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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Blattlause sind fast Uberall auf der Welt verbteit&chadlinge (ML, 1975). Das
verdanken sie ihrer grof3en Anpassungsfahigkeitituredl hohen Reproduktionsrate, denn sie
kénnen sich sowohl zwei- als auch eingeschlechtlioitpflanzen. Parthenogenetisch
entstandene Lebensformen kdnnen zwar schnell haltedn erreichen, leiden aber meist an
mangelnder Anpassungsfahigkeit an veranderte Léedisggungen. Blattlause dagegen
kénnen, obwohl genotypisch identisch, unterschibeli Morphen bilden, um sich den
Lebensumstanden anzupassenix¢d, 1998). Bei ungunstigen Umweltbedingungen
produzieren sie gefligelte Morphen, die sich aushreund neue Wirtspflanzen besiedeln
kénnen. Durch ihren Polyphanismus sind Blattladeale Systeme, Fragen nach dem Trade-
off zwischen Flugfahigkeit und Reproduktion und maen physiologischen Grundlagen der

Anpassungen zu beantworten.

Der Lebenszyklus der Erbsenblattlafisyrthosiphon pisum ist ein Holozyklus ohne
Wirtswechsel (lamPeEL, 1968). Dabei alternieren bisexuelle und eingesttiliche
(parthenogenetische) Generationen. Auf mehrereh@aogenetische Generationen, die
lebende Junge gebaren (Viviparie), folgt gegen Edde Vegetationsperiode eine sich
bisexuell fortpflanzende Generation, deren Weibcbefuchtete Eier legen (Oviparie), die
das Uberwinterungsstadium darstellen. Aus diesamnEentwickeln sich im Fruhjahr die
Stammmiuitter, die sich wie ihre Nachkommen wiedethpaogenetisch fortpflanzen. Durch
die zyklische Parthenogenese kénnen Blattlausevdreeile zweier Fortpflanzungsformen
nutzen (DxoN, 1998). Bei der sexuellen Fortpflanzung kénnerdsieh Rekombination eine
genetische Variabilitat aufrechterhalten, die beeesich verandernden Umwelt notwendig
ist. Durch die Parthenogenese sind Blattlause in dage, vorteilhafte Genotypen
beizubehalten und sich so unter giinstigen Umwaltigedgen schnell zu vermehren. Die am
weitesten entwickelten Embryonen in einer sich hmarbgenetisch fortpflanzenden
Virginopara enthalten ihrerseits bereits Embryon&hattlause tragen also schon ihre
Enkelinnen in sich und kénnen sich so extrem st¢hiveetnehren (Ixon, 1995).

Virginoparae treten als ungefligelte (aptere) uafligelte (alate) Morphen auf. Sie
sind trotz ihrer unterschiedlichen Phanotypen ggmsth identisch. Welchen Vorteil bringt
der Polyphanismus den Blattlausen? Schlie3licklisstProduktion von gefliigelten Morphen
energieaufwendig. Die Antwort liegt wohl darin, dasicht das Individuum, wohl aber der
Klon einen Vorteil davon hat. Oft sind einjahrigalRzen von BlattlAusen besetzt, die alle
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von einem einzigen Tier abstammen. Durch die Abwamiy der Alatae wird fur die
restlichen Tiere die Konkurrenz um die Ressourceingert. Hinzu kommt, dass die
gefligelten Blattlause neue Pflanzen von besserali@ besiedeln und sich raumlich
ausbreiten kénnen (KoN, 1998).

Obwonhl durch Parthenogenese nur Klone gebildet everdind Blattlause also in der
Lage, sich Uber Polyphanismus in jeder Generatiodia Umwelt anzupassen. Das kann zu
einem Trade-off zwischen der Reproduktionsfahigkeid den Lipidreserven, bzw. der
Flugfahigkeit fuhren. Blattlause mit kleinen Gonad&bnnen Ulber eine langere Zeit
Hungerperioden standhalten als solche mit grolRema@an, welche natlrlich eher Vorteile
bei der Besetzung von Habitaten guter Qualitdt hato kann jede Generation ihre
Ressourcen in Gonaden oder Energiereserven stecken,nachdem, wie die
Umweltbedingungen gerade sindeATHER et al., 1983WALTERS & DIXON, 1983;WALTERS
et al., 1988; IXoN, 1995). Gefligelte Blattlause unterscheiden sich ungefliigelten nicht
nur durch Fligel und Flugmuskeln, sondern habessgral zu ihrer Lebensweise, noch
andere Merkmale: z.B. eine starkere SklerotisieruggRere Komplexaugen, Ocellen,
langere Antennen und mehr RhinarienRABNDLE et al.,, 2006). Es gibt nicht nur
morphologische Unterschiede: Die larvale Entwicglwon Geflligelten dauert langer, sie
haben eine langere pra-reproduktive Periode undigeerNachkommen als ungefliigelte
Tiere und sind resistenter gegentber Hungerphd3en, 1998). Die Faktoren, die zur
Produktion von Alatae bei parthenogenetischen Wabdlhren, sind vielfaltig untersucht
worden. Taktile Stimulation, verursacht durch eimehe Populationsdichte, sowohl von
Blattlausen einer Art, als auch von unterschie@iicArten, ist einer der wichtigsten Ausléser
(JOoHNSON 1965; lamMB & M AcKAY, 1987). Daher ist die am haufigsten angewandtddtet
zur Produktion von Alatae das sogenannte ,crowdimgg Anhdufung vieler Blattlause auf
kleiner Flache (EEs 1966). Aber auch die Nahrung, d.h. die Qualititl wlas Alter der
Wirtspflanze, kann bei manchen Blattlausarten dRodle spielen (8THERLAND, 1969b).
Zusatzlich kdnnen R&uber und Parasitoideci@8ER et al., 1999; SOGGETT & WEISSER
2002; KUNERT & WEISSER 2003), Ameisen (KEINJAN & MITTLER, 1975), Pathogene und
abiotische Faktoren, wie Temperatur und Photoperi@dULLER et al., 2001) das Auftreten
von gefligelten Blattlausen beeinflussen. Danebanh die Morphe der Mutter und der
GroBmutter Auswirkungen auf den Phanotyp der Nactmken. In vielen Blattlausarten
produzieren gefliigelte Weibchen fast ausschlieRlidgefliigelte Nachkommen, wahrend
ungefliigelte Weibchen besonders gut auf Fligeldieande Stimuli reagieren (E®N,
1998; BRAENDLE et al., 2006). Die sensitive Phase, d.h. der Hedanitt wahrend der
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Entwicklung, in der die Morphendetermination stattét, liegt bei der Erbsenblattlaus kurz
vor ihrer Geburt (8THERLAND, 1969a). Lange wurde, aufgrund der morphologischen
Ahnlichkeit der ungefliigelten Adulttiere mit den rizan, davon ausgegangen, dass das
Juvenilhormon (JH) die Apterisierung bewirkt. Ireln Studien wurde der Effekt von JH
untersucht, indem der Syntheseort von JH, die Garpliata (CA), entfernt oder deren Zellen
durch Precocen zerstort wurderrRE&NDLE et al., 2006). Auch JH I, 1l und Ill, JH-Analoge,
JH-Vorstufen, oder einfach nur Extrakte, die JHhesiten, wurden an Blattlausen getestet.
Die Ergebnisse waren zum Teil gegensatzlich und kéamner Beleg dafir, dass JH die
Morphenbildung induziert, fehlt bis heuteREENDLE et al., 2006). Es besteht durchaus auch
die Moglichkeit, dass die Ausbildung der gefligeltglorphe nicht durch JH unterdrickt,
sondern durch bestimmte Signale induziert wirdHNBON & BIRKS (1960) dekapitierten
Weibchen, die dahingehend behandelt worden waresflligglte Nachkommen zu
produzieren, und erhielten fast ausschliel3lichdliage Nachkommen. Einiges deutet darauf
hin, dass Signale vom Gehirn oder den Corporasatlat Mutter Uber die Hamolymphe die
Flagelbildung induzieren @S 1966; BRAENDLE et al., 2006). Dabei scheinen Ecdysteroide
fur die Flagelinduktion nicht in Frage zu kommenpP@AEBAUM et al., 1975). Nach einer
Studie von HRREWIIN (1976) konnten allerdings biogene Amine die Prdiduk von
gefligelten Morphen beeinflussen.

Blattlause werden oft als schlechte Flieger bersthdie eine Fluggeschwindigkeit
von nur 1,6 bis 3,2 km/h haben. Allerdings sinddiiech Windverdriftungen in der Lage, in
300 bis 900 m Hohe Uber Strecken von bis zu 130Qkirftiegen (DxoN, 1998). Die meisten
Blattlausarten besitzen Endosymbionten, die voreneg in Bakeriozyten (bestimmte
Bakterien beherbergende Zellgruppen) leben und den Mutter auf die Nachkommen
weitergegeben werden. Der am weitesten verbre8giebiont ist das BakteriurBuchnera
aphidicola. Endosymbionten spielen eine Rolle in der Biosgaghvon Vitaminen, Lipiden
und essentiellen Aminoséuren und haben eine Funktio Stickstoff-Metabolismus der
Blattlause (xoN, 1998).

Der Hauptspeicher fir Lipide, aber auch fur Kohlarate und Protein, ist bei
Insekten der Fettkérper. Er ist das Zentrum desrnmédiaren Metabolismus €BNAKKERS et
al.,, 1985). Lipide sind durch ihre Loslichkeit inddungsmitteln niedriger Polaritat
gekennzeichnet. In diese Gruppe gehdren Fettsaukeylglyceride, Phosphoglyceride,
Wachse, Terpene, Steroide, Prostaglandine, Splpmdml Lipoproteine und Glycolipide
(BEENAKKERS et al., 1985). Bei den meisten Insekten haben dexyliglyceride (TAG), die

zu den Acylglyceriden gehoéren, den grof3ten Anteillapidgehalt, in vielen Insekten besteht
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mehr als 90% des Fettkorperlipids aus TAG. TAG dieals Speicher fur Fettsauren und sind
eine wichtige Energiequelle. Der grof3te Teil derGAvird im Fettkorper gespeichert
(BEENAKKERS et al., 1985; DWNER, 1985). Nach dem Abbau zu Diacylglyceriden (DAG)
werden sie von LDLp (Low-Density Lipophorin) in delamolymphe bis zu ihrem Zielort
transportiert (N DER HORsTet al., 1993). Uber den Lipidtransport von Blat#én ist wenig
bekannt, es gibt aber Hinweise darauf, dass stadG Dhauptsachlich TAG und
Kohlenwasserstoffe transportiert werdenL(®TH et al., 1993). Die meisten Organismen
besitzen hauptséchlich TAG aus Palmitin- und Stearren, BlattlAuse dagegen enthalten
mindestens vier ungewdhnliche Fettsduren, wobeiiddgsaure am haufigsten vorkommt
(DiLLwiTH et al., 1993). Auch in Bezug auf Phospholipided datattlause ungewdhnlich. Im
Gegensatz zu den meisten anderen Insekten und bvada besitzen Blattlause mehr
Phosphatidylethanolamin  als  Phosphatidylcholin  iL(®&TH et al, 1993).
Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylcholin sitiel am haufigsten vorkommenden
Phospholipide, die gemeinsam uber 70% des Phogpihgdihalts bei den meisten Insekten
ausmachen (BWNER, 1985). Phospholipid ist die Hauptkomponente imldgischen
Membranen. Aul3erdem ist es eine wichtige Kompone&ote Vitellogenin (Dotterprotein)
und spielt damit auch eine Rolle in der Embryoeadiiung (BEENAKKERSE€t al., 1985).

Der Phloemsaft von Pflanzen enthélt viele Kohlemaisl und kleinere Mengen an
Aminosauren, aber nur sehr wenig Lipid. Daher musB#attlause den Grolidteil der
Fettsauren, die sie brauchen, selbst, oder mititiHer Symbionten synthetisieren i(DvITH
et al., 1993). Bei der Fettsduresynthese wird zZuwstadcetyl-CoA durch die Acetyl-CoA-
Carboxylase zu Malonyl-CoA umgesetzt. Danach kaiaty die Fettsduresynthetase die
Kondensation von Acetyl-CoA und Malonyl-CoA zu l&ettigen Fettsduren (@VNER,
1985). Der Gehalt und die Zusammensetzung von &e#s ist bei Blattlausen vom Alter
(DE RENOBALES, 1990) und der Nahrung der Tiere abhangigR@&vAN et al., 1991; EBVAY
et al., 1992). Werden Blattlause auf einer Wiraptle schlechterer Qualitat gehalten, ist der
Myristin- und Palmitinsduregehalt hoher als aufeeinVirtspflanze besserer Qualitat
(BERGMAN et al., 1991). Auch bei Dormanz steigt die Akkuatigin von Lipid, hauptsachlich
von TAG, an, wahrend die Reproduktionsrate sinkir&RLAND, 1968).

Fur viele Insekten ist Lipid eine wichtige Energietie fir den Flug und auch bei
Blattlausen scheint das so zu seil@&BAIN, 1961; LQUIDO & IRWIN, 1986). Die Schwarze
Bohnenblattlau&\phis fabae nutzt hauptséchlich Fett, aber auch Kohlenhydast@rennstoff
fur den Flug (©ckBAIN, 1961). Kohlenhydrate werden nur in der Anfangsphdes Fluges

verwendet, wahrend Lipide die Hauptenergiequelhrener Stunde Flug ist. Bei Tieren, die
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bis zum Ende ihrer Krafte geflogen sind, waren Hedt- und Glykogenreserven in den
Fettkorperzellen des Thorax und Abdomens deutleshingert. Ahnliche Ergebnisse erzielten
LIQuiIDO & IRWIN (1986) bei Untersuchungen an der MaisblattiRhepal osiphum maidis.
Auch bei anderen Insektenarten, die sowohl Lipglalch Kohlenhydrate als Energiequelle
fur das Fliegen nutzen, werden Kohlenhydrate inAtgangsperiode und Lipid wahrend der
spateren Flugphase verbrauchte€éBAKKERS et al., 1985). Im Allgemeinen geht die
Flugaktivitat mit einem erhdohten DAG-Gehalt in dé&amolymphe einher. DAG wird vom
Fettkdrper tUber die Hamolymphe zum Flugmuskel partgert und dort als Energiequelle fur
den Flug genutzt (BENAKKERS et al., 1985). Flugfahige Insekten besitzen dalesrergll
groRere Mengen an DAG ¢8AL, 1998).

Kohlenhydrate kbnnen wie Lipide im Fettkdrper gesipert werden, zusatzlich aber
auch im Flugmuskel und im Darm, und zwar hauptséchh Form von Glykogen (WATT,
1967). Glykogen kann zu Trehalose abgebaut undenH&molymphe freigesetzt werden.
Trehalose wird dann, z.B. in den Flugmuskeln, zwcG$e umgewandelt und als
Energiequelle genutzt (WATT, 1967; THOMPSON 2003). Trehalose ist der Hauptzucker in
der Hamolymphe der meisten Insekten. Sie dientEalergiespeicher, Proteinstabilisator,
Komponente im Feedback-Mechanismus, die das Fndsdten reguliert, und als
Frostschutz. Der Trehalosegehalt liegt bei Insekieeist zwischen 10 und 50 mM
(THomPsON 2003), dabei ist die Konzentration der Trehalwseler Hamolymphe oft viel
hoher als im Gewebe (W11, 1967, WHEELER, 1989). Kohlenhydrate, besonders Trehalose,
sind fur Hymneopteren und Dipteren wichtige Eneggalen fur den Flug. Es wird davon
ausgegangen, dass Insekten, die Uber langere Bestdliegen, hauptséchlich Lipid nutzen,
wahrend Kurzstreckenflieger eher auf Kohlenhydreg¢¢zen (BENAKKERS et al., 1985;
CANDY et al., 1997). Die Aminoséaure Prolin wird von desefsefliegeGlossina moristans
und von vielen Kafern als wichtigstes Flugsubsteatvendet (@DE et al., 1997). Prolin kann
in hohen Konzentrationen in der Hamolymphe unden &lugmuskeln gespeichert werden
und hat den Vorteil wasserloslich zu sein, was @smsport in der Hamolyphe erleichtert
(WHEELER, 1989; @\NDY et al.,1997).

Neuropeptide aus der Familie der adipokinetischieypértrehalosdmischen Hormone
(kurz AKH genannt) kontrollieren den intermediaidetabolismus (@DE et al., 1997). Ihre
Wirkungen kann man mit dem Glukagon von Saugetieezgleichen. Durch die Aktivierung
der Enzyme Glykogen-Phosphorylase und Triacylglyekipase im Fettkérper erhéhen sie
den Kohlenhydrat- und Lipidgehalt in der HamolympKehlenhydrate und Lipide kénnen
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dann als Energiequelle dienen. Zusatzlich hemmesedPeptide die Lipid-, Protein-, und
RNA-Synthese, erhdhen den Lipidtransport und dientkaktionsfrequenz bestimmter
Muskeln und haben einen Einfluss auf das Immunsy$@AiDE et al., 1997; GLDSWORTHY

et al.,2003). AKHs kdnnen je nach Tierart unterschiedliEbektionen haben. Ein AKH, das
bei dem einem Tier eine adipokinetische Wirkung kanhn bei einem anderen Tier einen
hypertrehalosamischen Effekt ausloseifSet al., 1997). Das AKH-Peptid wird von den
Zellen des Corpus cardiacum (CC), einem Neurohdgaodes Kopfes, synthetisiert und
gespeichert (GDE et al.,1997). In fast allen Insektenordnungen wurden bigtiéH-Peptide
nachgewiesen. Erstmals wurde 1969 von einem Horpsoichtet, das die Lipidfreisetzung
stimuliert, und zwar unabh&ngig voneinander bei Wéistenheuschreck&chistocerca
gregaria (MAYER & CANDY, 1969) und derWanderheuschreckdocusta migratoria
(BEENAKKERS, 1969). Flugaktivitat ist der bisher einzig bekannatirliche Stimulus, der die
Freisetzung von AKH bewirkt (8\RP-BAKER et al., 1995, 1996).

WIGGLESWORTH fand in den 30er und 40er Jahren bei Arbeiten an Wanze
Rhodinus proxilus einen Stoff, der von den CA produziert wird und di¢ Metamorphose
einwirkt (WIGGLESWORTH 1936). Er folgerte daraus, dass die Konzentraties CA-
Hormons, das Juvenilhormon (JH), die Art der Hagtuduvenil- oder Adulthdutung)
bestimmt (WGGLESwWORTH 1948). Juvenilhormone haben bei adulten Tierene ei
gonadotrope Wirkung. Sie regulieren die Synthesa Wtellogenin und die Oocyten-
Entwicklung bei Weibchen, sowie die Spermatogeneskedas Wachstum der akzessorischen
Drisen bei Mannchen @BE et al., 1997).Juvenilhormone beeinflussen auch den
Lipidmetabolismus, allerdings ist noch nicht vdistlig geklart, in welcher Art und Weise. Es
sind unterschiedliche Effekte je nach Spezies bakéDiLLwiTH et al., 1993; GEN et al.,
2005; Z£RA & ZHAO, 2006). Bei Blattlausen wurde nur das JH 1l gefiem (HARDIE et al.,
1985). Wie bei anderen Insekten hat es auch hmenekinfluss auf die Metamorphose. Die
topikale Applikation von JH oder JH-Analogen fultt larval-adulten Mischlingen oder zu
einem zusatzlichen larvalen Stadium anstelle dadt&t@ddiums (Ees 1966). JH kann auch
die Art der Reproduktion (Oviparie oder Viviparighd die Morphenbildung beeinflussen
(HARDIE, 1981;HARDIE & LEES 1985). In der Vergangenheit wurde vielfach unteins,
welchen Einfluss JH auf die Produktion von gefligielMorphen bei sich parthenogenetisch
fortpflanzenden Blattlausen hat. Die Ergebnisseewasehr widersprtchlich und so ist bis
heute noch nicht geklart, welchen Einfluss JH aafMorphendetermination hat ARDIE et
al., 1995; RAENDLE et al., 2006).
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Aufgrund der geringen GrofRe von Blattlausen isthdaisnicht allzu viel tGber die
physiologischen Vorgange bei diesen Tieren bekakm. bei vielen anderen Insekten
wichtiger Regulator des intermedidren Metabolisngtsdas AKH. Um mehr Uber den
Stoffwechsel von Blattlausen, besonders in Bezufl @eren Fahigkeit zur Bildung
verschiedener Morphen, zu erfahren, wurde zunaebhstucht, dasA. pisumAKH zu
isolieren und zu identifizieren. Die Aufreinigungrfagte mittels Umkehrphasen-
Hochleistungsflissigkeitschromatographie  (Reversénase-High Performance Liquid
Chromatography, RP-HPLC), in Kombination mit einenvitro-Bioassay. Spater wurde das
A. pisum Genom nach mutmalilichefcypi-AKH durchsucht. Ein weiterer Schwerpunkt
dieser Arbeit lag auf den physiologischen Grundhader unterschiedlichen Morphen. Dafur
wurden die Unterschiede im intermediaren Metabalsrawischen der geflligelten und der
ungefliigelten Morphe untersucht. Der Stoffbestdngiq, freie Kohlenhydrate, Glykogen
und Protein) und der Zuckergehalt in der Hamolymgee zwei Morphen wurde analysiert.
Uber den Einbau von Acetat in Lipid sollte naheiie®r die Lipidsynthese in Erfahrung
gebracht werden. Dabei konnten auch die einzelnerdklassen bestimmt werden. Die
Glykogensynthese wurde Uber den Einbau von Gluamsé Trehalose in Glykogen
untersucht. Zusatzlich wurde die hormonelle Stengrer Energiespeicher durch Hormone,

wie dem AKH und dem JH-Analog Methopren untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Haltung und Zucht der Versuchstiere

2.1.1 Acyrthosiphon pisum Harris

Den rosafarbenen Biotyp der Erbsenblattlaog thosiphon pisum Harris (Homoptera:
Aphididae) gibt es in Europa schon seit vielen dal{HARPER et al., 1978). Als Versuchstier
diente der Klon PJ1 (Pink Jena 2001) der Erbsetidaiat A. pisum ist wegen ihrer fur
Blattlause beachtlichen Gro3e und der nahen Versahdft zu wichtigen Schadlingsarten
gut als Versuchstier geeignet. Der gesamte Lebkhszyler Tiere kann auf einer einzigen
Wirtspflanze stattfinden. Im Frihling schlipfen @d&ammmiutter (Fundatrices), die sich wie
ihre Nachkommen (Virginoparae) parthenogenetisctpflanzen (laMPEL, 1968). Im Herbst
wird, aufgrund der abnehmendem Tageslange und reilekeT emperaturen, eine Generation
(Sexuparae) geboren, die Mannchen und Weibchenuéf) produziert. Diese verpaaren
sich und die Sexuales-Weibchen legen Diapausedfiedie den Winter tGberdauern. Aus
ihnen schlipfen im Frihling wieder die Fundatri¢&isb. 1).

Die Blattlause wurden auf der Wirtspflan¥écia faba unter Langtag-Bedingungen
(L:D = 16:8 h) bei 21 £ 1°C aufgezogen, um nur Viagparae (genotypisch identische
Weibchen) zu erhalten, die sich ausschliel3lichhesagenetisch fortpflanzen. Im Folgenden
wird, wenn nicht ausdricklich anders erwdhnt, nwn vVirginoparae gesprochen.
Virginoparae konnen als ungefligelte (aptere) uefligelte (alate) Morphen auftretelDie
ungefligelten Blattlause beginnen bereits wenigen@n nach der Hautung zum Adulttier
damit, Larven abzusetzen. Die gefligelten Blat#ddagegen fliegen auf der Suche nach
neuen Wirtspflanzen los urmingen ihre ersten Nachkommen frihestens am zwyedfe erst
am dritten Tag des Adultstadiums zur Welt (eigem®lachtungen). Der grof3te Trade-off
zwischen Reproduktion und Flugfahigkeit missteds zwei Morphen also zwischen Tag
null und drei des Adultstadiums vorhanden seinuBawurde in der vorliegenden Arbeit viel
Wert auf diesen Entwicklungsabschnitt gelegtyrthosiphon pisum durchléauft in ihrer
Entwicklung vier Larvenstadien. Um Tiere definierfdtersstadien und Morphen zu erhalten,
wurden adulte ungefligelte Weibchen fir 24 Stundenh einer isolierten Wirtspflanze
gehalten. Die in dieser Zeit geborenen Nachkommeamlen auf eine neue, ebenfalls isolierte
Wirtspflanze gesetzt. Wahrend der Entwicklungsdeit Blattlause wurden die Pflanzen bei
Bedarf ersetzt. Die im Folgenden ,Junge L4" benanriiere wurden zu Beginn des vierten

Larvenstadiums (7 bis 8 Tage nach ihrer Geburt)digrMessungen verwendet. ,Alte L4"



MATERIAL UND METHODEN 9

genannte Tiere wurden nach 9 bis 10 Tagen abgedamnaedie adulten Tiere (,Adult Tag
0“), erkennbar durch den nach oben gebogenen Gtaposurden maximal 24 Stunden nach
der letzten Hautung an Tag 10 bis 11 gesammeltirDiEolgenden ,Adult Tag 3 / 10 / 20*
genannten Blattlause wurden an den Tagen 3 / 10 naZh der Hautung zum Adulttier
abgesammelt und fur Versuche verwendet. ,Gefligdli@ven® konnten an den

Fligelanlagen als zukinftige Alatae erkannt werden.

