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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Mit ,Mass march of termites into the deadly trap“ war kiirzlich ein Artikel
in Nature erschienen, welcher tiber die fleischfressende Kannenpflanze
(Nepenthes albomarginata) berichtet. Diese Pflanzen haben sich im Laufe
der Evolution auf Termiten, insbesondere der Gattung Hospitalitermes, als
Nahrungsquelle spezialisiert, die sie mit einen besonderen Trick anlocken.
Ein schmaler Saum weifler Harchen (Trichome) umrandet die Offnung
ihres Fangbehalters und wird von den Termiten zu Futterkugeln
verarbeitet. Dabei kénnen diese jedoch leicht in den mit Verdauungs-
sekreten geftillten Bluitenkelch fallen (MEHRBACH et al., 2002).

Dieser Fall stellt interessanterweise die Ausnahme beim Zusammenleben
zwischen Pflanzen und Termiten dar, in der normalerweise ausschlieflich
Pflanzen von den Termiten als Nahrungsquelle genutzt werden. Alle 2200
vorkommenden Termitenarten lassen sich, in bezug auf ihre Nahrungs-
praferenzen, in Gras-, Laub- bzw. Holzverwerter einteilen und erndhren
sich damit ausschlielich von pflanzlichem Material, sind also phytophag.
Dabei nutzen rund Y aller Termitenarten Holz als Nahrung (DETTNER,
1999). Schon die Romer erkannten die unter anderem holzliebende und
damit zerstorerische Eigenschaft der Termiten, was ihnen den Namen
~Thermes® (— dem Holz ein Ende bereiten) einbrachte.

Termiten produzieren selbst aber keine Enzyme, welche die Zellulose, He-
mizellulose und das Lignin ihrer Nahrung abbauen kénnten und mussten
so, in Analogie zu anderen Insekten, entsprechende Strategien ent-
wickeln. Einerseits besitzen Termiten, wie die ihnen nahe verwandten
Schaben, im Darm lebende Endosymbionten. Diese Flagellaten kénnen die
Nahrstoffe aus den Wirtspflanzen aufschlieSen. Durch sie aufbereitet,
kann das pflanzliche Material dann von vielen Termitenarten verwertet
werden (KONIG & BREUNIG, 1997). Hingegen bedienen sich Vertreter der
Macrotermitinae — Unterfamilie einer anderen Strategie, um die Nahrstoffe
zu gewinnen. Sie leben in enger Symbiose mit Pilzen der Gattung Termi-
tomyces. Diese Ektosymbionten werden auf einem Substratgemisch aus
Exkrementen und Pflanzenteilen herangeziichtet und die Termiten nutzen
nur die Fruchtkoérper als Nahrungsquelle (Krishna & Weesner, 1969). Die
Pilze sind in der Lage, den wenig vorhandenen Stickstoff anzureichern
und bieten so den Termiten eine vitamin- und einweif3reiche Nahrung.
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Die strikt phytophage Lebensweise von Termiten bedingt spezielle
Anpassungen an die Nahrungswahl. Wahrend visuelle und physikalische
Aspekte bei der Wahl der Wirtspflanze oder des Pflanzenorgans eine
wichtige Funktion haben, kommt der chemischen Beurteilung eine
Schlusselrolle zu (MULLIN et al.,, 1994). Der unter anderem fiir diese
Beurteilung entwickelte chemische Sinn unterteilt sich in zwei weitere
Modalitaten, dem Geruchssinn (olfaktorisch) und dem Geschmackssinn
(gustatorisch).

Im gesamten Taxon der Insekten sind Geschmacksrezeptoren weit
verbreitet. Diesen kommen unter anderem drei wichtige Aufgabenbereiche
zu. Zum einen dienen sie der Beurteilung der Gute des Lebensraumes
(Habitat), was zum Beispiel die Wahl des Eiablageortes mit einbezieht
(Oviposition). Weiterhin besitzen gustatorisch sensitive Rezeptoren die
wichtige Aufgabe, die Nahrungsressourcen zu prifen und zu identifi-
zieren. Als letztes dienen die Rezeptoren der chemischen Kommunikation,
indem sie intraspezifische Signale (z. B. Pheromone) perzipieren.

Viele Arbeiten untersuch(t)en diese Bereiche der Geschmackssinnes-
physiologie und dadurch konnten bei einigen Insekten die Schwellen fiir
verschiedene gustatorische Reize bestimmt werden. Vergleiche dieser
Schwellen zeigen drei Klassen auf, in die sich diese einordnen lassen.
Dabei liegen die experimentell bestimmten Schwellenkonzentrationen
vieler primarer pflanzlicher Geschmacksstoffe — vorwiegend Salze und
Zucker — bei 104 bis 10!M. So fand Mikus (2000) bei der Termite
Schedorhinotermes lamanianus Schwellenkonzentrationen fiir den Reiz
NaCl von 3 - 10 x 104 M. Eine weitere Gruppe fur die Schwellenkonzen-
trationen bilden Reize der energieliefernden Biomolektile wie ATP und
ADP. Diese fiir blutsaugende Insekten wichtigen Geschmacksstoffe
werden bei Schwellenkonzentrationen von 10-7 bis 10-> M wahrgenommen.
Stoffe, die schon bei geringsten Konzentrationen reizwirksam werden, sind
die zur chemischen Kommunikation verwendeten Pheromone. Ein
bekanntes Beispiel hierfur stellt das HMP (host marking pheromone) der
Kirschfruchtfliege (Rhagoletis cerasi) dar. Das Pheromon wird wahrend der
Eiablage auf eine Kirsche appliziert, was diese fur andere Fliegen als
schon belegte, erscheinen lasst. Die Reizschwelle liegt fir das HMP bei
1010 M und charakterisiert damit die empfindlichsten bekannten Ge-
schmacksrezeptoren (STADLER, 1994).
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Den bisher besprochenen, vorwiegend positiv auf das Verhalten des
Insekts, wirkenden Stoffen, stehen Substanzen gegenuiber, die als negativ
vom Nervensystem interpretiert werden. Das Insekt kann somit zum
aktiven Meiden der Pflanze oder des Pflanzenteiles veranlasst werden.
Diese Stoffe werden als Phytonzide oder Deterrentien bezeichnet. Es sind
hauptsachlich Produkte des sekundaren Stoffwechsels der pflanzlichen
Biosynthese. Der von phytophagen Insekten auf die Pflanzen ausgeubte
Druck hat in der Pflanzenevolution zur Ausbildung dieser Stoffe geftihrt.
Diese Deterrentien helfen den Pflanzen sich gegen potentielle Fraf3feinde
zu schiitzen, indem sie die Schéadlinge abweisen oder sogar téten kénnen
(NORRIS, 1986). Zu diesen von den Pflanzen gebildeten Sekundérstoffen
gehoren Terpene, Flavonoide, Glucoside und Alkaloide als wichtigste
Gruppen. Hierbei sind Alkaloide zahlenmdafig an erster Stelle zu nennen,
da sie mit tber 40 % den gréfSiten Anteil von all diesen bekannten Stoffen

einnehmen (SCHOONHOVEN, 1982).

Bis heute wurden viele dieser Stoffe hinsichtlich ihrer hemmenden
Wirkung auf die Pflanzennutzung untersucht. Dabei beschrinkten sich
die Forschungen auf nur wenige Taxa der Insekten, wie zum Beispiel den
Schmetterlingen und ihren Raupen oder den Fliegen. Dies liegt unter
anderem darin begriindet, dass bei diesen Beispielorganismen nur wenige
Geschmacksrezeptoren an der Wahrnehmung von Inhaltsstoffen beteiligt
sind. Da viele von ihnen als Schadinsekten eingestuft werden, erregen sie
zudem wirtschaftliches Interesse.

Obwohl auch den Termiten als Holzschadlingen eine grof3e ékonomische
Bedeutung zukommt (HARRIS, 1969) — in den USA werden durch sie
entstandene Schidden an Holzstrukturen auf jahrlich 3 Milliarden US$
geschatzt (Su & SCHEFFRAHN, 1990) - gibt es bis heute nur wenige
Untersuchungen zum Thema Frafhemmung durch Sekunddrmetaboliten.
Bisher wurde nur ein Kleiner Teil der fiir Termitenresistenz verantwort-
lichen Pflanzeninhaltstoffe identifiziert. Dabei handelt es sich meist um
schwerfliichtige und wasserldsliche organische Molektile (z. B. KAWAGUCHI
et al.,, 1989; GUTIERREZ et al., 1999). Neben physikalischen Faktoren wie
z. B. Holzharte werden diese Sekundidrmetaboliten als Hauptursache ftir
Termitenresistenz diskutiert, da Extrakte aus den Hoélzern abschreckend
bis toxisch auf Termiten wirkten (z. B. GRACE et al., 1989; REYE-SCHILPA et
al., 1995).
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Wie Freilanduntersuchungen im Shimba-Hills National Reserve (Kenia)
belegten, weist auch die Baumart Margaritaria discoidea (BAILL.) WEBSTER
deutliche termitenresistente Eigenschaften gegentiber der Feuchtholz-
termite S. lamanianus auf (MIKUS et al.,, 1997). Die Autoren konnten
belegen, dass M. discoidea, obwohl der zweithdufigste Baum im unter-
suchtem Habitat, nicht von S. lamanianus als Wirtspflanze genutzt wurde.
Indikator hierfiir war das Vorhandensein bzw. Nichtvorhandensein von
Galerien an den Baumen. Diese Galerien dienen den Termiten als Schutz-
kanale, die sie z. B. vor der UV-Strahlung oder vor Predatoren (Ameisen)
sichern. Die Galerien fuhren von den Nestern (Kartonneststruktur)
netzféormig zu anderen Nestern oder zu den Holzabbaugebieten in den
hoéheren Baumebenen. Weitere Untersuchungen zeigten, dass die
Faktoren Stammdurchmesser der Badume und Dichte des Holzes den
Effekt der Baummeidung alleinig nicht beschreiben konnten (MIKUS et al.,
1997). So Kkorrelierten die physikalischen Faktoren nicht mit dem
Verhalten der Termite. Es erschien wahrscheinlicher, den Grund far die
Meidung des Baumes in den chemischen Inhaltsstoffen von M. discoidea

zu suchen.

Im Labor wurden Biotests mit S. lamanianus durchgefiihrt und Extrakte
von M. discoidea auf ihre physikalischen und chemischen Eigenschaften
hin untersucht. Diesen Extrakten konnte im Biotest eine eindeutig
nagehemmende Wirkung zugesprochen werden. Weiterhin wurden die
wirksamen Stoffe als polar, nicht flichtig, hitzeresistent und kleiner als
1000 Dalton charakterisiert (MIKUS et al., 1998a).

Damit waren zwar die nagehemmenden Eigenschaften der M. discoidea-
Extrakte bekannt, jedoch nicht die Stoffe, auf welche diese Hemmung
zuruickgefuhrt werden konnte. Dunnschichtchromatographische Auftren-
nung der Extrakte ergab drei Fraktionen, von denen zwei im Biotest
nagehemmend wirkten. Eine Gruppe von Chemikern in Hamburg, welche
diese zwei Fraktionen auf die vorhandenen Inhaltsstoffe hin analysierte,
fand grofie Mengen an Alkaloiden. Diese Alkaloide stammten aus der
Familie der Securinega-Alkaloide. Als Securinega-Alkaloide werden alle
tetracyclischen Indolizidin-Alkaloide, welche das Tetrahydro-securinan-
11-on-Grundgerust enthalten, zusammengefasst. Alkaloide dieser Gruppe
wurden in vielen Gattungen der Familie der Euphorbiaceae, wie
Securidaca, Margaritaria oder Breynia gefunden. 1956 isolierte MURAV'EVA
et al. das Alkaloid Securinin und spater erfolgte der Nachweis weiterer
Vertreter dieser Gruppe.
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Wegen ihrer engen Verwandtschaft mit der Gattung Phyllanthus wurde
Margaritaria discoidea (BAILL.) WEBSTER lange Zeit als Phyllanthus
discoideus (BAILL.) MULL. ARG. bzw. Phyllanthus discoides (BAILL.) MULL.
ARG. bezeichnet (WEBSTER, 1979; BEENTJE, 1994). In den Blattern und der
Wurzel von Phyllanthus discoide(u)s wurden die Securinega-Alkaloide
Securinin, Norsecurinin, Dihydrosecurinin, Viroallosecurinin, Dihydroallo-
securininol, Phyllanthin und Phyllantidin nachgewiesen (MENSAH et al.,
1988). Chemische Untersuchungen zeigten, dass diese Alkaloide ebenfalls
im Holz von M. discoidea enthalten waren (FEHLER, 2000). Durch diese
Untersuchungen war weiterhin bekannt, dass Securinin, Phyllanthin und
Phyllantidin als vorwiegende Sekundarmetaboliten der Familie der
Securinega-Alkaloide in der Rinde und im Holz von M. discoidea vorlagen.
Diese drei Alkaloide wurden daher isoliert und aufgereinigt (FEHLER,
2000).

Bis heute gibt es an Termiten noch keine Untersuchungen, welche die
Wahrnehmung spezieller Rezeptoren in bezug auf deterrente Stoffe
neurophysiologisch bearbeitet héitte. Dagegen sollte in dieser Arbeit der
sensorische Eingang und damit die Rezeptorzellen beztiiglich ihrer
Sensitivitat gegentiber den Securinega-Alkaloiden tiberpriift werden. Dazu
muss zuerst geklart werden, ob die Alkaloide Securinin, Phyllanthin und
Phyllantidin auch einzeln hemmend auf das Frafverhalten der Termite
S. lamanianus wirken. Dadurch ware gezeigt, dass die frafhemmende
Wirkung des Gesamtextrakts von M. discoidea unter anderem auf diese
Alkaloide zurtickzuftihren ist und somit entsprechend alkaloidsensitive
Rezeptoren voraussetzte.

* So sollen im ersten Teil dieser Arbeit, anhand von Biotests, die
potentiell frafhemmenden Securinega-Alkaloide einzeln auf das
Nageverhalten der Termite hin tiberpriift werden.

¢ Weiterhin sollte die Wirkung der Alkaloide neurophysiologisch auf der
Ebene der Rezeptoren untersucht, und somit der sensorischen Eingang
fir diese Deterrentien aufgezeigt werden. Damit sollte es bei Termiten
erstmals moglich sein, einen Rezeptor nachzuweisen, der sensitiv auf
Deterrentien reagiert.

¢ Es sollte dann méglich sein, bei Termiten die Verhaltensebene mit der
Wahrnehmungsebene in Verbindung zu bringen und die Termiten
hinsichtlich dieser Parameter mit anderen Insekten zu vergleichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Die Fokusart Schedorhinotermes lamanianus

2.1.1 Lebensraum und Lebensweise

Alle in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen und Ergebnisse wurden
an der sich von Totholz erndhrenden, afrikanischen Feuchtholztermite
Schedorhinotermes lamanianus SJOSTEDT (Isoptera: Rhinotermitidae)
durchgeftihrt. S. lamanianus gehoért zu den nicht Pilz ztichtenden
Termiten und lebt in den aquatorialen Waldern Afrikas in individuen-
reichen Kolonien. Sie tritt dabei in lokal hohen Populationsdichten auf
(HARRIS, 1968; BRANDL et al., 1996). Die Kolonien leben in Kartonnestern,
welche in Astgabeln und im bzw. am Stamm der Nutzbdume oder
unterirdisch gelegen sind. Artspezifische Galerien fihren netzartig von
den Nestern zu den Furagierarealen oder verbinden Kolonien unterein-
ander (HARRIS, 1968; RENOUX, 1976). Die Furagierarale befinden sich in
der Regel auf lebenden Baumen, in denen die Individuen der Arbeiterkaste
(WASSERMANN, 1990) entstandenes Totholz abbauen. Diese Aktionen
werden von der Kaste der kleinen Soldaten gesichert (KAIB, 1990).

2.1.2 Laborhaltung der Termiten

Drei komplette Kartonnester von S. lamanianus wurden im Oktober und
Marz (1995 und 1998) im Shimba-Hills National Reserve (Kenia) geborgen
und anschliefend nach Bayreuth transportiert. Dort werden sie unter
konstanten Bedingungen (26°C, 70-80 % RH, 12/12 h Hell-Dunkel-
Rhythmus) in runden abgedeckten Edelstahlbehiltern (& 50 cm,
Hoéhe 50 cm) gehalten. Uber, an die Behilter angeschlossene, Silikon-
schlauche haben die Termiten Zugang zu einem Trinkwasserreservoir
sowie zu aus Plexiglas bestehenden Furagierarenen. Die Kolonien selber
werden ad libitum mit feuchtem aschefreien Filterpapier (Schleicher &
Schuell, 0860) versorgt, welches den Tieren als Cellulosequelle dient. Als
weiteres cellulosehaltiges Substrat wird den Termiten Pappel- oder
Birkenholz zum Abbau angeboten.
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2.1.3 Die antennalen Geschmackssensillen: Morphologie

und Anatomie

Typisch fiir die Geschmackssensillen von Insekten ist der namensgebende
terminale Porus (,TP“) an der Spitze der TP-Sensillen (ALTNER, 1977). Auf
den Antennen von S. lamanianus differenziert man drei Morphotypen
dieser TP-Sensillen (sieche Abb. 1). Es sind TPI, TPII und TP I be-
schrieben, die sich in der Linge des Haarschaftes, in ihrer Anzahl und
Lage auf dem Antennensegment und in der Anzahl der Sinneszellen
unterscheiden lassen (WOLFRUM & KAIB, 1988; KaiB, unveroffentlicht).

