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Einleitung

Temperaturanpassungen auf subzellulirem Niveau wurden bisher
vor allem an Fischen untersucht (KANUGO u. PROSSER 1959, CALDWELL
1969, SMITH 1973, WODTKE 1974, IRVING u. WATSON 1976, PYE et al.
1976). Bei Schnecken wurden derartlge Untersuchungen bisher nur von
NEWELL u. PYE 1971a, 1971b durchgefiihrt, die die Temperaturabhin-
gigkeit des Sauerstoffverbrauchs der Mitochondrien von Littorina littorea
auch bei verschiedenen Substratkonzentrationen gemessen haben. Dabei
hat sich herausgestellt, daf} der Sauerstoffverbrauch der Schneckenmito-
chondrien bei physiologischen Substratkonzentrationen eine andere
Temperaturabhingigkeit zeigt als bei Substratsittigung. Littorina littorea
lebt in der Gezeitenzone und ist zweimal tiglich Temperaturschwankun-
gen ausgesetzt. Es erschien nun interessant, zu untersuchen, welche
Temperaturabhangigkeit der Mitochondrienstoffwechsel von Schnecken
mit anderen 6kologischen Anspriichen zeigt.

Bei Helix pomatia und Helix aspersa wurden temperaturbedingte
Adaptationen des Stoffwechsels bereits auf verschiedenen Organisations-
niveaus nachgewiesen (BLAZKA 1955, RIDDLE 1977 fiir den Gesamtmeta-
bolismus, KRATOCHWIL 1976 fiir den Sauerstoffverbrauch und die
Herzschlagrate, KERKUT u. LAVERACK 1957, NOPP u. FARAHAT 1967 an
Gewebeschnitten, KIRBERGER 1953, MEWS 1957 an einigen Enzymen).
Nach NOPP 1971a gibt es bei Heliciden hormonelle Regulationen des
Sauerstoffverbrauchs.
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Helix pomatia und Helix aspersa sind zwei nahe verwandte Arten,
die aber ein verschiedenes Verbreitungsgebiet und verschiedene 6kologi-
sche Anspriiche haben. Die mesophile Helix pomatia kommt in
Mitteleuropa und in England vor und ist an die Uberdauerung einer
lingeren Kilteperiode morphologisch (durch Bildung eines Kalkdeckels)
und ethologisch (durch Eingraben in den Boden) angepafit. Die xerophile
Helix aspersa kommt in den Mittelmeerlindern vor, hilt keine
Winterruhe, die mit der von Helsx pomatia vergleichbar wire, und kann
hingegen in der warmen Jahreszeit Monate (unter Umstinden Jahre) im
Trockenschlaf zubringen. Daher erschien es interessant, bei diesen beiden
Arten die Temperaturadaptation auf subzellulirem Niveau unter
Ausschluf} direkter nervoser und hormoneller Einfliisse zu untersuchen.

Herrn Doz. Dr. Herbert NOPP vom Institut fiir Zoologie der
Universitit Wien danke ich fiir die Stellung dieses Dissertationsthemas,
fir seine Hilfe bei der Beschaffung der Schnecken und fiir die stete
Forderung und das Interesse, das er dieser Arbeit entgegengebracht hat.

Material und Methode

~ Tiere: Adulte Helix pomatia wurden in verschiedenen Gegenden
Osterreichs gesammelt bzw. von Dr. O. NAVRATIL, Schneckenfarm
»,Omaheli, Sieghartskirchen, bezogen. Die Helix aspersa stammten aus
der Umgebung von Rom. Die Tiere wurden im Sommer im Freien in
groflen Holzkisten gehalten, in denen sich eine 20 cm hohe Erdschicht
und trockenes Laub und wihrend der Vegetationsperiode verschiedene
Ruderalpflanzen befanden. An den Winden der Kiste, in der die Helix
aspersa untergebracht waren, war eine lockere Kalksteinmauer aufge-
schichtet, in die sich die Tiere meist zuriickzogen. Die Fiitterung erfolgte
nach Bedarf.