Frihling
Winter ]
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Abb. 1: Lebenszyklus der Erbsenblattl@aeyrthosiphon pisum aus: $INGLETON et al. (2003)

2.1.1.1 Wirtspflanzé&/icia faba L.

Als Wirtspflanze wurde eine Zwergart der Acker- b&aubohne/icia faba L. (The
Sutton; Thompson & Morgan, UK) verwendet, die nineeHohe von etwa 30 cm erreickt.
faba ist eine weit verbreitete, einjahrige Kulturpflanaus der Familid=abaceae. Die
Anzucht der Bohnen fand in den Gewachshausern elessiuhls fir Pflanzensystematik der
Universitat Bayreuth statt, bei einer Temperatuisziven 20 und 25°C und zusatzlicher

achtstindiger Beleuchtung durch Pflanzenstrahler September bis Mai. Die Keimdauer
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betrug mindestens sechs Tage. Ab einer GréRe vob tis 10 cm (ca. zwolf Tage alt)
wurden sie mit Blattlausen besetzt. Wenn es notg, wie Blattlause auf einer einzelnen
Pflanze zu isolieren, wurde eine Zellophantite (#rrdeller GmbH, 4900 Langenthal,
Schweiz) Uber die Wirtspflanze gestilpt. Fur dielissung mehrerer Pflanzen wurde ein

Kafig aus Fliegengitter verwendet.

2.1.2 Gryllus bimaculatus de Geer

Grillen von der Firma b.t.b.e. Insektenzucht (Scbfiingen), gekreuzt mit Grillen, die
von Dr. Seiji Tanaka in Japan (Ishigaki-Islandsjralwva) gesammelt worden waren, wurden
unter Langtag-Bedingungen (L:D = 16:8 h) bei 271@ einer relativen Luftfeuchtigkeit von
30 bis 40% in Plastikwannen (30 x 40 x 60 cm; H x B) mit Eierstapelkartons gehalten.
Als Futter wurde eine 2:4:1 Mischung aus Standatddi310 fur Ratten und Mause,
Haltungsdiat 2021 fur Kaninchen und HaltungsdiaB®dir Katzen (Altromin, Lage)
angeboten. Das Wasser wurde dreimal in der Wochedweselt. Fur die Zucht wurden je 50
adulte Weibchen und Mannchen zusammengesetzt. Zfiakat wurden runde
Kunststoffbecher (8 cm Durchmesser, 3,5 cm Hotefjjlig mit feuchtem Sand oder Torf, zur
Eiablage angeboten und alle zwei bis drei Tageeausghselt. Die Kunststoffoecher wurden
in Plastikkasten (10 x 20 x 20 cm; H x B x T) miédRel umgesetzt und feucht gehalten.
Nach vier bis finf Tagen konnten die frisch gespfign Larven in Plastikwannen gesetzt
und, wie zuvor beschrieben, aufgezogen werden. XbBesuche wurden an 1 Tag alten

adulten virginen Weibchen durchgefuhrt.

2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien

[1-“C]-Na-Acetat, MC125 (1,7 GBq [¥C] Na-Acetat pro mmol); Hartmann
Analytic, Braunschweig

[**C(U)] D-Glucose (9,7 GBg*fC(U)] D-Glucose pro mmol); Hartmann Analytic,
Braunschweig

[**C(U)] D-Trehalose 1249 (22,2 GB4*C(U)] D-Trehalose pro mmol); American
Radiolabeled Chemicals Inc., St. Louis, USA

Acetonitril, RotiSolv HPLC-grade; Roth, Karlsruhe

Anthron, A-1631; Sigma, Steinheim

Bovine Serum Albumin (BSA), A-3294; Sigma, Steinhei

Cholesterol; Sigma, Steinheim
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1,2-Distearoyl-rac-Glycerol; Sigma, Steinheim

1,3-Distearin; Larodan AB, Malmo6, Schweden

DMSO (Dimethylsulfoxid), D-5879; Sigma, Steinheim

Ficoll 400; No.17-0400-01; Amersham

Grybi (Gryllus bimaculatus)-AKH (pQVNFSTGWamid); Bachem Biochemica,
Heidelberg

Helium 4.6; Riel3ner Gase, Lichtenfels

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl) piperazine-1-ethanesutforacid), H-3375; Sigma,
Steinheim

HFBA (Heptafluorbutansaure); Sigma, Steinheim

H,0 fur die Chromatographie; Merck, Darmstadt

Lumasafe Plus, Lamac LSC B.V.;Groningen, Niederand
L-a-Phosphatidyl-ethanolemine @-Cephalin); Type VI from dog brain, P-7514; Lot
104H8377; Sigma, Steinheim

Medium TC199, M-7653; Sigma, Steinheim

Methanol, HPLC-grade; Roth, Karlsruhe

Monopalmitin, Larodan AB, Malm6, Schweden

Palmitinsaure; Sigma, Steinheim

2,2,3,3,3-Pentafluorpropionséure (PFPA); Merck nsadt

Pfu Pyroglutamate Aminopeptidase; TaKaRa, Japaar, MioBiTec
Protease-Inhibitor-Cocktail P2714; Sigma, Steinheim

Ringerlosung (NaCl: 5g/I [86mM], KCI: 0,4 g/l [5,44], CaCk. 0,44 g/l [3mM])
Rotiszint eco; Roth, Karlsruhe

TFA (Trifluoressigsaure); Sigma, Steinheim

Tristearin; Sigma, Steinheim

Vanillin; Fluka, Neu-UIm

Alle anderen Chemikalien waren, falls nicht angegelin p.A. Qualitat von Merck
und Sigma

2.2.2 Gerate

2.2.2.1 Allgemeine Gerate

Cleanbench Lamin Air HBB 2448; Heraeus Instrumertmau
Hand-held homogenizer, N0.749540-0000; Kontes Glasmspany, Vineland, New
Jersey, USA
Inkubator, BK 6160; Heraeus Instruments
Liquid Scintillation Counter (LSC) Tri-Carb 2100 TRCaberra-Packard GmbH,
Dreieich
Liquid Scintillation Counter (LSC) Tri-Carb 2800 TRPerkin Elmer, Rodgau-
Jugesheim
Sonifier, W-250; Heinemann, Schwabisch-Gmund
Spektrophotometer, Ultraspec lll; Pharmacia LKRsiburg
Speed-Vac-Concentrator: Alpha RVC; Heraeus Chmab8, Osterode
Beta RVC; Heraeus Christ GmbH, Osterode

Ultraschallbad, Transsonic 310; Elma, Singen/Htwil.
Waage MC 210 P Sartorius, Freising
Zentrifugen: Biofuge 13; Heraeus Sepatech GmbHei©de

Sigma 3K12; Sigma Laborzentrifugen, Osterod
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2.2.2.2 Umkehrphasen-Hochleistungsflissigkeitsclatographie (Reverse-
Phase High Performance Liquid Chromatography, RB&JP

Jasco Series 900 System (Jasco Labor- und DatertegmbH, Groumstadt):

Detektor UV-Detektor UV-975 (214 nm)

Fluoreszenz-Detektor FP-152(ex = 276nmaiem = 350 nm)
Pumpen zwei PU-980 HPLC Pumpen
Injektionsventil Injektor Rheodyne 7125 (Rheodyme, Cotati, CA, USA)
Degaser DG-980-50 online Degaser
Saulenthermostat Saulenthermostat Jet-streamezrH2b°C)
Software Borwin 1.50 Software (JMBS, Grenoblartkreich)

Wechselnde Saulen, Probenschleifenvolumen, Durssriiten und Laufmittel (siehe 2.3.2)

2.2.2.3 Hochauflésende Anionenaustauschchromatbgrapmit gepulster
amperometrischer Detektion (High Performance Ari@nhange
Chromatography with Pulsed Amperometric DetecttdAAE-PAD)

Séaule CarboPA® PA-100 (250 x 4 mm), (Dionex, Idstein)

Vorsaulen AminoTrap CarboPA¥ PA-100, 50 x 4 mm und CarboPAE
PA-100 Guard, 50 x 4 mm (Dionex, Idstein)

Detektor ED-40 Elektrochemischer Detektor mit GAldbeitselektrode
und Ag/AgCl Referenzelektrode (Messbereich 100 (@@gnex,
Idstein)

Pumpe PU-1580 Intelligent HPLC Pump (Jasco, Grodtadt)

Injektionsventil LC10-1 (Dionex, Idstein)

Mixer LG-1580-04 Quartary Gradient Unit (JasGopl3umstadt)

Saulenthermostat Jet Stream Plus (Jasco, Groldin&a°C)

Probenschleifenvolumen 50ul (Dionex, Idstein)

Durchflussrate 1,0 ml/min

Software Borwin 1.21 Chromatography Software (JMBSrenoble,
Frankreich)

Laufmittel A Milli-Q-Wasser

Laufmittel B 0,5 M NaOH (frisch hergestellt aus 50%

Natriumhydroxidlésung; J.T. Baker)

2.2.2.4 Sonstiges

Syringe Filter, 0.2 um, N0.17597K; Sartorius AG t@igen
Dunnschichtchromatographie-Platten: Kieselgel &2 Merck, Darmstadt
Dunnschichtchromatographie-Platte: Kieselgel GhRREarlsruhe
Mikroplatten; G.Kisker GbR, Steinfurt

C18-E Strata Giga-Tubes; Phenomenex, Aschaffenburg

0,5 ul Einmalkapillarpipette; CAMAG, Berlin

10 pl Hamilton-Spritze 1701RNR mit PB-600 Adapter
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2.3 Aufreinigung von Blattlausmaterial undin vitro-Bioassay
2.3.1 Extraktion und Aufreinigung durch Festphakairaktion

Um eine grofe Menge an Blattlausmaterial zu emalteirden ganze Blattlause aller
Altersstadien verwendet. 1 g Blattlause wurde zhsBian 3 ml Extraktionsmedium
(Methanol: HO: Essigsaure, 100: 10: 1, v/v/v) mittels Soniief Eis homogenisiert und bei
4°C und 20.000 g fir 10 min zentrifugiert. Der Ustand wurde abgenommen und unter
Stickstoff eingeengt. Das Pellet wurde in 5 ml Bktionsmedium resuspendiert, gevortext,
im Ultraschallbad behandelt und zentrifugiert. Zendvereinigten Uberstanden von finf
aufeinander folgenden Extraktionen einer “Blatti®stion wurden 4 ml Isooctan
zugegeben. Nach Vortexen, Behandlung im Ultrasadllund Zentrifugation wurde der
Lipidanteil extrahiert und verworfen. Die Lipideaktion wurde 5mal wiederholt. Insgesamt
wurden 62 g (ca. 62000 Blattlausaquivalente) aekeliWeise gereinigt. Der aufgereinigte
Extrakt wurde vakuumgetrocknet und bei -70°C bis weiteren Verwendung aufbewahrt.
Die weitere Aufreinigung der Extrakte erfolgte reitt Festphasenextraktion auf C18-E Strata
Giga-Tubes, die zunachst mit 20 ml Acetonitril geaefeen und mit 32 ml ¥ equilibriert
wurden. Der Blattlausextrakt (250 mg pro Saule)deuauf die Saulen geladen, mit 16 ml
H,O gewaschen, gefolgt von 16 ml 10% Acetonitril, ddedas Peptidematerial mit 50 ml
60% Acetonitril eluiert wurde. Das Peptidmateriairde vakuumgetrocknet und bei -70°C

bis zur weiteren Verwendung aufbewabhrt.

2.3.2 RP-HPLC-Aufreinigung

Das Peptidmaterial der 10-60% Fraktion wurde nsttelUmkehrphasen-
Hochleistungsflissigkeitschromatographie  (RevetsasB High Performance Liquid
Chromatographie, RP-HPLC) Trennung weiter aufgegeirDazu wurden die Fraktionen
nach jedem Trennungsschritt mittefsvitro-Bioassay (siehe 2.3.3) auf ihre Lipidsynthese-
hemmende Wirkung getestet. Das adipokinetische Hor(dAKH) hemmt den Einbau von
Acetat in Lipide im Fettkorper adulter Grillen. HeLFraktionen, in denen ein inhibierender
Faktor vorhanden war, d.h. die am starksten hemarertaktionen, wurden in weiteren

HPLC-Laufen gereinigt.
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1. HPLC Trennungsschritt: Kromasil C18 Séaule, 10058um, 250 x 10 mm (Maisch,
Ammerbuch, Germany), 2000 ul Probenschleife; LatiéhA: Wasser mit 0,115% TFA;
Laufmittel B: Acetonitril mit 0,1% TFA; Gradient: 0t40% B in 90 min bei einer
Flussrate von 4 ml/min. Insgesamt wurden acht Lautgde 8000 und ein Lauf mit 6000
Blattlauséaquivalenten durchgefuhrt. Fir den Biotesurden Y min-Fraktionen
abgesammelt. Die Fraktionen von 36-50 min zeigtem starkste Hemmung des
Acetateinbaus in Lipide und wurden daher weitegardinigt.

2. HPLC Trennungsschritt: gleiche Bedingungen we 1. Trennungsschritt. Zwei Laufe
mit je 27000 Blattlausaquivalenten. Die aktiven Keemen 49 und 49 wurden im

nachsten Lauf weiter aufgereinigt.

3. HPLC Trennungsschritt: gleiche Bedingungen vmme 1i. Trennungsschritt, aber 0,13%
HFBA anstelle von 0,1% TFA mit 52500 Blattlausa@enten. Die aktiven Fraktionen

48, und 49 wurden weiter aufgereinigt.

4. HPLC Trennungsschritt: gleiche Bedingungen wie 3. Trennungsschritt, aber 0,1%
PFPA anstelle von 0,13% HFBA mit 51500 Blattlauséajenten. Die Peaks wurden

abgesammelt und, um Material zu sparen, ohne gétastverden weiter aufgereinigt.

5. HPLC Trennungsschritt: ReproSil-Pur C18-AQ SAURO A, 5 pm, 250 x 4,6 mm, mit
Vorsaule 10 x 4,6 mm (Maisch, Ammerbuch, Deutsdatlabaufmittel A: 20 mM NHAc
(pH 6,9); Laufmittel B: 20 mM NBAc in 80% Acetonitril; Gradient: 10-40% B in 90 min
bei einer Flussrate von 1 ml/min. Von den Peakioalen aus dem 4. Trennungsschritt
wurden in einem Lauf 12875 Blattlausaquivalente umelwei weiteren Laufen je 19312,5
Blattlausaquivalente injiziert. Die Peaks wurdegegammelt und die aktiven Fraktionen
(Peak 44-46 min) aus den drei Laufen gepoolt unitewaufgereinigt.

6. HPLC Trennungsschritt: gleiche Bedingungen wiebi Trennungsschritt, aber 0,1% TFA
anstelle von 20 mM NFAc mit 50500 Blattlausaquivalenten. Der Peak wurde

abgesammelt und nicht getestet um Material zu spare

Die Deblockierung des mutmalllichen AKHs wurde duddd Inkubation des gereinigten
Peakmaterials mit Pfu Pyroglutamat Aminopeptiddsk@aRa) fir 30 min bei 75 °C erreicht.
Nach der Deblockierung wurde der Extrakt im naahdtdLC-Lauf aufgereinigt, um die

deblockierten Peptide von den unverdauten Peptiddérennen.
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7. HPLC Trennungsschritt: ReproSil-Pur ODS-3, 300 5Aum, 250 x 3 mm (Maisch,
Ammerbuch, Deutschland); 500 pl Probenschleife; finittel wie im 6. HPLC
Trennungsschritt; Gradient: 10-50% B in 40 mindieer Flussrate von 0,4 ml/min.

Der Peak der mutmallich deblockierten Peptide watmipesammelt und an Dr. R. Kellner

(Merck KGaA) zur Sequenzierung geschickt.

2.3.3 Invitro-Bioassay: Messung des Acetateinbaus in Lipidegodien

Wegen der geringen Grof3e der Blattlause wurden Tdists der Fraktionen auf
Lipidsynthese-hnemmende Wirkung an Fettkorpern dertteiheerfeldgrille Gryllus
bimaculatus durchgefuhrt. Aus jeder Grille wurden vier gleighiolRe Fettkbrperviertel
prapariert und die Menge des in Lipide eingebauseioaktiv markierten Acetats bestimmit,
wie in LOoRENZ (2001) beschrieben, mit einigen wenigen Anderun@ea Fettkorper wurden
in 95 pl radioaktivem Medium TC199 (1,46-1,55 kB)2 ml EppendorfgefaRen bei 27°C
fur 60 min inkubiert. Durch Zugabe einzelner HPL@Eionen in das Medium konnte deren
Wirkung auf den Acetateinbau in Lipide gemessendeer Das Inkubationsmedium bestand
aus Medium TC199 mit 10 mM Na-Acetat, 12 mM Glucds® mM Trehalose, 3 mM €5
25 mM HEPES, 1% Ficoll 400 bei einem pH von 7,2267,Die Inkubation wurde durch
Zugabe von 200 ul Methanol gestoppt. Danach wub@npl Isooctan und 500 pl 1 M NacCl
zugegeben. Nach dem Vortexen wurden die Proben3®@imin bei 4°C gekihlt. Nach
nochmaligem Vortexen und eiskaltem Ultraschallb@dS min wurden die Proben bei 4°C
und 20.000 g fur 5 min zentrifugiert. Von der obeganische Phase wurde ein 200 ul
Aliquot in Szintillationscocktail (Rotiszint eco)igettiert und der Anteil des in Lipide
eingebauten radioaktiv markierten Acetats mittelfissigszintillationsz&hler (Liquid
Scintillation Counter, LSC) gemessen. Die Referemihielt keinen Fettkdrper und wurde wie
die Proben behandelt.

2.4 Suche nach AKH imA. pisum Genom

Mit den im Human Genome Sequencing Center (HGSC)onig&tten
Nukleinsdauresequenzen wurde eine Blast Analyse rmén bereits bekannten

Aminosauresequenzen von AKH-Peptiden durchgefilinttp:(/www.hgsc.bcm.tmc.edu/

blast/blast.cgi?organism=Apisym Es wurden mehrere Klone gefunden, deren
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Aminosauresequenzen homolog zu den bekannten AKitielea waren. Mit dem ExPASy

Translate tool (http://expasy.org/tools/dna.htmurde die Nukleinsduresequenz der Klone in

ihre Aminoséuresequenz Ubersetzt. Sequenzen, dieolbge Peptidsequenzen zu den
bekannten AKHs enthielten, wurden mit dem Signal B.0 Server

(http://cbs.dtu.dk/services/Signalgepruft, um das Signalpeptid zu identifizierereBTSEN

et al., 2004). Das in seiner Aminosauresequenzektsdmutmaliliche AKH-Peptid und das

Signalpeptid wurden mithilfe des Expasy-Serverp:Hitww.expasy.ch/cqgi-bin/peptidecutter

untersucht, um die Schnittstellen des Peptids euntifizieren (RSTEIGER et al., 2005). Fur
das Alignment zwischen den AKH/RPCH Préaprohormonemden Gensequenzen aus der

Genbank _http://www.ncbi.nlm.nih.gowerwendet (siehe 8.1). Das Alignment und die

phylogenetische Analyse wurde wie beBD.L-LATIEF & HOFFMANN (2007) beschrieben
durchgefuhrt. Der Neighbor-joining Stammbaum wundithilfe des PHYLIP package
(FELSENSTEIN 2005) hergestellt und basiert auf der Ubereinstimg von 1000 Bootstrap
Replikaten. Der Stammbaum wurde mit TreeView 1.BAGE, 1996) dargestellt. Als
AulRengruppe wurden die RPCH Praprohormone von &resh verwendet, wie zuvor bei

MARTINEZ-PEREZet al. (2002) beschrieben.

2.5 Stoffbestand

2.5.1 Frisch- und Trockengewicht

Zehn Blattlause wurden pro Probe in ein vorgewogdfigpendorfgefald gegeben und
aus der Gewichtsdifferenz zwischen Eppendorfgefaen und ohne Blattlausen das
Frischgewicht berechnet. Fur die Bestimmung descKemogewichts wurde zunéchst das
Frischgewicht gemessen und die Proben anschliefdercd. 24 Stunden vakuumgetrocknet,

um danach erneut gewogen zu werden.

2.5.2 Extraktion von Protein, Glykogen, freien Karfithydraten und Lipid

Die Extraktion und Bestimmung von Protein, Glykogéeien Kohlenhydraten und
Lipid wurde, mit einigen Modifikationen, wie beiloReENZ (2003) beschrieben durchgefihrt.
Pro Probe wurden zehn ganze Tiere verwendet. Zutraldion des Protein- und

Glykogenanteils wurden 1% KOH verwendet.
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2.5.3 Bestimmung von Protein

Fur die Proteinbestimmung wurden die Proben inréifikrotiterplatte in 200 ul Roti-
Quant bei 50°C fur 20 min inkubiert und dann beb Bin gegen eine Referenz, die nur Roti-
Quant und 0,25% Glykogen und 1,66%,8@; in 0,166% KOH enthielt, gemessen. Uber
eine Standardkurve von O bis 100 pg BSA gegems Ronnte die Proteinkonzentration
berechnet werden. Die Ergebnisse wurden tber dianogée Wiederfindungsrate von 727
2,6% korrigiert.

2.5.4 Bestimmung von Glykogen und freien Kohlenlayein

Glykogen und freie Kohlenhydrate wurden mithilfe dethronmethode (MKRASCH,
1954), mit einigen Anderungen, bestimmt. Dazu ward Proben in 100 pl konzentrierter
Schwefelsaure und 1 ml Anthronreagenz (0,13% Amthno67% Schwefelsdure) bei 90°C
fur 10 min erhitzt. Nach dem Abkihlen wurde die Adption bei 585 nm gegen eine
Referenz, die nur Schwefelsaure und Anthron enthigimessen. Uber eine Standardkurve
von 0 bis 20 pug Glykogen gegenghkonnte die Glykogen- und Kohlenhydratkonzentration
berechnet werden. Die Ergebnisse wurden Uber dianmeen Wiederfindungsraten von 83,4

+ 1,9% fur Glykogen und 96;62,4% fur freie Kohlenhydrate korrigiert.

2.5.5 Bestimmung von Lipid

Die Lipidbestimmung wurde mit der SulphophospholiamMethode nach ALLNER
& KIRscH (1962), mit einigen Modifikationen, durchgefuhitie Proben wurden in 100 pl
konz. Schwefelsaure bei 100°C fir 10 min erhitzacN dem Abkihlen wurde 1 ml 0,2%
Phosphovanillin in 57%ortho-Phosphorsaure zugegeben und fir 20 min im Dunkeln
inkubiert. Die Absorption wurde bei 530 nm gegemeeReferenz, die nur Schwefelsaure und
Phosphovanillinreagenz enthielt, gemessen. Ubee &@tandardkurve von O bis 20 pg
Cholesterol gegen A, konnte die Lipidkonzentration berechnet werdene [Birgebnisse

wurden Uber die Wiederfindungsrate von 94 4,1% korrigiert.
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2.5.6 Farbung

Ein Teil der fiur die Stoffoestandsbestimmung verletan Blattlause wurde nach drei
Farbabstufungen sortiert und die Proben als rosHioba oder hell gekennzeichnet. Bei
unklarer Korperfarbung, insbesondere bei Larven indhdheren Alter, oder wenn nicht
gentgend Blattlause einer Farbe vorhanden warerdenudie Proben fir die Auswertung
nicht verwendet. Weil die Farbung nicht kontrolliewerden konnte, war die

Stichprobengrol3e teilweise sehr klein.