Abb. 1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines distalen

A T

Antennensegmentes von einem S. lamanianus Arbeiter.

Wie bei vielen anderen Insekten auch, befinden sich auf den Antennen von S. lamanianus
verschiedene sensitive Einheiten zum Perzipieren von Reizen. So sind olfaktorische,
thermo- und hygrosensitive Rezeptoren zu finden. Die gustatorischen Sensillen sind mit
TP I bis TP III beschriftet und enthalten den namensgebenden Terminalporus.

Die morphologischen Parameter sind in Tabelle 1 aufgelistet. Wie bei
einigen anderen Sensillentypen auch, steigen die Dendriten der Nerven-
zellen bei allen drei Morphotypen dieser TP-Sensillen unverzweigt bis zum
terminalen Porus auf. Dieser stellt bei diesen Sensillen den einzigen
Zugang fur eindringende Molektile dar. Weiterhin kann bei allen Morpho-
typen ein Tubularkérper an der Basis der Sensillen gefunden werden,
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welcher zu dem mechanosensitiven Element gehort.

Tab. 1: Anatomische und morphologische Eigenschaften der drei antennalen Typen
von Geschmackssensillen bei S. lamanianus.

TYP @ N pro Lange Lage des N Neurone N Neurone
Segment [pm] Sensillums gustatorisch mechanisch
TP1I 6 76 — 83 distal 5
TP II 7 45 - 49 median 4
TP III ca. 27 24 - 30 proximal 1

2.2 Verwendete Reizlosungen

2.2.1 Nicht-Alkaloide

Zum Herstellen aller nichtalkaloiden Reizlosungen wurden nur
Substanzen von ,p.A.“- oder ,reinst.“- Qualitit verwendet. Als
Losungsmittel diente hierbei, sowie bei den Securinega-Alkaloiden (siehe
Kapitel 2.2.2), doppelt quarzdestilliertes Wasser. Dieses Losungsmittel soll
im folgenden als Wasser bezeichnet werden. Die verwendeten Detergenzien
wurden alle in diesem Losungsmittel aufgenommen und tiber Verdin-
nungsreihen die entsprechenden Konzentrationen hergestellt. Die Lager-
ung erfolgte in Polyethylen-Flaschen bei Raumtemperatur oder gege-
benenfalls im Kuhlschrank bei 4 °C.

2.2.2 Securinega-Alkaloide

2.2.2.1Securinin der Firma SIGMA

Das einzig kommerziell erhéltliche Securinega-Alkaloid ist das (-) -Sec-
urinin der Firma SIGMA (CAS-Nr.: 5610-40-2, 99 % Reinheit). Dieses
Alkaloid wird aus den Blattern und der Wurzel der Pflanze Securinega
suffruticosa gewonnen und aufgereinigt angeboten. Im Folgenden wird
dieses Securinin als SIGMA-Securinin bezeichnet.
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2.2.2.2 Securinega-Alkaloide aus Margaritaria discoidea (BAILL.) WEBSTER

Die Baumart Margaritaria discoidea (BAILL.) WEBSTER gehoért zur Familie
der Wolfsmilchgewachse (Euphorbiaceae) und ist unter anderem im
tropischen Afrika verbreitet. Wie die meisten Vertreter dieser Familie
enthalt M. discoidea sekundare Pflanzeninhaltsstoffe. So zeigten aktuelle
chemische Untersuchungen an Baumextrakten, dass sich die Securinega-
Alkaloide Securinin, Phyllanthin, sowie Phyllantidin (siehe Abb. 2) in der
Rinde und im Holz von M. discoidea befinden und in diesem Baum die
alkaloiden Hauptkomponenten ausmachen (FEHLER, 2000). Fur die
vorliegende Arbeit standen somit, neben dem SIGMA-Securinin, diese drei
Alkaloide aus M. discoidea isoliert und aufgereinigt zur Verfigung. Fur die
weiteren Ausfuhrungen soll das Securinin aus M. discoidea als M.d.-
Securinin bezeichnet werden. Die Alkaloide wurden nach Erhalt im
Kiihlschrank (4 °C) in trockener Form in Glaskolben aufbewahrt.

7 3 N\o
(-) - Securinin (-) - Phyllanthin (-) - Phyllantidin

Abb. 2: Securinega-Alkaloide in M. discoidea

2.2.3 Herstellung der Testlosungen und Lagerung

2.2.3.1Wahl des Losungsmittels
a) [fiir die Biotests

Die Securinega-Alkaloide wurden in Chloroform aufgenommen und
konnten so restlos gelost werden. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte
gravimetrisch uber die von der Hamburger Arbeitsgruppe angegebenen
Alkaloid-Mengen.

b) fiir die elektrophysiologischen Ableitungen

Da es bei der, in dieser Arbeit verwendeten, Ableitmethode zum direktem
Kontakt zwischen der Reizldsung und dem Tier kommt, musste ein
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anderes, naturliches Losungsmittel gewahlt werden. Die Alkaloide wurden
deshalb in Wasser aufgenommen. Da, aufgrund der physikochemischen
Eigenschaften der Alkaloide, eine geringere Loslichkeit zu erwarten war,
wurden diese bei vollkommener Trockenheit mit soviel Wasser versetzt,
dass sie sich zu 100 % 1l6sen konnten. Anschliefend lief3 sich die
gesattigte Losung mit einer Pipette abnehmen und aufbewahren. Phyllan-
tidin konnte, aufgrund zu geringer Mengen an Ausgangssubstanz, nicht
bis zur Sattigung gelost werden, da ansonsten zu wenig Reizlésung zum

Ableiten der Erregungen vorhanden gewesen ware.

Aufgrund der begrenzten Alkaloidmengen, die bei den elektrophysio-
logischen Untersuchungen zur Verfligung standen, erfolgte die Konzentra-
tionsbestimmung nicht gravimetrisch. Deshalb wurden alle Alkaloid-
konzentrationen fiir die neurophysiologischen Tests anhand gaschromato-
graphischer Analysen quantifiziert.

2.2.3.2 Lagerung der Reizlosungen

Alle oben beschriebenen Losungen wurden in konischen Glasflaschen,
verschlossen mit teflonbeschichteten Deckeldichtungen, aufgenommen
und fiir den kurzfristigen Gebrauch bei Raumtemperatur aufbewahrt.
Langere Lagerung erfolgte im Kiihlschrank bei 4 °C.

2.3 Verwendete Untersuchungsmethoden

2.3.1 Gaschromatographische Analysen

Zur Charakterisierung der Alkaloide im wassrigen M. discoidea Rinden-
Extrakt und zur Bestimmung derer Konzentrationen wurden Proben der
Grofe 1 ul in einen Hewlett Packard 5890 Gaschromatographen der Serie
IT analysiert. Dieser Gaschromatograph verfiigt tiiber einen Splitt/Splittless
Injektor und ist mit einem Flammen-Ilonisations-Detektor (FID) ausge-
stattet. Die Proben wurden auf einer S&dule der Firma J&W Scientific
(Lange: 30 m, ID: 0,32 mm, Filmdicke: 0,1 ym) aufgetrennt. Als Tragergas
kam hochreines Helium mit einer Flussrate von 1,5 ml/min zum Einsatz.
Die Injektionstemperatur betrug 60 °C, danach wurde die Temperatur bei
5 °C/min auf 300 °C erhoht. Diese Endtemperatur wurde isotherm 10 min
lang gehalten.
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2.3.2 Biotest — Filterpapier-Wahltest

2.3.2.1Aufbau des Filterpapier-Wahltests

Um die Auswirkung der Alkaloide auf das Verhalten von S. lamanianus
hin zu untersuchen, wurde die Nagehemmung mit dem Filterpapier-
Wahltest (nach: REINHARD & KaiB, 1995) uberprift. Der Test nutzt die
Tatsache aus, dass die Termiten zellulosehaltiges Filterpapier (Schleicher
& Schuell, 0860) ebenso als Nahrungsquelle annehmen wie Holz. So wur-

"&
Zugang
ZUr e— \%@ﬁi % @ﬁjé\ ‘% """ I EERI X

Kolonie m %/—\ [ e |
%U U * Nageereignis
&

10 cm

Abb. 3: Aufbau des Filterpapier-Wahltests

Dargestellt ist die Furagierarena mit den vier enthaltenen Tests. Die nicht ausgefillten
Flachen sollen die Kontrollhalfte darstellen und die grauen Halften sind mit der
Testsubstanz behandelt. Vergrofert ist ein Test, mit den ersten 19 Nageereignissen auf
beiden Halften verteilt, dargestellt.

den Filterpapier-Halbkreise (& =25 mm, Gewicht=20mg) in einer
Testarena (= Furagierarena, 10 x 10 cm, Hoéhe: 2,5 cm) ausgelegt und
stehen den Termiten zum Abbau zur Verfligung. Die Furagierarena
besteht weiterhin aus einem sandgestrahlten Boden, der das Fortkommen
der Termiten erleichtert. Pro Test wurden 2 Filterpapierhalbkreise benotigt
(sieche Kapitel 2.3.2.2) und insgesamt konnten pro Versuchsansatz in
einer Arena vier Tests gleichzeitig durchgeftihrt werden (siehe Abb. 3).
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2.3.2.2 Durchfiihrung des Filterpapier-Wahltests

Um die Auswertung statistisch abzusichern, wurden, far jede zu
messende Konzentration der Alkaloide, 20 Tests (5 Arenen a 4 Tests)
angefertigt. Jeder Test bestand aus einer Kontroll-Filterpapierhélfte und
einer Halfte mit der zu testenden Substanz!. Die Verteilung der Kontroll-
und Probenhalften je Test erfolgte zufallig und war fur alle 20 Tests vorher
festgelegt. Zum Anfertigen des Biotests wurden die Testhélften
gleichmagig mit 25 pul Alkaloidlosung versetzt. Da die Alkaloide in
Chloroform gelost vorlagen, musste die Auftragung mittels einer
Mikroliterspritze (Hamilton-Glasspritze) erfolgen. Dies hatte im Vergleich
zum Pipettieren zwei Vorteile. Erstens konnte somit bei der hohen
Fluchtigkeit des Losungsmittels das Verdunsten vermieden werden.
Zweitens wurden durch das Chloroform keine Weichmacher aus den
Pipettenspitzen gelost, welche die Probe verunreinigen konnten. Nach dem
Auftragen der Proben musste das Losungsmittel verdampfen, was nach
spatestens 5 min der Fall war. Nun wurden, sowohl die Kontrollhalften,
als auch die Probenhalften mit je 25 yul Wasser behandelt, um in beiden
Halbkreisen den gleichen Feuchtegrad zu gewdahrleisten. Dies ist dem
Abbau der Filter durch die Termiten férderlich. Um das Verrutschen der
Halften auf dem Arenenboden, bedingt durch die Nageaktivitat der
Termiten, zu vermeiden, wurden alle Filterpapierhalbkreise zum Schluss
noch mal auf der Unterseite mit 10 ul Wasser versetzt und auf den
Arenenboden gelegt. So vorbereitet konnte die Arena mit einer Glasblatte
abgedeckt und an die Kolonie angeschlossen werden. Die Termiten hatten
ab diesem Zeitpunkt Zugang zur Arena. Zur anschliefenden Auswertung
erfolgte eine 45mintitige Aufzeichnung der Nageaktivititen mit Hilfe einer
Infrarotkamera (Elbex EX220) unter Infrarot-Beleuchtung. Die Aufnahme
wurde auf Videomagnetband gesichert.

2.3.2.3 Auswertung des Filterpapier-Wahltests

Fiur die Auswertung wurden fiir jeden Test die ersten 19 Nageereignisse
mit Hilfe der Videoaufzeichnung ausgezahlt. Anhand der Verteilung der
Nageereignisse konnte je eine Halfte des Tests in ,bevorzugt® oder ,nicht
bevorzugt® eingeteilt werden. Dabei galt die Filterpapierhalfte mit den

" Im Folgenden soll die Filterpapierhalfte, welche als Kontrolle dient, als Kontrollhalfte benannt
werden. Die andere Filterpapierhalfte, mit der zu testenden Substanz, wird als Probenhalfte
bezeichnet.
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meisten Nageereignissen als ,bevorzugt®. Im Beispiel von Abbildung 3
ware die Verteilung neun zu zehn und es wurde in diesem Fall die Kon-
trollhalfte (weif) als ,bevorzugt® gelten. Das Verhéltnis aller 20 Wahltests
mit Bevorzugung der Kontrollhalfte zu Bevorzugung der Probenhéilfte
wurde auf dem Ordinalniveau mit dem Vorzeichentest analysiert. Dabei
wurde der Test auf einem Signifikanzniveau von < 0,05 angewandt.
Daraus ergab sich eine Lage der Signifikanzgrenze zwischen funf und
sechs positiven Entscheidungen fiir die mit Alkaloid behandelte
Probenhalfte, wobei die Nagehemmung bei fiinf oder weniger positiven
Entscheidungen signifikant war.

2.3.3 Neurophysiologische Untersuchungen

Alle neurophysiologischen Untersuchungen an den antennalen Sensillen
von S. lamanianus wurden mit der ,tip-recording-technique®, der von
Hodgson et al. (1955) entwickelten Standardmethode zum Ableiten von

Impulsen gustatorisch sensibler Sensillen bei Insekten, durchgeftihrt.

2.3.3.1Antennale Kontaktchemorezeptoren als Untersuchungsobjekte

Wie erwahnt, sollte in dieser Arbeit die Wirkung von wasserléslichen und
schwerfliichtigen Alkaloiden auf die Wahrnehmung durch Termiten
untersucht werden. Diese Art von Stoffen perzipieren bei Insekten
Geschmacksrezeptoren, welche sich auf verschiedenen Korperteilen wie
Mundwerkzeugen, Tarsen oder Antennen befinden kénnen (SCHOONHOVEN
et al., 1998; KaiB, 1999). Bei Arbeitern von S. lamanianus beobachtet man
spezielle Verhaltensweisen, die auf eine besondere Stellung der Antennen
bei der Bewertung von Nahrungsquellen hindeuten. So werden die Anten-

Abb. 4: Haltung der Antennen von 8S.lamanianus bei der Begutachtung von
Nahrungsquellen (,,rubbing antennae“) nach REINHARD & KAIB (1995)
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nen kurz vor Beginn des Nagens auf den Untergrund gepresst und darauf
in charakteristischer Weise seitlich abgerollt (sieche Abb. 4). Dieser
intensive Einsatz der Antennen wurde von Reinhard & Kaib (1995)
beobachtet und als ,rubbing antennae“ bezeichnet. Dieses Verhalten weist
bei S. lamanianus auf eine besondere Bedeutung der antennalen Ge-
schmacksrezeptoren bei der Bewertung von Nahrungsquellen hin.

2.3.3.2 Praparation der Termiten

Die neurophysiologischen Untersuchungen an S. lamanianus wurden am
kompletten und lebenden Tier vorgenommen. Um die bendtigten
Ableitelektroden an den Antennen der Termitenarbeiter platzieren zu
konnen, mussten diese fixiert werden. Zu diesem Zweck wurden Arbeiter
aus der Furagierarena entnommen und, mit dem Kopf voran, in ein spitz
zulaufendes Plastikrohrchen laufen gelassen. Die vordere enge Offnung
dieses Rohrchens war so geformt, dass nur die Mundwerkzeuge und die
Antennen der Termite hindurch passten. Die Antennen konnten so
vorsichtig, mittels eines doppelseitigen Klebebandes, auf einer kleinen
Plastiknase am Ende dieser Offnung, befestigt werden. Nach der Fixierung
waren die ventralen TP-Sensillen der sieben bis neun distalen
Flagellarsegmente fir neurophysiologische Ableitungen zuganglich (siehe
Abb. 5).

feuchter Luftstrom

/

/ doppelseitiges
feuchtes Filterpapier Klebeband

Abb. 5: Fixierung eines Termitenarbeiters wihrend der neurophysiologischen
Untersuchungen

Um die Arbeiter auch im Réhrchen zu fixieren, wurde der hintere Teil der
Rohre mit feuchtem Filterpapier verschlossen. Dies verhinderte das
Zurucklaufen und ebenso das Austrocknen des Praparates. Um auch das
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Austrocknen der Antennen zu verhindern, wurde wahrend des gesamten
Versuches ein feuchter Luftstrom mit konstanter Temperatur (22 °C) und
70-85 % rel. Luftfeuchtigkeit tiber diese hinweggeblasen.

2.3.3.3 Registrierung und Reizung

Bei den Untersuchungen dienten zwei Glaskapillaren als Ableitelektroden.
Diese Elektroden wurden durch Ausziehen von den Kapillaren mit
Filament (Fa. Hilgenberg, Malsfeld) durch einen ,Pipette-Puller® (Mod.
700C, David Kopf Instruments, Tujunga, USA) hergestellt. Dabei
erreichten die Kapillaren Spitzendurchmesser von ca. 1 pm. Diese
Spitzendurchmesser wurden bei der indifferenten Elektrode benétigt, da
diese in den Hamolymphraum zwischen den ersten beiden Antennen-
segmenten eingestochen werden musste. Die differente Elektrode wurde
durch gezieltes Abschneiden der indifferenten Elektrode hergestellt und
besaf3 einen Spitzendurchmesser von 10 - 20 pm.

