 4.4.3.1 be-
schriebenen Methode. Fiir den ,,Reihenversuch® (Kap. 4.3.2) konnten keine Blattphe-
nolgehalte ermittelt werden, weil die Proben bei der Tiefkiihllagerung durch einen Ge-

ratedefekt unbrauchbar wurden.
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4.3.4.3 FraBBwahlverhalten des Herbivoren Agelastica alni

Die beste Methode zur Feststellung induzierter Resistenz stellen Biotests dar, bei denen
die Auswirkungen auf die Herbivoren getestet werden. Fiir die FraBwahlversuche wur-
den an den Tagen der Fra3schadensbonitierung (Tab. 1, Tab. 2) im Freiland frische Er-
lenblétter gepfliickt. Bei den Freilandexperimenten ,,Topfversuch® (Kap. 4.3.1) und
»Reihenversuch® (Kap. 4.3.2) wurden drei Blitter von dem unmittelbar benachbarten
,Baum-Nachbar® und dem am weitesten entfernt liegenden ,,Baum-Kontrolle* gesam-
melt. Aus drei Blittern eines Baumes wurde jeweils eine Blattscheibe ausgestanzt
(Durchfiihrung s.u.). Somit entstanden fiir den FraBwahlversuch drei Petrischalen pro
Baumpaar ,,Baum-Nachbar® und ,,Baum-Kontrolle“ mit jeweils zwei Blattscheiben
(,,Baum-Nachbar* vs. ,,Baum-Kontrolle). Fiir eine Kontrollschale, die zur Bestimmung
des Verhéltnisses von Frisch- zu Trockenmasse diente und die dasselbe Analyseverfah-
ren ohne Herbivoren durchlief, wurden zusatzlich noch zwei Blattscheiben des Baum-
paares benotigt. Bei dem ,,JA-Versuch® (Kap. 4.3.3) wurde ein Blatt von den unmittel-
bar benachbarten vier Baumen gesammelt, und zwar jeweils von der Behandlungsvari-
ante ,,Baumnachbar-JA“ ,, Baumnachbar-Kon“. Aus dem Blatt eines Baumes ,,Baum-
nachbar-JA“ und ,,Baumnachbar-Kontrolle* wurde jeweils eine Blattscheibe ausge-
stanzt (Durchfiihrung s.u.). Somit entstanden fiir den FraBwahlversuch vier Petrischalen
pro Behandlungsvariante ,,Jasmonsédure* und ,,Wasser* mit jeweils zwei Blattscheiben
(,,Baumnachbar-JA*“ vs. ,,Baumnachbar-Kontrolle®). Fiir eine Kontrollschale waren

noch zwei Blattscheiben von jeder Behandlungsvariante erforderlich.

Vorbereitung und Durchfiihrung der FraBwahlversuche

Mit einem Locheisen wurden kleine Blattstiickchen (& =1 cm) aus den Erlenbléttern
ausgestanzt und gewogen (MC-1, Sartorius). Beim Ausstanzen der Blattstiicke wurde
darauf geachtet, Stiicke mit moglichst feinen Blattnerven, aber nicht direkt am Blattrand
und an der Blattmittelrippe zu entnehmen. Die Blattstiicke wurden dann auf Petrischa-
len, die mit Filterpapier ausgelegt und mit 500 pl Wasser befeuchtet wurden, verteilt.
Die rdumliche Anordnung (rechts / links) der Blattstiicke auf den Petrischalen erfolgte
nach dem Zufallsprinzip. AnschlieBend wurde zu jeder Petrischale entweder eine Imago
oder eine Larve von A. alni, die aus der Laborzucht (Kap. 4.2) stammten, gesetzt. Dabei

wurde darauf geachtet, dafl innerhalb der einzelnen Versuche wie auch zwischen den
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verschiedenen Beprobungsterminen immer Tiere gleichen Alters verwendet wurden.
Bei Versuchsende nach 18 h wurden die alten Blattstiickchen entfernt, ggf. mit Wasser
von Kotresten gereinigt und bei 60 °C 48 h lang in einem Trockenschrank getrocknet
und das Trockengewicht bestimmt. Aus mehreren Kontrollwerten (ohne Larvenfral3)
wurde jeweils das mittlere Trockengewicht der Blattscheiben bestimmt. Mit ihm wurde

das Trockengewicht der gefressenen Blattmenge wie folgt berechnet:

Durch Umformung erhélt man eine Formel zur Berechnung des Trockengewichts der

gefressenen Blattmenge:
DW prap= (FWp/FW k) * DW k—DW p

DW g Trockengewicht der gefressenen Blattmenge; DW g: mittleres Trockengewicht der
Kontrollen; FW g: mittleres Frischgewicht der Kontrollen, FW p: Frischgewicht der Probe;
DW ;: Trockengewicht der Probe ohne die gefressene Blattmenge; DW g4: Trockengewicht der

Probe incl. die gefressene Blattmenge (theoretische Grofie).
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4.4 Laboranalysen

4.4.1 Physiologische Untersuchungen zu Verianderungen im Blattgewebe von
Alnus glutinosa

4.4.1.1 Inkubationsversuche

In Inkubationsversuchen sollten die Auswirkungen verschiedener Behandlungsvarianten
auf den Stoffwechsel von A. glutinosa festgestellt werden. Dabei erfolgte die Applika-
tion einmal in Form einer wirigen Losung der zu untersuchenden Verbindung. Zum
anderen wurden verschiedene Duftkomponenten jeweils als Einzelkomponenten in vo-
latiler Form auf ihre Signalwirkung in der Induktion von physiologischen Verdnderun-
gen im Stoffwechsel von 4. glutinosa getestet. Parallel dazu wurden unterschiedliche
Varianten der Blattverletzungen wie Herbivorenfral oder mechanische Verletzung un-
tersucht. Die allgemeine Versuchsdurchfiihrung der verschiedenen Behandlungsvarian-
ten mit Vorbereitung, Durchfithrung und eingesetzten Substanzen sowie deren Konzent-

rationen wird in dem Behandlungsprotokoll (Kap. 4.4.2) beschrieben.

Tab. 3 gibt eine Ubersicht der durchgefiihrten Inkubationsversuche sowie der analy-
sierten chemischen und physiologischen Veridnderungen nach verschiedenen Behand-
lungsvarianten. Zu festgelegten Zeitpunkten (t) wurden die Experimente beendet und
die physiologischen Verdnderungen (Phenolgehalte, Aktivitdtsbestimmung von Po-
lyphenoloxidase, Peroxidase, Lipoxygenase, Katalase und Proteinaseinhibitoren) analy-
siert. Jede Assayreihe bestand dabei aus den verschiedenen Behandlungsvarianten und

wurde mehrmals wiederholt (Anzahl der Versuchswiederholungen = n).
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Tab. 3: ,,Inkubationsversuche®: Ubersicht der Untersuchungen zu chemischen und physiologischen Verdnderungen im Blattgewebe von Alnus glutinosa nach
verschiedenen Behandlungsvarianten. Angegeben sind die Inkubationsdauer (t) in Stunden [h] und die Anzahl der Versuchswiederholungen (n). + = Datenerhebung.

Leeres Késtchen = keine Datenerhebung. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte nach dem Behandlungsprotokoll (Kap. 4.4.2).

Behandlungsvarianten
Bezeichnung tfh]| n | Kon |A. alni| A. alni, | S. littoralis | mech. | Regur. | Regur. & | JA SA | Ethylen | MeJA | MeSA | fliicht.
syst. & mech. | gelost Subst.
@ 2 (€] (€] (6] () () @ | O] dop ap | dz | a3
Phenolassay 1 72 | 10 + + + + + +
Phenolassay 2 72 | 10 + + T + + T T
Enzymassay 1 48 | 5 + + + + T
(PPO-AKktivitiit)
Enzymassay 2 72 | 10 + + + + + + + + + + +
(PPO-AKktivitiit)
Enzymassay 3 48 | 5 + + + + T
(LOX-AKktivitit)
Enzymassay 4 72 | 10 + + + + T T T
(LOX-AKktivitit)
Enzymassay S 48 | 5 + + T T T
(POD-AKtivitiit)
Enzymassay 6 72 | 10 + + T + + T T
(POD-AKtivitiit)
Enzymassay 7 48 | 5 + + T T T
(KAT-AKktivitit)
Enzymassay 8 72 | 10 + + T + + T T
(KAT-AKktivitit)
PI-Assay 1 72 | 8 + + + + + + + T T

(1) Unbehandelte Erlenblatter (Kontrolle); (2) 4. alni-Larven-FraB; (3) A. alni, systemisch; (4) S. littoralis-Frall; (5) Mechanische Verletzung; (6) A. alni-
Regurgitatapplikation auf frisch verletzte Blattoberflache; (7) 4. alni-Regurgitatapplikation iiber Inkubationslosung; (8) Jasmonsdureldsung; (9) Salicylsdureldsung;
(10) Ethyleng,; (11) Methyljasmonat,; (12) Methylsalicylat,,:; (13) Fliichtige Substanzen = Methylanthranilat; cis-3-Hexenylacetat; cis-Jasmon; Ocimen, Linalool;
Caryophyllen; C;;-Homoterpen; Cis-Homoterpen.
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4.4.1.2 ,,Containerversuche

Um die Auswirkungen geschidigter Erlen bzw. von fraBBinduzierten Duftstoffen auf
unverletzte Nachbarn zu untersuchen, wurden ,,Containerversuche* durchgefiihrt. In der
ersten, geschlossenen Glaskammer befand sich ein Trieb unbehandelter Erlenblitter
(=,,Kontrolle*) und ein weiterer Trieb mit unverletzten Erlenblittern (= ,,K-Nachbar®),
auf den die Auswirkungen des ersten Triebes untersucht werden sollten. Beide Triebe
standen in unmittelbarer Ndhe zueinander, beriihrten sich aber nicht mit ihren
Blattflichen. In einer zweiten, geschlossenen Glaskammer befand sich ein Trieb mit
Erlenbléttern, der liber den gesamten Versuchszeitraum hinweg durch FraB3 von A. alni-
Larven (5 Larven pro Blatt) (=,,4. alni*) geschddigt wurde. Um ein Entkommen der
Larven von den FraBblittern zu verhindern, wurden die Larven zusammen mit dem
Blatt von einem ,,Gaze-Kéfig umschlossen. Neben dem fra3geschidigten Trieb wurde
ein befallsfreier, unverletzter Erlentrieb positioniert (=,,A-Nachbar). Da immer beide
Pflanzen (,,Kontrolle* —,, K-Nachbar*) und (,,4. alni“—,, A-Nachbar*) zusammen in
einem Glascontainer inkubiert wurden, konnten die Auswirkungen der behandelten Er-
lenblitter auf die benachbarten, unverletzten Erlenblétter untersucht werden, wobei ein

Signaltransfer nur iiber den Gasraum mittels fliichtiger Duftstoffe moglich war.

Zu festgelegten Zeitpunkten (t) wurden die ,,Containerversuche beendet und die phy-
siologischen Verdnderungen (Phenolgehalte, Aktivitdtsbestimmung von Polyphenoloxi-
dase, Peroxidase, Lipoxygenase und Proteinaseinhibitoren) der Behandlungsvarianten
,Kontrolle“, ,,K-Nachbar*, ,,4. alni* und ,,A-Nachbar* analysiert. Mit einem FraB3wahl-
versuch wurden die unmittelbaren Auswirkungen verdnderter Blattqualititen auf den

Herbivoren A. alni untersucht.

Containerversuch-Phenolassay: Quantitative Phenolbestimmung nach t = 3 h; 6 h;

12 h; 24 h; 48 h und 72 h (fiir alle Zeitpunkte: n = 7).

Containerversuch-Enzymassay: Aktivitdtsbestimmung der Enzyme Polyphenoloxi-

dase, Peroxidase und Lipoxygenase nach t = 72 h (fiir alle Enzyme: n =9).

Containerversuch-Proteinaseinhibitoraktivititsassay: Aktivititsbestimmung der

Proteinaseinhibitoren nach t =72 h (n = 6).
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Containerversuch-Frafiwahlversuche: Fiir die Untersuchung der unmittelbaren Aus-
wirkungen verdnderter Blattqualititen auf den Herbivoren A. alni wurden Blattstiicke
der Behandlungsvarianten ,,Kontrolle®, ,,K-Nachbar®, ,,4. alni* und ,,A-Nachbar nach

Inkubation fiir t = 72 h und t = 96 h eingesetzt.

4.4.2 Behandlungsprotokoll

Die nachfolgende Auflistung gilt als Grundlage fiir die allgemeine Versuchsdurchfiih-
rung mit verschiedenen Behandlungsvarianten, wie sie in den Inkubationsversuchen
(Kap. 4.4.1.1) sowie in den CLS-Analysen (Kap. 4.4.4.2) angewandt wurden. Das Pro-
tokoll gibt einen detaillierten Uberblick iiber Vorbereitung, Durchfiihrung und verwen-

dete Substanzen sowie eingesetzte Konzentrationen.

Allgemeine Vorbereitung der Pflanzen

Das in den folgenden Versuchsvarianten eingesetzte Blattmaterial von 4. glutinosa
stammte von den Erlenpflanzen aus der Klimakammeranzucht (Kap. 4.1). Kurz vor
Versuchsbeginn wurden von diesen Pflanzen unbeschidigte Triebe mit jeweils drei
Blattern abgeschnitten und sofort in ein Glasgefdal mit Wasser gestellt. Dieses wurde
mit einem Stiick Alufolie abgedichtet. Anschlieend wurden die Blatttriebe vorsichtig

in einen Exsikkator tiberfiihrt, der zur Inkubation mit einem Deckel verschlossen wurde.

Kontrolle

Als Kontrollvariante zu den einzelnen Versuchsbehandlungen dienten unbehandelte
Erlentriebe, die nur mit Wasser als Inkubationslésung in den Exsikkatoren inkubiert
wurden (Kontrolle). Bei der Versuchsvariante der Inkubation mit fliichtigen Duftstoft-
komponenten wurde zu den unbehandelten Erlenblédtter zusdtzlich Filterpapier plaziert,

auf das das Losungsmittel Dichlormethan aufgetragen worden war.

Agelastica alni-Fral}

Fiir die Messungen mit Fral3 durch A. alni wurden entweder fiinf Larven oder drei Ima-
gines pro Blatt verwendet (Agelastica alni-Fral3). Die Tiere stammten aus der eigenen

Laborzucht (Kap. 4.2).
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Agelastica alni, systemisch

Bei dieser Versuchsvariante wurden ungeschéddigte Blatter, die direkt benachbart zu
A. alni-befressenen Blittern positioniert waren, eingesetzt (Agelastica alni, systemisch).
Alle Blitter gehorten zum selben Trieb. Damit wurde iiberpriift, ob in Folge einer sys-
temischen Reaktion eine Aktivierung pflanzlicher Abwehrmechanismen in noch nicht

geschidigtem Gewebe erfolgt.

Spodoptera littoralis-Fral} (Lepidoptera: Noctuidae)

Fiir die Messungen mit Raupenfrall durch S. /ittoralis wurden zwei bis zehn Raupen (je
nach Larvenstadium, vorwiegend aber L3-Larven (5 Stiick pro Blatt)) pro Blatt verwen-
det (Spodoptera littoralis-Fral}). Das eingesetzte Raupenmaterial wurde der Insekten-
zucht des Max-Planck-Institutes fiir Chemische Okologie (Jena), enthommen (Anzucht

und Haltung der Tiere siche Anhang B).

Mechanische Verletzung

Um die Auswirkungen einer mechanischen Verletzung an Erlenblattern zu testen, wurde
die Blattfliche mit einem ,,Fakirstempel* (Metallstempel (& = 3,5 cm) mit 48 Metall-
stiften von ca. 1,5 cm Liange und & = 0,1 mm; Zoutkamp, Holland) gelocht (Mechani-

sche Verletzung).

Regurgitatapplikation (Regurgitat, gelost / Regurgitat, mech.)

Das von den 4. alni-Larven frisch gewonnene Regurgitat (zur Gewinnung Kap. 4.4.6)
wurde kurz abzentrifugiert und der klare Uberstand mit einer Glaskapillare aufgenom-
men. Das Regurgitat wurde entweder in die wélrige Inkubationslosung gemischt (30 pl
Regurgitat / 2,5 ml walriger Inkubationsldsung; Regurgitat, gelost) oder auf die frisch
mechanisch verletzten Blattoberflachen (Durchfiihrung der Blattverletzung nach Punkt

,»Mechanische Verletzung®) getraufelt (Regurgitat, mech.).

Inkubation mit Jasmonséure und Salicylsdure

Jasmonsédure (JA) und Salicylsdure (SA) wurden jeweils als wéBrige Losung (1 mM)
appliziert. Nachdem die Erlentriebe von der Pflanze abgeschnitten worden waren, wur-
den sie direkt in die Inkubationslosung mit der jeweiligen Testsubstanz gestellt.

Durchschnittlich nahmen die Triebe ein Volumen von 2 ml pro Tag von der
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Inkubationslésung auf. Die weitere Inkubation erfolgte wie unter Punkt ,,Allgemeine

Vorbereitung der Pflanzen* beschrieben.

Inkubation mit Methyljasmonat,,s, Methylsalicylatg,s, Ethylengass

Die Vorbereitung der Erlentriebe und das Bestiicken der Exsikkatoren erfolgte wie unter
Punkt ,,Allgemeine Vorbereitung der Pflanzen* beschrieben. Fiir die Applikation iiber
die Gasphase wurden Methyljasmonat (MeJA; Dr. Roman Kaiser, Givaudan Roure AG)
und Methylsalicylat (MeSA) (Sigma) in Dichlormethan gelost (1 pg ul'l). Von dieser
Losung wurden jeweils 5 pul auf je ein Filterpapier getropft. Nach dem Verdampfen des
Losungsmittels wurde das Filterpapier in den Exsikkator (V = 2700 ml) gehdngt, ohne
daB es zu einem Kontakt mit den Bléttern kam. Ethylen (Messer) wurde mit einer
gasdichten Spritze in den Exsikkator injiziert (V =1 ml). Somit ergaben sich folgende
Konzentrationen der eingesetzten Substanzen (bezogen auf das Volumen des
Exsikkators und unter der Voraussetzung, dafl die Substanzen vollstindig in die

Gasphase iibergehen): MeJA = 0,008* 102 mol/l; MeSA =0,012* 10 mol/l.

Inkubation mit weiteren fliichtigen Komponenten

Die Applikation der fliichtigen Komponenten [Methylanthranilat (Sigma), cis-3-Hexe-
nylacetat (Sigma), cis-Jasmon, Ocimen (Fluka), Linalool (Fluka), Caryophyllen (Fluka),
4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien (C;;-Homoterpen; Synthese Arbeitskreis Prof. Boland
(MPI fiir Chemische Okologie, Jena)), 4,8,12-Trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraen (C¢-
Homoterpen, Synthese Arbeitskreis Prof. Boland (MPI fiir Chemische Okologie, Jena))]
erfolgte iiber die Gasphase. Die Substanzen wurden, wie unter Punkt ,,Inkubation mit
Methyljasmonatg,r (MeJA), Methylsalicylatgr (MeSA), Ethyleng, beschrieben in
Dichlormethan gelost (1 pg ul™). Jeweils 5 pl dieser Losungen wurden auf je ein Filter-
papier getropft, das nach dem Verdampfen des Losungsmittels in den Exsikkator
(V =2700 ml) gehéngt wurde. Somit ergaben sich folgende Konzentrationen der einge-
setzten Substanzen (bezogen auf das Volumen des Exsikkators und unter der Vorausset-
zung, dal} die Substanzen vollstdndig in die Gasphase libergehen): Methylanthranilat =
0,012%10° mol/l; cis-3-Hexenylacetat = 0,013*10~ mol/l; cis-Jasmon = 0,011%107
mol/l; Ocimen = 0,013*10° mol/l; Linalool = 0,012*10° mol/l; Caryophyllen =
0,009*10'3 mol/l; 4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien = 0,012"‘10'3 mol/l; 4,8,12-Tri-
methyltrideca-1,3,7,11-tetraen = 0,008*10'3 mol/l.
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4.4.3 Durchfithrung der chemischen und physiologischen Analysen

4.4.3.1 Phenolgehalt

Die Bestimmung des Phenolgehalts erfolgte nach der Folin-Denis-Methode (SWAIN &
HiLLis 1959). Bis auf leichte Modifikationen wurde die Quantifizierung wie von
MARTIN & MARTIN (1982) beschrieben durchgefiihrt.

Nach Beendigung der Inkubations- und Containerversuche wurde das Pflanzenmaterial
bei 45 C iiber Nacht im Trockenschrank getrocknet. Vor der Bestimmung des Trocken-
gewichts (DW) wurden die Blattstiele entfernt. Das abgewogene Blattmaterial wurde in
Methanol aufgenommen (30 ml Methanol g DW) und 3 min mit einem Ultra Turrax T
25 zerkleinert. AnschlieBend erfolgte die Extraktion im Trockenschrank (75 C, 3 h),
wobei die Proben mehrmals gut durchmischt wurden. Nach Inkubationsende wurden die
Proben auf Raumtemperatur abgekiihlt und kurz abzentrifugiert. Das Volumen des me-
thanolischen Uberstandes wurde bestimmt und der Extrakt nach folgendem Schema

weiter verarbeitet:

5 oder 10 ul Methanolextrakt (abhéngig vom Phenolgehalt der Probe) wurden auf ein
Endvolumen von 850 pul mit Aqua bidest. aufgefiillt und gut durchmischt. Zu diesem
wissrigen Methanolextrakt wurden 50 pl Folin-Reagenz (Sigma) gegeben und gut mit
einem Vortex gemischt. AnschlieBend wurden 100 pl einer gesittigten Na,CO3-Losung
zu dem Ansatz hinzugefiigt. Nach 30-miniitiger Inkubation der Proben bei Raumtempe-
ratur wurde die Absorption mit einem Photometer (Perkin Elmer, UV/Vis Spektrometer
Lambda 2S) bei 725 nm in Plastikkiivetten vermessen. Mittels einer 10 mM Guaiacol-
Eichlosung wurde eine lineare Regressionsgerade zur Bestimmung der Phenolmenge

ermittelt, die als DW™'[mg g'] berechnet wurde.

4.4.3.2 Enzymaktivititen

Nach Beendigung der einzelnen Inkubations- und Containerversuche wurden die Erlen-
blitter in fliissigem Stickstoff gemdrsert, in gekiihltem 0,1 M NaHPO,4/ Na,PO4-Puffer
(pH 7,2) mit 0,1 % (w / v) Natriumdodecylsulfat (SDS) und 0,1 % (w / v) Polyvinylpo-
lypyrrolidon (PVPP) aufgenommen. Das Homogenat wurde 10 min lang mit 12000 g
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bei 4 °C abzentrifugiert. Der klare Uberstand wurde entweder sofort fiir die nachfolgen-
den Bestimmungen der Enzymaktivititen von Polyphenoloxidasen, Lipoxygenasen,
Peroxidasen und Katalasen weiterverwendet oder in fliissigem Stickstoff schockgefro-

ren und bei —80 °C gelagert.

Die Bestimmung des eingesetzten Proteingehalts der Pflanzenproben erfolgte nach der
Methode nach BRADFORD (1976) mit Coomassie Brilliant Blue G 250 (Serva). Mit Rin-
derserumalbumin (BSA)-Eichlosungen wurde eine lineare Regressionsgerade erstellt

und zur Bestimmung der Proteinmenge herangezogen.

4.4.3.2.1 Polyphenoloxidase

Die Bestimmung der Polyphenoloxidase-Aktivitdt (PPO-Aktivitidt) wurde modifiziert
nach SHERMAN et al. (1991) durchgefiihrt. Der Nachweis der Polyphenoloxidase-Akti-
vitit beruht auf der photometrischen Anderung der Absorption von Dihydroxyphenyla-
lanin (DOPA) zu Quinonpolymeren. Um aus der Pflanzenprobe flir den Enzymassay
storendes H,O, und storende Peroxidaseaktivitit zu elimieren, wurde dem Reaktionsan-
satz Katalase (Sigma) zugesetzt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe des Proteins
gestartet. Die Absorptionsmessung wurde in einem Photometer (Perkin Elmer, UV/Vis
Spektrometer Lambda 2S) bei einer Wellenldnge von 490 nm in Plastikkiivetten iiber
einen Zeitraum von 5 min durchgefiihrt. Die Polyphenoloxidase-Aktivitit wird als
(AE400 min™ mg ' Protein) angegeben. Die einzelnen Reaktionsansitze zur Messung der
Polyphenoloxidase-Aktivitdt setzten sich wie folgt zusammen:

850 ul L-3,4 DOPA (Sigma, 5 mgml”, in 0,1 M NaHPO,/ Na,PO,-Puffer mit pH 7,0
geldst; wurde 5 min lang vor dem Einsatz beliiftet),

100 pl Katalase (280 U ml'l, Sigma, in NaHPO,4/ Na,PO4-Puffer mit pH 7,0 geldst),
50 ul Proteinextrakt.

4.43.2.2 Lipoxygenase

Die Bestimmung der Lipoxygenase-Aktivitdt (LOX-Aktivitét) erfolgte modifiziert nach
HILDEBRAND & HYMOWITZ (1982). Im Zuge der LOX-Reaktion wird an ein cis, cis-1,4-
Pentadienyl-System einer mehrfach ungesittigten Fettsdure O, angelagert. Unter Ver-

schiebung einer Doppelbindung und Ausbildung eines konjugierten Diensystems ent-
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steht ein Fettsdurehydroperoxid, wie es in Abb. 10 am Beispiel des
Linolsdurehydroperoxids gezeigt ist. Der Nachweis der Lipoxygenase-Aktivitit beruht
also auf der Bildung UV-aktiver konjugierter, dienhaltiger Hydroperoxide, die in einem
Photometer (Perkin Elmer, UV/Vis Spektrometer Lambda 2S) bei einer Wellenldnge
von 234 nm in Quarzkiivetten iiber einen Zeitraum von 5 min gemessen wurden. Die
Lipoxygenase-Aktivitit wird als (AE;3smin” mg™' Protein) angegeben. Die einzelnen
Reaktionsansdtze zur Messung der Lipoxygenase-Aktivitit setzten sich wie folgt zu-

sammen:

950 ul Linolséure (Fluka, 1 mM; geldst in 0,1 M NaHPO,4/ Na,POy4-Puffer mit pH 7,0),
50 ul Proteinextrakt.

/N7 NCH,),~COOH

CH3=(CHp)y
l LOX/0,
OOH
CHs_(CH2)4/:\/_K(CH2)7—COOH

Abb. 10: Schematischer Verlauf der durch die Lipoxygenase (LOX) katalysierten Bildung von Li-

nolsdurehydroperoxid.

4.4.3.2.3 Peroxidase

Die Peroxidase-Aktivitidt (POD-Aktivitdt) wurde modifiziert nach RIDGE & OSBORNE
(1970) mit Guaiacol als H-Donor bestimmt. Die einzelnen Reaktionsansétze zur Mes-

sung der Peroxidase-Aktivitdt setzten sich folgendermallen zusammen:

940 pul Guaiacol (1-Methoxyphenol, Sigma, 10 mM, gelost in 0,1 M NaHPO,4/ Na,PO4-
Puffer mit pH 7,0) mit

10 ul H,O, (10 mM) als Cofaktor,

50 ul Proteinextrakt.

Das Volumen des Reaktionsansatzes betrug 1 ml. Gestartet wurde die Reaktion durch
die Zugabe des Proteins, und die photometrischen Verdnderungen wurden in einem
Photometer (Perkin Elmer, UV/Vis Spektrometer Lambda 2S) bei einer Wellenldnge

von 436 nm in Plastikkiivetten iiber einen Zeitraum von 5 min gemessen. Aus der Stei-
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gung der Absorptionsinderung wurde die Peroxidase-Aktivitit (AE4min”' mg”

Protein) ermittelt.

4.43.2.4 Katalase-Aktivitat

Die Bestimmung der Katalase-Aktivitdt (KAT-Aktivitit) erfolgte modifiziert nach
FAccioL1 (1979). Sie beruht auf der Abnahme von H,O,, die in einem Photometer (Per-
kin Elmer, UV/Vis Spektrometer Lambda 2S) bei einer Wellenldnge von 240 nm in
Quarzkiivetten iiber einen Zeitraum von 5 min gemessen wurde. Aus der Steigung der
Absorptionsinderung wurde die Katalase-Aktivitit (AEa4 min” mg ' Protein) berechnet.
Die einzelnen Reaktionsansidtze zur Messung der Katalase-Aktivitdt setzten sich wie

folgt zusammen:

950 ul H,O; (Sigma, 30 mM, gelost in 0,1 M NaHPO,4/ Na,POy4-Puffer mit pH 7,0),
50 ul Proteinextrakt.

4.4.3.3 Bestimmung der Proteinaseinhibitoraktivititen

Nach Beendigung der Inkubations- und Containerversuche (Kap. 4.4.1.1, Kap. 4.4.1.2)
wurden die Erlenblitter gewogen und das Frischgewicht (FW) bestimmt. Die Blatt-
masse wurde zuerst in fliissigem Stickstoff schockgefroren, mit einem Glaspistill grob
gemorsert und dann in gekiihltem Proteinextraktionspuffer (Zusammensetzung Tab. D,
Anhang) aufgenommen. Anschlieend wurde die Losung mit einem Vortex gut durch-
mischt und bei einer Temperatur von 4 °C 20 min mit 12000 g zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde vorsichtig abgenommen und in ein neues Eppendorfgefdl3 iiberfiihrt. Bis
zur weiteren Bestimmung des Proteingehalts und der Proteinaseinhibitoraktivititen
konnte der Uberstand entweder auf Eis gekiihlt aufbewahrt werden oder in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert werden.

Die Bestimmung des Proteingehalts der eingesetzten Proben erfolgte nach der von
BRADFORD (1976) beschriebenen Methode (siche auch Kap. 4.4.3.2). Die quantitative
Bestimmung der Aktivitit der Proteinaseinhibitoren (PIs) wurde mit dem ,,Radialdiffu-
sionsassay‘, modifiziert nach JONGSMA et al. (1993, 1994), ermittelt, wobei Trypsin
(1 mg ml", Typ III, Fluka) als Proteinase zur Herstellung des Agarsubstrates eingesetzt

wurde. Abb. 11 zeigt eine schematische Darstellung dieser Methode.
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wurde eine logarithmische Regressionsgerade zur Aktivitéts-
bestimmung ermittelt.

Abb. 11: Schematische Darstellung der quantitativen Bestimmung von Proteinaseinhibitoren durch

den ,,Radialdiffusionsassay“. Die Pflanzenproben sowie bekannte PI-Standards wurden in Vertiefungen

einer Agarplatte, in der Trypsin als Proteinase geldst war, pipettiert. Wahrend der Inkubation (4 °C und

16 — 18 h) diffundierten sdmtliche Inhaltsstoffe aus den Pflanzenproben in das Agargel. Mit einer Anfar-

bung (Féarbelosung bestehend aus APNE (N-acetyl-phenylalanin-B-naphthylester) und Fast Blue, geldst in
Dimethylsulfoxid / Tris-Puffer (0,1 mM, pH 7,6) (37 °C, 1 h)) konnte die Aktivitit der Proteinaseinhibi-

toren quantifiziert werden.
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Kurz bevor die Proben auf die Agarplatte aufgetragen wurden, wurden mit einem Kork-
bohrer (& =4 mm) in regelmifBigen Abstinden Locher in die Agarplatte gestanzt. Da-
bei hing die Anzahl der Locher pro Platte von der Menge der zu untersuchenden Pflan-
zenproben und von der Aktivitdt der Proteinaseinhibitoren der Probe ab. In diese Vertie-

fungen wurden anschlieend die Proben pipettiert.

Es folgte eine Inkubation der Agarplatte fiir 16 — 18 h bei einer Temperatur von 4 °C.
Nach Inkubationsende wurden die Agarplatten mit 25 ml einer frisch zubereiteten Far-
beldsung - bestehend aus APNE (N-acetyl-phenylalanin-f-naphthylester, Bachem) und
Fast Blue (Serva) gelost in Dimethylsulfoxid / Tris-Puffer (0,1 mM, pH 7,6) - eine
Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach Beendigung des Farbens wurde die Farbelosung abge-
gossen und die Platte vorsichtig mit VE-Wasser gespiilt.

Die Aktivitéit der Proteinaseinhibitoren wurde durch Vermessung der weillen, circuldren
Zonen quantifiziert, die das Vorhandensein von Proteinaseinhibitoren anzeigen. Mittels
einer Eichlosung mit Proteinaseinhibitorstandards aus Sojabohne (Boehringer) wurde
eine logarithmische Regressionsgerade zur Bestimmung der Proteinaseinhibitoraktivitit

ermittelt, die als [ug PI mg ' Protein g”' FW] angegeben wird.
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4.4.4  Duftanalytik

4.4.4.1 Ethylen

Eine Voraussetzung fiir den Nachweis emittierter Ethylenmengen ist eine empfindliche
Nachweistechnik. Fiir die nachfolgenden Versuche wurde daher ein Nachweisverfahren
fiir Spurengase - die photoakustische Spektroskopie (PAS) - eingesetzt (Abb. 12), die
von URBAN (1995) fiir biologische Systeme entwickelt wurde. Die photoakustische
Spektroskopie erlaubt es, die Konzentration von Spurengasen extrem empfindlich und
zeitgleich zu messen. Die Ethylenmessungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Frank
Kithnemann am Institut fiir Angewandte Physik (Universitdt Bonn) durchgefiihrt.

Das Grundprinzip der PAS beruht auf dem photoakustischen Effekt, bei dem die absor-
bierte Lichtenergie in Warme umgewandelt wird. Mit einem abstimmbaren Laserstrahl
werden die Gasmolekiile in einer photoakustischen Zelle angeregt und zum Schwingen
gebracht. Die angeregten, schwingenden Molekiile geben ihre Energie durch Zusam-
menstoe mit anderen Molekiilen ab, wobei die Schwingungsenergie mit iibertragen
wird. Dadurch kommt es zu einer Freisetzung von Wirmeenergie, die sich als Druck-
wellen in der Gasphase iiber der Probe ausbreitet. Da das Anregungslicht des Lasers
durch den Chopper mit einer bestimmten Frequenz unterbrochen wird, entstehen rhyth-
misch mit der Frequenz der MeBstrahlung Druckwellen, die mit einem empfindlichen
Mikrophon aufgenommen werden. Die Strahlungsenergie wird also erst in thermische

Energie und dann durch Modulation in akustische Wellen umgesetzt.

Um die Ethylenmessungen an pflanzlichen Systemen durchzufiihren, mufl die zuge-
fithrte Luft vor ihrem Eintritt in die Probenkammer zur Reinigung {iber einen Platinka-
talysator geleitet werden, an dem alle vorhandenen Luftverunreinigungen oxidiert wer-
den. Ein nachfolgender FluBregler steuert den Luftstrom, der durch die Probenkammern
flieBt und dabei die von der Pflanze emittierten Substanzen aufnimmt und mittranspor-
tiert. Eine temperaturgeregelte Kiihlfalle mit fliissigem Stickstoff entfernt alle stérenden
Bestandteile, wie zum Beispiel Feuchtigkeit sowie schwer fliichtige Verbindungen. Die

Luft stromt dann gereinigt durch die photoakustische Zelle.
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Abb. 12: Schematische Darstellung der photoakustischen Spektroskopie zur Messung von Ethylen.

Versuchsdurchfiihrung

Endstindige Triebe mit drei Blittern von A. glutinosa, die kurz vor Versuchsbeginn
frisch von einer Erlenpflanze aus der Klimakammeranzucht (Kap. 4.1) abgeschnitten
worden waren, wurden auf zwei Glaskiivetten (V = 600 ml) verteilt und unter kontrol-
lierten Bedingungen in einer Klimakammer bei 14 h Licht und 10 h Dunkel, 20 °C und
70 % relativer Luftfeuchtigkeit exponiert. In der ersten Glaskiivette befanden sich
Blatttriebe, denen bei Versuchsstart die Herbivoren 4. alni hinzugesetzt wurden. Die
zweite Kiivette beinhaltete unbehandelte, nicht geschédigte Blatttriebe, die als Kontrolle
dienten. Die Luft floB mit einer konstanten Rate (11h™) durch die photoakustische
Zelle. Da die Zeiten fiir den Gasaustausch in der Pflanzenkammer und den Gastransport
in die photoakustische Zelle bekannt waren, konnte aus den in der photoakustische Zelle
gemessenen Konzentrationen die Ethylenemissionsrate der Erlenblitter berechnet wer-
den. Die Kalibrierung erfolgte mit definierten Ethylenmengen. Die Empfindlichkeit
dieser Methode lag bei 100 ppt. Es wurden zwei Versuche durchgefiihrt: Versuch 1 mit

drei Imagines von A4. alni (jeweils pro Blatt), t = 36 h und Versuch 2 mit drei Larven
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von A. alni (jeweils pro Blatt), t = 72 h. Pro Versuch wurden drei Blétter von 4. gluti-

nosa eingesetzt.

4.4.4.2 Flichtige Blattinhaltsstoffe

Zur Untersuchung der fliichtigen Blattinhaltsstoffe wurde das Closed Loop Stripping
(CLS) (Abb. 13) an Pflanzen von A. glutinosa durchgefiihrt, die aus der eigenen An-
zucht (Kap. 4.1) entnommen wurden. Von den Pflanzen wurden die endstidndigen
Triebspitzen, bestehend aus drei Blittern, abgeschnitten und in 10 ml Préparateglédser
mit entionisiertem Wasser gestellt, die mit einem Alupapier abgedichtet wurden. Die
Pflanzen wurden vorsichtig in 750 ml Exsikkatoren {iberfiihrt und die Glasgefdfle mit
einem Teflonstopfen verschlossen. Die anschlieBende Inkubation der Pflanzen erfolgte
bei RT, einer Lichtintensitit von ca. 4000 Lx und einer Tag-Nachtphase von 10 h Licht
: 14 h Dunkelheit.

el
Pump: — [
.’i — Fil ter mit
H  Aktivkohle
Exsiklsator E rienblatt

_ Inkubations-
I6sung

Abb. 13: Versuchsaufbau der Closed Loop Stripping-Analyse zur Anreicherung von fliichtigen
Blattinhaltsstoffen. Die Inkubation der Erlentriebe erfolgte in geschlossenen Glasexsikkatoren. Die
wahrend dieser Zeit emittierten Duftstoffe wurden mittels CLS auf einem Aktivkohlefilter angereichert.
Dazu wilzte eine Miniaturpumpe den Luftraum in den Exsikkatoren kontinuierlich um. Der Luftstrom
wurde dadurch tiber den Aktivkohlefilter geleitet, so daf die fliichtigen Verbindungen an der Aktivkohle
adsorbierten und angereichert wurden. Die Desorption der Duftkomponenten erfolgte durch Eluieren des
Filters mit Dichlormethan. Anschlieend konnte dieses Eluat direkt mittels GC-MS vermessen werden.

Das Luftvolumen des Exsikkators wurde iiber den Aktivkohlefilter (Ldnge= 6 cm,

& =0,5 cm, mit 1,5 mg Aktivkohle gepackt (CLSA-Filter, Le Ruisseau de Montbrun, F
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09350)) mittels einer Drehschieberpumpe (12 V-Drehschieberpumpe (Fiirgut, 88139
Aitrach)) gepumpt. Wahrend des Pumpens adsorbierten die von der Pflanze freigesetz-
ten Duftstoffe an der Aktivkohle. Zur Desorption der Substanzen wurde der Kohlefilter
aus dem Filterhalter entnommen und mit 2xje 15 ul Dichlormethan gespiilt.
AnschlieBend wurde dem Eluat 5 pl n-Bromdecan (7,2 mM in Dichlormethan geldst)
interner Standard zugesetzt und die Losung auf 40 ul Gesamtvolumen mit Dichlor-
methan erginzt. Die Probe wurde unmittelbar nach dem Eluieren mittels GC-MS (Fin-

nigan GC und Finnigan GCQ (70 eV, EI)) unter folgenden Bedingungen vermessen:

Temperaturprogramm:

40 °C (2 min) —X<m_5 200 °C (0 min) —X<™0 5 280 °C (1 min)

Injektortemperatur: 220 °C, Injektionsvolumen: 1 pl, Scanbereich: 50 - 470 m/z, Sol-

vent delay: 2 min, Splitverhiltnis: 1 : 10, Interface-Temperatur: 250 °C, Trigergasflul3:

3,0 ml min’'.

Nach folgenden Behandlungsvarianten wurde das von A. glutinosa-Trieben abgegebene
Duftspektrum per CLS angereichert und mittels GC-MS untersucht (Durchfiihrung Kap.
4.4.2): Unverletzte Blitter von 4. glutinosa (Kontrolle); Fral von 4. alni (Larven); me-
chanische Verletzung; Inkubation mit Jasmonsdure (JA); Inkubation mit Salicylsidure

(SA).

Fiir die zeitabhiingige Untersuchung des induzierten Duftprofils der Blétter von 4. glu-
tinosa unter Fra3 von A. alni (3 Blitter und 15 Larven) wurde eine neuartige ,,Duft-
sammel-Technik* eingesetzt. Mit dieser Technik war es mdglich, die Produktion der
emittierten Duftstoffe Online zu verfolgen. Fiir diese Messungen wurde eine elektroni-
sche Sensortechnik zNose ™ (Estal) angewandt. Dieses Gerit setzt sich aus folgenden
Elementen zusammen: einem Filter mit Tenax-Adsorbens zur Duftstoffanreicherung,
einem GC zur Trennung der Komponenten und einem SAW-Detektor (,,surface acoustic
wave®). Die Identifizierung der Komponenten erfolgt bei dieser Methode iiber den Ver-
gleich der Retentionszeiten eingesetzter Referenzsubstanzen. Fiir die Messungen wur-

den folgende zNose™-Parameter verwendet: Sammelzeit: 30 s in Tenax-Filter; GC-

3°C/sec

Temperaturprogramm: 40 °C ————=— 180°C, GC-Séule: DB 5, 1 m; SAW-Detektor
40 °C). Die Durchfiihrung dieser Messungen wurden von Dr. Maritta Kunert (MPI fiir

Chemische Okologie, Jena) iibernommen.
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4.4.5 Quantifizierung von Jasmon- und Salicylsiure

Vorbereitung und Behandlung der Pflanzen

Fiir das Experiment zur Bestimmung der endogenen Konzentrationen von Jasmonsdure
und Salicylsdure wurden die Triebspitzen mit jeweils drei Bléttern von 18-monatigen
Erlenpflanzen (Hohe: 40-60 cm, Stammdurchmesser: 0,7 cm), die in einer Klimakam-
mer aufgezogen wurden (Kap. 4.1), abgeschnitten und in Schnappdeckelgldschen mit
Wasser tiiberflihrt. Fiir die FraBversuche wurden Larven von A. alni (5 Tiere pro Blatt)
verwendet. Den Tieren wurde die Moglichkeit gegeben, an den Bléttern ungestort zu
fressen. Zu bestimmten Zeitpunkten (t = 0; 1; 2; 2,5; 3; 5,5; 6; 7,5; 9; 10,5; 12 — 39 (alle
3 h), 45; 48 und 50 h) wurden die verschiedenen Versuchsansitze beendet und die
Blattproben (jeweils drei Blitter) fiir die Quantifizierung eingesetzt. Fiir den Kontroll-
ansatz wurden die Pflanzen ohne den Herbivoren gehalten. Die Durchfiihrung der Ver-
suche erfolgte bei Raumtemperatur mit einem Tag- und Nachtrhythmus von 16 h Licht :
8 h Dunkel und einer Beleuchtungsstirke von 4000 Lx. Insgesamt wurde jede Zeitreihe

4-mal wiederholt.
Probenaufarbeitung zur Quantifizierung von Jasmon- und Salicylsiure

Als Methodenvorlage zur Quantifizierung der Jasmonsdure aus Blattmaterial diente ein
von MCCLOUD & BALDWIN (1997) entwickeltes Verfahren, das von KOCH et al. (1999)

fiir die Salicylsdurebestimmung weiter modifiziert wurde.

Als Ausgangsmaterial dienten Blattproben, von denen nach Versuchsende zuerst zur
Bestimmung des eingesetzten Frischgewichts (FW) die Blattstiele entfernt wurden. An-
schlieend wurden die Blattstiickchen (1 g FW) in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und mit einem Porzellanpistill grob zerkleinert. Das gemorserte Blattmaterial wurde
dann in 30 ml einer Aceton-Zitronensdurelosung (3,3 : 1, Aceton : Zitronensiure
(50 mM), v:v) aufgenommen. Zu dieser Mischung wurden die internen Standards [9,10-
’H,]-9,10-Dihydrojasmonsiure (146 ng) und [3.4,5,6,-*H4]-Tetradeuterosalicylsiure
(500 ng) (Abb. 14) zugegeben, die von Thomas Koch (MPI fiir Chemische Okologie,
Jena) synthetisiert und zur Verfligung gestellt wurden. Durch anschlieBende 10-minii-

tige Behandlung mit dem Ultra Turrax T25 wurde die Mischung homogenisiert. Die
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Suspension wurde in ein Priparateglas (50 ml) {iberfiihrt und bei RT iiber Nacht stehen-

gelassen.

OH
D COOH

5 (b)

Abb. 14: Verwendete interne Standards. — a) [9,10-’H,]-9,10-Dihydrojasmonsaure. — b) [3,4,5,6-"H,]-
Tetradeuterosalicylséure.

Nach Inkubationsende wurden die verbleibenden wélrigen Losungen unter leichtem
Vakuum filtriert, um feste pflanzliche Bestandteile zu entfernen. Der filtrierte, wéBrige
Riickstand wurde dreimal mit je 10 ml Diethylether extrahiert. Die etherischen Lo-
sungsmittelfraktionen wurden zu einer Losung vereinigt und auf Aminopropyl-Festpha-
senextraktionskartuschen (500 mg Aminopropyl-SPE, Macherey-Nagel) geladen. Durch
Anlegen eines leichten Unterdruckes wurde eine konstante Durchlaufrate erlangt. Nach
dem Waschen der Kartuschen mit 7 ml einer Trichlormethan : 2-Propanol-Losung (2 :
1, v/ v) erfolgte die Elution der gebundenen Jasmon- und Salicylséure, sowie der zuge-
gebenen Standards durch zweimalige Zugabe einer Ether : Essigsdurelosung (50 : 1, v /
v) (I x 8ml und 1 x 3 ml). Das Lésungsmittel wurde durch Abblasen mit Argon ent-
fernt und der resultierende Riickstand wurde anschlieBend in etwa 1,5 ml Ether gelost.
Danach erfolgte die Veresterung der Sduregruppen mit Diazomethan. Nach ca. 5-minii-
tiger Einwirkung der Diazomethanldsung wurden die Proben im Argonstrom wiederum
eingeengt und der Probenriickstand in 50 ul Dichlormethan aufgenommen. Diese Pro-
ben lieBen sich dann ohne weitere Reinigungsschritte direkt mittels GC-MS
untersuchen. Die Vermessung erfolgte dabei im selected-ion-monitoring (SIM) Modus,
d.h. es wurden zur Steigerung der Empfindlichkeit nur ausgewihlte Ionen bestimmter

Masse detektiert.