2.6 Lipid- und Glykogensynthese in Blattlausen

2.6.1 Messung des Acetateinbaus in Lipide

Die Blattlause wurden in Ringerlésung dekapitiert @anschlieend der Darm und die
Embryonen vorsichtig entfernt. Dabei wurde besomdedarauf geachtet, kein
Fettkdrpergewebe aus dem Tier zu entnehmen. DeailAtgs in Lipid eingebauten radioaktiv
markierten Acetats wurde bestimmt, wie unter 2t&8chrieben. Das Inkubationsmedium fur
Blattlause bestand aus Medium TC199 mit 10 mM Neata 15 mM Glucose, 330 mM
Trehalose, 3 mM G4, 25 mM HEPES und 1% Ficoll 400 bei einem pH va2077,25. Pro
Probe wurden zehn praparierte Blattlause in 8@&gibaktivem Medium TC199 (45,14-51,06
kBq) in EppendorfgefalRen bei 27°C fir 120 min inkut Von der oberen organische Phase
wurde ein Aliquot von 200 ul in Szintillationscoakt(Rotiszint eco) pipettiert und der Anteil
des in Lipid eingebauten radioaktiv markierten Atetmittels LSC gemessen. Die Referenz

enthielt keine Blattlause und wurde wie die Probehandelt.

2.6.2 Lipidauftrennung mittels DUnnschichtchromasqinie

Fur die Extraktion der Lipide wurde die gleiche Kede wie unter 2.6.1 verwendet,
mit folgenden Anderungen. Die Blattlause wurdemaidioaktivem Medium TC199 mit einer
endgultigen spezifischen Aktivitat von 82,51-89KHq pro Probe inkubiert. Von der oberen
organische Phase wurde ein 100 pl-Aliquot in Statibnscocktail (Rotiszint eco) pipettiert
und der Anteil des in Lipid eingebauten radioaktiarkierten Acetats mittels LSC gemessen.
Die Lipidauftrennung durch Dunnschichtchromatograpérfolgte wie bei brenz (2001)

beschrieben, mit einigen Modifikationen. Ein Aliqumn 100 pl wurde gemeinsam mit den
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Standards auf eine 20 x 20 cm Dunnschichtchromapbde-Platte (Kieselgel 60 ,42)
gegeben, die in acht Spalten unterteilt worden d@&rl0 pug der Standards aus Phosphatidyl-
ethanolamin, Monopalmitin, Palmitinsdure, Cholasterl,2-Distearoyl-rac-Glycerin, 1,3-
Distearin und Tristearin wurde auf die erste uralldizte Spalte aufgetragen. So konnten pro
Platte 6 Proben gemessen werden. Die Platte wardaém Laufmittel aus 1,2-Dichlorethan:
Methanol:Essigsaure (93,5:6,5:0,4; v:v:v) fur c@.rbin entwickelt. Um die Lipide sichtbar
zu machen, wurde die Platte mit 10% Phosphomolydlée in Ethanol bespriht und fir ca.
5 min bei 200°C erhitzt. Die Probenspalten wurdetsechend den Standards in Abschnitte
unterteilt, ausgekratzt und in 3,5 ml SzintillaBoocktail (Lumasafe Plus) gegeben. Nach
starkem Vortexen wurden sie Uber Nacht stehen lassel anschlieBend mittels LSC
gemessen. Fur die Auswertung wurden die erhaltedgrte mit Referenzen von

unbehandelten Abschnitten der Platte korrigiert diedSumme aller Werte auf 100% gesetzt.

2.6.3 Messung des Glucoseeinbaus in Glykogen

Als Inkubationsmedium fur die Blattlause wurde dater 2.6.1 beschriebene Medium
verwendet, nur ohne Zusatz von Na-Acetat. Die Blase wurden wie unter 2.6.1
beschrieben in Ringerlésung dekapitiert und aneBeid der Darm und die Embryonen
vorsichtig entfernt. Zur Messung des Anteils der Gtykogen eingebauten radioaktiv
markierten Glucose wurden die praparierten Blas#a(i0 pro Probe) in 90 pl radioaktivem
Medium TC199 (124,9-127,5 kBq) in 96-well Mikrotipgatten bei 27°C fur eine Stunde
inkubiert. Dann wurden die Blattlause nach kurzemtupfen auf Filterpapier in 2 mi
EppendorfgefalRe mit 200 pl 50% KOH gegeben und rdaddie Inkubation gestoppt.
Danach wurden die Proben im Thermoblock fur 30 ben95°C inkubiert und alle 10 min
gevortext. Nach der Zugabe von 150 wlOH 50 ul gesattigter N&Oy-Losung und 700 pl
Ethanolys bei 95°C, wurden die Proben, nach kurzem Vorteken4°C und 20.000 g fir 5
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfendutias Pellet auf dem Thermoblock
vollstandig getrocknet. Das Pellet wurde bei 95°€ 3500 ul HO geldst und durch Zugabe
von 700 pl Ethangis erneut ausgeféllt. Nach einer weiteren ZentrifiogatAbnahme des
Uberstands und Trocknung des Pellets, erfolgteAdifeinigung des Pellets im nachsten
Schritt mit 350 pl HO und 500 pl Ethangls. Dieser Schritt wurde insgesamt 5mal
wiederholt. Nach der letzten Trocknung wurde daéePam 200 ul HO vollstandig gelost,

1,5 ml eines Szintillationscocktails (LumaSafe plaagegeben, gut geschuttelt und mittels
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LSC gemessen. Die Referenz enthielt 50 pl Mediuch 100 pl Wasser und wurde wie die
Proben behandelt.

Um sicher zu gehen, dass der Glykogenanteil gugeaeinigt worden war und dass es
sich bei der gemessenen Radioaktivitat nicht unoekdiv markierte freie Kohlenhydrate
handelte, wurde das gereinigte Pellet dinnschiotwehtographisch aufgetrennt. Ein Aliquot
von 100 pul wurde auf eine 20 x 20 cm, mit 0,1 M I$4)4 impragnierte
Dunnschichtchromatographie-Platte (Kieselgel Geten. Als Standard dienten je 1 mg von
Glykogen, Glucose und Trehalose in der erstenptleren und der letzten Spalte der Platte.
Die Platte wurde mit einem Laufmittelgemisch ausPripanol:Wasser (85:15, v:v)
entwickelt. Um die Kohlenhydrate sichtbar zu machveurde die Platte mit 3% PSR (Phenol-
Schwefelsaure-Reagenz: 3 g Phenol und 5 s8iG4 konz. in 95 ml EtOH) (AACHI, 1965)
bespriht und bei 120°C getrocknet. Die Probenspalkeurden in, den Standards
entsprechende, Abschnitte unterteilt, ausgekratzdi in 3,5 ml Szintillationscocktalil
(Lumasafe Plus) gegeben. Nach starkem Vortexenemuste Uber Nacht stehen lassen und
anschlieBend mittels LSC gemessen. 62,33,3% der Gesamtradioaktivitdt in den

Plattenfraktionen wurde in der Glykogenfraktionugeten.

2.6.4 Messung des Trehaloseeinbaus in Glykogen

Fur die Messung des Trehaloseeinbaus in Glykogerdevadlie gleiche Methode
verwendet, wie unter 2.6.3 beschrieben, mit einigaenigen Anderungen. Das
Inkubationsmedium fiir die Blattlause bestand auditvie TC199 mit 330 mM bzw. 30 mM
Trehalose, 3 mM G4, 25 mM HEPES und 1% Ficoll 400 bei einem pH va2077,25. Die
Inkubation fand in 90 ul radioaktivem Medium TC1@%,8-83,3 kBq) statt. Als Referenz
wurden zehn praparierte BlattlAuse fir 1 min in lOMedium inkubiert, nach kurzem

Abtupfen auf Filterpapier in Eppendorfgeféal3e gegealred weiter wie die Proben behandelt.

2.6.5 Protease-Inhibitor

Sowohl bei der Messung des Acetateinbaus in Lipif.1), als auch bei der Messung
des Glucoseeinbaus in Glykogen (2.6.3) wurde gatesb die Zugabe eines Protease-
Inhibitor-Cocktails in das Inkubationsmedium dienlBaurate veréndert. Dafur wurden 1,5 pl

des Protease-Inhibitor-Cocktails P2714 (Sigma, nB&m) pro Probezugegeben.Der
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Protease-Inhibitor wurde fir die Versuche mit AKEnwendet, um zu verhindern, dass das

Hormon wéhrend der Inkubation durch Proteasen ahgefird.

2.6.6 Grybi-AKH und Methopren

Das AKH-Peptid vonGryllus bimaculatus (Grybi-AKH) wurde in das radioaktiv
markierte Inkubationsmedium gegeben und zusammedenKontrolle weiter behandelt wie
unter 2.6.1 und 2.6.2 fiir den Einbau von Acetdtijpid, bzw. wie unter 2.6.3 flr den Einbau

von Glucose in Glykogen beschrieben.

Die topikale Applikation von Methopren wurde zungicimit einer 10 pl Hamilton-
Spritze mit PB-600 Adapter durchgefuhrt. Gegen Eaeevierten Larvenstadiums wurde pro
Blattlaus 1 pg Methopren in 0,2 ul Aceton applizig¥urde der Acetateinbau an Tag drei des
Adultstadiums gemessen, so wurden die Tiere areifegdes Adultstadiums mit der gleichen
Menge nochmals behandelt. Diese Methode wird ingéfadlen Methode 1 genannt.

Um den durch das Losungsmittel Aceton verursacktemischen Stress und damit
Veranderungen in der Lipidsynthese zu verringernirde eine weitere Methode der
Behandlung mit Methopren gewahlt. Eine Glas-Pdtate (Durchmesser 3,5 cm) wurde mit
2 pl Isooctan, bzw. mit in Isooctan geléstem Meteop (22 pg in 2 ul Isooctan)
ausgestrichen. Nach dem Abdampfen des Losungssniitetden die Tiere hineingegeben
und die Petrischale mehrmals gewendet. Diese Bélmragndvurde gegen Ende des vierten
Larvenstadiums und an Tag eins des Adultstadiumschdefihrt. Die Messung der
Einbaurate erfolgte an Tag drei. Bei dieser Meth@de Folgenden Methode 2 genannt)
konnte zwar die Konzentration von Methopren prottilas nicht genau festgelegt werden,

dafur war die Sterblichkeit erheblich geringer.

2.7 Bestimmung der Zuckerkonzentration in der Hamoymphe

2.7.1 Hamolymphentnahme

Die Abnahme der Hamolymphe erfolgte unter dem Bihek unter 40facher
Vergrol3erung. Die Blattlaus wurde mit einer Feddnglinzette festgehalten, wéhrend ein
Prothorakalbein an der Tibia abgeschnitten wurde 8ustretenden Hamolymphtropfen

wurden mit einer 0,5 pl Einmalkapillarpipette awsfggen. Von einer Blattlaus konnte bis zu
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40 nl Hamolymphe gewonnen werden. Die Menge degeandmmenen Hamolymphe wurde
Uber den Fullstand der Kapillare berechnet undHienolymphe anschliel3end mit einem
Exhaustor in die entsprechende Menge Milli-Q-WagSenl Hamolymphe in 10 pl Milli-Q-
H,0) ausgeblasen um immer die gleiche Konzentratioarhalten. Pro Probe wurden 1 bis 4
Blattlause verwendet. Die Probe wurde sofort bed°C€7 eingefroren, um potenzielle

enzymatische Umbauprozesse zu verhindern.

2.7.2 Messung der Zuckerkonzentrationen mittels BFRAD

Die hochauflésende Anionenaustauschchromatographienit gepulster
amperometrischer Detektion (High Performance Ankxchange Chromatographie with
Pulsed Amperometric Detection, HPAE-PAD) ist eitigssigchromatographische Technik
des Anionenaustausches. Kohlenhydrate werden iaistken Medium in die anionische
Form Uberfuhrt und an einem speziellen Latex-Anmaustauscher getrennti@ex, 1993).
Die Detektionsart ist eine gepulste Amperometriab& werden die Kohlenhydrate an einer
Goldelektrode oxidiert. Durch einen Wechsel von dmhund niedrigem Potential wird die
Goldelektrodenoberflache nach jedem Oxidationschauf elektrochemischem Wege
gereinigt. Die Laufmittel wurden vor Versuchsbeg2th min unter Helium entgast. Um die
Bildung storender Carbonate zu verhindern, wurdérerdd der ganzen Versuchzeit eine
Heliumatmosphére beibehalten. Die Methode wurdeldefiihrt wie bei IBCHER (2001)

beschrieben.

Gradient (KH 21): Potential/Zeit-Kurve (ED-40-Detektor):

Zeit [min] %A  %B Schritt Zeit [sec] Potential [V] Integration
00,00 97 3 0 0.00 +0,05

10,00 80 20 1 0.20 +0,05 Start
13,00 60 40 2 0.40 +0,05 Ende
15,00 58 42 3 0.41 +0,75

25,00 30 70 4 0.60 +0,75

28,00 30 70 5 0.61 -0,15

30,00 97 3 6 1.00 -0,15

Fur alle Analysen wurden wurde 10 pl Losung eingegp Fur alle Proben galt eine

Ausgangsverdinnung von 5 nl Hamolymphe in 10 pllif@tH,O. Pro Probe wurde die
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Hamolymphe von 1 bis 3 Blattlausen verwendet. DBantifizierung der Zucker konnte durch
den Vergleich der Retentionszeiten mit einem Stadmleckergemisch erhalten werden. Die
Standardzucker Trehalose und Glucose wurden sethsma unterschiedlichen

Konzentrationen injiziert. Uber den Vergleich deraRflachen konnte die Konzentration der
Proben berechnet werden. Zu Beginn der Messunghacil jedem zweiten Probenlauf wurde

ein Standardzuckergemisch aus Trehalose und Glugjigert.

2.7.3 Grybi-AKH

Um den Effekt von Grybi-AKH-Peptiden auf die Zuckenzentration in der
Hamolymphe zu messen, wurden mit einer 10 pl Hami8pritze mit PB-600 Adapter pro
Blattlaus 100 pmol Grybi-AKH (geldst in 0,2 pl 20BMSO), bzw. fur die Kontrolle 0,2 pl
20% DMSO, topikal appliziert. Nach zwei, vier, sedder zwolf Stunden in einer Petrischale
mit angefeuchtetem Filterpapier wurde die Hamolyenpbgenommen und bis zur Messung

eingefroren.

2.8 Graphische Darstellung und Statistik

In den Graphiken sind die Mittelwerte + Standartdehdargestellt. Die zugrunde
liegende Anzahl (n) an Einzelmesswerten ist in jgeveiligen Legende angegeben. Die
statistische Auswertung der Ergebnisse wurden ratisiica 6.0 (Statsoft Inc., 2003) und
SigmaStat 3.10 (Systat Software Inc., 2004) durthge Fir den Vergleich zweier
Stichproben wurde der Mann-Whitney U-Test angewgngkegebenenfalls mit Bonferroni-
Korrektur. Fur den Vergleich von mehr als zwei Bpioben wurde die Kruskal-Wallis-
ANOVA mit dem Dunn’s Posthoc Tdsei unterschiedlicher Stichprobengrol3e, bzw. mih de
Tukey Posthoc Test bei gleicher Stichprobengroberamdet. Um die Altersabhangigkeit zu
testen wurde die Spearman Rangkorrelation beniiig. Messwerte unterscheiden sich

signifikant ab einem Signifikanzniveau vorx®,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Aufreinigung von Blattlausmaterial und vitro-Bioassay

Fur die Aufreinigung des Blattlausmaterials wurdéR000 Blattlausaquivalente
verwendet. Das Peptidmaterial der 10-60% Acetdiiitaktion aus der Festphasen-
Extraktion wurde in insgesamt acht 1. HPLC-L&aufeaiter aufgereinigt, indem %-min-

Fraktionen abgesammelt und auf ihre Wirkungmaitro-Bioassay getestet wurden.
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Abb. 2: Einer der 1. HPLC-L&ufe von 8000 Blattlagisi&alenten, Laufbedingungen siehe 2.3.2. (A).
Y%-min-Fraktionen wurden abgesammelt und im Biotesdtihre Lipidsynthese-hemmende Wirkung
untersucht. (B) Acetateinbau in Lipid unter Zugalom je zwei ¥2-min-Fraktionen; % Abweichung
von der Kontrolle (Mittelwerte: S.E., n=10).
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Die Abbildung 2 zeigt das Chromatogramm (A) und Eigebnisse des Bioassays (B)
eines der 1. HPLC-Laufe. Die Fraktionen 36-50 v&aahten im Biotest eine Hemmung des
Einbaus von Acetat in Lipid von 37-78% (durch digpgnkteten Linien markiert). Daher
wurden aus allen 1. Laufen die Fraktionen 36-5@wégt und in den 2. HPLC-Laufen weiter
aufgereinigt. Ein Chromatogramm der zwei 2. HPLGHea mit insgesamt 54000
Blattlauséquivalenten ist in Abbildung 3 dargestdie Fraktionen 49und 49 verursachten
mit 50% und 49% die starkste Hemmung des Acetateisiin Lipid und wurden daher aus
beiden Laufen vereinigt und im 3. HPLC-Lauf (Abbwekiter aufgereinigt.
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Abb. 3: 2. HPLC-Lauf von 27000 Blattlausaquivalenteaufbedingungen siehe 2.3.2. (A). ¥2-min-
Fraktionen wurden abgesammelt und im Biotest aut ihipidsynthese-hemmende Wirkung
untersucht. (B) Acetateinbau in Lipid unter Zugabe je einer ¥2-min-Fraktion; % Abweichung von
der Kontrolle (Mittelwertet S.E., n=10).
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Beim 3. Lauf mit 52500 Blattlausaquivalenten wurdenederum ¥2-min-Fraktionen
abgesammelt und auf ihre Wirkung getestet. Die tta&n 48 und 49 hemmten mit 64%
bzw. 47% den Einbau von Acetat in Lipid am stankstend wurden fir eine weitere
Aufreinigung im 4. HPLC-Lauf (Abb. 5) ausgewabhilt.

1000
_ HFBA
E
= 8001
[
S
—
N 600
D
o]
5
S 400 -
2
(@)
(2]
o]
< 200 -
>
>
=
S 40 4B
|
|
® 20 -
3
c T
o 0 1
©
()]
Q 1 1
<20
g 1
©
(@)]
S -40 -
(<) 1T
2
S -60 -
() 1
> T T T T T
46 47 48 49 50 51 52

Retentionszeit [min]

Abb. 4: 3. HPLC-Lauf von 52500 Blattlausaquivalemteaufbedingungen siehe 2.3.2. (A). ¥2-min-
Fraktionen wurden abgesammelt und im Biotest aut ihipidsynthese-hemmende Wirkung
untersucht. (B) Acetateinbau in Lipid unter Zugabe je einer ¥2-min-Fraktion; % Abweichung von
der Kontrolle (Mittelwertet S.E., n=10).
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Der Peak wurde abgesammelt und, um Material zuespathne weitere Tests in einem 5.
HPLC-Lauf weiter aufgereinigt (Abb. 6). Beim 5. HeiLauf mit 193125
Blattlausaquivalenten wurden ebenfalls die Peagesdmmelt und mittels Bioassay getestet.
Peak 45 mit einer Hemmung der Einbaurate von 82¥levaur weiteren Aufreinigung einem
6. HPLC-Lauf unterzogen (Abb. 7). Die Peptide dealraktion des 6. HPLC-Laufs wurden
deblockiert und in einem 7. HPLC-Lauf gereinigt pAl8), um die mutmalilich deblockierten
Peptide von den nativen Peptiden zu trennen. Dak Bet den deblockierten Peptiden hatte
eine kirzere Retentionszeit und wurde zusammerdemit zweiten Peak (nicht-deblockierte
Peptide) von Dr. R. Kellner mittels MALDI-TOF-Magspektrometrie untersucht. Der erste
Peak mit den mutmallich deblockierten Peptidenielhttine Hauptkomponente mit einem
Molekulargewicht von 950 Da und zwei Komponenteh @mem Molekulargewicht von 890
und 927 Da. Der zweite Peak enthielt keine zunerrBeak korrespondierende Komponente.
Durch die Analyse der Substanz des ersten Peaksisriiddman-Abbau konnte leider nur die
Teilsequenz -NFST- erhalten werden. Diese entspreshem Teil des Grybi-AKHSs:
PQVNFSTGWamid.

600

i PFPA
500

400 -
300 -
200 -
100 -

0 R S

20 40 60 80

Retentionszeit [min]

UV-Absorption bei 214 nm [mV]

Abb. 5: 4. HPLC-Lauf von 51500 Blattlausaquivalenteaufbedingungen siehe 2.3.2. Peaks wurden
abgesammelt. Der Peak, der weiter aufgereinigt gjusd mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abb. 6: 5. HPLC-Lauf von 19312,5 Blattlausdquivaéen Laufbedingungen siehe 2.3.2 (A: UV-
Detektion und B: FL-Detektion). Peaks wurden abgesalt und im Biotest auf ihre adipokinetische
Wirkung hin untersucht. (C) Acetateinbau in Lipichter Zugabe von Peakfraktionen in %
Abweichung von der Kontrolle (Mittelwerte S.E., n=10).
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Abb. 7: 6. HPLC-Lauf von 50500 Blattlausaquivalentéaufbedingungen siehe 2.3.2 (A: UV-
Detektion und B: FL-Detektion). Die Peaks wurdegedammelt. Der Peak, der weiter aufgereinigt
wurde, ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.
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Abb. 8: 7. HPLC-Lauf, Laufbedingungen siehe 2.3A2 EL-Detektion und B: UV-Detektion). Die
Peaks wurden abgesammelt. Der Peak mit den mutchaf®blockierten Peptiden ist mit einem Pfeil
gekennzeichnet.

3.2 Suche nach AKH imA. pisum Genom

Die Suche nach einem mdglichen AKH im Genom vAn pisum fihrte zur
Identifizierung von zwei Klonen (1556086257 und 3357513). Beide Klone enthalten in
ihren Aminosauresequenzen die Peptidsequenz QVNWIEJ-amid (Abb. 9 und 10).
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5'-ccctetgcagtagttcatcattcgacaccgcacgagtcatccaacgaa gctgaacaaacg 60
ggatatcgatttcgaatccgtcagatctttcgcgtctaagtccaaaacttc gtccacgac 120
cgtttgcaaatcgctcgacggtcactgcaaataataattttcatactctta aactccgtc 180
tccacgacttccatcaccaccatgcgcaccctgttgttgttggecgtgtte atgttgtgc 240

MRTLLLLAVFMLC 13
gcgtgceattgccgtcggtcaggtgaacttcacgccaacgtggggcecagggce aagaggaac 300
ACIAVG IQ VNFTPTWGQ G KRJN 33
gcgcccgcatcggacgagtgcaagtccatggacacgctcatctacatctac aagctggtc 360
APASDECKSMDTLIYIY KLV 53
caggtaaaatacgtttttcgtgttttttcgttattaatttcgtaattttct ccgcaatta 420
QVKYVFRVFSLLIS* 67
gattatataatattatatatctctatataggtttatataattatatactgt ttgatggtc 480
actcggttgtaataatatgggtatgtcgtatgcggccgggcecgtggtacct acacacaac 540
gatttaatatagaaaaaatgtcgtaaacacaaaggttatttggttctttag tacatatag 600
gtctataacttacatcatcatagaatattataatacctaatacatatttta taacgtggt 660
ctttactacatacgaatcgaatgacttctttattttcctcgctaatagtaa tataataat 720
attattattctaagttggccgtitaataccatagtgaattatatattataa tacagtccc 780
gtctgcagcttaaacactttacataaataccgaaaacgagcgcacgcgtat cat aat aaa 840
tcagacttggaagtgcattatatattattataaattataatatttgtgtat attcgagag 900
atcgcacttttttcccgaacaaggaacaaatatttttattttttcaattga taatggaca 960
acgtacatggtcatttttattcggc-3' 985

Abb. 9: Nukleotidsequenz des Klons 1556086257 Alepisum Genoms. Das mutmalliche AKH-
Peptid ist fett geschrieben, die KR cleavage siteurch einen Kasten gekennzeichnet und das Glycin
fur die Amidierung ist unterstrichen. Das Ende digm&peptids ist durch einen abwaérts gerichteten
Pfeil markiert. Das Polyandenylierungssignal idt fend kursiv dargestellt und * zeigt das Stopp-
Codon an.