Adaptation: Bis Mitte November hatten die Helix pomatia
einen Winterdeckel ausgebildet. Sie wurden ausgegraben, und ein Teil der
Schnecken kam in einen Kiihlschrank, worin die Temperatur —1° bis +3°
und die relative Luftfeuchtigkeit 41 % bis 44 % betrug. Diese Tiere
werden in folgenden als 0°-Schnecken bezeichnet. Der andere Teil (im
folgenden 10°-Schnecken) kam in einen Kiihlraum, der eine Temperatur-
schwankung von +7°bis +12°, eine relative Luftfeuchtigkeit von 62 % bis
66 % und eine Lichtperiode von 8 h Helligkeit pro Tag aufwies. Nach drei
Wochen Adaptationszeit wurde mit den Messungen begonnen.

Fiir Versuche mit trockenschlafenden Schnecken wurden die Helix
pomatia in Klimaschrinken an 10° und an 20° zwei bis drei Wochen und
die Helix aspersa an 10°, 20° und 35° drei bis vier Wochen lang adaptiert.
Der 10°-Klimaschrank wies eine relative Luftfeuchtigkeit von 62 % bis
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68 % und eine tigliche Lichtperiode von 8 h Helligkeit auf, in den 20°-
und 35°-Klimaschrinken herrschte Dauerdunkel und eine relative
Luftfeuchtigkeit von 38 % bis 44 %.

Gewinnung der Mitochondriensuspension: Den
Schnecken wurde die Schale von der Miindung her weggebrochen und die
Mitteldarmdriise entnommen, der iibrige Weichkorper kam sofort in
75%igen Alkohol. Von den Mitteldarmdriisenstiicken wurden anhaf-
tende Kalksplitter und Gewebereste sorgfiltig entfernt, dann kamen die
Gewebestiicke in ein mit 15 ml eisgekiihltem Homogenisiermedium
gefiilltes Homogenisiergefif. Alle weiteren Schritte erfolgten bei 0 ° bis
2° C. Das Homogenisiermedium enthielt: 143 mM Saccharose, 18,6 mM
Tris-HCI (pH 7,8), 2,3 mM EDTA und 0,5 % BSA (Bovine Serum
Albumine), pH 7,7 bis 7,8 bei 4°. Pro Versuchstag wurden fiir eine
Mitochondriensuspension Mitteldarmdriisengewebe von 5 Helix pomatia
oder 9 Helix aspersa verwendet.

Die Homogenisierung erfolgte mit einem Potter-S-Homogenisator
der Fa. Braun, Melsungen, mit vorgekiihitem Glasstempel durch
dreimaliges Auf- und Abbewegen des Stempels bei 600 Upm. Der
Glasstempel war mit Quarzsand etwas abgeschliffen worden, da
Schneckenmitochondrien beim Homogenisieren leicht zerstort werden
kénnen. Das so gewonnene Homogenat wurde anschlieflend 15 min lang
bei 600 g zentrifugiert, der Uberstand durch drei Lagen Mullbinde
dekantiert und dieser nochmals 15 min bei 11.000 g zentrifugiert. Danach
sind im Rickstand die Mitochondrien angereichert (JOHNSON u. LARDY
1967, NEWELL u. PYE 1971b, SMITH 1973, eigene Untersuchungen).
Nach dem zweiten Zentrifugationsschritt befanden sich Lipide an der
Oberfliche des Uberstandes und an der Wand des Zentrifugenrohrchens,
die sorgfiltig entfernt wurden.

Der Riickstand wurde mit 1,5 ml Mefimedium in ein vorgekiihltes
Homogenisiergefaf} iibergefiihrt und von Hand aus resuspendiert. Die so
erhaltene Suspension wurde fiir die Dauer der Versuche (3 bis 4 h) in
einem Eisbad aufbewahrt. Das Mefimedium enthielt: 143 mM Saccha-
rose, 5,7 mM KCl, 2,8 mM MgClz, 5,7 mM KH2POs, pH 7,7-7,8 bei
Mefitemperatur. Die so erhaltene Mitochondriensuspension hatte einen
Proteingehalt von durchschnittlich 20 mg/ml. Die Proteinbestimmung
erfolgte mit der Folin-Phenol-Methode nach LOWRY et al. 1951 mit
einem Beckmann-Spektralphotometer Modell B bei 750 nm. Als Standard
diente BSA.