Fiir die JA-Bestimmung erfolgte die Messung flir das Fragment der Masse m/z 8§83,
welches den Basispeak von Jasmonséure und des dazugehdrigen Standards [9,10-"H,]-
9,10-Dihydro-JA darstellt. Fiir die SA-Bestimmung erfolgte das Monitoring der Frag-
mente der Masse m/z 120 fiir Salicylsdure und m/z 124 fiir den dazugehéorigen [3,4,5,6,-

2H4]-Tetradeuterosalicylséiure-Standard (Abb. 15).
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Abb. 15: GC-MS Chromatogramm einer Pflanzenprobe mit zugesetzten internen Standards und
[3,4,5,6-2H4]-Tetradeuterosalicylsﬁure und [9,10-2H2]-9,10-Dihydr0jasm0nsiiure. Im Bereich von 1,5
bis 5,0 min erfolgte die Detektion der Ionen im SIM-Modus (120 amu und 124 amu). In diesem Zeitinter-
vall coeluierten MeSA und MeSA-d, zum gleichen Zeitpunkt. Die beiden Komponenten konnten aber
durch den Modus der Ionenspur iiber 120 amu (fiir MeSA) und 124 amu (fiir MeSA-d,) getrennt werden.
Ab 8 min erfolgte die Detektion der Ionen im SIM-Modus (83 amu), so dal MeJA und 9,10-Dihydro-
MelJA bestimmt werden konnten. MeJA = Methyljasmonat, MeSA = Methylsalicylat.
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Pro Messung wurde ein Probenvolumen von 1 pl in den Gaschromatographen injiziert
und mittels GC-MS (GC: Trace GC 2000 series; MS: Thermoquest Trace MS (70 eV,

El)) vermessen.

Temperaturprogramm:

80 °C (2 min)—X<™"_5 127 °C (5 min) —X<_5 280 °C (3 min)

Injektortemperatur: 260 °C, Scanbereich: SIM-Monitoring m/z 83, 120, 124, Solvent
delay: 1,5 min, Splitverhéltnis: 1:10, Interface Temperatur: 250 °C, Tragergasflul3: 3,0

ml min™'

Quantifizierung und Auswertung

Zur Quantifizierung von Jasmonsdure und Salicylsdure aus den Pflanzenproben wurden
die Peakfldchen der Probenmessungen integriert und das Verhéltnis der Fliachen von
authentischer Verbindung zu Standard ermittelt. Zur Umrechnung der Peakflache in die
Absolutmengen an Jasmon- und Salicylsdure wurde fiir jede Verbindung eine Eichge-
rade verwendet, die von Parallelmessungen von Thomas Koch (MPI fiir Chemische

Okologie, Jena) iibernommen werden konnte.
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4.4.6 Untersuchungen zur Charakterisierung des Regurgitats von Agelastica
alni-Larven

4.4.6.1 Chemische Untersuchungen
Gewinnung des Regurgitats

Die Larve des Erlenblattkéfers 4. a/ni wurde mit einer Federstahlpinzette vorsichtig
hinter dem Kopf gegriffen und hochgehoben. Der Druck mit der Pinzette wurde dabei
so lange erhoht, bis die Larve einen Tropfen vor ihren Mundwerkzeugen absonderte.
Dabei hielt man den Kopf iiber eine Glaskapillare, so dall das Regurgitat sofort in die
Kapillare gesaugt wurde. Anschlielend wurden von dem frisch gewonnenen Regurgitat
Aliquots von 5 pl abgenommen, in 15 pul Methanol aufgenommen und bei 16000 g fiir 3
min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen und di-

rekt mit APCI LC-MS vermessen, wobei folgende Einstellungen verwendet wurden:

LC-MS: Thermoquest LCQ mit LC-MS APCI interface (Thermoquest, San Jos¢)
HPLC: Hewlett Packard HP 1100 (Hewlett Packard, Waldbronn)
HPLC-Saule: Grom-Sil ODS-3 CP RP-18 (125 mm x 2 mm)
mit einer Kornung von 3 um (Grom, Herrenberg)
Laufmittel: Wasser G Chromasolv® fiir die Gradientenelution (Riedel de Haén,
Seelze); Acetonitril G Chromasolv® super gradient grade (Riedel de

Haén, Seelze); Essigsdure (Merck, Darmstadt)

LC-Einstellungen:

Injektionsvolumen: 10-20 ul

Laufmittel: ~ A: Wasser mit 0,5 % Essigsdure
B: Acetonitril mit 0,5 % Essigsdure
FluBrate: 0,2 ml min'l, Diodenarray-Detektor
Losungsmittelgradient:

Zeit [min] 0 |3 |30 |45
Anteil Acetonitril [%] |0 |0 |100 | 100
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MS Einstellungen:

Verdampfertemperatur: 450 °C; Reaktandgasfluflirate in relativen Einheiten: 20; Hilfs-
gasflufrate in relativen Einheiten: 8; Entladungsstrom: 5 pA; Kapillartemperatur: 150
°C; Kapillarspannung: 45 V; Linsenausgleichsspannung 45 V; Scan-Bereich: 90 — 1500

m/z; APCI: Positiv-lonisierungmodus.

4.4.6.2 Elektrophysiologische Untersuchungen

Um die Aktivitdt von Ionenkanilen in einem definierten System untersuchen zu konnen,
entwickelten Mueller und Rudin (MUELLER et al. 1962) die Methode der ,,black lipid
membranes® zur Herstellung kiinstlicher planarer Lipidmembranen. Die Anwendung
dieser Technik ermoglicht es, in In-vitro-Studien die Leitfahigkeitseigenschaften poren-
bildender Strukturen zu untersuchen. Der apparative Versuchsaufbau zur Messung der
Membranaktivitdt an einer bimolekularen Lipidmembran ist in Abb. 16 schematisch
dargestellt. Als MeBkiivette wird eine Teflonkiivette (3,0 x 2,0 x 1,2 cm) verwendet, die
aus zwei gleich groBen Kammern besteht. Die beiden Kammern sind durch eine Trenn-
wand, in der sich eine kreisrunde Bohrung (& = 1 mm) befindet, geteilt. Im Boden der
beiden Kammern befindet sich jeweils ein kleiner Magnetriithrer (Abb. 16a). Die Mel-
kiivette und die dazugehorigen Ag-Elektroden befinden sich in einem Faradayschen
Kifig, der zur Schwingungsabschirmung auf einer luftgelagerten Steinplatte aufgebaut
ist.

Vor der Versuchsdurchfiihrung erfolgte eine sorgféltige Reinigung der Teflonkiivette
zuerst mit Ethanol und anschliefend mit n-Hexan. Die Kiivette wurde an der Luft ge-
trocknet. Die weiteren Vorbereitungen zum Ziehen einer kiinstlichen Membran, fiir die
das Lipid 1-Hexadecanoyl-2-[cis-9-octadecenoyl]-sn-glycero-3-phosphocholin (Sigma)
verwendet wurde, gliederten sich in folgende Arbeitsschritte:

Um die Lipophilie des Teflons zu erhhen und um die Ausbildung des Bilayers im Ex-
periment zu verbessern, wurde der Rand der Bohrung in der Kammerzwischenwand mit
einer Imprignierlésung (5 mg Lipid ml™ n-Hexan) vorbehandelt. Nach dem Verdamp-
fen des Losungsmittels wurden die beiden Kammern mit einem Magnetriihrer bestiickt
und mit ca. 3,0 ml Elektrolytlosung (KCI-Losung (100 mM), die 10 mM Hepes enthielt
und mit KOH auf pH 7,0 eingestellt wurde) gefiillt.
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Abb. 16: Schematische Darstellung der Apparatur zur Messung von Ionenkanilen an einer
kiinstlichen Membran in Anlehnung an Mueller und Rudin (MUELLER et al. 1962). Als MefBkiivette
(a) wurde bei dieser Methode eine zweikammerige Teflonkiivette verwendet. Die mittlere Trennwand
wies eine 1 mm groBe, kreisrunde Bohrung auf. Der Rand dieser Offnung wurde zuerst mit einer lipid-
haltigen Losung vorimprégniert, bevor die Lipidldsung zur Membranbildung aufgetragen wurde. Der
Vorgang der Membranbildung konnte mit einem Okular verfolgt werden. Dabei erfolgt eine Farbénde-
rung der Lipidschicht {iber ein schillerndes Interferenzmuster bis zur Schwarzfarbung (black lipid
membrane) (b). Die Registrierung und Aufzeichnung der Kanalstrome erfolgte iiber ein Oszilloskop und
eine computergesteuerte Datenaufnahme. Zur Abschirmung elektrischer und mechanischer Storquellen
befand sich die MeBkiivette in einem Faradayschen Kéfig, der auf einer luftgelagerten Steinplatte instal-
liert war (c).

Die Kiivette wurde dann in die Apparatur eingesetzt. Uber Agarbriicken wurde der
Kontakt der Elektrolytlosung zu den Ag-Elektroden hergestellt und die Membran mit

einer Lipidlosung (15 mg Lipid ml" n-Decan) gezogen. Zum Ziehen der Membran
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wurde die Spitze einer Eppendorfpipette (10 pl) kurz in die Lipidlosung eingetaucht.
Die dabei durch die Kapillarwirkung in die Spitze gelangte Losung wurde iiber die
Bohrung gestrichen und so die Offnung der Scheidewand mit einem Tropfen dieser Li-
pidldsung verschlossen. Die entstehende diinne Haut wurde solange diinner, bis sich ein
Lipidbilayer gebildet hatte. Zu Beginn dieses Prozesses waren im reflektierten Licht
schillernde Farbreflexe zu sehen. Im allgemeinen ist diese Beobachtung konstruktiver
Interferenzen nur bei Schichten moglich, die dicker als die Wellenldngen des sichtbaren
Lichts sind. Am unteren Rand des Films beginnend, breiteten sich zunehmend schwarze
Flecken aus. Nachdem die Bildung des Bilayers abgeschlossen war, war er zu diinn, um
die Farberscheinungen im reflektierten Licht hervorzurufen. Die gesamte Membran
erschien deshalb schwarz (,,black lipid membranes®) (Abb. 16b). Dieser Vorgang
konnte bei schriger Beleuchtung durch eine Kaltlichtleuchte (KL 2000, Olympus) an
der Bohrung mit Hilfe eines Okulars (Okular 1,2-fach, 240 - 300 mm, Spindler &
Hoyer) optisch verfolgt werden.

Nach der Bildung der Membran wurde die Elektrolytlosung 1 min mit den Magnetriih-
rern gut durchmischt. AnschlieBend wurden die Kapazitit und die Leitfdhigkeit der
Membran bestimmt. Danach wurden 5 oder 10 pl Probe (frisch gewonnenes Rohregur-
gitat von A. alni-Larven (Kap. 4.4.6)) in eine Kammer der Kiivette zugegeben und er-
neut ca. 1 min geriihrt, um eine gute Durchmischung der Probe mit der Elektrolytlésung
zu erzielen. Nach dem Abschalten der Riihrer wurde die Aufzeichnung der Messung
gestartet. Hierzu wurden unterschiedliche Spannungen an die Membran angelegt und
die resultierenden Signale iiber einen Verstirker (Low-noise current preamplifier SR
570, Stanford) auf dem Oszilloskop (Oszilloskop TDS 210, Tektronix) verfolgt. Wur-
den Verdnderungen beobachtet, so wurden diese MeBwerte mit einer PC-vermittelten

Software (WAVEWork fiir Windows V 4.2) aufgezeichnet.
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4.4.7 Frafliwahlversuche

Die Vorbereitung der Petrischalen sowie die weitere Durchfiihrung und Auswertung der
FraBwahlversuche erfolgte wie in Kap. 4.3.4.3 beschrieben. In dem Biotest wurde den
Larven von A. alni, die aus der Laborzucht entnommen wurden (Kap. 4.2), jeweils ein
Blattstiickchen von unbehandelten ,,Kontrolle* und von behandelten Testbléttern ange-
boten. Folgende Blitter aus jeweils unterschiedlichen Inkubationsversuchen wurden in

den FraBwahlversuchen eingesetzt (Uberblick in Tabelle 4):

e A. glutinosa-Blitter nach Behandlung mit verschiedenen, chemischen Induktoren

(Jasmonsdure, Salicylsdure, Ethlyeng,s, Methyljasmonat,,s und Methylsalicylat,asr)

Um Erkenntnisse liber die Auswirkungen verschiedener chemischer Induktoren, wie
Jasmonsédure und Salicylsdure, auf Verdnderungen im Blattgewebe und damit auf das
FraBBverhalten von A. alni zu gewinnen, wurden Fralwahlversuche durchgefiihrt. In die-
sen Versuchen wurde den Tieren die Mdglichkeit gegeben, zwischen Blittern der

»Kontrolle* und denen der ,,Behandlung* zu wihlen.

Als Ausgangsmaterial diente Blattmaterial der 4. glutinosa-Pflanzen aus der eigenen
Anzucht (Kap. 4.1), von denen die endstdndigen Triebspitzen abgeschnitten und in
10 ml Priparategldaser mit Losungsmittel {iberfiihrt wurden. Je nach Versuchsvariante
wurde fiir die ,,Kontrolle* Wasser und fiir die ,,Behandlung® Jasmonsdure (1 mM) oder
Salicylsdure (1 mM) als Losungsmittel gewidhlt. Die Applikation von Methyljasmonat,
Methylsalicylat und Ethylen erfolgte iiber die Gasphase (Vorbereitung und Durchfiih-
rung wie in Kap. 4.4.2 beschrieben). Die einzelnen Triebspitzen wurden, jeweils ge-
trennt nach ,,Kontrolle* und ,,Behandlung®, in 2700 ml Exsikkatoren iiberfiihrt und fiir
die Versuche 1 - 9 unterschiedlich lang inkubiert (t = Inkubationszeit in [h]) (Tab. 4).
Nach Inkubationsende wurden die Blétter der jeweiligen Versuchsvariante aus den Ex-

sikkatoren entnommen und fiir die Bestiickung der einzelnen Petrischalen verwendet.
e A. glutinosa-Blitter nach Inkubation mit frainduzierten Duftstoffen (,,Container-
versuche®)

Um die Auswirkungen der fliichtigen Duftstoffe induzierter Erlenblétter auf unbehan-

delte, nicht induzierte Erlenblétter im Frawahlverhalten gegeniiber des Herbivoren A.
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alni zu untersuchen, wurden abgeschnittene Triebspitzen von A4. glutinosa-Pflanzen fiir
den Biotest verwendet, die nach dem Versuchsprinzip ,,Container-Versuche* (Kap.
4.4.1.2) behandelt worden waren. Nach Inkubationsende (t =3 d (Versuch 10) und t =4
d (Versuch 11)) wurden die Blitter aus den Containern entnommen. In den FraBwahl-
versuchen wurde den Larven von A. alni jeweils ein Blattstiickchen aus dem ersten
Container von der unbehandelten Pflanze ,,Kontrolle” sowie dem benachbarten, unbe-
handelten Trieb ,,K-Nachbar®, und aus dem zweiten Container von den mit Herbivoren
geschédigten Blittern ,,4. alni* sowie den benachbarten, nicht befallenen Blittern ,,A-

Nachbar* angeboten (4er-Fralwahlversuch).

Tab. 4: Ubersicht iiber die in den FraBiwahlversuchen verwendeten Blitter von Alnus glutinosa
nach verschiedenen Inkubationsvarianten. Angegeben ist die Behandlung der Erlenblitter, die in den
FraBwahlversuchen eingesetzt wurden: unbehandelte Blitter = Kontrolle, nach Inkubation mit Jasmon-
sdure (JA), Salicylsdure (SA), Ethylen, Methyljasmonat,,: (MeJA), Methylsalicylaty,s: (MeSA) sowie
nach der Inkubation mit fraBinduzierten Duftstoffen (,,Containerversuche®). Angegeben ist die Anzahl der

Wiederholungen (n) pro Versuchsvariante. Pro Petrischale wurde eine Larve von Agelastica alni einge-

setzt.
Versuch |im FraBlwahlversuch Art und Dauer [h] der Behandlung von n
angebotene Blattstiicke | 4. glutinosa-Bliittern
1 Kontrolle vs. Kontrolle Inkubation mit Wasser fiir 48 h 30
2 Kontrolle vs. JA Inkubation mit Jasmonsdure (1 mM), 43 h 20
3 Kontrolle vs. JA Inkubation mit Jasmonsdure (1 mM), 67 h 30
4 Kontrolle vs. SA Inkubation mit Salicylséure (1 mM), 43 h 30
5 Kontrolle vs. SA Inkubation mit Salicylséure (1 mM), 67 h 30
6 Kontrolle vs. Ethylen Inkubation mit Ethylen,,, 48 h 30
7 Kontrolle vs. MeJA Inkubation mit Methyljasmonatg,: (5 ug/ 5 pl), 30
48 h
8 Kontrolle vs. MeSA Inkubation mit Methylsalicylat,,os (5 ng/5 ul), 48 h 30
9 Kontrolle vs. MeJA vs. Inkubation mit gasformigem Methyljasmonat bzw. 24
MeSA Methylsalicylat (5 pg /5 pl), 48 h
10 Kontrolle vs. K-Nachbar | Containerversuche: EinfluB des emittierten 35
vs. A. alni vs. A-Nachbar | b ahouquets geschadigter Blitter (,,4. alni®) fiir die
Resistenzinduktion in ungeschiadigten Blittern (,,A-
Nachbar®); als Kontrolle dazu, ohne Fraf3schadigung
(,,Kontrolle®) und (,,K-Nachbar®), 3 d
11 Kontrolle vs. K-Nachbar | wie Versuchsvariante 10, nur 4 d 35
vs. A. alni vs. A-Nachbar
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4.5 Photographien

Die Farbphotographien der Standorte sowie der Imagines, Larven und Eier von A. alni
erfolgten im Freiland bzw. im Labor mit den Spiegelreflexkameras Nikon F4 (mit
Makroobjektiv Nikkor 105 mm, Zwischenring und Elektronenblitz SB-24 mit TTL-
Steuerung) und einer am Photobinokular (STEMI 2000-C (Zeiss)) angeschlossenen
Kamera MC 80 DX (Zeiss) und der Steuereinheit Exposure Control Unit. Die Photogra-
phien der histologischen Préparate wurden am Mikroskop AXIOSKOP (mit Fluores-
zenzvorrichtung HBO 50/AC (Zeiss)) mit einer angeschlossenen Spiegelreflexkamera
MC 80 DX und der Steuereinheit ,,Exposure Control Unit*“ erstellt. Als Filmmaterial
wurden Kodak Ektachrome 200 und Fuji Sensia 100 verwendet.

4.6 Statistische Auswertung

Die statistischen Datenanalysen erfolgten nach Verfahren wie sie bei SACHS (1992)
beschrieben sind. Sie wurden mit dem Software-Paketen ,,STATISTICA fiir Windows,
Version 5.1 und ,,SPSS fiir Windows, Version 9.0° am Personalcomputer ausgewertet.

An den nachfolgenden Textstellen der untersuchten Parameter wird noch einmal geson-
dert auf die Grundlagen der statistischen Auswertung der einzelne Versuche hingewie-

Sen.

In den Freilandversuchen ,,Reihenversuch®, ,,Topfversuch® und ,,JA-Versuch® wurde
fiir die Variable ,relative Blattschiadigung* eine einfaktorielle Varianzanalyse durchge-
filhrt. Fiir die restlichen Variablen wurde mit dem t-Test liberpriift, ob die Behand-
lungsvarianten ,,Baum-Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* bzw. ,,Baumnachbar-JA* und
,Baumnachbar-Kon* sich zu dem jeweiligen Beobachtungszeitpunkt unterscheiden. Zur
Vermeidung von Pseudoreplikationen wurden bei den Blattparametern Blattwasserge-
halt, spezifisches Blattgewicht, Blattfestigkeit, Phenolgehalt und bei der FraBmenge von
A. alni die Baummittelwerte fiir die statistischen Analysen verwendet.

Bei allen Variablen (Blattwassergehalt, spezifisches Blattgewicht, Blattfestigkeit, Phe-
nolgehalt und FraBmenge) wurden dabei normalverteilte Grundgesamtheiten vorausge-
setzt. Weiterhin wurde bei allen Freilandexperimenten iiberpriift, ob der Stammdurch-

messer sowie die Baumposition einen EinfluB auf die untersuchten Blattmerkmale
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(Blattwasser, spezifisches Blattgewicht, Phenolgehalt, Blattfestigkeit oder die gefres-
sene Blattmenge durch Imagines oder Larven von 4. alni im Fralwahlversuch) ausiiben.
Die dabei verwendeten Datensitze stammten von den Erhebungen der gewonnenen
Blattanalysen vor der experimentellen Schiadigung (1. Beprobungstermin). Weder die
grafische Darstellung der Datensétze noch eine statistische Analyse lieBen Riickschliisse
auf eine Beziehung zwischen dem Stammdurchmesser bzw. der Baumposition und den
Blattparametern (Blattwassergehalt, spezifisches Blattgewicht, Blattfestigkeit, Phenol-
gehalt oder der FraBmenge) schlieBen. Daher wurde darauf verzichtet, den Baum-
durchmesser oder die Baumposition als Kovariate mit in die Varianzanalysen einzube-

ziehen.

Die statistische Auswertung der Containerversuche (Kap. 4.4.1.2) sowie der Frawahl-
versuche (mit einem 2er-FraBwahldesign: Kap. 4.3.4.3; Versuche 1 — 8, Kap. 4.4.7)
erfolgte mit dem gepaarten t-Test. Fiir den 3er-FraBwahlversuch (Versuch 9, Kap. 4.4.7)
wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt, um zu testen, ob eine
Klassierungsvariable einen Datensatz beeinfluBit. Ein Newman-Keuls-Test (p < 0,05)
ermoglichte die Zuordnung in signifikant unterschiedliche Gruppen und wurde bei der

graphischen Darstellung der Mittelwerte beriicksichtigt.

Bei den physiologischen Untersuchungen (Inkubationsversuche (Kap. 4.4.1.1)) wurde
mit den Behandlungsvarianten zuerst eine Varianzanalyse durchgefiihrt. Wenn die Va-
rianzanalyse zur Verwerfung der Nullhypothese beziiglich eines Faktors gefiihrt hat,
wurde mit dem multiplen Mittelwertsvergleich gepriift, ob signifikante Unterschiede
zwischen einzelnen Mittelwerten bestehen. Als posteriori-Testverfahren wurde dafiir

der Newman-Keuls-Test gewéhlt.

Im Rahmen der Arbeit wurden bei der graphischen Darstellung der Versuchsergebnisse

jeweils die Mittelwerte und der Standardfehler angegeben.
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5.1 Freilandversuche

Bei den vorliegenden Freilandversuchen wurde mit drei methodisch verschiedenen An-
sdtzen an A. glutinosa-Pflanzen das Phinomen einer ,,Pflanze — Pflanze - Kommunika-
tion“ untersucht. Es sollte iiberpriift werden, ob geschiadigte Pflanzen {iber Signalstoffe
Resistenzen in ungeschiidigten Nachbarpflanzen induzieren konnen. Die Uberpriifung
einer Resistenzinduktion ungeschidigter Nachbarn von geschédigten Baumen, die aus-
schliellich iiber den Luftbereich mittels Duftstoffen vermittelt werden konnte, wurde in
dem ,,Topfversuch* (Kap. 4.3.1) nachgegangen. Die zweite Moglichkeit einer Resis-
tenzinduktion ungeschidigter Nachbarpflanzen, die auch {iber den Boden-Wurzelbe-
reich vermittelt werden konnte, erfolgte an natiirlichen Erlenbestinden im ,,Reihenver-
such (Kap. 4.3.2), der zeitgleich zum ,, Topfversuch* durchgefiihrt wurde. Eine expe-
rimentelle Schadigung zur Simulierung starker Herbivorie wurde bei beiden Versuchen
durch mechanische Blattverletzung erzeugt. Der dritte Versuch, der ,,JJA-Versuch®
(Kap. 4.3.3), betraf auch die Moglichkeit einer {iber Duftstoffe aktivierten Resistenz.
Nur wurde bei diesem Versuch Herbivorie durch exogene Jasmonsdureapplikation si-

muliert.

5.1.1  ,Topfversuch*

Der ,,Topfversuch® diente der Uberpriifung einer Resistenzinduktion ungeschidigter
Nachbarn, die nur iiber fliichtige Duftstoffe vermittelt werden konnte. In Abb. 17 ist der
»lopfversuch® mit einer Versuchseinheit dargestellt. Die Auswirkungen der experi-
mentellen Schidigung wurden auf die unmittelbar benachbarten Bdume ,,Baum-Nach-

bar* und die weiter entfernt stechenden Pflanzen ,,Baum-Kontrolle* untersucht.
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Abb. 17: , Topfversuch®“ mit eingetopften Alnus glutinosa-Pflanzen.

5.1.1.1 Relative Blattschadigung

Fiir die Erlenpflanzen wurde der im Verlauf der Beobachtungsperiode durch herbivore
Insekten auftretende FraB3schaden in Prozent der geschiddigten Blattfliche optisch boni-
tiert. Diese Resultate der relativen Blattschdadigung an den Versuchspflanzen sind in
Abb. 18 als Mittelwerte mit Standardfehler dargestellt. Bei der Erstaufnahme des Be-
falls belief sich der prozentuale Fraf3schaden an den untersuchten Baumen ,,Baum-X*,
,Baum-Nachbar“, ,, Baum 3“, ,,Baum 4“ und ,,Baum-Kontrolle® auf durchschnittlich
3 %. Am Tag der Behandlung erfolgte die zweite Bonitierung des auftretenden Fral3-
schadens. Innerhalb von drei Tagen vergroferte sich das Ausmal} der Schadigung auf
ca. 11 %. Sieben Tage nach der simulierten Herbivorie lag der Schidigungsgrad an den
untersuchten Erlenbaumpositionen bei ca. 22 %. Dieses Ausmall konnte auch an den
folgenden Beobachtungszeitpunkten, 21 und 41 Tage nach der Behandlung, ermittelt
werden. Ein massiver Anstieg des Fraflschadens konnte am letzten Termin, 107 Tage
nach der experimentellen Schidigung, festgestellt werden. Zu diesem Beobachtungs-
zeitpunkt waren die Bdume bis zu 80 % geschidigt. Auswirkungen der experimentellen
Herbivorie auf das Ausmal} der relativen Blattschiadigung an den untersuchten Erlen-
bdumen ,,.Baum-Nachbar®, ,, Baum-2“, ,,Baum-3* und ,,.Baum-Kontrolle* waren zu kei-

nem Beobachtungszeitpunkt an diesen Baumvarianten erkenntlich (Tab. 5).
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Abb. 18: ,,Topfversuch“. Darstellung des Herbivorenfralischadens an den Blittern von Alnus gluti-

nosa im Freiland. Dargestellt ist die relative Blattschddigung in Prozent [%] der Blattflache der unter-
suchten Biume ,Baum-X*“ (X), ,,Baum-Nachbar* (N), ,,Baum 2 (2), ,,Baum 3 (3) und ,,Baum-Kon-

trolle®(K) im zeitlichen Verlauf (a — f) von drei Tagen vor der simulierten Herbivorie bis 107 Tage nach

der Schiadigung. Dargestellt sind die Mittelwerte und der Standardfehler. n = 6. Die statistischen Daten

der einfaktoriellen Varianzanalyse sind Tab. 5 zu entnehmen.
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Tab. 5: Auswirkungen einer simulierten Herbivorie auf die relative Blattschiidigung [%] von Alnus
glutinosa-Pflanzen im Freiland (,,Topfversuch*). Vergleich von ,,Baum-Nachbar®, ,Baum 2%, , Baum
3“ und ,,Baum-Kontrolle”“ zu den angegebenen Zeitpunkten. Die statistischen Werte wurden mit Hilfe
einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. Die grafische Darstellung der Daten ist in Abb. 18 abge-
bildet.

Zeitpunkt F p n
3 Tage vor 0,326 0,806 24
Tag der Schadigung 0,043 0,987 24
7 Tage nach 0,128 0,942 24
21 Tage nach 0,529 0,667 24
41 Tage nach 0,721 0,551 24
107 Tage nach 0,135 0,937 24

5.1.1.2 Prozentualer Blattwassergehalt

In der nachfolgenden Grafik (Abb. 19a) sind die Ergebnisse der prozentualen Blattwas-
serbestimmung der benachbarten Erle ,,Baum-Nachbar* und der als Kontrolle dienen-
den Erle ,,Baum-Kontrolle* zu den sechs Untersuchungszeitpunkten dargestellt. Die
Blattwassergehalte der Erlen ,,Baum-Nachbar und ,,Baum-Kontrolle* lagen durch-
schnittlich bei 70 %. Ein Effekt der Schddigung auf den Blattwassergehalt konnte nicht
erkannt werden (Tab. 6).

5.1.1.3 Spezifisches Blattgewicht

Die berechneten Daten des spezifischen Blattgewichts der beprobten Erlenbdume
»Baum-Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* zu den einzelnen Beobachtungsterminen vor
und nach der simulierten Herbivorie sind in Abb. 19b wiedergegeben. Die spezifischen
Blattgewichte der Erlen ,,Baum-Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* betrugen am ersten
Beprobungstermin im Durchschnitt etwa 5,2 mg Blatttrockenmasse cm’ Blattfliche und
verdnderten sich im zeitlichen Verlauf leicht. Auswirkungen der simulierten Herbivorie
auf das spezifische Blattwassergewicht der benachbarten Baume konnten nicht festge-
stellt werden. Ein Vergleich der ermittelten spezifischen Blattgewichte der Baumpositi-
onen ,,Baum-Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* zu den angegebenen Zeitpunkten ergab

keine signifikanten statistischen Werte (Tab. 6).
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Tab. 6: Auswirkungen einer simulierten Herbivorie auf die Parameter (prozentualer Blattwasser-
gehalt [%]; spezifisches Blattgewicht [mg cm™]; Blattfestigkeit [mg cm™]; Phenolgehalt DW™' [mg
g']) von Alnus glutinosa-Pflanzen im Freiland (,,Topfversuch®). Vergleich von ,,Baum-Nachbar* und
»Baum-Kontrolle” zu den angegebenen Zeitpunkten. Die statistischen Werte wurden mit Hilfe des t-Tests
berechnet. Die grafische Darstellung der Daten ist in Abb. 19 dargestellt.

Untersuchter Parameter Zeitpunkt t p n
Prozentualer Blattwassergehalt |3 Tage vor -0,320 0,755 12
Tag der Schadigung -1,187 0,263 12

7 Tage nach -0,900 0,389 12

21 Tage nach 0,099 0,923 12

41 Tage nach -0,725 0,485 12

107 Tage nach 0,294 0,775 12

Spezifisches Blattgewicht 3 Tage vor 0,601 0,561 12
Tag der Schadigung 0,775 0,456 12

7 Tage nach 0,251 0,806 12

21 Tage nach 0,974 0,353 12

41 Tage nach 0,469 0,649 12

107 Tage nach 0,026 0,979 12

Blattfestigkeit 3 Tage vor -0,469 0,648 12

Tag der Schadigung -0,381 0,711 12

7 Tage nach -0,852 0,414 12

21 Tage nach 0,579 0,575 12

41 Tage nach -0,194 0,850 12

107 Tage nach -0,097 0,924 12

Phenolgehalt 3 Tage vor 0,720 0,487 12

Tag der Schiadigung -0,440 0,669 12

7 Tage nach -0,634 0,540 12

21 Tage nach -0,134 0,896 12

41 Tage nach -0,311 0,762 12

107 Tage nach -0,009 0,993 12

5.1.1.4 Blattfestigkeit

Die Blattfestigkeitswerte (Abb. 19c) lagen fiir die untersuchten Erlen der Position
,,Baum-Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* fiir die ersten beiden Termine im Durchschnitt
bei ca. 820 mg cm™ und stiegen bis zum fiinften Beobachtungszeitpunkt auf 1040 mg
cm™ an. Bis zum letzten Beprobungszeitpunkt verringerte sich der Blattfestigkeitswert
auf 950 mg cm™. Effekte der simulierten Herbivorie auf die Blattfestigkeit der benach-
barten Bdume ,,Baum-Nachbar* konnten nicht nachgewiesen werden. Mit den Blattfes-
tigkeitsanalysen lieBen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen ,,Baum-Nach-

bar* und ,,Baum-Kontrolle* zu den jeweiligen Zeitpunkten aufzeigen (Tab. 6).
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5.1.1.5 Phenolgehalt

Die Abb. 19d gibt den Phenolgehalt der Blitter von den Baumen ,,Baum-Nachbar* und
»Baum-Kontrolle* zu den sechs Zeitpunkten wieder. Die Erlenblétter beider Baumvari-
anten des ersten Beprobungstermins zeichneten sich durch einen Phenolgehalt von ca. 5
mg g’ DW aus, der sich im zeitlichen Verlauf leicht erhhte. Am letzten Termin er-
reichte der Phenolgehalt der Erlenbdume ,,Baum-Nachbar® und ,,Baum-Kontrolle* ei-
nen Wert von durchschnittlich 20 mg g DW. Da sich zu keinen Beobachtungszeitpunkt
signifikante Unterschiede zwischen den Erlenbdumen ,,Baum-Nachbar® und ,,Baum-
Kontrolle* abzeichneten, kann eine Auswirkung der simulierten Herbivorie auf den

Phenolgehalt der Baumposition ,,Baum-Nachbar ausgeschlossen werden (Tab. 6).

5.1.1.6 FraBpriferenz von Agelastica alni

Die Biotestergebnisse zur Fra3praferenz von A. alni zwischen Blittern von den unter-
schiedlichen Baumpositionen ,,Baum-Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* sind in Abb. 19¢
wiedergegeben. Fiir die Blitter, die bei der Erstaufnahme gesammelt wurden, belief sich
das Trockengewicht der gefressenen Blattmenge fiir ,,Baum-Nachbar® und ,,Baum-
Kontrolle* auf ca. 3,2 mg. Am Tag der Behandlung erfolgte ein weiterer Test zur Fral3-
praferenz. Von diesen Blittern konsumierten die Herbivoren etwa gleich viel wie von
den Bléttern der Vorbehandlung. Fiir die Erlenblétter, die 7, 21, 42 und 107 Tage nach
der Schadigung gesammelt und im Biotest angeboten wurden, lieen sich zu keinem
Zeitpunkt Unterschiede beziiglich konsumierter Blattmenge zwischen den Erlenbaum-

varianten ,,Baum-Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* ermitteln (Abb. 19¢) (Tab. 7).

Begleitend zu diesen Frawahlversuchen, bei denen den Imagines von A. alni Blatt-
scheiben von Blittern verschiedener Baumposition angeboten wurden, erfolgten zu den
beiden Terminen, 21 und 41 Tage nach der experimentellen Schadigung, auch Fral3-
wahlversuche mit Larven von 4. alni. Die Larven konsumierten von den Blattproben,
die 21 Tage nach der Schidigung gesammelt worden waren, jeweils ein Trockenge-
wicht von 1,47 = 0,21mg (,,Baum-Nachbar*) und 1,81 = 0,16 mg (,,Baum-Kontrolle*).
Von den Blattproben, die 42 Tage nach der Schiadigung gesammelt worden waren, er-
gab sich ein Trockengewicht von 1,43 £ 0,33 mg (,,Baum-Nachbar*) und 1,87 = 0,23

mg (,,Baum-Kontrolle*).



Ergebnisse 65

Tab. 7: Auswirkungen einer simulierten Herbivorie auf die FraBipriferenz von Agelastica alni-Ima-
gines bzw. A. alni-Larven (,,L*) gegeniiber Alnus glutinosa-Blittern unterschiedlicher Baumposi-
tion im FraBBwahlversuch. Vergleich der gefressenen Blattmenge [mg DW] von Bléttern der Baumposi-
tion ,,Baum-Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle“ zu den angegebenen Zeitpunkten. Die statistischen Werte
wurden mit Hilfe des gepaarten t-Tests berechnet. Die grafische Darstellung der Daten ist in Abb. 19

dargestellt.

Zeitpunkt t p n

3 Tage vor -0,006 0,995 12

Tag der Schiadigung -0,811 0,436 12

7 Tage nach -0,100 0,922 12

21 Tage nach -1,117 0,290 12
0,640 (L) | 0,536 (L)| 12 (L)

41 Tage nach 0,805 0,439 12
1,079 (L) | 0,306 (L)| 12 (L)

107 Tage nach -0,477 0,657 12

Die FraBpréiferenz von verschiedenen A. a/ni-Entwicklungsstadien gegeniiber Blattpro-
ben verschiedener Baumpositionen, ,,Baum-Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle®, 146t zu
keinem Beobachtungstermin signifikante Hinweise auf induzierte Verdnderungen im
Blattgewebe erkennen, die sich nachhaltig auf das Fra3verhalten von 4. alni auswirken

(Tab. 7).

5.1.1.7 Zusammenfassung ,, Topfversuch*

Mit dem vorliegenden ,,Topfversuch* sollte die Wechselwirkung zwischen 4. glutinosa-
Pflanzen dargestellt werden, bei der iliber die Abgabe von fliichtigen Signalstoffen
Resistenzen in ungeschédigten Nachbarpflanzen induziert werden konnten. Die Aus-
wirkungen der experimentellen Schidigung wurden auf die unmittelbar benachbarten
Baume ,,.Baum-Nachbar und die weiter entfernt stechenden Pflanzen ,,Baum-Kontrolle*
untersucht. Die Analysen lieferten keine Hinweise bei den analysierten Parametern (re-
lative Blattschiddigung, spezifisches Blattgewicht, Blattfestigkeit, Phenolgehalt und ge-
fressene Blattmenge im FraBwahlversuch) auf eine induzierte Abwehr bei den unmittel-

bar benachbarten Bdumen.
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5.1.2 ,,Reihenversuch*

Zur Uberpriifung einer Resistenzinduktion ungeschidigter Nachbarn von geschidigten
Baumen, die iiber den Boden oder iiber den Luftbereich vermittelt wird, wurde eine
Versuchsfldche ausgewéhlt, die mit natiirlichen Erlenbestinden versehen war (Abb. 20)
Die Auswirkungen der experimentellen Schiadigung wurden auf die unmittelbar be-
nachbarten Biume ,,Baum-Nachbar“ und weiter entfernt stehenden Pflanze ,.Baum-

Kontrolle* untersucht (Abb. 20).

Manuelle Schidigung

Baum-Kontrolle- |
Baum $- i
{IBaum 4 i

| ‘Baum 3

Baum/'2 .
\

.)JBéﬁm-Neichbar ol

Abb. 20: ,,Reihenversuch® mit natiirlich wachsenden Erlenbestinden am Standort Bovenden.

5.1.2.1 Relative Blattschdadigung

Fiir die Bdume des ,,Reihenversuchs* wurde der im Verlauf der Beobachtungsperiode
durch herbivore Insekten auftretende Fralschaden an allen Versuchspflanzen in Prozent
der geschédigten Blattfliche bonitiert und protokolliert. Diese Boniturdaten der relati-
ven Blattschiddigung sind als Mittelwert mit Standardfehler in Abb. 21 dargestellt.
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Abb. 21: ,,Reihenversuch®. Auswirkungen einer simulierten Herbivorie auf die relative Blattschi-

digung [%] von Alnus glutinosa-Pflanzen im Freiland. In zeitlichen Intervallen von drei Tagen vor der

simulierten Herbivorie bis 105 Tage nach der Behandlung erfolgte eine Bestimmung der auftretenden

Herbivorenfralschiden an den Erlenpflanzen der Baumposition ,,Baum-X* (X), ,,Baum-Nachbar* (N),
»Baum 2% (2), ,,Baum 3 (3), ,,Baum 4 (4), ,,Baum 5% (5), ,,Baum 6 (6) und ,,Baum-Kontrolle* (K).
Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler. n = 12 (Ausnahme ,,Baum 6: n = 6). Die statisti-

schen Daten der einfaktoriellen Varianzanalyse sind Tab. 8 zu entnehmen.
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Bei den Erlenbdumen ,,Baum-X*, ,,Baum-Nachbar®, ,,Baum 2, ,Baum 3, ,, Baum 4%,
»Baum 5%, | Baum 6° und ,,Baum-Kontrolle* lag die relative Blattschiddigung fiir alle
untersuchten Erlenbaumpositionen an den ersten beiden Beobachtungszeitpunkten bei
durchschnittlich 12 % (drei Tage vor der simulierten Herbivorie) bzw. 15 % (Tag der
Schidigung). An den nachfolgenden Beobachtungsterminen vermehrte sich die relative
Blattschdadigung von 33 % (7 Tage nach) {iber 40 % (21 Tage nach) und 73 % (42 Tage
nach) auf 95 % (105 Tage nach). Die simulierte Herbivorie lieB keinen Effekt auf Ver-
anderungen in der Blattqualitdt der benachbarten, unbehandelten Baume ,,Baum-Nach-
bar” sowie auf die Bdume der Position ,,Baum 2, Baum 3°, , Baum 4, ,,Baum 5%,
,Baum 6 und ,,Baum-Kontrolle* erkennen. Das Ausmaf} der relativen Herbivorenfraf3-
schidigung unterschied sich nicht zwischen den Erlenbdumen unterschiedlicher Positi-

onen zu den jeweiligen Beobachtungsterminen (Tab. 8).

Tab. 8: Auswirkungen einer simulierten Herbivorie auf die relative Blattschiidigung [%] von Alnus
glutinosa-Pflanzen im Freiland (,Reihenversuch). Vergleich von ,Baum-Nachbar®, ,Baum 2%
»Baum 3%, Baum 4%,  Baum 5%, ,,Baum 6 und ,,Baum-Kontrolle* zu den angegebenen Zeitpunkten. Die
statistischen Werte wurden mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse berechnet. Die grafische Dar-
stellung der Daten ist in Abb. 21 wiedergegeben.

Zeitpunkt F p n
3 Tage vor 0,961 0,457 78
Tag der Schiadigung 1,015 0,422 78
7 Tage nach 0,259 0,954 78
21 Tage nach 0,305 0,932 78
42 Tage nach 0,543 0,773 78
105 Tage nach 0,567 0,754 78

5.1.2.2 Prozentualer Blattwassergehalt

Der prozentuale Blattwassergehalt wurde von den Erlen einer unmittelbar zum geschi-
digten Baum benachbarten Erle ,,Baum-Nachbar* und der weiter entfernt stehenden Erle
,Baum-Kontrolle* bestimmt. Die Resultate dieser Blattwasserbestimmung zu den sechs
Untersuchungszeitpunkten sind in Abb. 22a dargestellt. Der prozentuale Blattwasserge-
halt lag fiir die Erlen ,,Baum-Nachbar® und ,,Baum-Kontrolle im Durchschnitt bei

70 %. Die simulierte Herbivorie wirkte sich zu keinem Zeitpunkt auf den prozentualen
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Blattwassergehalt aus, da die Bestimmungen keine signifikanten Unterschiede beim

Vergleich von ,,Baum-Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* erkennen lieen (Tab. 9).
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Abb. 22: ,Reihenversuch®“. Auswirkungen einer simulierten Herbivorie auf die untersuchten Pa-
rameter (prozentualer Blattwassergehalt; spezifisches Blattgewicht; Blattfestigkeit; gefressene
Blattmenge) der Blitter einer unmittelbar benachbarten, unverletzten Erle Alnus glutinosa
(,,Baum-Nachbar*). In zeitlichen Intervallen von drei Tagen vor der simulierten Herbivorie bis 105 Tage
nach der Behandlung erfolgte eine Bestimmung der Parameter der Blitter von Erlenpflanzen ,,Baum-
Nachbar” und ,,Baum-Kontrolle*. Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler. n = 12. Die
statistischen Daten des t-Tests sind Tab. 9 und Tab. 10 zu entnehmen. Alle gepaarten Vergleiche = nicht
signifikant, siche Tab. 9 und Tab. 10. — a) Prozentualer Blattwassergehalt [%]. — b) Spezifisches Blattge-
wicht [mg cm?]. —¢) Blattfestigkeit [mg cm]. — d) Gefressene Blattmenge [mg DW].
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Tab. 9: Auswirkungen einer simulierten Herbivorie auf die Parameter (prozentualer Blattwasser-
gehalt [%]; spezifisches Blattgewicht [mg cm™]; Blattfestigkeit [mg cm™]) von Alnus glutinosa-
Pflanzen im Freiland (,,Reihenversuch®). Vergleich von ,,Baum-Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* zu
den angegebenen Zeitpunkten. Die statistischen Werte wurden mit Hilfe des t-Tests berechnet. Die grafi-
sche Darstellung der Daten ist in Abb. 21 wiedergegeben.

Untersuchter Parameter Zeitpunkt t p n
Prozentualer Blattwassergehalt |3 Tage vor 0,145 0,886 24
Tag der Schadigung -0,142 0,265 24

7 Tage nach -1,308 0,204 24

21 Tage nach -0,213 0,833 24

42 Tage nach 0,794 0,435 24

105 Tage nach -0,983 0,336 24

Spezifisches Blattgewicht 3 Tage vor 0,211 0,834 24
Tag der Schiadigung 0,449 0,657 24

7 Tage nach 0,682 0,502 24

21 Tage nach -1,245 0,225 24

42 Tage nach -0,418 0,679 24

105 Tage nach 0,021 0,983 24

Blattfestigkeit 3 Tage vor -0,588 0,562 24

Tag der Schidigung -0,253 0,802 24

7 Tage nach -0,756 0,457 24

21 Tage nach 0,637 0,531 24

42 Tage nach -0,132 0,896 24

105 Tage nach 0,036 0,971 24

5.1.2.3 Spezifisches Blattgewicht

Das spezifische Blattgewicht wurde von den Erlenpflanzen einer unmittelbar zum ge-
schiadigten Baum benachbarten Erle ,,Baum-Nachbar* und der weiter entfernt positio-
nierten Erle ,,Baum-Kontrolle* zu sechs Zeitpunkten bestimmt (Abb. 22b). Die spezifi-
schen Blattgewichte der Erlen ,,Baum-Nachbar® und ,,Baum-Kontrolle* betrugen am
ersten Beprobungstermin im Durchschnitt etwa 6,4 mg Blatttrockenmasse cm™
Blattflache und fielen im zeitlichen Verlauf leicht ab. Die simulierte Herbivorie iibte
keine feststellbaren Effekte auf das spezifische Blattgewicht der Erlenbdume ,,Baum-
Nachbar* aus; die Bestimmungen zeigten zu keinem Beobachtungszeitpunkt signifi-

kante Unterschiede zwischen ,,Baum-Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* auf (Tab. 9).
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5.1.2.4 Blattfestigkeit

Die Abb. 22c stellt die Mittelwerte mit Standardfehler der Blattfestigkeitsbestimmung
der untersuchten Erlen ,,Baum-Nachbar® und ,,Baum-Kontrolle* zu den sechs Bepro-
bungsterminen dar. Die Blattfestigkeitswerte lagen fiir die untersuchten Erlen ,,Baum-
Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle” fiir die ersten beiden Termine im Durchschnitt bei ca.
1000 mg cm™ und stiegen bis zum Ende der Beobachtungsperiode leicht an. Eine Aus-
wirkung der simulierten Herbivorie auf die Blattfestigkeit der benachbarten Bédume war
nicht ersichtlich, denn zu keinem Zeitpunkt unterschieden sich die untersuchten Bédume

,Baum-Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* voneinander (Tab. 9).

5.1.2.5 FraBpriferenz von Agelastica alni

Die Versuchsergebnisse zur Fra3priferenz von A. alni zwischen Blittern der Baumpo-
sition ,,Baum-Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* sind in Abb. 22d abgebildet. Fiir die
Erlenblétter, die drei Tage vor der Behandlung bzw. am Tag der Behandlung gesammelt
wurden, lag das Trockengewicht der gefressenen Blattmenge fiir beide Baumpositionen
bei ca. 4,3 mg bzw. 3 mg. Von den Blattproben, die 7, 21, 42 und 105 Tage nach der
Behandlung von den Bédumen ,,Baum-Nachbar® und ,,Baum-Kontrolle* gesammelt

wurden, konsumierten die Imagines von A. alni immer gleich viel (Abb. 22d, Tab. 10).