\ differente
Elektrode

mit Reizsubstanz

indifferente Elektrode

Abb. 6: Schematische Darstellung eines TP-Sensillums mit Anordnung der
Elektroden bei der ,tip-recording-technique*

Dargestellt ist ein TP-Sensillum mit den bei der ,tip-recording-technique* angebrachten
differenten und indifferenten Elektroden. Die Neurone sind in dieser Abbildung grau
gekennzeichnet, von ihnen steigen die Dendriten unverzweigt zum Porus auf.
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Bei der Ableittechnik wurden die von den gustatorischen Neuronen
generierten Impulse als Potentialdifferenzen zwischen der indifferenten
und der differenten Elektrode gemessen (siehe Abb. 6). Um dies zu
gewahrleisten, musste ein leitender Kontakt zwischen den Elektroden
vorhanden sein. Dazu wurde die indifferente FElektrode mit Ringer
(SCHLIEPER, 1965) als Elektrolyt gefullt. Die differente Elektrode enthielt
die Reizlésung wund dient aus diesem Grund gleichzeitig als
Registrierelektrode und als Reizgeber. Durch das gemeinsame Starten
(und auch Beenden) der Reizung und Registrierung konnten
Spontanaktivitit der Neurone sowie Aktivitit nach Reizende nicht
registriert werden.

Um die Ableitung zu beginnen, wurde die differente Elektrode mittels
eines Mikromanipulators (Fa. Leitz, Wetzlar) und unter optischer Kontrolle
(Kombistereomikroskop M3C, Fa. Wild: 400-fache Vergrof3erung) tiber die
Spitze (,tip“) des jeweiligen TP - Sensillums gestulpt. Die beiden
Elektroden standen jeweils tuber Agar, gelost in 3 M KCIl-Loésung, mit
einem Siber-Silberchloriddraht in Verbindung. Dieser Agarbriicke kommt
die Aufgabe zu, bei guter elektrischer Leitfahigkeit Stromungen der
Flussigkeit, die zu schnellen und grofien Konzentrationsdnderungen an
der Elektrode fihren wiirden, auszuschalten. Da die hydratisierten
Kalium- und Chloridionen anndhernd die gleichen Durchmesser und
Wanderungsgeschwindigkeiten im Ldsungsmittel (Wasser oder Agar)
besitzen, eignet sich KCI besonders gut als Elektrolyt, da eine Trennung
positiver und negativer Ladungen entlang des KCl-Konzentrationsgefalles
nicht erfolgt. So kénnen Diffusionspotentiale nicht auftreten.

Der Ag-AgCl-Draht der differenten Elektrode war direkt mit einem
Impedanzwandler mit Kapazitatsneutralisation und einem Vorverstarker
verbunden. Uber die indifferente Elektrode wurde das transepitheliale
Potential und das ,Junctionpotential® gemessen und kompensiert.
Dadurch sollte das elektrische Reizartefakt, zu Beginn der Ableitung,
moglichst gering gehalten werden.

2.3.3.4 Archivierung und Auswertung der Ableitungen

Die abgeleiteten Potentialdifferenzen konnten einerseits anhand eines
Oszilloskopen visualisiert und andererseits mit Hilfe eines Personal
Computers (AT 80486 DX2-66) aufgezeichnet und gespeichert werden. Zur
Digitalisierung der Daten wurden die Signale tiber einen A/D-Wandler
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(Auflosung: 12 bit; Abtastrate: 100 ps) und uber einen Transputer mit
Zwischenspeicher in den Computer eingelesen. Die Digitalisierungsphase
dauerte zwei Sekunden und wurde ca. eine halbe Sekunde vor Reizbeginn?
manuell ausgelost. Die anschlieSende Datenaufnahme erfolgte mit dem
Programm SPIKE1 unter der GEM/3-Oberflaiche (D. Piech, Rechen-
zentrum Universitidt Regensburg). Die dauerhafte Sicherung der Daten
erfolgte auf Festplatte und CD-Rom.

Zur anschliefenden Auswertung der Ableitungen wurden die digita-
lisierten Impulse mit dem Programm M1 (Dr. J. Goédde, Fa. Haag,
Waldbrunn) ausgedruckt. Da bei der ,tip-recording-technique“ keine
Einzelzellableitung moglich ist, werden immer alle auf den gegebenen Reiz
reagierenden Neurone simultan abgeleitet. Das mechanosensitive Neuron
in den TP - Sensillen wurde nicht erregt, da das Sensillum beim
Ubersttiilpen der Elektrode nicht ausgelenkt wurde.

Wasser
e W Y % % Yo Yo
Tk K K * Y ¥ Neuron 1/1
w Neuron 2/1

S~

100 ms

Abb. 7: Impulszuordnung anhand zeitlich verschiedener Muster

Das Registrierungsbeispiel stammt von der Ableitung eines TP I-Sensillums bei Reizung
mit Wasser. Bei diesem Reiz antworten zwei Neurone mit je 9 Impulsen/200 ms
(Neuron 1/I) und 6 Impulsen/200 ms (Neuron 2/I). Die Pfeile kennzeichnen zeitliche
Uberlagerung zweier Impulse.

Fur die Zuordnung der so erhaltenen Ableitungen zu den verschiedenen
Neuronen kann sich die veranderliche Form der Impulse oder deren
variierende Amplitude zu nutze gemacht werden. Diese Unterschiede im
Aussehen der Impulse haben ihre Ursache in den unterschiedlichen
elektrischen Eigenschaften verschiedener Neurone. Jedoch kénnen sich
auch Impulsform und Impulsamplitude ein und des selben Neurons

’ Die Reizdauer, bzw. die Lange des Uberstiilpens der indifferenten Elektrode tiber das Sensillum,
betrug bei allen Ableitungen ca. 1000 ms.
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verdndern und diese Anderungen sind sogar innerhalb einer Registrierung
moglich (FUJISHIRO et al., 1984; HANSEN-DELKESKAMP & HANSEN, 1995). Aus
diesem Grund wurde als einziger Zuordnungsparameter das zeitliche
Auftreten der Impulse herangezogen. Da die Variabilitit der zeitliche
Abfolge fiir jedes Neuron konstant ist, konnten die Impulse verschiedener
Neurone so anhand deren zeitlicher Abfolge unterschieden werden (siehe
Abb. 7).

Die abgeleiteten und digitalisierten Impulse konnten anhand eines
Ausdruckes oder mit dem Programm AWAVES32 (F. Marion-Poll, Fa. INRA
Phytopharmaci) den Neuronen zugeordnet und ausgezihlt werden. Uber
AWAVES32 wurden die vom Programm SPIKE1 erzeugten Dateien (*.spk),
direkt eingelesen. Am Computer wurden die auszuwertenden Ausschnitte
zusatzlich entsprechend vergrofSert (MARION-POLL, 1996).

Zur Auswertung wurden nur die ersten 200 ms nach Reizbeginn
betrachtet. Dies liegt darin begriindet, dass die meisten Neurone der
Geschmacksrezeptoren einen stark phasischen Erregungsverlauf haben
(MIKus, 2000). So wird in dieser Arbeit die Erregungsstiarke der Neurone
immer als die Anzahl der Impulse wahrend den ersten 200 ms angegeben.

2.4 Statistik

Alle verwendeten statistischen Verfahren wurden an den entsprechenden
Stellen im jeweiligen Kapitel angegeben. Zur statistischen Auswertung
wurde das Programm Sigma-Plot 2000 bzw. SPSS 10.0 fir Windows
benutzt. Die berechneten Mittelwerte der Impulsfrequenzen wurden mit
der jeweiligen Standardabweichung (SD) angegeben. Dazu sind die
Datenumfiange in x Neuronen von x Sensillen aufgeftihrt. Alle errechneten
Werte wurden mit zwei geltenden Ziffern nach dem Komma angegeben.
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3 ERGEBNISSE

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der Securinega-Alkaloide Securinin,
Phyllanthin und Phyllantidin auf das Verhalten der Termite Schedor-
inotermes lamanianus bei der Nahrungsaufnahme zu untersuchen.
Weiterfihrend sollte die Reaktion der antennalen Geschmacksrezeptoren
dieser Termite in bezug auf diese Securinega-Alkaloide aufgezeigt werden.

3.1 Verhaltensuntersuchungen

3.1.1 Wirkung der Securinega-Alkaloide im Biotest

Da in Margaritaria discoidea die Securinega-Alkaloide Securinin, Phyllan-
thin und Phyllantidin die alkaloiden Hauptbestandteile sind (FEHLER,
2000), wurden diese aufgereinigten Alkaloide in Bezug auf das Nagever-
halten der Termiten getestet. Das Verhalten wurde, in Analogie zu dem
von MIKUS (2000) angewendeten Biotest, mit dem Filterpapier-Wahltest
untersucht. Hierbei wurde uberpruft, wie sich die Akzeptanz von mit
Alkaloid behandelten Filterpapier (Probenhalften) gegentiber unbehandel-
tem Filterpapier (Kontrollhalften) hinsichtlich des Nageverhaltens der
Termiten verhalt. Dadurch konnte tiberpriift werden, ob und ab welcher
Menge3 die Alkaloide nagehemmend wirkten.

Es zeigte sich deutlich, dass alle getesteten Securinega-Alkaloide im
Biotest nagehemmend wirkten (siehe Abb. 8 A-D). Die Attraktivitiat der mit
Alkaloid behandelten Probenhéalften dnderte sich dabei in Abhangigkeit
mit der aufgetragenen Alkaloidmenge. So besteht bei allen Alkaloiden ein
negativer Zusammenhang zwischen aufgetragener Menge und Anzahl der
positiven Entscheidungen fir die Probenhélften. Dies zeigt, dass mit
steigender Menge von Securinin, Phyllanthin und Phyllantidin die nage-
hemmende Wirkung auf die Termite zunahm.

’ Die Angabe einer Alkaloidmenge, welche sich wahrend des Biotests auf dem Filterpapier befand,
ist im Gegensatz zur Konzentrationsangabe genau. Es kann nicht davon ausgegangen werden, dass
die Loslichkeiten der Alkaloide in Chloroform und Wasser gleich sind. Somit war die letztendlich,
nachdem Evaporieren des Chloroforms, in Wasser geloste Menge Alkaloid nicht vorhersagbar.
Deshalb konnte keine Konzentration in diesem Losungsmittel Wasser angegeben werden.
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Abb. 8: Hemmende Wirkung der Securinega-Alkaloide auf das Nageverhalten von
S. lamanianus.

Dargestellt ist die Anzahl der positiven Entscheidungen fiar die behandelte Probenhélfte
im Wahltest bei verschiedenen Alkaloid-Mengen. A) SIGMA-Securinin ( ), B) M.d.-
Securinin (€ ), C) Phyllanthin (A), D) Phyllantidin (V). Die Punkt-Strich-Linie stellt
die Signifikanzgrenze fiir den zur Auswertung verwendeten Vorzeichentest dar (p < 0,05).
Dabei ist die Nagehemmung fiir Werte unterhalb der Linie signifikant.
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Die in Tabelle 2 angegebenen Schwellenbereiche der einzelnen Alkaloide
beziehen sich auf den Alkaloidmengenbereich, innerhalb welchem die
signifikante Nagehemmung eintrat (siehe Abb. 8). Dabei besaf3 Phyllan-
tidin im Biotest den geringsten Schwellenbereich. Weiterhin sind die
Schwellenbereiche auf ein Gramm Filterpapier bezogen, in Tabelle 2
aufgeftuhrt .

Tab. 2: Im Biotest ermittelte Schwellenbereiche der fiir die Securinega-Alkaloide

. . Schwellen- Schwellenbereich bezogen
Securinega-Alkaloid . a . . b
bereich [pg] auf 1 g Filterpapier [pg]

(-) - SIGMA — Securinin 5 bis 15 250 bis 750
(-) - M. d. — Securinin 5 bis 15 250 bis 750
(-) - Phyllanthin 10 bis 30 500 bis 1500
(-) - Phyllantidin 0,3 bis 1 15 bis 50

a) aus Abbildung 8 ermittelte Schwellenbereiche

b) auf ein Gramm Filterpapier hochgerechnete Schwellenbereiche
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3.2 Gaschromatographische Analysen

Fur die folgenden neurophysiologischen Untersuchungen standen
teilweise nur geringe Mengen Alkaloid zur Verfligung. Deshalb erfolgte die
Konzentrationseinstellungen und damit Quantifizierung gaschromato-
graphisch. Da davon ausgegangen werden konnte, dass die in dieser
Arbeit verwendeten Alkaloide vergleichbare FID-Signale im Gaschromato-
graphen auslésten, wurden die Alkaloidkonzentrationen anhand einer
Securinin-Eichgeraden (hergestellt mit SIGMA-Securinin) bestimmt.

Da die Retentionszeiten der drei aufgereinigten Alkaloide durch deren
gaschromatographische Einzelmessungen bekannt waren, war es moglich,
diese Alkaloide im Gesamt-Wasser-Extrakt frischer M. discoidea-Rinde zu
identifizieren. Somit konnten in diesem Rindenextrakt die relativen
Mengen der Alkaloide und damit deren Verhaltnisse zueinander bestimmt
werden. (siehe Abb. 9).

counts
x 1000 1 () - Securinin 14,8 %
=0 3 2 (-) - Phyllantidin 7,9 %
3 (-) - Phyllanthin 77,3 %
25
20
15-
10 1
2
5,
bkL_AJ\ A . e
‘20 25 7 30 " 35" " 40 ' ' 45 min

Abb. 9: Gaschromatogramm des wissrigen M. discoidea-Rindenextrakts
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Aus dem Chromatogramm (siehe Abb. 9) geht hervor, dass M.d.-Securinin,
Phyllanthin und Phyllantidin die alkaloiden Hauptkomponenten des
wassrigen M. discoidea Rinden-Extraktes darstellen. Dabei besitzt
Phyllanthin mit 77,3 % den hoéchsten Anteil von den drei Alkaloiden.

Wie angesprochen, erfolgte die Aufnahme der Securinega-Alkaloide im
Losungsmittel Wasser, da die Reizlosung mit der differenten Elektrode
uber das TP-Sensillum ubergestulpt werden musste (siehe Kapitel
2.3.3.3). Dabei kommt nicht nur die Reizsubstanz, sondern auch das
Losungsmittel in Kontakt mit dem Sensillum. Um eine mogliche
Beeintrachtigung der Gewebe zu vermeiden, wurde Wasser als biologisch
neutrales Losungsmittel verwendet.

Tabelle 3 zeigt die Loslichkeiten von Securinin, Phyllanthin und
Phyllantidin in Wasser nach 12 h. Daraus geht hervor, dass Phyllanthin in
Wasser die hochste Loslichkeit besafs. Fur Phyllantidin konnte, aufgrund
mangelnder Stoffmenge, die maximale Loslichkeit nicht bestimmt werden.
Mit Securinin vergleichbare physikochemische Eigenschaften lieen
jedoch fur Phyllantidin in Wasser dhnliche Loslichkeiten erwarten.

Tab. 3: Maximale Loslichkeiten der Securinega-Alkaloide in Wasser nach 12 h

maximale Loslichkeit
in Wasser [mM]
(-) - Securinin ca. 2,3
(-) - Phyllanthin ca. 50
(-) - Phyllantidin uber 0,9

Securinega-Alkaloid
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3.3 Neurophysiologische Untersuchungen

Wie im Kapitel 3.1.1 gezeigt wurde, wirkten die untersuchten Securinega-
Alkaloide nagehemmend auf S. lamanianus. Um eine solche Verhaltensan-
derung hervorzurufen, mitssen die Alkaloid-Signale von entsprechend
sensitiven Empfangern der Termite perzipiert werden. Da die Securinega-
Alkaloide zu den Geschmacksstoffen zahlen, stellen diese Empfanger
gustatorische Rezeptoren dar. Geschmackssensitive Rezeptoren befinden
sich unter anderem auf den Antennensegmenten der Termite (KAIB, 1999)
und sind dort charakteristisches Merkmal von drei TP-Sensillen (TP I,
TP II und TP III).

Um die Auswirkung von Securinin, Phyllanthin und Phyllantidin auf
neurophysiologischer Ebene zu untersuchen, wurden diese antennalen
TP-Sensillen hinsichtlich des sensorischen Eingangkanals tiberpruft und
bei Vorhandensein eines alkaloidsensitiven Rezeptors charakterisiert.
Weiterhin werden im Folgenden die in den Sensillen befindlichen Neurone
in kurzer Symbolik beschrieben (z. B. Neuron 3/II). Dabei steht die erste
Ziffer fur das entsprechende Neuron und die rémische Zahl fur das
entsprechende TP-Sensillum (TPI, TPII oder TP IIl), in welchem sich
dieses Neuron befindet.

3.3.1 Reaktion der TP-Sensillen I —III auf die Securinega-
Alkaloide

3.3.1.1 Reaktion des TP I-Sensillums auf die Securinega-Alkaloide

Es war bekannt, dass das TP I-Sensillum durch fiinf gustatorisch
sensitive und ein mechanosensitives Neuron charakterisiert ist (siehe
Kapitel 2.1.3). In den folgenden Untersuchungen sollte daher geklart
werden, wie diese 5 gustatorischen Neurone auf Reizung durch Securi-
nega-Alkaloide reagieren. Dazu wurden die TP I-Sensillen mit Securinin,
Phyllanthin und Phyllantidin in verschiedenen Konzentrationen gereizt
und auftretende Impulsfrequenzen erfasst.

In Abbildung 10 sind die Reaktionen zweier Neurone bei Reizung mit
Wasser und SIGMA-Securinin gezeigt. Diese Neurone wurden in nachfol-
genden Tests als Neurone 1/I und 2/I identifiziert (siehe Kapitel 3.3.1.2.).
Aus Abbildung 10 geht hervor, dass die Erregungsfrequenzen nach
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Reizung mit SIGMA-Securinin dem jeweiligen Erregungsniveau fir den
Reiz Wasser entsprach. MIKUS (2000) beschrieb die Neurone 1/I und 2/1
bereits als wassersensitiv, wobei Neuron 2/I einen charakteristischen
Wasserrezeptor darstellt. Ein Wasserrezeptor ist eine Nervenzelle, die mit
konstantem Erregungsniveau auf den Reiz Wasser reagiert. Dieses Niveau
kann durch dissoziationsfahige Elektrolyte (z. B. Salze) erniedrigt werden.