Polarographische Sauerstoffmessung: Die Mes-
sung des Sauerstotfverbrauches der Mitochondriensuspension erfolgte
mit Hilfe einer Clark-Elektrode, Yellow-Springs M 53. Die Meflkiivetten
waren in eine thermostatisierte Fliissigkeit eingespannt und wurden mit
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2 m] Mefimedium beschickt. Das Mefigerit der Sauerstoffsonde war mit
einem Schreibgerit der Fa. Bausch & Lomb verbunden.

Der Sauerstoffgehalt in der Meflkammer bei verschiedenen Tempera-
turen wurde aus der Tabelle von MURRAY u. RILEY 1969 errechnet. Mit
der Sauerstoffsonde wurde verglichen, ob mefibare Unterschiede im O2-
Gehalt fiir 2 ml Aquadest und 2 ml Mefmedium bestehen. Da diese
Unterschiede bei allen Temperaturen unter 1% lagen, wurden die
Tabellenwerte fiir Aquadest zur Berechnung herangezogen.

Testsubstrate: Fiir die Messung des Sauerstoffverbrauchs der
Mitochondriensuspension wurde Succinat in Endkonzentrationen von
0,02 mM bis 10 mM verwendet. Zur Untersuchung des P:O-
Verhiltnisses und des RCR (Respirationskontrolle) wurden 5pl einer
0,1-mM-ADP-Lésung in das Reaktionsgefify eingebracht. P:O-Ver-
hiltnis und RCR sind Mafe fiir die oxidative Phosphorylierung von
Mitochondrienpriparaten bei Zusatz definierter ADP-Mengen und
zugleich Mafle fiir die Intaktheit der untersuchten Mitochondrien. ADP
stammte von der Fa. Boehringer, Mannheim, alle tibrigen Chemikalien
wurden von der Fa. Merck bezogen.

Auswertung: Der Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien-
suspension, das P:O-Verhiltnis und der RCR-Wert wurden nach
ESTABROOK 1967 errechnet. Zur Absicherung der Werte in Abb. 3
wurde der t-Test (p = 0,05, bezogen auf die Anzahl der Messungen)
verwendet.

Ergebnisse

1. P: O-Verhiltnis und RCR-Werte

Bei den Mitochondrienpriparaten aus der Mitteldarmdriise von
Helix pomatia und Helix aspersa war sowohl bei winterschlafenden als
auch bei trockenschlafenden Schnecken eine oxidative Phosphorylierung
feststellbar. Ein P:O-Verhiltnis konnte nur bei hoheren Temperaturen
(ab 20°) und bei Substratsittigung (10 mM Succinat) berechnet werden.

Diein Tabelle 1 dargestellten P : O-Werte sind etwas hoher als die mit
Fischmitochondrien erhaltenen Werte (0,96 bis 1,61 aus Aalleber,
WODTKE 1974; 0,93 bis 1,14 aus der Leber der Schleie, PYE et al. 1976)
und weisen eine sehr geringe Standardabweichung auf. Allerdings konnte
nicht bei jeder Messung ein State III festgestellt werden.

RCR-Werte konnten hingegen auch fiir verschiedene Temperaturen
und Succinatkonzentrationen berechnet werden. Die Ergebnisse dieser
Versuche, die mit winterschlafenden (an 0° und an 10° adaptierten) und
trockenschlafenden (an 20° adaptierten) Helix pomatia bei verschiedenen
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Tabelle 1: P:O-Verhiltnis isolierter Helix-Mitochondrien; 10 mM Succinat, Zusatz von
500 nMol ADP

Mefitemperatur P:O
Helix pomatia ° -
trockenschlafend 2 b =007 R
Helix pomatia 20° 1,63 + 0,02 n= 4
winterschlafend
Helix aspersa 25° 1,64 + 0,07 n= 35

trockenschlafend

Mefitemperaturen und Succinatkonzentrationen durchgefithrt wurden,
sind in Tabelle 2 einerseits nach der Succinatkonzentration, andererseits
nach der Mefl- bzw. Adaptationstemperatur aufgeschliisselt.