Begleitend zu diesen Frawahlversuchen, bei denen den Imagines von A. alni Blatt-
scheiben von Blittern verschiedener Baumposition angeboten wurden, erfolgten zu den
beiden Terminen, 21 und 42 Tage nach der experimentellen Schadigung, auch Fral3-
wahlversuche mit Larven von 4. a/ni. Damit sollte ausgeschlossen werden, da3 die ver-
schiedenen Entwicklungsstadien Unterschiede in der Frapriaferenz zeigen konnten. Die
Larven konsumierten von den Blattproben, die am 12. Juni (21 Tage nach der Schédi-
gung) gesammelt worden waren, jeweils ein Trockengewicht von 2,46 + 0,38 mg
(,,Baum-Nachbar®) und 2,22 + 0,26 mg (,,Baum-Kontrolle*). Von den Blattproben, die
am 4. Juli (42 Tage nach der Schidigung) gesammelt worden waren, verzehrten sie je-
weils ein Trockengewicht von 2,70 + 0,27 mg (,,Baum-Nachbar*) und 2,72 £+ 0,30 mg

(,,Baum-Kontrolle®).

Eine signifikante Auswirkung der simulierten Herbivorie auf die FraBpriferenz von

A. alni-Imagines und Larven zwischen Blittern unterschiedlicher Baumposition ,,Baum-
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Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* konnte zu keinem Zeitpunkt festgestellt werden (Tab.

10).

Tab. 10: Auswirkungen einer simulierten Herbivorie auf die Fraflpriferenz von Agelastica alni-
Imagines bzw. A. alni-Larven (,,L*) gegeniiber Blittern unterschiedlicher Baumposition im Fraf3-
wahlversuch. Vergleich der gefressenen Blattmenge [mg DW] von Blittern der Baumposition ,,Baum-
Nachbar* und ,,Baum-Kontrolle* zu den angegebenen Zeitpunkten. Die statistischen Werte wurden mit

Hilfe des gepaarten t-Tests berechnet. Die grafische Darstellung der Daten ist in Abb. 22 dargestellt.

Zeitpunkt t p n

3 Tage vor 0,891 0,929 24

Tag der Schadigung -0,281 0,781 24

7 Tage nach -0,372 0,713 24

21 Tage nach 0,571 0,574 24
-0,46 (L) 0,651 (L)[ 20 (L)

42 Tage nach -0,515 0,611 24
0,028 (L)| 0,977 (L)| 20 (L)

105 Tage nach -0,063 0,950 24

5.1.2.6 Zusammenfassung ,,Reihenversuch*

Mit dem vorliegenden ,,Reihenversuch® sollte eine Wechselwirkung an freiwachsenden
A. glutinosa-Pflanzen dargestellt werden, bei der iiber die Abgabe von Signalstoffen
Resistenzen in ungeschidigten Nachbarpflanzen induziert werden kénnten. Die Aus-
wirkungen der experimentellen Schidigung wurden auf die unmittelbar benachbarten
Biume ,,Baum-Nachbar® und die weiter entfernt stechenden Pflanzen ,,Baum-Kontrolle*
untersucht. Die Analysen lieferten keine Hinweise bei den analysierten Parametern (re-
lative Blattschddigung, spezifisches Blattgewicht, Blattfestigkeit und gefressene Blatt-
menge im FraBwahlversuch) auf eine induzierte Abwehr bei den unmittelbar benach-

barten Baumen.
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513 , JA-Versuch®

Nachdem die ersten beiden Freilandversuche - ,, Topfversuch® (Kap. 5.1.1) und ,,Rei-
henversuch® (Kap. 5.1.2) - keine Indizien fiir einen Signaltransfer zwischen den ge-
schddigten und den unbehandelten, benachbarten Erlenpflanzen erbrachten, wurde ein
weiteres Freilandexperiment durchgefiihrt. Es basierte auf den in der Zwischenzeit im
Labor neu gewonnenen, eigenen Erkenntnissen. Bei diesem ,,JA-Versuch® (Abb. 23)

wurden getopfte Erlenpflanzen eingesetzt, um einen Signaltransfer zwischen den Pflan-

zen nur iiber die Gasphase zuzulassen.

Jasmonsaureapplikation

Um die Abwehr der Erle wirkungsvoll
zu aktivieren, wurde starke Herbivorie
durch exogene Applikation von Jas-
monsdure simuliert. Von diesem Sig-
nalstoff ist bekannt, da3 er pflanzliche

Abwehrreaktionen auslost und eine

induzierte Resistenz gegen herbivore
FraBlinsekten vermittelt (COHEN et al.

1993; THALER et al. 1996).

Abb: 23: ,JA-Versuch“ mit eingetopften
Alnus glutinosa-Pflanzen. Dargestellt ist eine

Topfgruppe. (Photografiert im August 1995).

5.1.3.1 Relative Blattschidigung

Fiir die Erlenpflanzen ,,Baumnachbar-JA* und ,,Baumnachbar-Kon*“ wurde der im Ver-
lauf der Beobachtungsperiode auftretende Herbivorenschaden in Prozent der gesché-
digten Blattfliche geschitzt und festgehalten. Diese Boniturdaten der relativen Blatt-
schidigung sind als Mittelwert mit Standardfehler in Abb. 24a dargestellt.
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Das AusmaR der Blattschadigung betrug an dem ersten Beobachtungszeitpunkt, einem
Tag vor der Jasmonsdurebehandlung, fiir beide Erlenbdume ,,Baumnachbar-JA*“ und
,Baumnachbar-Kon* ca. 3 %. Ein Unterschied zwischen beiden Baumpositionen war
nicht gegeben. Mit fortschreitender Beobachtungszeit stieg der Fralschaden an den Er-
lenbdumen beider Versuchsbehandlungen an und erreichte am Versuchsende nach 66
Tagen ein Ausmal} von fast 55 % bei ,,Baumnachbar-Kon* und nur 30 % bei ,,Baum-

nachbar-JA*.

Zu allen Zeitpunkten nach den JA-Behandlungen lag das Ausmal3 der Fraschadigung
an den Bdumen der Baumposition ,,Baumnachbar-JA* immer signifikant unter der der
Baumposition ,,Baumnachbar-Kon* (Tab. 11). Somit zeigte die JA-Behandlung einen
deutlichen Einfluf3 auf die Blattqualitdt der benachbarten, unbehandelten Baume, so daf3

diese deutlich weniger von HerbivorenfraBBschiddigung gekennzeichnet waren.

5.1.3.2 Prozentualer Blattwassergehalt

Der prozentuale Blattwassergehalt wurde von den Erlen der Behandlungsvariante
,Baumnachbar-JA* und ,,Baumnachbar-Kon* bestimmt. Die Ergebnisse zu den sieben

Untersuchungszeitpunkten sind in Abb. 24b wiedergegeben.

Der prozentuale Blattwassergehalt belief sich im Mittel auf 65 %. Signifikante Unter-
schiede zwischen den verschiedenen Behandlungsvarianten ,,Baumnachbar-Kon* und
,Baumnachbar-JA* konnten zu keinem Untersuchungszeitpunkt ermittelt werden (Tab.

11).

5.1.3.3 Spezifisches Blattgewicht

Die Ergebnisse der spezifischen Blattgewichtsbestimmung der Erlenbdume ,,Baum-
nachbar-JA* und ,,Baumnachbar-Kon“ zu den einzelnen Beobachtungsterminen, vor
und nach der JA-Applikation, sind in Abb. 24c abgebildet. Das spezifische Blattgewicht
der untersuchten Erlen ,,Baumnachbar-JA* und ,,Baumnachbar-Kon* lag durchschnitt-
lich um 6,5 mg Blatttrockenmasse cm™ Blattfliche. Ein EinfluB der Jasmonsdurebe-
handlung auf das spezifische Blattgewicht der benachbarten Bdume konnte zu keinem

Zeitpunkt wahrgenommen werden (Tab. 11).
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Abb. 24: ,, JA-Versuch®. Indirekte Auswirkungen einer Jasmonsiure (JA)-Behandlung auf die
Parameter (relative Blattschiddigung; prozentualer Blattwassergehalt; spezifisches Blattgewicht;
Blattfestigkeit; Phenolgehalt; gefressene Blattmenge) bei benachbarten, ungeschidigten Alnus glu-
tinosa-Pflanzen. In zeitlichen Intervallen von einem Tag vor der Jasmonsédure-Applikation bis 33 Tage
nach der Behandlung erfolgte eine Bestimmung der Parameter an Erlenpflanzen der Behandlungsvariante
,Baumnachbar-JA*“ und ,,Baumnachbar-Kon“. Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler.
n = 6. Die statistischen Daten des t-Tests sind Tab. 11 zu entnehmen. n.s. = nicht signifikant. * = p < 0,05.
¥ =p <0,01. *** =p <0,001. — a) Relative Blattschddigung [%]. — b) Prozentualer Blattwassergehalt
[%]. — ¢) Spezifisches Blattgewicht [mg cm™]. — d) Blattfestigkeit [mg cm™]. — e ) Phenolgehalt DW ™'
[mg g"]. — f) Gefressene Blattmenge [mg DW].
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Tab. 11: Indirekte Auswirkungen einer Jasmonsiure (JA)-Behandlung auf die Parameter (relative
Blattschiidigung [%]; prozentualer Blattwassergehalt [%]; spezifisches Blattgewicht [mg cm™];
Blattfestigkeit [mg cem™|; Phenolgehalt DW™! [mg g'l]; gefressene Blattmenge [mg DW]) von Alnus
glutinosa-Pflanzen im Freiland (,,JA-Versuch®). Vergleich von ,, Baumnachbar-Kon* und ,,Baumnach-

bar-JA* zu den angegebenen Zeitpunkten. Die statistischen Werte wurden mit Hilfe des t-Tests berechnet.

Die grafische Darstellung der Daten ist in Abb. 24 wiedergegeben.

Untersuchter Parameter Zeitpunkt t P n
Relative Blattschiadigung 1 Tag vor 1. JA-Behandlung 1,047 0,319 12
5 Tage nach 1. JA.-Behandlung 12,241 |<0,001 12

12 Tage nach 1. JA.-Behandlung 8,186 |<0,001 12

33 Tage nach 1. JA.-Behandlung 6,011 [<0,001 12

5 Tage nach 2. JA.-Behandlung 6,344 |[<0,001 12

12 Tage nach 2. JA.-Behandlung 4,243 0,002 12

33 Tage nach 2. JA.-Behandlung 8,809 |<0,001 12

Prozentualer Blattwassergehalt | 1 Tag vor 1. JA-Behandlung 0,691 0,505 12
5 Tage nach 1. JA.-Behandlung 0,509 0,621 12

12 Tage nach 1. JA.-Behandlung -0,299 0,770 12

33 Tage nach 1. JA.-Behandlung -1,595 0,142 12

5 Tage nach 2. JA.-Behandlung -1,430 0,183 12

12 Tage nach 2. JA.-Behandlung -1,243 0,242 12

33 Tage nach 2. JA.-Behandlung -2,169 0,055 12

Spezifisches Blattgewicht 1 Tag vor 1. JA-Behandlung -0,648 0,532 12
5 Tage nach 1. JA.-Behandlung 0,281 0,784 12

12 Tage nach 1. JA.-Behandlung 0,058 0,955 12

33 Tage nach 1. JA.-Behandlung 0,961 0,359 12

5 Tage nach 2. JA.-Behandlung 0,347 0,735 12

12 Tage nach 2. JA.-Behandlung -0,245 0,811 12

33 Tage nach 2. JA.-Behandlung 2,039 0,069 12

Blattfestigkeit 1 Tag vor 1. JA-Behandlung -0,504 0,625 12

5 Tage nach 1. JA.-Behandlung -0,410 0,690 12

12 Tage nach 1. JA.-Behandlung 0,536 0,603 12

33 Tage nach 1. JA.-Behandlung -0,944 0,367 12

5 Tage nach 2. JA.-Behandlung -1,017 0,333 12

12 Tage nach 2. JA.-Behandlung -0,910 0,384 12

33 Tage nach 2. JA.-Behandlung 1,075 0,307 12

Phenolgehalt 1 Tag vor 1. JA-Behandlung -0,619 0,549 12

5 Tage nach 1. JA.-Behandlung -5,113 [ <0,001 12

12 Tage nach 1. JA.-Behandlung -3,127 0,010 12

33 Tage nach 1. JA.-Behandlung -3,483 0,006 12

5 Tage nach 2. JA.-Behandlung -4,088 0,002 12

12 Tage nach 2. JA.-Behandlung -2,719 0,022 12

33 Tage nach 2. JA.-Behandlung -2,633 0,025 12

Gefressene Blattmenge 1 Tag vor 1. JA-Behandlung -0,035 0,973 12
5 Tage nach 1. JA.-Behandlung 3,415 0,007 12

12 Tage nach 1. JA.-Behandlung 8,014 |<0,001 12

33 Tage nach 1. JA.-Behandlung 8,906 |<0,001 12

5 Tage nach 2. JA.-Behandlung 3,992 0,002 12

12 Tage nach 2. JA.-Behandlung 3,808 0,034 12

33 Tage nach 2. JA.-Behandlung 5,344 1<0,001 12
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5.1.3.4 Blattfestigkeit

In der Grafik (Abb. 24d) sind die Mittelwerte mit Standardfehler der Blattfestigkeitsbe-
stimmung der untersuchten Erlen ,,Baumnachbar-JA* und ,,Baumnachbar-Kon* zu den
sieben Beprobungsterminen wiedergegeben. Die Blattfestigkeit der untersuchten Erlen
der Position ,,Baumnachbar-JA* und ,,Baumnachbar-Kon* betrug beim ersten Termin
durchschnittlich 850 mg cm™. Sie stieg innerhalb der folgenden 33 Tage fiir beide Er-
lenpositionen leicht an. Nach der zweiten Jasmonsdurebehandlung fielen die Werte der
Festigkeit bis zum Ende der Beobachtungsperiode leicht ab. Die Jasmonsédureapplika-
tion zeigte keine klaren Auswirkungen auf die Blattfestigkeit der benachbarten Baume

,Baumnachbar-JA* (Tab. 11).

5.1.3.5 Phenolgehalt

In Abb. 24e sind die Mittelwerte mit Standardfehler der Phenolbestimmungen fiir die
Erlenpflanzen ,,Baumnachbar-JA*“ und ,,Baumnachbar-Kon“ zu den sieben
Untersuchungszeitpunkten dargestellt. An dem ersten Beobachtungszeitpunkt konnte
ein Phenolgehalt von ca. 6 mg g Blatttrockengewicht fiir beide Erlenbaumpositionen
bestimmt werden. Die Erlenpflanzen ,,Baumnachbar-Kon* und ,,Baumnachbar-JA* un-
terschieden sich nicht signifikant in ihren Phenolgehalten voneinander. Aber im
zeitlichen Verlauf stiegen die Werte fiir ,,Baumnachbar-Kon* auf das Dreifache und fiir
,Baumnachbar-JA* auf das Sechsfache an. An den folgenden sechs Beobachtungster-
minen konnte ein signifikanter Einflu der JA-Behandlung beim ,,Baumnachbar-JA*

nachgewiesen werden (Tab. 11).

5.1.3.6 Fralpriferenz von Agelastica alni

Die Ergebnisse der Laborversuche zur Frafpriferenz von A. alni-Larven zwischen
Blattern unterschiedlicher Baumposition ,,Baumnachbar-JA* und ,,Baumnachbar-Kon*
sind in Abb. 24f abgebildet. Fiir die Blétter, die bei der Erstaufnahme gesammelt wur-
den, lag das Trockengewicht der gefressenen Blattmenge bei ca. 3 mg. Dabei zeigten
die Imagines von A. alni keinen Unterschied im FraBverhalten zwischen Blittern der

Baumgruppe ,,Baumnachbar-JA* und ,,Baumnachbar-Kon“. Die FraBBmenge stieg im
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Laufe von zwdlf Tagen fiir die Blattstiicke der Baumposition ,,Baumnachbar-Kon* auf
ca. 4 mg an, wahrend von den Blattstiicken der Baumposition ,,Baumnachbar-JA* deut-
lich weniger als die Hélfte gefressen wurde. Ab dem vierten Beobachtungszeitpunkt
nahm die Menge der konsumierten Blattmenge fiir beide Baumpositionen ,,Baumnach-
bar-JA* und ,,Baumnachbar-Kontrolle* ab. Weiterhin zeigten die A. alni-Imagines einen
deutlichen Unterschied in ihrem Frafverhalten den Blattstiickchen verschiedener
Baumpositionen gegeniiber. Sie konsumierten immer deutlich weniger von den
Blattstiicken der Baumposition ,,Baumnachbar-JA* (Tab. 11). Somit nahm die Jasmon-
saure-Behandlung einen deutlichen Einfluf auf die Blattqualitit der benachbarten, un-

behandelten Baume.

5.1.3.7 Zusammenfassung ,,JA-Versuch*

Mit dem vorliegendem ,JA-Versuch®“ sollte eine Wechselwirkung zwischen
A. glutinosa-Pflanzen dargestellt werden. Es wurde der Frage nachgegangen, ob ,,stark
geschidigte® Pflanzen, deren Abwehrsystem mit einem Elicitor induziert worden war,
iiber die Abgabe von fliichtigen Signalstoffen Resistenzen in ungeschédigten Nachbar-

pflanzen induzieren kdnnen.

Die Untersuchungen der Parameter relative Blattschidigung (a), quantitativer Phenol-
gehalt (b) und konsumierte Blattmenge im Frawahlversuch (c) lieferten Hinweise auf
eine induzierte Abwehr bei den unmittelbar benachbarten Biumen. Das spezifische
Blattgewicht und die Blattfestigkeit der benachbarten Badume erbrachten nach der simu-

lierten Herbivorie dagegen keine signifikanten Verdnderungen.
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5.2 Laborversuche

In Laborversuchen wurden die Mechanismen des Signaltransfers und der Signalinduk-
tion, die fiir die Wechselwirkung zwischen Erlenpflanzen und den Herbivoren in Frage
kommen, ndher untersucht. Die Untersuchungen sollten kldren mit welchen Formen
pflanzlicher Abwehr im Stoffwechsel der Erle zu rechnen ist. Dabei wurden neben den
direkten tiber Herbivorenfrall induzierten Verdnderungen (Kap. 5.2.1, Kap. 5.2.3) die
indirekten - iiber fliichtige Duftstoffe - vermittelten physiologischen Verdnderungen in
ungeschédigten Erlenbléttern untersucht (Kap. 5.2.2). Die Induktion von physiologi-
schen Verdnderungen durch biotische und abiotische StreBfaktoren erfolgt iiber Kaska-
den. Es sollte gekldrt werden, welche endogenen Signalstoffe an der nach Herbivo-
renfral} vermittelten Abwehr beteiligt sind (5.2.4). Weiterhin sollte ermittelt werden, ob
Verbindungen im Regurgitat des Herbivoren eine elicitierende Wirkung zugesprochen
werden konnte (Kap. 5.2.5). Die Auswirkungen induzierter Blattverdnderungen auf die
herbivoren Insekten wurde in FraBwahlversuchen iiberpriift, um Hinweise auf eine in-

duzierte Resistenz zu bekommen (Kap. 5.2.6).

5.2.1 Inkubationsversuche

5.2.1.1 Phenolgehalte

In der ersten Versuchsserie (Phenolassay 1, Kap. 4.4.1.1) wurden die Effekte verschie-
dener Schidigungsvarianten entweder durch den Herbivoren A. alni bzw. simuliert
durch mechanische Verletzung oder nach Applikation von Regurgitat der Herbivoren

auf den Phenolgehalt bestimmt (Abb. 25a).

Der Herbivorenfra3 der A. alni-Larven bewirkte eine 3,8-fache Zunahme der Blattphe-
nole im befressenen Blattgewebe, das nach Fraflschddigung einen Phenolgehalt von
21,78 £2,95 mg g DW aufwies. Auch der FraB des Herbivoren S. /ittoralis vergroBerte
den Phenolgehalt, wobei nur eine 2,2-fache Zunahme des Phenolgehalts erreicht wurde.
Die mechanische Verletzung des Blattgewebes, hervorgerufen durch Lochen mit einem
,Fakir-Stempel®, fithrte zu keinen signifikanten Verdnderungen im Phenolgehalt der

verletzten Blitter. Das Regurgitat, das kurz vor der Applikation von den Larven des
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Erlenblattkéfers frisch gesammelt worden war, verdnderte den Phenolgehalt signifikant
1,5-fach, wenn es auf frisch mechanisch-verletztes Blattgewebe aufgetragen wurde.
Wurde das Regurgitat als wiBrige Losung appliziert, so daB3 eine Aufnahme iiber den
Transpirationssog der Blitter erfolgte, waren die Auswirkungen auf den Phenolgehalt

nicht signifikant (Abb. 25a).
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Abb. 25: Auswirkungen verschiedener Behandlungsvarianten auf den Phenolgehalt von Alnus glu-
tinosa-Blittern nach 72-stiindiger Inkubation. — a) Dargestellt sind Phenolgehalte DW™' [mg g'] unge-
schidigter Blitter (Kontrolle), nach Herbivorenfrall von Agelastica alni- und Spodoptera littoralis-Larven
sowie die Auswirkungen mechanischer Schidigung und die Applikation von A. alni-Larven-Regurgitat,
das entweder auf mechanisch verletzte Blétter (mech.) oder iiber den Transpirationssog appliziert wurde
(gelost). ANOVA (F =29,20, p < 0,001, n = 60). — b) Dargestellt sind Phenolgehalte DW! [mg g'l] unge-
schéadigter Blatter (Kontrolle), nach Herbivorenfral von Agelastica alni-Larven, nach Inkubation mit
Jasmonsédure (JA), Salicylsdure (SA) Ethylen, Methyljasmonat (MeJA) und Methylsalicylat (MeSA).
ANOVA (F = 18,57, p < 0,001, n = 70). Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (p <
0,05, Newman Keuls-Test) an. DW = Trockengewicht.

In einer zweiten Versuchsserie (Phenolassay 2, Kap. 4.4.1.1) wurden die Verdnderun-
gen nach Inkubation mit den verschiedenen Signalstoffen wie Jasmon- und Salicylsdure
sowie mit den fliichtigen Komponenten Ethylen, Methyljasmonat und Methylsalicylat
auf den Phenolgehalt untersucht. Dabei wurden Phenolgehaltsverdnderungen, hervorge-
rufen durch Herbivorenfra3, als Vergleich mit in die Untersuchungen einbezogen (Abb.
25b).

Der Grundgehalt phenolischer Verbindungen in den unbehandelten Erlenbléttern lag bei
dieser Versuchsserie bei 5,23 mg g DW und erhéhte sich nach A. alni-FraB signifikant
2,2-fach. Die octadecanoide Verbindung Jasmonsédure vergroBerte den Phenolgehalt in

einem &dhnlichen Ausmal} wie Herbivorenfraf3schddigung (2,3-fach). Ein signifikanter
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Effekt von Salicylsdure auf Verdnderungen im Phenolgehalt konnte nicht beobachtet
werden (Abb. 25b). Weiterhin wurden die Auswirkungen der fliichtigen Verbindungen
Ethylen, Methyljasmonat und Methylsalicylat auf den Phenolgehalt im Blattgewebe
untersucht. Ethylen verdnderte den Phenolgehalt um den Faktor 2,6 und zeigte somit
den groBten Effekt von allen untersuchten Behandlungsvarianten. Weder Methyljasmo-
nat noch Methylsalicylat beeinfluliten signifikant den Gehalt phenolischer Verbindun-
gen im Blattgewebe (Abb. 25b).

5.2.1.2 Enzymaktivititen

In kurzzeitigen (t = 48 h) und langfristigen (t = 72 h) Inkubationsversuchen wurden ver-
schiedene Behandlungsweisen wie Herbivorenfra3schiddigung, Applikation von Signal-
stoffen (Jasmon- und Salicylsdure) sowie von fliichtigen Duftstoffen wie Ethylen, Me-
thyljasmonat und Methylsalicylat untersucht, um ihre Bedeutung fiir Aktivititsverdnde-
rungen bei den Enzymen Polyphenoloxidase, Lipoxygenase, Peroxidase und Katalase in

dem Blattgewebe von 4. glutinosa zu erfassen.

5.2.1.2.1 Polyphenoloxidase

In der Abb. 26a sind die Ergebnisse der Polyphenoloxidase-Aktivitdtsbestimmung nach
verschiedenen Schidigungsvarianten entweder durch den Herbivoren bzw. simuliert
durch mechanische Verletzung oder nach Applikation von Regurgitat der Herbivoren
dargestellt (Enzymassay 1, Kap. 4.4.1.1). In unbehandelten Erlenbléttern konnte nach
72-stlindiger Inkubation eine Polyphenoloxidase-Aktivitit von 55,12 &+ 2,67 [AE499 min
"mg™! Protein] festgestellt werden, die durch HerbivorenfraB von A. alni-Larven um den
Faktor 3,1-fach sowie von S. littoralis-Larven 2,6-fach signifikant gesteigert wurde. Die
mechanische Verletzung des Blattgewebes, hervorgerufen durch Lochen mit einem
,Fakir-Stempel®, fiihrte zu keinen signifikanten Verdnderungen der Enzymaktivitdt im
Blattgewebe verletzter Blétter gegeniiber unbehandelten Blittern. Das Larvenregurgitat,
das kurz vor der Applikation von den Larven des Erlenblattkifers frisch gesammelt
worden war, verdnderte die Enzymaktivitit signifikant 1,4-fach, wenn es auf frisch

mechanisch verletztes Blattgewebe aufgetragen wurde. Die Applikation des Regurgitats
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als walrige Losung, aufgenommen iiber den Transpirationssog der Blétter, zeigte keine

signifikanten Auswirkungen auf die Enzymaktivitdt der Polyphenoloxidase (Abb. 26a).
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Abb. 26: Auswirkungen verschiedener Behandlungsweisen auf die Polyphenoloxidase-Aktivitit
(PPO-AKktivitit) [AE4, min" mg™” Protein] im Blattgewebe von Alnus glutinosa-Blittern nach unter-
schiedlichen Inkubationszeiten. - a) PPO-Aktivititen ungeschéadigter Blétter, nach Herbivorenfral von
A. alni-und S. littoralis-Larven, sowie die Auswirkungen mechanischer Schadigung und die Applikation
von A. alni-Larven-Regurgitat, das entweder auf mechanisch verletzte Blitter (mech.) oder iiber den
Transpirationssog appliziert wurde (gelost), t = 72 h. ANOVA (F = 75,19, p < 0,001, n = 60). - b) PPO-
Aktivititen ungeschidigter Blatter, nach Herbivorenfrall von A. alni, nach Inkubation mit Ethylen, Me-
thyljasmonat und Methylsalicylat, t = 48 h. ANOVA (F = 31,83, p = 0,00, n = 25). - ¢) PPO-Aktivititen
ungeschadigter Blatter, nach Herbivorenfra3 von A. alni, nach Inkubation mit Jasmonsédure (JA), Salicyl-
saure (SA), Ethylen, Methyljasmonat und Methylsalicylat, t = 72 h. ANOVA (F = 68,23, p < 0,001, n =
70). Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler. Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante
Unterschiede (p < 0,05, Newman Keuls-Test) an. Kontrolle = ungeschédigte Blaitter. MeJA = Methyljas-
monat. MeSA = Methylsalicylat.

Weiterhin wurden die Auswirkungen der Verbindungen Jasmon- und Salicylsdure sowie
die der fliichtigen Verbindungen Ethylen, Methyljasmonat und Methylsalicylat auf die
Enzymaktivitit im Blattgewebe untersucht (Enzymassay 2, Kap. 4.4.1.1). Die fliichtigen
Duftstoffe Ethylen, Methyljasmonat sowie Methylsalicylat verdnderten die
Polyphenoloxidase-Aktivitit im Blattgewebe weder nach 48- noch nach 72-stiindiger
Inkubation (Abb. 26b, c). Jasmonséure steigerte die Enzymaktivitdt signifikant um den
Faktor 1,64 (Abb. 26c). Hingegen zeigte die zweite Signalsubstanz, Salicylsdure, keinen
Effekt (Abb. 26c¢).
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5.2.1.2.2 Lipoxygenase

Abb. 27 stellt die Ergebnisse der Lipoxygenase-Aktivitdtsbestimmung (Enzymassay 3,
4; Kap. 4.4.1.1) nach Herbivorenfrall von 4. alni-Larven sowie nach der Applikation
von Jasmonsdure, Salicylsdure bzw. nach Inkubation mit den fliichtigen Verbindungen
Ethylen, Methyljasmonat und Methylsalicylat graphisch dar. In unbehandelten Erlen-
blattern konnte nach 72-stiindiger Inkubation eine Lipoxygenase-Aktivitit von 456,22 +
23,11 [AE,34 min™ mg” Protein] festgestellt werden (Abb. 27b). Nach Herbivorenfral
von A. alni-Larven vergroBerte sich die Aktivitit signifikant um den Faktor 2,7. Jas-
monsdure steigerte die Enzymaktivitat signifikant 1,7-fach (Abb. 27b). Weder Salicyl-
sdure noch die fliichtigen Duftstoffe Ethylen, Methyljasmonat und Methylsalicylat
zeigten nach 48 und 72 Stunden irgendwelche Auswirkungen auf physiologische Ver-

anderungen der Lipoxygenase-Aktivitit (Abb. 27a, b).
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Abb. 27: Auswirkungen verschiedener Behandlungsweisen auf die Lipoxygenase-Aktivitit (LOX-
AKktivitiit) [AE,;; min” mg” Protein] im Blattgewebe von Alnus glutinosa-Blittern nach zwei ver-
schiedenen Inkubationszeiten. - a) LOX-Aktivititen ungeschidigter Blatter, nach Herbivorenfrall von
Agelastica alni, nach Inkubation mit Ethylen, Methyljasmonat und Methylsalicylat, t = 48 h. ANOVA (F
=421, p=0,012, n = 25). - b) LOX-Aktivititen ungeschidigter Blétter, nach Herbivorenfrall von 4. alni,
nach Inkubation mit Jasmonsédure (JA), Salicylsdure (SA), Ethylen, Methyljasmonat und Methylsalicylat,
t=72 h. ANOVA (F =11,15, p <0,001, n = 70). Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler.
Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,05, Newman Keuls-Test) an. Kontrolle
=ungeschidigte Blétter. MeJA = Methyljasmonat. MeSA = Methylsalicylat
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5.2.1.2.3 Peroxidase

In Abb. 28 sind die Ergebnisse der Peroxidase-Aktivitdtsbestimmung (Enzymassay 5, 6;
Kap. 4.4.1.1) nach Larvenfra3 von 4. alni sowie nach der Applikation von Jasmonsiure,
Salicylsdure bzw. nach Inkubation mit den fliichtigen Verbindungen Ethylen, Methyl-
jasmonat und Methylsalicylat wiedergegeben. Bei den Kontrollen konnte eine Peroxi-
dase-Aktivitdt von 7,06 £ 0,61 [AE47 min’! mg'1 Protein] ermittelt werden, die nach 72-
stindigem Herbivorenfral von A. alni-Larven signifikant um den Faktor 13,7
vergroBert wurde. Jasmonsdure steigerte die Enzymaktivitat signifikant um den Faktor
2,7. Keine Auswirkungen auf physiologische Verdnderungen der Peroxidase zeigten
Salicylsdure und die Duftstoffkomponenten Ethylen, Methyljasmonat und
Methylsalicylat, weder nach 48- noch nach 72-stiindiger Inkubation (Abb. 28a, b).
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Abb. 28: Auswirkungen verschiedener Behandlungsweisen auf die Peroxidase-Aktivitit (POD-Ak-
tivitit) [AE7 min” mg'1 Protein] im Blattgewebe von Alnus glutinosa-Blittern nach zwei verschie-
denen Inkubationszeiten. - a) POD-Aktivititen ungeschédigter Blitter, nach Herbivorenfrall von Age-
lastica alni, nach Inkubation mit Ethylen, Methyljasmonat und Methylsalicylat, t = 48 h. ANOVA (F =
36,73, p = 0,00, n = 25). - b) POD-Aktivititen ungeschédigter Blatter, nach Herbivorenfrall von 4. alni,
nach Inkubation mit Jasmonsédure (JA), Salicylsdure (SA), Ethylen, Methyljasmonat und Methylsalicylat,
t=72h. ANOVA (F =304,70, p < 0,001, n = 70). Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler.
Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,05, Newman Keuls-Test) an. Kontrolle
= ungeschidigte Blétter. MeJA = Methyljasmonat. MeSA = Methylsalicylat.
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5.2.1.2.4 Katalase

In der folgenden Grafik (Abb. 29) sind die Daten der Katalase-Aktivititsbestimmung
(Enzymasay 7, 8; Kap. 4.4.1.1) nach Herbivorenfrall von 4. alni-Larven sowie nach der
Applikation von Jasmonsdure, Salicylsdure bzw. nach Inkubation mit den fliichtigen
Verbindungen Ethylen, Methyljasmonat und Methylsalicylat abgebildet. Nach 72-stiin-
diger Inkubation lag in unbehandelten Erlenbléttern eine Katalaseaktivitdt von 507,22 +
39,22 [AE40 min’! mg'1 Protein] vor. Weder Herbivorenfrall von A. alni-Larven noch
Jasmonsédure, Salicylsdure und die Duftkomponenten Ethylen und Methylsalicylat
beeinfluBten die Katalaseaktivitdt. Nur Methyljasmonat steigerte die Aktivitdt signifi-
kant um den Faktor 2,1 (Abb. 29b). Diese beobachteten Effekte zeichneten sich bereits
nach 48-stiindiger Inkubation mit den Duftstoffen Ethylen, Methylsalicylat und Me-
thyljasmonat ab (Abb. 29a).
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Abb. 29: Auswirkungen verschiedener Behandlungsweisen auf die Katalase-Aktivitit (KAT-Aktivi-
tit) [AE,4 min™ mg™' Protein] im Blattgewebe von Alnus glutinosa-Blittern nach zwei verschiedenen
Inkubationszeiten. - a) KAT-Aktivititen ungeschédigter Blatter, nach Herbivorenfral von Agelastica
alni, nach Inkubation mit Ethylen, Methyljasmonat und Methylsalicylat, t = 48 h. ANOVA (F=4,32,p=
0,01, n = 25). - b) KAT-Aktivititen ungeschadigter Blitter, nach Herbivorenfrall von 4. alni, nach Inku-
bation mit Jasmonsdure (JA), Salicylsdure (SA), Ethylen, Methyljasmonat und Methylsalicylat, t = 72 h.
ANOVA (F=2,70, p=0,021, n = 10). Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler. Verschie-
dene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,05, Newman Keuls-Test) an. Kontrolle = unge-
schadigte Blitter. MeJA = Methyljasmonat. MeSA = Methylsalicylat.
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5.2.1.3 Proteinaseinhibitoraktivitaten

Verschiedene Behandlungsvarianten wie Herbivorenfral3, Applikation von Signalstoffen
(Jasmon- und Salicylsdure, Ethylen, Methyljasmonat und Methylsalicylat) sowie die
Inkubation mit fliichtigen Duftstoffen (Methylanthranilat, cis-3-Hexenylacetat, cis-Jas-
mon, Ocimen, Linalool, Caryophyllen, C;;- und C,;s-Homoterpen) wurden auf ihre
Auswirkungen beziiglich Proteinaseinhibitor-Aktivitidtsverdnderungen untersucht (Kap.
4.4.1.1). Die Aktivititsverainderungen der Proteinaseinhibitoren in den Blittern von
A. glutinosa wurden nach 72-stliindiger Inkubation mittels des Radialdiffusionsassays
quantifiziert. Unbehandelte Blétter von A. glutinosa wiesen eine Grundaktivitit der
Proteinaseinhibitoren von 3,76 + 0,39 pg mg™' Protein g”' FW auf (Abb. 30 ). Nach Her-
bivorenfral von A. alni-Larven erhohte sich diese signifikant auf 20,6 + 2,17 pg mg”
Protein g FW und lag damit 5,5-fach iiber der Aktivitit der Kontrollblitter. Nicht nur
in dem direkt befressenen Blattgewebe, sondern auch in dem Blattgewebe benachbarter,
ungeschidigter Blétter vergroBerte sich die PI-Aktivitdt 3,6-fach, so dal aufgrund eines

systemischen Effekts eine Aktivierung in noch nicht geschidigtem Gewebe erfolgte.
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Abb. 30: Auswirkungen verschiedener Behandlungsweisen auf die Aktivitit von Proteinaseinhibi-
toren (PT) im Blattgewebe von Alnus glutinosa. Dargestellt sind die PI-Aktivititen [ug PI mg" Protein
g FW] ungeschadigter Blitter (Kontrolle), nach HerbivorenfraBl von Agelastica alni-Larven sowie die
systemische Induktion in benachbarten, unbefressenen Bléttern (4. alni, syst.), nach Inkubation mit den
Signalstoffen (Jasmonsdure (JA), Salicylsdure (SA), Ethylen, Methyljasmonat (MeJA) und
Methylsalicylat (MeSA). Die PI-Aktivititsbestimmung erfolgte nach 72-stiindiger Inkubation mit dem
Radialdiffusionsassay mit Trypsin als Proteinase. Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler.
ANOVA (F = 18,91, p < 0,001, n = 64). Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (p <
0,05, Newman Keuls-Test) an. FW = Frischgewicht.
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Der Signalstoff Jasmonsdure vermehrte die Aktivitit der Proteinaseinhibitoren signifi-
kant um den 3,4-fachen Wert (Abb. 30). Dieser Effekt konnte durch Salicylsdure, einer
weiteren Signalsubstanz in der pflanzlichen Abwehr, nicht hervorgerufen werden. Die
Inkubation der Erlenblétter mit den fliichtigen Signalstoffen Ethylen, Methyljasmonat
und Methylsalicylat belegte nur fiir die beiden Verbindungen Ethylen und Methyljas-
monat einen signifikant positiven EinfluB3 auf die Aktivitidt der Proteinaseinhibitoren:
Ethylen vergroBerte die Aktivitit 4,3-fach und Methyljasmonat 3,7-fach.
Methylsalicylat wirkte sich nicht auf die Aktivitit der Proteinaseinhibitoren im Blatt-
gewebe aus. Weiterhin wurden aus dem fraBBinduzierten Erlenduftspektrum (Abb. 38)
einzelne Duftstoffkomponenten, wie z.B. Methylanthranilat, cis-3-Hexenylacetat,
Ocimen, Linalool, Caryophyllen, C;;- (DMNT) und C,;s-Homoterpen (TMTT) beziig-
lich ihrer physiologischen Auswirkung auf die Aktivitdt der Proteinaseinhibitoren ge-
testet. Die Resultate dieser Aktivitidtsbestimmungen der Proteinaseinhibitoren sind in

Abb. 31 dargestellt.
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Abb. 31: Auswirkungen verschiedener Duftstoffe auf die Aktivitit von Proteinaseinhibitoren (PI)
im Blattgewebe von Alnus glutinosa. Dargestellt sind die PI-Aktivititen [ug PI mg"' Protein g FW]
ungeschidigter Blatter (Kontrolle) und nach Inkubation mit verschiedenen Duftstoffen (Methylanthrani-
lat, cis-3-Hexenylacetat, cis-Jasmon, Ocimen, Linalool, Caryophyllen, DMNT und TMTT. Die Aktivi-
titsbestimmung der PI erfolgte nach 72-stiindiger Inkubation mit dem Radialdiffusionsassay mit Trypsin
als Proteinase. Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler. ANOVA (F = 53,66, p < 0,001, n
= 72). Verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (p < 0,05, Newman Keuls-Test) an.
FW = Frischgewicht. DMNT = 4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien (C;;-Homoterpen). TMTT = 4,8,12-Tri-
methyltrideca-1,3,7,11-tetraen (C,s-Homoterpen).
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Fiir die aromatische Verbindung Methylanthranilat, die aliphatische Verbindung cis-3-
Hexenylacetat und fiir die beiden Terpene Linalool und Caryophyllen konnten keine
signifikanten Effekte auf die Aktivititen der Proteinaseinhibitoren nachgewiesen wer-
den (Abb. 31). Hingegen verdnderten cis-Jasmon, das Monoterpen Ocimen und die bei-
den Homoterpene, das C;;- und C;s-Homoterpen, signifikant die Aktivitit der Proteina-
seinhibitoren. Dabei beeinflullte cis-Jasmon die Aktivitit der Proteinaseinhibitoren am
stirksten: Es konnte eine Aktivitit der Proteinaseinhibitoren von 53,18 + 3,99 pg mg™
Protein g FW bestimmt werden, die 14,1-fach iiber der der unbehandelten Blitter lag.
Die Effekte des Monoterpens Ocimen und die des C;;-Homoterpens erreichten nicht
dieses AusmaB. Ocimen vergroflerte die Aktivitit der Proteinaseinhibitoren 8,9-fach
und das C;;-Homoterpen 7,8-fach. Der Einflufl des C;s-Homoterpens war etwa nur halb
so grof3 wie der des Ocimens. Es bewirkte eine 4,7-fache Verdnderung der Aktivitdt der

Proteinaseinhibitoren (Abb. 31).
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5.2.2 ,,Containerversuche*

Container 1 Container 2

fliichtige Signalstoffe

Kontrolle K-Nachbar A. alni A-Nachbar

Abb. 32: Schematische Darstellung zur Versuchsanordnung der Containerversuche. In einem Glas-
gefdBl befand sich ein Erlentrieb, der mit Larven von Agelastica alni besetzt war (,,4. alni®). Um den
frafinduzierten Trieb wurde eine befallsfreie Pflanze ,,A-Nachbar* plaziert, so dafl emittierte Duftstoffe
ungehindert liber den Gasraum zu den ungeschadigten Blittern gelangen konnten. Ein weiterer Glascon-
tainer mit gleichem Versuchsaufbau, aber ohne Larvenfraf}, diente als Kontrolle.

Kann eine befallene Pflanze mit einer benachbarten, befallsfreien Pflanze kommunizie-
ren und sie veranlassen, ihre Abwehrmechanismen zu aktivieren? Dieser Frage wurde
mit Containerversuchen (Kap. 4.4.1.2) nachgegangen, die schematisch in Abb. 32 dar-
gestellt sind. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden die Phenolgehalte, die Aktivitdt oxi-
dativer Enzyme (Polyphenoloxidase, Peroxidase und Lipoxygenase) sowie die von
Proteinaseinhibitoren untersucht. Uber FraBwahlversuche mit A. alni-Larven wurden

Veranderungen der Blattqualitit {iberpriift.

5.2.2.1 Phenolgehalte

Die Untersuchungen der Auswirkungen frafinduzierter Duftstoffe auf unverletztes
Blattgewebe erbrachten quantitative Verdnderungen der Blattphenolmenge. Diese er-
hohte sich in den benachbarten, nicht befallenen Blittern nach 72-stiindiger Inkubation
in den Containern signifikant 1,5-fach (Abb. 33, Tab. 12). Ein solcher Effekt war weder
nach kurzzeitiger Inkubation noch nach 24- oder 48-stiindiger Inkubation feststellbar

gewesen (Abb. 33, Tab. 12).
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Abb. 33: Auswirkungen fraBinduzierter Duftstoffe auf den Phenolgehalt DW™' [mg g”'| ungeschi-
digter Alnus glutinosa-Blitter. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf (t = 3; 6; 12; 24; 48; 72 h) der Aus-
wirkungen fraBBinduzierter Duftstoffe geschidigter A. glutinosa-Blétter (A = Herbivorenfrall von Age-
lastica alni-Larven) auf den Phenolgehalt im Blattgewebe ungeschédigter, benachbarter Bldtter (AN). Als
Kontrolle dienten unbefallene Blatter (K) und ungeschadigte, benachbarte Blatter (KN). Der Phenolgehalt
DW'[mg g '] wurde zu den angegebenen Zeitpunkten t [h] photometrisch bestimmt. Angegeben sind der
Mittelwert und der Standardfehler. DW = Trockengewicht. Die statistischen Daten des gepaarten t-Tests

sind Tab. 12 zu entnehmen. n.s. = nicht signifikant. *** = p < 0,001.

Tab. 12: Auswirkungen fraBinduzierter Duftstoffe auf den Phenolgehalt DW™ [mg g”'| ungeschi-
digter Alnus glutinosa-Blitter. Vergleich von ,Kontrolle und ,,K-Nachbar* vs. ,,A-Nachbar* zu den
angegebenen Inkubationszeiten. Die statistischen Werte wurden mit Hilfe des gepaarten t-Tests

berechnet. Die grafische Darstellung der Daten ist in Abb. 33 wiedergegeben.

Zeitpunkt t p n
3h -0,58 0,571 21
6h -0,99 0,334 21
12h -1,04 0,312 21
24 h -1,21 0,241 21
48 h -1,61 0,124 21
72 h -4,95 1<0,001 21
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5.2.2.2 Enzymaktivititen

Als Folge der 48-stiindigen Inkubation mit fralinduzierten Duftstoffen wurde eine er-
hohte Enzymaktivitdt der untersuchten Enzyme Polyphenoloxidase, Peroxidase und
Lipoxygenase in den benachbarten, nicht befallenen Blittern festgestellt, deren Verén-
derungen in der nachfolgenden Abbildung (Abb. 34) grafisch dargestellt sind. Die En-
zymaktivitdt veranderte sich um das 3,2-fache bei den Polyphenoloxidasen, um das 2,6-

fache bei Lipoxygenasen und um das 4,7-fache bei Peroxidasen.
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L Kontrolle (K) Abb. 34: Auswirkungen fraflinduzierter Duftstoffe auf die Aktivi-
[ K-Nachbar (KN) . . . . v qe

A. alni (A) tit oxidativer Enzyme im Blattgewebe von ungeschadigten Alnus
B A-Nachbar (AN)  glutinosa-Blittern. Dargestellt ist der EinfluB fraBinduzierter Duft-

stoffe geschadigter A. glutinosa-Blatter (A = Herbivorenfrall von Age-

lastica alni-Larven) auf die Aktivitdt oxidativer Enzyme im Blattgewebe ungeschédigter, benachbarter
Blitter (AN). Als Kontrolle dienten unbefallene Blatter (K) und ungeschadigte, benachbarte Blatter (KN).
Die Aktivitdt der Enzyme wurde nach 72-stiindiger Inkubation in den Containern photometrisch be-
stimmt. Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler. - a) Polyphenoloxidase-Aktivitit (PPO)
[AE49 min™ mg™ Protein]. - b) Peroxidase-Aktivitit (POD) [AE,; min™ mg™” Protein]. - ¢) Lipoxygenase-
Aktivitit (LOX) [AE,s4 min™ mg’l Protein]. Die statistischen Daten des gepaarten t-Tests sind Tab. 13 zu
entnehmen. *** =p <0,001.