Konzentration von NaCl [mM]

1 10 100 1000
/4 1 1 1 1
15 - 4.
(]
12 -
2 é Neuron 1/I
£
£ 91
o
o
N
o 61
7]
=) ? Neuron 2/I
o
E 3
2
Neuron 2/1
0 .
/4
T / T T T T T T
Wasser 0,01 0,03 0,1 0,3 1 23

Konzentration von SIGMA-Securinin [mM]

Abb. 10: Reaktion der Neurone 1/I und 2/I auf SIGMA-Securinin und Wasser bzw. des
Neurons 2/I auf NaCl

Dargestellt sind die mittleren Impulsfrequenzen in den ersten 200 ms nach Reizbeginn
des Neuron 1/1 bei Reizung mit SIGMA-Securinin ([ ) und Wasser ( Q) bzw. des Neuron
2/1 bei Reizung mit SIGMA-Securinin (@), Wasser (@) und NaCl ( @) (Mittelwerte *
SD, Anzahl der untersuchten Sensillen/Termiten pro Konzentration: zwischen 9/2 und
18/2). Ableitungsbeispiele im Anhang (Abb. Al)

Die Impulsfrequenzen des Neurons 1/I blieben bei Reizung mit SIGMA-
Securinin trotz steigender Alkaloid-Konzentration auf der Hoéhe des
Erregungsniveaus, welches durch Reizung mit Wasser resultiert. Ein
vergleichbares Ergebnis trat bei der Reaktion vom Neuron 2/I auf SIGMA-
Securinin auf. Die Impulsfrequenzen dieses Neurons lagen dabei bis zu
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einer Konzentration von 1 mM auf dem Erregungsniveau des Wasser-
Reizes. Da sich die Erregungsniveaus der Reize SIGMA-Securinin und
Wasser nicht voneinander unterschieden, reagierten die Neurone 1/I und
2 /1 nicht auf das Alkaloid selbst, sondern auf das Losungsmittel Wasser.

Die Erregungsfrequenz von Neuron 2/I wurde jedoch ab einer SIGMA-
Securinin Konzentration grofer als 1 mM deutlich erniedrigt und wies bei
2,3mM nur noch 3,13 Impulse/200 ms auf (siche Abb. 10). Ein
vergleichbarer Effekt trat auch bei Reizung mit NaCl auf. Dieses Salz
hemmte die Erregung des Neurons 2/1 ab einer Konzentration von 10 mM.
Diese Hemmung durch SIGMA-Securinin und NaCl war auf die Wirkung
als dissoziationsfahiger Elektrolyt zurtickzuftihren, die fur einen Wasser-
rezeptor kennzeichnend ist.

Y/
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Alkaloid-Konzentration [mM]

Abb. 11: Reaktion der Neurone 1/I und 2/I auf Securinin und Wasser

Dargestellt sind die mittleren Impulsfrequenzen in den ersten 200 ms nach Reizbeginn
des Neurons 1/I bei Reizung mit M.d.-Securinin ( ) und Wasser ( Q) bzw. des Neurons
2/1 bei Reizung mit M.d.-Securinin ( @) und Wasser ( @) (Mittelwerte + SD, Anzahl der
untersuchten Sensillen/Termiten pro Konzentration: zwischen 7/1 und 14/2).

Das aus M. discoidea gewonnene M.d.-Securinin ist chemisch mit dem
SIGMA-Securinin identisch und sollte daher die gleichen Auswirkungen
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auf die Neurone 1/I und 2/I aufzeigen. So wurden fiir M.d.-Securinin
exemplarisch nur die drei Konzentrationen 0,1, 0,3 und 2,3 mM gestestet
(siehe Abb. 11).

Aus diesen Untersuchungen ging hervor, dass die Impulsfrequenzen der
Neurone 1/I und 2/I nach Reizung mit M.d.-Securinin, wie auch mit
SIGMA-Securinin, dem Erregungsniveau des Wassers entsprachen. Beim
Neuron 2/1 fiihrte M.d.-Securinin bei einer Konzentration von 2,3 mM,
ebenso wie bei SIGMA-Securinin, zu einer Verringerung des durch den
Reiz Wasser hervorgerufenen Erregungsniveaus. Diese Hemmung war mit
2,83 Impulsen/200 ms mit der Hemmung durch SIGMA-Securinin (3,13
Impulse/200 ms) vergleichbar.

Die Untersuchungen am TP I-Sensillum zeigten deutlich, dass kein
Neuron durch Reizung mit SIGMA-Securinin oder M.d.-Securinin erregt
wurde. Die abgeleiteten Impulsfrequenzen waren ausschliefllich auf das
Losungsmittel Wasser zurtickzuftihren. Wie andere Elektrolyte senkten
auch SIGMA-Securinin und M.d.-Securinin ab einer definierten Schwel-
lenkonzentration die Erregungsfrequenz des Neurons 2/I, welche durch
den Reiz Wasser hervorgerufen wurde.

Bei Reizung des TP I-Sensillums mit Phyllanthin und Phyllantidin rief
keines der beiden Alkaloide Erregungen des Neurons 1/I hervor (Daten
nicht gezeigt). In Abbildung 12 wurde nur die Wirkung dieser beiden
Alkaloide auf das Neuron 2/I dargestellt. Es zeigte sich, dass die bei
Reizung des Neurons 2/I mit Phyllanthin bzw. Phyllantidin abgeleiteten
Impulsfrequenzen auf dem Erregungsniveau des Wassers liegen. Damit
reagierte keines der beiden Neurone 1/I und 2/I auf die Alkaloidreize,
sondern nur auf das Losungsmittel Wasser. Des weiteren verringerte sich
mit steigender Phyllanthin Konzentration das durch Wasser verursachte
Erregungsniveau des Neuron 2/I. So wirkte dieses Alkaloid ab 1 mM
Reizkonzentration hemmend. Dabei war die Impulsfrequenz des Neurons
bei einer Phyllanthin Konzentration von 5 mM auf 1,16 Impulse/200 ms
verringert.

Die Antwort vom Neuron 2/I auf Phyllantidin belegte, dass sich das
Erregungsniveau des Neurons, durch den Reiz Wasser hervorgerufen, bei
Alkaloidkonzentrationen bis zu 0,9 mM nicht veranderte. Damit zeigte
Phyllantidin keinen Einfluss auf das Neuron 2/1 (siehe Abb. 12).
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Abb. 12: Reaktion des Neurons 2/I* auf Phyllanthin, Phyllantidin und Wasser

Dargestellt sind die mittleren Impulsfrequenzen in den ersten 200 ms nach Reizbeginn
bei Reizung mit Phyllanthin (A), Phyllantidin (V) und Wasser ( @) (Mittelwerte + SD,
Anzahl der untersuchten Sensillen/Termiten pro Konzentration: zwischen 11/2 und
30/2). Das * - Symbol am Neuron 2/I weist darauf hin, dass bei Phyllanthin und
Phyllantidin die Identitat des Neurons nicht tiberpruft wurde.

Zusammenfassend konnte tUber die neurophysiologischen Untersuch-
ungen an den antennalen TP I-Sensillen von S. lamanianus gezeigt
werden, dass keines der getesteten Securinega-Alkaloide erregend auf
eines der funf gustatorischen Neurone wirkte. Somit ist kein alkaloid-
sensitiver Rezeptor in diesem Sensillum vorhanden. Bei Reizung mit den
Securinega-Alkaloiden am TP I-Sensillum liefSen sich die Impulse zweier
Neurone ableiten. Dabei handelte es sich um die Neurone 1/ und 2/I,
welche MIKUs (2000) als wassersensitiv beschrieb. Securinin und
Phyllanthin fiihrten ab einer bestimmten Schwellenkonzentration zur
Hemmung des durch Wasser hervorgerufenen Erregungsniveaus des
Neurons 2/1. Diese Hemmwirkung war auf ihre Eigenschaft als dissozi-
ationsfahige Elektrolyte zurtuckzufihren.
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3.3.1.21dentifizierung der Neurone 1/I und 2/1 im TP I-Sensillum

Um eindeutig zu klaren, welche der funf gustatorischen Neurone des TP I-
Sensillums bei Reizung mit den Securinega-Alkaloiden abgeleitet wurden,
erfolgten weitere Tests anhand von Mischreizen. Dabei war bekannt, dass
Neuron 1/I durch Reizung mit 0,1 mM CaClz vollstandig gehemmt wird
und dass das Erregungsniveau des Neurons 2/I, infolge der Reaktion auf
den Reiz Wasser, unbeeinflusst bleibt. Umgekehrt sind die Verhaltnisse
bei der Reizung mit 300 mM KCI. Bei dieser Konzentration hemmt das
Salz Neuron 2/I vollstindig, wobei die Erregung vom Neuron 1/I,
hervorgerufen durch den Reiz Wasser, ca. um die Halfte erniedrigt wird
(MiIKUs, 2000). Diese Sachverhalte werden jeweils durch das zweite
Saulenpaar der Abbildung 13 A und B dargestellt.

In Abbildung 13 A ist anhand des letzten Sdulenpaares die Erregung eines
Neurons auf den Mischreiz 0,1 mM CaClz + 1 mM SIGMA-Securinin
dargestellt. Beim Vergleich der Reaktion des TP I-Sensillums auf diesen
Mischreiz mit der Reaktion bei Reizung mit 0,1 mM CaCl., zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede. Beim Mischreiz reagierte nur ein
Neuron, wobei Neuron 1/I durch CaClz gehemmt wurde (siehe Abb. 13 A).
Die Impulsfrequenz des reagierenden Neurons auf den Mischreiz
entsprach der Frequenz des Neurons 2/I auf 0,1 mM CaCls, hervorgerufen
durch den Reiz Wasser ( siche Abb. 13 A, Vergleich Saulenpaar 2 und 3).

Um zu tberpriifen, ob es sich bei diesem reagierenden Neuron tatsachlich
um Neuron 2/I handelt, wurde ein weiterer Mischreiz an diesem
Sensillum getestet. Dieser bestand aus 300 mM KCl+ 1 mM SIGMA-
Securinin. Das letzte Saulenpaar der Abbildung 13 B zeigt die abgeleiteten
Impulsfrequenzen der Neurone des TP I-Sensillums auf diesen Mischreiz.
Dabei ist zu erkennen, dass ein Neuron in der selben Impulsfrequenz
reagiert, wie Neuron 1/I auf 300 mM KCIl. Neuron 2/I bleibt durch KCI
gehemmt.

Beim Vergleich der Reaktionen auf beide Mischreize geht hervor, dass die
bei Reizung mit SIGMA-Securinin abgeleiteten Impulsfrequenzen von den
Neuronen 1/I und 2/I stammten. Diese Impulsfrequenzen sind jedoch
nicht auf das Alkaloid, sondern, wie bereits beschrieben, auf das
Losungsmittel Wasser zurtickzufiihren (siehe Kapitel 3.3.1.1).
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Abb. 13: Identifizierung der Neurone 1/I und 2/I im TP I-Sensillum anhand von
Kombi-nationstests

Dargestellt sind die mittleren Impulsfrequenzen in den ersten 200 ms nach Reizbeginn
(Mittelwerte + SD, Anzahl der untersuchten Sensillen/Termiten pro Konzentration:
zwischen 12/1 und 16/1). A) Reaktion der Neurone 1/I und 2/1 auf Wasser, 0,1 mM
CaClz; und auf den Mischreiz 0,1 mM CaCl,; + 1 mM SIGMA-Securinin (Sec). B) Reaktion
der Neurone 1/I und 2/1 auf Wasser, 300 mM KCI und auf den Mischreiz 300 mM
KCl + 1 mM SIGMA-Securinin (Sec). Unterschiedliche Buchstaben tiber den Saulen
stehen fur signifikante Unterschiede (t-Test, zweiseitig, p < 0,05).
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3.3.1.3 Reaktion des TP III-Sensillums auf die Securinega-Alkaloide

Das TP IlI-Sensillum ist das ktuirzeste gustatorische Sensillum auf den
Antennen von S. lamanianus und enthdlt nur ein geschmackssensitives
Neuron (siehe Tab. 1). MIKUs (2000) bezeichnete dieses Neuron, der
Nomenklatur folgend, als 1/III und konnte bei Reizung mit Wasser, NaCl
oder Glycin nur geringe Erregungsniveaus von ca. 4 Impulsen/200 ms
ableiten. Dies deutet darauf hin, dass keiner dieser Stoffe einen
adaquaten Reiz fiir dieses Neuron darstellt. Neuron 1/III wurde hinsicht-
lich der Wahrnehmung von Securinega-Alkaloiden getestet.

A
% % %
‘ : 100 ms : Wasser
B
v % %
‘ T 100ms 1,0 mM SIGMA-Securinin
[ ¥ Neuron 1/1lI

Abb. 14: Registrierbeispiel des Neurons 1/III bei Reizung mit Wasser und SIGMA-
Securinin

Es sind die abgeleiteten Impulse innerhalb der ersten 500 ms nach Reizung mit A) Was-
ser und B) 1 mM SIGMA-Securinin dargestellt.

Durch Reizung mit 1,0 mM SIGMA-Securinin und 1,0 mM bzw. 5,0 mM
Phyllanthin wurden am TP IlI-Sensillum Impulsfrequenzen von 3 -4
Impulsen/200 ms abgeleitet. Dies ist exemplarisch durch 1,0 mM SIGMA-
Securinin dargestellt (siche Abb. 14 B). Die Registrierbeispiele fur
Phyllanthin sind im Anhang aufgefiihrt (siche Abb. A2). Diese
Impulsfrequenzen waren mit denen bei Reizung mit Wasser identisch
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(sieche Abb. 14 A). Diese Ergebnisse zeigen, dass das gustatorische Neuron
1/1II im TP IlI-Sensillum nicht sensitiv fur die Wahrnehmung von
Securinega-Alkaloiden war.

3.3.1.4 Reaktion des TP II-Sensillums auf die Securinega-Alkaloide

Das TP II-Sensillum ist das zweitlangste Sensillum und enthalt vier ge-
schmackssensitive Neurone (siehe Tab. 1). Diese vier Neurone wurden
beziglich ihrer Reaktion auf die Reizung mit Securinin, Phyllanthin und

Phyllantidin untersucht.

Es war bereits bekannt, dass bei diesem Sensillum das Neuron 1/II fuar
Glycin sensitiv ist (MIKus, 2000). Der Autor beschrieb jedoch keine
Reaktion dieses Neurons auf M. discoidea-Extrakte, weshalb von Neuron
1/11 keine Reaktion auf die Alkaloide zu erwarten war. Das Neuron 2/II
wurde von MIKUS (2000) als Wasserrezeptor charakterisiert, der mit einer
Impulsfrequenz von 5 — 6 Impulsen/200 ms auf den Reiz Wasser reagierte.

Nach Reizung des TP II-Sensillums mit SIGMA-Securinin, konnten
Erregungen zweier Neurone abgeleitet werden. Dabei reagierte ein Neuron
bei einer SIGMA-Securinin Konzentration von 0,01 mM mit der gleichen
Impulsfrequenz wie bei Reizung mit Wasser (siehe Abb. 15). Wie in Kapitel
3.3.1.5 gezeigt wird, handelt es sich dabei um Neuron 2/II, dem
Wasserrezeptor. Wurde die Konzentration von SIGMA-Securinin auf
2,3 mM erhoht, fiel diese Impulsfrequenz von 7,37 auf 3,00
Impulsen/200 ms (siehe Abb. 15). Die einsetzende Erniedrigung der
Impulsfrequenz ab einer bestimmten Alkaloid-Konzentration ist auf die
Wirkung als Elektrolyt zurtickzuftihren. Auch der Elektrolyt NaCl zeigte
auf diesen Wasserrezeptor ab einer Schwellenkonzentration von 10 mM
einen vergleichbar hemmenden Effekt (siehe Abb. 15). Die Schwellen-
konzentration fiir SIGMA-Securinin lag bei 0,03 mM.

Bei Reizung mit M.d.-Securinin wurden vergleichbare Impulsfrequenzen,
wie fiir SIGMA-Securinin, an Neuron 2/II abgeleitet (Daten nicht gezeigt).
Bei Korrelation dieser beiden Datensédtze nach Pearson ergab sich ein
Korrelationskoeffizient r von 0,941. Dieser Koeffizient wurde zweiseitig
getestet, und ist auf dem 0,01 Niveau signifikant. Dies zeigt, dass Neuron
2/11 auf Reizung mit SIGMA-Securinin und M.d.-Securinin identisch

reagierte.
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Abb. 15: Reaktion des Neurons 2/II auf SIGMA-Securinin, NaCl und Wasser

Dargestellt sind die mittleren Impulsfrequenzen in den ersten 200 ms nach Reizbeginn
bei Reizung mit SIGMA-Securinin (@), NaCl (@ ) und Wasser (@) (Mittelwerte + SD,
Anzahl der untersuchten Sensillen/Termiten pro Konzentration: zwischen 8/1 und
27/2). Ableitungsbeispiele im Anhang (Abb. A3 und A4).

Die Ergebnisse zeigen, dass Securinin nicht erregend auf Neuron 2/II
wirkte. Das Alkaloid bewirkte jedoch als Elektrolyt das Abfallen der durch
den Reiz Wasser hervorgerufenen Erregungsfrequenz. Die Schwellenkon-
zentration war bei diesem Alkaloid mit 0,03 mM niedriger als beim Elek-
trolyt NaCl.