5'-tttgtccttggceccgttggcaaatcgctgggcggacaataataataat aatatgataatt 60
MITIl 3

ttaaagtccgtatccaggacttccatcaccaccatgcgcaccctgttgttg ttggcegtg 120
LKSVSRTSITTMRTLLL LAV 23
ttcatgttgtgcgcegtgceattgccgtcggtcaggtgaacttcacgccaacg tggggccag 180
FMLCACIAVG Q VN F T P T WG Q 43
ggcaagaggaacgcgcccgcatcggacgagtgcaagtccatggacacgctc atctacatc 240
GKRNAPASDECKSMDTLI Y | 63
tacaagctggtccaggtaaaatacgtttttcgtgttttttcgttattaatt tacgtaatt 300
YKLVQVKYVFRVFSLLI Y VI 83
ttctccgcaattagattatataatattatatatctctatatatgatgaact tacttacgc 360
FSAIRLYNIIYLYI?® 97
attat-3’ 365

Abb. 10: Nukleotidsequenz des Klons 1555717513 Alggsum Genoms. Das mutmallliche AKH-
Peptid ist fett geschrieben, die KR cleavage siteurch einen Kasten gekennzeichnet und das Glycin
fur die Amidierung ist unterstrichen. Das Ende digm&peptids ist durch einen abwarts gerichteten
Pfeil markiert und * zeigt das Stopp-Codon an.

Das mutmaliliche AKH-Peptid besteht aus zehn Amuresa Es enthalt die
Aminosaure Glutamin (Q) an Position eins, PhengialdF) an Position vier, Tryptophan

(W) an Position acht und am C-Terminus ein Gly&n {ur die Amidierung.
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!
Acypi - AKHI (1556086257) :  -------------- MRTLLLLAVFMLCACIAVG QVNFTPTWEQGKRNAPASDECK 37
Acypi - AKHI | (1555717513): MIILKSVSRTSITTMRTLLLLAVFMLCACIAVE&VNFTPTWEQGKRNAPASDECK 51

kkkkkkkkkkkkkkk *

Acypi - AKHI (1556086257) : SMDTLIYIYKLVQVKYVFRVFSLLIS---------------- 67
Acypi - AKHI | (1555717513): SMDTLIYIYKLVQVKYVFRVFSLLIYVIFSAIRLYNIIYLYI 97

Abb. 11: Alignment zwischen den Aminosauresequemsarklone 1556086257 (Acypi-AKH 1) und
1555717513 (Acypi-AKH 1) des A. pisum Genoms. Das Alignment wurde mit CLUSTALW
http://www.ebi.ac.uk/clustalwbturchgefiihrt (BANMOUGIN et al., 1998). Das AKH-Peptid ist fett
geschrieben. * zeigt eine 100% Homologie zwischen Aminosauresequenzen an. Das Ende des
Signalpeptids ist durch einen abwarts gerichtefeil Parkiert.

Das Alignment auf der Aminosaureebene zwischerbegien Klonen zeigte, dass
beide dasselbe AKH-Peptid enthalten, die 5’ und3dienden jedoch unterschiedlich lang
sind und sich in einer Aminosaure unterscheiderb(Ald). Daher wurden die Klone Acypi-
AKH Il und Acypi-AKH Il genannt.

Das Alignment zwischen Acypi-AKH |, Acypi-AKH Il whden bereits bekanten AKH
Praprohormonen vonManduca sexta, Periplaneta americana, Blaberus discoidalis,
Drosophila melanogaster, Anopheles gambiae, Schistocerca nitens, Schistocerca gregaria
und Locusta migratoria, sowie den RPCH (red pigment concentrating hormone
Praprohormonen vo@arcinus maenas und Callinectes sapidus (siehe 8.1) zeigte, dass alle
Precursor in ihren Sequenzen ein AKH/RPCH-Peptithadten, das mit der Aminosaure
Glutamin (Q) an Position eins beginnt, ein Phengla(F) an Position vier und ein
Tryptophan (W) an Position acht enthalt (Abb. 12).

Die Abbildung 13 stellt die phylogenetischen Verdechaftsverhaltnisse der
mutmallichenA. pisum AKH Precursor mit Blattlaus-verwandten Arten, v8ehaben und
Heuschrecken, sowie mit zwei Arten der Dipteren eireer Lepidopterenart dar. Die AKH
Precursor kénnen in drei Gruppen eingeteilt werdeie: erste Gruppe ist die Gruppe der
Heuschrecken mit den AKH Precursor vBnnitens, S gregaria und L. migratoria. Die
zweite Gruppe enthalt die mutmallich&npisum AKH Precursor, zusammen mit den AKH
Precursor der Lepidopterendit sexta, der Schabel. americana und B. discoidalis, sowie
dem A. gambiae AKH Il Precursor. Die letzte Gruppe ist die Digegruppe mit denb.
melanogaster AKH und dem A. gambiae AKH | Precursor. Die verwendeten cDNA-

Sequenzen sind unter 8.1 angegeben.
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Acypi-AKH | (1556086257)  ------memmee- MRTLLLLA
Acypi-AKH Il (1555717513) MIILKSVSRTSITTMRTLLLLA

VFMLCACIAV@NFTPTWGQ--——- 29
VFMLCACIAV@NFTPTWGQ------ 43

Y o [ — MYKLTVFL MFIAFVIIAEA QLTFTSSWG-------G 29

Peram-AKH ~ —eeeeeeee MG-WVLKALVV IAALIAVMCEAQLTFTPNWG-------- 30

Bladi-AKH ~ —eeeeeee MN-HLVKVLIV VVAIALVLCEAQVNESPGAG T------- 31

Drome-AKH ~ —eeeeeeee MNPKSEVLIAA VLFMLLACVQQLTFSPDAG-------- 31

FN I -V I R —— MDTVKLFTVLL ICASLMLITEAQLTFTPAWG-------- 31

o 1YL S R p—— MVQRCLVVALL VVVVAAALCSBLNFTPNAGT------- 32

Schgr-AKH1 — ceeeeeeee MVQRCLVVALL VVVVAAALCSELNFTPNAG T------- 32

Locmi-AKH |~ ceeeemeee MVQRCALVVLL VVAVAAALCSELNFTPNAGT------- 32

Schni-AKH Il <o MRQGCALTLML LVVVCAALSABLNFSTQAG-------- 31

Schgr-AKH Il ceeeeeeeee MRQSCALTLML VVAVCAALSABLNFSTGAG------- 31

T T I —— MTQSCTLTLVL VVAVLAALATRLNFSAGAG-------- 31

Locmi-AKH Il =ememeeen MQVRAVLVLAV VALVAVATSRBLNFTPWAG-------- 31

Anoga-AKH II ~-MNSISSSRHLAAKLFLLVAL CAVLLPVPSAGVTFSRDANAG------ 42

Calsa-RPCH - MVRRSGVTLLVVAL LVVTLMSSVSBLNFSPGAGKRAAGASG 42

Carma-RPCH ~ —oem- MVRRTGVTLLVVAL VVVALVSSVSBLNFSPGAGKRAAAGSG 42
* * *

Acypi-AKH | (1556086257)  ----r----- GKRNAPASD--  meeeeeeeeees ECKSMDTLIYIYKL 52

ACYpi-AKH Il (1555717513)  <---rnex-=- GKRNAPASD--  eeeeeeees ECKSMDTLIYIYKL 66

Manse-AKH 4G E— AMTNSIS--- e CR--NDEAIAAIYKA 51

Peram-AKH oo KRSGLQDG-- e PCKL-STEVLMHIYKL 53

Bladi-AKH e GKRSAVQDS- e PCKG-SAESLMYIYKL 55

Drome-AKH ~ ceeeeeeeee KRSVGGAGPG TFFETQ-QG---NCKT-SNEMLLEIFRF 64

Anoga-AKH | e KRSQGAMGIN PLGSTFGQD---ACKT-PVDSLLVIYRM 65

o 1Y L S R p—— GKRDAGD--- e YGDPYSFLYRL-- 50

Schgr-AKH1 — ceeeeeeee GKRDAAD--- e FGDPYSFLYRL-- 50

Locmi-AKH | ceeeeeeee GKRDAAD--- e FADPYSFLYRL-- 50

Schni-AKH Il —oeeeeeeee RRYADP--— e NADPMAFLYKL-- 48

Schgr-AKH Il —eeeeeeee RRYADP-— e NADPMAFLYKL-- 48

Locmi-AKH Il —eemeeeee RRYADP--— e NADPMAFLYRL-- 48

Locmi-AKH Il =eemeeeeee KRALGAPAAG e DCVSASPQALLSILNA 57

Anoga-AKH Il e KRAMPDSPVS [CH—— VAECSAIWRPVNNLCAA 70

Calsa-RPCH SNGGVGEAVSGLHPSVGGAPGG VVPPGSSSP-GDSCGPIPVSAVMHIYRL 91

Carma-RPCH SSGGVGEAVSALHHSVGGAPGG VVPPGSSSSSGDSCGPIPVSAVMHIYRL 92

Acypi-AKH | (1556086257) VQVKYVFRVFSLLIS----=-  seeeceeceeceeeees 67

Acypi-AKH Il (1555717513) VQVKYVFRVFSLLIYVIFSAIR 7 N][) {1 F— 97

Manse-AKH IQNEAERFIMCQKN------- e 65

Peram-AKH VETEAQKLVECGKFGGN-----  —eeceeeeeeeeee 70

Bladi-AKH VONEAQKILECEKFSSN----- e 72

Drome-AKH VQSQAQLFLDCKHRE------= e 79

Anoga-AKH | IQAEAQKIVDCSQK------= e 79

Schni-AKH | IQAEARKMSGCSN------== e 63

Schgr-AKH | IQAEARKMSGCSN-------== e 63

Locmi-AKH | IQAEARKMSGCSN----=-= e 63

Schni-AKH I IQIEARKLAGCSN-----=-= e 61

Schgr-AKH i IQIEARKLSGCSN-------= e 61

Locmi-AKH I IQIEARKLAGCSD----—-=- e 61

Locmi-AKH 111 AQAEVQKLIDCSRFTSEANS--  eeeeceemeeeeees 77

Anoga-AKH II VTKNIQHLTLCETRSLLKSLQT DEASMESNSGNNLPMFSNNHI 113

Calsa-RPCH IRSEAVRLVQCQDEEYLG---  =eeemememeemeeee 109

Carma-RPCH IRNEAVRLVQCQDEEYLG---  =ereemeemeeeeeeees 110

Abb. 12: Alignment zwischen den AKH PraprohormonBie Gensequenzen sind aus der Genbank
http://www.ncbi.nim.nih.gov/ (siehe 8.1). Das Alignment wurde mit CLUSTALW
http://www.ebi.ac.uk/clustalwflurchgefihrt (BANMOUGIN et al., 1998). Links sind die Namen der
Precursor angegeben. Die Aminosauresequenzem dllen Precursor identisch sind, sind mit einem
Stern gekennzeichnet.
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Schgr-AKH I (Fisher-Lougheed et al., 1993)
10

100| ' Schni-AKH I (Noyes & Schaffer, 1990)

Locmi AKH I (Bogerd et al., 1995)
100

Schgr- AKH 11 (Fisher-Lougheed et al., 1993)
10

10 Schni AKH I (Noyes & Schaffer, 1990)

10( |

Locmi-AKH II (Bogerd et al., 1995)

L Locmi AKHIII (Bogerd etal., 1995)

o — Acypi AKH I (1555717513)
il 1

80 L Acypi-AKH I (1556086257)

(] Amoga-AKEH I (Kaufinann & Brown 2006)

Manse-AKH (Bradfield & Keeley 1989)

— Bladi- AKH (Lewis et al., 1997)
91

Peram- AKH (Pinter et al..2005)

Drome- AKH (Noves etal, 1995)

Anoga- AKH I (Kaufinann & Brown, 2006)

Carma-RPCH (Linck et al,. 1993)
100 r

L Caka RPCH (Klein et al., 1995)

Abb. 13: Phylogenetische Verwandtschaftsverhaknmgischen AKH/RPCH Praprohormonen. Als
AuRengruppe wurden die RCPH Praprohormone@amaenas und C. sapidus verwendet, wie zuvor
bei MARTINEZ-PEREZet al. (2002) beschrieben. Die Zahlen tUber degatstlin geben den Prozentsatz

von 1000 Neighbor-joining Bootstraps an. Aste riiee > 70 %igen Bootstrap Unterstiitzung werden
als sicher angesehen.
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3.3 Stoffbestand

3.3.1  Frischgewicht

Das Frischgewicht der ungefligelten und der geftégeBlattlause stieg vom vierten
Larvenstadium zum Adultstadium an. Die Apterae namm/on Beginn des vierten
Larvenstadiums bis zu Tag drei des Adultstadiums @ewicht zu (Spearman
Rangkorrelation: R = 0,872; p = 0) und behieltenrdéhr Gewicht bis zum Alter von 20
Tagen bei (Spearman Rangkorrelation: R = 0,034;0p786) (Abb. 14). Bei der gefliigelten
Morphe hingegen stieg das Gewicht vom Beginn zurdekshes vierten Larvenstadiums an
(Spearman Rangkorrelation: R = 0,739; p = 0), Zigin Adultstadium leicht ab (Spearman
Rangkorrelation: R = -0,472; p = 2,1 x™)0und stieg dann wieder bis zum hohen Alter
kontinuierlich an (Spearman Rangkorrelation: R #8Q; p = 0). Das Gewicht der Apterae
war immer signifikant hoher als das der Alatae. Bigzige Ausnahme bildete Tag 20 des
Adultstadiums, an dem die gefligelte Morphe nurdémziell schwerer war als die

ungefligelte.

4 -
—&— Apterae
—O— Alatae
*kk
E 3 i *kk
=
9 *kk
=
Q
o
S
**
2 5 ]
L
*%
1 T T T T T T

L4 jung L4 alt AdTag0 AdTag3 AdTagl1l0 AdTag 20

Abb. 14: Frischgewichte gefligelter und ungefligeBlattlause im vierten Larvenstadium (L4) und
im Adultstadium (Ad) unterschiedlichen Alters. Mawhitney-U Test, Mittelwertet S.E., 20-35
Kohorten, n=10 pro Kohorte.
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3.3.2  Trockengewicht

Der Anteil des Trockengewichts am Frischgewicht [z den beiden Morphen
zwischen 16,8 und 23,7% (Abb. 15). Das Trockengetnder gefligelten Morphe nahm vom
Larvenstadium zum Adultstadium zu (Spearman Ramgkairon: R = 0,649; p = 0,042) und
dann mit steigendem Alter wieder ab (Spearman Ramglation: R = -0,970; p = 1,4 x
10°). Bei der ungefliigelten Morphe stieg der Anteis dgockengewichts vom Beginn zum
Ende des vierten Larvenstadiums an (Spearman Reetkon: R = 0,866; p = 5,67 x 1))
fiel dann zum ersten Tag des Adultstadiums ab (®p@a Rangkorrelation: R = -0,772; p =
0,003), um zu Tag drei des Adultstadiums wiedeusateigen (Spearman Rangkorrelation: R
= 0,869; p = 2,42 x 1%) und schlieRlich zum Ende der Messperiode wiedeutallen
(Spearman Rangkorrelation: R = -0,892; p = 2,29%).1Im letzten Larvenstadium war das
Trockengewicht der Alatae tendenziell, am ersteg ihees Adultstadiums signifikant hoher
als das der Apterae. Im spateren Adultstadium vemn kinterschied mehr zwischen den
beiden Morphen zu erkennen.

26

—&— Apterae
—0O— Alatae

24 ~

22

20

18

16

Anteil des Trockengewichts am Frischgewicht [%0]

14 T T T T T T
L4 jung L4 alt AdTag0 AdTag3 AdTag1l0 Ad Tag 20

Abb. 15: Anteil Trockengewicht am Frischgewicht Iggelter und ungefliigelter Blattlause im
Larvenstadium (L4) und im Adultstadium (Ad) untdrdlichen Alters. Mann-Whitney-U Test,
Mittelwerte+ S.E., 5 Kohorten, n=10 pro Kohorte.
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3.3.3 Protein

Der Proteingehalt @&nderte sich bei der ungefligeMorphe vom Larven- zum
Adultstadium (Spearman Rangkorrelation: R = 0,1865 0,145) und von Tag drei des
Adultstadiums bis zum hohen Alter (Spearman Rarmrgkation: R = -0,103; p = 0,424) nicht
signifikant, nahm aber von nulltdgigen zu dreitégig Adulttieren ab (Spearman
Rangkorrelation: R = -0,384; p = 0,013) (Abb. 18pn Beginn des vierten Larvenstadiums
bis zum ersten Tag des Adultstadiums nahm der iRgaiealt der gefligelten Morphe zu
(Spearman Rangkorrelation: R = 0,396; p = 0,008) denn mit steigendem Alter wieder ab
(Spearman Rangkorrelation: R = -0,339; p = 0,0l gefligelten Blattlause hatten,
abgesehen von Tag zehn des Adultstadiums, immemn esignifikant hoheren Gehalt an

Protein als die ungefligelten.

80

**

—&— Apterae
75 49| —O— Alatae

70
65—-
60—-
55—-

50

Proteingehalt [g/mg Frischgewicht]

45 ~

40 T T T T T T
L4 jung L4 alt AdTag0 AdTag3 AdTagl1l0 Ad Tag 20

Abb. 16: Proteingehalt im vierten Larvenstadium)(thd im Adultstadium (Ad) unterschiedlichen
Alters. Mann-Whitney-U Test, Mittelwerte S.E., 16-23 Kohorten, n=10 pro Kohorte.

3.34 Glykogen

Der Gehalt an Glykogen stieg bei beiden Morphen y¥orfang zum Ende des letzten
Larvenstadiums stark an (Mann-Whitney-U Test: Apterp = 0; Alatae: p = 0) und nahm
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dann mit zunehmendem Alter wieder ab (Spearman IRaredation: Apterae: R =-0,718; p =
0; Alatae: R = -0,620; p = 0) (Abb. 17). Die getiltgn Larven hatten am Ende des vierten
Larvenstadiums einen hoheren Glykogengehalt als utigeflliigelten, in den anderen

Altersstadien war der Glykogengehalt beider Morphieht signifikant verschieden.

60
—&— Apterae .
—O— Alatae

50 -

40

30 -

20 A

10 A

Glykogengehalt [pg/mg Frischgewicht]

0 T T T T T T
L4 jung L4 alt AdTag0 AdTag3 AdTagl0 Ad Tag?20

Abb. 17: Glykogengehalt im vierten Larvenstadium)und im Adultstadium (Ad) unterschiedlichen
Alters. Mann-Whitney-U Test, Mittelwerte S.E., 17-25 Kohorten, n=10 pro Kohorte.

3.3.5 Freie Kohlenhydrate

Der Gehalt an freien Kohlenhydraten blieb bei degailiigelten Morphe wahrend der
verschiedenen Altersstadien konstant (Spearmankeamgation: R = -0,048; p = 0,580), nur
an Tag drei des Adultstadiums war der Kohlenhyatadds signifikant hoher als an den Tagen
zuvor und danach (Mann-Whitney-U Test mit Bonferi§arrektur: in Bezug auf Tag null: p
= 1,28 x 1¢f; in Bezug auf Tag zehn: p = 9.82 x*qAbb. 18). Bei den Alatae nahm der
Gehalt an freien Kohlenhydraten vom Beginn zum Edds letzten Larvenstadiums zu
(Mann-Whitney-U Test: p = 2,45 x T Im Adultstadium blieb der Kohlenhydratgehalt
konstant (Spearman Rangkorrelation: R = 0,035;0p728). Die gefligelte Morphe hatte am
Ende des vierten Larvenstadiums und wahrend de#tstdalliums, aul3er an Tag drei, einen

hoheren Gehalt an freien Kohlenhydraten als dieefliagelte Morphe.
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28 -

—&— Apterae
—O— Alatae

26 A

24 -

22 A

20 A

Kohlenhydratgehalt [ug/mg Frischgewicht]

18 T T T T T T
L4 jung L4 alt AdTag0 AdTag3 AdTagl0 AdTag?20

Abb. 18: Kohlenhydratgehalt im vierten Larvenstadiu(L4) und im Adultstadium (Ad)
unterschiedlichen Alters. Mann-Whitney-U Test, Mitterte + S.E., 19-24 Kohorten, n=10 pro
Kohorte.

3.3.6 Lipid

32 A

—&— Apterae *okk
3017 —O0— Alatae

28
26
24
22 A ok

20

Lipidgehalt [ug/mg Frischgewicht]

18 -

16 T T T T T T
L4 jung L4 alt AdTag0 AdTag3 AdTag1l0 Ad Tag 20

Abb. 19: Lipidgehalt im vierten Larvenstadium (Ldihd im Adultstadium (Ad) unterschiedlichen
Alters. Mann-Whitney-U Test, Mittelwerte S.E., 18-25 Kohorten, n=10 pro Kohorte.
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Bei der ungeflligelten Morphe stieg der Lipidgehalit zunehmendem Alter an
(Spearman Rangkorrelation: R = 0,285; p = 9,59 ¥)1@bb. 19). Bei der gefliigelten
Morphe dagegen nahm der Gehalt an Lipid nur bis etsten Tag des Adultstadiums stark zu
(Spearman Rangkorrelation: R = 0,776; p = 0) uneadh mit steigendem Alter wieder ab
(Spearman Rangkorrelation: R = 0,754; p = 0). Dprdgehalt war bei den Alatae wahrend
des letzten Larvenstadiums und bis zu Tag dreAdeststadiums hoher als bei den Apterae.

3.3.7 Stoffbestand gesamt

Vergleicht man alle gemessenen Komponenten defb®giindsuntersuchungen, so
war bei beiden Morphen und in allen Altersstadientéin der Bestandteil, der in der grofdten
Menge enthalten war (Abb. 20 und Abb. 21). Nur andd= des vierten Larvenstadiums
erreichte Glykogen &ahnlich hohe Werte wie Prot&@lykogen war in diesem Lebensstadium
bei beiden Morphen auch in grol3erer Menge vorhaatiefreie Kohlenhydrate und Lipid. Im
weiteren Altersverlauf, bei der gefligelten Morgdahon ab Tag null, bei der ungefligelten

erst ab Tag zehn, war Glykogen der Bestandteilirdéer geringsten Menge vorlag.
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Abb. 20: Stoffbestand im vierten Larvenstadium (L4#)d im Adultstadium (Ad) von Apterae
unterschiedlichen Alters. Werte mit gleichen Buabhsin unterscheiden sich nicht signifikant bei p
0,05. Kruskal-Wallis-ANOVA, Mittelwertet S.E., 16-25 Kohorten, n=10 pro Kohorte.
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Abb. 21: Stoffbestand im vierten Larvenstadium (L4)d im Adultstadium (Ad) von Alatae
unterschiedlichen Alters Werte mit gleichen Buchstaunterscheiden sich nicht signifikant bei p
0,05. Kruskal-Wallis-ANOVA, Mittelwertet S.E., 16-25 Kohorten, n=10 pro Kohorte.

Bei der ungefligelten Morphe war der Gehalt an Gdgn erst ab Tag zehn des

Adultstadiums signifikant geringer als der Kohlediat- und Lipidgehalt. Lipid und freie

Kohlenhydrate waren in allen gemessenen Altersstadi vergleichbarer Menge vorhanden.

3.4 Einfluss der Farbung der Blattlause auf Gewichtund stoffliche
Zusammensetzung

34.1 Frischgewicht

Rosa gefarbte Larven im letzten Larvenstadium hatén signifikant hoheres

Frischgewicht als Larven mit einer hellen FarbuAbl. 22 und Abb. 23). Bei den Apterae an

Tag null des Adultstadiums kann man ein ahnlichéd &kennen: Blattlause mit rosa und

hellrosa Farbung erreichten ein hoheres Gewichtellsggefarbte Tiere. Auch an Tag drei des

Adultstadiums hatten hellrosa gefarbte Apteraehéimeres Gewicht als helle.