Tab. 13: Auswirkungen fraflinduzierter Duftstoffe auf die Aktivitiit oxidativer Enzyme im Blattge-
webe von ungeschidigten Alnus glutinosa-Blittern. Vergleich von ,,Kontrolle* und ,,K-Nachbar® vs.
,»A-Nachbar®. Die statistischen Werte wurden mit Hilfe des gepaarten t-Tests berechnet. Die grafische
Darstellung der Daten ist in Abb. 34 wiedergegeben.

untersuchtes Enzym t p n
PPO-AKktivitat -7,79 < 0,001 27
POD-AKktivitét -8,50 < 0,001 27
LOX-Aktivitat -8,91 < 0,001 27
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5.2.2.3 Proteinaseinhibitoraktivitaten

Die quantitative Bestimmung der Aktivitit der Proteinaseinhibitoren in den
A. glutinosa-Blattern erfolgte nach 72-stlindiger Inkubation in den Glascontainern und
wurde mittels des Radialdiffusionsassays ermittelt. Die ermittelten Werte der Aktivitat

der Proteinaseinhibitoren der unterschiedlich behandelten Blétter sind in Abb. 35 darge-

stellt.
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< 27 Duftstoffe geschiadigter 4. glutinosa-
= 0 ] Blétter (4. alni) auf die Aktivitdt von PI

im Blattgewebe ungeschadigter,

Kon  K-Nachbar 4. alni A-Nachbar benachbarter Blétter (A-Nachbar). Als

Kontrolle dienten unbefallene Blétter
(Kon) und ungeschidigte, benachbarte Blétter (K-Nachbar). Die PI-Aktivitdt wurde nach 72-stiindiger
Inkubation in den Containern mit dem Radialdiffusionsassay mit Trypsin als Proteinase bestimmt.
Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler. Die statistische Auswertung erfolgte mit einem
gepaarten t-Test. ,,Kontrolle® und ,, K-Nachbar* vs. ,,A-Nachbar*: t = 3,12, p = 0,0065, n = 18. *** =p <
0,001.

Die Blitter der unbehandelten Erlentriebe wiesen eine PI-Aktivitit von 3,68 £ 1,05 pg
PI mg” Protein g' FW (,,Kontrolle) und von 3,65 + 0,71 pg PI mg" Protein g' FW
(,,K-Nachbar®) auf, wobei sich die PI-Aktivitét nicht signifikant zwischen ,,Kontrolle*
und ,,K-Nachbar* unterschied. Durch Herbivorenfrall stieg die PI-Aktivitdt der ,,A4.
alni“-Blitter um den Faktor 2,8 signifikant auf 10,32 + 1,12 pg PI mg™' Protein g ' FW
an und unter dem Einfluf} dieser befressenen, induzierten Blétter vergréBerte sich in den
benachbarten Blittern ,,A-Nachbar* die PI-Aktivitit 1,9-fach (6,84 £ 0,61 pg PI mg'1
Protein g*1 FW) (,,Kontrolle* und ,,K-Nachbar* vs. ,,A-Nachbar“: t = 3,12, n =18, p <
0,0065).
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5.2.2.4 Zusammenfassung ,,Containerversuche

Die vorliegenden Ergebnisse der ,,Containerversuche® belegen, dall die emittierten
Duftstoffe frainduzierter Erlenblitter bei geniligend hoher, stationdrer Konzentration in
benachbarten, befallsfreien Blittern chemische und physiologische Verdnderungen be-
wirken konnen. Die Erlenblétter reagierten mit einer Vermehrung des Phenolgehalts
und einer Aktivitétssteigerung der Enzyme Polyphenoloxidase, Peroxidase und Lipoxy-

genase sowie von Proteinaseinhibitoren.
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5.2.3  Duftstoffuntersuchungen

Ein zentraler Punkt der Untersuchung bestand in der Charakterisierung der Signale, die
iiber den Luftraum zwischen Erlenpflanzen die Wechselwirkung zwischen geschéddigten
und benachbarten, ungeschéddigten Pflanzen vermitteln. Ferner sollte gekléart werden, ob
potentielle Signalsstoffe, denen auch eine Funktion in der Resistenzinduktion unge-
schiadigter Pflanzen zugesprochen werden kann, sich unter den emittierten Verbindun-
gen befinden. Zur Untersuchung der Verdnderungen in der Gasphase geschadigter
Pflanzen wurden zwei unterschiedliche Analysenmethoden eingesetzt: Die photoakusti-
sche Spektroskopie fiir den empfindlichen, selektiven Nachweis von Ethylen (Kap.
4.4.4.1) und die Closed Loop Stripping-Analyse fiir weitere fliichtige Blattinhaltsstoffe
(Kap. 4.4.4.2).

5.2.3.1 Ethylen

Ein Befall mit den Herbivoren 4. alni fiihrte zu einer Induktion von Ethylen, dessen
Online-Monitoring sowie Quantifizierung iiber die photoakustische Spektroskopie er-
folgte. Die folgende Grafik (Abb. 36) zeigt exemplarisch den zeitlichen Verlauf der
Ethylenfreisetzung von befallenen, d.h. mit 4. alni-Imagines besetzten, und unbefalle-
nen A. glutinosa-Blattern iiber einen Zeitraum von 36 h. Wihrend dieser Zeit konnten
die Herbivoren ungestort an allen angebotenen Bléttern fressen. Ca. zehn Stunden nach
Versuchsstart war bei der Versuchsvariante HerbivorenfraB — nach Abklingen des
»Wundethylens®, welches durch Abschneiden der Erlentriebe hervorgerufen wurde und
auch bei der Kontrolle auftrat - ein langsamer Anstieg in der Ethylenproduktion zu ver-
zeichnen, der nach weiteren sechs Stunden ein deutliches Maximum von 7,5 ppb
Ethylen erreichte. Innerhalb der nidchsten zwolf Stunden nahm das emittierte Ethylen
stetig ab und pendelte sich um einen Wert von 1 ppb ein, der bis zum Versuchsende
(t =36 h) beibehalten wurde. Unbehandelte Erlenblétter zeigten einen anderen Verlauf
in der Ethylenproduktion (Abb. 36). Sehr friih, fast zeitgleich mit dem Start der MeB3-
wertaufnahme setzte auch hier eine starke Produktion des Wundethylens mit einem
Wert von 4,0 ppb ein, der aber nach zwei Stunden wieder auf einen Grundwert von 1

ppb Ethylen abfiel. Fiir die restliche Versuchsdauer blieb die Ethylenproduktion
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konstant bei 1,5 ppb Ethylen und lag damit unter der der befallenen Erlenblétter. Es
zeigte sich also, dal Herbivorie durch A. alni eine deutliche Steigerung der Ethylenbio-

synthese induziert.

Ethylen [ppb]

Zeit [h]

Kontrolle

Ethylen [ppb]
S = N W A U N 9 0

16 20 24 28 32 36
Zeit [h]

Abb. 36: Zeitlicher Verlauf der Ethylenfreisetzung [ppb] von Alnus glutinosa-Blittern nach Herbi-
vorenfrafl von Agelastica alni-Imagines. — a) Imaginesfral von 4. alni (3 Tiere pro Blatt). — b) unge-
schadigte Blétter (Kontrolle). Der Nachweis und die Quantifizierung der emittierten Ethylenmengen
erfolgte iiber die photoakustische Spektroskopie. Versuchszeitraum t = 36 h.

In einem zweiten Experiment erfolgte eine Langzeituntersuchung des induzierten
Ethylenprofils der Blitter von 4. glutinosa unter Fral von A. alni-Larven, das in
Abb. 37 dargestellt ist. Die Ethylenproduktion unterlag in dem 72-stiindigen
Experiment einem ,,Rhythmus®, wobei in der Dunkelphase, von Mitternacht bis in den
Morgen, das Optimum der Emission lag. Mit dem Einsetzen des Lichts fiel die
Emissionsrate iiber die Tagesstunden hin ab und stieg erst wieder mit dem Einsetzen der
Dunkelphase an. Das erste Ethylenoptimum lag bei ca. 3 ppb, die anderen beiden
Ethylenoptima lagen bei ca. 7 ppb Ethylen. Der Peak bei t = 30 h wurde durch einen
technischen Geritefehler verursacht. Unbehandelte Erlenblétter gaben ca. 1 ppb Ethylen
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ab, und im Verlauf der Ethylenproduktion war kein ,,Rhythmus* zu erkennen (Daten

nicht abgebildet).
10
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Abb. 37: Zeitlicher Verlauf der Ethylenabgabe [ppb] von Alnus glutinosa-Blittern nach Herbivo-
renfrafl von Agelastica alni-Larven (3 Tiere pro Blatt) iiber einen Zeitraum von t = 72 h. Die grau
hinterlegten Felder geben die Dunkelphase von 22% bis 8" an. Der Nachweis und die Quantifizierung der
emittierten Ethylenmengen erfolgte mittels photoakustischer Spektroskopie. Der Peak bei t = 30 h wurde

durch einen Geritefehler verursacht.

5.2.3.2 Fliichtige Blattinhaltsstoffe

Fiir die weitere Untersuchung fliichtiger Verbindungen, die von geschidigten Erlen
abgegeben werden, schlossen sich Closed Loop Stripping Analysen an. Dabei wurden
die emittierten Duftstoffe im geschlossenen System auf einen Aktivkohlefilter gesam-
melt, mit Dichlormethan eluiert und mittels GC-MS identifiziert.

Es ist zunachst gelungen, eine induzierte Bildung fliichtiger Synomone fiir A. glutinosa
zu belegen. Ein Duftprofil von Blittern der Schwarzerle nach Fraflschddigung von A.
alni stellt Abb. 38 dar. Das von der Schwarzerle emittierte Duftbouquet setzte sich aus
verschiedenen Duftkomponenten zusammen, die bei einer unverletzten Pflanze nicht
gefunden wurden. Basierend auf der biosynthetischen Herkunft konnen die emittierten
Duftstoffe verschiedenen Verbindungsklassen zugeordnet werden: lipoxygenaseabge-

leitete Produkte von ungesittigten Fettsduren wie 3-Hexenylacetat oder Decanal, aro-
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matische (Phenylalanin-Ammonia-Lyase (PAL)-abgeleitete) Verbindungen wie Me-
thylanthranilat, Methylsalicylat und Indol. Den mengenméaBig groBten Anteil besitzen
die Terpene B-Ocimen, Linalool, 4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien, 4,8,12-Trimethyltri-
deca-1,3,7,11-tetraen, Caryophyllen, Farnesen, Humulen, C;oH4 und C,oH;0.

Kontrolle

Alnus glutinosa

- : : T : - ; : T Y ; ; T : T . T
200 400 600 800 Zeit [scans]

4,8,12-Trimethyltrideca-

""""" Methylsalicylat 1.3.7,11-tetraen (TMTT)

OH

Cufls, COOCH
| oy L
Herbivorenfral3 Famesen |
:‘ N
Agelastica alni Caryophyllen * g
C]OHI(»O
N
4,8-Dimethylnona-
1,3,7-trien (DMNT)
Linalool ™
. Humulen
B-Ocimen Methyl-
anthranilat
Hexenyl- N
acetat ., Indol

T : T T T T ‘ T T T ‘ T T T i
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Abb. 38: Gaschromatographisches Profil der fliichtigen Komponenten des Duftes von Alnus gluti-
nosa nach Herbivorenfrall von Agelastica alni-Larven. Folgende Zuordnungen konnten getroffen
werden: 3-Hexenylacetat; B-Ocimen; Linalool; 4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien (DMNT); C;oH;4; Methyl-
salicylat; CigH40; Indol; Methylanthranilat; Caryophyllen; Farnesen; 4,8,12-Trimethyltrideca-1,3,7,11-
tetraen (TMTT); Humulen.

In zusdtzlichen Analysen erfolgte eine zeitabhidngige Untersuchung des induzierten
Duftprofils der Blitter von 4. glutinosa unter Fral3 von A. alni. Diese Ergebnisse der

zeitabhéngigen Emission fiir die sechs Duftstoffgruppen Ocimen; (Linalool; DMNT;
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CioH14); CioH160; Verbindung RT 15,8; Farnesen; Verbindung RT 34,9 nach Herbivo-

renfral} fiir den Zeitraum von 99,9 Stunden sind in Abb. 39 zusammengestellt.
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Abb. 39: Zeitlicher Verlauf der induzierten Duftstoffgruppen Ocimen, (Linalool; DMNT; C;(Hy,);
C1yH60; Verbindung RT 15,8; Farnesen; Verbindung RT 34,9 von Alnus glutinosa bei Fral} von
Agelastica alni-Larven iiber einen Zeitraum von t = 6000 min. Das Online-Monitoring der abgegebe-
nen Duftstoffe erfolgte mittels zZNose' ™. Grau-hinterlegte Felder: Nachtphase von 22% bis 7 Uhr. Ange-

geben sind die relativen Duftstoffmengen.

Mit Aufnahme der FraBaktivitit der Herbivoren A. alni begann die Duftproduktion, die
mit fortschreitender Frazeit zunahm. Die Emission der fliichtigen Sekundidrmetaboliten
unterlag dabei einem ,,Tag-Nacht-Rhythmus“. In den Nachtphasen, jeweils von 22 bis
7% Uhr, nahm die Duftproduktion aller untersuchten Duftstoffe kontinuierlich ab. Mit
Einsetzen der Lichtphase startete auch wieder die Duftemission, wobei innerhalb weni-
ger Stunden das Optimum in der abgegebenen Duftmenge erreicht wurde. Die emittier-
ten Duftmengen aller untersuchten Duftgruppen erreichten am dritten Tag ihr groftes
Ausmal, wobei die Ocimen- und Farnesenmengen deutlich {iber den Mengen der iibri-
gen Duftstoffe lagen. Danach nahmen die produzierten Duftmengen deutlich ab; Aus-
nahmen bildeten dabei die Substanzen Ocimen und Farnesen, deren abgegebene Menge

am vierten Tag der Menge dhnelte, die auch am dritten Tage abgegeben worden war.
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In weiteren Experimenten erfolgte nun die Priifung, ob unterschiedliche Varianten der
Schéadigung sich auf das von den Erlen emittierte Duftspektrum auswirken. Wurden die
Blatter der Testpflanzen mit einem ,Fakir*“-Stempel gelocht, so wurde durch diese
mechanische Verletzung nicht das Duftbouquet induziert, das ein Herbivorenfral3 verur-
sachte. In Spuren konnten cis-3-Hexenylacetat sowie Decanal nachgewiesen werden.
Die externe Applikation von Jasmonsdure an die Pflanzen induzierte dhnliche Duft-
muster wie der Befall mit Herbivoren. Dennoch gab es Unterschiede zwischen fraf3- und
jasmonatinduziertem Duftmuster, die in Differenzen relativer Anteile einzelner Verbin-
dungen bestanden. Weiterhin konnten nur Spuren von MeSA, DMNT und TMTT analy-
siert werden. Im CLS-Duftspektrum nach exogener Salicylsdureapplikation wurden in
Spurenanteilen einige Terpene gefunden. Methylsalicylat stellte die Hauptkomponente

dar.
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5.2.4  Quantifizierung von Jasmon- und Salicylsiure

Als Reaktion auf Herbivorie emittieren Erlenpflanzen fliichtige Verbindungen (Kap.
5.2.3.2). Die Synthese dieser Verbindungen kann durch octadecanoide Signalstoffe wie
z.B. Jasmonsdure ausgelost werden (PIEL et al. 1997). Fiir A. glutinosa sollte daher ge-
klart werden, wie hoch die erreichten endogenen Konzentrationen der Signalstoffe Jas-
mon- und Salicylsdure in befallenen und unbefallenen Bléttern sind und vor allem,
welcher Kinetik die Biosynthese dieser Phytohormone unterliegt. Die Daten dieser Jas-
mon- und Salicylsdurebestimmung sind in Abb. 40a und b fiir unbehandelte und mit
Herbivoren besetzten Blitter von A. glutinosa dargestellt.
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Abb. 40: Zeitlicher Verlauf der endogenen Jasmonsiure- und Salicylsiurekonzentration im Blatt-
gewebe von Alnus glutinosa ohne Herbivorie (= Kontrolle) und nach Herbivorenfrafl von Agelastica
alni-Larven iiber einen Zeitraum von 50 Stunden. - a) Jasmonsiuregehalt (JA) [ng g' FW] geschi-
digter und ungeschidigter Blitter. - b) Salicylsiuregehalt (SA) [ng g FW] geschidigter und ungeschi-
digter Blatter. Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler (n = 4). Der Nachweis und die
Quantifizierung des endogenen Jasmon- und Salicylsduregehalts erfolgte mittels GC-MS. FW = Frisch-

gewicht.

Als Ausgangsgehalt konnte ein Jasmonsdurewert von ca. 19 ng g FW ermittelt werden.

Mit fortschreitender Fraldauer der Larven war ein deutlicher Anstieg des endogenen
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Jasmonsduregehalts zu verzeichnen, der bereits nach 7,5 Stunden ein erstes Maximum
von 1610 ng g FW erreichte (Abb. 40a). Danach fiel der Jasmonsiuregehalt wieder ab
und schwankte um einen Wert von 146 ng g FW. Nach 45 h FrafBzeit kam es zu einem
zweiten Anstieg in den ermittelten Jasmonsdurewerten, der aber deutlich kleiner war als
der erste und der nach 48 Stunden einen Wert von 680 ng g FW erreichte. Danach
konnte wieder eine Abnahme im Jasmonsduregehalt verzeichnet werden. Die Bestim-
mung des Jasmonsduregehalts der unbefallenen Blitter zeigte nicht den gleichen
zeitlichen Verlauf wie die der befallenen Blétter (Abb. 40a). Die Jasmonsduremengen
stiegen zwar zu Anfang auch bei den Kontrollen leicht an, lagen aber immer deutlich

unter denen der befressenen Blatter.

Der Grundwert des endogenen Salicylsduregehalts lag zu Beginn der Zeitreihe fiir die
Kontrollblitter bei ca. 544 ng g’ FW und fiir die geschidigten Blitter bei ca. 874 ng g™
FW (Abb. 40b). Die beiden Gruppen unterschieden sich nicht in ihrem Salicylsdurege-
halt. Mit fortschreitender FraBdauer war jedoch ein minimaler Anstieg der Salicylsdure-
konzentrationen zu verzeichnen. Zu einzelnen Zeitpunkten, t = 15 h und t = 27 h, wur-
den hohe Salicylsduregehalte beobachtet. Zu allen untersuchten Zeitpunkten lagen die
ermittelten Salicylsduregehalte der unbefallenen Blitter immer unter denen der befalle-

nen Blitter.
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5.2.5 Charakterisierung des Regurgitats von Agelastica alni-Larven

5.2.5.1 Chemische Untersuchungen

Das Regurgitat von A. alni-Larven wurde untersucht, um Informationen iiber die
chemische Zusammensetzung zu erhalten. Im Regurgitat von Lepidopterenlarven nach-
gewiesene Acylglutaminkonjugate wie z.B. das Volicitin werden als Elicitoren
pflanzlicher ~Abwehrreaktionen, besonders fiir die De-novo-Biosynthese von
Duftstoffen, diskutiert (ALBORN et al. 1997). Es sollte daher iiberpriift werden, ob
Verbindungen wie das Volicitin oder strukturverwandte Acylaminosduren auch in dem

Speichel von A. alni vorkommen.

Das Larvenregurgitat war eine gelb-braunliche Fliissigkeit, die meistens in klarer, gelb-
brauner Farbe erscheint (Abb. 41la). Lichtmikroskopische Untersuchungen von
Ausstrichen des Regurgitats zeigten, dafl auch feste Bestandteile im Speichel zu finden
waren: Identifiziert werden konnten kleine Blattstiickchen und weitere Fragmente der
pflanzlichen Nahrung (Abb. 41b, ¢). Weiterhin konnten auch Mikroorganismen erkannt

werden, die sich durch eine schnelle Beweglichkeit auszeichneten.

Abb. 41: Makroskopische Untersuchungen des Regurgitats von Agelastica alni-Larven. Legende
siche néchste Seite.
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Legende zu Abb. 41: Makroskopische Untersuchungen des Regurgitats von Agelastica alni-Larven.
- a) Gesammeltes Regurgitat von A. alni-Larven in einer Glaskapillare. Die Fliissigkeit erscheint in gelb-
brauner Farbe. - b) Lichtmikroskopische Aufnahme der Regurgitatfliissigkeit. Die Losung wies neben
noch nicht zersetzten Zellfragmenten der pflanzlichen Nahrung auch Mikroorganismen auf. - ¢) Detailan-
sicht: Zellfragment aus der pflanzlichen Nahrung.

Zur chemischen Analyse des Regurgitats wurde die Hochleistungsfliissigchroma-
tographie in Kombination mit einem Massenspektrometer verwendet. In der Abb. 42
(oben) ist das HPLC-Chromatogramm (Totalionenstrom bzw. Ionenspur m/z = 405) des
Regurgitats von A. alni-Larven dargestellt. Zum Vergleich dazu wurde ein HPLC-
Chromatogramm des Regurgitats von S. littoralis-Larven, abgebildet (Abb. 42, unten;

von Dieter Spiteller (MPI fiir Chemische Okologie, Jena) zur Verfiigung gestellt).
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Abb. 42: HPLC-Chromatogramme von Regurgitaten zweier herbivorer Insekten. - a) Totalio-
nenstromchromatogramm (TIC) des Regurgitats von Agelastica alni-Larven nach FraB auf Alnus gluti-
nosa-Blattern. - b) Tonenspur m/z 405 des Regurgitats von A4. alni-Larven nach Fral auf Erlenbléttern. -
¢) Totalionenstrom des Regurgitats von Spodoptera littoralis nach Fraf3 auf synthetischer Diit. - d)
Ionenspur m/z 405 des Regurgitats von S. littoralis nach Fral auf synthetischer Didt. Folgende Zuord-
nungen konnten getroffen werden Verbindung 1 = unbekannt; (a) Volicitin, (b) Linolenoylglutamin, (c)
Linoylglutamin, (d) 17 Linolenoxylinolenoylglutamin, (e) 17 Linolenoxylinoylglutamin. m/z = lonen-

masse/lonenladung.
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Vergleicht man die beiden HPLC-Chromatogramme von A. alni (Abb. 42a, b) mit
S. littoralis (Abb. 42c, d) miteinander, so lassen sich deutliche Unterschiede erkennen.
Die bereits aus dem Regurgitat von S. littoralis-Raupen identifizierten Verbindungen
wie Volicitin (17-Hydroxylinolenoylglutamin) (a), Linolenoylglutamin (b), Linoylglu-
tamin (c), 17 Linolenoxylinolenoylglutamin (d) und 17-Linolenoxylinoylglutamin (e)
konnten aufgrund ihrer Retenstionszeit und der MS-Spektren nicht im Regurgitat von 4.
alni nachgewiesen werden.

Dennoch erschien eine Verbindung, Verbindung 1 (Abb. 42 a, b), aus dem Regurgitat
von A. alni aufgrund ihres APCI-MS Spektrums (Abb. 43) interessant, da ihr Massen-
spektrum zahlreiche Ionen (m/z = 130, 147, 259, 405) aufwies, die auch bei Volicitin zu
finden sind (Abb. 44).
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Abb. 43: APCI-MS Spektrum von Verbindung 1 aus dem Regurgitat von Agelastica alni-Larven.
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Abb. 44: APCI-MS Spektrum des Volicitins aus dem Regurgitat von Spodoptera littoralis-Larven.
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Die Struktur von Verbindung 1 konnte bisher nicht aufgeklart werden. Trotz der sehr
dhnlichen APCI-Massenspektren scheint keine enge Verwandtschaft zu Acylglutamin-
konjugaten vorzuliegen, da MS/MS-Experimente (Micromass Quattro II) eher auf eine

Dimerisierung von einem Molekiil mit [M+H]" 276 zu 551 hindeuten.

5.2.5.2 Elektrophysiologische Untersuchungen zur Membranaktivitat

Die Emission bestimmter Duftstoffkomponenten konnte bei Phaseolus lunatus durch
Alamethicin induziert werden (ENGELBERTH et al. 2000). Dieses Peptaibol ist in der
Lage, H'-selektive Ionenkanile zu bilden, die zu einer Duftinduktion fithren. Da die
Duftinduktion bei der Schwarzerle durch Herbivorenfrall von A. al/ni induziert werden
kann, sollte in In-vitro-Studien mit der Technik der ,,black lipid membranes* untersucht
werden, ob dem Regurgitat der Larven membran-verdndernde Eigenschaften

zugesprochen werden konnen.

Nach Zugabe des Larvenregurgitats von 4. alni in die Elektrolytlosung verdnderte sich
die Leitfdhigkeitseigenschaft der Membran (Abb. 45). Dabei konnten zehn Minuten
nach Zugabe des Regurgitats ca. einige zehntel Sekunden lang Verdnderungen in der
Leitfihigkeit gemessen werden, die auf Offnungsereignisse von Ionenkanilen hindeu-
teten (Abb. 45b). Mit fortschreitender Inkubationszeit verdnderte sich die Leitfdhig-
keitseigenschaft der Membran so, daB keine Offnungsereignisse mehr erkannt werden
konnten (Abb. 45¢). Nach 20-miniitiger Inkubation wurde die Membran zerstort, weil
die Leitfdhigkeit einen so hohen Wert erreicht hatte. Dieses Verhalten des
Larvenregurgitats von A. alni an der kiinstlichen Membran bestitigte sich in mehreren

Versuchswiederholungen.
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Abb. 45: Einfluf} des Agelastica alni-Regurgitats (nach Fraf} auf Alnus glutinosa-Blittern) auf die

biophysikalischen Eigenschaften der kiinstlichen bimolekularen Membran. - a) Stromfluktuations-

spur vor der Zugabe der Regurgitats. - b) Stromfluktuationsspur nach Zugabe der Regurgitats, t = 10 min.

- ¢) Stromfluktuationsspur nach Zugabe der Regurgitats, t = 20 min. Die resultierenden Stromfluktuati-

onsspuren wurden bei einem angelegten Membranpotential von + 50 mV aufgezeichnet. Das Regurgitat

wurde jeweils dem trans-Kompartiment der MeBkiivette zugesetzt.

AnschlieBend wurde

Elektrolytlosung 1 min geriihrt. Elektrolytldsung: 100 mM KCI, 20 mM Hepes, pH 7.,0.

die
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5.2.6  FralBlpriferenz von Agelastica alni

Um die Auswirkungen physiologischer Verdnderungen im Blattgewebe von A. gluti-
nosa, induziert durch die Applikation verschiedener Signalstoffe wie Jasmonsdure, Sali-
cylséure, Ethylen, Methyljasmonat, Methylsalicylat auf den Herbivoren 4. alni zu tes-
ten, wurden FraBwahlversuche durchgefiihrt. In den Frawahlversuchen wurde den Lar-
ven von A. alni jeweils ein Blattstiick von unbehandelten (= Kontrolle) und von behan-
delten Testblittern angeboten (Ubersicht Tab. 4, Kap. 4.4.7). Als Versuchsergebnis

wurde das Trockengewicht der konsumierten Blattmenge bestimmt (Kap. 4.3.4.3).

Versuch 1: ,,Kontrolle 1° vs. ,, Kontrolle 2

In der ersten Versuchsvariante, einem Vorversuch zur Uberpriifung des Biotestsystems,
wurden den Larven von A. alni zwei Blattstiicke von unbehandelten Bléttern ,,Kontrolle
1 sowie ,,Kontrolle 2 angeboten. In ihrem FraBverhalten zeigten die Larven keine
Priaferenz zwischen den Blattstiickchen (Abb. 46a). Sie konsumierten von beiden ange-
botenen Blattstiicken eine dhnliche Blattmenge von 2,13 + 0,33 mg DW (,,Kontrolle 1)
und 2,89 + 0,35 mg DW (,,Kontrolle 2*). Ein signifikanter Unterschied in der gefresse-
nen Menge wurde nicht ermittelt (,,Kontrolle 1 vs. ,,Kontrolle 2, t = -1,68, p = 0,103,
n = 60).

Versuche 2 und 3: , Kontrolle* vs. ,,JA*

In der zweiten Versuchsvariante wurde den Larven ein Stiick eines unbehandelten
Blattes ,,Kontrolle* und das Stiick eines mit Jasmonsdure inkubierten Blattes (t = 43 h)
angeboten. Die ermittelten Trockengewichte der gefressenen Blattmengen sind in Abb.
46b grafisch dargestellt. Die Larven fraBen von den mit JA-behandelten Blittern ca.
0,21 = 0,04 mg DW und von den unbehandelten Bléttern etwa dreimal so viel (0,65 +
0,06 mg DW) (,,Kontrolle* vs. ,, JA*, t = 7,66, p < 0,001, n = 40).
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Abb. 46: FraBwahlversuche mit Agelastica alni-Larven zur Uberpriifung der Blattqualitit von
Alnus glutinosa-Blittern nach Behandlung mit den Induktoren Jasmon- und Salicylsiure. Darge-
stellt ist das Trockengewicht (DW [mg]) der gefressenen Blattfliche der unbehandelten Erlenblétter
(Kon) und der Testblatter nach 18-stiindiger Biotestdauer. - a) unbehandelte Erlenblétter nach 48-stiindi-
ger Inkubation mit Wasser. - b) behandelte Erlenblatter nach 43-stiindiger Inkubation mit Jasmonsédure
(JA, 1 mM). - ¢) behandelte Erlenblétter nach 67-stiindiger Inkubation mit Jasmonséure (JA, 1 mM). - d)
behandelte Erlenblatter nach 43-stiindiger Inkubation mit Salicylsdure (SA, 1 mM). - e) behandelte Erlen-
bldtter nach 67-stiindiger Inkubation mit Salicylsdure (SA, 1 mM). Pro Petrischale wurde eine Larve von
A. alni eingesetzt. Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler. Die statistischen Daten des
gepaarten t-Tests sind Tab. 14 zu entnehmen. *** =p <0,001.

Tab. 14: FraBwahlversuche mit Agelastica alni-Larven zur Uberpriifung der Blattqualitit von Al-
nus glutinosa-Blittern nach unterschiedlichen Behandlungen. Vergleich von ,,Kontrolle* und ,,Test-
blatt“. Die statistischen Werte wurden mit Hilfe des gepaarten t-Tests berechnet.

Versuch | Vergleich zwischen Blattstiicken unter- t P n
schiedlicher Behandlung
1 Kontrolle vs. Kontrolle -1,68 0,103 60
2 Kontrolle vs. JA 7,66 < 0,001 40
3 Kontrolle vs. JA 10,44 < 0,001 60
4 Kontrolle vs. SA 8,31 < 0,001 60
5 Kontrolle vs. SA 15,56 < 0,001 60
6 Kontrolle vs. Ethylen 6,57 < 0,001 60
7 Kontrolle vs. MeJA 7,31 <0,001 60
8 Kontrolle vs. MeSA 8,79 < 0,001 60
10 Kontrolle und K-Nachbar vs. A-Nachbar 12,18 < 0,001 105
11 Kontrolle und K-Nachbar vs. A-Nachbar 8,28 < 0,001 105
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Fiir die dritte Versuchsvariante wurde die Inkubationszeit verdndert (t = 67h). Die ge-
fressene Blattmenge der Kontrollblattstiicke (3,82 + 0,27 mg DW) unterscheidet sich
signifikant von der der Jasmonséureblattstiicke (1,11 + 0,17 mg DW) (,,Kontrolle vs.
HJA“ t=10,44, p < 0,001, n = 60) (Abb. 46¢). Somit bestitigt sich der schon in Ver-
such 2 beobachtete Effekt: Jasmonsdure induzierte Verdnderungen im pflanzlichen

Stoffwechsel, die sich negativ auf das Fra3verhalten von A. alni auswirkten.

Versuche 4 und 5: , Kontrolle* vs. ,,.SA*

Bot man den Larven von A. alni im Fralwahlversuch ein unbehandeltes Blattstiick und
ein kurzzeitig (t = 43 h) mit Salicylsdure inkubiertes Blattstiick an, so fralen die Tiere
signifikant weniger von den behandelten Bléttern (Abb. 46d) (,,Kontrolle* vs. ,,SA®, t =
8,31, p<0,001, n=60).

Wurden die Blétter fiir 67 Stunden mit Salicylsdure inkubiert und anschlieBend im
FraBwahlversuch den A. alni Larven angeboten, so dhnelte das Fra3verhalten dem der
vorherigen Versuchsvariante (Abb. 46¢). Die Tiere fralen mit 0,61 = 0,09 mg DW ge-
fressener Blattmenge der SA-behandelten Blattstiicke deutlich weniger als von den un-
behandelten Blattstiicken (3,71 = 0,17 mg DW) (,,Kontrolle* vs. ,,SA®, t = 15,56, p <
0,001, n = 60).

Versuch 6: ,,Kontrolle* vs. ,,Ethylen*

Dieser FraBBwahlversuch wurde mit Erlenbléttern durchgefiihrt, die 48 Stunden mit
Ethylen inkubiert worden waren. Die Laven von 4. alni konsumierten deutlich weniger
von den mit Ethylen inkubierten Bléttern (0,23 + 0,03 mg DW) als von den unbehan-
delten Blittern (0,67 + 0,06 mg DW) (,,Kontrolle vs. ,,Ethylen”, t = 6,57, p < 0,001, n =
60) (Abb. 47a). Die Inkubation mit Ethylen induzierte Verdnderungen im pflanzlichen

Stoffwechsel, die sich fraBmindernd auf den Herbivoren auswirkten.

Versuch 7: , Kontrolle* vs. ,,MeJA*

Die ermittelten Trockengewichte der gefressenen Blattmengen von Bléttern nach 48-
stiindiger Inkubation mit MeJA sind in der Abb. 47b dargestellt. Die Larven von 4. alni
fralen von den mit Methyljasmonat behandelten Bléttern ca. 0,69 + 0,08 mg DW und

von den unbehandelten Blittern etwa doppelt so viel (1,58 = 0,10 mg DW) (,,Kontrolle*
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vs. ,MeJA“, t="7,31, p <0,001, n = 60). Das fliichtige Methyljasmonat induzierte Ver-
anderungen im pflanzlichen Stoffwechsel, so daB3 fraBmindernde Auswirkungen auf den

Herbivoren zu ermitteln waren.
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Abb. 47: FraBwahlversuche mit Agelastica alni-Larven zur Uberpriifung der Blattqualitit von
Alnus glutinosa-Blittern nach Behandlung mit den fliichtigen Induktoren Ethylen, Methyljasmonat
(MeJA) und Methylsalicylat (MeSA). Dargestellt ist das Trockengewicht (DW [mg]) der gefressenen
Blattflache der unbehandelten Erlenblétter (Kon) und der Testblatter nach 18-stiindiger Biotestdauer. - a)
behandelte Erlenblédtter nach 48-stiindiger Inkubation mit Ethylen. - b) behandelte Erlenblétter nach 48-
stiindiger Inkubation mit Methyljasmonat (MeJA). - ¢) behandelte Erlenblétter nach 48-stiindiger Inkuba-
tion mit Methylsalicylat (MeSA). - d) behandelte Erlenblétter nach 48-stiindiger Inkubation mit Methyl-
jasmonat bzw. Methylsalicylat (ANOVA F = 21,69, p < 0,001, n = 72). Verschiedene Buchstaben zeigen
signifikante Unterschiede (p < 0,05, Newman Keuls-Test) an. Pro Petrischale wurde eine Larve von A.
alni eingesetzt. Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler. Die statistischen Daten des t-Tests

sind Tab. 14 zu entnehmen. ***=p < 0,001.

Versuch 8: ,.Kontrolle® vs. ,,MeSA*

Die zweite fliichtige Komponente, deren Auswirkung auf die Blattqualitit der Erlen
getestet wurde, war Methylsalicylat. Nach der 48-stiindigen Inkubation mit dieser
fliichtigen Komponente hatte sich die Qualitdt der Erlenblétter so verdndert, da3 die
Larven im FraBBwahlversuch von den mit Methylsalicylat behandelten Bléttern nur ca.
0,63 = 0,06 mg DW und von den unbehandelten Bléttern etwa doppelt so viel fralen
(1,44 £ 0,10 mg DW) (,,Kontrolle* vs. ,,MeSA®, t = 8,79, p < 0,001, n = 60) (Abb. 47b).
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Das fliichtige Methylsalicylat induzierte Blattverdnderungen, die sich nachhaltig auf das

FraBBverhalten des Herbivoren 4. a/ni auswirkten.

Versuch 9: , . Kontrolle® vs. ,MeJA* vs. ,,MeSA*

In einem FraBwahlversuch wurden den Larven drei Blattstiicke unterschiedlicher Qua-
litdt angeboten. Getestet wurde ein unbehandeltes, ein mit gasformigem Methyljasmo-
nat und ein mit gasformigem Methylsalicylat inkubiertes Blatt. Die ermittelten gefres-
senen Blattmengen sind in der Grafik (Abb. 47¢) dargestellt. Die Larven fralen von den
unbehandelten Blittern ca. 1,44 £ 0,12 mg DW). Diese gefressene Blattmenge lag signi-
fikant doppelt so hoch wie die der behandelten Blatter, von denen die Larven entweder
nur 0,72 £ 0,10 mg DW (MeJA) oder 0,62 £ 0,07 mg DW (MeSA) konsumierten
(ANOVA: F =21,69, p < 0,001, n = 72). Die beiden Signalstoffe verdndern die Qualitit
der Erlenblitter, so dal diese im FraBwahlversuch einen negativen Einflul auf das
FraBBverhalten der Erlenblattkéferlarven zeigten. Das Fraflverhalten unterschied sich

aber nicht zwischen den beiden Versuchsvarianten MeJA und MeSA.

Versuche 10 und 11: ,, Kon*“ vs. ,,K-Nachbar* vs. ,,4. alni vs. ,,A-Nachbar

Um die Auswirkungen der Blattverdnderungen, hervorgerufen durch Einwirkung fraf3-
induzierter, fliichtiger Duftstoffe, auf das Fralverhalten von A. alni-Larven zu testen,
wurden die Erlenblétter nach ihrer Inkubation aus Containerversuchen (Kap. 4.4.1.2)
den Larven in Frawahlversuchen angeboten. In den Frawahlversuchen, deren Ver-
suchsanordnung in Abb. 48 (oben) schematisch dargestellt ist, wurde den Larven von A.
alni jeweils ein Blattstiick aus dem ersten Container von der unbehandelten Pflanze
,.Kontrolle“ und dem benachbarten, unbehandelten Trieb ,,K-Nachbar“ und aus dem
zweiten Container von dem mit Herbivoren geschiadigten Blittern ,,4. alni* und den
benachbarten, nicht befallenen Blittern ,,A-Nachbar* angeboten. Die Ergebnisse dieser
FraBwahlversuche sind in Abb. 48 (unten) wiedergegeben. Unter dem Einflu3 der fra3-
induzierten Duftstoffe eines befressenen Erlentriebes hatte sich die Blattqualitit in den
benachbarten, nicht befallenen Bléttern nach 3-tdgiger Inkubation in den Containern so
verandert, dafl die Larven von 4. alni von diesen signifikant weniger Blattmenge kon-
sumierten als von unbehandelten Kontrollblattstiicken (,,Kontrolle* und ,,K-Nachbar*
vs. ,,A-Nachbar®, t = 12,18, p < 0,001, n = 105). Dieser Versuch wurde zweimal wie-

derholt, wobei fiir die letzte Wiederholung die Inkubation in den Containern vier Tage
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lang erfolgte. Das beobachtete Fraverhalten der Larven gegeniiber Blittern unter-
schiedlicher Qualitét bestétigte sich auch in dieser Wiederholung (,,Kontrolle* und ,,K-
Nachbar vs. ,,A-Nachbar®, t = 8,28, p < 0,001, n = 105).
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Abb. 48: Schematische Versuchsanordnung der FraBwahlversuche (oben). Den Larven von Age-
lastica alni wurden Blattstiicke von vier verschiedenen Erlenbliittern aus den Containerversuchen
angeboten. Unten: Frafiwahlversuche mit 4. alni Larven zur Uberpriifung der Blattqualitit von
Alnus glutinosa-Blittern nach 72-stiindiger Inkubation in geschlossenen Glascontainern. Dargestellt
ist das Trockengewicht der gefressenen Blattmenge (DW [mg]) der jeweiligen Blattstiicke ,,Kon*, ,,K-
Nachbar®, ,,4. alni* und ,,A-Nachbar* nach 18-stiindiger Biotestdauer. Pro Petrischale wurde eine Larve
eingesetzt. Angegeben sind der Mittelwert und der Standardfehler. (t-Test: ,,Kontrolle® und ,,K-Nachbar*
vs. ,,A-Nachbar®, t = 12,18, , p < 0,001, n = 105). ,,Kon*“ = Stiick eines unbehandelten Blattes, ,,K-Nach-
bar“ = Stiick eines zur ,,Kon“ benachbarten, unbehandelten Blattes, ,,4. alni® = Stiick eines befressenen
Blattes, ,,A- Nachbar* = Stiick eines zu ,,4. alni benachbarten, nicht befallenen Blattes.
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Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Induktion von Abwehrmechanismen bei
der Schwarzerle infolge einer Blattschiddigung. Es sollte festgestellt werden, ob durch
Blattschiddigung Verdnderungen im pflanzlichen Gewebe induziert werden kénnen und
welche Auswirkungen diese spezifischen Blattverdanderungen fiir den Herbivoren
A. alni haben. Weiterhin wurden chemische Signalketten, die an der pflanzlichen Ab-
wehr beteiligt sind, analysiert. Die Untersuchungen erstrecken sich zum einen auf die
direkte, interspezifische Wechselwirkung zwischen dem Herbivoren und der Pflanze
und zum anderen auf einen moglichen intraspezifischen Signaltransfer von fra3gesché-
digten Erlenpflanzen auf benachbarte, ungeschéddigte Pflanzen. Diesem Phédnomen

wurde sowohl in Freiland- als auch Laborversuchen nidher nachgegangen.

6.1 Freilandversuche

6.1.1  Auswirkungen einer simulierten Herbivorie auf benachbarte, ungeschi-
digte Erlenpflanzen: ,,Reihenversuch® und ,,Topfversuch*

Zentraler Punkt der Freilandversuche war die Uberpriifung der Hypothese zur Kommu-
nikation zwischen Pflanzen. Dabei wird angenommen, da3 geschidigte Pflanzen iiber
Signalstoffe Resistenzen in ungeschddigten Nachbarpflanzen induzieren konnen. Der
Signaltransfer zwischen Pflanzen kann dabei entweder iiber den Boden- oder den Luft-
bereich erfolgen. Im Boden konnen Pflanzen {iber ihr Wurzelsystem in Kontakt zuein-
ander stehen. Dieser Wurzel-Wurzel-Kontakt kann entweder direkt sein, oder er wird
durch Mycorrhiza, Bodenpartikel sowie durch Bodenwasser indirekt vermittelt. Bei
dieser Form ist ein Signalaustausch nur iiber solche Substanzen moglich, die in wasser-
l16slicher Form vorliegen. Oberirdisch stehen Pflanzen iiber den Luftbereich in Wech-
selwirkung: Signale konnen iiber die Blitter an die Luft abgegeben werden und per Dif-
fusion oder Wind auf umliegende Blitter (Senderpflanze oder Empfangerpflanze) tref-

fen.

Die erste Moglichkeit des Signaltransfers {iber den Wurzel-Bodenbereich wurde bei
dem Freilandversuch ,,Topfversuch® mit 4. glutinosa dadurch ausgeschlossen, dal3 ge-

topfte Pflanzen verwendet wurden. Ferner besalen die Topfe keine Locher im Boden,
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so dafl ein Kontakt der Wurzelspitzen mit Bodenpartikeln nicht mdglich war. Der
zweiten Mdoglichkeit eines Signaltransfers, der iiber den Boden-Wurzelbereich und iiber
den Luftbereich vermittelt wird, wurde in dem ,,Reihenversuch® mit natiirlich wachsen-
den Erlenbestinden nachgegangen. Die Auswirkungen der simulierten Schidigung
wurden auf die unmittelbar benachbarten Biume und die weiter entfernt stehenden
Pflanzen untersucht. Die Ergebnisse dieser Freilandexperimente ,,Topfversuch® und
,Reihenversuch® lieferten keine Hinweise bei den analysierten Parametern der relativen
Blattschiadigung, des spezifischen Blattgewichts, der Blattfestigkeit und der gefressenen
Blattmenge im Frawahlversuch auf eine induzierte Abwehr bei den unmittelbar be-
nachbarten Baumen. Ein dhnliches Resultat erzielte auch HATTENDORF (2000). Die Er-
gebnisse von DOLCH (2000), daB3 der Erlenblattkafer A. alni solche Erlen, die in unmit-
telbarer Nachbarschaft einer manuell entbldtterten Erle standen, deutlich weniger fiir
FraBl annahm als weiter entfernt stehende Bdume, konnten durch die vorliegenden Frei-

landexperimenten ,,Reihenversuch® und ,,Topfversuch* nicht bestitigt werden.

Einige Aspekte, die fiir die Interpretation der Ergebnisse der Freilandversuche in Frage
kommen, sollen im folgenden néher erldutert werden. Sie werden in der Tab. 15 kurz
fiir die verschiedenen Freilandarbeiten zusammengefalit. Bei allen Freilandversuchen
handelt es sich um jeweils verschiedene, unabhidngige Experimente, die sich in den
Punkten wie Versuchsjahr, eingesetztes Pflanzenmaterial, genetische Voraussetzungen,
Umweltfaktoren (Temperatur, Feuchtigkeit, Ndhrstoffhaushalt der Standortboden), Ver-
suchsdesign sowie in Art und Ausmal} der simulierten Herbivorie deutlich voneinander
unterscheiden. Sie sind somit unter diesen Gesichtspunkten auch nicht miteinander ver-
gleichbar. Jeder Versuch ist ein eigenstéindiges, neues Experiment und nicht als Ver-
suchswiederholung anzusehen. Weiterhin sind die genannten Parameter in der Lage, die
Wechselwirkung zwischen Pflanze - Herbivor und Pflanze - Pflanze nachhaltig zu be-

einflussen.