Bei Reizung des TP II-Sensillums mit SIGMA-Securinin lieen sich
weiterhin die Impulse eines zweiten Neurons ableiten. Dieses Neuron,
welches spater als Neuron 3/II identifiziert wird (siehe Kapitel 3.3.1.5),
reagierte im Gegensatz zu den anderen Neuronen, mit Erregung auf dieses
Alkaloid. Abbildung 16 zeigt den Reiz-Erregungsverlauf fir Neuron 3/II
bei Reizung mit SIGMA-Securinin. Daraus geht hervor, dass bereits bei
einer Konzentration von 0,01 mM 1,96 Impulse/200 ms gemessen
wurden. Ab einer Konzentration von 0,1 mM SIGMA-Securinin stieg das
Erregungsniveau stark an. Bei Reizung mit Wasser konnte fiir Neuron 3/1I
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hingegen keine Erregung abgeleitet werden (siche Abb. 16). Dieses Neuron
ist daher nicht sensitiv fir den Reiz Wasser.
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Abb. 16: Reaktion des Neurons 3/II auf SIGMA-Securinin, M.d.-Securinin und
Wasser

Dargestellt sind die mittleren Impulsfrequenzen in den ersten 200 ms nach Reizbeginn
bei Reizung mit SIGMA-Securinin (), M.d.-Securinin () und Wasser (@)
(Mittelwerte = SD, Anzahl der untersuchten Sensillen/Termiten pro Konzentration:
zwischen 12/2 und 34/3). Ableitungsbeispiele im Anhang (Abb. A4).

Die Reiz-Erregungs-Beziehung* flir SIGMA-Securinin zeigte einen
sigmoiden Verlauf. Der Verlauf der Reiz-Erregungskurve fur M.d.-
Securinin ist vergleichbar mit dem fiir SIGMA-Securinin (siehe Abb. 16).
Die Erregungsfrequenzen von SIGMA-Securinin und M.d.-Securinin
wurden miteinander Kkorreliert (Korrelation nach Pearson), wodurch sich
ein Korrelationskoeffizient r von 0,993 ergab. Dieser wurde zweiseitig
getestet und war auf dem Niveau von 0,01 signifikant. Neuron 3/II
reagierte somit auf Reizung durch SIGMA-Securinin und M.d.-Securinin
mit identischer Erregung und zeigte dabei einen sigmoiden Verlauf
zwischen Reizkonzentration und Erregungsfrequenz.

* Die Reiz-Erregungs-Beziehung stellt die Abhéngigkeit zwischen der Reizkonzentration und der
Erregungsfrequenz einer Sinneszelle bei der Reaktion auf einen Stimulus dar.
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Weiterhin wurde untersucht, ob Phyllanthin und Phyllantidin ebenfalls
eine Erregung des Neurons 3/II am TP II-Sensillum hervorrufen. So sind
in Abbildung 17 die Erregungsverlaufe des Neurons 3/II dargestellt, die
bei Reizung mit Phyllanthin und Phyllantidin auftraten. Daraus geht
hervor, dass beide Alkaloide ab einer Konzentration von 0,03 mM erregend
auf Neuron 3/II wirkten. Da die Alkaloide in Wasser nicht in so hohen
Konzentrationen lésbar waren, lief3 sich eine Sattigung des Erregungs-
niveaus nicht messen. Deswegen konnte ein moglicher sigmoider Verlauf
nicht vollstandig nachgewiesen werden.

10 1
(]
= 81
£
”n
E 6 -
o
o
N
o 4-
7]
S
o
E 2-
< Neuron3/ll*
01 @
Wasser 0,01 0,03 0,1 0,3 1 3 5

Alkaloid-Konzentration [mM]

Abb. 17: Reaktion des Neurons 3/II* auf Phyllanthin, Phyllantidin und Wasser

Dargestellt sind die mittleren Impulsfrequenzen in den ersten 200 ms nach Reizbeginn
bei Reizung mit Phyllanthin (A), Phyllantidin (W) und Wasser ( @ ). (Mittelwerte + SD,
Anzahl der untersuchten Sensillen/Termiten pro Konzentration: zwischen 10/2 und
23/2). Das * - Symbol am Neuron 3/II weist darauf hin, dass bei Ptn und Pdn die
Identitat der Neurone nicht tiberpriift wurde.

Um die Reaktion des alkaloidsensitiven Neurons 3/II auf Securinin und
Phyllanthin miteinander vergleichen zu kénnen, wurden auf Basis einer
sigmoiden Funktion Regressionen der Datensatze berechnet (sieche Tab. 4).
Die Kurvenverlaufe der Regression fur beide Alkaloide sind in Abbildung
18 dargestellt.
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Tab. 4: Berechnungsparameter der sigmoiden Regression fiir die Reiz-
Erregungskurven von Securinin und Phyllanthin

Regression fiir Securinin Regression fiir Phyllanthin
a
Formel f) =y, + _(x_x()j
l+e "’
a 58,8216 13,2872
0,0844 1,3933
Xo -0,0945 1,5760
Yo -43,1997 -2,1174
R? 0,9934 0,978
16 1
(]
(7]
T 12 -
%)
£
S
N 8
0
0
2
£ 4
b4 Neuron 3/II*
0 - A T

T T T T T

0,01 0,03 0,1 0,3 1 3 5
Alkaloid-Konzentration [mM]

Abb. 18: Regression der Reiz-Erregungskurven fiir Securinin und Phyllanthin

Dargestellt sind die zwei Reiz-Erregungsbeziehungen fiir Securinin ( 4 ) und Phyllanthin
(A) mit den durch sigmoide Regression ermittelten Kurvenverldufen. Die Berechnungs-
parameter fiir die Regressionen sind in Tabelle 4 aufgelistet.
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Anhand der berechneten Regressionen der Reiz-Erregungsdaten konnten
die Halbmaximalerregungs-Konzentrationen (EDso) ermittelt werden. Diese
EDso-Werte dienen unter anderem der Beschreibung sigmoider Kurven-
verlaufe und benennen die Reizkonzentration bei 50 %iger Maximaler-
regung. Der EDsoWert berechnete sich fiir Securinin mit einer
Konzentration von 0,05 mM. Fur Phyllanthin wurde der EDso-Wert bei
1,5 mM festgelegt, da er wegen fehlender Datenpunkte nicht berechnet
werden konnte. Damit ergab sich ein Verhéltnis zwischen diesen beiden
EDso-Werten von 1:30. Die Anstiege in den Punkten der EDso-
Konzentrationen wurden anhand der Regressionsfunktionen berechnet.
Dabei ergab sich fir Securinin im Punkt 0,05 mM ein Anstieg von 90 und
fur Phyllanthin im Punkt 1,5 mM ein Anstieg von 2,4 Impulsen/1 mM.
Hierbei ergab sich ein vergleichbarer Faktor wie flir die beiden EDso-Werte
von 37. Aus dem Vergleich der beiden Schwellenkonzentrationen fiir
Securinin und Phyllanthin lief sich ebenfalls ein Verhéaltnis berechnen.
Somit kann aus Abbildung 18 fiir Securinin ein Schwellenbereich von
0,01 - 0,03 mM und far Phyllanthin von 0,3 - 1 mM abgelesen werden.
Dies entspricht einem Verhaltnisbereich von 1:30 — 1:33.

Zusammenfassend zeigten alle diese vergleichbaren Verhaltnisse fur die
sigmoiden Regressionskurven von Securinin und Phyllanthin den gleichen
Verlauf der Reiz-Erregungs-Beziehungen. Phyllantidin wurde in diese
Betrachtungen nicht mit einbezogen, da der bis zu 0,9 mM gemessene
Reiz-Erregungskurvenverlauf keine weiteren Schliisse zulief3.

Wie bei Reizung mit Securinin lieffen sich bei Reizung des TP II-
Sensillums mit Phyllanthin und Phyllantidin noch die Impulse eines
zweiten Neurons ableiten. Dieses Neuron war das Neuron 2/II und stellte
den Wasserrezeptor dar (siehe Kapitel 3.3.1.5). Das durch Wasser
hervorgerufene Erregungsniveau dieses Wasserrezeptors wurde durch die
beiden Alkaloide Phyllanthin und Phyllantidin bis zu einer Konzentration
von 0,1 mM nicht beeinflusst (sieche Abb. 19). Beide Alkaloide wirkten
jedoch als dissoziationsfahige Elektrolyte und hemmten bei hoéheren
Konzentrationen das durch Wasser hervorgerufene Erregungsniveau.
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Abb. 19: Reaktion des Neurons 2/1II auf Phyllanthin, Phyllantidin und Wasser

Dargestellt sind die mittleren Impulsfrequenzen in den ersten 200 ms nach Reizbeginn
bei Reizung mit Phyllanthin (A), Phyllantidin ( V') und Wasser (@) (Mittelwerte + SD,
Anzahl der untersuchten Sensillen/Termiten pro Konzentration: zwischen 10/2 und
23/2). Das * - Symbol am Neuron 2/II weist darauf hin, dass bei Ptn und Pdn die
Identitat des Neurons nicht tberpriift wurde.

Die Ergebnisse der Untersuchungen am TP II-Sensillum zeigten
zusammengefasst, dass es in diesem Sensillum einen alkaloidspezifischen
Rezeptor gibt, der auf alle drei getesteten Securinega-Alkaloide mit
Erregung reagierte. Dieser Rezeptor wurde als Neuron 3/II ausgewiesen
und reagierte am sensitivsten auf Securinin.

3.3.1.5Identifizierung des alkaloidsensitiven Neurons 3/1II im TP II-Sensillum

Im TP II-Sensillum liefen sich, bei Reizung mit in Wasser gelosten
Securinega-Alkaloiden, die Impulse von zwei der vier gustatorisch
sensitiven Neurone ableiten. Um die Identitit des Securinega-Alkaloid
sensitiven Neurons zu testen, wurden Kombinationstests durchgeftihrt. Es
war bekannt, dass Neuron 2/II als Wasserrezeptor auf den Reiz Wasser
mit Erregung reagiert, welche durch steigende Salzkonzentrationen
zunehmend gehemmt wird (MIKUS, 2000). Des weiteren zeigte dieser Autor,
dass das Neuron 1/II durch 100 mM Glycin erregt wird.
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Abb. 20: Identifizierung des alkaloidsensitiven Neurons im TP II-Sensillum anhand
von Kombinationstests

Dargestellt sind die mittleren Impulsfrequenzen in den ersten 200 ms nach Reizbeginn
bei Reizung mit Wasser, 100 mM Glycin (Gly) und dem Mischreiz 100 mM
Glycin + 100 mM KCl + 0,7 mM SIGMA-Securinin (Sec) (Mittelwerte £ SD, Anzahl der
untersuchten Sensillen/Termiten pro Konzentration: zwischen 7/1 und 12/1).
Unterschiedliche Buchstaben tiber den Saulen stehen fiir signifikante Unterschiede (t-
Test, zweiseitig, p < 0,05).

Weiterhin wurde gezeigt, dass das Erregungsniveau des Neurons 2/II
durch Glycin nur leicht erniedrigt und durch 100 mM KCI vollstandig
gehemmt wird (siehe Abb. 20). Mit Hilfe eines Mischreizes aus 100 mM
Glycin + 100 mM KCI + 0,7 mM SIGMA-Securinin wurde die Identitat des
alkaloidsensitiven Neurons getestet. Bei diesem Mischreiz konnten die
Erregungen von zwei Neuronen abgeleitet werden (siehe Abb. 20, letzte
Saulengruppe). Da Neuron 2/II durch 100 mM KCl gehemmt wurde,
konnte dieses fiir die weiteren Betrachtungen ausgeschlossen werden.
Von einem der zwei reagierenden Neurone wurde eine Erregungsfrequenz
abgeleitet, die dem Erregungsniveau des Neuron 1/II auf den Reiz
100 mM Glycin entspricht. Daraus konnte geschlossen werden, dass die
Erregung des anderen Neurons auf den Reiz SIGMA-Securinin
zurtickzufuhren war. Zudem lag die hohe Erregungsfrequenz dieses
Neurons mit ca. 13 Impulsen/200 ms im Bereich der Reiz-Erregungs-
Kurve vom SIGMA-Securinin (sieche Abb. 16), wahrend die anderen

Neuronen deutlich geringere Erregungsfrequenzen zeigten.
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Aus diesen Untersuchungen ging hervor, dass die Neurone 1/II und 2/II
nicht auf SIGMA-Securinin reagieren. Das alkaloidsensitive Neuron
musste daher eines der beiden verbleibenden gustatorischen im TP II-
Sensillum sein. Keines dieser beiden Neurone konnte von MIKUS (2000)
charakterisiert werden. Daher wurde das durch SIGMA-Securinin erregte
Neuron, der Nomenklatur folgend, als Neuron 3/1I bezeichnet.

3.3.2 Neuron 3/II — ein alkaloidsensitiver Rezeptor

3.3.2.1Zeitlicher Erregungsverlauf des alkaloidsensitiven Neurons 3/11
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Abb. 21: Zeitlicher Erregungsverlauf des Neurons 3/II bei Reizung mit 1 mM SIGMA-
Securinin

Dargestellt ist die Uberlagerung der Erregungsverlaufe von fiinf verschiedenen Neuronen
3/11 (verschiedene Symbole stellen verschiedene Neurone dar) bei Reizung mit 1 mM
SIGMA-Securinin. Bei diesem Erregungsverlauf wurde die Reizdauer auf 1200 ms
ausgedehnt, um alle auftretenden Impulse zu erfassen. Die Frequenz wurde aus der
Zeitdifferenz zwischen zwei aufeinanderfolgenden Impulsen ermittelt und zum Zeitpunkt
des spateren Impulses aufgetragen. Weiterhin wurde uber alle fiinf Datensatze eine
exponentiale Regression gerechnet, deren Formel und Bestimmtheitsmafl in der
Abbildung angegeben sind.



Ergebnisse 41

Bei den bisher dargestellten Auswertungen wurde stets das gemittelte
Erregungsniveau der ersten 200 ms nach Reizbeginn angegeben. Um das
Erregungsmaximum und den gesamten zeitlichen Verlauf der Erregungs-
frequenz darzustellen, wurden die zeitlichen Erregungsverlaufe von fanf
Neuronen des Typs 3/II tiber 1200 ms hinweg aufgenommen. Die Reizung
erfolgte dabei mit 1 mM SIGMA-Securinin.

Abbildung 21 zeigt die Erregungsverlaufe von finf verschiedenen 3/II-
Neuronen mit der berechneten exponentialen Regression. Daraus ergab
sich, dass das Neuron 3/II auf Reizung mit 1 mM SIGMA-Securinin mit
einer Maximalerregungsfrequenz von 200 Impulsen/s reagierte. Nach ca.
600 ms fiel diese phasisch auf ca. 10 Impulse/s ab. AnschliefSend sank sie
phasisch auf O Impulse/s. Der gesamte Erregungsverlauf war daher rein
phasisch.

3.3.2.2 Hemmung des alkaloidsensitiven Neurons 3/II durch die Securinega-
Alkaloide

MIKUS (2000) fand einen hemmenden Effekt der M. discoidea-Extrakte am
TP II-Sensillum. Durch Reizung des selben Sensillums mit dem Extrakt
(Erstreiz) und darauf mit 10 mM NacCl als Folgereiz, wurde gefunden, dass
Neuron 2/II nicht mehr auf den Folgereiz reagierte. Mikus (2000) schloss
auf eine hemmende Wirkung der Extrakte auf das Neuron 2/II.

Um diesen Effekt ebenfalls fur die einzelnen Securinega-Alkaloide zu
uberpriifen, wurde ein TP II-Sensillum mit 1 mM SIGMA-Securinin gereizt
und nach 5 min nochmals ein Folgereiz von 1 mM SIGMA-Securinin
gegeben. (sieche Abb. 22). Aus diesen Ableitungen ging hervor, dass das
Neuron 2/II (# ) auf den Reiz Wasser, bei Erst- und Folgereiz, mit der
gleichen Erregungsfrequenz von 6 Impulsen/200 ms reagierte (siehe
Abb. 22 A, B). Dieses Ergebnis zeigt, dass das Alkaloid, entgegen der
Annahme von MIKUS (2000), Neuron 2 /II nicht hemmt.

Das alkaloidsensitive Neuron 3/II (%) reagierte bei Erstreizung mit
SIGMA-Securinin mit einer hohen Erregungsfrequenz (siehe Abb. 22 A).
Bei Folgereizung des selben Sensillums konnte jedoch festgestellt werden,
dass dieses Neuron 3/II gehemmt war (sieche Abb. 22 B). So zeigte sich,
dass nachfolgend nur noch 3 Impulse des Neurons 3/II abzuleiten waren.
Daraus geht hervor, dass SIGMA-Securinin das Neurons 3/II ab 1 mM
hemmte.
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Abb. 22:Hemmtest: Keine Hemmung des Neuron 2/II durch SIGMA-Securinin

Dargestellt sind zwei Ableitungen des selben TP II-Sensillums bei A) Erstreizung mit
1 mM SIGMA-Securinin und B) Folgereizung nach 5 min mit 1 mM SIGMA-Securinin. Die
senkrechten unterbrochenen Linien stellen die Grenze des zeitlichen Auswertbereiches
von 200 ms dar.