Tabelle 2: Respirationskontrolle von Helix-Mitochondrien

mM Succinat RCR

10 1,2 %
5 1,22
2 1,12 =
1 1,17 +
0,5 1,35 =

LI |
NV NE O

[=R=RN=0--]

Mefitemperatur

30° 1
25° 1
20° 1
15° 1
10° 1
5° 1

| | | | I
N =
—_ O N O W

[=J= 1= = - o

Adaptations-
temperatur

20° 1,26
10° 1,19 =
0° 1,2 +

===}
o

Aus Tabelle 2 kann man sehen, daff der RCR-Wert der Mitochon-
drien unabhingig von der Adaptationstemperatur, der Mefitemperatur
und im Bereich von 0,5 bis 10 mM Succinat auch unabhingig von der
Substratkonzentration ist. Bei Konzentrationen von 0,1 mM Succinat
und darunter konnte kein RCR-Wert mehr festgestellt werden.
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2. Temperaturversuche mit winterschlafenden Helix pomatia

a) Versuche mit 0° und 10°-Schnecken

Die Sauerstoffverbrauchsmessungen an winterschlafenden Wein-
bergschnecken fanden in den Monaten Dezember bis Mirz statt (Abb. 1).
In der Zeit von Dezember bis Anfang Mirz blieb der Sauerstoffverbrauch
der 0°-Schnecken bei derselben Mefitemperatur und Succinatkonzentra-
tion gleich, aber im Mirz begannen die Meflergebnisse von den vorher
gewonnenen deutlich abzuweichen (siehe Kapitel 2¢). Bei den 10°-
Schnecken lagen hingegen die im Mirz gewonnenen Mefiwerte innerhalb
der Standardabweichungen der in den vorhergehenden Monaten erhalte-
nen Ergebnisse und wurden deshalb in die Berechnung miteinbezogen.
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Abb. 1: Der Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien von Helix pomatia, winterschlafend
a) an 0° adaptiert
b) an 10° adaptiert

Man sieht aus der Abbildung 1, dafl sich die Temperaturverlaufskur-
ven von Weinbergschnecken, die ihren Winterschlaf bei 0° verbrachten,
von solchen, die thn bei 10° verbrachten, im Bereich der hoheren
Substratkonzentrationen deutlich unterscheiden. Ab 10° Mefitemperatur
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nimmt die Steilheit der Kurven, die mit 0,5 mM bzw. 5 mM Succinat
erhalten wurden, bei den 0°-Schnecken ab und bei den 10°-Schnecken zu.
Die Mitochondrien der 10°-Schnecken verbrauchen bei hoheren Tempe-
raturen und hoheren Konzentrationen etwa 30 % mehr Sauerstoff als die
der 0°-Schnecken. Der Kurvenverlauf bei der physiologischen Konzen-
tration 0,02 mM ist in beiden Adaptationsgruppen sehr dhnlich. Die 0,05
mM-Succinat-Kurve verliuft bei den 10°-Schnecken parallel zur Kurve
mit 0,02 mM, wihrend die 0,05-mM-Kurve der 0°-Schnecken eine
fallende Tendenz zeigt, entsprechend den Kurven der hoheren Konzen-
trationen.

b) Kurzzeitadaptierung

Da sich bei den Weinbergschnecken, die ihren Winterschlaf bei 0°
bzw. 10° verbrachten, deutliche Unterschiede in der Succinatatmung
ithrer Mitochondrien zeigten, erschien es interessant, zu untersuchen, wie
die Temperaturkurven aussehen, wenn man 0°-Schnecken kurze Zeit bei
10° hilt und umgekehrt 10°-Schnecken kurzfristig an 0° adaptiert.

Zu diesem Zweck wurden zehn 0°-Schnecken auf 10° gebracht und
fiinf davon nach 16 h und die nichsten fiinf nach drei Tagen untersucht.
Ebenso wurden zehn Schnecken von 10° auf 0° transferiert und deren
Mitochondrienatmung ebenfalls nach 16 h bzw. drei Tagen gemessen
(Abb. 2). Zur Absicherung der Ergebnisse wurden diese Versuche in der
darauffolgenden Woche wiederholt. Die Messungen erfolgten im Februar
1978, danach wurden die Versuche, die in Kapitel 2a beschrieben sind,
fortgesetzt. Der erhéhte Sauerstoffverbrauch der 0°-Schnecken, der in
Kapitel 2 ¢ beschrieben wird, trat erst eine Woche spiter auf.