Um den ,,Topfversuch® experimentell durchfiihren zu kénnen, wurden im Vorfeld des
Versuchs Erlenpflanzen von einem Baumschulbetrieb erworben, der die Pflanzen wur-
zelnackt lieferte. Moglicherweise war die verbleibende Zeitspanne zwischen Eintopfen
der Pflanzen im Mérz und Versuchsanfang im Mai fiir eine vollstdndige Etablierung der

Erlenbdume in den Topfen zu kurz.
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Tab. 15: Gegeniiberstellung der vier Freilandexperimente DOLCH (1995), ,,Topfversuch* (1997), ,,Reihenversuch®, ,,Kiessee“-Versuch (HATTENDORF 2000),

wFreiflichen“-Versuch (HATTENDORF 2000) zur Untersuchung des Phiinomens des Signaltransfers zwischen Alnus glutinosa-Pflanzen.

des Pflanzenmaterials

von Bachlaufen

aus Baumschulbetrieb) in

entlang von Bachldufen

entlang eines Bachlaufs

Freilandversuch von DOLCH ,» Topfversuch* ,Reihenversuch* ,,Kiessee“-Versuch ,Freiflichen“-Versuch
(1995) (HATTENDORF 2000) (HATTENDORF 2000)
Versuchsjahr 1994 1997 1997 1998 1998
Kontakt der Pflanzen | sowohl {iber den Boden- als auch | nur iiber den Luftbereich sowohl tiber den Boden- sowohl iiber den Boden- nur liber den Luftbereich
untereinander liber den Luftbereich als auch iiber den als auch iiber den
Luftbereich Luftbereich
Charakterisierung natiirliche Erlenbestéinde entlang | gepflanzte Erlen (Material | natiirliche Erlenbestdnde | natiirliche Erlenbestinde | gepflanzte Erlen (Material

aus Baumschulbetrieb) in

entlang eines Bachlaufs

der aus 5 parallel
angeordneten Reihen mit
je 5 Topfen bestand

Reihe entlang eines
Bachlaufs

Reihe entlang eines ca.
400 m langen Grabens

Pflanzkiibeln Pflanzkiibeln
Ungefahres Alter der | ,,alte Baume: Durchmesser der .junge® Béume, 3-jahrig: junge* Baume, 3-jahrig: | ,alte” Bdume: junge* Baume, 3-jihrig
Béume untersuchten Pflanzen im Mittel Durchmesser der | Durchmesser der Durchmesser der
30,65 (£ 15,85) cm untersuchten Pflanzen im | untersuchten Pflanzen im | untersuchten Pflanzen im
Mittel 1,04 (+ 0,31) cm Mittel 0,61 (£ 0,1) cm Mittel 21,80 (£ 5,28) cm
Untersuchungsfliche | 10 Standorte im Géttinger Umland | 1 Standort in Gottingen 1 Standort in Bovenden 1 Standort im Gottinger 1 Standort in Géttingen
mit je 1 Wiederholung und 10 mit je 6 Wiederholungen | mit je 12 Wiederholungen | Umland mit je 7 mit je 6 Wiederholungen
beobachteten Pflanzen pro und 25 beobachteten und 7 bzw. 8 beobachteten | Wiederholungen und 3 und 4 beobachteten
Standort Pflanzen pro Pflanzen pro beobachteten Pflanzen pro | Pflanzen pro
Wiederholung Wiederholung Wiederholung Wiederholung
Versuchsdesign Pflanzen wuchsen in einer Reihe | jeweils 25 Topfe pro Plot, | Pflanzen wuchsen in einer | Pflanzen wuchsen in einer | jeweils 2 Topfe pro Zelt

Entfernung ,,Baum-
Nachbar" zu ,,Baum-
Kontrolle"

,,Baum-Nachbar* ca. 1,5 m und
,,Baum-Kontrolle“ ca. 11 m
entfernt zum geschidigten Baum

,,Baum-Nachbar* ca. 0,45
m und ,,.Baum-Kontrolle*
ca. 6,55 m entfernt zum
geschéddigten Baum

,,Baum-Nachbar* ca. 2,0
m und ,,.Baum-Kontrolle*
ca. 13 m entfernt zum
geschéddigten Baum

,,Baum-Nachbar“ca. 2 m
und ,,.Baum-Kontrolle* ca.
18 m entfernt zum
geschéddigten Baum

,,.Baum-Nachbar* von
,,.Baum-Kontrolle*
vollstdndig isoliert

Art der Schadigung

manuelle Entlaubung (=

mechanische Verletzung

mechanische Verletzung

mechanische Verletzung

Behandlung wie bei

Schidigung

vollsténdige Entfernung der der Blitter durch der Blitter durch der Blitter durch Lochen | ,,Kiessee“-Versuch
Bléatter vom Ast) Abschneiden der Abschneiden der mit einem ,,Fakir“-Stempel
Blattflache mit einer Blattflache mit einer und Applikation einer
Schere Schere Cellulysinlosung
Ausmal} der 20 % 50 % 50 % 10 % 100 %
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Demgegeniiber zeichneten sich die Erlenpflanzen beim Versuchsstart durch einen ge-
sunden Habitus mit vollstindig entwickeltem Blattwerk aus. Weiterhin waren auch
keine streBbedingten Anzeichen erkenntlich. Uber die binnenphysiologischen Vorginge
zu diesem Zeitpunkt kann aber keine Aussage getroffen werden, so da3 eventuell vor-
handene ,,Versuchsartefakte*, die beim Eintopfen aufgetreten sein konnten, immerhin in

Betracht gezogen werden miissen.

Fiir den ,, Topfversuch®* wurden drei Jahre alte Erlen ausgewéhlt. Um eine bessere Ver-
gleichbarkeit der Freilandversuche untereinander zu erzielen, wurden fiir den ,,Reihen-
versuch® im Freiland gleichaltrige Erlen ausgewihlt. Das Alter der Pflanzen kann einen
EinfluB auf induzierte Abwehrmechanismen haben. So nimmt beispielsweise nach
Schiadigung die Induktion von Proteinaseinhibitoren bei Tomatenpflanzen mit
zunechmendem Alter ab (WOLFSON & MURDOCK 1990). Weiterhin belegen
Untersuchungen von OLEKSYN et al. (1998), daB3 junge, 4 Jahre alte Erlen nach Fral3
hohere Phenolgehalte aufwiesen als 40 Jahre alte Erlen gegeniiber ungeschadigten
Blittern. Da die Erlen der ,,Topf- und ,,Reihenversuche* dhnlich alt waren wie die von
OLEKSYN et al. (1998) verwendeten Pflanzen, ist ein negativer Einflul des Pflanzenal-

ters bei den eigenen Versuchen wenig wahrscheinlich.

Das Erlenmaterial aus dem Baumschulbetrieb zeichnete sich auch durch eine genetische
Homogenitit aus. Nach Auskunft des Baumschulbetriebes sind die Pflanzen zwar aus
frei abgeblithten Sdmlingen aus Samenplantagen hervorgegangen, aber anzunehmen
sind identische Eltern. Eine weitgehende genetische Homogenitit des Erlenmaterials
konnte auch fiir die Erlen vom ,,Reihenversuch® angenommen werden. Die Pflanzen
wurden von der Gemeinde in einer Pflanzaktion gesetzt, so daB3 es wahrscheinlich ist,
daB die Erlen auch aus einem einzigen Baumschulbetrieb stammen. Dagegen spricht bei
der Erlenstichprobe von DOLCH (2000) mit der Beprobung von Erlenpflanzen an zehn
verschiedenen Standorten fiir eine genetisch heterogene Zusammensetzung. Nicht aus-
zuschlieBen ist, daB sich in diesem Fall genetische Voraussetzungen nachhaltig auf das
Versuchsergebnis der Freilandversuche ausgewirkt haben. Da3 eine Resistenzauspréa-
gung abhingig von dem vorhandenen Genotyp einer Pflanze sein kann, belegen die
Untersuchungen von ROBISON & RAFFA (1994), SHEN & BACH (1997) und HA-
VILL & RAFFA (1999).
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Einen entscheidenden Einflufl auf die induzierte Pflanzenantwort haben auch die Art
und das Ausmal} der experimentellen Schidigung. In der vorliegenden Untersuchung
konnte sowohl mit dem ,,Topfversuch* als auch mit dem ,,Reihenversuch* gezeigt wer-
den, daf} eine manuelle mechanische Schadigung nicht ausreichte, um deutliche Resis-
tenzeffekte in benachbarten Erlenbdumen zu induzieren. Diese Art der experimentellen
Schiadigung bietet bei Freilanduntersuchungen generell den Vorteil, dal sie eine
einfache Methode darstellt, um starken Herbivorenfralschaden an zufallig ausgewahlten
Béumen zu simulieren. DOLCH (2000) konnte mit einer modifizierten Variante, einer
kiinstlichen Entblatterung, signifikante Auswirkungen auf benachbarte Erlen feststellen,
die in unmittelbarer Ndhe zu einer geschidigten Pflanze standen. Bei seinen Versuchen
stellte die Art der Behandlung ein geeignetes Signal zur Resistenzinduktion dar. Basie-
rend auf diesen Ergebnissen wurde deshalb fiir den ,,Topf*‘- und ,,Reihenversuch* die
mechanische Verletzung zur experimentellen Schidigungsvariante gewihlt. Ferner war
im Vorfeld der eigenen Versuche davon ausgegangen worden, dafl die Erlenpflanzen
noch charakteristischer auf diese Form der Behandlung reagieren als bei einer Entblétte-
rung. Nachdem die Blitter an den Blattflichen mit einer Schere mechanisch verletzt
worden waren, blieben sie weiterhin an der Pflanze zuriick. Diese ,,groBflichige™ Ver-
letzung stellt einen groBeren Stimulus zur Aktivierung pflanzlicher Abwehr dar als die
teilweise Entfernung von Bléttern. Dafiir spricht auch, da3l MATTSON & PALMER (1988)
im Rahmen eines Freilandexperiments nachweisen konnten, dal mechanisch verletzte
Blétter am Baumast hingenbleiben miissen, um in benachbarten Blattregionen chemi-
sche Verinderungen zu induzieren. Wurden die Aste nur teilweise entlaubt, so lieBen
sich keine induzierten Verdnderungen im Blattgewebe benachbarter, nicht entlaubter
Astregionen analysieren. Die Autoren folgerten, dal verletzte Blédtter am Baum zuriick-
bleiben miissen, damit ein Verwundungssignal {iber das GefdBlsystem der Pflanze auf
nicht geschidigte Blattregionen und somit auf die ganze Pflanze vermittelt werden
kann, damit es zur Aktivierung pflanzlicher Abwehr kommen kann. Eventuell wéren die
pflanzliche Antworten sowie die induzierten Verdnderungen bei den Erlenpflanzen der
»lopf‘- und ,Reihenversuche® noch ausgeprigter gewesen, wenn zusitzlich zu der
kiinstlichen mechanischen Verwundung ,,herbivore Faktoren* wie Regurgitat oder Kot
aufgetragen worden wéren. Zum Beispiel applizierten HAUKIOJA et al. (1985) zusétzlich

Schmetterlingskot auf manuell entlaubte Bédume. Derart behandelte Pflanzen zeigten
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anschlieBend eine stirkere Resistenz gegeniiber Schmetterlingsraupen als wenn man
sich nur auf die Entblétterung allein beschrinkt hétte. Weitere biochemische und phy-
siologische Untersuchungen belegen den Tatbestand, da3 mechanische Verletzung eher
eine unspezifische Form der Schidigung ist, die nicht dem Herbivorenfral3 entspricht
(DYER & BOKHARI 1976; CAPINERA & ROLTSCH 1980; TURLINGS et al. 1990; HARTLEY
& LAWTON 1991; TOMLIN & SEARS 1992; STOUT et al. 1994). Nur durch das Einbrin-
gen von herbivoren Elicitoren konnte anndherungsweise Herbivorenfrall simuliert wer-

den (TURLINGS et al. 1990; DICKE et al. 1993; KORTH & DIXON 1997).

6.1.2  Auswirkungen einer JA-Applikation auf benachbarte, ungeschadigte Er-
lenpflanzen: ,,JA-Versuch*

Da die beiden Freilandversuche ,Reihenversuch® und ,,Topfversuch® keinen
ausreichenden Hinweis auf die Pflanze-Pflanze-Kommunikation lieferten, wurde im
dritten Freilandexperiment Herbivorenfral} statt durch mechanische Schidigung durch
exogene Applikation von Jasmonsdure simuliert, weil im Labor iiber detaillierte phy-

siologische Untersuchungen folgende Kenntnisse gewonnen worden waren.

Die Blattfraschddigung des Herbivoren A4. alni fiihrte zu einer deutlichen Induktion der
Jasmonsdurebiosynthese im befressenen Erlenblattgewebe (Kap. 5.2.4), so da3 diesem
Signalstoff eine Beteiligung an der pflanzlichen Abwehr gegeniiber Herbivorie zuge-
sprochen werden kann. Weiterhin zeigte exogen applizierte Jasmonsaure einen induzie-
renden Effekt auf direkte physiologische Verdnderungen im Erlenblattgewebe, die
denen nach HerbivorenfraB3 dhnelten. Jasmonsdure vermehrte den Phenolgehalt der Er-
lenblétter (Kap. 5.2.1.1), fiihrte zu einer Aktivititssteigerung von oxidativen Enzymen
(Kap. 5.2.1.2.1) sowie von Proteinaseinhibitoren (Kap. 5.2.1.3) aber auch zu einer In-

duktion der Freisetzung von fliichtigen Blattinhaltsstoffen (Kap. 5.2.3.2).

Die Ergebnisse des ,,JJA-Versuchs® zeigen, daB3 Jasmonsdure die direkte pflanzliche
Abwehr bei den behandelten Schwarzerlen induzierte und dal3 diese ,,induzierten* Er-
lenpflanzen Signalstoffe abgaben, die von den benachbarten, ungeschédigten Erlen-
pflanzen erkannt wurden. Nach der Wechselwirkung mit diesen Signalstoffen wurden
die pflanzlichen Abwehrreaktionen bei den nicht geschéddigten Erlenpflanzen so akti-

viert, da3 es zu einem deutlichen Anstieg im Blattphenolgehalt kam. Eine indirekte In-
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duktion phenolischer Verbindungen in ungeschiddigtem Blattgewebe von Populus
euroamericana und Acer saccharum iber fliichtige Duftstoffe wurde auch von
BALDWIN & SCHULTZ (1983) beobachtet. Ferner verringerten sich die relative Blatt-
schddigung im Freiland und die konsumierte Blattmenge im Frawahlversuch. Das be-
deutet, da3 sich unter dem Einflu} einer Jasmonsdure-behandelten Erlenpflanze die
Blattqualitit in den benachbarten Bléttern des Baumes ,,Baumnachbar-JA* so verdndert
haben miifte, daB3 die Herbivoren von diesem Baum signifikant weniger Blattmenge
konsumierten als von Bléattern der Kontrollvariante ,,Baumnachbar-Kon*. Innerhalb des
Untersuchungszeitraums konnten hingegen bei den Baumnachbarn ,,Baumnachbar-JA*
keine Hinweise auf indirekte Verdnderungen im Blattwassergehalt und im spezifischen
Blattgewicht ermittelt werden. Diesen morphologisch-mechanischen Barrieren diirften
daher keine wesentliche Bedeutung fiir die induzierte pflanzliche Abwehr bei Alnus
zukommen, obwohl es einige Hinweise gibt, da3 sie zu direkten, induzierbaren Verén-
derungen der Blattmorphologie gezédhlt werden konnen (FEENY 1970). Die Ausbildung
von Blatthaaren als einer weiteren Form einer induzierten - mechanisch-morphologisch
ausgeprigten - Abwehr, wire denkbar gewesen, da BAUR et al. (1991) bei Experimenten
mit dreijédhrigen Grauerlen eine erhohte Trichomdichte auf neu austreibenden Blittern

nach Fraflschadigung von A. alni feststellten.

Die Induktion der ermittelten physiologischen Verdnderungen kann nur iiber gasformige
Stoffe erfolgt sein, denn fiir den Signaltransfer zwischen induzierten Erlenpflanzen und
benachbarten, unbehandelten Pflanzen kommt nur der Luftraum in Frage. Aufgrund der
Verwendung von getopften Erlenpflanzen kann ein Kontakt tiber den Wurzelraum aus-
geschlossen werden. Weiterhin waren die Erlenbdume so positioniert, da3 ein Kontakt
iiber die Blattflaichen untereinander nicht gegeben war, so dal ein Jasmonséuretransfer
vom behandelten Baum auf den Baumnachbarn nicht vorstellbar ist. Weiterhin konnen
mogliche Behandlungsartefakte fiir diese Ergebnisse ausgeschlossen werden. Die mittig
angeordneten Erlenpflanzen ,,JA* bzw. , K* wurden an einer geschiitzten Stelle einer
Gewichshausanlage, die weit entfernt von der Versuchsfliche lag, behandelt (Kap.
4.3.3). Eine ,,Mitbehandlung* von benachbarten Erlenpflanzen ist damit ausgeschlos-
sen. Weiterhin blieben die Pflanzen hier solange stehen, bis die bespriihten Blattflichen
abgetrocknet waren. Damit wurde in der Gasphase {iiber der Blattoberfliche

verfliichtigte Jasmonsédure ausgeschlossen. Momentan kénnen keine Aussagen dariiber
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gemacht werden, wie grofl die Mengen an Jasmonsdure waren, die den pflanzlichen
Stoffwechsel erreicht haben. Bislang erwies sich eine Sprithbehandlung mit einer ImM
Jasmonsédurelosung als geeignete Methode mit einer sinnvollen Konzentration, die zu
keinen toxischen Effekten im pflanzlichen Stoffwechsel gefiihrt hat (THALER 1999;
OMER et al. 2000, OMER et al. 2001). Es ist eventuell moglich, dal durch die Spriihbe-
handlung so hohe Jasmonsdurekonzentrationen in der Pflanze erreicht wurden, daf3 der
fliichtige Methylester der Jasmonsdure in die Gasphase emittiert wurde, da
Untersuchungen an Phaseolus lunatus eine Konzentrationsabhiingigkeit der Methyljas-
monatabgabe in die Gasphase vom endogenen Jasmonsduregehalt erbrachten (KOCH et
al. 1997). Diese Ergebnisse sind aber nicht unmittelbar auf Erlenpflanzen zu libertragen,
da bei den Bohnenpflanzen die JA-Applikation iiber den Transpirationssog erfolgte und
im vorliegenden JA-Versuch Jasmonsédure auf die Blitter gespriiht wurde. Weiterhin
konnte Methyljasmonat auch nicht im Duftspektrum von Erlenblittern, die im Labor
mit Jasmonsédure behandelt worden waren, nachgewiesen werden (Kap. 5.2.3.2). Um die
im Labor gewonnenen Erkenntnisse unmittelbar auf das Freiland zu {ibertragen, miif3te
man unter Freilandbedingungen an einem Erlenbaum nach der JA-Spriihapplikation den

umgebenden Luftraum chemisch analysieren.

Neben dieser Spezifitit fiir die Induktion pflanzlicher Abwehrreaktionen bietet die
Verwendung von Jasmonsdure zur Simulierung von Herbivorie noch weitere Vorteile:
Weder der direkte Kontakt mit Jasmonsdure oder Methyljasmonat noch die orale Auf-
nahme iiber die Nahrung zeigten toxische Effekte auf die Herbivoren: Wurden die Jas-
monate in eine kiinstliche Diét gemischt und in FraBversuchen Larven von Trichoplusia
ni und Manduca sexta angeboten, beeinflulten sie weder das Verhalten noch die Per-
formance der Larven (AVDIUSHKO et al. 1997). Diese Eigenschaften wurden weiterhin
von AGRAWAL (1999) und THALER et al. (2001) bestitigt. Ein zweiter Vorteil exogener
JA-Applikation besteht darin, daB ,Behandlungsartefakte* wie sie bei der
herkdmmlichen Simulierung von Herbivorie auftreten konnten, reduziert bzw. ausge-
schlossen werden. Beispielsweise entsteht bei einer Entlaubung grofer Blattmassen-
verlust, oder bei einer mechanischen Verletzung treten groBflichige Wundrénder auf,

tiber die eine Pathogenbesiedlung erfolgen konnte.
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6.2 Auswirkungen von Herbivorenfrafl und Elicitierung auf die
Physiologie von Alnus glutinosa

In dem Kapitel sollen die fiir die Wechselwirkung zwischen Schwarzerle und Herbivor
bzw. Schwarzerle — Schwarzerle aus den Laborversuchen gewonnenen Erkenntnisse
nachfolgend dargelegt werden. Damit sollen alle an der induzierten Abwehr und an der
Resistenzinduktion beteiligten Prozesse sowohl in den geschidigten als auch in den

benachbarten Erlenpflanzen detaillierter angesprochen werden.

6.2.1 Durch Herbivorenfral} induzierte Verinderungen im Blattgewebe von
Alnus glutinosa

6.2.1.1 Beteiligung endogener Phytohormone

Der Frall von A. alni filhrte im Laborexperiment zu einer deutlicher Induktion der Jas-
monséurebiosynthese in den befressenen Erlenblittern (Kap. 5.2.4). Das bedeutet, daf3
der Herbivor-bedingte Fralschaden von der Schwarzerle erkannt wird, wahrscheinlich
iiber die Verwundung mit zusétzlicher Erkennung spezifischer Verbindungen aus dem
Regurgitat des Herbivoren. Mit Aufnahme der FraBaktivitit des Herbivoren begann
auch eine Zunahme des Jasmonséuregehalts, der sich mit fortschreitender FraB3zeit stei-
gerte. Der Octadecanoidweg wird also infolge Herbivorie deutlich induziert. Er stellt
somit iiber viele Stunden grole Mengen Jasmonsdure zur Verfligung und vermittelt da-
durch die Signaltransduktion zur Genexpression. Dieser Signalweg von der Schadigung
der Pflanze durch Herbivore bis zur Abwehrreaktion unter Beteiligung von Jasmonsiure
sowie die molekularen Grundlagen dieser verwundungsinduzierten Signalkette wurden
in Kap. 2 detailliert besprochen und schematisch dargestellt (Abb. 3). Zahlreiche Bei-
spiele belegen, welche spezifischen pflanzlichen Abwehrreaktionen iiber den Octade-
cansiureweg ausgelost werden (Kap. 2). Auch bei der Schwarzerle wurden einige Mog-
lichkeiten der chemischen Abwehr untersucht, und eine Beteiligung von Jasmonsiure
ist wohl auch fiir einzelne Substanzklassen gegeben. Auf Herbivorenfrall reagierten
Erlenblitter mit der Produktion von Ethylen (Kap. 5.2.3.1) und weiteren fliichtigen
Duftverbindungen (Kap. 5.2.3.2). Damit vergleichbar sind die Untersuchungen von PIEL
et al. (1997), die Jasmonsaure als Signaliibertrager bei der pflanzlichen Duftproduktion

bei Bohnenpflanzen ergaben. Zu weiteren fraBlinduzierten Abwehrreaktionen bei der
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Schwarzerle zdhlen die Enzyme Polyphenoloxidase, Peroxidase und Lipoxygenase
(Kap. 5.2.1.2). Von diesen Proteinen ist bekannt, da3 ihre Genaktivierung iiber Jasmon-
sdure erfolgt (BELL & MULLET 1991; TRANBARGER et al. 1991; MELAN et al. 1993;
REINBOTHE et al. 1994). Der erhohte Jasmonsduregehalt nach Herbivorenfral} diirfte bei
der Schwarzerle auch die Gene dieser oxidativen Enzyme aktivieren, deren erhdhte Ak-
tivitdten nach Herbivorenfral3 festgestellt werden konnten. Zusétzlich reagierten Blétter
der Schwarzerle auf FraB3verletzung der Blattoberflache mit einer erhohten Aktivitdt von
Proteinaseinhibitoren (Kap. 5.2.1.3). Dazu stellen sich die Beobachtungen bei Toma-
tenpflanzen, bei denen iiber die Biosynthese von Jasmonsdure die Expression der Gene
von Proteinaseinhibitoren aktiviert wird (GREEN & RYAN 1972; BERGEY et al. 1996). In
diesem Fall wird die Expression auch noch von Ethylen positiv reguliert (O’DONNELL et
al. 1996). Da fiir die Schwarzerle sowohl die fraBinduzierte Ethylenbiosynthese (Kap.
5.2.3.1) als auch die Bildung von Jasmonsdure auf Herbivorenfrall (Kap. 5.2.4) belegt
wurde, kann der Jasmonsdure die Bildung von Proteinaseinhibitoren als Abwehrreak-
tion gegen Herbivorie zugeschrieben werden. Der Octadecansdureweg mit Jasmonsdure
als Signalstoff nimmt bei der Schwarzerle somit eine zentrale Rolle bei der induzierten

Abwehr ein.

Fiir Salicylsdure als Signalstoff konnte kein charakteristischer Verlauf in der Produktion
auf Herbivorenfrall belegt werden. Die Beobachtung, da3 zu den Zeitpunkten t = 15 h
und t = 27 h Salicylsduregehalte von hohen Konzentrationen im pflanzlichen Gewebe
vorlagen (Abb. 40b, Kap. 5.2.4), muB} kritisch gesehen werden. Es erscheint nicht ganz
realistisch, daf} plotzlich und innerhalb von nur wenigen Stunden solche grof3en Salicyl-
sduremengen gebildet werden konnen. Auch passen die ermittelten Werte der Salicyl-
sdurebestimmung nicht in den Gesamtverlauf aller erhobenen MelBwerte. Somit diirfte
es sich bei den beobachteten hohen Salicylsdurewerten zu den beiden Zeitpunkten eher
um ,,Ausreifler” handeln. Eine mogliche Beteiligung von Salicylséure als Signalstoff in

einer Signaltransduktionskaskade bei der Schwarzerle ist eher unwahrscheinlich.
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6.2.1.2 Chemische Zusammensetzung und Eigenschaften des Regurgitats von
Agelastica alni-Larven

Eine Induktion der Jasmonsdurekaskade durch Herbivorenfra3 sowie eine spezifische
pflanzliche Antwort auf Herbivorie setzen voraus, dal neben der Verwundung, Sub-
stanzen eine Rolle spielen miissen, die im Verwundungsbereich zwischen Pflanze und
Angreifer freigesetzt und von der Pflanze wahrgenommen werden. Beispielsweise de-
monstrieren die Phenolquantifzierungen (Kap. 5.2.1.1), die Polyphenoloxidase-Aktivi-
titsbestimmungen (Kap. 5.2.1.2.1) sowie die Duftuntersuchen (Kap. 5.2.3.2), daB3 nach
reiner Verwundung nicht das Ausmal} pflanzlicher Antwort beobachtet wird wie nach
natilirlichem Herbivorenfra3. Herbivorie stellte dabei immer einen stirkeren Stimulus

zur Aktivierung der Stoffwechselwege dar als eine kiinstliche mechanische Verletzung.

Generell bedeutet Herbivorenfrafl eine besondere Form der mechanischen Blattverlet-
zung dar. Sie ist dadurch gekennzeichnet, daf3 {iber den Zeitraum des Fressens kontinu-
ierlich Blattstiicke abgerissen werden und dabei das Blatt stdndig neu verwundet wird.
Der Herbivor A. alni gehort zu den Blattfressern, die je nach Entwicklungsstadium cha-
rakteristische Frafbilder erzeugen: Beim Schabefrafl der L1-Larven wird die Blattober-
flache nur unvollstindig benagt; beim Fensterfra3 der dlteren Larvenstadien bleibt die
durchscheinende Epidermis der gegeniiberliegenden Blattseite erhalten; bei Lochfral3
des L3-Stadiums sowie der Imagines weisen die befressenen Blitter unterschiedlich
gestaltete FraBBlocher auf (Abb. 4). Wihrend die Tiere, Larven wie auch Imagines, mit
thren Mundwerkzeugen die Blatter bearbeiten, tritt auch Speichelsekret der Herbivoren
in Kontakt mit frisch verletztem Pflanzengewebe. Diese Speichelfaktoren fehlen bei der
kiinstlichen mechanischen Verwundung. Wurde das Regurgitat aber nachtriglich auf
frisch verwundetes Blattgewebe aufgetragen, so konnte in den vorliegenden Versuchen
mit dieser Applikationsvariante die physiologische Antwort induziert werden, die einem
FraB entsprach. Das heif3t, daf in dem Regurgitat biotische Verbindungen enthalten sein
miissen, die von der Pflanze wahrgenommen werden. Einige Arbeiten bestétigen dies
(TURLINGS et al. 1990; TOMLIN & SEARS 1992; DICKE et al. 1993; STOUT et al. 1994;
KORTH & DIXON 1997). Das Speichelsekret von A. alni-Larven erwies sich als eine
gelblich-braune Fliissigkeit (Abb. 41). Es handelt sich hier um ein Gemisch aus partiell
verdauter pflanzlicher Nahrung mit Verdauungsenzymen, nachdem pflanzliche Nah-

rungsreste auch lichtmikroskopisch zugeordnet werden konnten. Ferner wies die Regur-
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gitatfliissigkeit eine Farbe auf, die der der Vorder- und Mitteldarmfliissigkeit glich. Bei
einigen Schmetterlingsarten, bei denen die Regurgitation eine urspriingliche Abwehr-
verhaltensweise darstellt, wird das Erbrochene noch mit Material aus exokrinen Driisen
wie Mandibel- oder Speicheldriisen vermengt (DETTNER 1999). Evt. trifft dieser Vor-

gang auch fiir 4. alni zu.

Eine chemische Charakterisierung des Regurgitats von 4. al/ni-Larven ergab, dal} keine
Fettsdurederivate wie das Volicitin enthalten waren (Abb. 42, Kap. 5.2.5.1). Diese Ver-
bindung zéhlt zu den bekanntesten Elicitoren herbivorer Herkunft. Sie wurde aus dem
Speichelsekret von S. exigua isoliert und induziert die Duftemission an Maispflanzen
(ALBORN et al. 1997). Der Elicitor aktiviert gezielt die Genexpression bestimmter an der
Indol- oder Terpenbiosynthese beteiligter Enzyme (FREY et al. 2000; SHEN et al. 2000).
Da bei Frall von 4. alni-Larven an Bléttern von A4. glutinosa auch die Emission von
Duftstoffen belegt ist (Abb. 38, Kap. 5.2.3.2), kann man folgern, dal3 Acylglutamine
kein allgemeines Prinzip fiir die Auslosung pflanzlicher Abwehr darstellen. Somit sind
andere Komponenten fiir die Induktion von Abwehrreaktionen verantwortlich. Bestatigt
wird diese Hypothese durch eigene Beobachtungen, dal Fral3 von A. al/ni-Larven an
Blattern von Phaseolus lunatus ein Spektrum mit verschiedenen Duftstoffkomponenten
induzierte. Diese fralinduzierten Duftstoffe entsprachen dabei den Komponenten, die
auch durch S. littoralis-Fra3 von der Bohne an die Gasphase freigesetzt wurden. Das
heiflt ein Herbivor wie 4. alni ohne Acylglutamine im Speichel konnte an der Bohne die
Duftbiosynthese induzieren. Weiterhin werden /3-Glucosidasen als Elicitoren aus In-
sektenspeichel beschrieben (MATTIACCI et al. 1995), die in der Lage sind, die
pflanzliche Abwehr in Form der Duftemission zu induzieren (HOPKE et al. 1994). Der
Nachweis fiir diesen Elicitortyp wurde bei A. alni nicht gefiihrt, so dafl sein Vorkom-
men nicht ausgeschlossen werden kann. SchlieB8lich gibt es aus Pilzen stammende
Peptaibole, die fiir die Duftinduktion verantwortlich sind (ENGELBERTH et al. 2001).
Zum Beispiel wird die Biosynthese der Duftstoffkomponenten DMNT, TMTT und
Methylsalicylat bei Phaseolus lunatus selektiv durch membrandepolarisierende Sub-
stanzen durch Alamethicin sowie von verwandten ionophoren Strukturen induziert
(ENGELBERTH et al. 2001). Da sich unter den fraBinduzierten Duftstoffen bei der
Schwarzerle die Verbindungen DMNT, TMTT und Methylsalicylat befinden (Abb. 38,
Kap. 5.2.3.2), liegt die Vermutung nahe, daf} diese Eigenschaften auch dem Regurgitat
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von A. alni zugesprochen werden miissen. Die elektrophysiologischen In-vitro-
Untersuchungen an planaren Lipiddoppelschichten, den ,,black lipid membranes* lieBen
diese Eigenschaften fiir das Regurgitat von 4. alni erkennen. Das Larvenregurgitat von
A. alni veranderte namlich die Leitfdhigkeitseigenschaften der kiinstlichen Membran.
Dabei wurden auftretende Offnungsereignisse, die Ahnlichkeiten mit Ionenkanilen
aufweisen, innerhalb von einigen Zehntelsekunden erkannt (Abb. 45, Kap. 5.2.5.2).
Somit stellt Herbivorenfrall bzw. das Regurgitat von 4. alni ein wichtiges Element zur
Reizerkennung dar, das von der Pflanze als spezifisches Signal der Schidigung erkannt
wird. Durch diese Wechselwirkung mit der Membran kann es zu verdnderten Ionenfliis-
sen von z.B. Na', K, oder CI” und somit zu Membranpotentialverinderungen kommen.
Diese sind in der Literatur als erste Antwort auf die Wechselwirkung mit Hormonen
(BLATT & THIEL 1993; BARBIER-BRYGOO et al. 1991), Elicitoren (MATHIEU et al. 1991;
NURNBERGER et al. 1994) oder Verwundung (WILDON et al. 1992; HERDE et al. 1997)
belegt. Die Verdnderungen werden dann iiber Signalkaskaden zur spezifischen
pflanzlichen Antwort wie z.B. der Duftemission (ENGELBERTH et al. 2001) oder der

Induktion von Proteinaseinhibitoren (SCHALLER & FRASSON 2001) umgesetzt.

6.2.1.3 Phenolgehalte

Sowohl nach Fral der Larven von A. alni als auch nach Lepidopterenfral von
S. littoralis nahm der Blattphenolgehalt in den geschéddigten Erlenbléttern zu (Abb. 25,
Kap. 5.2.1.1). Eine Beteiligung von Pflanzenphenolen bei der Antwort der Schwarzerle
auf biotische Einfliisse ist somit gegeben. Sie wird auch bei verschiedenen anderen
Pflanzenspezies beschrieben (Ubersicht bei KARBAN & BALDWIN 1997; MATTSON et al.
1988). Die Untersuchungen zeigten nicht nur, da3 Herbivorenfral3 deutlich den Blatt-
phenolgehalt vermehrte, sondern auch, daf3 je nach Art des Herbivoren das Ausmal} der
Zunahme von Phenolen unterschiedlich war: Der Fra3 von A. alni hatte einen grof3eren
Effekt (Faktor 3,8) als die FraBschadigung durch S. littoralis (Faktor 2,2). Fiir diese
Beobachtung konnte es folgende Erkldrungen geben: Beide herbivoren Organismen
unterscheiden sich in der chemischen Zusammensetzung ihres Regurgitats (Kap.
5.2.5.1). Diese Tatsache konnte fiir eine Wechselwirkung mit der Pflanze hinsichtlich
einer spezifischen Erkennung von Bedeutung sein. Weiterhin konnten die Unterschiede

zwischen beiden Herbivoren auch in dem Ausmal} der konsumierten Blattfliche liegen.
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Wihrend des Versuches wurde beiden Herbivoren die Moglichkeit gegeben, ungehin-
dert auf den vorhandenen Bléttern zu fressen. Jedoch war es schwierig, den Schidi-
gungsgrad zu kontrollieren. Es ergaben sich ndmlich zwischen verschiedenen Pflanzen
und den Versuchswiederholungen Differenzen beziiglich der konsumierten Blattmenge,
die eventuell stirker den Blattphenolgehalt beeinflullten als die Unterschiede im Regur-

gitat.

Obwohl mit der Folin-Denis-Methode (SWAIN & HILLIS 1959, modifiziert nach MARTIN
& MARTIN (1982)) nur eine quantitative Phenolbestimmung moglich ist und dabei die
okologisch bedeutsame Verteilung einzelner Komponenten unbekannt bleibt, sollen drei
Moglichkeiten mit ihrer biologischen Bedeutung fiir die Schwarzerle und den Herbivo-
ren diskutiert werden. Nach Verletzung oder Pathogenbefall werden in Bezug auf Ver-

anderungen im Phenolstoffwechsel verschiedene Reaktionswege unterschieden.
Oxidation vorhandener Phenole

OH OH _0 Addition an
R R OH R O

Polymerisation

Abb. 49: Durch Phenolase katalysierte Oxidation von Phenolen.

Der wichtigste Enzymkomplex zur Katalyse der Oxidation von Phenolen ist der Pheno-
lase (= Polyphenoloxidase)-Komplex (MASON 1955). Im Zuge der Reaktion werden
Monophenole zu Dihydroxybenzolderivaten hydroxyliert und diese zu 0-Chinonen oxi-
diert (Abb. 49), die im weiteren Reaktionsverlauf nicht-enzymatisch polymerisieren
oder an nucleophile Gruppen von Proteinen addieren (KOSUGE 1969). Die polymeren
Produkte sind u.a. fiir die Dunkelfdarbung von verletztem Pflanzengewebe mitverant-
wortlich (RHODES & WOOLTORTON 1978). Da die von A4. alni verursachten Fral3stellen
braune Rinder aufwiesen, ist diese Reaktion offenbar auch bei der Schwarzerle rele-
vant. Diesen polymeren Produkten werden dhnliche antimikrobielle und proteinfillende
Wirkungen wie den Tanninen zugeschrieben (RHODES & WOOLTORTON 1978), die u.a.
als pflanzliche Abwehrstoffe gegen Frallinsekten bekannt sind. Somit konnten sich auch

Schwarzerlen durch Verringerung ihres Néhrwertes vor A. alni-Fral} schiitzen.
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Bildung von Wundlignin

In Pflanzen wurde die Bildung von Wundlignin an der Oberfliche von mechanisch
verletzten (RHODES & WOOLTORTON 1978) oder mit Pilzen infizierten Pflanzenteilen
(VANCE et al. 1980; RIDE 1975) beobachtet. Konsequenzen dieser Lignifizierung (RIDE
1978) sind stabilere Zellwénde und damit mechanische Barrieren gegen das Eindringen
von Pilzhyphen oder Toxinen sowie Schutz gegen die Aktivitdt der Enzyme des Patho-
gens oder des Herbivoren (MILLET et al. 1975; RIDE & PEARCE 1979). Im
Speichelsekret befinden sich Enzyme oder andere fiir den Herbivoren typische Verbin-
dungen, denen membranverdndernde Eigenschaften zugesprochen werden koénnen. Da
beim Frall von 4. alni wahrscheinlich Speichelsekret auf die verletzten Wundriander des
Blattes gelangt, stellt die Bildung von Wundlignin einen sinnvollen Schutzmechanismus
dar. Denkbar wiére auch noch ein Schutz vor Mikroorganismen, deren Vorkommen im

Speichelsekret von A4. alni belegt werden konnte (Abb. 41, Kap. 5.2.5.1).

Synthese niedermolekularer Phenole

SchlieBlich fiihrt Stref3 bei Pflanzen zu einer generell erhohten Syntheserate einfacher
Phenole. Bevorzugt werden dabei Kaffeesdure und Chlorogensidure angereichert

(RHODES & WOOLTORTON 1978) (Abb. 50).

HO_ COOH

O

HO HO =
OH (a) OH (b)

N COOH

OH

OH

Abb. 50: Bekannte Sekundirstoffe der Schwarzerle Alnus glutinosa. - a) Kaffeesiure.

- b) Chlorogensiure.

Diese Phenolcarbonsduren gehdren auch zu den bekannten Sekundirstoffen der Erle
(HEGNAUER 1964), so daB induzierte quantitative Verdnderungen fiir diese einfachen
Phenole bei der Schwarzerle vorstellbar sind. Die Rolle dieser Substanzen ist jedoch
unklar, zumal die Toxizitdt der monomeren Verbindungen niedriger ist als die ihrer oxi-
dierten und polymerisierten Produkte (DESHPANDE et al. 1984). Dennoch konnten fiir
die phenolische Verbindung Chlorogensédure (Abb. 50b) negative Auswirkungen auf das

FraBBverhalten (IKONEN et al. 2001) sowie auf das Larvenwachstum herbivorer Insekten
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(ISMAN & DUFFEY 1982) festgestellt werden. Dieses einfache Phenol konnte somit auch
als fraBhemmende Substanz sowie als wirksamer Inhibitor des Larvenwachstums gegen

Agelastica alni wirken.

6.2.1.4 Enzymaktivitdten von Polyphenoloxidase, Lipoxygenase, Peroxidase und
Katalase

Eng verbunden mit dem Phenolmetabolismus sind die an der Phenolbiosynthese und
Modifikation beteiligten Enzyme Polyphenoloxidasen und Peroxidasen. In unbehan-
delten Erlenblittern konnte eine Grundaktivitdt der Polyphenoloxidase und Peroxidase
ermittelt werden, die durch Herbivorenfral3 deutlich vergroflert wurde. Dabei war die
Aktivitatserhohung durch HerbivorenfraBschadigung von A. alni erkennbar stirker als
die durch S. littoralis-Fra3 (Abb. 26, Kap. 5.2.1.2.1). Die Induktion der Polyphenoloxi-
daseaktivitdt durch herbivore Insekten wurde z.B. bei krautigen Pflanzen wie Tomaten
beobachtet (DUFFEY & FELTON 1991). Werden Phenolasen durch FraBverletzung im
pflanzlichen Gewebe freigesetzt, katalysieren sie die Oxidation von phenolischen Ver-
bindungen zu Chinonen, die als reaktive Molekiile essentielle Aminosduren der pflanz-
lichen Nahrung alkylieren, so da3 diese Proteine fiir die Insekten unbrauchbar werden
(DUFFEY & FELTON 1991; FELTON et al. 1992). Die enzymatischen Versuche machen
auch deutlich, dal - dhnlich wie bei den Phenolen - das Ausmal} der Aktivitétssteige-
rung je nach Herbivorenart und Art der Schédigung verschieden ist. Frall von A. alni
zeigte einen stirkeren Effekt als der Fra3 durch S. littoralis. Dafiir in Frage kommende
Griinde wurden schon bei den Phenolen angesprochen und diirften auch fiir die Poly-
phenoloxidasen gelten. Die Beobachtung, daf3 die durch mechanische Verwundung ent-
stehende PPO-Aktivitdt nicht der Aktivitdt entspricht, die durch Herbivorenfra3schédi-

gung induziert wird, bestdtigen die Ergebnisse von CONSTABEL et al. (2000).

Neben den Phenolasen sind auch Peroxidasen u.a. am Phenolstoffwechsel beteiligt. Die
Enzyme nehmen eine wichtige Rolle wihrend des Lignifizierungsprozesses wahr, da
tiber sie der Weg der radikalischen Vorstufen fiihrt, die sich zu den komplexen Lignin-
molekiilen zusammenlagern (Abb. 51) (FREUDENBERG 1965; CHEN 1991; POLLE et al.
1994; MILOSEVIC & SLUSARENKO 1996; WHETTEN et al. 1998) (siehe auch ,,Bildung

von Wundlignin®).
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CH,0H CH,0H
_ _
Peroxidase
HO;
R Ry w R Ry
OH H- o
Zimtalkohol Aroxyl-Radikal
EHzOH CH,OH CH,OH
| Y Y/
<> <>
R Ry R R, R Ry
(0] (0] o

mesomere Radikale

Abb. 51: Polymerisation von Lignin-Vorstufen. An den freien Alkoholen, den Monolignolen, greift
eine Peroxidase an und erzeugt durch Abspaltung eines H'-Radikals bzw. durch Elektronenentzug vom
phenolischen Anion mesomere Monolignol-Radikale, welche dann spontan in vielfdltiger Weise mitein-

ander reagieren.

Aufgrund der Vielzahl moglicher Elektronendonatoren fiir die durch Peroxidasen kata-
lysierte Reduktion von H,O, zu H,O ist eine direkte Lokalisation im Stoffwechsel aber
nicht mdglich, so daB auch noch andere Funktionen diskutiert werden. Hierher gehdren
die Mitwirkung bei der Cutinisierung von Zellwinden, Oxidation von Indolessigsdure

oder Ethylenbildung.

Zu weiteren Enzymen, deren Aktivitdt bei den Erlenblittern durch Herbivorenfral sig-
nifikant gesteigert werden konnte, zéhlen Lipoxygenasen (Abb. 27, Kap. 5.2.1.2.2).
Generell stehen sie als Indikator fiir ,,Strefsituationen (AXELROD 1974). Lipoxygena-
sen katalysieren die enzymatische Lipidperoxidation. Bei dieser Reaktion wird im ers-
ten Schritt ein H-Radikal aus einem cis, cis-1,4-Pentadienyl-System einer polyungesét-
tigten Fettsdure abstrahiert, und durch nachfolgende Anlagerung von molekularem Sau-

erstoff entsteht ein Fettsdurehydroperoxid (VICK & ZIMMERMANN 1984; GARDNER
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1991; SIEDOW 1991; BELL & MULLET 1991; TRANBARGER et al. 1991; MELAN et al.
1993). Fettsdaurehydroperoxide stellen ein wichtiges Intermediat fiir verschiedene Syn-
thesewege dar. Bei den Folgereaktionen mufl dann zwischen gezielten enzymatischen
Synthesen (z.B. iiber Allenoxidsynthasen (HAMBERG & FAHLSTADIUS 1990; HARMS et
al. 1995)) von regulatorischen Molekiilen wie Jasmonséure, die als Signaliibertrdger bei
Verwundung und Pathogenbefall angesehen wird (CREELMAN et al. 1992; CREELMAN &
MULLET 1997; FARMER et al. 1992) oder Traumatinsidure und radikalischen Reaktionen,
die beim Zerfall von Fettsdurehydroperoxide ablaufen, differenziert werden (DIXON &

Lamp 1990) (Abb. 52).

OOH

v:vv\:/(CHz)7\COOH

13-Hydroperoxylinolensdure

enzymatisch / nicht
/ enzymatisch
0]

———— Radikalische
Zerfallsprodukte
COOH

Jasmonséaure
Abb. 52: Folgeprodukte der 13-Hydroperoxylinolenséiure.

Fiir die Schwarzerle konnte die Bildung von Jasmonsdure nach FraBverletzung durch
den Herbivoren A. alni belegt werden (Kap. 5.2.4). Somit ist es naheliegend, dafl auch
die Enzymaktivitdt des an der Biosynthese beteiligten Enzyms deutlich erhoht ist. Wei-
terhin konnen Fettsdurehydroperoxide iiber Hydroperoxidlyasen vermittelte Reaktions-
schritte zu fliichtigen Aldehyden umgesetzt werden (HATANAKA 1993; MATSUI et al.
1999), die als Bestandteile der green leaf volatiles bekannt sind. Ein wichtiger Vertreter
aus dieser Duftstoffklasse, cis-3-Hexenylacetat, wurde ebenfalls im Duftbouquet von 4.
glutinosa  nach  Fraschddigung identifiziert (Abb. 38, Kap. 5.2.3.2).
Fettsdurehydroperoxide fungieren auch als Substrat fiir Peroxidasen, so daf} sie auch an
der Cutinisierung beteiligt sein konnen (BLEE & SCHUBER 1993). Fiir die Schwarzerle
konnte dies gleichermallen zutreffen, zumal erhohte Peroxidase-Aktitvititen und er-

hohte Phenolgehalte nach Frafschadigung ermittelt wurden. Diese verschiedenen Bei-
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spiele demonstrieren, welche wichtige Bedeutung die Lipoxygenase-Aktivititssteige-

rung bei den Erlenblattern durch Herbivorenfrall zugesprochen werden kann.

Eng verbunden mit der Aktivitdt von oxidativen Enzymen als Folge von Herbivoren-
schiadigung im pflanzlichen Gewebe ist auch die Aktivitdt von Katalasen (BI & FELTON
1995), die Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoff umsetzt und somit der Entgif-
tung der Zellen dient. Die Aktivitit dieses Enzyms konnte nach Herbivorenfrall von
A. alni im Blattgewebe nicht signifikant verdndert werden (Abb. 29, Kap. 5.2.1.2.4), so
daB eine Beteiligung von Katalase als induzierte Verdnderung vorldufig ausgeschlossen

werden muf3.

6.2.1.5 Proteinaseinhibitoraktivitaten

Eine weitere Mdglichkeit der induzierten chemischen Abwehr, die Bildung von Protei-
naseinhibitoren, gegen den Herbivoren A. alni konnte aufgezeigt werden: In unmittelbar
befressenem Gewebe vergroBerte sich die Proteinaseinhibitoraktivitit um das 5,5-fache.
Dabei wurde nicht nur eine direkte Induktion ermittelt, sondern auch eine systemische
Induktion der PI-Aktivitdten in noch nicht geschéddigten Blittern desselben Erlentriebes
(Abb. 30, Kap. 5.2.1.3). Von zahlreichen Pflanzen ist bekannt, daf} sie auf Frafverlet-
zung der Blattoberfliche mit der Biosynthese von Proteinaseinhibitoren reagieren
(BROWN & RYAN 1984; GREEN & RYAN 1972; RYAN 1990). Die Expression der Prote-
ine erfolgt nicht lokal nur an der FraBstelle, sondern zeitlich versetzt auch in anderen
Teilen der Pflanze, z.B. in unversehrten Blittern (RYAN 1979). Diese Inhibitoren hem-
men die proteinhydrolisierenden Enzyme. Wenn das Insekt sie mit der Nahrung auf-
nimmt, wirken sie daher nachteilig auf seine Fahigkeit aus, das pflanzliche Protein zu
nutzen, so dal} sich auf diese Weise das Wachstum und die Entwicklung der Fraschad-
linge verzogern (HILDER et al. 1987; JOHNSON et al. 1989). Fiir die Grauerle (A/nus in-
cana) konnte die biologische Bedeutung von Proteinaseinhibitoren deutlich gemacht
werden: Auf Herbivorenfral des Blattkdfers Galerucella lineola reagierten Grauerlen-
pflanzen mit der Bildung von Proteinaseinhibitoren, die sich nachhaltig auf die ,,Per-
formance* des Herbivoren auswirkten (SELDAL et al. 1994). Die Bildung von Proteina-
seinhibitoren bei FraBverletzung von A. alni im Pflanzengewebe von A. glutinosa

konnte sich spezifisch gegen Fral3 richten. Inwieweit Proteinaseinhibitoren wirksam bei
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der Abwehr von A. alni sind, ist ungeklirt, da manche Insekten Schutzmechanismen
entwickelt haben. Durch diese werden die pflanzlichen Proteinaseinhibitoren unwirk-
sam gemacht, so daB3 die Tiere das pflanzliche Gewebe als Nahrungsquelle nutzen kon-

nen (JONGSMA et al. 1995).

