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Die Wirtspflanzeneignung von Arabidopsis-Okotypen mit verschiedenen
Glucosinolatprofilen fur unterschiedlich spezialisierte phytophage Insekten

Inga Mewis & Christian Ulrichs

Institut fir Gartenbauwissenschaften, Urbaner Gartenbau,
Humboldt-Universitat zu Berlin

Abstract: Host-plant resistance of Arabidopsis ecotypes with different glucosinolate profile for
different phytophagous insect.

The model plant Arabidopsis thaliana (L.) belongs to the family Brassicaceae, which is
characterized by the glucosinolate(GS)-myrosinase defense system. Indolyl GS are relatively
uniform distributed in A.thaliana ecotypes while aliphatic GS profiles are diverse. We used
ecotypes with different aliphatic GS profile to test the function of such diversity in plant resistance
against insects. Main GS detected were: methylsulfinylbutyl GS in Col-0 and AA-0, allyl GS in Cnt-
1 and Can-0 as well as 3-hydroxypropyl GS in Ka-0. Corresponding GS hydrolysis products of Col-
0 were isothiocyanates, but all other ecotypes produced nitriles (epithionitriles).

Bioassays were conducted with two aphids, the generalist Myzus persicae (Sulzer) and the specialist
Brevicoryne brassicae (L.), two caterpillars, the polyphagous noctuid Spodoptera exigua (Hiibner)
and the oligophagous pierid Pieris rapae (L.) as well as one specialist beetle Phaedon cochleariae
(F.). Significant differences in insect performance on ecotypes were detected for the aphid and
caterpillar species but not for P. cochleariae. Best insect performance was on AA-0, whereby this
ecotype showed lowest aliphatic GS content of ecotypes. Interestingly, caterpillar performances
measured as percent weight gain was different on Ka-0 and Cnt-1. P. rapae performed worse on Ka-
0 and good on Cnt-1 while S. exigua weight gain was better on Ka-0 but poor on Cnt-1. Several
factors are considered in this study to explain different insect performance on ecotypes: different
constitutive GS level, major aliphatic GS produced, and dominant hydrolysis products formed.
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Die Modellpflanze Arabidopsis thaliana (L.) gehort zur Familie der Brassicaceae, welche zur Herbi-
vorenabwehr das Glucosinolat(GS)-Myrosinase-System, auch die Senfélbombe genannt, besitzt. Neben der
primiren Funktion der GS und korrespondierender Hydrolyseprodukte zur Abwehr von Generalisten unter
den Insekten sowie Pathogenen (GIAMOUSTARIS & MITHEN, 1995, TIERENS et al., 2001), nutzen zahlreiche
auf Brassicaceae spezialisierte Insekten diese Sekundidrmetabolite zur Wirtspflanzenfindung und Akzeptanz
(RENWICK, 2002).

Mehr als 120 verschiedene GS wurden bisher beschrieben, welche sich durch die Seitenkettenreste am
Aglucon (B-Thioglucosid) unterscheiden (FAHEY et al., 2001). Hierbei werden die GS in drei Klassen
unterteilt: 1) in A. thaliana zumeist aus Methionin gebildete aliphatische GS, 2) von Tryptophan abgeleitete
Indolyl-GS und 3) von Phenylalanin abstammende aromatische GS. Die Indolyl-GS sind uniform verbreitet
in der Brassicaceae-Familie und normalerweise in allen A. thaliana-Okotypen vorhanden, wobei gezeigt
wurde, dass diese stark durch Umweltfaktoren beeinflusst werden (KLIEBENSTEIN et al., 2001, RAYBOLD &
MOYES, 2001). Im Gegensatz hierzu ist die aliphatische GS-Zusammensetzung in A. thaliana-Okotypen und
Brassica sehr variabel, und die Seitenkettenmodifizierung ist stark genetisch determiniert (KLIEBENSTEIN et
al., 2001, L1 & QUIROS, 2002). Bisher wurde der Funktion aliphatischer GS-Diversitdt in Bezug auf ihre
mogliche Bedeutung fiir die Resistenz gegeniiber Insekten nicht ausreichende Aufmerksamkeit geschenkt.
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Deshalb iiberpriiften wir, ob sich ein unterschiedlicher GS-Phéno- / Genotyp auf die Wirtspflanzeneignung
fiir verschiedene spezialisierte phytophage Insekten auswirkt.

Material und Methoden
Arabidospsis-Okotypen / Chemische Analyse

Fiir die Experimente wurden fiinf Okotypen von Arabidopsis thaliana (L.) ausgesucht, welche sich nach
KLIEBENSTEIN et al. (2001) innerhalb der aliphatischen GS-Zusammensetzung unterscheiden. Hierbei wurden
auch die dominierenden, gebildeten Hydrolyseprodukte der GS fiiberpriift, welches auBler bei Col-0 Nitrile
bzw. Epithionitrile darstellen sollten. Als Okotypen wurden verwendet: Col-0 (NASC: N1092), AA-0
(N900), Cnt-1 (X, N1635), Can-0 (N1064) und Ka-0 (N1266).