Dieser hemmende Effekt des SIGMA-Securinins auf das Neuron 3/II
konnte auch bei den M. discoidea-Alkaloiden Phyllanthin und Phyllantidin
nachgewiesen werden. Dabei wirkten diese Alkaloide erst ab einer
definierten Konzentration hemmend. Hemmung durch Phyllanthin trat ab
5mM und durch Phyllantidin ab 0,9 mM auf. Die entsprechenden
Ableitungsbeispiele sind im Anhang A6 und A7 aufgefiihrt.

Die bisherigen Ableitungsbeispiele zeigten den hemmenden Effekt der
Alkaloide auf das alkaloidsensitive Neuron 3/II nach einer Zeitspanne
zwischen Erst- und Folgereiz von 5 min. Um herauszufinden, wie lange
diese Hemmung anhalt, wurde anhand vom SIGMA-Securinin ein, in
seiner zeitlichen Ausdehnung erweiterter, Hemmtest durchgefiihrt. Dabei
wurde die Hemmwirkung bei verschiedenen Zeitspannen zwischen Erst-
und Folgereiz erfasst (siehe Abb. 23). Bei einer Spanne von 5 min sank die
Erregungsfrequenz des Neurons 3/II auf ca. 3 Impulse/200 ms ab. Je
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Abb. 23: Hemmtest: Zeitlicher Zusammenhang der Hemmung der Primirerregung
des Neurons 3/II durch Reizung mit SIGMA-Securinin

Dargestellt sind die mittleren Impulsfrequenzen in den ersten 200 ms nach Reizbeginn
bei Reizung mit SIGMA-Securinin () zu verschiedenen Zeitpunkten des Folgereizes
(Mittelwerte + SD). Dieser Test wurde an fanf TP II-Sensillen einer Termite durchgefiihrt.
Ableitungsbeispiele im Anhang (Abb. A5).

mehr Zeit jedoch zwischen dem Erst- und Folgereiz verging, desto geringer
war das Absinken der Erregungsfrequenz. So wurde bei einer Zeitspanne
von 60 min fast das Niveau der Primarerregung von ca. 15
Impulsen/200 ms erreicht (siehe Abb. 23).

Aus den Untersuchungen zu der Hemmwirkung der Securinega-Alkaloide
kann zusammenfassend gesagt werden, dass alle hemmend auf das
alkaloidsensitive Neuron 3/II wirkten. Die beim SIGMA-Securinin gemes-
sene zeitliche Abhangigkeit dieser Hemmung zeigte, dass erst nach 60 min
die Erregung des Neurons 3/II wieder auf dem Niveau der Primarerregung
lag.
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3.3.3 Unterschiedliche Erregungsfrequenzen der Neurone
3/I1 in Abhéangigkeit mit der Position des Antennen-

segmentes

Insgesamt wurden in den TP II-Sensillen wahrend der neurophysio-
logischen Untersuchungen die Erregung nach Reizung mit Securinin von
143 3/II-Neuronen erfasst. Dabei verteilten sich die vermessenen
Sensillen auf mehrere Flagellarsegmente (N =9 bis 11) im distalen Anten-
nenabschnitt. Bei den Untersuchungen fielen Unterschiede in den
Erregungsfrequenzen des Neurons 3/II bei gleichen Securinin-Konzen-
trationen auf, die mit der unterschiedlichen Lage der entsprechenden
Sensillen auf der Antenne zu korrelieren schienen. So zeigten die Neurone
der Sensillen des ersten distalen Antennensegmentes, verglichen mit allen
anderen, immer erhéhte Erregungsfrequenzen.
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Abb. 24: Erhohte Erregungsfrequenzen der Neurone 3/II in den Sensillen der ersten
distalen Antennensegmente bei Reizung mit Securinin

Dargestellt sind die mittleren Impulsfrequenzen (in den ersten 200 ms nach
Reizbeginn + SD) der Neurone 3/II in den Sensillen der ersten distalen Flagellar-
segmente ([l ) getrennt von den Neuronen 3/II in den Sensillen der anderen Segmente
( @) auf den Reiz Securinin in verschiedenen Konzentrationen.
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Um diesen Effekt zu analysieren, wurden die Erregungen der Neurone von
den Sensillen der ersten distalen Antennensegmente getrennt von denen
der anderen Neurone ausgewertet. Diese gemittelten Erregungsfrequenzen
wurden abhangig von der Reizkonzentration aufgetragen (sieche Abb. 24).

Bei allen Securinin Konzentrationen ab 0,03 mM waren die Erregungs-
frequenzen der Neurone von den Sensillen der ersten distalen Antennen-
segmente deutlich um durchschnittlich 2 Impulse/200 ms hoéher als die
der anderen Neurone 3/II.
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4 DISKUSSION

Zu den von den Pflanzen gebildeten Sekundarstoffen gehoéren Terpene,
Flavonoide, Glucoside und Alkaloide als wichtigste Gruppen. Dabei
nehmen die Alkaloide mit tiber 40 % den gréfSiten Anteil von all diesen
bekannten Stoffen ein (SCHOONHOVEN, 1982). In Pflanzen der Baumart
Margaritaria discoidea konnten ebenfalls Alkaloide in der Rinde und im
Kernholz nachgewiesen werden. Diese Alkaloide gehoéren der Familie der
Securinega-Alkaloide an (MURAV'EVA et al., 1956, MENSAH et al., 1988 und
FEHLER, 2000). Es ist unter anderem von Alkaloiden bekannt, dass sie
eine deterrente Wirkung auf Termiten und andere Holzschadinsekten
besitzen und es konnte gezeigt werden, dass M. discoidea nicht von der
Termite Schedorhinotermes lamanianus als Nahrungsquelle genutzt wird
(MIKUS et al., 1997). Somit wurden in dieser Arbeit die drei Securinega-
Alkaloide Securinin, Phyllanthin und Phyllantidin einerseits auf das
Nageverhalten und andererseits auf ihre Wahrnehmung durch die
antennalen Geschmacksrezeptoren von S. lamanianus hin tiberpriift.

4.1 Wirkung der Securinega-Alkaloide auf das

Nageverhalten

Termiten leben ausschliefSlich phytophag und ca. Y aller Termitenarten
nutzen Holz als Nahrungsquelle (DETTNER, 1999). Baume entwickelten
daher vereinzelt sekundare Inhaltsstoffe um sich vor Fraffeinden, wie
Termiten, zu schiitzen. Dabei kénnen sich diese Deterrentien in den
Wurzeln, der Rinde, dem Kernholz und/oder den Blattern ansammeln und
fraBhemmend bis toxisch auf die Termiten wirken. Diese abschreckende
Wirkung von Baumteilen, von Baumextrakten oder von einzelnen
Deterrentien auf Termiten, wurde mit Hilfe von Biotests bereits in vielen
Arbeiten nachgewiesen (z. B. REYE-SCHILPA et al., 1995, OHTANI et al.,
1997, SOGABE et al., 2000a,b und CHANG et al., 2001). Dabei beschaftigten
sich die meisten Untersuchungen mit 6konomisch relevanten Termiten-
arten, die unter anderem in Nordamerika grofe Schiden an Gebauden
verursachen koénnen. So beschrieben beispielsweise GUTIERREZ et al
(1999) frafhemmende Eigenschaften der drei Terpene Partheniol,
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Argenton und Incanilin auf die Termite Reticulitermes flavipes. GRACE et al.
(1996) testeten verschiedene auf Hawaii vorkommende Baumarten positiv
bezliglich ihrer fraBhemmenden Wirkung auf die Termite Coptoter-
mes formosanus. Weiterhin konnte Azadirachtin, ein Sekundarmetabolit
des Neem-Baumes (Azadirachta indica), im Biotest als hemmend auf das
Fraf3verhalten von C. formosanus ausgewiesen werden (GRACE & YATES,
1992). CHANG & CHENG (2002) wiesen bei der selben Termitenart
frahemmende Effekte gegentiber 6ligen Blattextrakten von Cinnamomum
osmophloeum nach. Aus diesen Untersuchungen geht hervor, dass es die
chemischen Inhaltsstoffe der Baume sind, die fraBhemmend auf die
getesteten Termitenarten wirkten. Arbeiten, in denen B&ume auf
Termitenresistenz hin untersucht wurden, beschrankten sich meist auf
die Resistenzwirkung des Holzes, da diesem eine 6konomisch groéfiere
Bedeutung als z. B. der Rinde zukommt. Wenige Arbeiten zeigten die
resistente Wirkung der Rinde. So wiesen KAWAGUCHI et al. (1989) in
Methanolextrakten von frischer Phellodendron amurese-Rinde Terpene und
in wassrigen Extrakten Alkaloide nach, die fraBhemmend auf die Termite
R. seperatus wirken. GRACE (1997) konnte aus der Rinde von Aesculus
hippocastanum und Ailanthus altissima Extrakte herstellen, die auf
R. flavipes abschreckend wirkten.

MIKUS (2000) zeigte durch Wahl-Biotests ebenfalls, dass das Holz bzw. die
Rinde des Baumes M. discoidea hemmend auf das Nageverhalten von
S. lamanianus wirkt. Dabei ist bei S. lamanianus das Nageverhalten direkt
mit der Nahrungsaufnahme gleich zu setzten, da sie das Holz nur auf
diese Weise abbauen und aufnehmen koénnen. Deshalb wurde in dieser
Arbeit als Parameter fur die Substratnutzung in den Biotests die Anzahl
an nagenden Termiten herangezogen. So konnte MIKUS (2000) die Gewebe
Kernholz und Rinde sowie deren Extrakte auf Nagehemmung
untersuchen, jedoch nicht die einzelnen sekundaren Inhaltsstoffe von
M. discoidea. Auf diese Ergebnisse hin wurden durch FEHLER (2000) drei
Securinega-Alkaloide aus der Rinde von M. discoidea isoliert. Dabei lagen
Securinin, Phyllanthin und Phyllantidin als die alkaloiden Hauptkompo-
nenten des Baumes vor, wobei sie in der Rinde in wesentlich groferen
Mengen als im Kernholz nachgewiesen wurden (siehe Tab. 5).

Die Rinde stellt am intakten Baum das erste von Termiten angegriffene
Gewebe dar. Moglicherweise liegt der Sinn einer hohen Alkaloid-
Konzentration darin, eine chemische Barriere innerhalb dieses dufiersten
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Gewebes zu errichten, um den Baum vor Verletzungen durch holzab-
bauende Termiten zu schiitzen (MIKUs, 2000).

Tab. 5: Securinega-Alkaloid Mengen in der Rinde und im Kernholz von M. discoidea

Angegeben sind die berechneten Mengen der drei hauptsdchlich in M. discoidea
vorkommenden Securinega-Alkaloide (in pg Alkaloid pro g Rinde/Holz). Die Alkaloide
wurden aus einer definierten Menge Rinde bzw. Kernholz durch Soxhlet-Extration
gewonnen. Dabei kam als Losungsmittel Dichlormethan zum Einsatz, da dies aufgrund
der chemischen Eigenschaften der Alkaloide die hoéchste Extraktionsausbeute ergab.
AnschliefSend erfolgte die Aufreinigung der Alkaloide. (FEHLER, 2000).

Securinega- Alkaloidmenge [ug] Alkaloidmenge [ug]
Alkaloid pro Gramm Rinde pro Gramm Kernholz
(-) — Securinin 388 124
(-) — Phyllanthin 1096 199
(-) — Phyllantidin 114 15

Die Securinega-Alkaloide Securinin, Phyllanthin und Phyllantidin wurden
von FEHLER (2000) isoliert und aufgereinigt. Das dabei verwendete
Dichlormethan stellt jedoch kein in der Natur vorkommendes Losungs-
mittel dar und so mussten die Mengenverhaltnisse der drei Alkaloide im
biologisch relevanten Losungsmittel Wasser nachgepriift werden. Dabei
lie sich tuber gaschromatographische Analysen nachweisen, dass
Securinin, Phyllanthin und Phyllantidin auch im wéassrigen Extrakt die
alkaloiden Hauptbestandteile darstellten. Die Mengenverteilungen der drei
Alkaloide des wassrigen Extraktes entsprachen dabei denen des
Dichlormethanextraktes. Phyllanthin liegt, verglichen mit den beiden
anderen Alkaloiden, nicht nur in der Rinde bzw. im Holz von M. discoidea
in der grofiten Menge vor, sondern ist auch im wéassrigen Extrakt mit der
hochsten Konzentration nachweisbar. Weitere Stoffe, die im chromato-
graphiertem Rindenextrakt neben den drei Alkaloiden auftraten (siehe
Abb. 9), wurden in dieser Arbeit nicht eingehender analysiert. Ein
Vergleich dieser Stoffpeaks mit den von FEHLER (2000) aus Dichlormethan
extrahiertem M. discoidea Holz gefundenen, deutet jedoch darauf hin,
dass es sich moglicherweise um Diastereomere der Securinega-Alkaloide
handeln kénnte.

In dieser Arbeit konnten erstmals die drei Alkaloide Securinin, Phyllanthin
und Phyllantidin von M. discoidea unabhangig von einander, in bezug auf
das Fraf3- bzw. Nageverhalten von S. lamanianus, getestet werden. Dabei
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wurde den Termiten das kommerziell erhéaltliche SIGMA-Securinin (wird
von der Firma SIGMA aus der Pflanze Securinega suffruticosa gewonnen)
und die aus M. discoidea aufgereinigten Alkaloide M.d.-Securinin, Phyllan-
thin und Phyllantidin im Biotest angeboten. Die Ergebnisse dieser Biotests
zeigten deutlich, dass jedes der getesteten Alkaloide eine signifikante
Hemmwirkung auf das Nageverhalten der Termiten besaf3. Dabei bestand
ein indirekter Zusammenhang zwischen Alkaloidmenge und resultierender
Hemmwirkung, denn mit steigender aufgetragener Menge sank die Anzahl
an Nageereignissen, auf den mit Alkaloid behandelten Filterpapierhalften.
Diese Ergebnisse zeigten deutlich, dass die drei Alkaloide als deterrente
Stoffe wirkten und unter anderem die Frafresistenz von M. discoidea
gegenuber der holzfressenden Termite S. lamanianus bewirkten.

Bei Betrachtung der Nagehemmung unterscheiden sich alle drei Alkaloide
in ihren jeweiligen Schwellenbereichen, ab denen eine signifikante
Nagehemmung eintritt (siehe Tab. 2). Dieser Bereich kann fiir jedes
Alkaloid auf ein Gramm Filterpapier hochgerechnet und mit den von
FEHLER (2000) in der Rinde gefundenen Mengen verglichen werden. Dabei
liegen die in der Rinde gefundenen Mengen fir Securinin und Phyllanthin
innerhalb der hochgerechneten Schwellenbereiche. In der Literatur gibt es
keine Untersuchungen zur Frafhemmung von Insekten, welche die
Schwellenbereiche der Deterrentien mit den tatsadchlich in der Pflanze
vorhandenen Konzentrationen an diesen Stoffen vergleicht. Uberhaupt
gibt es nur wenige Arbeiten, welche die natiirlichen Konzentrationen an
Deterrentien in der Pflanze untersuchen (FrRAZIER, 1992). Jedoch
erscheinen fiir Securinin und Phyllanthin die gleichen vorhandenen
Mengen, die in der Rinde von M. discoidea vorlagen und Nagehemmung
bei S. lamanianus hervorriefen, sinnvoll.

Beim Phyllantidin lag der Schwellenbereich im Biotest weit unter denen
von Securinin und Phyllanthin. Da sich bei diesem Alkaloid auch die
Ergebnisse der neurophysiologischen Untersuchungen nur schlecht
biologisch erklaren lassen, kann ein methodischer Fehler nicht ausge-
schlossen werden. Zudem stand fir diese Arbeit nur eine sehr begrenzte
Menge an Phyllantidin zur Verfigung, sodass keine weiteren klarenden
Untersuchungen durchgefiihrt werden konnten.

Bei der Darstellung der Biotest-Ergebnisse wurden Mengenangaben
benutzt, obwohl beim Herstellen des Tests, nach dem Verdunsten des
Chloroforms von den Filterpapierhalften, erneut das gleiche Volumen an
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Wasser (25ul) auf die Alkaloide gegeben wurde. Dabei wurden die
Alkaloide zwar wieder gelost (siehe Kapitel 2.3.2.2), Mengenangaben sind
aber sinnvoll, da sich die Loslichkeiten der Alkaloide in Chloroform und
Wasser unterscheiden. Dies liegt wiederum in der unterschiedlichen
Polaritat der Losungsmittel begriindet. Deshalb konnten die letztendlich
im Wasser vorhandenen Alkaloidkonzentrationen nicht eindeutig
bestimmt werden. Die Angabe einer Alkaloidmenge, welche sich nach dem
Evaporieren des Chloroforms auf den Filterpapieren befindet, ist hingegen
exakt.

4.2 Alkaloid-Wirkung auf die Kontaktchemo-

rezeptoren

Im Gegensatz zu anderen Insekten, wurden an Termiten nur wenige
neurophysiologische Untersuchungen durchgefiihrt. So sind bei Termiten
uber die olfaktorische Wahrnehmung leicht fliichtiger Substanzen bislang
nur funf Arbeiten publiziert. Eine Arbeit zeigte dabei den Zusammenhang
zwischen der Reizung mit pflanzlich dtherischen Olen und der Amplitude
von Elektroantennogrammen (EAG) bei Zootermopsis angusticollis (ABU-
SHAMA, 1966). FLoYD et al. (1976) stellten bei Reticulitermes lucifugus,
ebenfalls durch EAG-Untersuchungen, die abschreckende Wirkung von
Chinonen und Monoterpenen fest. Die einzigen Untersuchungen zur
Reaktion einzelner Neurone, welche auf olfaktorische Reize reagieren,
stammten von einem Sensillentyp auf den Antennen von S. lamanianus
(ZIESMANN et al., 1992, KaIB et al., 1993 und ZIESMANN, 1996).