6.2.1.6 Emission von Duftstoffen

Frall von A. alni fiihrte an A. glutinosa-Blittern zu einer Freisetzung von zahlreichen
Duftkomponenten, die von ungeschédigten Erlenblittern nicht abgegeben wurden (Kap.
5.2.3). Zu diesen emittierten Duftstoffen gehorten Ethylen, Terpene, aliphatische Ver-
bindungen und aromatische Verbindungen (Ubersicht Abb. 53). Fiir viele Verbindungen
aus dem emittierten Duft von 4. glutinosa konnten keine exakte Identifizierungen vor-
genommen werden, so dal noch mehr Verbindungen emittiert werden als hier dargelegt.

Die Terpene stellen aber die wichtigste Duftstoftklasse dar.

Generell fillt bei der Zuordnung der Komponenten aus dem Duftprofil von Alnus
glutinosa auf, dal} es sich bei einer Vielzahl der nachgewiesenen Verbindungen um
Duftmolekiile handelt, die bereits von krautigen und holzigen Pflanzenspezies als Blatt-
und Bliitenduftbestandteile bekannt sind (Ubersicht in AREY et al. 1991; KNUDSEN et al.
1993; TOLLSTEN & MULLER 1996). Beispielsweise befinden sich unter den emittierten
Duftstoffen Hexenylacetat oder Decanal, die zu den sogenannten green leaf volatiles
(VISSER et al. 1979) gehoren. Das Vorkommen dieser Cg-Verbindungen wird als ubi-
quitdr beschrieben (HATANAKA 1996). Sie verleihen verletztem Blattgewebe den typi-
schen fruchtig-grilnen Geruch, der sehr schnell infolge einer unspezifischen Blattschi-
digung eintritt (HATANAKA et al. 1987; TURLINGS et al. 1995). Daher ist es nicht
iiberraschend, dal auch bei der Schwarzerle infolge A4. alni-FraBschiddigung sowie
mechanischer Verletzung Hexenylacetat als Marker fiir Blattverletzung im Duft nach-
gewiesen wurde. Die Freisetzung von green leaf volatiles sowohl nach mechanischer
Verletzung als auch nach Herbivorenfrall wird von zahlreichen Arbeiten belegt (DICKE
et al. 1990, TURLINGS et al. 1990; LOUGHRIN et al. 1995; MATTIACCI et al. 1995). Die
Unspezifitidt sowie die rasche Freisetzung lassen sich auf den Biosyntheseweg dieser
Verbindungen zuriickfiihren. Wird pflanzliches Gewebe verletzt, kommt es entweder zu

einer Autoxidation von Blattmembranlipiden oder zum enzymatischem Abbau von Li-
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nolsdure. Eine De-novo-Biosynthese konnte bei der Baumwolle nach Herbivorenfral3
ausgeschlossen werden (PARE & TUMLINSON 1997a). Zu weiteren, eher allgemeinen
Duftstoffkomponenten diirfte auch Methylanthranilat zédhlen. Diese Verbindung wurde
als Bliiten- und Blattduft bei vielen Pflanzenspezies beschrieben (STERN et al. 1967,

FujiMoORtI et al. 1978; KNUDSEN et al. 1993).

Fettsdure/ .
Acetyl Coenzym A —— > “green leaf volatiles”

Lipoxygenase-
weg
Calvin- MOY
zyklus
CO, — Glucose Glycerinaldehyd-3-P Hexenylacetat
Glycolyse + Pyruvat
Pentosephosphat MEP- Mevalonatweg
oder Glycolyse Weg
v
Erythrose- Isopentyl Pyrophosphat
phosphat / l \
Shikimat / .
Tryptophanweg Monoterpene  Sesquiterpene Homoterpene
\4 =
XX
Indol-3-glycerol-P =
DMNT
Tryptophan- oder |
nicht-Tryptophanweg
Ocimen Farnesen
v OH
X XX
N TMTT
H |
Indol ’
nao Linalool Caryophyllen

Abb. 53: Biosynthesewege zu einigen der emittierten Duftstoffe von Alnus glutinosa. MEP = 2-C-
Methyl-D-erythritolphosphat.

Unter den fraBBinduzierten Duftstoffen befinden sich weiterhin solche Verbindungen, die
typisch fiir Herbivorenfra3schiddigung sind. Dabei nehmen die Terpene qualitativ und
quantitativ den grofSten Anteil ein: z.B. die Monoterpene Linalool oder Ocimen, die
Sesquiterpene Caryophyllen, Farnesen oder Humulen und die beiden Homoterpene
DMNT und TMTT. Auch bei anderen Pflanzen—Herbivor—Systemen konnten diese
Komponenten nach einer Frafverletzung nachgewiesen werden (TURLINGS et al. 1990;
TURLINGS et al. 1992; LOUGHRIN et al. 1994, 1997; ROESE et al. 1996). Einen besonde-

ren Stellenwert nehmen die beiden Homoterpene DMNT und TMTT ein. Sie sind nicht
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nur als Bliitenduftbestandteile bekannt (KAISER 1991; AZUMA et al. 1997), sondern auch
als Marker fiir Herbivorenfra3schddigung (TURLINGS et al. 1992; BOLAND et al. 1992;
DICKE 1994; MCCALL et al. 1994; LOUGHRIN et al. 1997; SCUTAREANU et al. 1997). Sie
werden infolge Herbivorie De-novo synthetisiert (PARE & TUMLINSON 1997a, b). Wei-
terhin liegen fiir diese Homoterpene nidhere Kenntnisse vor, liber welche Regulations-
mechanismen ihre Biosynthese sowie Freisetzung erfolgt (BOLAND & GABLER 1989;
GABLER et al. 1991; DONATH & BOLAND 1994; BOUWMEESTER et al. 1999;

DEGENHARDT & GERSHENZON 2000).

Die fraBlinduzierte Duftemission war charakteristisch fiir den Herbivoren A. alni und
konnte nicht durch mechanische Verletzung des Gewebes simuliert werden. Dal} ein
Duftprofil nach Einritzen oder Lochen von Blattgewebe nicht dem von Herbivorenfral3
entspricht, bestitigen zahlreiche Arbeiten (TURLINGS et al. 1995; TAKABAYASHI &
DICKE 1995). Nur iiber die Applikation von Regurgitat auf frisch verletztes Pflanzen-
gewebe oder in Puffer geldst, konnte ein Duftspektrum induziert werden, das dem nach
Herbivorenfrall dhnelte (TURLINGS et al. 1993; MATTIACCI et al. 1995; ALBORN et al.
1997).

Eigene Untersuchungen an der Schwarzerle sowie weitere Versuche an anderen krauti-
gen und holzigen Pflanzenarten belegen eine Beteilung von Jasmonsdure an der Duft-
produktion (BOLAND et al. 1995; MEINERS & HILKER 2000; HOPKE et al. 1994). Dabei
dhnelte die Zusammensetzung nach Jasmonsdureapplikation aber nicht vollstdndig dem
Bouquet, das nach A. alni-Fral3 abgegeben wurde. Bestimmte Komponenten wie z.B.
Methylsalicylat, DMNT oder TMNT, die auch nach Herbivorenfral nachweisbar waren,
konnten entweder nur in Spuren oder gar nicht nachgewiesen werden. Bestitigt wird
diese Beobachtung auch von anderen Arbeiten (BOLAND et al. 1999; DICKE et al. 1999;
GoLs et al. 1999). Da die Induktion der Duftproduktion, besonders die der Terpene,
iiber die Octadecanoidkaskade vermittelt wird (HOPKE et al. 1994; BOLAND et al. 1995,
1999; KOCH et al. 1999; DICKE et al. 1999; GOLS et al. 1999), 148t sich damit der indu-

zierende Effekt von Jasmonséure auf fliichtige Blattinhaltsstoffe erkléren.

Der Nachweis bestimmter Komponenten im Duft von Alnus erwies sich nicht nur cha-
rakteristisch fiir die Art der Schidigung, sondern unterlag auch einer Rhythmik (Abb.
39, Kap. 5.2.3.2). Ein diurnaler Verlauf in der Duftabgabe ist sowohl bei Bliiten

(MATILE & ALTENBURGER 1988; LOUGHRIN et al. 1991) als auch bei Bléttern nach Her-
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bivorenfral fiir andere Pflanzenarten wie Mais (TURLINGS et al. 1998), Wein
(LOUGHRIN et al. 1997) oder Baumwolle (MCCALL et al. 1994; LOUGHRIN et al. 1994;
TURLINGS et al. 1995) belegt. Der zeitliche Verlauf der Duftabgabe bei Alnus sowie die
Ergebnisse der gerade zitierten Arbeiten (LOUGHRIN et al. 1994: TURLINGS et al. 1995)
lassen vermuten, daf die induzierte Emission stark von der Lichtperiode kontrolliert
wird. Haufig folgen physiologische Rhythmen physikalischen Rhythmen wie z.B. dem
tagesrhythmischen Lichtwechsel (Ubersicht SOMERS 1999; MCCLUNG 2001). Um die
endogene Tagesrhythmik der Duftproduktion nach Herbivorenfrall bei Alnus zu bele-
gen, miiite man Erlenkeimlinge, die schon als Samen unter konstanten Bedingungen
mit Dauerdunkel aufgezogen wurden, mit einzelnen Lichtsignalen als ,,Zeitgeber dazu
anstoflen konnen, die Duftkomponenten dann mit ihrer artspezifischen Periode zu emit-
tieren. Es konnte aber auch sein, daf} die beobachtete Duftrhythmik anderen Taktgebern
unterliegt. Da die Produktion der Duftstoffe eng an die Photoassimilation gebunden ist -
z.B. konnte bei der Baumwolle iiber *C-Fiitterungsexperimente ein Einbau der mar-
kierten Vorstufen in induzierte Duftkomponenten nachgewiesen werden (PARE &
TUMLINSON 1997a, b) - ist die rhythmische Abgabe der Duftstoffe eng an den Verlauf
der Photosynthese gebunden. Als weiteres Indiz an eine enge Bindung der rhythmischen
Duftemission an die Photosynthese und somit auch an die Lichtintensitét gibt auch der
Ort der Terpenbiosynthese. Bei den Terpenen, die durch Herbivorenfrall induziert wer-
den, scheint es so zu sein, dal die Monoterpene hauptsédchlich {iber einen alternativen
Biosyntheseweg (MEP-Weg), der unabhéngig vom Mevalonat-Weg ist (ROHMER et al.
1993; LICHTENTHALER 1999), ausschlieBlich in den Plastiden synthetisiert werden. Die
Sesquiterpene konnten iiber beide Routen (Mevalonat-Weg und MEP-Weg) sowohl in
den Plastiden also auch im Cytosol hergestellt werden (PIEL et al. 1998; BOLAND et al.
1999) (Abb. 53). Weiterhin wire eine Regulation der Duftstoffabgabe bei Alnus liber
die Spaltoffnungsbreite der Stomata denkbar. Die Bewegungsoffnung von photoaktiven
Stomata wird durch Licht induziert. Dieses wirkt vorwiegend dadurch spaltéffnend, daf3
es unter Einschaltung der Photosynthese den CO,-Partialdruck in den Intercellularen
erniedrigt, wobei CO, das beherrschende Regulativ der Stomata darstellt (RICHTER
1988). Genau diesen Regulationsmechanismus kdnnte man nutzen, um bei Alnus zu
iiberpriifen, ob die Duftemission an den Offnungsgrad der Stomata gebunden ist. Tags-

iiber, wenn der CO,-Partialdruck erniedrigt ist und die Stomata gedffnet sind, konnte
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man durch eine kurzzeitige CO,-Begasung eine gezielte SchlieBbewegung der Stomata
einleiten. Entweder zeigt die Duftemission in diesem Moment einen starken Abfall in
der Emissionsrate, was flir diese Hypothese sprechen wiirde, oder der Emissionsverlauf

bleibt unbeeinflufit, so dall eine Regulation iiber die Stomata unwahrscheinlich ist.

Uber die Abgabe von Duftstoffen kénnen Pflanzen sich ihrer Umwelt mitteilen und
ihren physiologischen Zustand anzeigen. Werden sie von Herbivoren befallen, so emit-
tieren sie fliichtige Komponenten als Zeichen ihres Herbivorenbefalls (Ubersicht in
KARBAN & BALDWIN 1997; BALDWIN & PRESTON 1999; VET 1999). Diese freigesetzten
fliichtigen Duftstoffe spielen eine wichtige Rolle in der tritrophischen Wechselwirkung
zwischen Pflanze, Herbivor und Parasitoid oder Prddator (DICKE & SABELIS 1988;
TURLINGS et al. 1990; TURLINGS & TUMLINSON 1992; VET & DICKE 1992; DICKE 1994;
DICKE & VAN LOON 2000). In dem von der Schwarzerle 4. glutinosa sezernierten Duft-
bouquet nach FraBschddigung durch den Erlenblattkidfer 4. alni befanden sich auch
Verbindungen wie DMNT, TMTT, Linalool sowie Ocimen, deren 6kologische Bedeu-
tung bei anderen Pflanzen-Herbivor-Systemen bekannt ist (PARE & TUMLINSON 1997a;
TAKABAYASHI & DICKE 1995; MATTIACCI et al. 1995). Eine dhnliche Bedeutung konnte
den Terpenen auch im System Schwarzerle-Erlenblattkdfer zukommen. Als natiirlich
vorkommende Feinde kommen dafiir sowohl Baumwanzen (Pentatomidae), Blumen-
wanzen (Anthocoridae) als auch Schwebfliegen (Syrphidae) in Frage (Ubersicht in
RANK et al. 1996; KOPF et al. 1997). Ergebnisse von DOLCH (2000) deuten aber eher
darauf hin, da3 die Gegenspieler ihren Beutetieren folgen und nicht gezielt von fliichti-
gen Synomonen angelockt werden. Die Artenzahl nahm nach der Entlaubung auf den

weit entfernten Erlen zu.

Eine weitere Bedeutung kommt den Duftstoffen in der chemischen Kommunikation
zwischen Pflanzen zu. Geschidigte Pflanzen konnen iiber fliichtige Verbindungen mit
thren ungeschidigten Nachbarn in Wechselwirkung treten und hier Abwehrmechanis-
men aktivieren, die dazu beitragen, den drohenden Herbivorenangriff abzuwehren. Auf
diese Bedeutung von Duftstoffen in der Resistenzinduktion in ungeschédigten Erlen-

blattern wird im folgenden Kapitel ndher eingegangen.
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6.2.2  Duftinduzierte Verianderungen im Blattgewebe von Alnus glutinosa

6.2.2.1 Auswirkungen von Ethylen, Methyljasmonat, Methylsalicylat

Um potentielle Signalstoffe in der Kommunikation der Erlen zu identifizieren, wurden
wichtige Duftkomponenten, die in engem Zusammenhang mit Herbivorie stehen, iiber
die Gasphase an Erlenblitter appliziert. Es ergaben sich die in Tab. 16 eingetragenen

Verianderungen im Gewebe der Erlenblitter.

Tab. 16: Zusammenfassende Darstellung der Auswirkungen verschiedener Behandlungsweisen auf
physiologische Verinderungen im Stoffwechsel von Alnus glutinosa im Labor. m: signifikante Erho-
hung um das x-fache, : signifikante Reduzierung um das x-fache, ® : gemessen, aber ohne signifikanten

Effekt. Leeres Késtchen: keine Bestimmung.
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Phenolgehalt M 2,2-fach | T 2,6-fach o . M 1,5-fach
Polyphenoloxidaseaktivitit T 3,1-fach e ° e M 3,2-fach
Lipoxygenaseaktivitit T 2,7-fach e . e M 2,6-fach
Peroxidaseaktivitit 1 13,7-fach . . . T 4,7-fach
Katalaseaktivitat ° L o M 2,1-fach
Aktivitit von Proteinaseinhibitoren | T 5,5-fach | 1 4,3-fach . M 3,7-fach | T 1,9-fach
Konsumierte Blattmenge im 4,4-fach 2,9-fach 2,3-fach 2,0-fach 2,1-fach
FraBwahlversuch mit 4. alni-
Larven

Fiir Ethylen konnte eine induzierende Wirkung auf den Stoffwechsel der Erle mit Ver-
dnderungen im Phenolgehalt (Abb. 25, Kap. 5.2.1.1) sowie eine Aktivitdtssteigerung
von Proteinaseinhibitoren (Abb. 30, Kap. 5.2.1.3) nachgewiesen werden. Diese 143t sich
damit erkldren, dall Ethylen fiir die Initiation der Jasmonsdure-vermittelten Wundant-
wort essentiell ist, infolge der es zu einer verstarkten Expression von Proteinaseinhibito-
ren kommen kann (PENA CORTES et al. 1988). Das fliichtige Derivat der Jasmonsdure,

Methyljasmonat, scheint bei der Schwarzerle auch eine wichtige Rolle einzunehmen,
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denn es induzierte die Katalase-Aktivitdt und die Proteinaseinhibitoraktivititen (Abb.
30, Kap. 5.2.1.3). Der induzierende Effekt auf diese Form der pflanzlichen Abwehrre-
aktionen wurde auch schon von FARMER & RYAN (1990) beobachtet. Weitere induzie-
rende Wirkungen des Methyljasmonats z.B. auf die Enzymaktivititen konnten nicht
festgestellt werden. Dies war iiberraschend, denn in anderen Pflanzensystemen konnte
dieser Verbindung eine Schliisselrolle bei der induzierten Abwehr zugesprochen wer-
den, in dem es u.a. die Induktion der Polyphenoloxidase-Aktivitit vermittelte
(CONSTABEL & RYAN 1998; CONSTABEL et al. 2000). Weiterhin wurde eine Induktion
tiber den Duft geschadigter Pflanzen, bei dem MeJA die Hauptkomponente darstellte,
auf die PPO-Aktivitit in ungeschéddigten Pflanzen von KARBAN et al. (2000) beschrie-

ben.

Fiir die Substanz Methylsalicylat kann eine vorldufige Funktion als Signalstoff fiir die
Erle ausgeschlossen werden, denn die Verbindung induzierte weder Verdanderungen bei
den Phenolen noch bei den Enzymen und Proteinaseinhibitoren (Tab. 16). Methylsali-
cylat ist zwar als Signalsubstanz zwischen Nicotiana-Pflanzen, die mit dem Tobacco
mosaic virus inokuliert worden waren, und befallsfreien Pflanzen, bei denen es eine
SAR ausgelost hatte (SHULAEV et al. 1997), beschrieben, aber eventuell kommt MeSA
eher eine Signalfunktion in der Pathogenabwehr als in der Herbivorenabwehr zu. Folg-
lich konnte {iber die Duftsignale Ethylen und Methyljasmonat ein Signaltransfer
zwischen geschidigter und benachbarter, gesunder Erle stattfinden, der in der unbefal-
lenen Pflanze physiologische Verdnderungen bewirkt und somit fiir die Ausbildung ei-
ner Resistenz verantwortlich sein konnte. Die Beteiligung von Methyljasmonat an dem
Signaltransfer mufl dabei aber sehr kritisch angesehen werden, weil dieses Molekiil
nicht zu den fralinduzierten Duftstoffen gehdrte und auch nicht von Erlenpflanzen nach
exogener Jasmonsdureapplikation emittiert wurde. Andererseits konnte belegt werden,
dal} Jasmonsdure als Signalsubstanz an der endogenen Signalkaskade der Abwehrreak-
tionen bei der Erle beteiligt ist. Somit konnte Methyljasmonat als fliichtiger
Signaltransducer iiber den Gasraum die Abwehrreaktion bei gesunden Pflanzen induzie-

ren.
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6.2.2.2 Auswirkungen fraflinduzierter Duftstoffe

Unter kontrollierten Bedingungen im Labor wurde dem Mechanismus des Signaltrans-
fers liber die Gasphase und der induzierten Verdnderungen detaillierter nachgegangen.
Die ,,Containerversuche®, bei denen ungeschidigte Erlenblitter unter dem Einfluf3
fraBinduzierter Duftstoffe standen, ergaben Verdnderungen sowohl in den Phenolen als
auch in der Aktivitdt der oxidativen Enzyme und Proteinaseinhibitoren in benachbarten,
ungeschidigten Pflanzen (Tab. 16). Die Induktion der ermittelten physiologischen Ver-
anderungen kann dabei nur liber gasformige Stoffe erfolgt sein, denn fiir den Signal-
transfer zwischen induzierten Blittern und benachbarten, unbehandelten Bléttern
kommt nur der Luftraum in Frage. Die Erlentriebe standen jeweils einzeln in Schnapp-
deckelgldschen, so daB kein Kontakt untereinander iiber die Inkubationslésung gegeben
war. Weiterhin waren die Erlentriebe so positioniert, dal ein Kontakt untereinander
iiber die Blattflichen nicht moglich war. Ferner wurde durch einen Gazekifig, der die
befressenen Erlenblittern mit den A. alni-Larven umschlof, verhindert, daf3 die Larven
zu den benachbarten Erlentrieben wandern konnten. Es kann zwar nicht ausgeschlossen
werden, daf} es in den Containern zu einer geringfiigigen CO,-Anreicherung durch die
Respiration der 4. alni-Larven gekommen ist, die die PI-Aktivitit beeinfluflt hat, aber
Versuche an Eucalyptus-Blattern belegen, dal hohe CO,-Konzentrationen erforderlich
sind, um den Metabolismus signifikant zu beeinflussen (LAWLER et al. 1997;
MCDONALD et al. 1999). Die ,,Containerexperimente* bestéitigen den im ,, JA-Versuch®
aufgezeigten Hinweis des intraspezifischen Signaltransfers tiber den Gasraum zwischen

Erlenpflanzen.

Betrachtet man den zeitlichen Verlauf der induzierten Verdnderungen in den benach-
barten, ungeschéadigten Bléttern, so scheint eine Aktivierung der Abwehrmechanismen
hier nicht sofort zu erfolgen. Die erhohte Synthese von Phenolen in den benachbarten,
ungeschidigten Blattern trat relativ spdt ein (Abb. 33, Kap. 5.2.2.1). Erst nach 72 Stun-
den zeigten die Erlenblétter induzierte Veranderungen an, durch die sie fiir die fressen-
den Insekten ungeniefbar werden sollten. Im Freiland ergaben sich nach fiinf Tagen
signifikante Unterschiede im Phenolgehalt der Erlen der verschiedenen Baumpositio-
nen, wobei nach zwolf Tagen die groBiten Unterschiede ermittelt wurden. Anscheinend
gehoren Verdnderungen im Phenolmetabolismus zu den pflanzlichen Antworten der

Erle, die nicht innerhalb von wenigen Stunden, sondern erst nach einigen Tagen erreicht
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werden. Zu den schnell induzierbaren Abwehrmechanismen diirften eher Verdnderun-
gen bei den oxidativen Enzymen und Proteinaseinhibitoren zdhlen. Bereits nach 48
Stunden wurden gravierende Aktivitétssteigerungen im Gewebe von Blattern benach-
barter, ungeschiadigter Erlentriebe ermittelt. Eine Induktion der oxidativen Enzyme
durch fraBlinduzierte Duftstoffe erscheint tiberraschend, denn {iber die Inkubation mit
den einzelnen Duftkomponenten Ethylen, Methylsalicylat und Methyljasmonat konnte
dieser Effekt nicht erzielt werden. Zur Erklarung gibt es folgende Moglichkeiten:

a) Die in den Inkubationsversuchen eingesetzten Konzentrationen lagen fiir Enzymin-
duktion nicht im physiologischen Bereich, so da3 die Blatter nicht reagierten.

b) Die Komponenten wirken nicht auf den pflanzlichen Stoffwechsel, wenn sie einzeln
appliziert werden, sondern nur dann, wenn sie im Gemisch angeboten werden.

¢) In dem fraBinduzierten Duftstoffspektrum sind zusitzliche Signalstoffe enthalten, die
eine induzierende Wirkung auf den Metabolismus der Pflanze haben.

Die Inkubationsversuche mit weiteren fliichtigen Komponenten bestitigen diese Mog-
lichkeit der Abwehrinduktion in ungeschéddigten Erlenbléttern. Aus dem fraBBinduzier-
tem Duftstoffspektrum der Erle zeigten einige Komponenten einen positiven Effekt auf
die Aktivitdt der Proteinaseinhibitoren. Dazu gehorten cis-Jasmon, Ocimen, DMNT und
TMTT. Die ibrigen Verbindungen =zeigten keinen EinfluB auf die
Proteinaseinhibitoraktivititen. Die physiologisch nicht wirksamen Eigenschaften der
Molekiile Methylanthranilat, Linalool und Caryophyllen in der Aktivierung von Protei-
naseinhibitoren konnen damit erklart werden, dal3 sie eher zu allgemeinen Bliiten- und
Duftbestandteilen (STERN et al. 1967; FUJIMORI et al. 1978; KNUDSEN et al. 1993)
zéhlen und aufgrund ihrer Biosynthese oder Struktur in keiner engen Verwandtschaft zu
Phytohormonen oder anderen Signalstoffen stehen. Beispielsweise ist Methylanthranilat
ein fliichtiges Derivat von Anthranilat, das als Intermediat wahrend der Tryptophanbio-
synthese fungiert (ROMPP 1997). Cis-3-Hexenylacetat zeigte auch keinen nachteiligen
Effekt auf die Proteinaseinhibitoraktivititen. Dies erscheint etwas {iberraschend, denn
einige Vertreter der green leaf volatiles wurden als Signalsubstanzen beschrieben, die in
der Lage sind, unbefallene Pflanzen vor nachfolgendem Pathogenbefall zu schiitzen
(BATE & ROTHSTEIN 1998; ZERINGUE 1992; HAMILTON-KEMP et al. 1992; CROFT et al.
1993). Eine Funktion als Signalsubstanz zwischen herbivorgeschadigten und ungesché-

digten Erlenpflanzen kann fiir cis-3-Hexenylacetat deshalb nicht bestétigt werden. Cis-
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Jasmon steigerte die Aktivitit der Proteinaseinhibitoren um den Faktor 14,1-fach und
zeigte damit den groften EinfluB3. Dieser Effekt 146t sich vermutlich damit erklaren, daf3
cis-Jasmon ein fliichtiger Metabolit von Jasmonsédure ist (KOCH et al. 1997), deren
Genexpressionswirkung auf PI-Gene bekannt ist. Das Monoterpen Ocimen wie auch die
beiden Homoterpene DMNT und TMTT konnten etwas gleich stark die Aktivititen der
Proteinaseinhibitoren vergrof3ern, wobei der Effekt vom TMTT etwas schwicher war.
Eine Abwehrinduktion in ungeschidigten Erlenbldttern kann also nicht nur iiber die
bislang bekannten Signalstoffe Ethylen und Methyljasmonat vermittelt werden, sondern
durchaus auch iiber terpenoide Verbindungen wie Ocimen, DMNT und TMTT. Mit den
von ARIMURA et al. (2000) durchgefiihrten Versuchen an der Limabohne konnte gezeigt
werden, dafl in unbefallenen Pflanzen, die im Windstrom von durch Spinnmilben be-
fallenen Pflanzen standen, die Expression von fiinf verteidigungsspezifischen Genen
aktiviert wurde. Durch weiterfiihrende Versuche mit einzelnen, synthetischen Verbin-
dungen aus diesem emittierten Duftstoffgemisch der fralinduzierten Bohnenpflanzen,
konnte fiir die Komponenten DMNT, TMTT und Ocimen eine induzierende Wirkung
auf die Expression von PR-Genen nachgewiesen werden (ARIMURA et al. 2000). Diese
Stoffe waren wahrscheinlich fiir den Pflanze-Pflanze-Signaltranfer verantwortlich, des-
sen Effekt schon 1992 von BRUIN et al. (1992) beschrieben worden war: Bohnenpflan-
zen, die den Duftstoffen Spinnmilben-infizierter Artgenossen ausgesetzt waren, zeigten
sich geschiitzt gegen nachfolgenden Spinnmilbenbefall. Somit konnten sowohl die bei-
den Homoterpene als auch das Monoterpen an dem Signaltransfer zwischen einer ge-
schéddigten und einer ungeschéidigten Erle beteiligt sein.

Die Ergebnisse der Inkubations- und Containerversuche machen auch deutlich, daf3 die
intraspezifische Signaltransduktion zwischen geschiddigten und ungeschidigten Erlen-
pflanzen nicht durch einzelne Substanzen, sondern durch ein Gemisch zahlreicher
fliichtiger Substanzen erfolgt, dessen aktive Komponenten noch nicht vollstindig identi-
fiziert sind. Vorstellbar wire beispielsweise, da3 die Hauptkomponente Ethylen zwar
aktiv ist, aber es bedarf zusitzlich in Spurenkonzentrationen vorhandene
Nebenkomponenten (wie Ocimen, DMNT oder TMTT), um die volle Wirksamkeit des

Signals zu erreichen.
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Fiir die Untersuchung des Signaltransfers zwischen Pflanzen ist es nicht nur interessant,
welche Komponenten von geschidigten Pflanzen abgegeben werden und welche phy-
siologischen Verdnderungen sie in ungeschiadigten Pflanzen induzieren, sondern auch,
wie sie von der ungeschidigten Pflanze wahrgenommen werden. Denkbar wiren fiir die
Duftsignale zwei verschiedene Erkennungsmechanismen, durch die es zu physiologi-

schen Verdnderungen im pflanzlichen Stoffwechsel kommen konnte:

a) Die Duftsignale wirken direkt {iber eine unmittelbare Wechselwirkung mit der Blatt-
oberfliache. Eventuell konnte man diese Signale einer intraspezifischen Verstindigung
dann auch als ,,Phytopheromone* bezeichnen, wenn sie folgendermallen definiert wer-
den: Signale, die von Pflanzen als Geruchsstoffe abgegeben werden und bei Artgenos-

sen spezifische physiologische Prozesse regulieren.

b) Die Duftsignale konnten auch indirekt wahrgenommen werden. Beispielsweise wire
eine Adsorption liber die Blattoberfliche mdglich, infolge derer sie in das pflanzliche
Gewebe iibergehen und sich von hier aus iiber das Gefdllsystem iiber die ganze Pflanze
verteilen. Denkbar wire diese Moglichkeit fiir Verbindungen wie Methyljasmonat oder
Methylsalicylat, da ihre Hydrolyse im wéBrigen Milieu zu den entsprechenden Séuren
Jasmon- bzw. Salicylsdure moglich wire. Fiir andere Verbindungen, wie z.B. cis-Jas-
mon oder Terpene, wire dieser Mechanismus undenkbar, so dafl dann die erste Mog-

lichkeit wahrscheinlicher ist.

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Massimo Maffei von der Universitidt Turin wurden
erste experimentelle Ansidtze zu dieser Erkennungsmoglichkeit an der Erle durchge-
filhrt. Eine einzelne Zelle aus dem Blattparenchym wurde mit einer Elektrode
angestochen, und die resultierenden Transmembranverdnderungen wurden nach Zugabe
verschiedener Testlosungen, die das Gewebe umspiilten, gemessen (Abb. 54). In diesen
Testlosungen wurden einzelne Duftstoffe aus dem induzierten Duftstoffspektrum gel0st,
z.B. Ocimen, und ihre Wirkung auf die pflanzliche Membran getestet. Fiir die Erlen-
blattzellen konnte ein Ruhepotential von —-52 mV ermittelt werden. Erreichte die geldste
terpenoide Substanz Ocimen (100 ppm) den Zellverband, so verdnderte sich schlagartig
das Membranpotential auf —138 mV. Das heifit, daBB nur iiber die Wechselwirkung
zwischen Molekiil und Membran kénnen charakteristische Verdnderungen hervorgeru-
fen werden. Die Molekiile scheinen dabei nicht in den hydrophoben Bereich der

Membran einzudringen, weil nach dem Waschen mit Pufferlésung das Membranpoten-
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tial der Ausgangssituation erreicht wurde. Ahnliche membranverindernde Eigenschaf-
ten werden von GRIFFIN et al. (2000) beschrieben.

Elektrode [mV]

Blattstiickchen /

T el &
4—__‘ :|:<— Testlosung >

7~ N Vakuole

Abb. 54: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Messung von Membranpotentialen an
Blattparenchymzellen.

Durch diese Wechselwirkung der Duftmolekiile mit der Membran kann es zu verénder-
ten lonenfliissen und somit zu Membranpotential-Verdnderungen kommen, von denen
bekannt ist, da3 sie als Signalweg an der Signaltransduktion bei der pflanzlichen Ab-
wehr wirken (WHITE 2000; BLUME et al. 2000). Diese experimentellen Ansédtze konnen
fiir zukiinftige Experimente zur Untersuchungen eines Signaltransfers zwischen Pflan-

zen eine interessante Grundlage darstellen.
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6.2.3  Auswirkungen induzierter Verinderungen auf den Herbivoren Agelastica
alni

Pflanzen von A. glutinosa reagierten auf Herbivorenfrall sowie auf fliichtige Signale wie
Ethylen, Methyljasmonat, B-Ocimen, 4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien, 4,8,12-Tri-
methyltrideca-1,3,7,11-tetraen, fraBinduzierte Duftstoffe aber auch auf Signalsubstan-
zen wie Jasmon- oder Salicylsdure mit unterschiedlichen Formen physiologischer Ver-
anderungen. Begleitend zu den chemischen und physikalischen Analysen wurden mit
FraBwahlversuchen die Auswirkungen der simulierten Herbivorie bzw. induzierter

Blattverdnderungen auf die Herbivoren 4. alni bestimmt.

Das Verhalten phytophager Insekten wird durch zahlreiche Faktoren gesteuert: primére
Pflanzeninhaltsstoffe (MCNEILL & SOUTHWOOD 1978; MATTSON 1980; SCRIBER &
SLANSKY 1981; DENNO 1983), Blattwassergehalt (SCRIBER & FEENY 1979; FOWLER
1983), Blattfestigkeit (FEENY 1970; COLEY 1983; RAUPP 1985), Trichome (BAUR et al.
1991) oder sekundire Pflanzeninhaltsstoffe wie Phenole, Proteinaseinhibitoren. Diese
Parameter konnen jeweils einzeln, aber auch additiv zusammenwirken. Welche Bedeu-
tung den einzelnen Parametern bei der Nahrungspriferenz zukommt, variiert vermutlich

von Insekt zu Insekt.

Chemische Blatteigenschaften

Da keine Hinweise auf indirekte Verdnderungen im Blattwassergehalt oder im spezifi-
schen Blattgewicht ermittelt wurden (Abb. 24, Kap. 5.1.3.3), konnen somit auch keine
Aussagen dariiber getroffen werden, ob sie die Nahrungspréferenz des Erlenblattkéfers
beeinflussen. Der steuernde Faktor fiir das FraBverhalten von A. a/ni diirften daher se-
kundire Pflanzeninhaltsstoffe sein. So lagen die Gehalte der Blattphenole bei den
Baumnachbarn hoher als bei den Kontrollpflanzen des ,, JA-Versuchs®, so dal} sie das
FraBBverhalten der Herbivoren beeinflullt haben (Abb. 24, Kap. 5.1.3). Zusétzlich besta-
tigen die Ergebnisse der Containerversuche (Kap. 5.2.2), dall unter dem Einfluf} fra3ge-
schidigter Erlen sich die Phenolgehalte, die Aktivititen der oxidativen Enzyme und die
der Proteinaseinhibitoren in ungeschidigten, benachbarten Erlen signifikant erhdhten.

Diese physiologische Zusammensetzung der Erlenblétter wirkte sich so nachhaltig auf
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die Larven von A. alni aus, daB} sie von den behandelten Blittern deutlich weniger

Blattmasse fral3en.

Sowohl Jasmon- als auch Salicylsdure und ebenso die fliichtigen Duftstoffe Ethylen,
Methyljasmonat und Methylsalicylat verdnderten die direkte Zusammensetzung der
Erlenblatter so, da} die Larven von A. alni von den behandelten Bldttern deutlich weni-
ger Blattmasse fraflen. Betrachtet man die physiologischen Verdnderungen (Tab. 16),
die nach unterschiedlichen Inkubationsvarianten ermittelt wurden, mit den Ergebnissen
der Fralwahlversuche, so spiegelt sich die erhohte Anreicherung sekundérer Pflanzen-
inhaltsstoffe auch in dem Frafverhalten von A. a/ni wider: Larven von A. alni konsu-
mierten deutlich weniger Blattmasse von den Blittern, die sich durch hohe Phenolge-
halte, erhohte Aktivitdt oxidativer Enzyme und Proteinaseinhibitoren auszeichneten.
Durch die Produktion dieser Vielzahl von Sekundidrmetaboliten kann die Schwarzerle
somit einen wirkungsvollen Schutz gegen Frall von A. alni aufbauen. Welche einzelnen
Komponenten der induzierten Verbindungen letztendlich das Fralverhalten der Larven
beeinflufit haben, konnte in diesem Rahmen nicht ndher untersucht werden. Denkbar ist
aber, dal die Mischung aus Blattphenolen, oxidativen Enzymen und

Proteinaseinhibitoren additiv wirken.
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6.2.4 Bedeutung der Pflanze—Pflanze-Kommunikation fiir das System
Schwarzerle-Blauer Erlenblattkifer

Die Erkenntnisse zur Beschreibung der Pflanze-Pflanze-Kommunikation fiir das System

Schwarzerle-Blauer Erlenblattkidfer werden in der Abb. 55 zusammengetalit.

Herbivor Agelastica alni

- > Blattschiadigung <____I
|

I Regurgitat mit I
I membranverdndernden
1

Eigenschaften l

Auswirkungen induzierter Veranderungen: Auswirkungen induzierter Verdnderungen:
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Abb. 55: Schematische Darstellung der durch chemische Signale induzierten Verinderungen sowie zum Sig-
naltransfer zwischen Erlenpflanzen.
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Nach Herbivorenfral von A. alni emittieren die Schwarzerlen fliichtige Duftstoffe ins-
besondere Ethylen, Methylsalicylat (MeSA), 4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien (DMNT),
4,8,12-Trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraen (TMTT) und B-Ocimen, die als fliichtige Sig-
nalstoffe fiir die Resistenzinduktion in ungeschidigten Pflanzen in Frage kommen. Re-
gurgitat von A. alni-Larven zeigt membranveridndernde Eigenschaften, so da3 vermut-
lich herbivoreneigene Elicitoren fiir die Induktion der Abwehr erforderlich sind. Die
Signaltransduktion erfolgt liber den octadecanoiden Signalstoff Jasmonsdure. Erlen-
pflanzen reagierten auf Herbivorenfral3 mit der Biosynthese von Phenolen und einer
Verdanderung in der Aktivitit von Polyphenoloxidasen, Lipoxygenasen, Peroxidasen
und Proteinaseinhibitoren. Diese Verbindungen haben eine bedeutende Rolle als
pflanzliche Verteidigungsstrategie gegen den Herbivoren 4. alni, da Erlenblitter, die
sich durch einen erh6hten Phenolgehalt sowie eine erhohte Aktivitit oxidativer Enzyme
und Proteinaseinhibitoren auszeichneten, deutlich weniger befressen wurden als nicht
verdandertes Erlenblattmaterial. Induzierte Verdnderungen bestimmen nicht nur die
rdumliche und zeitliche Verteilung der Insekten auf der Wirtspflanze (FEENY 1970;
RHOADES 1983) sowie das Ausmal} der Blattschidigung (RAUSHER 1981; RAuPP 1985),
sondern sie wirken sich auch auf das Uberleben, Wachstum und die Entwicklung der
Fressenden aus. So kdnnen einem Herbivorenangriff ausgesetzte Schwarzerlen nicht nur
sich selbst, sondern durch Kommunikation bei ihren benachbarten Artgenossen iiber die
Ausbildung von Resistenzen eine Unattraktivitit gegeniiber Herbivoren erzielen und
gewissermallen so einen Puffergiirtel unattraktiv gewordener Baume bilden, der sie ge-

geniiber nachfolgenden Herbivoren ,,maskierten.
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6.2.5 Schlufibemerkung

Bereits einige Autoren fanden Hinweise fiir eine Kommunikation unter Pflanzen, doch
die Mechanismen bzw. welche Stoffe an dem Signaltransfer beteiligt waren, blieben bei
den ersten Freilandarbeiten unentdeckt (RHOADES 1983, 1985; BALDWIN & SCHULTZ
1983). Weiterhin gab es experimentelle Ansédtze im Labor, die die Kommunikation
wahrscheinlich machten. Doch sie zeichneten sich entweder dadurch aus, dal} es reine
,Begasungsversuche* mit einzelnen Duftsubstanzen (vorwiegend Methyljasmonat) wa-
ren oder dal} der interspezifische Signaltransfer zwischen zwei verschiedenen Pflanzen-
arten in gasdichten Inkubationsgefa3en untersucht wurde. Dabei wurden Artemisia als
Senderpflanze und Lysopersicon als Empfangerpflanze eingesetzt (FARMER & RYAN
1990; FARMER et al. 1998; MCCONN et al. 1997). Dieses Versuchsdesign ist weit von
natiirlichen Bedingungen entfernt und daher 6kologisch wenig relevant, da beispiels-
weise Artemisia und Lysopersicon nicht am selben Standort wachsen. Versuche im
Freiland unter Beriicksichtigung des Signaltransfermechanismus und des potentiellen
Signaliibertrégerstoffes liegen von KARBAN et al. (2000) vor. Die Untersuchungen zie-
len auf einen interspezifischen Signaltransfer zwischen Artemisia als Senderpflanze und
Nicotiana als Empfangerpflanze. Bei der Auswahl der Pflanzen wurde berticksichtigt,
daB3 beide Pflanzenarten am selben Standort wuchsen und somit eine Wechselwirkung

auch unter natiirlichen Bedingungen gegeben war.

Die Besonderheit der vorliegenden Untersuchungen an A. glutinosa ist, dal3 der
intraspezifische Signaltransfer zwischen Schwarzerlen im Freiland unter natiirlichen
Bedingungen gezeigt werden konnte und dal modellhafte Containerversuche im Labor
den Effekt sanktionierten. Die chemischen Analysen belegen zusétzlich, dafl induzierte
Verdnderungen bei den benachbarten, unverletzten Erlenbléttern vorkommen. Es konn-
ten der Mechanismus und die beteiligten Signalsubstanzen niher charakterisiert werden.
Auch wenn die Ubertragbarkeit von Laborversuchen auf das Freiland ein Problem ist
(Verwendung von abgeschnittenen Erlentrieben und Glascontainern), stellen sie eine
notwendige Ergédnzung zum Freilandversuch dar. Unter natiirlichen Bedingungen kon-
nen viele Faktoren die Pflanze-Pflanze-Beziehung beeinflussen, so dall es schwierig
wird, die genauen Mechanismen zu identifizieren. Dies kann nur iiber Laborversuche

unter kontrollierten Bedingungen erreicht werden. Ein zukunftsorientierter
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experimenteller Ansatz zur weiteren Untersuchung des Signaltransfers unter Erlen-
pflanzen im Freiland konnte iiber molekularbiologische Arbeiten erfolgen, zumal erste
Ergebnisse zur Genexpression bei gestreften Pflanzen zeigen, mit welchen Verédnde-
rungen bei fraBinduzierten Duftstoffen zu rechnen ist (ARIMURA et al. 2000). Die in
Laborversuchen etablierten molekularbiologischen Methoden miiten im néichsten
Schritt auch im Freiland angewandt werden, um die Resultate zur Existenz von Kom-

munikation zwischen den Schwarzerlen zu manifestieren.



7 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Hypothese getestet, ob es eine chemische Kommunikation
zwischen Pflanzen geben kann. Danach sollen geschidigte Pflanzen {iber fliichtige
Signalstoffe Abwehrreaktionen in ungeschddigten Nachbarpflanzen induzieren und
damit nicht nur sich, sondern auch ihre benachbarten Artgenossen vor nachfolgendem
Fral} schiitzen. Diesem Signaltransfer wurde bei der Schwarzerle (4lnus glutinosa) und
dem Blauen Erlenblattkdfer (Agelastica alni) als Schadinsekt nachgegangen. Die
Untersuchungen gliederten sich in folgende Bereiche: (I.) Direkte Auswirkungen von
Herbivorenfral und Elicitierung auf die Physiologie von A. glutinosa sowie die
Beteiligung endogener Phytohormone an der pflanzlichen Abwehr. (II.) Untersuchung
einer Resistenzinduktion von ungeschiddigten Badumen in der Nachbarschaft
geschiadigter Baume. (III.) Duftinduzierte Verdnderungen im Blattgewebe von A.

glutinosa.

I. Es wird die Induktion von Abwehrmechanismen bei der Schwarzerle infolge des
Befalls durch den Herbivoren 4. alni beschrieben. In Freiland- und Laborversuchen
wurden  spezifische Blattverdnderungen anhand physiologischer  Parameter
(Phenolgehalt, Enzymaktivititen von Polyphenoloxidase, Peroxidase, Lipoxygenase
und Katalase, Proteinaseinhibitoraktivitit) festgestellt, die ihre Qualitit als Nahrung fiir
den Herbivoren reduzieren und die daher im Zusammenhang mit der pflanzlichen
Abwehr stehen sollten.

e Frall von A. alni vermehrte den Blattphenolgehalt und steigerte die Aktivitit von
oxidativen Enzymen (Polyphenoloxidase, Lipoxygenase, Peroxidase) und
Proteinaseinhibitoren.

e In FraBwahlversuchen konsumierten die Larven von A. alni deutlich weniger
Blattmasse von induzierten Erlenbléttern als von nicht induzierten Blattern, da sich
erstere durch hohe Phenolgehalte und erhohte Aktivititen von Polyphenoloxidasen,
Lipoxygenasen, Peroxidasen, Katalasen und Proteinaseinhibitoren auszeichneten. Diese
induzierten Blatteigenschaften sollten zu wirkungsvollen Mechanismen pflanzlicher

Abwehr bei der Schwarzerle zihlen.
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e Natiirlicher Herbivorenfra3 konnte durch Regurgitatapplikation auf mechanisch
verletztes Erlenblattgewebe imitiert werden, wodurch sich der Blattphenolgehalt und
die Polyphenoloxidase-Aktivitdt erhdhten. Mechanische Verletzung allein erwies sich
fiir die Induktion der beschriebenen Reaktionen als unzureichend.

e Das Regurgitat der 4. alni-Larven wurde mittels LC-MS untersucht, wobei N-
Acylaminosdurekonjugate wie Volicitin nicht nachgewiesen werden konnte, denen eine
duftinduzierende Wirkung bei anderen Pflanzen (z.B. Zea mays) zugesprochen wird.
Allerdings ergaben elektrophysiologische Untersuchungen an einer kiinstlichen
Bilayermembran Hinweise auf Inhaltsstoffe mit porenbildenden Eigenschaften, die
moglicherweise fiir die Induktion der Abwehr bei befressenen Bléttern verantwortlich
sind.

e FraB3 von A. alni induzierte die Freisetzung von Duftstoffen an geschiadigten
Erlenblittern. Dabei konnte mittels photoakustischer Spektroskopie Ethylen
quantifiziert werden. Zu weiteren, fliichtigen Verbindungen, die mittels Closed Loop
Stripping-Analyse angereichert und per GC-MS bestimmt wurden, zdhlten Terpene,
aromatische und aliphatische Substanzen. Die Art der Schadigung war charakteristisch
fir die Zusammensetzung des Duftspektrums. Die Emission der fralinduzierten
fliichtigen Sekunddrmetaboliten erwies sich als zeitabhdngig und unterlag einer
circadianen Rhythmik mit Emissionsmaxima am Tag, die von der Photoperiode

kontrolliert wurde.