Aus der Abbildung 2a und 2c¢ ersicht man, dafl sich der
Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien der Schnecken, die 16 h lang an
die neue Temperatur adaptiert wurden, gegeniiber den Ausgangswerten
sowohl bei den 0°- wie bei den 10°-Schnecken zunichst erhoht. Das
deutet darauf hin, daf} die verinderte Umgebungstemperatur von den
Schnecken registriert wurde und es zu einer leichten Aktivierung des
Mitochondrienstoffwechsels gekommen ist. Bei den 0°-Schnecken, die
nun bei 10° gehalten werden, erhoht sich der Sauerstoffverbrauch noch
weiterhin. Die Form der Kurve in Abb. 2b nihert sich bereits der der 10°-
Schnecken.

Bei den 10°-Schnecken, die nun bei 0° gehalten werden, sind nach
drei Tagen die Mefiwerte fiir den Sauerstoffverbrauch bereits abgesunken.
Die Kurve wird flacher und nihert sich den Werten, die mit 0°-Schnecken
und 0,05 mM Succinat erhalten wurden.

Vergleicht man die Kurven von 2a und 2d, so sieht man, daf sie
beinahe einen identischen Verlauf zeigen. Diese Tatsache lifit vermuten,
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Abb. 2: Kurzzeitadaptierung winterschlafender Helix pomatia; 0,05 mM Succinat

a) 0°-Schnecken 16 h an 10° adaptiert
b) 0°-Schnecken 3 Tage an 10° adaptiert
c) 10°-Schnecken 16 h an 0° adaptiert
d) 10°-Schnecken 3 Tage an 0° adaptiert

dafl sich die 0°-Schnecken nach 16 h bei 10° in demselben oder in einem
sehr dhnlichen Stoffwechselzustand in bezug auf den Succinatabbau
befinden, den die 10°-Schnecken nach drei Tagen Aufenthalt bei 0°
erreichen. Diese Vermutung wird noch verstirkt durch die Tatsache, daf§
man dasselbe Phinomen, wenn auch weniger deutlich, auch bei den
Kurven 2b und 2 ¢ beobachten kann. Der abweichende Kurvenpunkt in
2¢ befindet sich gerade bei jener Temperatur, an die die Schnecken vorher
adaptiert waren. Da dieser Wert aus zwei Priparaten zu je fiinf Schnecken
gewonnen wurde, kann man ihn so interpretieren, daf§ die Schnecken
gerade in Umstellungen im Stoffwechsel begriffen waren und dafl diese
Umstellungen aber keineswegs bei allen Schnecken synchron erfolgten.

c) Versuche gegen Ende des Winters

Von Anfang Dezember bis Anfang Mirz waren die erhaltenen
Meflwerte fiir den Sauerstoffverbrauch von Mitochondrien winterschla-
fender Helix pomatia etwa gleich geblieben. Ab 6. Mirz zeigte sich aber
bei den 0°-Schnecken ein viel hoherer Sauerstoffverbrauch als bisher
(Abb. 3), wihrend die Messungen an den 10°-Schnecken dieselben Werte
wie in den vergangenen drei Monaten ergaben. Diese Abweichungen der
Meflwerte der 0°-Schnecken waren so stark, dafl sie auch nach einer
Pberprijfung mittels t-Test auflerhalb des Streuungsbereiches von 95 %
agen.
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Abb. 3: Der Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien von 0°-Schnecken gegen Ende des
Winters ; in den Monaten Dezember, Jinner und Februar ----------- . Die Werte

stammen von 20 Schnecken in der Zeit vom 6. bis 15. Mirz 1978

Diese Schnecken hatten ihren Winterschlaf in einem Kiihlschrank
verbracht, dessen Temperatur, relative Luftfeuchtigkeit und Lichtver-
hilenisse (bedingt durch das Offnen und Schlieflen) den ganzen Winter
iiber gleich blieben. Die Stoffwechselaktivierung dieser Schnecken kann
also nicht auf eine Anderung dieser Umweltparameter zuriickgefiihrt
werden. Fir die 10°-Schnecken blieben die Bedingungen in bezug auf
Temperatur, Luftfeuchtigkeit und Lichtperiode ebenfalls gleich.