ERGEBNISSE

L1 hell

KXY hellrosa

%3 ab

e

3 3355

= b a Dot
IR

(o) b R
b = XA

b XXX

E IR
b XA

b XA

= g b XXX
; Iedoded

’ IR

&) 3 Ko
= 3% KRR
= a s
2 — [XXXA 1%0%%%

edeled 10300908,

D) Rototets T 10X
Podetels [SXXA

(=) R K
Po%%e% oSeed

< Podetels XXX
Po%%e% oSeed

Q S boseoe
wn Po%%e% oSeed
— KRR XXX
[XXXA 1%0%%%

= 38 KKK
Podetels [SXXA

LL Po%%e% oSeed
Pe%e%e% 1025254

(KX 1025254

]_ — (XKL Iedoded

[0 1%0%%%

[0S KRR

3% XX

RSR5K oSeed

Po%%e% oSeed

Pe%e%e% 1025254

Pe%e%e% 1025254

(KKK 1025254

[ 1025254

[ 1025254

1S XK

% XXX

KX odoode

' XK

IS KK

e KR

3

Q RRRXY

Adult Tag O

Adult Tag 3

Abb. 22: Frischgewicht im vierten Larvenstadium YL4hd im Adultstadium (Adult) von hellen,
hellrosa und rosa Apterae unterschiedlichen Altéfsrte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich
nicht signifikant bei p< 0,05. Kruskal-Wallis-ANOVA, Mann-Whitney-U Test, iltelwertex S.E., 3-

16 Kohorten, n=10 pro Kohorte.

1 hell
KXY hellrosa
B2 rosa

N
]
RS
'Ho

%%
XXX

3
Q
Q
Q
R
Q
Q
Q
Q
Q

XXX
2500,
QKK

Frischgewicht [mg]
H o
Ho

R
a g X
oo 03030
RS bo%e!
oot 1
RS oY
oot 1
RS oY
oot 1
— 0590! KK
oot 1
RS oY
oot 1R
o B 03030
0% oot X%
3 RS KX
R oot X%
(RS BRXS KX
R oot X%
(RS BRXS KX
R oot X%
e 0% o KX
R oot X%
(RS BRXS KX
- R oot X%
(RS BRXS KX
R oot X%
(RS BRXS KX
R oot X%
(RS BRXS KX
R oot X%
(RS BRXS KX
R oot X%
(RS BRXS KX
R oot X%
(RS BRXS KX
R oot X%
(RS BRXS KX
R oot X%
(RS BRXS KX
R oot X%
(RS BRXS KX
R oot X%
(RS BRXS KX
R oot X%
(RS BRXS KX
R oot X%
(RS BRXS KX
R oot X%
(RS BRXS K&
oot
RS oY
oot 1
RS oY
oot 1
RS oY
oot 1
RS oY
K4 oot 165
RS 24
; KA K
1R RRA K
T T 1 T T

L4 alt Adult Tag 0 Adult Tag 3 Adult Tag 10

Abb. 23: Frischgewicht im vierten Larvenstadium YL4hd im Adultstadium (Adult) von hellen,
hellrosa und rosa Alatae unterschiedlichen Altéfsrte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich
nicht signifikant bei p< 0,05. Kruskal-Wallis-ANOVA, Mann-Whitney-U Test, iltelwerte+ S.E., 2-

18 Kohorten, n=10 pro Kohorte.



ERGEBNISSE 43

Bei der geflugelten Morphe waren, abgesehen von d#an Larven des vierten
Larvenstadiums, alle Blattlause mit rosa bzw. belr Farbe schwerer als hell geféarbte.
Sowohl bei jungen Larven des letzten Larvenstadjuafssauch bei nulltagigen, dreitagigen
und zehntagigen Adulttieremar das Gewicht der rosa gefarbten Blattlause hélsedas der

hell gefarbten.

3.4.2 Stoffbestand

Bei adulten Apterae konnten keine signifikantendgsithiede zwischen rosa, hellrosa
und hell gefarbten Tieren in Bezug auf den ProteBiykogen- und Lipidgehalt gefunden
werden (Abb. 24 und 25). Der Kohlenhydratgehalt jgdoch bei Tieren mit rosa Farbung an
Tag drei des Adultstadiums signifikant hoher alisdes hell gefarbten (Abb. 25).
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Abb. 24: Stoffbestand am Tag O des Adultstadiuns hvellen, hellrosa und rosa Apterae. Werte mit
gleichen Buchstaben unterscheiden sich nicht skgmf bei p< 0,05. Kruskal-Wallis-ANOVA,
Mann-Whitney-U Test, Mittelwerte S.E., 2-5 Kohorten, n=10 pro Kohorte.

Adulte Alatae der unterschiedlichen Farbungen soteeden sich ebenfalls nur an Tag drei
des Adultstadiums signifikant: Der Proteingehalt wai Blattlausen mit einer rosa Féarbung
hoher als bei hell gefarbten und der Glykogengehalt bei hellrosa gefarbten Tieren hoéher
als bei hell gefarbten (Abb. 26 und 27).
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10 pro Kohorte.
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3.5 Glykogensynthese
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Abb. 28: Einbau von Glucose in Glykogen bei adul@terae bei unterschiedlicher Inkubationsdauer

von 1, 2 und 4 h, mit und ohne Protease-Inhibitopriml/h. Mann-Whitney-U Test, Mittelwerte

S.E., 3 Kohorten, n

10 pro Kohorte.
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Die Zugabe von Protease-Inhibitor verdnderte wedah einer Stunde, noch nach
vier Stunden Inkubationszeit den Glucoseeinbau iykdgen signifikant (Abb. 28).
Allerdings konnte nach zwei Stunden Inkubationszfiirch die Zugabe des Protease-
Inhibitor-Cocktails eine hohere Einbaurate von Ghesin Glykogen festgestellt werden. Bei
Messungen ohne Protease-Inhibitor wurde nach eftende Inkubation verhaltnismafig
mehr Glucose in Glykogen eingebaut als nach vien&in (Kruskal-Wallis-ANOVA: by =
7,2; p = 0,004). Wenn Protease-Inhibitor zugegebkerden war, gab es keinen signifikanten
Unterschied zwischen den verschiedenen Inkubatsitese (Kruskal-Wallis-ANOVA: Hgr =
4,356; p = 0,132). In den folgenden Versuchen wurdie Proben fur eine Stunde inkubiert

und nur bei den Experimenten mit AKH wurde der @ase-Inhibitor-Cocktail zugegeben.

3.5.2 Einbau von Glucose in Glykogen

Der Einbau von Glucose in Glykogen war bei den &dkrken der gefliigelten Morphe
hoher als bei den ungefligelten Tieren. Im letatarvenstadium war die Glykogensynthese
der geflugelten Blattlause jedoch nicht signifikdrither. Beide Morphen veranderten ihre
Glykogensyntheserate vom letzten Larvenstadium Agloitstadium nicht signifikant (Abb.
29).
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Abb. 29: Einbau von Glucose in Glykogen im viertearvenstadium (L4) und im Adultstadium
(Adult) von Alatae und Apterae unterschiedlichertefd in pmol/h. Mann-Whitney-U Test mit
Bonferroni-Korrektur, Mittelwerte: S.E., 10-15 Kohorten, n=10 pro Kohorte.
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Der Einbau von Glucose in Glykogen wurde durch begeon 16 M Grybi-AKH zwar um
21,5% verringert, aber nicht signifikant gehemmta(vi-Whitney-U Test: p = 0,529; 10
Kohorten, n=10 pro Kohorte). Die angegebenen Eirdian gelten fiur die Annahme, dass
nur die Glucose im Medium als Substrat fungiert kedthe weitere Glucose aus Trehalose

entsteht.

3.5.3 Einbau von Trehalose in Glykogen

Der Einbau von Trehalose in Glykogen wurde unterAtenahme berechnet, dass die
gesamte vorhandene Trehalose in je zwei Glucoselit# gespalten und in Glykogen
eingebaut werden kann. Der Einbau von TrehaloseGlykogen war bei der adulten
gefligelten Morphe viel hoéher als bei der ungefligme (Abb. 30), wenn die
Trehalosekonzentration im Inkubationsmedium deiitiahen Trehalosekonzentration in der
Hamolymphe (330 mM, siehe 3.7.2) angepasst wukiferde der Trehalosegehalt im
Inkubationsmedium auf 30 mM verringert, so war ké&interschied mehr zwischen den

Morphen nachzuweisen.

160 330 mM Trehalose 30 mM Trehalose

*%

1
140 -
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Abb. 30: Einbau von aus Trehalose entstandeneroSéua Glykogen im Adultstadium von Alatae
und Apterae unterschiedlichen Alters bei 330 mM B0dmM Trehalose im Inkubationsmedium in
pmol/h. Mann-Whitney-U Test, MittelwerteS.E., 5 Kohorten, n=10 pro Kohorte.
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3.6 Lipidsynthese

3.6.1 Protease-Inhibitor

60 -
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Abb. 31: Einbau von Acetat in Lipid bei adulten Arge bei unterschiedlicher Inkubationsdauer von
1, 2 und 3,5 h, mit und ohne Protease-Inhibitgorimol/h. Mann-Whitney-U Test, Mittelwerte S.E.,
4 Kohorten, n=10 pro Kohorte.

Die Zugabe des Protease-Inhibitor-Cocktails verdedden Einbau von Acetat in
Lipid nicht signifikant (Abb. 31). Die Inkubationsit hatte jedoch Auswirkungen auf die
Einbaurate. Ohne Protease-Inhibitor war der Acethéal bei einer Inkubationszeit von zwei
Stunden verhaltnismaRig hoéher als bei dreieinhalindgn (Kruskal-Wallis-ANOVA: by =
7,423; p = 0,013). Fiur die nachfolgenden Versuchede deshalb stets zwei Stunden lang
inkubiert. Wenn Protease-Inhibitor zugegeben wurdederte sich die Einbaurate bei
unterschiedlichen Inkubationszeiten nicht signifikéKruskal-Wallis-ANOVA: Hgs = 5,115;
p = 0,074). Abgesehen von den Experimenten mit Akt den alle Versuche ohne Protease-

Inhibitor durchgefunhrt.

3.6.2 Einbau von Acetat in Gesamtlipide

Im Adultstadium baute die gefligelte Morphe mehretat in Lipid ein als die
ungefliigelte Morphe (Abb. 32). Im letzten Larvedsian hatten die beiden Morphen

vergleichbare Synthesewerte. Bei der ungefligeNerphe sank die Lipidsynthese vom



ERGEBNISSE 49

Larven- zum Adultstadium ab. Die Einbauraten degafitigelten Morphe waren dagegen in

beiden Stadien ahnlich hoch.
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Abb. 32: Einbau von Acetat in Lipid im vierten Lanstadium (L4) und im Adultstadium (Adult) von
Alatae und Apterae unterschiedlichen Alters in glmoMann-Whitney-U Test mit Bonferroni-
Korrektur, Mittelwertet S.E., 10-30 Kohorten, n=10 pro Kohorte.
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Abb. 33: Acetateinbau in Lipid bei 0 (AdO) und 3d2?) Tage alten adulten Apterae und Alatae.
Mann-Whitney-U Test mit Bonferroni-Korrektur, Mitteerte + S.E., 9-14 Kohorten, n=10 pro
Kohorte.



ERGEBNISSE 50

Die Lipidsyntheserate stieg bei beiden Morphen Vag null zu Tag drei des Adultstadiums
stark an (Abb. 33). Weder an Tag null noch an Trag kbnnten signifikante Unterschiede in
der Acetateinbau in Lipid zwischen den beiden Merphachgewiesen werden.

3.6.3 Einbau von Acetat in unterschiedliche Lipatiden

Auch der Einbau von Acetat in die unterschiedlichgndklassen Phospholipid, freie
Fettsauren, DAG und TAG konnte wurde untersuch¢. idigefligelte Morphe baute sowonhl
an Tag null als auch an Tag drei des Adultstadisigisifikant mehr Acetat in Phospholipide
ein als die gefligelte (Abb. 34 und 35). Die gedliig Morphe baute dagegen einen
signifikant hoheren Anteil von Acetat in TAG ein.nATag null des Adultstadiums
synthetisierten die Alatae aulRerdem auch mehr D&Gi@ Apterae, nicht jedoch an Tag
drei. Die ungefliigelte Morphe baute indessen an drag eine grol3ere Menge an Acetat in
freie Fettsauren ein. Wenn man den Einbau in dischéedenen Lipidklassen einer Morphe
von Tag null zu Tag drei vergleicht, so kann mam der ungefliigelten Morphe keine
Veréanderungen feststellen. Bei der gefliigelten Mergedoch war an Tag drei die Synthese

von DAG geringer und die von TAG hoher als zuvoiTag null (Abb. 36).
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Abb. 34: Acetateinbau in Phospholipide (PL), Freettsauren (FFA), Diacylglyceride (DAG) und
Triacylglyceride (TAG) bei Tag O alten adulten Am@te und Alatae. Mann-Whitney-U Test,
Mittelwertex S.E., 10 Kohorten, n=10 pro Kohorte.
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Abb. 35: Acetateinbau in Phospholipide (PL), Freettsauren (FFA), Diglacylglyceride (DAG) und
Triacylglyceride (TAG) bei Tag 3 alten adulten Amte und Alatae. Mann-Whitney-U Test,
Mittelwertex S.E., 10 Kohorten, n=10 pro Kohorte.
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Abb. 36: Acetateinbau in Phospholipide (PL), Freettsauren (FFA), Diglacylglyceride (DAG) und
Triacylglyceride (TAG) bei Apterae und Alatae angT@ und Tag 3 des Adultstadiums. Mann-
Whitney-U Test, Mittelwerte: S.E., 10 Kohorten, n=10 pro Kohorte.
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3.6.4 Einfluss von Grybi-AKH auf den Einbau von gatein Gesamtlipide

Die Zugabe von Grybi-AKH verursachte nur bei hol&mnzentrationen von 5 x

10*M eine tendenzielle Hemmung des Acetateinbaus Baéipid (Mann-Whitney-U Test:

p = 0,065) (Tab. 1).

Tabelle 1: Hemmung des Acetateinbaus in Gesamtlipicth verschiedenen Konzentrationen von
Grybi-AKH bei adulten Apterae. Mann-Whitney-U TeMittelwerte + S.E., 6 Kohorten, n=10 pro

Kohorte.

Acetateinbau in Lipid [pmol/h]

Grybi-AKH [M] Kontrolle

10° 189 +1,1
10° 22,3+4,7
5x 10* 26,6 +3,4

17,8+2,5
18,7+1,9

18,8 +0,9

Hemmung [%]
6,2
15,9

29,2

3.6.5 Einfluss von Methopren auf den Einbau von tacen einzelne
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Abb. 37: Acetateinbau in Phospholipide (PL), Frieegtsauren (FFA), Diglacylglyceride (DAG) und
Triacylglyceride (TAG) bei Alatae an Tag 0 des Adtddiums nach Behandlung mit Methopren bzw.
Aceton oder ohne Behandlungerte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sidht signifikant bei

p < 0,05. Kruskal-Wallis-ANOVA, Mittelwerte: S.E., 7-13 Kohorten, n=10 pro Kohorte.
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Abb. 38: Acetateinbau in Phospholipide (PL), Frieettsauren (FFA), Diglacylglyceride (DAG) und
Triacylglyceride (TAG) bei Alatae an Tag 3 des Adtddiums nach zweimaliger Behandlung mit
Methopren bzw. Aceton oder ohne Behandlugerte mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich
nicht signifikant bei p< 0,05. Kruskal-Wallis-ANOVA, Mittelwertet S.E., 6-14 Kohorten, h=10 pro
Kohorte.

Die nach Methode 1 (siehe 2.6.6) mit Methopren bhdblien Tiere unterschieden sich
weder an Tag null noch an Tag drei des Adultstadiusignifikant von den Aceton-
behandelten Tieren. Allerdings gab es signifikaigerschiede zwischen unbehandelten und
behandelten Tieren. Bei Messungen an Tag null sechéxden sich unbehandelte und
behandelte Tiere in der Synthese von freien Fettsdund an Tag drei in der Synthese von
Phospholipid (Abb. 37 und 38).

Um den durch das Ldsungsmittel Aceton verursachtbemischen Stress zu
verringern, wurde in einem weiteren VersuchsansidzMethode 2 (siehe 2.6.6) fur die
Behandlung mit Methopren gewahlt. Die Alatae bauteghr Acetat in TAG und weniger
Acetat in freie Fettsauren ein als die Kontrolkiedie nur mit Isooctan behandelt worden
waren (Abb. 39). Die topikale Applikation von Meflten hatte keinen signifikanten Einfluss

auf die Einbaurate in Phospholipide und in DAG.
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Abb. 39: Acetateinbau in Phospholipide (PL), frEiettsauren (FFA), Diglacylglyceride (DAG) und
Triacylglyceride (TAG) bei Alatae an Tag 3 des Adtddiums nach zweimaliger Behandlung mit
Methopren bzw. Isooctan oder ohne Behandlung. Kadékallis-ANOVA, Mittelwerte + S.E., 6
Kohorten, n=10 pro Kohorte.

3.7 Zuckergehalt in der Hamolymphe

3.7.1 Veranderung der Zuckerzusammensetzung eé@olymphprobe bei
Raumtemperatur

Wurde eine Hamolymphprobe (12,5 nl Hamolymphe in @A% H,O) bei
Raumtemperatur gelagert, nahm der Anteil von Togwmlam Gesamtzucker mit einem
BestimmtheitsmaR von?R= 0,977 ab (y = -0,375 x + 71,249), wahrend derefinton
Glucose zunahm (y = 0,375 x + 28,751) (Abb. 40). Wweranderungen der
Zuckerzusammensetzung aufgrund der Raumtemperatur verringern, wurden die
Hamolymphproben flir die folgenden Versuche sofoachn der Abnahme bei —70°C

eingefroren und direkt nach dem Auftauen gemessen.
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Abb. 40: Anteil von Trehalose und Glucose am Gesgaadkier in der Hamolymphprobe nach ca. 10,
90 und 150 min bei Raumtemperatur.

3.7.2 Zuckergehalt in der Hamolymphe von Apterag Alatae
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Abb. 41: Trehalosegehalt der Hamolymphe im viertemvenstadium (L4) und im Adultstadium
(Adult) bei Apterae und Alatae unterschiedlichertefd. Mann-Whitney-U Test mit Bonferroni-
Korrektur, Mittelwertet S.E., 16-20 Kohorten, n=1-4 pro Kohorte.
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In der Hamolymphe der Blattlause konnten die ZucKeehalose und Glucose
nachgewiesen werden. Bei adulten ungefligeltentlBlesten betrug die Konzentration von
Trehalose durchschnittlich 328,5 mM und die von d8ke 15,7 mM. Der Glucosegehalt
machte also im Durchschnitt nur 4,56% des Zuckergehaus. Da sich der Anteil von
Glucose und Trehalose abhangig von der LagerungRBemtemperatur veranderte (siehe
3.7.1) und Glucose mdglicherweise nur ein Artefak{siehe 4.4), wurde der Glucosegehalt
fur die folgenden Versuche vernachlassigt. Die tedgefliigelte Morphe hatte mit 40448
21,4 mM einen hoheren einen Trehalosegehalt irHdemolymphe als die ungefliigelte (Abb.
41). Im letzten Larvenstadium hatten die beiden pPHen vergleichbare
Trehalosekonzentrationen. Der Trehalosegehalt nairden Alatae vom Larvenstadium zum
Adultstadium zu, wahrend es bei den Apterae zwisd®en Altersstadien keine Unterschiede

gab.

3.7.3 Zuckergehalt in der Hamolymphe von Adulttre(@ag 0-4)
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Abb. 42: Trehalosegehalt der Hamolymphe von Aptéra@dultstadium von Tag O bis Tag 4. Werte
mit gleichen Buchstaben unterscheiden sich nigttikant bei p< 0,05. Kruskal-Wallis- ANOVA,
Mittelwerte+ S.E., 8 Kohorten, n=1-4 pro Kohorte.

Die Trehalosekonzentration nahm im Adultstadium vicag null zu Tag zwei zu
(Spearman Rangkorrelation: R=0,605; p=0,002) umk skann von Tag zwei zu Tag vier
wieder ab (Spearman Rangkorrelation: R=-0,498; @3€), (Abb. 42). An Tag zwei des
Adultstadiums war der Trehalosegehalt signifikaitidr als an Tag O.
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3.7.4 Einfluss von Grybi-AKH auf den Zuckergehaltder Hamolymphe

Durch die topikale Applikation von 100 pmol GrybKM pro Blattlaus wurde keine
signifikante Veranderung der Trehalosekonzentrationder Hamolymphe hervorgerufen
(Abb. 43). Auch nach vier, sechs und zwdlf Stundeéangern konnten keine AKH-
spezifischen Auswirkung beobachtet werden. Nur magli Stunden war eine tendenzielle
Abnahme des Trehalosegehalts bei den mit Grybi-Ai@Handelten Tieren zu erkennen.
Auch bei gefligelten adulten Blattlausen machteBkaandlung mit Grybi-AKH nach sechs
Stunden Hungern keinen Unterschied (Mann-Whitneyadt: p = 0,827; 3 Kohorten, n=1-4
pro Kohorte).

Bei den apteren Kontrolltieren veranderte das lRagte zwei bis zwolf Stunden den
Trehalosegehalt in der Hamolymphe nicht (Spearmamgkorrelation: R = 0,075; p = 0,760).
Zwischen den verschiedenen Fastenzeiten der Ktidrel gab es keine signifikanten
Unterschiede im Trehalosegehalt (Kruskal-Wallis-ANO Hsq = 2,338; p = 0,505). Auch
die gefligelte Morphe zeigte zwischen zwei und sestunden Hungern keine Verdnderung
in der TrehalosekonzentratigiMann-Whitney-U Test: p = 0,857; 3-4 Kohorten, n&pro
Kohorte).
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Abb. 43: Trehalosegehalt der Hamolymphe von adulipterae nach Applikation von Grybi-AKH
nach 2, 4, 6 und 12 h. Mann-Whitney-U Test, Mittelte+ S.E., 4-7 Kohorten, n=1-4 pro Kohorte.
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4 Diskussion

4.1 Versuch der Identifizierung desA. pisum AKHs

In fast allen Insektenordnungen konnten bisher ARgptide nachgewiesen werden;
dabei wurden bis zu vier verschiedene Isoformeneimer Insektenart gefunden. Die
Peptidsequenz besteht meist aus acht bis zehn Aiunen, die am N-Terminus mit einem
Pyroglutamatrest und am C-Terminus mit einer Amigge blockiert sind. Aul3erdem ist ein
Tryptophan an Position acht und mindestens einmaische Aminosaure, Phenylalanin oder
Tyrosin, an Position vier enthalten AGE et al., 1997; N DER HORST, 2003; G\DE, 2004).
Eine Ausnahme stellt das Vanca-AKH dar, das aus Destelfalter Vanessa cardui isoliert
wurde. Es ist nicht amidiert und besteht aus elfirlasduren (KLLISCH et al., 2000). Auch
die Gensequenz von einigen AKH-Peptiden ist betmtsannt. Der AKH-Precursor beginnt
mit einem Signalpeptid, gefolgt von dem AKH-Peptiinidierungs- und Processing-Sites
und einem Precursor-Related-Peptid (APRPRADE 2004). APRP, dessen biologische
Funktion bisher noch nicht aufgeklart werden konme&gt eine Sequenz-Homologie mit dem
humanen GRF (growth hormone-releasing factor). Zngehdrigkeit von AKH und APRP
zu einer GRF-Superfamilie scheint daher moéglichv(&N et al., 2004).