Nur eine Arbeit untersuchte bisher neurophysiologisch die gustatorische
Wahrnehmung bei Termiten. So analysierte MIKus (2000) S. lamanianus
hinsichtlich ihrer gustatorischen Rezeptoren und deren Reaktionsspektren
bei Reizung mit Wasser, verschiedenen Salzen, Saccharose und Glycin.
Weitere Arbeiten zur gustatorischen Wahrnehmung bei Termiten fehlen.

In dieser Arbeit wurden weiterfihrende neurophysiologische Unter-
suchungen an den antennalen Geschmacksrezeptoren von S. lamanianus
durchgeftihrt. Dabei konnte erstmals bei einer Termitenart eine
Rezeptorzelle nachgewiesen werden, die sensitiv auf Deterrentien
reagierte.
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4.2.1 Der alkaloid-sensitive ,,deterrent receptor

Da die Verhaltensuntersuchungen deutlich herausstellten, dass alle drei
getesteten Securinega-Alkaloide spezifisch und in Abhangigkeit von der
Menge zu Frafhemmung fiihrten, war von alkaloidsensitiven Rezeptoren
auf den Sinnesorganen von S. lamanianus auszugehen. Die drei getesteten
TP-Sensillen (TP I - 1III) stellen die einzigen gustatorischen Sensillentypen
auf den Antennen der Termite dar (WoLFRUM & KaiB, 1988; KaiB,
unveroffentlicht). In dieser Arbeit wurden nur die antennalen Ge-
schmacksrezeptoren untersucht, da REINHARD & KaiB (1995) auf die
besondere Stellung der Antennen bei der Nahrungssubstratpriifung durch
S. lamanianus hinwiesen. Die Autoren beschrieben eine spezielle Verhal-
tensweise, die sie ,rubbing antennae“ bezeichneten und welche den
intensiven Einsatz der Antennen beschreibt.

Von den in dieser Arbeit untersuchten TP-Sensillen reagierte nur ein
Neuron mit starker Erregung auf alle drei Securinega-Alkaloide. Dies war
das Neuron 3/II im TP II-Sensillum, welches einen alkaloidsensitiven
Rezeptor der Termite darstellte. Dabei waren bei allen drei Alkaloiden die
resultierenden Erregungsfrequenzen direkt von der Reizkonzentration
abhéngig. Die Reiz-Erregungs-Kurve dieses Chemorezeptors beschreibt fiir
Securinin und Phyllanthin einen sigmoiden Verlauf, welcher fur viele
Rezeptor-Kennlinien charakterisierend ist (z. B. WIECZOREK, 1976, MIT-
CHELL & GREGORY, 1979, PETERSON et al., 1993, STADLER, 1994 und VAN
LOON & SCHOONHOVEN, 1999). Beim Securinin lag die Maximalerregungs-
frequenz des Neurons 3/II im Mittel bei bis zu 80 Impulsen/Sekunde.
Erregungsfrequenzen unmittelbar nach Reizbeginn erreichten sogar bis zu
200 Impulsen/Sekunde. MIKus (2000) konnte bei S. lamaniamus solche
hohen Erregungsfrequenzen nur vom Neuron 1/I bei Reizung mit hohen
Kochsalz-Konzentrationen ableiten. Dies deutet beim Securinin auf einen
starken Reiz hin.

SCHOONHOVEN (1982) beschrieb finf verschiedene Wirkungsweisen, mit
denen deterrente Pflanzeninhaltsstoffe auf die Chemorezeptoren wirken
konnen. So wies der Autor darauf hin, dass Deterrentien 1) unregelmaflige
Impulsabfolgen (,Bursts®) mit oft hoher Frequenz auslésen kénnen oder
2) spezielle Rezeptormolekitile in der Dendritenmembran stimulieren, die
ansonsten nur auf andere Substanzen reagieren oder 3) komplexe
Reaktionsmuster (,across-fiber patterns“) verandern kénnen oder 4) Neu-
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ronen hemmen, die ansonsten nur auf frafordernde Substanzen
reagieren oder 5) spezielle Neuronen (,deterrent receptors®) stimulieren,
welche ausschlieBlich auf deterrente Pflanzeninhaltsstoffe reagieren.

Da der durch diese Arbeit identifizierte alkaloidsensitive Rezeptor (Neuron
3/1I), von allen durch MIKuUS (2000) getesteten Stoffen, ausschlief3lich auf
die drei Securinega-Alkaloide mit Erregung reagierte, kann dieser, in
Anlehnung an SCHOONHOVEN (1982), als ,deterrent receptor*® bezeichnet
werden. Die von diesem ,deterrent receptor® erzeugten Impulsfrequenzen,
werden vom Fraf3zentrum des ZNS gesondert verarbeitet (FRAZIER, 1992).
Dies fiahrt zu Verhaltensweisen, welche die Termite von der
Nahrungsaufnahme abhalt und sie damit vor den potentiell toxischen
Stoffen schuitzt.

Da fir Termiten in der Literatur bisher keine Arbeiten tber ,deterrent
receptors® vorliegen, koénnen die Ergebnisse dieser Arbeit nur mit
Untersuchungen von anderen Insektengruppen verglichen werden. Dabei
befasst sich ein Grofiteil mit Lepidopterenlarven oder mit Kafern, wie dem
Kartoffelkafer (Leptinotarsa decemlineata), da diese landwirtschaftliche
Schadlinge darstellen (z. B. BLANEY et al., 1987, BLANEY & SIMMONDS,
1988ab, BLANEY & SIMMONDS, 1990, ROESSINGH et al., 1992, MULLIN et al.,
1994, LINER et al., 1995 und STADLER et al., 1995). HOLLISTER et al. (2001)
zeigten, dass das Alkaloid LeptinI aus Pflanzen der Familie der
Solanaceae einen spezifischen ,deterrent receptor® des Kafers L. decemli-
neata bei einer Schwellenkonzentration von 3 x 105M erregt. Fur
Sinigrin, ein Glucosinolat, konnte eine mit Leptin I vergleichbare Reiz-
schwelle des Rezeptors von 1 x 10-5 M bei diesem Kéfer festgestellt werden
(MESSCHENDORP et al., 1998). Eine entsprechende Schwelle dieser
speziellen Rezeptoren wiesen VAN LOON & SCHOONHOVEN (1999) bei
Schmetterlingen verschiedener Pieris-Arten nach. Dabei ergaben sich
Konzentrationen fiir verschiedene Kardenolide (z. B. Erysimin) von 107 bis
10-5 M. Die bisherigen Untersuchungen an ,deterrent receptors® zeigten,
dass die meisten deterrenten Substanzen durch diese Rezeptoren in einem
Schwellenbereich von 10-8 und 10-5 M wahrgenommen werden.

Somit liegt deren Empfindlichkeit zwischen der von gustatorischen Salz-
bzw. Zucker- und Pheromonrezeptoren. Wobei die primaren Pflanzen-

’ Der Begriff ,deterrent receptor” oder auch ,deterrent neuron® wurde in der Literatur von

SCHOONHOVEN (1982) eingefiihrt. Der deutschen Bedeutung wirde am ehesten das Wort
Fraghemmstoff-Rezeptor entsprechen. Fur die weitere Diskussion soll jedoch der englische
Ausdruck weiter verwendet werden.
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metabolite, welche oft Nahrstoffe darstellen, bei Konzentrationsschwellen
von 104 bis 10-1M perzipiert werden (z. B. SHIMADA, 1994, HANSEN-
DELKESKAMP & HANSEN, 1995, LiscIA et al., 1997, MIKUS, 2000, GLENDINNING
et al., 2000 und LiscibpA & SOLARI, 2000) und bei gustatorischen
Pheromonrezeptoren Schwellenkonzentrationen von 1019 M erreicht
werden (STADLER, 1994). Die hohen Schwellenkonzentrationen der
primaren Pflanzeninhaltsstoffe sind mit deren phagostimulanten
Wirkungen zu erklaren. So beinhaltet die Aufnahme dieser Nahrstoffe
auch bei hohen Konzentrationen keine negativen Folgen fiir das Insekt. Im
Gegenteil, gerade Stoffe wie Zucker oder Fette stellen Energietrager dar,
die in grofien Mengen von den Tieren bendétigt werden. Hingegen kénnen
die deterrenten Pflanzeninhaltstoffe toxisch auf das Insekt wirken (z. B.
GONzALEZ-COLOMA et al., 2002, HUMMELBRUNNER & ISMAN, 2001, SOULE et
al., 2000 und MULLIN et al., 1997). Damit muissen diese potentiellen Gifte
frihzeitig und schon in geringen Konzentrationen wahrgenommen
werden.

Beim Vergleich der ermittelten Schwellenkonzentrationen fiir Securinin,
Phyllanthin und Phyllantidin wird deutlich, dass das Neuron 3/II am
empfindlichsten auf Securinin, mit einer Schwelle von 1 -3 x 10-5M,
reagierte. Dieser Konzentrationsbereich stimmt mit den Schwellen der
beschriebenen deterrente Substanzen anderer Insekten tiberein. Auch VAN
LooN (1990) konnte verschiedene Flavonoide aus einer Pflanze
(Brassica oleracea) hinsichtlich ihrer stimulierenden Wirkung auf den
~deterrent receptor” des L-Sensillums von P. brassicae testen. Dabei waren
alle Stoffe unterschiedlich reizwirksam. Katechin rief beim ,deterrent
receptor” die hochsten Erregungsfrequenzen hervor und es konnte eine
Schwellenkonzentration von unter 2 x 104 M gemessen werden. Cyanin,
ein weiteres Flavonoid, war weitaus weniger reizwirksam, genauso wie

Oenin und Malvin.

Phyllanthin erregte den ,deterrent receptor® bei einer Schwellenkon-
zentration die ca. 30 mal hoéher lag als die fur Securinin. Es war also
weniger reizwirksam als Securinin. Die Konzentrationen bei halbmaxi-
maler Erregung (EDso) unterschieden sich fiir Securinin und Phyllanthin
ebenfalls um den Faktor 30. Nach Berechnung der Anstiege der Reiz-
Erregungs-Kurven in den Punkten der EDso-Konzentration unterschieden
sich die beiden Alkaloide Securinin und Phyllanthin um den selben Faktor
(siehe Kapitel 3.3.1.4). Auch Phyllantidin erregte das Neuron 3/II, jedoch
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konnte keine Maximalerregungsfrequenz bzw. kein EDso-Wert erfasst
werden, da die Reizkonzentration auf 0,9 mM beschriankt war. Nur die
Reizschwelle, welche zwischen 1 und 3x 104 M lag, konnte ermittelt
werden und war somit etwa 10fach hoéher als die fir Securinin. Die
Gemeinsamkeiten der beiden Reiz-Erregungskurven deuten eventuell
darauf hin, dass Securinin und Phyllanthin am Rezeptor den gleichen
Wirkmechanismen und der gleichen Kinetik folgen. Somit wéare es
moglich, dass der biochemische Rezeptor in der Dendritenmembran der
Nervenzelle fur beide Alkaloide identisch ist. Phyllanthin unterscheidet
sich chemisch nur durch eine Methoxy-Gruppe (-OCHs) vom Securinin. Es
ware denkbar, dass Securinin eine bessere Bindung mit dem
Rezeptormolekul eingeht, wodurch mehr Alkaloid pro Zeiteinheit
gebunden werden kann. Die zusatzliche Methoxy-Gruppe des Phyllanthins
konnte daher dessen héhere Schwellenkonzentration bedingen. Auf3erdem
erklart sie die hohere Loslichkeit des Phyllanthins im polaren
Losungsmittel Wasser. Auch SCHOONHOVEN et al. (1992) und FRAZIER
(1992) beschrieben die verdnderten Auswirkungen auf die Reizstarke von
Deterrentien, welche durch kleine Verdnderungen in deren funktionellen
Gruppen hervorgerufen werden.

4.2.2 Die hemmende Wirkung der Securinega-Alkaloide auf

die wassersensitiven Neurone

MIKUS (2000) beschrieb auf den Antennen von S. lamanianus die Neurone
2/1 und 2/11 als wassersensitiv. Diese Neurone reagierten auf den Reiz
Wasser mit Erregung und zunehmende NaCl- bzw. KCl-Konzentrationen
hemmten das Neuron als dissoziationsfdhige Elektrolyte. Diese Hemmung
konnte in dieser Arbeit bei beiden Neuronen fur NaCl bestatigt werden.
Bei beiden Neuronen setzte die Hemmung, beziiglich der Reaktion auf
Wasser, ab einer Reizkonzentration von 10 mM ein und war bei 100 mM
vollstandig. Die drei Securinega-Alkaloide zeigten ebenfalls diese
Hemmwirkung auf die wassersensitiven Neuronen 2/I und 2/1I, was auf
deren Elektrolyt-Eigenschaften zuruckgeftihrt werden kann. Jedoch war
die Schwellenkonzentration, bei einsetzender Hemmung, bei allen
Alkaloiden um den Faktor 10 geringer, als beim NaCl. Weiterhin konnte
bei keinem Alkaloid eine vollstaindige Hemmung der wassersensitiven
Neuronen gemessen werden. Vermutlich ist dies auf die begrenzten
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maximalen Reizkonzentrationen der Alkaloide zurtickzufiihren, die im
Wasser nur eine geringe Loslichkeit besitzen.

Neuron 1/I wurde durch MiIkKUus (2000) auch als wassersensitiv
charakterisiert. Jedoch wurde dieses Neuron durch steigende NaCl-
Konzentrationen nicht gehemmt, sondern Kkonzentrationsabhangig
stimuliert. Diese Erregung des Neurons folgt somit einem anderen
Wirkmechanismus, als es fiir klassische wassersensitive Neurone
beschrieben wurde (Mikus & KaiB, 1998b). Neben dem biochemischen
Wasserrezeptor in der Dendritenmembran befindet sich ein Natrium-
Rezeptor, welcher fiir Natrium sensitiv ist. Dieser Rezeptor fiihrt bei hohen
Natriumkonzentrationen trotz inaktiviertem Wasserrezeptor zu einer
Erregung des Neurons (MIKUS & KaIB, 1998b). Wie infolge des veranderten
Wirkmechanismusses zu erwarten war, konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass keines der Securinega-Alkaloide das Neuron 1/I erregte.

4.2.3 Die hemmende Wirkung der Securinega-Alkaloide auf

den ,,deterrent receptor®

Wie durch SCHOONHOVEN (1982) beschrieben, konnen deterrente Stoffe
spezielle phagostimulierende Rezeptoren hemmen. Diese Wirkung tritt
haufig simultan mit der Erregung eines ,deterrent receptor® auf. Fast
immer werden dabei die zuckersensitiven Chemorezeptoren beeintrachtigt,
indem deren Reaktion oder Erregungspotential durch die Deterrentien
verandert oder gehemmt werden (z. B. Ma, 1977, KENNEDY & HALPERN,
1980, SIMMONDS et al., 1990, LAM & FRAZIER und FRAZIER 1992).

Solche auf phagostimulierende Rezeptoren wirkende Effekte, ausgeldst
durch die Securinega-Alkaloide, konnten in dieser Arbeit nicht beobachtet
werden. Dies konnte darin begriindet liegen, dass auf den Antennen von
S. lamanianus keine zuckersensitiven Rezeptorzellen nachgewiesen
wurden (MIKUS, 2000). Es ist jedoch nicht auszuschliefen, dass diese
Alkaloide mogliche Rezeptorzellen auf den Tarsen oder den Mundwerk-
zeugen blockieren bzw. beeinflussen kénnten.

Interessanterweise wurde jedoch ein anderer Hemmeffekt bei Reizung mit
allen drei Alkaloiden registriert. Securinin, Phyllanthin und Phyllantidin
blockierten den ,deterrent receptor”, also das Neuron 3/II, selbst.
Allerdings ist diese Hemmwirkung nicht mit derjenigen zu vergleichen,
welche die Alkaloide in ihrer Eigenschaft als Elektrolyt auf die
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wassersensitiven Rezeptoren zeigten. Denn die Hemmung des ,deterrent
receptor” hatte eine andere zeitliche Ausdehnung. So konnte fiir Securinin
festgestellt werden, dass sich das Erregungsniveau des Folgereizes erst
nach einer Stunde Zeitdifferenz (zwischen Primar- und Folgereiz) wieder
auf dem Niveau der Primarerregung befand. BLANEY et al. (1986)
erkannten ebenfalls die Hemmwirkung eines Stoffes auf seinen eigenen
Rezeptor. Dabei wurde das Verstellen der Reaktionsschwelle dieses
Rezeptors, nach Kontakt mit dem Reizstoff, als Ursache der Hemmung
beschrieben. Dies ware ein Mechanismus, welcher auch fiir den Alkaloid-
Rezeptor in der vorliegenden Arbeit zutreffen koénnte. Aufschluss tiber
einen solchen Mechanismus konnten weitere Experimente geben, bei
welchen der Folgereiz eine hohere Konzentration an Alkaloid als der
Primérreiz aufweisen musste.