Im Alter von ca. 40 Tagen wurden die Pflanzen der Okotypen geerntet sowie umgehend in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Ein Teil der Proben wurde gefriergetrocknet und die GS mittels 70 % Methanol
extrahiert. Die Identifizierung sowie Quantifizierung der GS (Desulpho-GS) erfolgte mittels Sinalbin als
interner Standard sowie entsprechender Referenzspektren. Die Desulpho-GS-Gehalte der Proben wurden mit
HPLC bzw. LC-MS vermessen. Ein Teil der Pflanzen wurde zur Analyse der Abbauprodukte verwendet.
Hierfiir wurden die Pflanzenproben in Wasser zerkleinert und die Hydrolyseprodukte anschliefend in
Dichlormethan extrahiert sowie eingeengt und folgend mittels GC-MS vermessen.

Insektenbiotests:

Finf verschieden spezialisierte Insektenarten wurden hinsichtlich der Wirtspflanzeneignung der
A. thaliana-Okotypen getestet. Hierfiir fanden zwei Homoptera-Arten: der Generalist Myzus persicae
(Sulzer) und der Spezialist Brevicoryne brassicae (L.), zwei Lepidoptera-Arten: die polyphage Eule
Spodoptera exigua (Hiibner) und der oligophage Weillling Pieris rapae (L.) sowie die spezialisierte
Coleoptera-Art Phaedon cochleariae (F.) Verwendung. Fiir die Insektenanzucht fanden Pak-Choi-Pflanzen
(Brassica chinensis) Verwendung. Die Pflanzen der Okotypen waren zu Versuchsbeginn ca. fiinf Wochen alt.
Im Blattlausexperiment erfolgte zu Versuchsbeginn, aufler bei den Kontrollpflanzen, der Besatz mit 10
M. persicae bzw. B. brassicae pro Pflanze (Imagines und N4, 10 Wiederholungen pro Behandlung). Das
Populationswachstum auf den Okotypen wurde nach sieben Tagen dokumentiert. Bei dem Experiment mit
folivoren Insekten wurden die Pflanzen mit jeweils einer S. exigua oder. P. rapae-Larve (L4) bzw. einem
P. cochleariae -Kéfer besetzt (acht Wiederholungen pro Behandlung). Festgehalten wurden die
Gewichtsveranderung (nicht bei P. cochleariae) der Insekten innerhalb von 24 Stunden sowie die gefressene
Blattflache. Die Pflanzen befanden sich wihrend des Versuches in Klimakammern bei 22 + 1 °C, bei einer 12
Stunden Photoperiode und bei 200 pmol m™ s Lichtintensitit.

Statistik

Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse fand die Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieBenden
Mittelwertevergleich (Tukey’s Test oder Fisher LSD) Verwendung, wobei das Programm SYSTAT 11.0
genutzt wurde.

Ergebnisse und Diskussion

Die chemischen Analysen bestitigten ein unterschiedliches GS-Profil der Okotypen (Abb. 1). Ein
ghnliches GS-Profil, mit 4-Methylsulfinylbutyl-GS als Hauptpeak, wurde fiir Col-0 und Aa-0 festgestellt,
wobei Aa-0 den geringsten Gesamt-GS-Gehalt aufwies. Can-0 und Cnt-1 hatten Allyl-GS als
Hauptkomponente, was im Falle von Cnt-1 nicht mit KLIEBENSTEIN et al. (2001) iibereinstimmt, obgleich das
Saatgut direkt von dem Autor (MPI) bezogen wurde. Zur Vereinfachung wurde dieser Okotyp X hier weiter
als Cnt-1 bezeichnet. Ka-0 hatte entsprechend der Literatur 3-Hydroxypropyl-GS als Haupt-GS. Die Analyse
der Hydrolyseprodukte ergab, dass auBer Col-0 alle Okotypen hauptsichlich Nitrile bzw. Epithionitrile als
Abbauprodukte der GS bilden und nicht Isothiocyanate.

Die Insektenversuche hinsichtlich der Wirtspflanzeneignung ergaben fiir vier Arten signifikante
Unterschiede fiir die sich in den GS-Gehalten unterscheidenden fiinf Okotypen (Abb. 2). Das
Populationswachstum der Blattlause, M. persicae und B. brassicae, war nach einer Woche signifikant hoher
an den Okotypen Can-0 und Aa-0 als an Col-0, Cnt-1 und Ka-0 (Abb. 2 a). Auch die hochste prozentuale
Gewichtszunahme der Raupen von P.rapae und S.exigua am Okotyp-AA-0 indiziert die vergleichbar
geringe Insektenresistenz dieses Okotyps (Abb. 2 b). Unterschiedlich war die Gewichtszunahme der Raupen