Die in der vorliegenden Arbeit gefundene TeilsequedFST- (siehe 3.1) entspricht
einem Teil des AKHs voferyllus bimaculatus (Grybi-AKH: pQVNFSTGWamid). Es wurde
angenommen, dass das isolierte Peptid mit demtbdrekannten Grybi-AKH lbereinstimmt.
Daher wurde das Grybi-AKH fir einige Versuche verdet, namlich fir die Messung des
Einflusses von AKH auf den Zuckergehalt der Hamgligen den Acetateinbau in
Gesamtlipid und den Glucoseeinbau in Glykogen &sB.1 und 5.4.1). Leider konnte auch
nach nochmaligem Aufreinigen und Testen keine télidige Sequenz erhalten werden. Aus
diesem Grund wurde auf einem anderen Weg nach de€rh gesuchtDie Recherche in den
ersten bisher veroffentlichten Sequenzen des Genomé. pisum ergab ein mutmalliches
A. pisumtAKH (QVNFTPTWGQamid), das aus zehn Aminosaurendygs am N-Terminus
ein Glutamin enthalt, am C-Terminus amidiert ist)y Rosition vier die aromatische
Aminosaure Phenylalanin und an Position acht eigptophan enthélt (siehe 3.2). Das
Alignment zeigte die gro3e Homologie dieses Peptileanderen Insekten-AKHs (Abb. 12).
TiLLEY et al. (2000) versuchten bereits AKH-&hnliche Repbei der Blattlausviegoura
viciae zu finden. Die Autoren schlossen aus ihren Ergedam auf eine strukturelle Analogie
der AKH-&hnlichen Peptide iM. viciae zu einem AKH vonLocusta migratoria (Lom-

AKH1).  Tatsachlich  entspricht die  Aminosduresequenzon  Lom-AKH1
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(PQLNFTPNWGTamid) bis auf drei Aminosauren der des mutmalflicAepisum-AKHS.
Die mutmallicherA. pisumrAKH Precursor wurden nicht kloniert, somit handedt sich bei
dem hier gezeigten Stammbaum (Abb. 13) um einenothgtischen Vergleich der
mutmallichen Blattlaus-AKHs mit Blattlaus-verwandtérten, wie den Schaben und
Heuschrecken, sowie mit Dipteren und Lepidoptere ust daher als Prognose fir
zukinftige Untersuchungen zu verstehen. Die Vendlitdhung desA. pisum Genoms erfolgte
leider erst in der Ausarbeitungsphase dieser Dasamsschrift und somit zu spat, um Tests

mit dem mutmalflicheA. pisum-AKH durchzufihren.

4.2 Stoffbestand

Bei vielen flugelpolymorphen Insektenarten wurdénost ein Trade-off zwischen
Flugfahigkeit und Reproduktion bestatigt EqER, 1985; £RA & DENNO, 1997).
Physiologische Untersuchungen @nyllus firmus unterstitzen die Annahme eines intern
gesteuerten Trade-offs. Bei diesen Tieren gibtves Morphen: die flugfahige (macroptere)
Morphe mit vollstandig entwickelten Fligeln und éliggunfahige (brachyptere) Morphe mit
reduzierten Flugeln. Zwischen den beiden Morphernrdeueine negative Korrelation
zwischen Flugmuskelmasse und Ovarienmasse gefurd&rA & DENNO, 1997).
Untersuchungen zeigen, dass flugfahige Grillen irargieich zu flugunfahigen, einen
erhohten Atmungsstoffwechsel haben, der die hohestdd der Flugfahigkeit deckt. Das
Ausmal3, in dem die Flugfahigkeit die Reprodukti@nmindert h&ngt bei diesen Tieren vom
Energiebudget ab und damit auch von der Nahrurgy,edi Tier aufnimmt. Eine erhohte
Nahrungsaufnahme kann also unter Umstanden dieeKddt das Fliegen ausgleicherega
& DENNO, 1997). Nicht nur von flugelpolymorphen Tieren iin Trade-off zwischen
Flugfahigkeit und Reproduktion bekannt. Bei einedexren GrillenartGryllus bimaculatus,
werden die Energiespeicher im Fettkorper zu Bedes Adultstadiums gefillt, wahrend sich
zur gleichen Zeit das Flugmuskel-Wachstum erholpét& werden die Energiespeicher
zugunsten des Oocytenwachstums geleert. Wenn digiespeicher des Fettkorpers beinahe
vOllig aufgebraucht sind, nimmt auch die Flugmusiedse ab, was auf einen Verbrauch der
Flugmuskelsubstrate zugunsten der OocytenproduktibhelR3en lasst @RENZ 2007).

Das Frischgewicht war wahrend der ersten drei lrestaglien bei beiden Morphen von
A. pisum ahnlich grol3 (Sumuki et al.,1990). Ab dem vierten Larvenstadium bis ins hohe

Alter allerdings waren ungefligelte Blattlause sehav als gefligelte (Abb. 14). Zu einem
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ahnlichen Ergebnis kamen auch schosunuki et al. (1990), die Blattlause, die dem
sogenannten ,crowding“ unterzogen worden waren @&omit wohl hauptsachlich gefligelt
waren) mit isoliert aufgezogenen Blattlausen (uliigedt) verglichen. Ungefligeltd. pisum
haben also ein groRReres Frischgewicht als geféig&er Grund konnte in der hdheren
Reproduktionsrate der Apterae liegen, denn apt&repisum kénnen pro Weibchen
durchschnittlich 98,9 Nachkommen haben, wahrenda&laur 70 Larven produzierensd

& KawaDpA, 1987). Adulte, im Freiland gesammelte Apterae,rewa mit einem
Durchschnittsgewicht von 2,278 mg ¢MiwAKI et al.,2003) nur geringfugig leichter als die
in dieser Arbeit im Labor aufgezogenen Blattlausat rainem durchschnittlichen
Frischgewicht von 2,44 mg (Abb. 14). Das Gewicht Apterae nahm im Zeitraum vom
letzten Larvenstadium bis zu Tag drei des Adulistad stark zu und blieb dann bis ins
hohen Alter konstant. Die Ursache kdnnte die hoReproduktionsrate im friihen Adultalter
sein. Von Grillen beispielsweise weil3 man, dassfarfang des Adultstadiums die meisten
Eier produziert werden. So findet bereits ein Britdis ein Viertel der gesamten Eiproduktion
in den ersten funf Tagen des Adultstadiums statR@nz & ANAND, 2004; LORENZ 2007).
Bei der gefligelten Morphe vol. pisum nahm das Gewicht wahrend des letzten
Larvenstadiums zu, fiel zum Adultstadium leichtwatdl stieg dann wieder bis ins hohe Alter
an (Abb. 14). Der Gewichtsanstieg von Tag dreiifisshohe Alter hangt wohl ebenfalls mit
der Reproduktion zusammen, da bei der gefligelteph® erst an Tag zwei bis drei des
Adultstadiums das Abdomen aufgrund des Wachstumd&ddryonen anschwillt und erste
Larven abgesetzt werden (eigene Beobachtungen). Zuthe der Reproduktionsperiode, an
Tag 20 des Adultstadiums, glichen sich die beidemwpgiien in Bezug auf das Frischgewicht
an (Abb. 14). Bei beiden Morphen wurde ein Absetnem Larven bis zum Ende der

Messperiode beobachtet.

Der Wassergehalt von adulten Apterae an Tag ngllAtultstadiums lag bei 81,1%
(Abb. 15) gleichauf mit den gemessenen 80% veBCSY et al. (2003) bei jungen adulten
Apterae. Adulte Alatae hatten am ersten Tag ihmésltatadiums ein hoheres Trockengewicht
als Apterae und auch im letzten Larvenstadium vear Trockengewicht tendenziell hoher.
Grinde dafur kénnen die Flugel, bzw. die in denvearbereits vorhandenen Fligelanlagen
der Alatae sein. Auf der anderen Seite ist bei Altae auch die Flugmuskulatur starker
ausgebildet, was wiederum zu einer Erh6hung dear@@gsssergehaltes fihren kdnnte. Beli
beiden Morphen stieg der Anteil des Trockengewietéiirend des letzten Larvenstadiums

an. Wahrend bei der gefligelten Morphe das Trookeraht auch am ersten Tag des
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Adultstadiums weiter zunimmt, sinkt bei der unggélien Morphe der Anteil des
Trockengewichts am ersten Tag und steigt dann grdii@ des Adultstadiums wieder an. Die
unterschiedliche Reproduktionsleistung in diesemerabbschnitt kdonnte eine maogliche
Erklarung dafur sein. Der hohere Gehalt an Stoffionenten der Alatae im Vergleich zu den
Apterae kann zu einem Kkleinen Teil (4,88%) auch @erm niedrigeren Wassergehalt der
gefligelten Morphe am ersten Tag des Adultstadiumsickzufihren sein, da die
Stoffkomponenten pro mg Frischgewicht angegeberdemurim Larvenstadium und hoheren
Adultalter unterschied sich das Trockengewichtghdtiigelten Morphe nicht signifikant von

dem der ungefllgelten.

Die gefligelte Morphe hatte wahrend des ganzenrBimtbungszeitraums, abgesehen
von Tag zehn des Adultstadiums, immer einen héhémteingehalt als die ungefligelte
Morphe (Abb. 16). Wahrend bei der ungefliigelten phar von Tag null zu Tag drei des
Adultstadiums eine starke Abnahme des Proteingelfedtgestellt werden konnte, nahm bei
der gefliigelten Morphe die Menge an Protein imrdain von Tag null zu Tag zehn ab. Die
Ursache fir diesen Unterschied durfte in der fréheund hoheren Reproduktion der
ungefliigelten Morphe liegen, bei der vermutlichlfgdMengen an Protein fir das Wachstum
der Embryonen benotigt werden. Durch die langei@reproduktive Periode fingen die
Alatae erst ab drei Tagen mit dem Absetzen dereluag, wahrend die Apterae sofort nach
dem Schlupf zum Adultstadium damit begannen (eigge@bachtungen). Den Proteingehalt
von 5,6% des Frischgewichts von adulten Apterag&amnnull bestatigen die Untersuchungen
von SPECTY et al. (2003), die einen Proteingehalt von 5,7% jbegen adulten Apterae

fanden.

Der Glykogengehalt war bei der gefligelten Morphemz Ende des letzten
Larvenstadiums 2,7mal héher als zu Beginn. Beiuhgefligelten Morphe stieg der Gehalt
an Glykogen in dieser Zeit 1,8fach an (Abb. 17).sDaestétigt die Ergebnisse von
SRIVASTAVA (1965) und TBumukl et al. (1990), die ebenfalls eine Zunahme des
Glykogengehalts im Larvenstadium und eine Abnahrdbrend der Hautung zum Adulttier
bei aptererA. pisum feststellen konnten. Auch bei den Alatae wurdesiteiin einer anderen
Untersuchung (Sumuki et al., 1990), eine starke Abnahme bei der Hautzom
Adultstadium festgestellt. In der vorliegenden Atbeonnte, im Gegensatz zu friheren
Untersuchungen, der Unterschied zwischen den beitorphen auch statistisch

nachgewiesen werden. Die starke Abnahme der Glylspggcher vom Larven- zum
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Adultstadium koénnte mit der Chitinsynthese fur Hi&gutung und bei den Alatae zusatzlich fur
den Aufbau von Flugeln zusammenhé&ng@och im letzten Larvenstadium vddanduca
sexta verandert sich der Kohlenhydrat-Metabolismus stBee Glykogengehalt im Fettkorper
sinkt ab und die Autoren sehen den Grund in detil@ynthese (&GERT, 1987). Allerdings
ist Manduca sexta ein holometaboles Insekt, so dass diese Ergebnisseohne weiteres auf
ein hemimetaboles Insekt, wie pisum tbertragen werden kdnneévergleicht man die Werte
der vorliegenden Untersuchungen, so stehen beiejuradulten apterei\. pisum ein
Glykogengehalt von 38,37 ug/mgrRISASTAVA, 1965) und 24,4 pug/m@PECTY et al., 2003)
einem Wert von 19,54 pg/mg in der vorliegenden Arlgegentber (Abb. 17). Bei
SRIVASTAVA (1965) allerdings ist das Alter in Tagen angegebed nicht, wann der Schlupf
zum Adultstadium stattfand, was abhangig von assben Faktoren, wie z.B. Temperatur
sein kann. ©CKBAIN (1961) gibt fur junge adulte (ungeflogene) Alataa Aphis fabae einen
Glykogengehalt von 0,5 bis 1% des Frischgewichts vaas mit den in dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnissen von 1,36% ARirpisum vergleichbar ist. BeAphis fabae nimmt
wahrend des Fliegens der Glykogengehalt mit 0,06888n der ersten und 0,0006 mg in der
zweiten Stunde ab (@kBAIN, 1961). In der vorliegenden Arbeit konnte wahreshet
potentiellen Flugphase voA. pisum (Tag null bis Tag drei des Adultstadiums) zwareein
leichte Abnahme des Glykogengehalts festgestelitiere diese war jedoch nicht statistisch
signifikant (Abb. 17).

Der Trehalosegehalt des Chinesischen TussaspiAnéieraea pernyi steigt vom Ei
zu Puppe an und nimmt dann in der weiteren Entwitklwieder ab (WATT, 1967). Bei
Spodoptera litoralis wurde ein kontinuierlicher Anstieg der Trehaloseentration wahrend
der Entwicklung gemessen d¢BTOR 1974). Der Gehalt an freien Kohlenhydraten shbeg
der ungefliigelten Morphe voh pisum an Tag drei des Adultstadiums stark an und fiehdan
zu Tag zehn wieder ab (Abb. 18). Um dies ndherrgarauchen, wurde der Trehalosegehalt
in der HAmolymphe von Tag null bis vier des Adaltstms gemessen. Von Tag null zu Tag
zwei stieg der Trehalosegehalt auch in der Hamohgmgn und nahm dann wieder auf Tag
vier ab (Abb. 42). Erhohte Titer an freien Kohleditgten kdnnten entweder ein Hinweis auf
eine gesteigerte Energiemobilisierung oder auf gasteigerte Nahrungsaufnahme sein. Zum
jetzigen Zeitpunkt ist noch nicht klar, warum zvies vier Tage alte Apterae mehr Nahrung
aufnehmen oder mehr Energie mobilisieren. Die gelté Morphe hatte am Ende des letzten
Larvenstadiums und wahrend des Adultstadiums, @&bgesvon Tag drei, einen hdheren

Gehalt an freien Kohlenhydraten als die ungefliggdtorphe. Das kdnnte, genau wie der
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hohere Trehalosegehalt in der Hamolymphe (siehe, 4eth Tribut an die hohere
Stoffwechselleistung der Alatae sein. Die alatervéa der Grunen Pfirsichblattlandyzus
persicae beispielsweise zeigen eine hohere Stoffwechsekittt als die apteren Larven
(KUNKEL & HERTEL, 1975).

Bei Insekten kann Lipid 1 bis 50% des Frischgevaciiismachen E&NAKKERS et
al., 1985). Mit einen Lipidgehalt von 1,92% dessEhgewichts hatte die ungefligelte
Morphe vonA. pisum am ersten Tag ihres Adultstadiums einen im Vethleiu anderen
Insekten geringen Gehalt an Lipid (Abb. 19). Aufgiu der standig vorhandenen
Nahrungsquelle ist ein gro3er EnergiespeicherigsedTiere wohl auch nicht notwendig. Die
gefligelte Morphe hat mit 2,98% des Frischgewichitsen hoheren Lipidvorrat als die
ungefliigelte, der sowohl als Energiequelle fir 8&rg, als auch als Energiespeicher dienen
kann. Geflugelté\. pisum kénnen ohne Wirtspflanze langer tUberleben als flinggdte (Tsual
& KaAwaDA, 1987; HhzeLL et al, 2005). Auch bei anderen BlattlAusen gibtee
Wechselbeziehung zwischen Uberlebensfahigkeit, &igition und Lipidreserven. Eine
groRere Widerstandsfahigkeit gegen Hungern ist thegait der GonadengroRe, bzw. der
Anzahl der Ovariolen, und gleichzeitig positiv rdén Lipidreserven korreliert (KoN, 1995;
WALTERS & DIxON, 1983). Bei aptere\. pisum ist eine negative Korrelation zwischen
Uberlebenszeit ohne Wirtspflanze und Fruchtbatbeiiannt (BvynN et al., 2005).

FEBVAY et al. (1992) verglichen die Lipidzusammensetzuog adulten Apterae im
Alter von null bis drei Tagen mit adulten Alataebekannten Alters. Sie fanden einen
Fettsduregehalt von 27,6 ug/mg fur die ungefligettd von 39,3 pg/mg fir die gefligelte
Morphe. Bei dieser Untersuchung wurde also bei gidtiigelten Morphe ebenfalls ein
hoherer Lipidgehalt gemessen. Doch die Werte Ubeggen den in der vorliegenden Arbeit
gemessenen Lipidgehalt (Abb. 19). Dafir kann essoleedene Grinde geben. Der
Lipidgehalt ist abhéangig von der Nahrung. Ob eitetBaus auf einem Keimling oder einem
Nebenblatt einer Pflanze aufgezogen wird, hat Adawigen auf den Lipidgehalt und auf die
Zusammensetzung der LipidklassemoftamA et al., 2000). Ebenso kann das Alter der
Wirtspflanze eine Rolle spielen EBGMAN et al., 1991). Bei anderen Blattlausarten wurde be
adulten Tieren noch ein weit héherer Lipidgehalbh ¥i2% bis zu 12% des Frischgewichts
gefunden (&BERT, 1967).

Gefligelte Blattlause wurden in der Vergangenheites im Hinblick auf den
Lipidgehalt erforscht, einzig @kBAIN (1961) untersuchte den Fettgehalt von gefligeen
fabae vor und nach dem Flug. Der Fettgehalt der ungefieg Tiere lag bei 3 bis 12% des
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Frischgewichts, abhéngig von der Wirtspflanze ued Aufzuchtsart (Labor oder Freiland)
und nahm wahrend des Fliegens mit 0,005 mg Liped$iunde ab. Lipid ist mit 70 bis 90%
vor allem in der spateren Flugphase der wichtiggennstoff bei dieser Blattlausart. Wenn
man A. fabae mit A. pisum vergleicht, muss bertcksichtigt werden, dass ditigeltenA.
fabae zu ihrem Sekundarwirt wandern und somit der Fluge egrof3ere Rolle im
Lebenszyklus der Blattlause spielt, als bei demhiigeftenA. pisum, die nur fakultativ einen
Wirtswechsel vollziehen. Die Abnahme des Lipidgehalon Tag null bis ins hohe Alter
(Abb. 19) kann dennoch durch den Verbrauch von dgiediir das Fliegen erklart werden. Bei
gefligelten Blattlausen schwillt ab Tag zwei bisiddes Adultstadiums aufgrund des
Wachstums der Embryonen das Abdomen an (eigene aBbtumgen). Wahrend des
Untersuchungszeitraums konnten nie Alatae beobiawrgelen, die trotz ihres dicken, mit
Embryonen gefillten Hinterleibs, geflogen waren.h&aliegt die Vermutung nahe, dass
geflligelte Blattlause ausschlief3lich als junge #dure bis zum Alter von drei Tagen fliegen
und sich nach dem Absetzen der ersten Jungtieeedigiungefligelten Tiere, nur noch auf
der Wirtspflanze aufhalten. Die starke Abnahmeldpglgehalts vom ersten Tag zu Tag drei
des Adultstadiums weist daher auf die Funktion Mpid als Flugsubstrat hin.

Bei der gefligelten Morphe der Maisblattla®isopal osiphum maidis nahm, wie auch
in der vorliegenden Arbeit be\. pisum, der Lipidgehalt vom Larvenstadium zur Hautung
zum Adultstadium zu und dann mit fortschreitendefterAwieder ab (IQUIDO & IRWIN,
1985). Der Lipidgehalt ist bei den Alatae vAnpisum wahrend des letzten Larvenstadiums
und bis zu Tag drei des Adultstadiums hoher als den Apterae (Abb. 19). Keine
Unterschiede zwischen den Morphen scheint es dagbge der Zusammensetzung der
Fettsduren zu geben. Bei der Zierlalikerioaphis maculata unterscheidet sich die
Fettsaurezusammensetzung von gefligelten und uiggén Larven und Adulttieren nicht
(BERGMAN et al., 1991), und auch REBENWAY et al. (1974) fanden in Bezug auf die
Zusammensetzung von TAG gleich Mengen an Myrigtimd Palmitinsaure bei gefligelten
und ungefliigelten BlattlAusen. Einzig die Lipidmersgheint den Unterschied zwischen den
beiden Morphen auszumachen (Abb. 19). Auch Reapterus ist der Lipidgehalt in der
Hamolymphe von gefligelten Tieren im Alter von 8 bD Tagen hoher als bei ungefligelten,
ebenso ist die Lipidmobilisierung und auch die Kemtzation an AKH in der Hamolymphe
und im zentralen Nervensystem erh6hb¢8A et al., 2005). Von GrillenGryllus firmus) ist
bekannt, dass die flugfahige Morphe wahrend deeer$age des Adultstadiums, wenn das
Ovarienwachstum bei dieser Morphe verzogert isthrm@esamtlipid besitzt ERA &
LARSEN, 2001).
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Da der Phloemsaft von Pflanzen viele Kohlenhydrateer nur sehr wenig Lipid
enthalt, mussen Blattlause den Grol3teil der Fettsaulie sie brauchen, selbst synthetisieren
(DiLLwiTH et al., 1993). Kohlenhydrate, Acetat und einigeidgsauren kénnen bei Insekten,
ahnlich wie bei Saugern und anderen Tieren, zus&@tén umgebaut oder oxidiert werden
(BEENAKKERS et al., 1985) Saccharose ist die dominante Komponente im Phldémsa
FEBVAY et al. (1999) untersuchten das Schicksal von aofgenener SaccharoseAnpisum.

25 bis 30% der Saccharose werden veratmet, wals@ddins Gewebe eingebaut werden.
Der grofdte Teil davon wird in Lipid eingebaut undaz hauptséchlich in TAG und
Phospholipide Bei der Grille G. firmus baut die flugfahige (macroptere) Morphe, die im
Vergleich zur flugunfahigen (brachypteren) einezégerte Reproduktion hat, einen gréf3eren
Anteil an Glycin in Lipid (vor allem in TAG) ein aldie flugunfahige. Die brachyptere
Morphe dagegen baut mehr Glycin in Ovarproteine &irch in Bezug auf ihre bevorzugten
Oxidationsstoffe unterscheiden sich die beiden Merp Wahrend die flugunfahigen Tiere
die Oxidation von Fettsduren bevorzugen, oxidiglerflugfahigen Tiere mehr Aminosauren,
um die Fettsduren als Energiequelle fur den Fldgusparen. Fur die flugunfahige Morphe
dagegen sind Aminosauren offenbar wichtiger firRiesynthese von Ovarproteinene@a

& ZHAO, 2003b, 2006). Die flugfahige Morphe hat aul3erdedinere Aktivitdten von
lipogenen Enzymen und eine hohere Aminotransfetdsieitat (ZHAO & ZERA, 2001; ZRA

& ZHAO, 2003a). Diese, je nach Morphe, verschiedenen hdésmuswege konnten auch bei
Blattlausen existieren. So nimmt bei der gefligelddorphe vonA. pisum der Gehalt an
Glykogen vom Ende des letzten Larvenstadiums zunltétddium stark ab, wahrend der
Lipidgehalt stark zunimmt. Mdglich wére ein AbbaonvGlykogen hin zu Acetyl-CoA fir die
Lipidsynthese Der Proteingehalt ist in seinem Verlauf, wenn abe der gefligelten auf
einer hoheren Ebene, bei beiden Morphen gleich. Nkann spekulieren, dass die
Aminosauren, je nach Morphe, wie b@. firmus in die Energieproduktion oder die
Biosynthese gesteckt werdebeflligelte Larven der Blattlaud. persicae haben eine hdhere
Isocitrat-Dehydrogenase Aktivitat als ungefligéfeHAavi & TAHORI, 1972). Allerdings hat
ein anderes Enzym des Citratcyclus, die Malat-Dedgehase eine ahnlich hohe Aktivitat bei
beiden Morphen. Die alaten Larven dieser Blattldusdhaben eine hohere
Stoffwechselintensitat als die apteren Larven. Ad@m nutzen die alaten Larven, im
Vergleich zur ungefligelten Morphe, weniger Aminasi, aber mehr Glucose aus ihrer
Nahrung. Der héhere Glucoseverbrauch entspricht eldrdhten Lipidgehalt der gefligelten
Morphe, wahrend der groRere Aminosaurenverbrauchapgteren Tiere durch die héhere

Reproduktionsrate begriindet wirdykkeL & HERTEL, 1975).
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Die intraklonale Variation der Korperfarbe von Blétisen kann intermorph oder
intramorph sein. Wéhrend die intermorphe Modifigatizwischen verschiedenen Morphen
vorkommt, kann die intramorphe Farb&nderung inrbritkes Lebens eines Individuums
stattfinden. Sie kann durch Umweltfaktoren ausdgelWisrden und ist teilweise reversibel
(MivAazaki, 1987). Bei einer hohen Temperatur von 30 bis 3b&fd unter ,crowding®
Bedingungen verandert sich die Korperfarbe opisum (MULLER, 1961; ROHLICH, 1962).