Weiterhin wurde die chemische Signalkette, die an der pflanzlichen Abwehr vermittelt,
analysiert.

e Herbivorenfral3 von 4. alni fiihrte zu einer deutlichen aber transienten Induktion
der endogenen Jasmonsdurebiosynthese im befressenen Blattgewebe. Demnach ist
Jasmonsdure an der pflanzlichen Abwehr gegeniiber Herbivorie beteiligt. Weiterhin
iibte exogen applizierte Jasmonséure einen induzierenden Effekt auf den Phenolgehalt;
Enzymaktivititen von  Polyphenoloxidase, Peroxidase und Lipoxygenase;

Proteinaseinhibitoraktivititen sowie auf die Produktion fliichtiger Blattinhaltsstoffe aus.

I. Der Resistenzinduktion ungeschéddigter Nachbarn von geschéddigten Biumen, die
ausschlieBlich iiber den Luftbereich mittels Duftstoffen vermittelt werden konnte,

wurde in dem ,Topfversuch® (mit getopften Erlenpflanzen) nachgegangen. Einer



152 Zusammenfassung

alternativen Resistenzinduktion ungeschidigter Nachbarpflanzen, die auch iiber den
Boden-Wurzelbereich vermittelt werden konnte, erfolgte an natiirlichen Erlenbestdnden
im ,,Reihenversuch®. Starke Herbivorie wurde durch mechanische Blattverletzung
simuliert. Bei beiden Versuchen traten bei den ungeschiddigten Nachbar-Erlenbdumen
keine Verdnderungen in den Parametern Blattwassergehalt, spezifisches Blattgewicht,
Blattfestigkeit, quantitativer Blattphenolgehalt auf. Dariiber hinaus ergaben die
Blattschdadigung an den Freilandbdumen als auch die FraBwahlversuche keine Hinweise

auf eine FraBpriferenz fiir nichtinduziertes Blattmaterial.

Weiterhin wurde HerbivorenfraB in einem Freilandexperiment durch exogene
Applikation von Jasmonsdure simuliert (,,JA-Versuch®), weil im Laborversuch die
elicitierende Wirkung von Jasmonsaure belegt worden war.

Die JA-Behandlung einer mittig angeordneten Erlenpflanze fiihrte bei den benachbarten
Bédumen zu einer signifikanten Zunahme im Phenolgehalt der Blitter. Das spezifische
Blattgewicht und die Blattfestigkeit blieben unveridndert. Ferner zeigte sich im Freiland
eine verminderte Blattschadigung an den benachbarten Bdume. Auch im Biotest wiesen
die Herbivoren fiir induzierte Bldtter eine deutlich geringere Fra3priferenz als fiir nicht
induzierte Blétter auf. Somit diirfte die exogene Jasmonsdureapplikation in den
behandelten Erlen eine direkte Abwehr induziert haben, in deren Folge fliichtige
Signale freigesetzt wurden. Da die Erlenpflanzen im ,, JA-Versuch® miteinander nicht
iiber den Wurzelraum in Verbindung standen, mufl der Signaltransfer iiber den

Luftraum stattgefunden haben.

III. Die Laborversuche lieferten erste Informationen iiber die Natur der fliichtigen
Signalstoffe, die fiir die Ausbildung einer Resistenz bei der unbefallenen Pflanze vor
nachfolgendem Herbivorenschaden verantwortlich sein konnten.

e Um einen Signaltransfer zwischen einem geschédigten und einem benachbarten,
ungeschidigten Erlentrieb modellhaft nachzustellen, wurden ,,Container“-Versuche
durchgefiihrt. Um einen fraBinduzierten Trieb wurde eine befallsfreie Pflanze plaziert,
so dal} emittierte Duftstoffe ungehindert iiber den Gasraum zu den ungeschidigten
Blittern gelangen konnten. Unter dem EinfluB des Duftbouquets fraBBinduzierter
Erlenblétter traten bei ungeschidigten Erlenblittern die gleichen Blattverdnderungen

beziiglich des Phenolgehalts und der Aktivitit von oxidativen Enzymen sowie von
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Proteinaseinhibitoren auf wie bei befallenen Blittern. Ferner wirkten sich diese
Verdanderungen in den benachbarten, ungeschddigten Blittern nachhaltig auf das
FraBverhalten von A. alni aus, womit ein Beweis fiir die Ubertragung der Resistenz vom
befallenen auf den benachbarten, unbefallenen Erlentrieb erbracht wurde.

e Die exogene Applikation -einzelner Duftbestandteile wie Ethylen und
Methyljasmonat konnte im Experiment zwar einzelne Abwehrreaktionen induzieren,
aber das gesamte Spektrum der Abwehrreaktionen konnte nur durch das komplexe
Duftbouquet der mit Herbivoren befallenen Blétter aktiviert werden. Ethylenbehandlung
vergroferte lediglich den Phenolgehalt und die Aktivitit von Proteinaseinhibitoren, die
auch von Methyljasmonat positiv beeinfluflt wurde.

e Zu weiteren Komponenten des frafinduzierten Duftstoffspektrums mit
Signaliibertragungsfunktion zéhlten [-Ocimen, 4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien und
4,8,12-Trimethyltrideca-1,3,7,11-tetraen, die in bei Begasungsversuchen einen

deutlichen Effekt auf die Aktivitdt von Proteinaseinhibitoren zeigten.

Die Ergebnisse des ,JA-Freilandversuchs“ mit getopften Erlen sowie der
Containerversuch, belegen, daBl geschéddigte Erlenpflanzen iiber Duftstoffe in
benachbarten, befallsfreien Erlenpflanzen prinzipiell eine Abwehr auslésen und somit
eine Resistenz gegen Herbivore ausbilden kdnnen. Die eingangs gestellte Frage, ob eine
Kommunikation zwischen befallenen Erlenpflanzen und befallsfreien Nachbarn
stattfinden kann, ist somit grundsétzlich positiv zu beantworten. Die intraspezifische
Signaltransduktion zwischen geschidigten und ungeschidigten Erlenpflanzen erfolgt
dabei nicht durch einzelne Substanzen, sondern durch ein Gemisch zahlreicher
fliichtiger Substanzen, dessen aktive Komponenten noch nicht vollstindig identifiziert
sind. Um aber diese im Labor gewonnenen Erkenntnisse unmittelbar auf die
Freilandsituation tibertragen zu kdnnen, miissen noch die unmittelbar als Reaktion auf
die simulierte Herbivorie emittierten Duftstoffe Ethylen sowie die anderen fliichtigen

Duftkomponenten quantitativ unter natiirlichen Bedingungen analysiert werden.
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Anhang

A Warendeklaration der Blumenerde CAPRIFLOR-Premium
Blumenerde fiir Zimmerpflanzen Premium Qualitdt, Torfprodukt DIN 11540-F20 mit
folgender Zusammensetzung:
Typenbezeichnung: Kultursubstrat
Art: Torfkultursubstrat
Zersetzungsgrad: Gemisch aus wenig bis méBig und stark zersetztem
Hochmoortorf (H2 - H5 und H6 - H8)
Zusammensetzung: 90 % Hochmoortorf, 10 % Griinkompost und alle
fiir das Pflanzenwachstum erforderlichen Néhrstoffe:
150 - 300 mg/1 N-Stickstoff
150 - 300 mg/1 P,0s-Phosphat
250 - 400 mg/1 K,0-Kaliumoxid
100 - 200 mg/l MgO-Magnesiumoxid
Salzgehalt 1,5g/1
pH-Wert (CaCl,): 5,0-6,0
Herkunft: Vehnemoor GmbH, 26683 Saterland-Sedelsberg,

Germany

B Aufzucht von Lepidopteren-Raupen

Eier von Spodoptera littoralis wurden zum Aufbau einer eigenen Zucht von Prof. Dr. P.
Proksch (Universitit Wiirzburg) zur Verfligung gestellt. Die Art wurde entweder auf
einer Bohnenbrei-Didt (BERGOMAZ & BOPPRE 1986) oder auf frischen Bohnenpflanzen
(Phaseolus lunatus) gehalten. Alle Entwicklungsstadien von S. /ittoralis wurden, soweit
nicht anders erwahnt, bei einer Temperatur von 23 — 25 °C mit einer 16 h : 8 h, Licht :

Dunkelheit, aufbewahrt.

C Freilandversuche

In den folgenden Tabellen (Tab. C-1 bis Tab. C-20) werden fiir die Variablen
Blattwassergehalt, spezifisches Blattgewicht, Blattfestigkeit, Phenolgehalt und
konsumierte Blattmenge im FraBwahlversuch der jeweiligen Freilandversuche die

Baummittelwerte angegeben.
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Tab. C-1: Baumparameter der untersuchten Alnus glutinosa-Pflanzen am Versuchsstandort
Botanischer Garten Gottingen ,,Topfversuch®“ in der Freilandsaison 1997. Angegeben ist der
Stammdurchmesser [cm], gemessen in 1 m Hohe iiber dem Erdboden, der Baume ,.Baum-X*, ,,Baum-
Nachbar”“ (Baum-N), ,, Baum 2“, ,Baum 3“ und ,,Baum-Kontrolle® (Baum-K). Angegeben sind der
Mittelwert und der Standardfehler des Stammdurchmessers. Weiterhin ist der Abstand [m] der Baume der
Position ,,Baum-Nachbar* (Baum-N) bis ,,Baum-Kontrolle* (Baum-K) zum geschiddigten Baum ,,Baum-
X*“ angegeben.

Plot-Nr. Baumreihe-Nr. Baum-X Baum-N Baum 2 Baum 3 Baum-K
1 1 0,53 0,59 0,97 0,79 0,97
1 2 0,72 0,96 0,78 0,81 0,82
1 3 0,30 0,79 0,72 0,74 0,94
1 4 0,80 0.94 0,78 0,88 0,68
1 5 0,50 0,84 1,01 0,82 0,90
Mittelwert *+ Stdf | 0,57 +0,09 | 0,82+0,07 | 0,85+0,06 | 0,80 +£0,02 | 0,86 + 0,05
2 1 1,44 1,47 1,08 1,54 1,39
2 2 1,60 1,38 1,01 0,98 1,21
2 3 1,46 1,12 1,53 1,07 1,49
2 4 1,46 1,34 1,09 0,52 1,26
2 5 1,47 1,32 1,13 1,16 1,57
Mittelwert + Stdf | 1,48 +0,03 | 1,32+0,06 | 1,16+0,09 | 1,05+0,16 | 1,38+ 0,07
3 1 0,97 0,84 0,95 0,79 0,77
3 2 0,84 1,12 0,72 0,89 1,13
3 3 0,69 0,87 0,75 0,88 0,90
3 4 0,90 0,96 1,24 1,13 0,66
3 5 0,88 0,72 1,22 0,71 0,81
Mittelwert + Stdf | 0,85+0,05 | 0,90+0,06 | 0,97+0,11 | 0,88 +0,07 | 0,85+ 0,08
4 1 0,98 1,64 0,92 1,12 1,10
4 2 1,38 0,61 1,02 1,09 1,57
4 3 0,95 1,5 1,05 1,07 1,53
4 4 1,39 1,32 1,16 1,24 1,37
4 5 1,12 1,5 1,13 1,43 1,42
Mittelwert + Stdf | 1,16 £ 0,09 | 1,31 +0,183 | 1,06 +0,04 | 1,19 +0,07 | 1,39 + 0,08
5 1 0,77 0,90 0,56 0,97 0,86
5 2 0,91 0,92 0,80 0,89 0,94
5 3 0,80 0,59 0,99 0,71 0,86
5 4 0,85 0,65 0,74 0,76 0,91
5 5 0,86 0,79 0,70 0,78 0,81
Mittelwert + Stdf | 0,84 £0,02 | 0,77 +0,06 | 0,76 +0,07 | 0,82 +£0,05 | 0,88 + 0,02
6 1 1,17 1,40 1,77 1,17 1,43
6 2 1,06 1,24 1,50 1,31 1,58
6 3 1,84 1,1 1,12 0,84 1,17
6 4 0,98 1,54 0,78 1,32 1,54
6 5 1,54 0,80 1,34 0,52 1,56
Mittelwert + Stdf | 1,31 +0,16 | 1,21 +0,13 1,3+0,17 | 1,03+0,15 | 1,45+ 0,08
Abstand zum
Baum-X [m] 0,45 0,90 1,35 6,55
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Tab. C-2: Baumparameter der untersuchten Alnus glutinosa-Pflanzen der Versuchsvariante ,,Reihenversuch® in der Freilandsaison 1997. Angegeben ist der
Stammdurchmesser [cm], gemessen in 1 m Hoéhe {iber dem Erdboden, aller Versuchspflanzen und der Abstand [m] der Baume der Position ,,Baum-Nachbar* (Baum-

N) bis ,,Baum-Kontrolle* (Baum-K) zum geschiddigten Baum ,,Baum-X*. Die Anzahl der Bdume gibt an, wie viele Erlenpflanzen zu der jeweiligen Versuchsreihe

gehorten.
Reihe-Nr. Baum-X | Baum-N | Baum2 | Baum3 | Baum4 | Baum5 | Baum 6 | Baum-K | Anzahl der Biume

1 Stammdurchmesser [cm] 0,65 0,7 0,52 0,7 0,68 0,6 0,6 0,6 8
Abstand zum Baum-X [m] 2,1 4,1 6,4 8,4 10,2 12,3 13,9

2 Stammdurchmesser [cm] 0,6 0,6 0,54 0,62 0,58 0,6 0,6 0,58 8
Abstand zum Baum-X [m] 1,8 3,9 5,9 8,0 10,0 12,0 14,0

3 Stammdurchmesser [cm] 0,52 0,7 0,54 0,58 0,6 0,55 0,54 0,6 8
Abstand zum Baum-X [m] 2,0 4,0 5,8 8,0 9,7 11,5 13,5

4 Stammdurchmesser [cm] 0,65 0,55 0,58 0,6 0,59 0,58 0,68 0,6 8
Abstand zum Baum-X [m] 2,3 4.5 6,8 8,6 10,6 12,5 14,5

5 Stammdurchmesser [cm] 0,52 0,6 0,6 0,63 0,74 0,7 0,68 0,65 8
Abstand zum Baum-X [m] 2,1 4.5 6,4 8,4 10,4 12,5 14,4

6 Stammdurchmesser [cm] 0,58 0,6 0,62 0,6 0,5 0,95 0,65 7
Abstand zum Baum-X [m] 1,9 39 5,9 7,9 9.9 12,0

7 Stammdurchmesser [cm] 0,65 0,6 0,55 0,52 0,5 0,7 0,6 7
Abstand zum Baum-X [m] 2,0 4,0 6,1 8,3 10,3 12,3

8 Stammdurchmesser [cm] 0,65 0,65 0,55 0,68 0,7 0,55 0,52 7
Abstand zum Baum-X [m] 2,0 4,3 6,3 8,8 10,0 12,0

9 Stammdurchmesser [cm] 0,65 0,62 0,7 0,6 0,56 0,6 0,5 7
Abstand zum Baum-X [m] 2,1 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

10 Stammdurchmesser [cm] 0,55 0,6 0,65 0,6 0,6 0,65 0,55 0,55 8
Abstand zum Baum-X [m] 2 3,8 5,8 7,8 9.9 11,9 14,1

11 Stammdurchmesser [cm] 0,6 0,52 0,52 0,58 0,5 0,6 0,65 7
Abstand zum Baum-X [m] 2 4 5,9 8 10 12

12 Stammdurchmesser [cm] 0,52 0,58 0,52 0,62 0,58 0,55 0,63 7
Abstand zum Baum-X [m] 1,9 3,9 5,9 7.9 9.4 11,9




Tab. C-3: Baumparameter der untersuchten Alnus glutinosa-Pflanzen am Versuchsstandort
Botanischer Garten Gottingen ,,JA-Versuch® in der Freilandsaison 1998. Angegeben ist der
Stammdurchmesser [cm], gemessen in 1 m Hohe iiber dem Erdboden, der Baume ,,Baum-JA®, , Baum-
K*, ,,Baum-Nachbar 1 (Baum-N 1), ,,Baum-Nachbar 2* (Baum-N 2), ,,Baum-Nachbar 3“ (Baum-N 3)
und ,,Baum-Nachbar 4* (Baum-N 4).

Topfgruppe-Nr. Baum-JA Baum-N 1 Baum-N 2 Baum-N 3 Baum-N 4

1 2,1 1,98 2,05 2,0 1,74
2 1,95 0,87 1,77 1,82 1,69
3 1,42 2,11 2,07 1,65 1,24
4 1,87 1,74 2,07 1,57 1,06
5 1,9 2,07 2,12 1,96 1,94
6 1,56 0,77 2,0 1,89 1,92

Baum-K Baum-N 1 Baum-N 2 Baum-N 3 Baum-N 4

7 1,26 2,15 1,9 1,78 1,74
8 1,73 1,52 1,63 1,56 1,6
9 1,96 2,0 2,3 1,83 2,04
10 1,8 2,03 1,91 2,16 1,88
11 1,44 1,92 1,7 1,69 1,95
12 1,48 1,04 1,97 2,01 1,05

Tab. C-4: , Topfversuch®“. Angegeben ist die relative Blattschidigung [%] an den Biumen von
Alnus glutinosa der Position ,Baum-X“, ,,Baum-Nachbar“ (Baum-N), ,Baum 2", ,,Baum 3" und
s»Baum-Kontrolle“ (Baum-K) zu den jeweiligen Beobachtungszeitpunkten. leeres Kistchen = keine
Beobachtung

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Plot-Nr. Baumposition 18.05. 21.05. 28.05. 11.06. 02.07. 05.09.
1 Baum-X 5,20 8,60 77,00
2 Baum-X 2,80 8,00 96,20
3 Baum-X 2,80 16,40 89,00
4 Baum-X 4,00 12,40 70,00
5 Baum-X 6,20 25,60 95,20
6 Baum-X 1,40 2,40 84,00
1 Baum-N 5,60 5,40 12,20 40,40 32,40 49,40
2 Baum-N 3,40 6,20 13,40 12,00 32,00 93,60
3 Baum-N 3,80 30,00 55,20 37,40 27,00 87,00
4 Baum-N 4,00 4,60 13,00 8,40 17,70 91,60
5 Baum-N 4,00 20,60 45,00 38,50 45,00 86,50
6 Baum-N 0,60 4,20 1,80 1,80 2,60 81,00
1 Baum 2 3,60 1,80 8,50 11,60 10,40 69,00
2 Baum 2 1,20 15,20 26,80 15,00 8,00 95,20
3 Baum 2 3,20 19,20 36,00 18,80 22,40 86,00
4 Baum 2 4,40 17,00 35,00 24,00 19,50 79,00
5 Baum 2 3,20 14,00 33,80 28,00 42,00 82,00
6 Baum 2 0,20 3,00 8,40 1,40 1,00 72,00
1 Baum 3 1,60 19,20 43,00 44,70 48,00 80,00
2 Baum 3 2,00 4,20 15,20 17,40 12,50 93,00
3 Baum 3 7,00 8,80 18,20 25,20 31,00 87,00
4 Baum 3 0,00 4,40 12,40 5,40 15,60 88,00
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Fortsetzung Tab. C-4

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Plot-Nr. Baumposition 18.05. 21.05. 28.05. 11.06. 02.07. 05.09.
5 Baum 3 4,60 25,00 45,00 33,00 34,50 94,00
6 Baum 3 0,40 5,60 9,40 1,80 2,20 68,00
1 Baum-K 4,80 15,00 23,20 20,40 21,40 89,00
2 Baum-K 4,20 12,00 20,40 22,00 27,00 96,60
3 Baum-K 2,80 9,20 22,00 17,40 27,00 96,20
4 Baum-K 1,00 4,00 12,80 6,00 6,40 78,60
5 Baum-K 3,20 17,00 34,00 18,50 12,40 71,00
6 Baum-K 1,20 4,40 5,20 2,60 2,20 56,00

Tab. C-5: ,,Topfversuch“. Angegeben ist der prozentuale Blattwassergehalt [%] von Alnus
glutinosa-Blittern einer unmittelbar benachbarten, unverletzten Erle ,,Baum-Nachbar“ und einer
weiter entfernt stehenden Erle ,,Baum-Kontrolle“ zu den jeweiligen Beobachtungszeitpunkten.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Plot-Nr. Baumposition 18.05. 21.05. 28.05. 11.06. 02.07. 05.09.
1 Baum-Nachbar 72,34 70,39 69,22 64,86 59,75 70,06
1 Baum-Kontrolle 73,48 68,81 71,23 65,36 62,37 68,08
2 Baum-Nachbar 70,24 69,37 71,63 66,66 64,58 67,52
2 Baum-Kontrolle 72,37 70,30 70,67 64,17 62,15 65,50
3 Baum-Nachbar 71,48 69,23 72,91 68,16 66,13 63,90
3 Baum-Kontrolle 70,94 70,17 71,32 63,96 61,65 66,79
4 Baum-Nachbar 71,31 69,38 70,72 52,98 62,69 66,92
4 Baum-Kontrolle 68,10 68,67 70,03 62,49 66,90 69,42
5 Baum-Nachbar 68,85 69,21 71,54 64,00 61,65 66,32
5 Baum-Kontrolle 69,35 68,68 70,67 63,62 60,35 66,92
6 Baum-Nachbar 69,22 69,74 71,35 65,79 67,30 69,00
6 Baum-Kontrolle 66,94 66,57 70,54 64,20 62,25 68,88

Tab. C-6: ,,Topfversuch®“. Angegeben ist das spezifische Blattgewicht [mg em?] von Alnus
glutinosa-Blittern einer unmittelbar benachbarten, unverletzten Erle ,,Baum-Nachbar“ und einer
weiter entfernt liegenden Erle ,,Baum-Kontrolle“ zu den jeweiligen Beobachtungszeitpunkten.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Plot-Nr. Baumposition 18.05. 21.05. 28.05. 11.06. 02.07. 05.09.
1 Baum-Nachbar 4,58 5,91 6,04 7,29 7,28 5,18
1 Baum-Kontrolle 5,07 5,12 4,97 7,78 6,70 4,99
2 Baum-Nachbar 4,89 5,78 5,01 5,52 6,26 4,79
2 Baum-Kontrolle 4,79 6,42 4,79 6,36 6,45 5,38
3 Baum-Nachbar 5,01 5,08 4,90 5,64 5,84 5,53
3 Baum-Kontrolle 5,46 6,51 4,81 6,63 6,78 5,46
4 Baum-Nachbar 5,72 5,64 5,25 8,03 6,56 5,73
4 Baum-Kontrolle 6,11 5,60 5,86 7,18 6,38 5,38
5 Baum-Nachbar 5,74 6,41 5,24 6,56 8,01 6,18
5 Baum-Kontrolle 5,43 5,25 5,26 7,16 7,57 5,14
6 Baum-Nachbar 5,58 5,21 4,00 5,16 5,26 3,99
6 Baum-Kontrolle 5,64 6,76 5,23 6,15 6,56 5,00
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Tab. C-7: ,,Topfversuch®“. Angegeben ist die Blattfestigkeit [mg cm’] von Alnus glutinosa-Blittern

einer unmittelbar benachbarten, unverletzten Erle ,,Baum-Nachbar“ und einer weiter entfernt

liegenden Erle ,,Baum-Kontrolle“ zu den jeweiligen Beobachtungszeitpunkten.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Plot-Nr. Baumposition 18.05. 21.05. 28.05. 11.06. 02.07. 05.09.
1 Baum-Nachbar 778,23 850,76 917,07 960,93 977,45 994,70
1 Baum-Kontrolle | 703,16 911,22 951,71 1065,84 990,42 824,97
2 Baum-Nachbar 821,70 836,81 838,35 1094,69 | 1063,01 992,61
2 Baum-Kontrolle | 721,14 779,93 1013,98 | 1041,56 | 1005,08 970,81
3 Baum-Nachbar 881,83 853,79 957,63 787,56 965,21 1029,74
3 Baum-Kontrolle | 706,45 721,36 778,12 1014,09 | 1011,80 | 1074,54
4 Baum-Nachbar 888,68 896,50 1029,22 891,56 1182,72 935,67
4 Baum-Kontrolle | 1041,30 790,41 931,05 953,80 1114,60 928,61
5 Baum-Nachbar 826,22 778,63 1033,66 949,83 1025,85 884,21
5 Baum-Kontrolle | 718,35 814,64 998,89 1080,65 | 1014,38 914,09
6 Baum-Nachbar 803,34 860,02 837,85 1014,60 | 1100,09 873,72
6 Baum-Kontrolle | 972,32 850,18 913,08 917,66 1076,08 888,97

Tab. C-8: ,,Topfversuch®“. Angegeben ist der Phenolgehalt DW! [mg g'] von Alnus glutinosa-

Blittern einer unmittelbar benachbarten, unverletzten Erle ,,Baum-Nachbar“ und einer weiter

entfernt stehenden Erle ,,Baum-Kontrolle* zu den jeweiligen Beobachtungszeitpunkten.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Plot-Nr. Baumposition 18.05. 21.05. 28.05. 11.06. 02.07. 05.09.
1 Baum-Nachbar 4,94 16,54 10,31 18,90 13,30 13,87
1 Baum-Kontrolle 6,18 19,04 9,10 11,82 9,52 12,92
2 Baum-Nachbar 7,91 42,49 2,80 4,18 3,29 4,13
2 Baum-Kontrolle 7,20 15,73 2,45 4,95 5,40 3,61
3 Baum-Nachbar 2,41 4,82 8,55 5,18 13,86 5,84
3 Baum-Kontrolle 5,23 21,13 3,46 5,02 11,34 5,18
4 Baum-Nachbar 4,53 12,39 5,18 6,67 6,18 15,76
4 Baum-Kontrolle 3,35 6,71 6,53 6,25 7,40 14,97
5 Baum-Nachbar 2,12 4,23 6,78 5,17 17,64 15,03
5 Baum-Kontrolle 4,56 19,12 5,68 8,02 15,90 14,69
6 Baum-Nachbar 7,09 34,18 5,88 4,48 6,59 7,33
6 Baum-Kontrolle 7,49 14,98 6,75 5,84 6,12 10,43

Tab. C-9: ,,Topfversuch".

Angegeben ist die gefressene Blattmenge [mg DW] durch Agelastica

alni-Imagines bzw. Larven (L) im Fralwahlversuch. Den Imagines wurden Blattstiicke von Alnus

glutinosa-Blittern einer unmittelbar benachbarten, unverletzten Erle ,,Baum-Nachbar* und einer weiter

entfernt stechenden Erle ,,Baum-Kontrolle* angeboten.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Plot-Nr. | Baumposition | 18.05. | 21.05. | 28.05. | 11.06. | 11.06. (L) | 02.07. | 02.07. (L) | 05.09.
1 Baum-Nachbar | 2,88 [ 2,57 | 6,84 [ 0,21 0,83 0,21 1,78 2,31
1 Baum-Kontrolle | 5,26 | 1,53 | 5,76 | 1,65 3,17 3,32 1,22 1,94
2 Baum-Nachbar | 3,05 | 4,73 | 4,10 | 3,67 1,30 2,23 2,09 2,30
2 Baum-Kontrolle | 4,74 1,28 5,68 4,44 2,26 3,87 2,69 3,45




Anhang

Fortsetzung Tab. C-9

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Plot-Nr. | Baumposition | 18.05. | 21.05. | 28.05. | 11.06. | 11.06. (L) | 02.07. | 02.07. (L) | 05.09.
3 Baum-Nachbar | 3,54 | 3,57 [ 3,99 | 3,44 1,17 1,33 0,91 3,64
3 Baum-Kontrolle | 2,03 | 5,35 | 4,27 | 1,73 0,26 1,05 1,29 4,69
4 Baum-Nachbar | 547 | 2,56 | 492 | 2,15 1,96 1,73 1,31 4,94
4 Baum-Kontrolle | 1,09 | 2,76 | 5,17 | 2,62 0,52 0,99 1,30 2,93
5 Baum-Nachbar | 2,97 | 3,25 [ 4,71 [ 4,00 1,74 2,23 0,44 3,13
5 Baum-Kontrolle | 1,86 | 4,37 | 3,06 | 1,32 1,75 1,33 1,83 3,16
6 Baum-Nachbar | 1,95 [ 4,37 [ 1,40 [ 5,61 1,83 4,40 2,05 3,90
6 Baum-Kontrolle | 4,85 | 2,04 | 1,42 | 1,35 2,90 6,87 2,89 2,52

Tab. C-10: ,,Reihenversuch®“. Angegeben ist die relative Blattschiidigung [%] an den Biumen von

Alnus glutinosa der Position ,,Baum-X*, ,Baum-Nachbar“ (Baum-N), ,,Baum 2¢, ,Baum 3¢,

»Baum 4% ,Baum 5% ,Baum 6% und ,,Baum-Kontrolle* (Baum-K) an den jeweiligen

Beobachtungszeitpunkten. Leeres Kéistchen: keine Datenaufnahme.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Reihe Baumposition 19.05. 22.05. 29.05. 12.06. 04.07. 04.09.

1 Baum-X 25 30 98
2 Baum-X 15 10 90
3 Baum-X 25 25 80
4 Baum-X 10 15 98
5 Baum-X 5 10 95
6 Baum-X 10 15 90
7 Baum-X 10 10 98
8 Baum-X 5 10 95
9 Baum-X 10 10 90
10 Baum-X 10 15 95
11 Baum-X 10 10 98
12 Baum-X 10 20 90
1 Baum-N 25 30 50 35 80 98
2 Baum-N 15 10 30 25 60 98
3 Baum-N 20 30 40 45 75 95
4 Baum-N 10 10 25 40 90 85
5 Baum-N 5 5 25 30 80 98
6 Baum-N 10 15 30 50 50 90
7 Baum-N 10 5 35 40 55 95
8 Baum-N 5 15 40 50 80 100
9 Baum-N 5 5 25 30 60 85
10 Baum-N 10 15 25 30 65 95
11 Baum-N 10 10 20 35 60 95
12 Baum-N 10 20 20 45 75 90
1 Baum 2 25 30 60 40 85 100
2 Baum 2 15 15 45 30 80 95
3 Baum 2 20 20 50 55 70 95
4 Baum 2 5 5 30 50 80 85
5 Baum 2 10 15 20 35 75 98




Anhang

Fortsetzung Tab. C-10

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Reihe Baumposition 19.05. 22.05. 29.05. 12.06. 04.07. 04.09.
6 Baum 2 15 20 35 50 75 85
7 Baum 2 3 3 30 7 60 98
8 Baum 2 5 10 30 40 50 95
9 Baum 2 5 10 30 45 70 90
10 Baum 2 20 30 40 40 80 97
11 Baum 2 10 15 25 25 60 98
12 Baum 2 15 20 10 35 80 90
1 Baum 3 20 30 55 50 85 90
2 Baum 3 15 15 30 30 80 85
3 Baum 3 25 30 45 60 90 96
4 Baum 3 5 5 15 30 75 100
5 Baum 3 5 5 30 15 75 95
6 Baum 3 20 20 30 30 55 90
7 Baum 3 5 10 30 60 80 98
8 Baum 3 10 10 40 40 80 100
9 Baum 3 10 10 30 30 50 98
10 Baum 3 10 15 40 50 70 100
11 Baum 3 10 15 30 20 75 100
12 Baum 3 10 20 35 40 77 95
1 Baum 4 20 20 50 55 85 100
2 Baum 4 20 20 30 40 60 90
3 Baum 4 10 10 45 55 55 90
4 Baum 4 10 15 25 40 80 90
5 Baum 4 5 5 25 30 80 98
6 Baum 4 10 15 25 30 60 90
7 Baum 4 5 10 35 10 75 98
8 Baum 4 5 10 30 30 60 98
9 Baum 4 10 15 40 10 70 98
10 Baum 4 20 25 40 40 40 97
11 Baum 4 10 15 15 20 80 100
12 Baum 4 15 20 30 75 77 90
1 Baum 5 30 30 60 55 90 98
2 Baum 5 20 20 40 30 70 100
3 Baum 5 30 30 45 40 60 97
4 Baum 5 15 20 25 40 90 100
5 Baum 5 10 20 30 40 85 95
6 Baum 5 10 15 30 15 60 80
7 Baum 5 10 15 35 30 80 90
8 Baum 5 5 20 20 40 80 98
9 Baum 5 5 5 50 60 60 90
10 Baum 5 20 25 20 60 75 95
11 Baum 5 5 5 10 40 70 95
12 Baum 5 5 10 30 50 60 95
1 Baum 6 25 30 60 45 80 100
2 Baum 6 10 10 50 20 60 80
3 Baum 6 25 25 30 40 50 90




Anhang

Fortsetzung Tab. C-10

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Reihe Baumposition 19.05. 22.05. 29.05. 12.06. 04.07. 04.09.
4 Baum 6 20 25 30 30 95 95
5 Baum 6 20 25 30 50 85 98
6 Baum 6 5 10 20 35 80 90
1 Baum-K 20 25 50 40 90 90
2 Baum-K 15 15 35 30 60 90
3 Baum-K 25 25 30 40 75 98
4 Baum-K 10 15 20 20 85 98
5 Baum-K 5 5 35 10 75 98
6 Baum-K 5 10 30 55 50 90
7 Baum-K 5 10 40 45 50 98
8 Baum-K 5 10 45 45 80 100
9 Baum-K 5 10 20 35 55 98
10 Baum-K 10 10 20 35 70 98
11 Baum-K 5 5 25 30 65 98
12 Baum-K 5 10 30 30 70 95

Tab. C-11: ,,Reihenversuch®“. Angegeben ist der prozentuale Blattwassergehalt [%] von Alnus
glutinosa-Blittern einer unmittelbar benachbarten, unverletzten Erle ,,Baum-Nachbar“ und einer
weiter entfernt stehenden Erle ,,Baum-Kontrolle zu den jeweiligen Beobachtungszeitpunkten.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Reihe Baumposition 19.05. 22.05. 29.05. 12.06. 04.07. 04.09.
1 Baum-Kontrolle 71,74 72,99 69,45 65,12 63,79 62,08
1 Baum-Nachbar 70,62 70,74 66,61 61,97 67,20 61,64
2 Baum-Kontrolle 70,07 64,37 63,54 61,94 65,53 61,67
2 Baum-Nachbar 71,95 70,47 65,82 66,04 62,30 62,41
3 Baum-Kontrolle 72,46 69,33 67,86 63,24 62,30 64,19
3 Baum-Nachbar 71,57 73,41 69,67 63,80 66,93 64,07
4 Baum-Kontrolle 72,53 71,04 69,45 67,13 68,62 65,64
4 Baum-Nachbar 71,12 70,43 68,49 64,09 65,18 62,65
5 Baum-Kontrolle 71,43 71,56 69,50 64,96 67,87 62,40
5 Baum-Nachbar 68,79 70,47 67,39 64,29 64,07 61,02
6 Baum-Kontrolle 69,44 71,51 67,27 67,72 65,50 63,88
6 Baum-Nachbar 69,92 68,52 64,17 62,58 68,71 63,41
7 Baum-Kontrolle 70,60 71,94 68,76 64,71 59,70 61,96
7 Baum-Nachbar 70,57 70,45 68,83 68,19 64,82 60,93
8 Baum-Kontrolle 71,88 73,58 69,79 66,90 66,72 62,76
8 Baum-Nachbar 71,23 70,98 68,04 62,99 65,88 60,51
9 Baum-Kontrolle 71,88 73,58 69,79 66,90 66,72 62,76
9 Baum-Nachbar 72,47 68,41 67,54 65,70 68,54 61,70
10 Baum-Kontrolle 71,52 69,73 65,91 62,58 66,97 60,12
10 Baum-Nachbar 71,69 71,42 70,41 65,86 67,19 64,57
11 Baum-Kontrolle 64,77 71,93 71,28 68,05 67,24 61,78
11 Baum-Nachbar 67,31 70,59 68,34 64,45 67,58 62,36
12 Baum-Kontrolle 68,29 70,72 66,90 63,28 62,80 60,88
12 Baum-Nachbar 64,67 72,98 69,80 65,45 69,01 64,90




Anhang

Tab. C-12: ,,Reihenversuch®“. Angegeben ist das spezifische Blattgewicht [mg cm?] von Alnus

glutinosa-Blittern einer unmittelbar benachbarten, unverletzten Erle ,,Baum-Nachbar*“ und einer

weiter entfernt stehenden Erle ,,Baum-Kontrolle“ zu den jeweiligen Beobachtungszeitpunkten.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Reihe Baumposition 19.05. 22.05. 29.05. 12.06. 04.07. 04.09.
1 Baum-Kontrolle 7,86 4,38 5,57 5,59 5,74 2,44
1 Baum-Nachbar 6,40 6,20 6,59 4,96 5,31 4,01
2 Baum-Kontrolle 7,45 4,72 6,47 5,71 5,21 3,44
2 Baum-Nachbar 6,98 4,28 7,04 5,50 4,96 4,03
3 Baum-Kontrolle 5,26 2,48 4,68 5,57 4,08 4,14
3 Baum-Nachbar 7,43 5,69 5,29 4,67 4,42 4,21
4 Baum-Kontrolle 7,42 5,58 5,11 4,20 2,92 3,99
4 Baum-Nachbar 5,59 6,41 6,15 5,65 3,85 5,02
5 Baum-Kontrolle 6,51 5,66 6,43 5,92 5,84 5,05
5 Baum-Nachbar 5,27 3,57 5,31 5,66 4,27 3,91
6 Baum-Kontrolle 6,64 5,61 5,78 5,50 5,63 4,79
6 Baum-Nachbar 6,18 391 6,11 5,71 4,49 4,12
7 Baum-Kontrolle 5,38 7,33 5,58 6,21 4,86 4,60
7 Baum-Nachbar 5,64 5,93 5,59 4,89 4,37 5,28
8 Baum-Kontrolle 5,27 4,87 7,02 5,30 4,20 5,02
8 Baum-Nachbar 4,14 6,87 5,06 4,87 4,42 4,11
9 Baum-Kontrolle 6,71 3,63 6,61 4,56 3,98 4,13
9 Baum-Nachbar 5,72 7,89 6,55 5,64 5,22 3,62
10 Baum-Kontrolle 5,85 4,23 5,72 4,30 4,53 3,68
10 Baum-Nachbar 6,84 4,10 5,41 4,87 4,64 4,34
11 Baum-Kontrolle 6,44 5,58 5,16 4,12 2,65 2,97
11 Baum-Nachbar 6,58 2,96 6,16 5,53 2,91 3,21
12 Baum-Kontrolle 7,28 5,77 5,42 4,39 2,48 3,10
12 Baum-Nachbar 8,02 5,35 4,94 5,83 3,91 3,24

Tab. C-13: ,,Reihenversuch®“. Angegeben ist die Blattfestigkeit [mg em™] von Alnus glutinosa-

Blittern einer unmittelbar benachbarten, unverletzten Erle ,,Baum-Nachbar® und einer weiter

entfernt stehenden Erle ,,Baum-Kontrolle* zu den jeweiligen Beobachtungszeitpunkten.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Reihe Baumposition 19.05. 22.05. 29.05. 12.06. 04.07. 04.09.
1 Baum-Kontrolle | 998,15 961,40 1126,39 | 1126,72 863,32 984,11
1 Baum-Nachbar 992,37 907,20 1181,88 | 1180,39 846,41 1187,54
2 Baum-Kontrolle | 1021,82 | 107548 [ 1235,09 | 1151,60 873,93 1259,74
2 Baum-Nachbar | 1066,62 866,59 1157,78 | 1024,88 934,52 1130,76
3 Baum-Kontrolle | 1012,90 | 1180,06 | 1280,95 | 1324,88 983,40 1205,90
3 Baum-Nachbar 992,04 935,76 841,37 985,22 995,92 922,51
4 Baum-Kontrolle | 113376 | 1074,39 | 1226,35 | 1023,10 780,43 1171,34
4 Baum-Nachbar 997,66 973,44 1267,22 | 1073,66 986,88 1292.36
5 Baum-Kontrolle | 1127,57 [ 1091,89 950,60 1075,99 908,85 1095,93
5 Baum-Nachbar | 1110,19 948,84 998,58 1007,33 858,08 1084,95
6 Baum-Kontrolle | 1078,62 996,28 1158,81 | 1176,05 993,60 1364,18
6 Baum-Nachbar | 1085,72 | 1012,53 | 1497,19 [ 1390,54 892,41 1211,39
7 Baum-Kontrolle | 862,71 1139,14 | 1079,72 | 1078,46 | 1083,50 [ 1021,38
7 Baum-Nachbar 793,69 1144,35 | 1016,22 | 1121,04 990,48 1079,30




Anhang

Fortsetzung Tab. C-13

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997
Reihe Baumposition 19.05. 22.05. 29.05. 12.06. 04.07. 04.09.
8 Baum-Kontrolle | 771,15 1123,81 | 1093,37 | 1279,00 [ 1120,58 | 1264,44
8 Baum-Nachbar 855,48 964,88 1424,40 | 1067,97 980,23 1289,04
9 Baum-Kontrolle | 988,98 826,82 1083,08 | 1012,60 | 1037,62 | 1146,95
9 Baum-Nachbar 981,33 859,18 1179,72 | 133495 960,05 937,28
10 Baum-Kontrolle | 974,14 1081,25 | 129491 | 1168,10 956,30 1194,42
10 Baum-Nachbar 991,83 1117,64 | 1157,23 | 1139,34 958,03 1048,83
11 Baum-Kontrolle | 1041,77 934,52 1033,96 | 1019,69 | 1043,46 | 1139,71
11 Baum-Nachbar 946,96 921,14 125742 | 114721 | 1161,48 | 1180,85
12 Baum-Kontrolle | 872,29 944,67 1257,83 | 1131,55 | 1119,79 | 1084,09
12 Baum-Nachbar 925,78 1070,77 | 122698 | 1017,77 | 1047,96 | 114393

Tab. C-14: ,Reihenversuch®“. Angegeben ist die gefressene Blattmenge [mg DW] durch Agelastica
alni-Imagines bzw. Larven (L) im Frafiwahlversuch. Den Imagines wurden Blattstiicke von Alnus
glutinosa-Blittern einer unmittelbar benachbarten, unverletzten Erle ,,Baum-Nachbar® und einer weiter

entfernt stechenden Erle ,,Baum-Kontrolle* angeboten.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1997

Reihe Baumposition | 19.05. | 22.0S. [ 29.05. [ 12.06. | 12.06. (L) | 04.07. | 04.07. (L) | 04.09.
1 Baum-Kontrolle | 4,76 | 3,16 | 3,49 | 2,92 3,05 3,45 4,24 1,51
1 Baum-Nachbar | 4,11 1,80 | 1,33 | 3,87 1,18 3,08 2,54 1,53
2 Baum-Kontrolle | 3,96 | 3,72 [ 1,50 | 5,39 3,17 4,45 2,01 1,30
2 Baum-Nachbar | 4,19 | 347 | 4,17 | 2,89 0,61 2,57 1,60 5,03
3 Baum-Kontrolle | 4,20 | 2,39 | 293 | 2,64 5,53 2,47 1,63 2,86
3 Baum-Nachbar | 4,00 | 2,02 | 4,15 | 3,11 2,43 4,18 1,18 4,32
4 Baum-Kontrolle | 4,10 | 4,63 | 4,98 | 4,40 2,89 2,88 2,15 2,44
4 Baum-Nachbar | 4,48 | 4,60 | 1,85 | 3,40 3,16 3,39 4,79 4,38
5 Baum-Kontrolle | 4,38 | 3,47 | 5,87 | 4,54 0,35 2,54 1,32 0,76
5 Baum-Nachbar | 7,97 | 2,86 | 6,69 | 6,49 2,12 5,20 2,22 4,32
6 Baum-Kontrolle | 4,30 | 1,79 [ 8,60 | 5,06 2,49 2,95 1,53 2,38
6 Baum-Nachbar | 6,81 | 3,00 | 7,76 | 3,61 3,53 4,29 3,18 0,30
7 Baum-Kontrolle | 3,27 | 1,12 | 2,43 | 2,65 1,42 3,20 1,90 5,88
7 Baum-Nachbar | 3,21 | 2,67 | 1,29 | 1,94 3,19 3,41 2,53 4,95
8 Baum-Kontrolle | 3,54 | 3,58 | 2,66 | 2,01 1,80 4,44 6,06 2,24
8 Baum-Nachbar | 6,69 | 3,25 | 2,18 | 3,49 0,81 4,90 3,17 1,39
9 Baum-Kontrolle | 2,99 | 2,82 | 5,10 | 3,93 2,69 3,11 2,99 0,04
9 Baum-Nachbar | 4,83 | 2,83 1,62 | 1,51 2,50 3,46 2,32 2,67
10 Baum-Kontrolle | 2,62 | 2,66 | 4,97 | 2,86 0,49 1,47 2,23 1,77
10 Baum-Nachbar | 2,62 | 1,07 | 7,19 | 2,37 3,84 2,91 2,53 1,59
11 Baum-Kontrolle | 4,02 | 3,93 | 5,77 | 2,51 6,08 2,42 1,83
11 Baum-Nachbar | 5,05 | 4,55 | 6,80 | 3,78 3,83 2,50 0,22
12 Baum-Kontrolle | 5,60 2,52 6,44 1,81 3,28 5,35 1,40
12 Baum-Nachbar | 4,32 | 4,83 | 6,49 | 3,88 6,80 2,68 4,47




Anhang

Tab. C-15: ,,JA-Versuch®“. Angegeben ist die relative Blattschidigung [%] von Alnus glutinosa-

Bliittern der Erlenpflanzen ,,Baumnachbar-Kon“ und ,,Baumnachbar-JA“ zu den jeweiligen

Beobachtungszeitpunkten.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1998
Plot-Nr. | Baumposition 06.05. 12.05. 19.0S. | 09.06. 17.07. | 24.07. 15.08.
1 Baumnachbar-Kon | 7,24 13,27 23,37 32,50 58,34 66,71 61,25
1 Baumnachbar-JA 4,03 2,94 4,79 21,25 22,71 23,96 30,13
2 Baumnachbar-Kon | 1,41 11,90 18,30 28,96 40,83 43,37 56,00
2 Baumnachbar-JA 3,81 5,78 3,35 15,71 26,67 25,77 31,25
3 Baumnachbar-Kon | 7,39 13,99 16,37 37,50 41,70 41,67 51,50
3 Baumnachbar-JA 0,90 1,61 1,31 12,07 26,64 11,22 32,50
4 Baumnachbar-Kon 2,94 12,33 13,36 26,46 42,08 40,00 50,25
4 Baumnachbar-JA 1,47 1,62 2,30 12,32 17,08 26,22 30,25
5 Baumnachbar-Kon | 1,71 12,54 12,89 31,90 42,09 42,29 49,90
5 Baumnachbar-JA 0,91 0,94 0,48 12,66 28,33 30,41 30,13
6 Baumnachbar-Kon | 3,41 14,09 14,96 40,83 42,08 39,16 66,65
6 Baumnachbar-JA 4,80 4,04 3,09 21,67 22,11 26,66 32,45

Tab. C-16: , JA-Versuch®“. Angegeben ist der prozentuale Blattwassergehalt [%] von Alnus

glutinosa-Blittern der Erlenpflanzen ,,Baumnachbar-Kon“ und ,,Baumnachbar-JA“ zu den

jeweiligen Beobachtungszeitpunkten.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1998
Plot-Nr. | Baumposition 06.05. | 12.05. 19.05. | 09.06. 17.07. | 24.07. 15.08.
1 Baumnachbar-Kon | 72,01 66,49 64,25 62,57 65,59 65,45 60,95
1 Baumnachbar-JA [ 70,56 64,71 61,36 63,77 65,35 66,10 65,68
2 Baumnachbar-Kon | 71,99 65,30 62,47 61,90 65,10 66,95 66,87
2 Baumnachbar-JA | 70,91 66,97 65,48 62,35 66,26 66,18 64,56
3 Baumnachbar-Kon | 71,41 64,96 63,41 64,47 63,95 64,05 63,44
3 Baumnachbar-JA | 68,08 61,47 64,04 64,21 65,35 64,77 64,31
4 Baumnachbar-Kon | 68,63 66,39 62,73 62,64 65,02 65,90 65,10
4 Baumnachbar-JA | 67,80 66,82 62,15 65,58 66,28 66,99 66,60
5 Baumnachbar-Kon | 70,91 67,45 62,24 62,97 64,31 65,37 60,47
5 Baumnachbar-JA | 70,92 66,69 62,60 63,61 65,57 66,15 69,22
6 Baumnachbar-Kon | 68,98 66,59 63,80 62,29 66,10 66,12 54,06
6 Baumnachbar-JA | 71,86 67,46 64,56 62,91 64,74 68,20 66,27

Tab. C-17: , JA-Versuch®. Angegeben ist das spezifische Blattgewicht [mg cm™] von Alnus

glutinosa-Blittern der Erlenpflanzen ,,Baumnachbar-Kon“ und ,,Baumnachbar-JA“ zu den

jeweiligen Beobachtungszeitpunkten.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1998

Plot-Nr. | Baumposition 06.05. 12.05. 19.05. 09.06. 17.07. 24.07. 15.08.
1 Baumnachbar-Kon | 4,80 7,29 7,05 6,92 6,80 6,54 7,23
1 Baumnachbar-JA 5,63 6,84 7,17 7,24 6,78 6,67 6,77
2 Baumnachbar-Kon | 5,14 6,68 6,89 7,32 6,51 6,02 6,64
2 Baumnachbar-JA 5,16 6,28 6,49 7,01 6,12 6,34 6,38
3 Baumnachbar-Kon 5,49 7,35 7,18 7,09 7,12 6,62 6,47
3 Baumnachbar-JA 6,45 8,24 6,94 6,86 7,09 6,51 6,50




Anhang

Fortsetzung Tab. C-17

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1998

Plot-Nr. | Baumposition 06.05. 12.05. 19.05. 09.06. 17.07. 24.07. 15.08.
4 Baumnachbar-Kon 5,89 5,84 6,92 7,30 6,50 5,97 6,40
4 Baumnachbar-JA 6,01 6,37 7,20 6,43 6,21 6,03 6,01
5 Baumnachbar-Kon 5,21 6,61 6,64 6,90 7,25 6,13 6,93
5 Baumnachbar-JA 5,18 5,71 6,81 6,71 6,59 5,48 5,35
6 Baumnachbar-Kon 5,61 6,00 6,88 6,67 6,25 5,69 8,03
6 Baumnachbar-JA 4,84 5,54 6,29 7,06 7,16 6,26 6,65

Tab. C-18: ,,JA-Versuch®. Angegeben ist die Blattfestigkeit [mg cm™] von Alnus glutinosa-Blittern

der Erlenpflanzen

Beobachtungszeitpunkten.