36



MITT. DTSCH. GES. ALLG. ANGEW. ENT. 15 GIESSEN 2006

0 OH
me-b BB syoTon
H, H ]| OH OH (7))
(‘»so{ (.D
mal -_—
>
2z
500 4 3
2.
28 i G GS: 20 1/g TG
400 ] z = 5 esamt GS: 20,1 pmol /g T
= 2
<
300 a ﬁ
> =
g
200 E =
100 & Q" =
5
Col-0 © A
-
& 0 15 20 25 30 mi
o on
! Loy @
med_ & B on
o b OH OH (?
mAL ASO, ;‘
2
250 - >
a ° Gesamt GS: 15,4 ymol / g TG
> o I} )
200 ] =] k] 5 &
= g d
1 S ]
150 2 z
= E
100 - E
9] E
50 E, & S
Aa-0 < f\ 7
2]
H o 15 20 25 =0
OH
e, s 0 on
S E\ OH OH
mal] 650 0 &
50, *
O =
ana ] =
= ] Gesamt GS: 42,0 ymol /g TG
< ©
800 4 -E
3
2]
400 4 H E
= il
2 8 g
200 4 o o 2 bt _ o
Cnt-1* ToB g I o I 5 &
B e a S @ &
o . , A o~ Rl b

o
E
o
N
B
W
i)
w
o

on
mey, L s on
S on o
mal 7] N 8
05057 [}
]
200 - —
> Gesamt GS: 37,6 ymol /g TG
< e
500 g
2
8
o]
400 - o
IS
= 5
5 5
LS S
S
T T
25 0
@ oA s
mau o o o on
1 = |
> 0805
g g
° =
200 - o
>
3 Gesamt GS: 24,5 umol / g TG
B00 =
=S T
I 3
400 o ™ 5
@ i?
e a
200 o £ 8 o g 2
o 2 - & I a
Ka-0 g © g ﬂ g H || b g &
- o @ = -
o 4 T a3 T a T ~ T T J\ T Im
o 5 10 15 20 25 20

Abb. 1: HPLC-Chromatogramme der fiinf Okotypen, mit gekennzeichnetem aliphatischen Haupt-GS sowie
ermitteltem durchschnittlichen Gesamt-GS-Gehalt (Pflanzen sechs Wochen alt, int. = interner).
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Abb. 2: Wirtspflanzeneigung der Okotypen fiir Phloem-saugende und folivore Insekten. 2 a) Populations-
grofe von M. persicae und B. brassicae nach sieben Tagen und 2 b) durchschnittliche prozentuale
Gewichtszunahme von S. exigua- bzw. P.rapae-Larven (L;) an den Okotypen. (Verschiedene
Buchstaben indizieren signifikante Unterschiede innerhalb einer Art, 2 a: Tukey’s Test p <0,05
bzw. 2 b: Fisher’s LSD p <0,05)
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Abb. 3: FraBschaden von P.cochleariae-Kéfern an den Okotypen (Verschiedene Buchstaben indizieren
signifikante Unterschiede innerhalb einer Art, Tukey’s Test p < 0,05)

an Ka-0 und Cnt-1, wobei Ka-0 als Wirtspflanze geeigneter fiir den Generalisten S. exigua bzw. Cnt-0 fiir
den Spezialisten P. rapae war. Ein Erkldrungsansatz fiir die unterschiedliche Wirtspflanzeneignung dieser
Okotypen ist die Spezialisierung von P.rapae auf GS-haltige Pflanzen, wobei 3-Hydroxypropyl-GS den
Okotyp Ka-0 kennzeichnet und nicht in natiirlichen Wirtspflanzen dieser Falterart, wie z. B. Brassica,
vorkommt (WATZL, 2001). Kein signifikanter Unterschied innerhalb des FraBschadens an den Okotypen
konnte fiir P. cochleariae festgestellt werden (Abb. 3).

LAMBRIX et al. (2001) zeigte, dass iiberwiegend Nitril-formende Okotypen weniger resistent gegeniiber
Herbivorie des Generalisten Trichoplusia ni (Hiibner) waren als Okotypen die als GS-Hydrolyseprodukte
iiberwiegend Isothiocyanate produzieren. Postuliert wurde eine groere Funktion der Isothiocyanate als der
Nitrile bei der Insektenabwehr. Dies kann die Ergebnisse nicht alleinig erkldren, da nicht alle der vier
verwendeten Okotypen, welche Nitrile als GS-Hydrolyseprodukte bildeten, weniger resistent gegeniiber den
verschiedenen Insektenarten waren als Col-0. Nur der durch Nitrile gekennzeichnete Okotyp AA-0 war fiir
die Blattlaus- und Lepidoptera-Arten geeigneter. Dieser Okotyp wies allerdings auch den geringsten GS-
Gehalt auf. Somit bieten die konstitutiven GS-Gehalte sowie das dominierende GS einen besseren
Erklirungsansatz fiir die Insektenresistenz. Experimente mit weiteren Okotypen sind notwendig, um die
Ergebnisse zu verifizieren.
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