M. persicae verandert ihre Korperfarbe bei ,crowding” und sufiter Qualitat der
Wirtspflanze von gelb zu weil3lich-gelb, von grinsahwach gelb und von rot zu grinlich.
Bei besseren Nahrungsbedingungen kann die Origiefwieder hergestellt werdengghh

& TAKADA, 1977). Lasst mam\. pisum hungern, so verblassen die Tiere und ihre rosa
Kdrperfarbung wird heller (gelb-grinlich) (eigenedbachtung). Rosa gefarlAepisum sind
schwerer als hell gefarbte (Abb. 22 und 23). AuBerdst an Tag drei des Adultstadiums bei
rosa gefarbten Apterae der Kohlenhydratgehalt urel Blatae der Protein- und
Glykogengehalt signifikant hoher als bei hell gbtéan (Abb. 25 und 27). Auch bei den
anderen Stoffkomponenten scheinen die rosa geférbtre vorne zu liegen, was jedoch
nicht statistisch nachzuweisen war, da die Stidmmgrof3e zu klein war. Dreitdgige rosa
gefarbte Alatae haben beispielsweise tendenziatierei héheren Kohlenhydrat- und
Lipidgehalt als hell gefarbte und auch null- un@itdgige Apterae mir einer rosa Farbung
haben einen tendenziell hoheren Glykogengehalhellsgefarbte Tiere. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass die Farbung der Blattlause mistdéitichen Zusammensetzung bzw. dem

Ernahrungszustand der Tiere zusammenhangt.

4.3 Glykogen- und Lipidsynthese

Der Protease-Inhibitor wurde fur die Experimentet AKH verwendet, um zu
verhindern, dass das AKH-Peptid wahrend der Inkabadlurch Proteasen abgebaut wird.
Zwar wurde der Darm entfernt, es konnte aber ractsigeschlossen werden, dass sich noch
Proteasen im Inkubationsmedium befanden. Proteas@&®grdem noch Invertasen und wenige
Amylasen, sind hauptsachlich im Darm vAnpisum zu finden (RIVASTAVA & AUCLAIR,
1963).

Der Glykogengehalt nahm gegen Ende des Larvenstadzum Adultstadium bei
beiden Morphen ab, der Einbau von Glucose in Glgkodagegen &ndert sich vom letzten
Larven- zum Adultstadium nicht. Die Abnahme deskBfengehalts konnte somit auf einen
verstarkten Glykogenabbau zurtck zu flihren seire Bilykogensynthese war bei den
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gefligelten Blattlausen im Adultstadium héher ads een ungefliigelten. In Bezug auf den
Glykogengehalt unterscheiden sich die beiden Morgldoch nicht (Abb. 17). Das lasst auf
einen erhthten Glykogenabbau der gefligelten MorglcelieRen. Die angegebenen
Einbauraten der Glykogensynthese aus Glucose (2®pgalten fur die Annahme, dass nur
die Glucose im Medium als Substrat fungiert undn&eweitere Glucose aus Trehalose
entsteht. Allerdings wurde in einem weiteren Vebsdee Glykogensynthese aus Trehalose
untersucht, mit dem Ergebnis, dass auch Trehallss&ubstrat fur die Glykogensynthese
verwendet werden kann. Unter der hypothetischeraAme, dass alle vorhandene Trehalose
in zwei Glucose-Molekule gespalten und in Glykoge#ngebaut werden kann, wurde die
Einbaurate der Glykogensynthese aus Trehalose HreseqAbb. 30). Zusatzlich wurde
angenommen, dass die vorhandene Trehalase beiTegtelosekonzentration von 330 mM
tatsachlich 11-mal so viel Trehalose umsetzt wiediger Konzentration von 30 mM. Der
Einbau von Trehalose in Glykogen war bei der gefligm Morphe in einem
Inkubationsmedium mit 330 mM Trehalose ebenfallst wéher als bei der ungefligelten.
Eine Trehalosekonzentration von 330 mM entspri@t Klonzentration, wie sie auch in der
Hamolymphe vorkommt (siehe 3.7.2). Senkte man demehdlosegehalt im
Inkubationsmedium auf 30 mM ab, so verschwand deetdchied zwischen den Morphen.
Die Ursache daflr konnte sein, dass die Glykogdhsge aus Trehalose bei einem
niedrigeren Trehalosespiegel, besonders bei déiiggdien Morphe, unterdrickt wird. Bei
einer niedrigen Trehalosekonzentration in der H&mphe, einer Unterzuckerung
gewissermal3en, werden die zur Verfigung stehendamfKohlenhydrate wohl nicht fur die
Synthese von Speicherkohlenhydraten verwendet, esonflir die Aufrechterhaltung des
normalen Kohlenhydratspiegels. B@ryllus bimaculatus wurde eine ahnliche Reaktion
beobachtet. Ist der Trehalosegehalt im Inkubati@tbuom geringer als unter natirlichen
Bedingungen in der Hamolymphe, so vermindern diBsee den Einbau von Glucose in
Glykogen (M.W. Lorenz, personliche Mitteilung). Ugenauere Aussagen machen zu kdnnen
sind jedoch weitere Untersuchungen an Blattlauséwendig.

Adulte alateA. pisum bauten mehr Acetat in Lipid ein als adulte aptererel Der
hohere Lipidgehalt der Alatae kann also auch aufe eerh6hte Lipidbiosynthese
zuruckzufuhren sein. Die Grill&. firmus hat als junge adulte flugfahige Morphe ebenfalls
eine hohere Lipidbiosynthese als die flugunfahigegleichen Alter (A0 & ZERA, 2001,
2002). Die Autoren argumentieren, dass eine erhBlasynthese fir die Aufrechterhaltung

von Energiequellen fur den Flug notwendig ist. AuBhattlause benutzten Lipid als
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Flugbrennstoff (©ckBAIN, 1961) und so kann man hier zu dem gleichen Sstkasmmen.
ZHAO und ZRA (2001), sowie ERA & ZHAO (2006), halten es fur wahrscheinlich, dass die
Nahrstoffe bei der flugunfahigen Morphe statt flre dlipidakkumulation, far die
Eiproduktion verwendet werden. B8i firmus steigt die Einbaurate von Acetat in Lipid vom
ersten Tag des Adultstadiums zu Tag funf 1,7 B%&2h an (A0 & ZERA, 2001). An Tag
funf besteht bei diesen Tieren der grofite Tradeafischen Ovarienwachstum und
Akkumulation der Lipidreserven bei flugfahiger uftdgunfahiger Morphe. Dieser Zeitraum
entspricht Tag null bis drei bei den in der voréaden Arbeit untersuchten Blattlausen.
Wahrend dieses Zeitabschnitts fangt die gefligdmphe an zu fliegen, wahrend die
ungefligelte ihre ersten Larven absetzt. Der Aeethau in Lipid erhdhte sich bei der
gefligelten Morphe 1,9fach von Tag null zu Tag dies Adultstadiums. Der Lipidgehalt
nahm in dieser Zeit jedoch stark ab. Die Ursacligrda@nnte ein hoher Lipidumsatz, z.B. fur
Flugaktivitat, sein. Bei der ungefligelten Morpharvdie Lipidbiosynthese an Tag drei des
Adultstadiums 1,8mal hoher als an Tag null, deidgphalt veranderte sich wahrend dieses
Zeitabschnittes nicht. Auch hier kénnte das diggEéa@ines hoheren Lipidabbaus sein, z.B. fur
die Reproduktion, allerdings in einem geringerensal als bei den Alatae.

Auch bei der Wistenheuschrecke liegt das Maximuniigigdbiosynthese am Anfang
des Adultstadiums (MLKER & BAILEY, 1970). X RENOBALES et al. (1990) konnten zeigen,
dass ein Tag alte adulfe pisum eine um ein Vielfaches hohere Lipidbiosyntheseehadls
20 bis 24 Tage alte und dass die Lipidsyntheserolesse gegen Ende des Lebens stark

abnimmt.

Bei Untersuchungen vobe RENOBALES et al. (1990) an adulten ungeflligeltén
pisum waren polare Lipide und TAG die am haufigsten lsghisierte Lipidklassen. Zusatzlich
wurden noch Kohlenwasserstoffe synthetisiert. DAGd uCholesterol wurden nur in
verschwindend geringen Mengen gemessen. In deiegerlden Arbeit waren bei der
ungefliigelten Morphe die am haufigsten synthetsireLipidklassen freie Fettsauren mit 43,9
bzw. 40,4% und TAG mit 38,3 bzw. 38,9% an Tag fziv. Tag drei des Adultstadiums.
Phospholipide waren mit 16,5 bzw. 18,7% vertre2AG machte nur einen kleinen Teil des
neu synthetisierten Gesamtlipids aus (2,4 bzw. 2,2%olesterol konnte nicht nachgewiesen
werden. Bei der gefligelten Morphe dagegen wurd& Tt 52,4 bzw. 64,6% an Tag null
bzw. Tag drei am haufigsten synthetisiert. An zerefitelle standen freie Fettsauren mit 35,4
und 31,1%. Phospholipide wurden zu 2,9 bzw. 4,7%DAG zu 7,1 und 1,5% synthetisiert.

Die Unterschiede zwischen den Untersuchungen kédoech die verschiedenen Methoden
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und den unterschiedlichen Messzeitraum zustandengelen sein. WéahrenbE RENOBALES

et al. (1990) die Lipidbiosynthesen vivo durch Injektion einer im Verhaltnis zum
Hamolymphvolumen groRen Menge radioaktiv markierteAcetats (0,4 pl auf
schatzungsweise 500 bis 600 nl Hamolymphe [20%Kdepergewichts]) innerhalb von 48
Stunden gemessen haben, wurde in der vorliegendeeitAdie Synthesén vitro in einer
zweistindigen Inkubation gemessen.es¥Ay et al. (1992) verglichen die
Lipidzusammensetzung von adulten Apterae im Alten wull bis drei Tagen mit adulten
Alatae unbekannten Alters und fanden einen héh@edralt an Fettsduren bei der gefliigelten
Morphe. Der Anteil von TAG lag dabei mit 3,8% dess€hgewichts hdher als bei der
ungefliigelten Morphe mit 2,5%. Der Gehalt an Pho8Bpiden war dagegen bei beiden
Morphen mit 1,3% bzw. 1,4% &ahnlich gro3. Leider deuin dieser Untersuchung das Alter
der gefliigelten Blattlause nicht berlcksichtigtigiche Unterschiede im interessanten Alter
von null bis drei Tagen, besonders in der Phosplataktion, konnten so nicht festgestellt
werden. In der vorliegenden Arbeit baute die gedlteg Morphe ebenfalls mehr Acetat in
TAG ein, die ungefliigelte Morphe synthetisiedtdlir mehr Phospholipide (Abb. 34 und 35).
Phospholipid ist die Hauptkomponente in biologisciMembranen, eine Verringerung kann
mit einer geringeren Fruchtbarkeit gekoppelt seialso einer Reduktion von
Embryonalgewebe @BvAY et al., 1999). TAG dagegen sind das wichtigstecheefett und
bei vielen Insekten die wichtigste Energiequelle dién Flug (BENAKKERS et al., 1985;
DOwWNER, 1985) Wahrend bei Blattlausen hauptsachlich TAG und Phokgpide gefunden
wurden, konnten nur geringe Mengen an Monoacylgigea (MAG), DAG und Sterolen
detektiert werden (DuwitH et al, 1993). BeiG. firmus wurden umfangreiche
Untersuchungen tber den Trade-off zwischen zweioGeen durchgefuhrt. Der flugfahige
Genotyp vonG. firmus synthetisiert mehr TAG als der flugunfahige Gepotyelcher
dagegen mehr Phospholipide synthetisieHA@ & ZERA, 2002). Die flugfahige Morphe setzt
bei dieser Grille eine proportional gréf3ere MengeFattsauren und Aminosauren fir die
Biosynthese von TAG (Flugbrennstoff) ein und eipeaportional geringeren Anteil fur die
Biosynthese von Ovarproteinen als die flugunfaihtgephe.

Wenn man beA. pisum den Einbau in die verschiedenen Lipidklassen dih@mphe
von Tag null und Tag drei vergleicht, so kann mam der ungefligelten Morphe keine
Veranderungen feststellen (Abb. 36). Die gefligelddorphe dagegen synthetisierte am
ersten Tag des Adultstadiums mehr DAG als am driifag. DAG ist bei flugfahigen
Insekten generell in groRerer Menge vorhandeoHAB et al., 1998). Lipide werden

hauptséachlich in Form von DAG Uuber die Hamolympheden Geweben, wo sie gebraucht
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werden, z.B. zum Flugmuskel, transportiertHg¥LER, 1989). Eine erhthte DAG-Synthese
konnte also ein Hinweis auf einen erhdéhten Bedanf DAG als Energiesubstrat fir den Flug
sein. Besonders bemerkenswert ist, dass die Syntlees DAG bei der gefliigelten Morphe
nur an Tag null, aber nicht mehr an Tag drei h@tebei den ungefliigelten Tieren war. Die
Hauptflugzeit gefligelter Blattlause lag zwischeagTnull und zwei des Adultstadiums.
Spatestens an Tag drei hatten die meisten Blagtléunen dicken Hinterleib und flogen nicht
mehr (eigene Beobachtungen). In vielen Untersuckiiridper Blattlause wurden keine oder
nur sehr geringe Mengen an DAG gefundentWTH et al. (1993) haben eine Erklarung
dafur: Bei den meisten Experimenten wird der Ligidglt mit Standards verglichen. Da aber
die DAG der Blattlause hochstwahrscheinlich aus degewdhnlichen TAG (an Position
zwei kurzkettig) entstehen, koeluieren sie vieleicnicht mit den verwendeten
Lipidstandards, die lange Ketten tragen. Deshaftll SDAG mdoglicherweise vorhanden,

kénnen aber nicht solche erkannt werden, da seneiredrigeren Rf-Wert besitzen.

4.3.1 AKH

Die adipokinetischen / hypertrehalosamischen Hoen(hKHs) kontrollieren den
intermediaren Metabolismus AGE et al.,1997). Diese pleiotropen Hormone wirken auf den
Lipidmetabolismus Uber die Steigerung der Hydrolyse TAG zu DAG und der Freisetzung
von DAG in die Hamolymphe (RRese & WELLS, 1997). Bei der Feldheuschrecke
Melanoplus sanguinipes ist die Lipidmobilisierung bei AKH-Gabe bei den dvianten grol3er
als bei den Nicht-Migranten, obwohl bei den Migeankein héherer AKH-Gehalt in den CC
nachweisbar ist. Die Ursachen dieser Unterschiédatien eine hohere Sensibilitdt oder mehr
Rezeptoren in den Zielzellen seini@Vet al., 2004). Auch bei Heuschrecken wirkt AKH auf
den Lipidmetabolismus. Nach einer AKH-Injektion vipei diesen Tieren vermehrt Glycerol
in DAG eingebaut (8\DY et al., 1976; ¥N DERHORSTet al., 1983). Zusatzlich hemmt AKH
die Lipidsynthese bei Grillen und HeuschreckenK@.DAs et al., 1988; brRENz, 2001). Bei
A. pisum konnte eine Tendenz zur Hemmung des Acetateinbauspid nur bei hohen
Konzentrationen (5 x 1DM) von Grybi-AKH nachgewiesen werden (Tab. 1). Akkigte
nicht die starke Hemmung der Lipidbiosynthese,ldieeiner endokrin gesteuerten Reaktion
zu erwarten gewesen ware. Moglich ist, dass dieveevendete Methode zur Messung der
AKH-AKktivitat nicht geeignet ist oder dass das Hombei diesen Tieren keine Wirkung auf
die Lipidsynthese hat. CC-Extrakte der Honigbiépes mellifera carnica haben ebenfalls
keinen adipokinetischen oder hypertrehalosdmiscBéekt (LORENz et al. 1999). Die
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wahrscheinlichste Erklarung fur die schlechte Wiiru des Grybi-AKHs auf die
Lipidsynthese ist jedoch wohl, dass das Grybi-AKIQYNFSTGWamid) ein Octapeptid und
kein Decapeptid wie das mutmallliche Acypi-AKH (pQVIPTWGQamid) ist. Vermutlich
reagiert der AKH-Rezeptor der Blattlause auf dasa@eptid nicht so gut wie auf ein
Decapeptid. EE & GOLDSWORTHY (1996) testeten die Aktivitdat von modifizieren AKH
Peptiden und kurzten dabei das AKH vbocusta migratoria, ein Dekapeptid, auf ein

Octapeptid. Das Ergebnis war eine verminderte bnabilisierung.

Grybi-AKH inhibiert bei Grillen den Glucoseeinbau Glykogen (IoRENZ, 2005). Bei
der TotenkopfschabBlaberus discoidalis erniedrigt das hypertrehalosdmische Hormon den
Gehalt an Fructose-2,6-Bisphosphat und hemmt damahrscheinlich die Glykolyse,
gleichzeitig wird die Freisetzung von Trehalosetgigert (B=CKER & WEGENER 1998). Die
Hemmung der Glykogensynthese durch Bladi-HrTH kenmiuch im Fettkérper der
Argentinischen WaldschabBlaptica dubia beobachtet werden (M.W. Lorenz, persoénliche
Mitteilung). Der Einbau von Glucose in Glykogen werbeiA. pisum durch Zugabe von 10
M Grybi-AKH nicht signifikant gehemmt (siehe 3.5.Bine Erklarung daftr, dass das Grybi-
AKHs nicht auf die Glykogensynthese wirkt, kann déen angegebene Unterschied in der
Lange des verwendeten Grybi-AKH-Peptids und desnmaBtichen Acypi-AKH-Peptids
geben. Auf welche Weise AKH die Glykogensynthesmarng ist bisher noch nicht bekannt.
Maoglicherweise inhibiert AKH, wie das Glukagon vofertebraten, die Glykogensynthese
Uber die Glykogensynthase. Eine andere Méglichkedie Hemmung der Glykogensynthese
Uber Glucose-1-Phosphat. AKH aktiviert die Glykoddrosphorylase (&ELE, 1963), was
zu einem erh6hten Glucose-1-Phosphat-Spiegel fGtutose-1-Phosphat wiederum inhibiert
die Glykogensynthase (8REY & STOREY, 1991) und fuhrt so ebenfalls zur Hemmung der
Glykogensynthese (bRENZ, 2005).

4.3.2 Methopren

Methopren ist ein stabiles und potentes JH-Anala@s schon in vielen
Untersuchungen eingesetzt wurdeofCoN & ANSTEE 1991; MCKENNEY & CELESTIAL,
1996; KOoSTYUKOVSKY et al., 2000; SRGE et al., 2000; 8CHA et al., 2004). So bewirkt die
topikale Applikation von Methopren bei der flugfgah Morphe vonG. firmus die
Ausbildung typischer Merkmale der flugunfahigen lgloe: groRere Ovarien, eine geringere
Flugmuskelmasse, eine verminderte TAG-Biosynthese hohere Phospholipidbiosynthese,
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geringere Aktivitaten der lipogenen Enzyme und rifeansaminase und eine erhohte
Fettsaure-Oxidation &RA & ZHAO, 2004). Bei der Krabb&hithropanopus harrisii hat das
JH-Analog Fenoxycarb die Abnahme von Gesamtlipidd uhRAG zur Folge. Der
Phospholipidgehalt &ndert sich jedoch nichia(iss & MCKENNEY, 2000). NEESE (1995)
zeigte, dass durch die Behandlung vén pisum mit Methopren ein Anstieg des
Myristinsduregehalts erfolgt, der jedoch, so argumeeen die Autoren, nicht durch eine
erhohte Biosynthese, sondern durch einen verriegefettsdure-Umsatz zustande kommt.
Methopren-behandelte gefliigeke pisum zeigten in der vorliegenden Arbeit eine geringere
Synthese an freien Fettsauren und eine hdhere Tyk@i&se als die Kontrolltiere, die nur
mit Isooctan behandelt worden waren (Abb. 39). Dmersuchungen vonHEN et al. (2005)
deuten ebenfalls auf eine Erhéhung des TAG-Geldaltsh JH hin. Die Autoren benutzten
Preconen Il, um den Lipidmetabolismus vanpisum zu untersuchen. Preconen Il fuhrt zu
einer chemischen Allatektomie und verhindert so dieProduktion. Bei Temperaturstress
konnte ein Anstieg des TAG-Gehalts beobachtet werBlei gleichzeitiger Preconen lI-Gabe
blieb dieser Anstieg aus. Offensichtlich blocki®rteconen 1l Gber die Hemmung der JH-
Synthese die Anreicherung von Lipid. Es gibt ab&rhagegenteilige Ergebnisse. In vielen
Fallen wurde bei allatektomierten Tieren eine Acherung von Lipid (@wNER, 1985) und
ein erhohter**C-Acetateinbau, vor allem in TAG festgestelltRMEN et al., 1965). Ein
Grund dafir kann sein, dass in den UntersuchundenVeibchen verwendet werden.
Weibchen produzieren nach Allatektomie keine EiehmHOFFMANN & SORGE, 1996). Das
gebildete Lipid wird dann nicht fur Eiproduktionrd#@igt und bleibt im Fettkorper.

Es gibt Hinweise auf eine Akkumulation von TAG Alstwort auf Stress in Form von
Temperatur, schlechter Qualitat der Wirtspflanzerddethopren-Behandlung bei Blattlausen
(SUTHERLAND, 1968; BERGMAN et al., 1991; MESg 1995; GiEN et al., 2005). In der
vorliegenden Arbeit konnte in den Vorversuchen ker Behandlung durch topikale
Applikation (Methode 1, siehe 2.6.6) eine hohe IStehkeit festgestellt werden. Die
Methopren-behandelten Blattlause unterschiedenvggdter an Tag null noch an Tag drei des
Adultstadiums von den Kontrolltieren, die nur mitekon behandelt worden waren (Abb. 37
und 38). Allerdings gab es Unterschiede zwischelpebandelten und behandelten Tieren.
Um Stessreaktionen so gering wie maglich zu halteh moéglichst unverfalschte Ergebnisse
zu erhalten, wurde eine zweite Methode gewahltddie chemischen Stress durch Aceton fur
die Versuchstiere verringern sollte (Methode 2nsi2.6.6). Tatsachlich war die Sterblichkeit
bei dieser Methode sehr gering (eigene BeobachtynBei Behandlung nach Methode 2 war

die Phospholipidsynthese, wie auch schon in derv&fsuchen mit Methode 1, bei den



DISKUSSION 73

Methopren-behandelten Tieren tendenziell héher.gerngere Synthese freier Fettsduren bei
Methopren-Behandlung scheint jedoch nicht stressgedu sein und auch die erhéhte TAG-
Synthese ist wohl, wenn man Methopren-behandeltereTimit Isooctan-behandelten
vergleicht, keine Stressreaktion (Abb. 39).