,Baumnachbar-Kon*

und

,Baumnachbar-JA“ zu

den

jeweiligen

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1998

Plot-Nr. | Baumposition 06.05. 12.05. 19.05. 09.06. 17.07. 24.07. 15.08.
1 Baumnachbar-Kon | 839,01 | 1129,05 | 1757,30 | 2151,55 | 911,04 [ 1281,46 | 1142,95
1 Baumnachbar-JA | 819,92 [ 1954,17 | 1319,73 | 1241,24 | 1016,79 | 922,03 | 740,48
2 Baumnachbar-Kon | 849,80 | 1046,12 | 1348,07 | 985,12 | 1055,32 | 865,91 | 1131,99
2 Baumnachbar-JA | 724,32 | 935,12 | 1140,67 | 1288,18 | 1299,44 | 1069,46 | 1119,61
3 Baumnachbar-Kon | 756,33 | 1370,93 | 1114,25 | 1663,13 | 970,87 | 989,29 | 1313,77
3 Baumnachbar-JA | 1338,16 | 1638,97 | 1707,05 | 1973,11 | 1794,16 | 1518,21 | 1225,40
4 Baumnachbar-Kon | 937,42 | 973,44 | 1111,52 | 1002,75 [ 1019,91 | 1284,95 | 1006,71
4 Baumnachbar-JA | 884,08 [ 1035,99 | 1478,69 | 1061,95 | 1171,28 [ 912,86 | 765,96
5 Baumnachbar-Kon | 846,90 | 154231 | 1452,26 | 1155,47 | 1446,30 | 891,19 | 973,13
5 Baumnachbar-JA | 926,69 | 1171,70 | 1236,53 | 1982,19 | 1110,88 | 1274,59 | 1122,62
6 Baumnachbar-Kon | 962,99 | 111342 | 1607,74 | 963,38 | 1306,95 | 804,79 | 1149,92
6 Baumnachbar-JA | 786,01 | 918,71 | 1041,14 | 1848,42 | 1183,04 | 1119,84 | 1112,97

Tab. C-19: ,, JA-Versuch®. Angegeben ist der Phenolgehalt DW™' [mg g'| von Alnus glutinosa-

Blittern der Erlenpflanzen ,,Baumnachbar-Kon“ und ,,Baumnachbar-JA“ zu den jeweiligen

Beobachtungszeitpunkten.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1998

Plot-Nr. | Baumposition 06.05. 12.05. 19.05. 09.06. 17.07. 24.07. 15.08.
1 Baumnachbar-Kon | 2,60 2,35 3,82 20,32 14,91 17,98 14,28
1 Baumnachbar-JA 8,57 16,66 17,25 30,31 24,00 34,87 22,96
2 Baumnachbar-Kon | 12,92 8,63 18,41 13,42 14,79 16,30 10,76
2 Baumnachbar-JA 2,57 11,57 15,87 31,14 37,76 40,77 33,72
3 Baumnachbar-Kon | 1,33 8,83 11,05 18,75 13,32 20,28 9,86
3 Baumnachbar-JA 9,00 12,83 28,79 16,72 32,77 33,92 14,26
4 Baumnachbar-Kon | 2,55 4,28 14,36 10,43 16,95 16,26 11,15
4 Baumnachbar-JA 12,65 13,24 29,72 26,25 25,09 18,76 20,46
5 Baumnachbar-Kon 1,23 4,98 5,18 8,56 18,80 18,29 6,50
5 Baumnachbar-JA 5,48 15,09 13,77 23,35 26,41 29,95 28,23
6 Baumnachbar-Kon | 13,09 9,09 9,07 9,78 26,77 27,99 28,30
6 Baumnachbar-JA 5,65 19,28 32,78 18,99 34,31 64,32 41,68
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Tab. C-20: ,,JA-Versuch®“. Angegeben ist die gefressene Blattmenge [mg DW] durch Agelastica
alni-Imagines im Frafiwahlversuch. Den Imagines wurden Blattstiicke von Alnus glutinosa-Bliittern
einer Erlenpflanze der Behandlungsvariante ,,Baumnachbar-Kon* und ,,Baumnachbar-JA“ zu den
jeweiligen Beobachtungszeitpunkten angeboten.

Beobachtungszeitpunkte in der Freilandsaison 1998
Plot-Nr. | Baumposition 06.05. 12.05. 19.05. 09.06. 17.07. 24.07. 15.08.
1 Baumnachbar-Kon 2,75 4,37 4,89 3,66 1,43 2,99 0,96
Baumnachbar-JA 3,01 1,37 0,65 0,63 0,73 0,38 0,46
Baumnachbar-Kon 1,36 3,15 2,96 3,10 2,40 2,15 1,22
Baumnachbar-JA 2,77 3,70 1,11 0,87 0,52 1,28 0,39
Baumnachbar-Kon 3,53 3,12 3,87 2,29 1,61 2,27 1,46
Baumnachbar-JA 2,85 1,87 0,79 1,59 1,36 0,44 0,36
Baumnachbar-Kon 3,26 5,84 5,32 3,08 2,29 422 2,03
Baumnachbar-JA 3,25 2,65 1,04 1,10 0,48 0,82 0,62
Baumnachbar-Kon 3,21 3,61 3,99 3,48 3,09 2,60 1,66
Baumnachbar-JA 2,31 1,36 1,58 1,05 0,59 0,79 0,53
Baumnachbar-Kon | 2,44 3,99 3,64 3,14 1,49 0,91 2,12
Baumnachbar-JA 2,42 0,64 1,34 1,12 1,22 0,85 0,80

QSN[ N[N [BA]|RA R W[ [ -
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D Losungen zur quantitativen Bestimmung der Proteinaseinhibitoren-

Aktivititen

I. Puffer zur Extraktion des Pflanzenmaterials
Proteinextraktionspuffer (V = 1 I, mit pH 7,6):
50 g Polyvinypolypyrrolidon (PVPP, Sigma); 2 g Phenylthioharnstoff (Sigma); 5 g
Diethyldithiocarbamat (Sigma); 18,6 g Na,EDTA (Sigma), auf 1 1 mit 0,1 M Tris-HCI

auffullen.

II. Zusammensetzung des Agarmediums fiir jeweils eine Petrischale (12 x 12 cm,
Greiner):

0,9 g Agar in 50 ml 0,1 M Tris-Puffer (pH 7,6) 16sen und autkochen.

Nach dem Abkiihlen des Agarmediums auf ca. 50 °C wurden 50 pl Proteinaselosung
(Trypsin 1 mg ml™, Typ III, Fluka) zu der Agarlosung gegeben, gut durchmischt und

anschlieend in die Petrischale gegossen.

III.  Eichreihe zur Bestimmung der PI-Aktivitit
Es wurde eine STI-Eichlésung (Proteinase Inhibitor aus Sojabohne (Boehringer

Mannheim)) in folgenden Konzentrationen hergestellt:

Bezeichnung | STI-Konzentration [mg/ml] | PI Molaritit
PI1 0,30 4,59 uM
P12 0,15 2,3 uM
P13 0,075 1,15 uM
P14 0,0375 0,57 uM
P15 0,0187 0,29 uM

IV. Anfirbung der Agarplatte

Fir die Anfirbung einer Agarplatten wurden 25 ml einer frisch zubereiteten
Féarbelosung folgender Zusammensetzung benétigt:

Teil A: 12 mg Fast Blue (Serva) in 0,125 ml Aqua dest. 16sen

Teil B: 6 mg APNE (N-Acetyl-phenylalanin-B-naphtylester, Bachem) in 5 ml
Dimetylsulfoxid (DMSO (Sigma)) l6sen

Teil A und Teil B wurden vereint und in 20 ml 0,1 M Tris-HCI, pH 7,6 gelost
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E Labordaten

Tab. E-1: Ermittelte Phenolgehalte DW™' [mg g'l] nach 72-stiindiger Inkubation (Phenolassay 1).
Angegeben sind die Phenolgehalte  verschiedener  Versuchsbehandlungen der einzelnen

Versuchswiederholungen (n).

Versuchsbehandlungen
n Kontrolle A. alni S. littoralis | mechanisch l:%gﬁ:;tcf Reg;:l%l:?t &
1 4,72 16,36 9,92 6,76 9,45 7,65
2 4,98 11,69 10,85 7,89 8,54 8,38
3 5,02 19,38 12,65 6,42 10,83 7,47
4 5,20 22,59 9,63 6,93 9,97 8,62
5 5,46 24,57 17,22 7,58 9,00 7,70
6 6,37 28,48 19,07 7,63 9,07 7,01
7 6,57 30,08 11,32 7,31 9,36 7,33
8 7,11 30,55 17,41 6,96 9,56 7,45
9 7,64 33,02 8,01 7,52 9,68 7,44
10 6,58 11,02 14,75 8,24 11,10 8,10

Tab. E-2: Ermittelte Phenolgehalte DW™' [mg g'l] nach 72-stiindiger Inkubation (Phenolassay 2).
Angegeben sind die Phenolgehalte  verschiedener  Versuchsbehandlungen der einzelnen

Versuchswiederholungen (n).

Versuchsbehandlungen
n Kontrolle | A. alni JA SA Ethylen MeJA MeSA
1 4,98 7,31 11,10 7,20 11,04 5,88 6,07
2 5,46 11,69 11,75 6,30 15,55 5,29 5,40
3 5,02 9,68 10,23 6,31 10,52 7,64 4,29
4 6,57 8,00 10,19 6,83 14,03 5,97 3,83
5 5,60 7,42 11,13 6,46 17,28 6,35 7,93
6 4,08 6,89 10,84 6,28 14,88 7,11 6,91
7 4,98 6,36 15,45 6,57 11,25 4,08 4,76
8 5,02 11,69 13,26 6,97 13,02 6,30 5,62
9 5,20 19,38 12,44 7,21 10,49 6,53 6,35
10 5,46 22,59 11,43 7,40 16,49 5,60 6,44
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Tab. E-3: Ermittelte PPO-AKktivititen [AE 4, min”’ mg'1 Protein] nach 48-stiindiger Inkubation
(Enzymassay 1). Angegeben sind die PPO-Aktivititen verschiedener Versuchsbehandlungen der

einzelnen Versuchswiederholungen (n).

n Kontr. A. alni Ethylen MeJA MeSA
1 59,71 113,59 2,48 11,74 57,27
2 60,99 167,99 25,63 33,17 38,43
3 37,64 183,49 20,08 18,24 47,73
4 58,09 192,70 36,03 58,87 32,75
5 32,19 120,76 4,35 47,77 69,93

Tab. E-4: Ermittelte PPO-Aktivititen [AE,, min™ mg’1 Protein] nach 72-stiindiger Inkubation
(Enzymassay 2). Angegeben sind die PPO-Aktivititen verschiedener Versuchsbehandlungen der

einzelnen Versuchswiederholungen (n).

Versuchsbehandlungen
n | Kontr. | A. aini litt(;S;:alis mech. mel:ﬁtgurglgt:ltﬁst JA SA | Ethylen | MeJA | MeSA
1 | 42,65 |210,32| 173,00 | 79,79 | 63,61 | 61,44 | 93,14 |48,88| 46,62 | 59,24 | 47,73
2 | 61,24 [162,92| 120,66 | 88,13 | 89,79 | 56,49 | 87,07 [48,96| 57,82 | 60,69 | 47,95
3 | 47,58 | 168,54 | 123,52 | 59,23 | 89,24 | 59,73 | 81,49 |51,50| 59,49 | 63,37 | 48,91
4 | 58,53 [181,79 | 166,92 | 63,61 [ 71,96 | 57,71 | 91,90 |56,63| 60,25 | 63,86 | 56,36
5 | 56,63 [183,19| 168,25 | 64,25 | 83,37 | 58,94 | 83,37 |58,44| 63,37 | 67,49 | 58,26
6 | 57,82 (192,40 150,41 | 68,53 | 82,19 | 59,11 | 70,69 [59,66| 69,69 | 68,86 | 59,41
7 | 59,47 [192,71| 162,11 | 57,58 | 78,58 | 57,57 | 87,70 {59,43| 73,61 | 69,79 | 63,70
8 | 53,61 [113,40| 123,94 | 60,32 | 75,87 | 43,73 | 104,60 |59,47| 75,87 | 76,63 | 69,93
9 [ 69,79 [191,71 | 123,60 | 63,17 | 77,82 | 69,67 | 123,18 (63,37| 83,63 | 87,70 | 78,58
10 | 43,86 | 120,76 | 130,57 | 76,63 | 81,94 | 88,65 | 78,58 |63,86( 87,30 | 88,69 | 82,06

Tab. E-5: Ermittelte LOX-Aktivititen [AE;z4 min”’ mg'1 Protein] nach 48-stiindiger Inkubation
(Enzymassay 3). Angegeben sind die LOX-Aktivititen verschiedener Versuchsbehandlungen der

einzelnen Versuchswiederholungen (n).

n Kontr. A. alni Ethylen MeJA MeSA
1 352,42 1727,67 487,03 796,00 773,38
2 578,71 759,99 647,01 909,19 652,17
3 458,17 1288,99 720,37 626,76 6076,23
4 553,17 5711,44 720,73 833,89 108,02
5 231,63 3020,33 918,29 915,72 1090,61
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Tab. E-6: Ermittelte LOX-Aktivititen [AE;z,4 min” mg'1 Protein] nach 72-stiindiger Inkubation
(Enzymassay 4). Angegeben sind die LOX-Aktivititen verschiedener Versuchsbehandlungen der

einzelnen Versuchswiederholungen (n).

Versuchsbehandlungen
n | Kontrolle | A. alni JA SA Ethylen MeJA MeSA
1 358,52 620,64 604,42 430,17 546,65 568,62 446,37
2 553,17 1726,07 957,67 578,17 869,89 795,94 673,94
3 467,04 1510,91 831,57 541,17 719,43 752,34 646,41
4 458,17 832,60 730,84 535,82 646,10 726,79 606,23
5 394,62 752,51 652,49 496,70 611,91 646,69 467,39
6 465,75 1300,12 823,61 536,56 718,27 733,89 620,43
7 481,83 1684,52 852,67 553,17 720,37 752,51 652,52
8 446,14 759,99 719,86 511,17 616,34 709,11 552,49
9 358,84 646,69 630,19 481,83 578,97 631,56 465,40
10 578,17 2291,19 968,98 582,90 889,92 932,60 732,60

Tab. E-7: Ermittelte POD-Aktivititen [AE4; min”’ mg'1 Protein] nach 48-stiindiger Inkubation
(Enzymassay 5). Angegeben sind die POD-Aktivititen verschiedener Versuchsbehandlungen der

einzelnen Versuchswiederholungen (n).

Tab. E-8: Ermittelte POD-Aktivititen [AE4; min™ mg’1 Protein] nach 72-stiindiger Inkubation
(Enzymassay 6). Angegeben sind die POD-Aktivitdten verschiedener Versuchsbehandlungen der

n Kontr. A. alni Ethylen MeJA MeSA
1 5,11 105,02 0,51 1,98 1,80
2 11,20 130,21 0,74 1,76 0,56
3 2,79 75,03 1,09 1,50 20,8
4 4,92 76,26 2,74 2,97 6,46
5 7,78 52,20 1,78 0,99 7,61

einzelnen Versuchswiederholungen (n).

Versuchsbehandlungen
n | Kontrolle | A. alni JA SA Ethylen MeJA MeSA
1 9,20 130,02 13,41 5,21 7,41 8,13 10,14
2 7,11 105,21 20,43 9,25 10,26 9,61 15,74
3 6,31 85,03 16,81 7,21 8,28 8,79 11,76
4 7,80 94,44 18,38 8,25 9,34 9,11 13,79
5 7,19 88,67 17,95 7,65 9,28 8,95 12,72
6 8,38 105,21 18,71 8,33 9,94 9,41 14,38
7 7,79 86,26 17,64 7,26 8,34 8,11 12,51
8 3,79 105,21 22,16 11,34 10,34 9,69 15,86
9 9,07 82,20 23,04 12,94 11,24 10,11 17,64
10 3,92 85,03 13,99 6,26 8,31 8,46 11,19
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Tab. E-9: Ermittelte KAT-Aktivititen [AE,4 min”’ mg'1 Protein] nach 48-stiindiger Inkubation
(Enzymassay 7). Angegeben sind die KAT-Aktivititen verschiedener Versuchsbehandlungen der

einzelnen Versuchswiederholungen (n).

n Kontr. A. alni Ethylen MeJA MeSA
1 866,73 1496,29 1347,84 873,27 430,60
2 576,15 644,99 890,35 1162,16 273,03
3 359,67 714,21 850,21 2214,61 606,51
4 691,49 1224,97 433,71 767,69 419,01
5 490,72 602,69 408,58 1718,56 281,66

Tab. E-10: Ermittelte KAT-Aktivititen [AE,4 min™ mg’1 Protein] nach 72-stiindiger Inkubation.
(Enzymassay 8). Angegeben sind die KAT-Aktivititen verschiedener Versuchsbehandlungen der
einzelnen Versuchswiederholungen (n).

Versuchsbehandlungen
n | Kontrolle | A. alni JA SA Ethylen MeJA MeSA
1 547,23 1009,15 715,68 646,44 749,12 1235,42 603,21
2 666,73 1224,07 759,87 723,64 900,35 1694,73 630,60
3 434,76 748,57 637,21 511,46 628,12 1047,70 553,03
4 576,22 1127,10 719,34 673,17 758,88 1397,37 614,42
5 576,16 1224,28 748,95 699,34 852,21 1559,70 626,51
6 490,72 759,09 676,44 519,74 648,37 1142,16 566,26
7 365,73 715,97 576,85 501,23 545,89 1008,06 545,89
8 359,67 603,22 501,97 475,67 548,87 1214,86 485,98
9 363,55 646,45 547,68 491,87 423,71 893,27 529,03
10 691,49 1495,15 866,73 784,19 1345,84 1738,56 667,23

Tab. E-11: Ermittelte Aktivititen der Proteinaseinhibitoren (ug PI mg™ Protein g' FW) nach 72-
stiindiger Inkubation (PI-Assay 1).

Versuchsbehandlungen
n Kontrolle| A. alni |A. alni, syst. JA SA Ethylen | MeJA MeSA
1 3,55 9,95 15,34 9,10 6,99 7,88 12,00 10,23
2 3,29 19,00 14,3 8,80 3,38 15,69 13,60 7,23
3 5,95 27,79 22,19 11,82 2,64 22,60 8,40 3,25
4 2,77 18,46 6,96 12,55 5,90 14,99 15,10 7,23
5 3,95 17,99 9,41 10,83 4,77 12,55 11,00 8,55
6 3,16 2291 15,57 15,48 6,24 18,72 13,63 4,46
7 2,64 19,35 13,23 16,32 5,64 20,02 17,41 3,72
8 4,77 29,40 12,64 18,93 7,39 16,97 20,21 1,81
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Fortsetzung Tab. E-11 (PI-Assay 1)

Versuchsbehandlungen
n Anthranilat H:::tl; }tll_ cis-Jasmon | Ocimen | Linalool ISI:‘;};;; DMNT | TMTT
1 2,39 5,46 60,86 30,35 4,03 4,47 31,87 12,77
2 2,35 6,02 50,31 18,39 2,67 3,27 10,20 15,51
3 5,65 7,66 68,72 4421 4,59 5,93 25,97 15,84
4 3,32 6,97 64,00 39,80 5,69 3,16 38,88 15,14
5 7,35 10,20 57,82 50,14 5,89 4,57 46,02 12,36
6 2,45 8,19 40,59 35,19 2,57 3,89 29,08 19,37
7 5,59 9,57 44,67 28,49 4,35 3,99 34,19 25,49
8 6,89 7,94 38,49 22,36 5,36 5,46 18,17 26,40

Tab. E-12: Ermittelte Phenolgehalte DW! [mg g'l] nach verschiedenen Inkubationszeiten t [h]

Containern (Containerversuch-Phenolassay 1).

in

n | t[h] Container 1 Container 2
,,Kontrolle” ,Kontrolle-Nachbar* | ,,A4. alni-Fral3* »A. alni-Nachbar*

1 3 3,26 2,33 3,19 3,25
2 3 3,65 2,45 2,74 3,28
3 3 2,66 3,46 321 2,33
4 3 2,74 3,1 3,49 2,78
5 3 2,75 1,83 3,28 3,23
6 3 2,89 2,05 3,66 3,12
7 3 2,76 2,99 2,98 2,37
1 6 3,45 2,47 4,61 2,84
2 6 3,51 3,29 4,96 2,09
3 6 2,89 2,05 3,26 4,2
4 6 2,15 2,73 4,81 3,57
5 6 3,52 3,17 4,66 3,49
6 6 3,14 34 3,74 3,28
7 6 2,56 2,93 3,47 2,94
1 12 3,58 3,64 6,36 3,65
2 12 4,43 4,41 5,66 3,28
3 12 4,74 4,525 6,79 4,42
4 12 3,25 3,5 7,64 4,58
5 12 4,21 3,39 7,7 4,57
6 12 3,39 3,16 6,43 3,99
7 12 3,94 3,94 6,39 4,29
1 24 4,61 4,74 8,82 4,94
2 24 4,99 4,16 9,35 4,84
3 24 4,21 4,57 11,50 5,03
4 24 4,81 4,55 8,39 5,20
5 24 5,55 4,70 9,82 5,37
6 24 4,54 4,23 8,02 5,66
7 24 4,82 5,07 10,71 5,52
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Fortsetzung Tab. E-12 (Containerversuch-Phenolassay 1)

n | t[h] Container 1 Container 2
,,Kontrolle” ,Kontrolle-Nachbar*“ | ,.A. alni-Fraf3* »A. alni-Nachbar*
1 48 5,89 4,94 13,48 5,85
2 48 5,8 4,29 13,17 6,50
3 48 6,93 5,26 14,74 6,47
4 48 6,85 5,81 12,21 6,55
5 48 4,18 5,53 11,82 6,12
6 48 4,86 6,07 13,85 5,38
7 48 4,15 6,39 11,45 5,08
1 72 6,85 6,28 14,91 10,7
2 72 5,6 7,6 13,02 9,18
3 72 7,75 6,4 14,07 9,47
4 72 7,58 5,37 15,23 8,55
5 72 5,84 7,16 17,33 7,12
6 72 5,48 6,62 18,3 8,83
7 72 5,85 6,91 16,51 13,84
Tab. E-13: Ermittelte Enzymaktivititen nach 72-stiindiger Inkubation in Containern.

(Containerversuch-Enzymassay

Versuchswiederholungen (n).

1). Angegeben

sind

die

Aktivititen

der  einzelnen

Enzym| n Container 1 Container 2
,»Kontrolle* | ,,Kontrolle-Nachbar“ | ,A. alni-Fraf}* »A. alni-Nachbar*
PPO 1 2,82 3,60 57,12 22,51
PPO 2 4,18 2,64 31,60 21,27
PPO 3 0,52 2,13 17,05 4,16
PPO 4 5,28 3,67 98,31 11,72
PPO 5 5,88 6,17 51,02 24,94
PPO 6 22,80 8,13 28,08 7,95
PPO 7 6,83 9,60 25,68 20,81
PPO 8 9,19 9,80 17,96 23,98
PPO 9 9,42 7,25 45,80 17,05
POD 1 0,66 1,04 6,24 3,56
POD 2 1,31 1,15 6,92 4,34
POD 3 0,69 1,06 6,48 4,18
POD 4 1,08 0,39 4,85 2,45
POD 5 1,50 1,40 6,20 3,76
POD 6 1,03 2,05 8,54 2,72
POD 7 2,29 0,68 12,68 3,13
POD 8 2,31 2,12 11,71 2,94
POD 9 0,84 1,49 7,08 4,60
LOX 1 67,97 24,26 787,00 354,02
LOX 2 83,17 39,73 871,59 397,98
LOX 3 19,14 46,32 904,00 310,33




Anhang

Fortsetzung Tab. E-13 (Containerversuch-Enzymassay 1)

Enzym| n Container 1 Container 2
,Kontrolle“ | ,, Kontrolle-Nachbar“ | ,A. alni-Fraf}* »A. alni-Nachbar*

LOX 4 25,80 55,85 998,59 389,14
LOX 5 33,66 56,13 632,30 404,51
LOX 6 48,49 74,69 844,79 510,73
LOX 7 134,40 91,85 578,60 302,81
LOX 8 87,94 153,57 787,43 338,66
LOX 9 235,30 198,76 803,85 472,33

Tab. E-14: Ermittelte Aktivititen der Proteinaseinhibitoren (ug PI mg™ Protein g' FW) nach 72-

stiindiger Inkubation in Containern (Containerversuch-PI-Assay 1). Angegeben sind die Aktivititen

der einzelnen Versuchswiederholungen (n).

n Container 1 Container 2
,Kontrolle“ ,Kontrolle-Nachbar* »A. alni-Fraf}* »A. alni-Nachbar*
1 5,41 5,86 9,28 5,21
2 3,29 4,94 8,98 5,09
3 7,98 4,72 9,29 6,04
4 1,97 1,90 15,69 8,96
5 1,15 2,77 8,10 7,35
6 2,31 1,75 10,63 7,41
Tab. E-15: FraBwahlversuche mit Agelastica alni-Larven zur Uberpriifug der Blattqualitit von

Alnus glutinosa-Blittern nach Behandlung mit verschiedenen Substanzen. Angegeben sind die

gefressenen Blattmengen der jeweiligen Versuchsvarianten (Variante).

n Variante 1 Variante 2 Variante 3 Variante 4 Variante 5
,Kon“ | ,Kon*“ | ,Kon* | ,,JA* | ,Kon* | ,,JA“ | ,Kon* | ,,SA“ | ,Kon* | ,,SA“
1 0,09 0,93 0,44 0,02 2,82 0,01 4,43 3,67 3,53 0,27
2 4,56 3,35 0,26 0,13 1,32 0,27 3,61 3,39 5,34 0,40
3 1,69 5,78 0,69 0,01 2,42 0,57 4,07 3,79 3,29 1,09
4 2,26 1,37 0,60 0,07 2,45 0,82 4,35 3,37 3,94 0,80
5 4,37 2,02 0,38 0,01 2,09 0,11 4,71 3,48 3,74 1,58
6 0,66 3,19 0,75 0,65 4,34 0,86 2,40 1,85 3,24 1,42
7 0,00 6,95 0,92 0,56 3,55 0,66 4,65 2,06 3,38 0,18
8 0,03 2,46 0,59 0,06 5,58 3,48 3,84 1,18 3,55 0,50
9 2,44 3,17 0,82 0,00 4,62 1,20 4,06 1,39 1,59 0,41
10| 7,09 3,43 1,07 0,19 7,03 0,86 3,25 3,21 3,24 0,52
11 1,07 2,04 0,69 0,10 495 1,79 4,45 3,09 3,74 0,52
12 1,61 0,50 0,46 0,28 4,65 0,58 4,41 2,12 4,55 0,16
13| 5,57 3,34 0,35 0,14 5,07 2,30 3,65 1,85 2,72 0,03
14| 0,84 4,61 0,24 0,24 3,55 1,51 3,53 1,49 4,49 1,17
15| 0,72 5,61 0,51 0,01 3,54 2,52 3,28 2,33 3,97 0,19
16 | 2,34 3,71 0,93 0,29 4,81 0,74 3,61 1,34 3,59 1,16
17 | 4,64 3,92 0,81 0,51 2,24 0,89 3,82 0,62 4,95 0,26
18 | 2,83 5,29 0,54 0,40 4,60 2,74 1,90 1,06 4,98 0,24




Anhang

Fortsetzung Tab. E-15

n Variante 1 Variante 2 Variante 3 Variante 4 Variante 5
»Kon*“ | ,Kon“ | ,Kon*“ [ ,JA* | ,Kon“ | ,JA* | ,Kon“ [ ,,SA* | ,Kon“ | ,,SA“
19 | 4,37 1,18 1,05 0,46 6,08 2,15 3,22 1,71 4,05 0,27
20| 0,74 1,55 0,81 0,16 4,77 2,96 3,63 0,98 1,81 0,50
21 1,13 0,97 3,96 1,93 3,72 1,47 4,71 0,57
22| 1,57 1,07 5,70 0,50 3,87 3,40 3,58 0,45
23| 043 1,24 5,28 0,20 2,79 2,46 2,61 1,13
24| 0,41 2,76 2,85 0,50 3,50 0,08 2,50 1,36
25| 0,72 0,22 5,31 0,00 2,30 2,39 2,95 1,01
26| 1,72 1,21 1,78 0,63 3,75 1,62 3,69 0,18
27| 2,25 2,36 1,61 0,50 4,18 1,67 3,75 0,11
28| 2,28 6,15 3,30 0,78 3,05 2,11 4,04 0,27
29| 3,66 6,06 1,67 0,75 3,76 0,48 5,23 1,42
30| 2,00 0,41 2,79 0,69 4,25 2,93 4,60 0,05
Fortsetzung Tab. E-15
n Variante 6 Variante 7 Variante 8 Variante 9
»,Kon” | ,Ethylen“| ,, Kon“ |,,MeJA“| ,,Kon* [,,MeSA“| ,,Kon“ |,MeJA“|,,MeSA*
1 0,52 0,38 0,64 0,50 0,64 0,26 0,64 0,26 0,50
2 0,69 0,31 0,78 0,05 0,78 0,31 0,78 0,31 0,05
3 0,28 0,09 0,75 0,36 0,75 0,23 0,75 0,23 0,36
4 0,73 0,48 1,05 0,23 1,05 0,15 1,05 0,15 0,23
5 0,80 0,08 1,77 0,87 1,44 0,62 1,40 1,03 0,66
6 0,44 0,13 1,38 0,66 1,40 1,01 1,13 0,70 0,82
7 0,16 0,09 1,18 0,82 1,23 0,70 1,01 0,71 0,14
8 0,13 0,37 1,09 0,14 1,06 0,71 1,89 0,76 0,25
9 0,27 0,17 1,68 0,25 1,99 0,76 1,07 0,85 0,78
10 0,72 0,46 1,01 0,78 1,81 0,85 1,22 0,87 0,92
11 1,57 0,33 1,33 0,92 1,08 0,87 1,26 1,38 1,27
12 0,68 0,12 1,61 1,27 1,06 1,38 1,26 0,50 0,75
13 0,43 0,07 1,62 0,75 1,22 0,50 2,43 0,88 0,95
14 0,49 0,20 1,73 0,95 2,43 0,88 2,52 1,28 0,98
15 0,70 0,27 2,13 0,98 2,52 1,22 1,48 1,09 0,68
16 1,30 0,14 1,22 0,68 1,48 1,09 1,54 0,09 1,17
17 0,80 0,07 1,54 1,17 1,54 0,09 1,46 0,18 1,19
18 0,41 0,39 1,64 1,19 1,46 0,18 1,68 0,43 1,76
19 0,91 0,13 1,37 1,76 1,68 0,43 1,62 0,74 1,59
20 0,63 0,03 1,95 1,59 1,62 0,74 1,50 0,35 0,52
21 1,16 0,04 2,05 0,52 1,50 0,35 0,95 0,52 0,68
22 0,62 0,25 1,98 0,68 0,98 0,52 0,97 0,41 0,54
23 0,81 0,28 1,09 0,54 0,85 0,41 2,21 0,76 0,34
24 0,67 0,44 2,65 0,34 1,99 0,76 2,87 0,38 0,21
25 0,65 0,54 2,74 0,21 2,68 0,38
26 1,16 0,12 2,22 0,75 1,23 0,55
27 0,72 0,21 1,25 0,81 1,34 0,75
28 0,47 0,46 1,84 0,39 0,99 0,44
29 0,49 0,07 2,01 0,27 1,68 0,87
30 0,56 0,22 2,25 0,41 1,86 0,97
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Fortsetzung Tab. E-15

Variante 10
Container 1 Container 2
n »Kontrolle* | ,Kontrolle-Nachbar* | ,,4. alni-FraB}* | ,.A. alni-Nachbar*
1 4,11 3,28 0,04 2,60
2 3,55 3,65 0,84 2,41
3 3,17 4,12 1,04 3,11
4 4,21 3,21 0,23 2,03
5 3,49 3,74 2,90 2,17
6 4,33 3,58 1,50 1,52
7 3,85 3,84 0,63 1,85
8 3,92 3,66 0,44 2,33
9 3,52 4,65 3,22 1,92
10 2,86 3,32 1,55 1,68
11 3,51 4,72 0,53 1,57
12 3,94 3,57 0,17 1,49
13 4,25 3,86 0,85 0,25
14 3,97 3,79 0,06 1,23
15 3,29 2,92 0,19 1,42
16 3,19 1,42 0,45 1,60
17 2,17 2,61 0,86 1,36
18 2,31 1,93 0,41 0,64
19 2,84 2,81 0,24 1,65
20 2,24 4,01 1,61 1,12
21 2,25 3,52 0,53 2,35
22 2,65 2,50 0,39 2,60
23 3,47 3,13 1,20 1,17
24 2,20 2,74 0,13 1,20
25 2,53 2,81 0,63 1,48
26 3,86 4,05 0,33 1,57
27 3,93 3,01 0,11 2,51
28 3,83 4,61 0,32 1,12
29 4,58 4,20 0,37 1,41
30 4,39 4,06 0,73 1,91
31 3,32 2,79 0,60 1,55
32 4,60 4,50 3,79 2,00
33 2,64 2,87 0,03 1,32
34 3,09 4,65 0,03 1,09
35 3,12 3,58 0,23 1,60
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Fortsetzung Tab. E-15

Variante 11
Container 1 Container 2
n ,»Kontrolle* | ,Kontrolle-Nachbar* | ,,4. alni-FraB}* | ,.A. alni-Nachbar*
1 4,17 4,07 0,34 1,26
2 3,15 4,15 0,33 1,45
3 3,82 2,07 0,61 1,50
4 3,42 2,83 1,18 1,23
5 2,32 2,53 0,98 1,94
6 2,59 2,96 0,81 1,80
7 2,41 2,96 0,92 1,99
8 2,51 2,61 0,27 1,17
9 2,73 2,78 0,55 2,52
10 3,24 3,32 0,10 2,15
11 3,05 4,05 0,42 2,16
12 2,97 2,96 0,72 2,41
13 4,29 4,04 1,47 2,72
14 3,51 2,67 0,55 1,37
15 2,97 3,70 1,03 3,36
16 3,37 2,28 0,42 1,84
17 2,01 2,94 0,11 1,92
18 3,08 4,04 0,76 1,77
19 2,13 2,61 0,16 0,63
20 3,59 2,23 1,19 2,22
21 2,71 3,41 0,88 2,14
22 2,49 2,88 0,75 2,09
23 2,24 2,56 1,35 2,58
24 2,31 2,69 0,03 1,99
25 2,53 2,62 0,99 1,64
26 2,20 2,59 1,25 2,17
27 2,69 3,02 1,65 2,29
28 2,88 2,69 1,04 2,15
29 2,20 2,82 0,46 1,83
30 3,56 3,27 1,47 1,36
31 3,23 3,20 0,88 0,38
32 2,16 1,74 0,74 1,26
33 1,50 1,83 1,03 1,50
34 2,31 2,17 0,31 0,93
35 2,81 2,18 0,47 0,68




Anhang

Tab. E-16: Zusammenfassung der Daten der endogenen Jasmon (JA)- und Salicylsiiurebestimmung

(SA) an Alnus glutinosa-Blittern. Angegeben sind die ermittelten Konzentrationen von JA (ng g ' FW)

und SA (ng g T FW) zu bestimmten Zeitpunkten der mit Herbivoren besetzten Blittern (Agelastica alni-
FraB) und der unbehandelten Blitter (Kontrolle). FW = Frischgewicht. ,-,= keine Probennahme.
Berechnet wurden der Mittelwert und der Standardfehler des Mittelwerts (Stdf) der einzelnen

Versuchswiederholungen (n = 4, Ausnahme bei Versuchsdauer t =0 h: n=5).

X:lil:.c[hhs]_ Uhrzeit Kontrolle Herbivorenfraly
SA-Gesamtgehalt |JA-Gesamtgehalt| SA-Gesamtgehalt |JA-Gesamtgehalt
(ng g 'FW) (ng g 'FW) (ng g 'FW) (ng g 'FW)
0 9% 454,02 18,57 834,10 18,57
0 9% 351,34 11,71 865,39 19,57
0 9% 543,93 17,40 796,52 18,41
0 9% 703,5 11,211 879,17 16,27
0 9% 666,86 12,12 994,80 19,55
Mittelwert £+ Stdf 543,93 + 65,47 14,20 £ 1,56 873,99 + 33,38 18,47 £ 0,61
1 10% 626,23 15,34 1003,67 39,84
1 10% 543,55 2428 111521 26,21
1 10% 706,31 10,53 1227,67 34,25
1 10% 666,86 38,023 1004,30 18,16
Mittelwert £ Stdf 635,74 £+ 34,80 22,04 £ 6,04 1087,72 £ 53,51 29,62 + 4,73
2 11% 444,53 76,64 810,23 99,67
2 11% 402,68 86,91 665,82 87,24
2 1% 454,02 80,63 786,99 82,71
2 11% 413,14 64,78 742,207 89,6
Mittelwert + Stdf 454,02 £12,28 86,91 + 4,65 810,23 + 31,80 98,80 + 3,58
2,5 113 669,19 88,36 673,55 128,71
2,5 113 559,09 93,74 722.9 125,99
2,5 11 544,531 94,15 669,18 103,15
2,5 113 573,64 82,71 776,61 102,71
Mittelwert £ Stdf 586,61 + 28,16 89,74 + 2,69 710,56 + 25,16 115,14 £ 7,07
3 12% 454,02 103,74 776,45 148,55
3 12% 669,18 94,78 828,75 162,06
3 12% 776,61 93,85 730,09 132,93
3 12% 573,64 87,71 770,49 120,13
Mittelwert + Stdf 618,37 £ 68,69 95,02 + 3,30 776,45 £ 20,24 141,05 £ 9,23
5,5 1432 981,48 83,93 1078,12 626,20
5,5 1432 1174,75 95,33 1470,45 402,29
5,5 1432 623,25 127,83 1181,34 572,40
5,5 1432 510,81 117,35 1293,31 638,30
Mittelwert £ Stdf 822,58 + 154,43 106,11 £ 10,02 1255,81 + 83,96 559,80 + 54,42
6 15% - - 1379,81 826,45
6 15% - - 1047,75 707,24
6 15% - - 1744,86 703,15
6 15% - - 1644,71 776,62
Mittelwert + Stdf 1454,28 + 155,86 753,37 £29,62
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Fortsetzung Tab. E-16

Versuchs- Uhrzeit Kontrolle Herbivorenfraf}
dauer [h]
SA-Gesamtgehalt| JA-Gesamtgehalt| SA-Gesamtgehalt |JA-Gesamtgehalt
(ng g 'FW) (ng g 'FW) (ng g 'FW) (ng g 'FW)
7.5 163 - - 2009,63 1349,73
7,5 1622 - - 2133,11 1837,14
7.5 163 - - 2256,57 1905,03
7.5 163 - - 1985,64 1348,51
Mittelwert + Stdf 2096,24 + 62,44 | 1610,10 + 151,31
9 189 429,73 88,63 622,37 155,72
9 18% 387,88 69,99 597,16 161,75
9 18% 322,93 94,18 793,48 115,40
9 18% 359,50 72,19 771,57 135,51
Mittelwert + Stdf | 375,02 +22,56 81,24 + 5,99 696,15 + 50,33 142,10 + 10,52
10,5 193¢ 1106,02 97,25 1536,91 164,22
10,5 19% 808,44 69,71 1971,82 195,33
10,5 19% 589,82 54,34 1095,82 306,80
10,5 193¢ 581,82 45,53 1212,99 556,96
Mittelwert + Stdf | 771,53 +123,23 | 66,71 + 11,33 1454,39 + 196,08 305,83 + 89,13
12 21 % 398,84 52,97 1295,77 120,44
12 21% 1008,57 66,68 1055,19 126,61
12 21% 1026,90 35,80 998,08 93,74
12 21% 668,21 43,94 1075,33 153,79
Mittelwert + Stdf | 775,63 +150,25 | 64,12 +13,82 1106,09 + 65,30 3123,65 + 12,32
15 249 926,12 37,61 11117,22 99,43
15 24 967,35 11,60 13573,45 150,23
15 240 793,84 106,29 19440,26 139,16
15 249 689,73 132,74 10026,90 204,99
Mittelwert + Stdf | 844,26 + 63,42 72,06 + 28,42 13539,46 +2102,10 | 148,45+ 21,77
18 30 - - 709,80 83,76
18 3% - - 927,11 62,76
18 30 - - 777,99 56,88
18 30 - - 804,30 63,25
Mittelwert + Stdf 804,80 + 45,37 66,66 + 5,88
21 6% 609,80 27,02 723,60 97,89
21 6% 727,11 19,65 659,37 69,33
21 6% 577,99 12,37 835,00 65,57
21 6% 504,30 19,68 945,98 107,50
Mittelwert + Stdf | 604,80 + 46,37 19,68 + 2,99 790,99 + 63,13 85,07 + 10,39
24 9% 876,25 1,51 1518,93 105,54
24 9% 704,88 6,99 1417,56 84,22
24 9 707,97 21,59 1044,22 88,69
24 9% 674,58 12,30 1590,28 101,30
Mittelwert + Stdf | 740,92 + 45,73 10,60 + 4,27 1392,75 + 121,45 94,94 + 5,05
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‘(;;;il;c[lllf]- Uhrzeit Kontrolle Herbivorenfraf}
SA-Gesamtgehalt| JA-Gesamtgehalt | SA-Gesamtgehalt | JA-Gesamtgehalt
(ng g "'FW) (ng g 'FW) (ng g 'FW) (ng g 'FW)

27 12% 1040,03 13,55 1493,88 257,75

27 129 841,36 19,69 162322 152,15

27 12% 782,31 13,64 3616,33 167,96

27 12% 855,64 28,94 4980,28 272,36
Mittelwert + Stdf | 879,84 +55,70 18,95 + 3,62 2928,43 + 838,89 | 212,55+ 30,63

30 159 - - 729,35 150,60

30 15% - - 579,09 167,52

30 15% - - 709,07 138,41

30 159 - - 629,58 179,88
Mittelwert + Stdf 661,77 + 34,97 159,10 + 9,14

33 18% 468,91 29,63 588,91 161,09

33 18% 367,84 29,47 677,84 182,48

33 189 478,046 15,97 791,31 117,35

33 18% 519,88 18,95 812,69 132,43
Mittelwert + Stdf | 45,67 + 32,24 23,50 + 3,54 776,80 + 52,13 148,33 + 14,55

36 21% - - 1268,61 246,82

36 21% - - 576,76 309,08

36 21% - - 559,27 346,10

36 21% - - 764,83 122,27
Mittelwert + Stdf 792,37 + 165,42 256,07 + 49,07

39 249 548,75 41,31 636,98 230,54

39 240 344,97 12,59 861,3 168,74

39 240 446,86 26,95 516,49 198,80

39 249 368,78 38,67 532,94 138,70
Mittelwert + Stdf | 427,34 +45,95 29,88 + 6,55 636,93 + 79,40 184,19 + 19,72

45 6% - - 755,54 331,33

45 6% - - 655,39 362,80

45 6% - - 651,16 452,19

45 6% - - 818,80 299,86
Mittelwert + Stdf 720,22 + 40,76 361,55 + 32,83

48 9 412,71 45,19 484,64 993,40

48 9 675,33 19,05 574,19 571,43

48 9% 703,59 25,27 923,05 794,01

48 9 510,22 33,19 594,18 353,26
Mittelwert + Stdf | 575,46 + 69,01 30,67 + 5,63 644,02 + 96,01 678,03 + 138,37

50 119 655,39 18,42 2967,89 402,85

50 119 451,16 10,59 1203,16 260,02

50 11% 618,26 25,16 883,17 670,19

50 119 688,98 11,98 1159,12 353,26
Mittelwert + Stdf | 603,45 + 52,77 16,54 + 3,34 1553,34 £ 476,80 | 421,58 + 87,99
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