Fur die beiden anderen Alkaloide, Phyllanthin und Phyllantidin, war die
gleiche zeitliche Ausdehnung der Hemmwirkung auf den ,deterrent
receptor® wie beim Securinin anzunehmen. Um vergleichbare Reaktionen
des Neurons 3/II zu erhalten, wurde daher bei allen Untersuchungen mit
den Securinega-Alkaloiden jedes Sensillum nur einmal abgeleitet. Da die
Praparation einer Termite fur die ,tip-recording-technique“ methodisch
bedingt langer dauerte, war es im zeitlich begrenzten Arbeitsrahmen nicht
moglich, mehr als durchschnittlich zwei Termiten pro Substanzkonzen-
tration zu vermessen. Um trotz alledem eine gentigend grofie Datenmenge
zu erhalten, wurden immer beide Antennen einer Termite und pro
Antenne eine maximale Anzahl von Sensillen abgeleitet. Hierbei wurden
nur die Sensillen der ersten distalen 9-10 Segmente vermessen. Die
neurophysiologische Charakterisierung von den Sensillen der restlichen
Segmente besaf3 keine biologische Relevanz , da bei diesen Sensillen,
bedingt durch deren Lage, nur begrenzte oder gar keine Substratbertih-
rung auftrat.

Die durch die Alkaloide hervorgerufene Hemmung des einzigen antennalen
alkaloidsensitiven Rezeptors wiederspricht augenscheinlich dem Zweck
der Substratprufung durch die Termite. Denn durch den blockierten
Rezeptor sind diese nicht mehr in der Lage, Alkaloide wahrzunehmen,
welche sich weiterhin im Substrat befinden. Dies konnte moglicherweise
dazu fiihren, dass die Alkaloide von den Termiten aufgenommen werden.
Vom Securinin ist bekannt, dass es eine Wirkung als GABA-Rezeptor
Antagonist besitzt (BEUTLER et al., 1985, SHEAD et al., 1992 und Han et al.,
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2000). So konnte der Stoff, nach Aufnahme und Verteilung im
Organismus, wichtige zentralnervose Prozesse beeinflussen und dem Tier
schaden. Es wiare zudem denkbar, dass die im Darm lebenden
Zooflagellaten negativ von den aufgenommenen Stoffen beeinflusst werden
(MAISTRELLO et al., 2001). Dies hatte zur Folge, dass die zellulosehaltige
Nahrung nicht mehr aufgeschlossen werden koénnte. Dies zeigt, dass es
fir die Termite negative Auswirkungen haben koénnte, wiirden die
Alkaloide den ,deterrent receptor® hemmen wund die Tiere das
alkaloidhaltige Substrat aufnehmen.

Die Verhaltensuntersuchungen zeigten aber, dass auch hohe Alka-
loidmengen im Biotest nagehemmend wirkten. Dies wiirde bedeuten, dass
das eventuell blockierte Neuron 3/II die Nagehemmung der Termiten nicht
beeintrachtigt. Eine mogliche Erklarung fur diesen augenscheinlichen
Wiederspruch bezieht sich auf die hohen Alkaloidkonzentrationen, welche
den ,deterrent receptor hemmen. Securinin hemmte diesen erst ab 1 mM.
Diese Konzentration liegt jedoch im Sattigungsbereich und damit weit
oberhalb der Schwellenkonzentration. Ebenso wirkte Phyllanthin erst ab
einer Konzentration von 5 mM hemmend auf das Neuron 3/II. Die lange
Blockade des ,deterrent receptors® konnte auf einen unspezifischen
Hemmeffekt hindeuten (SCHOONHOVEN et al., 1992). Auch SCHOONHOVEN &
YAN (1989) konnten zeigen, dass Warburganal und andere verwandte
Verbindungen, bei langer Stimulation den ,deterrent receptor® tber eine
Stunde hemmten. Weiterhin wéare es auch denkbar, dass andere
Mechanismen trotz gehemmten Neuron 3/II, die Termiten am Nagen
hinderten. So wurde im Biotest bei hohen Alkaloidmengen starkes
Abkoten der Termiten auf die mit Alkaloid behandelte Probenhélfte
festgestellt. Termiten decken mit Hilfe von Kot toxisches oder pathogenes
Material ab (CARTER & DE CARMAGO, 1983 und LoGAN & ABOOD, 1990), was
fiir andere Termiten ein Signal zur Meidung dieser Flachen sein konnte.

4.2.4 Der zeitliche Erregungsverlauf des ,,deterrent recep-

(13

tor

Weiterhin wurde vom Neuron 3/II, dem ,deterrent receptor”, der zeitliche
Erregungsverlauf bei Reizung mit dem Alkaloid Securinin aufgenommen.
Dieser zeigt, einen rein phasischen Verlauf ohne tonische Elemente. Auch
MIKUS (2000) erkannte, dass die meisten der gustatorischen Sensillen auf
den Antennen von S. lamanianus nur phasisch reagieren. Hingegen ist bei



Diskussion 58

den gustatorisch sensitiven Neuronen von anderen Insekten, bis auf eine
Ausnahme (NEWLAND, 1998), immer ein phasisch-tonischer Erregungs-
verlauf beschrieben wurden (z. B. SCHNUCH, 1996 und VAN DER GOES VAN
NATERS & DEN OTTER, 1998). NEWLAND (1998) fand dagegen auf den Beinen
der Heuschrecke Schistcerca gregaria einen salzsensitiven Rezeptor,
welcher eine rein phasische Reaktion zeigte. Doch geht der Autor nicht auf
die Bedeutung dieses Reaktionsverlaufes ein.

Viele Beispiele zeigten jedoch, dass die Latenzzeit zwischen Reizaufnahme
und dadurch hervorgerufener Verhaltensreaktion unter 100 ms liegt und
damit sehr kurz ist (z. B. GETTING, 1971, VAN DER STARRE, 1972 und
ROGERS & NEWLAND, 2000). Damit kann eine phasische Erregung der
Geschmackssinneszellen ausreichen, um die Reizinformation zu kodieren.
Da Insekten ihre Geschmacksrezeptoren in der Regel nur kurz aber
wiederholt mit der Reizquelle (Substrat) in Verbindung bringen, fiihren die
hohen Impulsfrequenzen des phasischen Teils des Erregungsverlaufes zu
Salven, welche ins ZNS mit hoher Frequenz eingehen. Somit ist die
Summe, der im Zentralnervensystem eingehenden Impulszahl, grofier als
bei Dauerstimulation (BLANEY & DUCKET, 1975). Bei S. lamanianus fiihrt
das Verhalten ,Antennenabrollen” ebenfalls dazu, dass die Sensillen nur
kurz stimuliert werden (Reinhard & Kaib, 1995). Ein Fehlen des tonischen
Teils der Erregung ist daher ohne Bedeutung auf die Reizkodierung bei
Stimulation mit den Securinega-Alkaloiden.

4.2.5 Erhohte Erregungsfrequenzen des ,deterrent recep-
tor“ bei Sensillen der ersten distalen Antennenseg-

mente

Es zeigte sich, dass die ,deterrent receptors® der Sensillen des ersten
distalen Antennensegmentes bei gleichen Reizkonzentrationen mit
hoheren Erregungsfrequenzen auf den Reiz Securinin reagierten als die
der anderen Sensillen. In der Literatur sind Arbeiten, welche einen
vergleichbaren Effekt behandelten, nicht bekannt.

Diese erhohten Erregungsfrequenzen deuten nicht auf eine gesteigerte
Empfindlichkeit des ,deterrent receptor” der Sensillen des ersten distalen
Antennensegmentes gegenuber dem Reiz Securinin, im Vergleich zu dem
der anderen Segmente, hin. Werden die maximalen Erregungsfrequenzen
der beiden Reiz-Erregungs-Verlaufe auf 100 % normiert, decken sich beide



Diskussion 59

Verlaufe. Das bedeutet, dass nur die Impulsfrequenz der ersten antennal-
distalen ,deterrent receptors® erhoht ist und nicht die Empfindlichkeit.
Beim ,Antennenabrollen (Reinhard & Kaib, 1995) wahrend der Uber-
prufung der Nahrungsressourcen, kommen die Sensillen des ersten
distalen Flagellarsegments mit hoherer Wahrscheinlichkeit in Kontakt mit
dem Untergrund als andere Sensillen. Damit sind diese Sensillen gut
geeignet, um potentiell toxische Deterrentien zu perzipieren. Weiterhin
besitzen sie, von allen anderen Sensillen auf den Antennen, den weitesten
Abstand zur Mundoéffnung der Termite. Damit koénnten Alkaloid-
Konzentrationen kurz unterhalb der Schwelle nur bei den am weitesten
vom Mund entfernten Neuronen Erregungsfrequenzen hervorrufen, welche
die Termite vom Fressen abhalten. Dies wahre sinnvoll, falls diese, kurz
unterhalb der Schwelle liegenden Konzentrationen, bereits toxisch fur die
Termite waren. Die mit hoherer Erregungsfrequenz reagierenden Neurone
wiirden so eine Art Sicherheitsabstand fiir die Termite gewéahrleisten.

4.3 Vergleich der Alkaloidwirkung auf das Verhal-
ten und auf den Alkaloid-Rezeptor

Durch diese Arbeit war es erstmals moglich, die Auswirkungen von
deterrenten Stoffen auf das Frafverhalten und auf einen speziellen
.deterrent receptor®* miteinander zu vergleichen. Auf S. lamanianus
wirkten die getesteten Securinega-Alkaloide konzentrationsabhangig nage-
hemmend. Dabei lag ein positiver Zusammenhang vor, da die
resultierende Nagehemmung bei steigender aufgetragener Alkaloidmenge
ebenfalls anstieg. Ebenso waren die abgeleiteten Erregungsfrequenzen
direkt von der Reizkonzentration abhangig und auch hierbei zeigte sich
eine positive Beziehung. Die daraus resultierende weiterfihrende positive
Korrelation zwischen Nagehemmung und Erregungsfrequenz des
~deterrent receptor” lasst den Schluss zu, dass die Impulse des Neurons
3/1I einen direkten hemmenden Effekt auf das Fraf3zentrum im zentralen
Nervensystem austubten (MESSCHENDORP et al., 1996). Dabei ist das
Vorhandensein einer direkten Beziehung zwischen der afferenten Antwort
der sensorischen Neurone und dem resultierenden Frafverhalten des
Insekts eine Grundaussage von allen Studien uber chemosensorische
Kodierung eines Reizes (SCHOONHOVEN et al., 1992). Jedoch gibt es nur
sehr wenige Untersuchungen tiber diese Kodierung, welche neurophysio-
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logische Untersuchungen und Verhaltentests gemeinsam behandelten
(SCHOONHOVEN, et al., 1992).

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen Vergleiche zwischen der
Nagehemmung und der Erregungsstarke des Neurons 3/II zwischen den
einzelnen Alkaloiden zu. Dabei werden Unterschiede deutlich. So wirkten
die beiden Alkaloide Securinin und Phyllanthin im Biotest in den gleichen
Schwellenbereichen nagehemmend. Entgegengesetzt dazu lagen die
Schwellenkonzentrationen der neurophysiologischen Untersuchungen um
den Faktor 30 getrennt vor. Securinin wirkte auf den ,deterrent receptor®
schon ab einer Schwellenkonzentration von 1-3x10°M erregend
wahrend Phyllanthin diese Erregung erst ab 3 — 10 x 104 M hervorrief.
Weiterhin ist dieser Schwellenbereich fiir Phyllanthin, verglichen mit
denen fur deterrente Stoffe bei anderen Insekten, zu gering. Diese Befunde
deuten darauf hin, dass moéglicherweise noch andere sensorische
Mechanismen bei der Wahrnehmung von Phyllanthin eine Rolle spielen
koénnten (MESSCHENDORP et al, 1996). Ahnliche differente Befunde
zwischen den Verhaltensschwellen im Biotest und den
Konzentrationsschwellen des ,deterrent receptors® bei verschiedenen
getesteten Deterrentien konnten auch LisciA & SOLARI (2000) aufzeigen.
Diese Autoren testeten unter anderem die Deterrentien Quinin und
Amilorid auf das Frafverhalten und auf die Reaktion des ,deterrent
reseptors” bei der Fliege Protophormia terraecnovae. Dabei konnte Quinin
die gleiche Erregungsfrequenz erst bei 10facher Konzentration wie
Amilorid hervorrufen. Umgekehrt waren die Verhaltnisse bei den
Verhaltensuntersuchungen, bei denen Amilorid erst bei 10facher
Konzentration im vergleich zum Quinin gleich wirkte. Die Autoren
erklarten diese Ergebnisse damit, dass Quinin zusatzlich die
zuckersensitive Zelle hemmte. Die daraus resultierende Aufsummierung
erhohte das fraBhemmende Signal, welches in das ZNS eingeht, im
Vergleich zum Amilorid, welches nur den ,deterren receptor” erregte. Auch
MESSCHENDORP et al. (1998) fanden diese Unterschiede in den Schwellen,
als sie die Wirkung von Sinigrin (Glucosinolat) und Driman (Terpen) bei
Leptinotarsa decemlineata untersuchten. So war fir Sinigrin die
Reizschwelle beim ,deterrent receptor® kleiner und im Verhaltenstest
grofer als die fiir Driman. Die Autoren diskutierten jedoch keine mogliche
Erklarung fur diese Unterschiede.



Diskussion 61

In Anbetracht der Ergebnisse flir andere Insekten koénnte auch bei
S. lamanianus das Vorhandensein weiterer alkaloidsensitiver Rezeptoren
auf andern Korperteilen méglich sein. Jedoch kommen die Alkaloide in
M. discoidea zusammen vor und sind deshalb auch gemeinsam reiz-
wirksam. Da in dieser Arbeit nur einzelne Deterrentien untersucht
wurden, ist tiber die Kombinationswirkung der Stoffe nichts bekannt. Es
ware denkbar, dass Securinin und Phyllanthin moglicherweise mit dem
selben Rezeptormolekiil interagieren. Dann sollte sich die Gesamtwirkung
beider Alkaloide im Vergleich zur Einzelwirkung verstarken. Es kénnte
somit durch den einzigen antennalen .deterrent receptor, dem Neuron
3/11, bei der Termite Nagehemmung hervorgerufen werden.

Die vergleichenden Untersuchungen von Verhaltensinderung und
Erregung des ,deterrent receptors® zeigten deutlich, dass es der Termite
S. lamanianus moglich ist, die Frafhemmstoffe aus M. discoidea
wahrzunehmen und mit nagehemmenden Verhaltensweisen zu reagieren.
Damit kann die bisher bekannte Liste der Insektengruppen, welche
spezielle ,deterrent receptors® ausgebildet haben, von Schmetterlingen,
Fliegen und Kafern auf die Termiten erweitert werden.



Zusammenfassung 62

5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurden die drei Securinega-Alkaloide
Securinin, Phyllanthin und Phyllantidin, welche im Baum Margaritaria
discoidea vorkommen, hinsichtlich ihrer Wirkung auf das Nageverhalten
und auf die antennalen Geschmackssensillen der Termite Schedorhinoter-
mes lamanianus untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass alle
Alkaloide konzentrationsabhangig zur Nagehemmung fihrten. Bei Secu-
rinin und Phyllanthin wurden Schwellen ermittelt, die in dem Mengen-
bereich lagen, in welchem diese Alkaloide in der Rinde des Baumes
vorkamen. Die weiterfuhrenden neurophysiologischen Untersuchungen
wurden an den antennalen gustatorischen Sensillen durchgeftihrt, da der
spezielle und intensive Antenneneinsatz, als ,rubbing antennae® bezeich-
net, auf die besondere Bedeutung der Antennen bei der Uberpriifung einer
Nahrungsressource hinweist. Die Ergebnisse zeigten, dass alle drei
Alkaloide konzentrationsabhéngig das Neuron 3/II erregten. Von diesem
Neuron konnten durch vorrangegangene Analysen, bei Reizung mit
Zucker, Salzen, Glycin und Wasser, noch keine Impulsfrequenzen
abgeleitet werden. Das Neuron 3/II stellt einen ,deterrent receptor® dar.
Somit konnte durch diese Arbeit erstmalig bei Termiten ein solcher
Hemmstoffrezeptor gefunden und charakterisiert werden.

Dieser ,deterrent receptor” reagierte auf Securinin am sensitivsten. Dabei
wurden Schwellenkonzentrationen ermittelt, die mit denen vergleichbar
waren, welche bei anderen Insekten gefunden wurden. Die Reizkonzen-
tration vom Phyllanthin musste 30 mal héher als die vom Securinin sein,
um die selben Erregungsfrequenzen hervorzurufen. Aus dem Vergleich mit
dem Biotest geht dem zufolge hervor, dass es fir Phyllanthin
moglicherweise noch einen anderen Rezeptor geben kénnte.

Weitere Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass alle Alkaloide ab einer
gewissen Konzentration den ,deterrent receptor hemmten. Dabei wurde
eine zeitliche Ausdehnung dieser Hemmung beim Securinin von einer
Stunde ermittelt.

Durch diese Arbeit kann die bisherige Liste von Insekten, welche
.deterrent receptors® entwickelt haben auf die Gruppe der Termiten
erweitert werden. Dabei konnten sowohl Verhaltensuntersuchungen sowie
neurophysiologische Analysen dazu betragen, dass die Termiten, in bezug
auf die beeinflusste Nahrungswahl durch deterrente Pflanzeninhaltstoffe,
besser mit anderen Insektengruppen verglichen werden koénnen.
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Abb. A1: Registrierbeispiele vom TP I-Sensillum bei Reizung mit Securinin
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Abb. A3: Registrierbeispiele vom TP II-Sensillum bei Reizung mit NaCl
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Abb. A4: Registrierbeispiele vom TP II-Sensillum bei Reizung mit Securinin
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Abb. A5: Registrierbeispiele des Hemmtests am TP II-Sensillum bei Reizung mit
Securinin
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Abb. A6: Registrierbeispiele des Hemmtests am TP II-Sensillum bei Reizung mit
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Abb. A7: Registrierbeispiele des Hemmtests am TP II-Sensillum bei Reizung mit
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