Die Blattlaus M. viciae reagiert im dritten (vorletzten) Larvenstadium egeiper
Manipulationen mit JH am empfindlichsten, im Gegagnzu vielen anderen Insekten, die erst
im letzten Larvenstadium die starksten Reaktioretgen (LEeS 1980). Eine Behandlung mit
Methopren hétte auch bai pisum im dritten Larvenstadium effektiver sein kdnnera &ber
erst im vierten Larvenstadium die gefliigelte Morphié Sicherheit zu erkennen war, wurde

die erste Behandlung erst in diesem Stadium duféhge

4.4  Zuckergehalt in der Hamolymphe

In der Hamolymphe vorA. pisum konnten in der vorliegenden Arbeit die Zucker
Trehalose und Glucose nachgewiesen werden. Beteaduhgeflligelten Blattlausen betrug
die Konzentration von Trehalose 32833,8 mM und die von Glucose 15,7 + 1,3 mM. Im
Freiland gesammelte adulte aptere Blattlause deeictgin Art hatten eine
Trehalosekonzentration von 27434,2 mM und eine Glucosekonzentration von 17,7 mM
(MoriwAkl et al., 2003). Die Unterschiede koénnen sowohl lludie verschiedenen
Methoden, vor allem bei der Hamolymphentnahme,aalsh durch Unterschiede zwischen
Labor- und Freilandtieren zustande gekommen seinbRs et al. (1997) fanden béi pisum
eine Trehalosekonzentration von 26% mM und eine Fructosekonzentration von ¥28
mM, allerdings bei Tieren, die auf einer kiinstlichH2iat aus 730 mM Saccharose aufgezogen
worden waren. Bei anderen Blattlausarten wurde fabenhauptsachlich Trehalose und
Glucose gefunden, ansonsten nur Spuren von Rhamr@setose oder Saccharose
(ERHARDT, 1962; WEDEMANN, 2005). Glucose kénnte in der Hamolmyphe Vanpisum
allerdings ein Artefakt sein. dRIwAKI et al. (2003) fanden in Proben, denen Validoxytami
A, ein Trehalase-Inhibitor, zugesetzt worden wain& Glucose, sondern nur einen hoheren
Gehalt an Trehalosensektenhdmolymphe enthalt Trehalase, die TrehalseGlucose
umsetzt (WATT, 1967). Es wird angenommen, dass Trehalase-lohdit die Trehalase-
Aktivitat in der Insektenhdmolymphe kontrollierddarAKAWA et al., 1989; HRAOKA et al.,
1995). Wenn der Trehalase-Inhibitor sich von denayan abtrennt, erhéht sich Trehalase-
Aktivitat, was einen verstarkten Abbau von Trehalas Glucose zur Folge hati@AoOKA et
al., 1995). Bei der Verdinnung der Hamolymphe dei Probenentnahme ist damit zu
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rechnen, dass die hemmende Wirkung der Trehaldskeiioren nachléasst, dadurch die
Trehalase-Aktivitat gesteigert wird und die vorhane Trehalose relativ schnell zu Glucose
abgebaut wird. In unverdiinnter Hamolymphe dagegérisen die Trehalase-Inhibitoren in
ausreichender Konzentration vorzuliegen, um eineonstanten Trehalosespiegel
aufrechtzuerhalten (RAokA et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit konnée Broben, die
bei Raumtemperatur aufbewahrt worden waren, eirtiégnsler Glucosekonzentration und
eine Abnahme der Trehalosekonzentration festgestellden (Abb. 40). Darum wurden in
dieser Arbeit die Proben sofort nach der Abnahme#EC eingefroren und gleich nach dem
Auftauen gemessen. Trotzdem konnte wahrend der Wawpbabnahme oder wéhrend der
Einfrier- und Auftauphasen ein Teil der Trehalobgebaut worden sein.

Blattlause zeichnen sich, im Vergleich zu andemsekten, durch einen besonders
hohen Zuckergehalt in der Hamolymphe ausyAW, 1967). Der Trehalosegehalt liegt
normalerweise zwischen 10 und 50 mMHOMPSON 2003), bei Blattlausen jedoch meist
hoher, bis zu Werten von 925,5 mM b&i gossypii (MorRiwAKI et al., 2003). Adulte
gefliigelte A. pisum hatten mit einen Gehalt von 404821,4 mM mehr Trehalose in der
Hamolymphe als ungefligelte mit 328¢t513,8 mM (Abb. 41). Bei Insekten nimmt die
Trehalosekonzentration in der Hamolymphe wahrersdFleges stark ab (EGG & EVANS,
1961). Auch der Trehalosegehalt im Thoraxgewebemtimahrend des Fliegens, besonders
in der Anfangsphase stark aba(BTOR & WORMSERSHAVIT, 1966). Trehalosereserven in
der Hamolmyphe sind ein wichtiger Brennstoff fur e diAufrechterhaltung des
Energiestoffwechsels beim Flug. Sie werden meistean Anfangsphase des Fluges benutzt,
wenn andere Energiequellen, wie Glykogen oder Ligcst mobilisiert werden missen
(BEENAKKERS et al., 1985; @NDY et al., 1997). Die hohere Trehalosekonzentratioular
Hamolymphe der gefliigelten Tiere in der vorliegandérbeit kann als Ursache die
Flugaktivitat der Tiere oder einen allgemein hoheftoffwechsel (KINKEL & HERTEL,
1975) haben. Moglicherweise spielt Trehalose bei defligelten Morphe auch als
Energiespeicher eine grof3ere Rolle als bei derflimggdten. Zwar ist Glykogen eine bessere
Speicherform fur Kohlenhydrate als Trehalose H@WiPsoN 2003), aber hdhere
Konzentrationen von Trehalose in der Hamolmyphenk&m als sofort zur Verfiigung
stehende Energiequelle fur den Flug dienen.
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4.4.1 AKH

STEELE zeigte 1961 erstmals, dass die Injektion von C@dkken den
Trehalosegehalt in der Hamolymphe erhéht. Hypeateddimische Hormone aktivieren die
Glykogen-Phosphorylase im Fettkorper, was zu efdenahme des Fettkorper-Glykogens
und zur Biosynthese von Hamolymph-Kohlenhydratesxnghmlich von Trehalose, fuhrt
(GADE et al., 1997). BeB. discoidalis erhdht der CC-Extrakt und das hypertrehalosdamische
Hormon die Freisetzung von Trehalose aus dem He#kdB=CKER & WEGENER 1998).
Umgekehrt erniedrigt die Entfernung von AKH-proderenden Zellen den Trehalosegehalt
von Drosophila melanogaster (ISABEL et al., 2004; kv & RULIFSON, 2004). Hohe
Trehalosekonzentrationen in der Hamolymphe inhénedie Freisetzung von AKH aus den
CC. Nimmt der Trehalosegehalt wahrend des Flugesalwird AKH vermehrt freigesetzt
und die Trehalosekonzentration erhdht sich wietResgIER et al., 1997; VLLINGS et al.,
1999). Glucose hat sogar einen noch starker imebden Effekt auf die AKH-Freisetzung
aus den CC, was die Vermutung zul&sst, dass Tishahdlirekt Uber ihre Umwandlung zu
Glucose die Freisetzung von AKH beeinflusshgBER et al., 1997; EANIGAN & GADE,
1999; WLLINGS et al., 1999).

Die topikale Applikation von 100 pmol Grybi-AKH prBlattlaus verursachte keine
signifikante Veranderung der Trehalosekonzentratioder Hamolymphe (Abb. 43). In der
vorliegenden Arbeit war nur nach zwei Stunden eifrendenz zu einer Abnahme des
Trehalosegehalts durch Grybi-AKH zu erkennen. Anebkh vier, sechs und zwo6lf Stunden
Hungern konnte kein Effekt erzielt werden. Beidiscoidalis verstarkt Hungern sowohl die
Synthese und Sekretion des hypertrehalosdmischemd#s (®wA et al., 1996), als auch
den Anstieg von HI'TH mRNA @&wis et al., 1998). Bei machen Insekten, der Honigbiene
Apis mellifera, der Blattwesp&enthredo arcuata und der Gartenhumm®&ombus hortorum,
hat AKH ebenfalls keinen Effekt auf die Kohlenhyran der Hamolymphe. Diesen Insekten
fehlen Speicherstoffe in Form von Kohlenhydrateerddpid im Fettkorper (DRENz et al.
1999, 2001). Die Autoren folgern daraus, dass gescBern von Lipid oder Kohlenhydraten
und die hormonelle Steuerung der Mobilisierung Seeicherstoffe vielleicht nicht nétig ist,
da diese Insekten im Winter von gesammelten Zuckeiten leben. Ungefliigelte Blattlause
leben die ganze Zeit auf ihrer Wirtspflanze, bewegjeh kaum und haben immer Zugriff auf
Nahrung. Ein Mechanismus, der Reservestoffe madmlis scheint hier ebenfalls nicht
unbedingt notwendig. Gefligelte Blattlause brauchemar fir den Flug zur neuen
Wirtspflanze einen gewissen Energievorrat, dochfraglich, ob dafir ein hormoneller
Mechanismus zur Mobilisierung von Kohlenhydratertigndst. Trotzdem konnten AKH-
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Peptide auch bei diesen Insekten in irgendeinermFain der Regulation des
Energiestoffwechsels beteiligt sein. AKHerge Newerannervieren, abgesehen von anderen
Organen, wahrscheinlich auch den Kropf v@nmelanogaster (LEE & PARK, 2004). AKH
kénnte die Kropfmuskulatur stimulieren, was zu eimdgabe von kohlenhydratreicher
Flissigkeit und damit zu einem héheren Kohlenhggiagel fihren kénnte He & PARK,
2004). Auf der anderen Seite ist es durchaus nfiiglilass die Methode der topikalen
Applikation bei den Blattlausen nicht funktionidrat. AKH wirkt bei Pyrrhocoris apterus
und Gryllus bimaculatus sowohl Uber Injektion als auch Uber topikale Akgiion
lipidmobilisierend, wobei bei der topikalen Appltian hohere Dosen ndétig sind QKRIK et

al., 2002a, b; brReNz et al., 2004). Obwohl AKH bei adultga. bimaculatus nach topikaler
Applikation Lipid mobilisiert, kann bei diesen Tesr im letzten Larvenstadium jedoch keine
AKH-Wirkung beobachtet werden (M.W. Lorenz, perscimé Mitteilung). Unabhangig
davon stellt sich auch hier wieder die Frage, @htnider oben angegebene Langenunterschied
zwischen verwendetem Grybi-AKH-Peptid und mutmdidic Acypi-AKH-Peptid die
Wirkung auf die Kohlenhydrate verhindert.

Bei den Larven des Maulbeerspinn&ambyx mori steigt der Trehalosegehalt in der
Hamolymphe wahrend des Fastens in den ersten &tahsden leicht an und nimmt nach
zwolf Stunden wieder ab. Die Glykogen-Phosphorylagg#ivitat im FettkOrper steigt in
dieser Zeit ebenfalls stark an, wahrend der Glykgghalt im Fettkbrper und Mitteldarm
abnimmt. Daher ist anzunehmen, dass die Erh6husgldshalosegehalts durch den Abbau
von Glykogen zustande kommtAB\KE et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit konnaem
sechs Stunden Hungern ebenfalls ein leicht, jedadht signifikant erhdhter Trehalosegehalt
der Kontrolltiere festgestellt werden. Nach zwotti®len nahm die Trehalosekonzentration

wieder geringfligig, aber nicht signifikant, ab (A3).

Abhangig von den Umweltbedingungen werden entwedsmehrt ungefliigelte
Blattlause produziert, die eine hohe Reprodukt@eshaben, oder gefliigelte Blattldause, die
sich ausbreiten und neue Wirtspflanzen besiedefmdsd (Dxon, 1998; BRAENDLE et al.,
2006). Die physiologischen Grundlagen des Traderwitchen Reproduktionsfahigkeit und
Energiereserven fur den Flug wurden in der vorhega Arbeit untersucht. Besonders in
Hinblick auf den Zeitraum zwischen Tag null und iddes Adultstadiums wurde bei
gefliigelten Blattlausen wurde ein héherer GehaltLgnd, Kohlenhydraten und Protein

nachgewiesen. Diese Reservestoffe sind wichtigedewuellen fir den Flug BNAKKERS
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et al., 1985; @DE, et al., 1997). Gefllgelte Blattlause synthetisieren auf3ardaehr
Gesamtlipid, TAG, DAG und Glykogen. Eine erhohte®inthese ist wahrscheinlich fur die
Aufrechterhaltung der Energiequellen fur den Flugtwendig. Ungefligelte Blattlause
dagegen synthetisieren mehr Phospholipide, die Bioke in der Reproduktion spielen.
Entsprechend ihrer Lebensweise nutzen ungefligd@tatilause somit wahrscheinlich ihre
Nahrstoffe fur die Reproduktion, anstatt sie in dikkumulation von Speicherstoffen zu
stecken.

45 Ausblick

Blattlause verursachen allein an Nutzpflanzen giztd Hundert Millionen Dollar
Schadden pro Jahr @BKE, 1994). Besonders in Hinblick auf die biologische
Schéadlingsbekdmpfung ist die Forschung an diessektan damit auch 6ékonomisch sehr
interessant. Uber den Metabolismus der Blattlasseniahrscheinlich aufgrund der geringen
Grole dieser Tiere, bisher nicht allzu viel bekabdch es scheint bedeutende Unterschiede
zu anderen Insekten zu gebenL(®vTH et al., 1993). Die Fraktionen des 1. HPLC-Laufs
bilden einen grof3en Vorrat an Blattlaus-Komponeniamrch Strukturaufklarung und Tests
auf diverse physiologische Wirkungen koénnten eirijgtlaus-Peptide identifiziert werden.
Auch die Klonierung und molekulare Charakterisigruder Sequenz des mutmalflich&n
pisumrAKHs ware eine interessante Arbeit fur die Zukumdiithilfe des wahrscheinlich in
Klrze verdffentlichterA. pisum Genoms kénnten so neue Werkzeuge fir eine biollogisc
Schadlingsbekampfung gefunden werden.
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5

Zusammenfassung

Durch die Aufreinigung von Blattlausmaterial mittel Umkehrphasen-
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (RevetsasP High Performance Liquid
Chromatographie) in Kombination mit einemm vitro-Bioassay wurde fir ein
mutmalliches Acyrthosiphon pisumrAKH die Aminosaure-Teilsequenz -NFST-

erhalten.

Die Suche in den ersten bisher veroffentlichtenu8agen des Genoms vén pisum
fuhrte zu der Sequenz QVNFTPTWGQamid, die ein mBliohes adipokinetisches/

hypertrehalosamisches Peptid darstellt.

Der Stoffbestand der gefligelten (alaten) und degetligelten (apteren) Morphe

wurde im letzten Larven- und im Adultstadium anggyts

Das Frischgewicht der ungefliigelten Morphe ist walr des letzten
Larvenstadiums und des Adultstadiums hoher als démsgefliigelten. Das
Trockengewicht der Alatae ist nur am ersten TagAthdtstadiums héher als
das der Apterae.

Die geflugelten Blattlause haben, abgesehen vonIDages Adultstadiums,
immer einen hoheren Gehalt an Protein als die linggten.

Der Gehalt an Glykogen steigt bei beiden Morphem Ztnde des letzten
Larvenstadiums stark an und nimmt dann mit steigendlter wieder ab.

Die geflligelte Morphe hat am Ende des letzten L@stagliums und wahrend
des Adultstadiums, aufler an Tag 3, einen hdoherehalGen freien
Kohlenhydraten als die ungeflligelte Morphe.

Der Lipidgehalt ist bei den Alatae wahrend destéstd arvenstadiums und bis
zu Tag 3 des Adultstadiums héher als bei den ApteBei der geflligelten
Morphe nimmt der Gehalt an Lipid bis zum 1. Tag Aésltstadiums zu und
dann mit steigendem Alter wieder ab.

Protein ist in allen Altersstadien und bei beidearphen der vorherrschende
Inhaltsstoff. Glykogen ist am Ende des letzten kastadiums in grof3erer
Menge vorhanden als freie Kohlenhydrate und Lipadher im spéteren

Adultstadium der quantitativ unbedeutenste Besthdt
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. Rosa gefarbté\. pisum haben ein hdoheres Frischgewicht als heller gedaih Tag
drei des Adultstadiums haben rosa gefarbte ungafiigBlattlause einen hoheren
Kohlenhydratgehalt und rosa gefarbte gefliigeltereTieinen hoheren Protein- und

Glykogengehalt als heller geféarbte.

. Der Einbau von Glucose und Trehalose in Glykogenbes den Adulttieren der

gefliigelten Morphe héher als bei den ungefligeTienen.

. Im Adultstadium baut die gefliigelte Morphe mehr t#atein Lipid ein als die
ungefliigelte Morphe. Die Lipidsyntheserate steigit lileiden Morphen von Tag 0 zu

Tag 3 des Adultstadiums stark an.

. Der Einbau von Acetat in die Lipidklassen Phosghde, freie Fettsauren, DAG und
TAG konnte nachgewiesen werden. Die ungefligeltepide baut einen hoéheren
Anteil von Acetat in Phospholipide und weniger Atah TAG ein als die gefligelte.
An Tag 3 des Adultstadiums synthetisieren die Agserzusatzlich mehr freie
Fettsduren als die Alatae. Die gefligelte Morphat li@dessen an Tag O eine groRRere
Menge an Acetat in DAG ein als die ungefligelte pha und synthetisiert an Tag 3
weniger DAG und mehr TAG als zuvor an Tag 0.

. Die Zugabe von 5 x 1DM Grybi-AKH fiihrt zu einer tendenziellen Hemmungsde

Acetateinbaus in Gesamtlipid.

. Methopren-behandelte gefligelte Tiere bauen mehetaicin TAG und weniger

Acetat in freie Fettsauren ein als die Kontrolkier

. Aufgrund der Trehalase-Aktivitdt in der Hamolympheird in verdinnten
Hamolymphproben, die bei Raumtemperatur gelagertleve Trehalose zu Glucose

abgebaut.

. Die Hamolmyphe der adulten gefligelten Morphe lia¢re hheren Trehalosegehalt
als die der ungefligelten. Der Gehalt an Trehalogemt bei den Alatae vom
Larvenstadium zum Adultstadium zu. Die topikale Aggtion von Grybi-AKH

verandert die Trehalosekonzentration in der Hamph@micht.
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6 Summary

. Using Reverse-Phase High Performance Liquid Chrognaphie in combination with

an

in vitro-bioassay a partial amino acid sequence for a igat#cyrthosiphon

pisumAKH (-NFST-) was obtained.

. The search for AKH-like peptides in the previouglyblished sequences of the

genome ofA. pisum revealed the sequence QVNFTPTWGQamid.

. The body contents of organic substances of wingéatg) and unwinged (apterous)

morphs of the last larval and adult stage was apdly

The fresh weight of the unwinged morph is highentthe fresh weight of the
winged morph during the last larval and adult stdgeadult aphids, the dry
weight of the alatae is higher only at the firsy.da

Winged aphids have a higher protein content thanuthwinged ones, except
for 10 d-old adults.

In both morphs, the glycogen content increasehiatend of the last larval
stage and decreases again with increasing adult age

The winged morph has a higher free carbohydratéeobiat the end of the last
larval stage and during the adult stage, exep8fdrold adults, compared to
the unwinged morph.

During the last larval stage until day 3 of the ladtage, the lipid content is
higher in alatae than in apterae. In the winged pimothe lipid content
increases until the first day of the adult stagel @®ecreases again with
increasing age.

Protein constitutes the major portion of organibstances in all stages and in
both morphs. In the last larval stage, more glyoatpan free carbohydrate and
lipid is present, but at the end of the adult sthgeglycogen level drops below

the levels of carbohydrate and lipid.

. Pink colouredA. pisum have a higher fresh weight than pale coloured .oBetold

pink coloured unwinged adults have a higher carbcdtg content and pink coloured

winged adults a higher protein and glycogen cortteart pale coloured ones.
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. The incorporation of glucose and trehalose int@agyen is higher in winged aphids

than in unwinged ones.

. The incorporation of acetate into lipid is higherthe winged than in the unwinged
morph. In both morphs, the rate of lipid synthéseeases from day O to day 3 of the
adult stage.

. The incorporation of acetate into the lipid claspé®spholipids, free fatty acids,
DAG, and TAG was demonstrated. The unwinged momudorporates a greater
proportion of acetat into phospholipid and a loasrount into TAG than the winged
one. Additionally, on day 3 of the adult stage, #pterae synthesize more free fatty
acids than the alatae. In contrast, on day O thyed morph incorporates a larger
amount of acetate into DAG than the unwinged ma@pt on day 3 synthesises less
DAG and more TAG than on day 0.

. Addition of 5 x 10* M Grybi-AKH tends to inhibit the acetate-incorpaeat into total
lipid.

. Methoprene-treated winged aphids incorporate moegate into TAG and less acetate

into free fatty acids compared to the control atéma

. Due to trehalase-activity in the hemolymph, trebalas degraded to glucose when

diluted haemolymph samples are stored at room teatyre.

. The adult winged morph has a higher haemolymphatosie content than the
unwinged one. The trehalose content increasesataelfrom the larval to the adult
stage. Topical application of Grybi-AKH does nadkealthe trehalose concentration in

the haemolymph.
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8  Anhang

8.1 cDNA Sequenzen bekannter AKH/RPCHs

Schni-AKH | (NOYES& SCHAFFER 1990)
MVQRCLVVALLVVVVAAALCSAQLNFTPNWGTGKRDAGDYGDPYSFLYRLI QAEA
RKMSGCSN

Schni-AKH [l (NOYES& SCHAFFER, 1990)
MRQGCALTLMLLVVVCAALSAAQLNFSTGWGRRYADPNADPMAFLYKLIQI EARKL
AGCSN

Schgr-AKH 11 (FISHER-LOUGHEED et al., 1993)
MRQSCALTLMLVVAVCAALSAAQLNFSTGWGRRYADPNADPMAFLYKLIQI EARKL
SGCSN

Schgr-AKH | (FISHER-LOUGHEED et al., 1993)
MVQRCLVVALLVVVVAAALCSAQLNFTPNWGTGKRDAADFGDPYSFLYRLI QAEA
RKMSGCSN

Locmi-AKH | (BoGERDet al., 1995)
MVQRCALVVLLVVAVAAALCSAQLNFTPNWGTGKRDAADFADPYSFLYRLI QAEA
RKMSGCSN

Locmi-AKH IIl (BoGERDet al., 1995)
MQVRAVLVLAVVALVAVATSRAQLNFTPWWGKRALGAPAAGDCVSASPQAL LSIL
NAAQAEVQKLIDCSRFTSEANS

Locmi-AKH Il (BoGERDet al., 1995)
MTQSCTLTLVLVVAVLAALATAQLNFSAGWGRRYADPNADPMAFLYRLIQI EARKL
AGCSD

Peram-AKH (PINTER et al., 2005)
MGWVLKALVVIAALIAVMCEAQLTFTPNWGKRSGLQDGPCKLSTEVLMHIY KLVET
EAQKLVECGKFGGN

Manse-AKH (BRADFIELD & K EELEY, 1989)
MYKLTVFLMFIAFVIIAEAQLTFTSSWGGKRAMTNSISCRNDEAIAAIYKA IQNEAERF
IMCQKN

Drome-AKH (Noves et al., 1995)
MNPKSEVLIAAVLFMLLACVQCQLTFSPDWGKRSVGGAGPGTFFETQQGNKTSNE
MLLEIFRFVQSQAQLFLDCKHRE

Anoga-AKH | (KAUFMANN & BROWN, 2006)
MDTVKLFTVLLICASLMLITEAQLTFTPAWGKRSQGAMGINPLGSTFGQDACKTPVD
SLLVIYRMIQAEAQKIVDCSQK

Anoga-AKH Il (KAUFMANN & BROWN, 2006)
MNSISSSRHLAAKLFLLVALCAVLLPVPSAGQVTFSRDWNAGKRAMPDSP\GSGVAEC
SAIWRPVNNLCAAVTKNIQHLTLCETRSLLKSLQTDEASMESNSGNNLPMBSNNHI
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Bladi-AKH (LEwIs et al., 1997)

MNHLVKVLIVVVAIALVLCEAQVNFSPGWGTGKRSAVQDSPCKGSAESLMYIYKLV
QNEAQKILECEKFSSN

Calsa-RPCH (KLEIN et al., 1995)
MVRRSGVTLLVVALLVVTLMSSVSAQLNFSPGWGKRAAGASGSNGGVGEA\GGLH
PSVGGAPGGVVPPGSSSPGDSCGPIPVSAVMHIYRLIRSEAVRLVQCQDAES

Carma-RPCH (LINCK et al., 1993)
MVRRTGVTLLVVALVVVALVSSVSAQLNFSPGWGKRAAAGSGSSGGVGEASALH
HSVGGAPGGVVPPGSSSSSGDSCGPIPVSAVMHIYRLIRNEAVRL
VQCQDEEYLG
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