Von der Lichtperiode her sind die beiden Schneckengruppen leider
nicht vergleichbar. Aber es ist bemerkenswert, daff gerade die 0°-
Schnecken, die unphysiologischen Beleuchtungsverhiltnissen bei kon-
stanter Temperatur und Feuchtigkeit ausgesetzt waren, im Mirz ihren
Mitochondrienstoffwechsel aktivierten. Die Schnecken bereiteten ihren
Stoffwechsel offenbar endogen auf das Aufwachen aus dem Winterschlaf
vor. Das ist zu diesem Zeitpunkt durchaus sinnvoll, da man Mitte Mirz
bei entsprechender Witterung im Freiland bereits aktive Helix pomatia
finden kann.

3. Temperaturversuche mit trockenschlafenden Helix pomatia

Zum Vergleich mit den winterschlafenden 10°-Schnecken wurden
trockenschlafende Helix pomatia zwei Wochen im Mai an 10° adaptiert
und untersucht (Abb. 4).
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Abb. 4: Der Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien von trockenschlafenden Helix
pomatia; Adaptationstemperatur: 10°

Obwohl die winterschlafenden und trockenschlafenden Helix
pomatia unter fast denselben Bedingungen an 10° adaptiert wurden,
unterscheiden sich die erhaltenen Kurven deutlich voneinander. Der
Sauerstoffverbrauch der trockenschlafenden Schnecken ist bei allen
Temperaturen und Konzentrationen um die Hilfte bis zwei Drittel
niedriger als der der winterschlafenden Schnecken. Die beiden Plateaus in
der Temperaturkurve von 0,05 mM Succinat bei den Winterschnecken
treten nicht mehr auf, statt dessen erfolgt eine geringe, aber gleichmiflige
Zunahme des Sauerstoffverbrauchs von 5° bis 30°

Im Mai und Juni 1978 wurden trockenschlafende Helix pomatia zwei
Wochen lang an 20° adaptiert und untersucht (Abb. 5).

30F
5mM

25t

. 0or 05mM

=

-§ 15t

= 005mM

£ 1o}

N

(@]

ERE|

1 L
10° 15° 20° 25° 30°C
Abb. 5: Der Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien von trockenschlafenden Helix
pomatia; Adaptationstemperatur: 20°
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Wie aus Abbildung 5 ersichtlich ist, sind die Respirationsraten der
bei 20° trockenschlafenden Helix pomatia zwei- bis viermal so hoch als

die entsprechenden Werte der winter- oder bei 10° trockenschlafenden
Weinbergschnecken.

4. Temperaturversuche mit trockenschlafenden Helix aspersa

Zum Vergleich mit den bei 10° winter- bzw. trockenschlafenden
Helix pomatia wurden trockenschlafende Helix aspersa drei Wochen lang
an 10° adaptiert und die Succinatatmung ihrer Mitochondrien gemessen
(Abb. 6). Die Adaptation und Messung erfolgte in den Monaten
November und Dezember, also zu einer Jahreszeit, in der die Helix
aspersa auch in threm natiirlichen Lebensraum ihnlichen Temperaturen

ausgesetzt sind und die sie in wochen- bis monatelangem Trockenschlaf
verbringen (FROMMING 1954).
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Abb. 6: Der Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien von trockenschlafenden Helix aspersa;
Adaptationstemperatur: 10°

Wie man aus diesen Ergebnissen sieht, erreichen die 10°-Helix
aspersa bel allen Mefitemperaturen und Konzentrationen viel hohere

Sauerstoffverbrauchswerte als die bei 10° winter- bzw. trockenschlafen-
den Helix pomatia.

Die Untersuchungen der Mitochondrienatmung von Helix aspersa,
die drei Wochen an 20° adaptiert waren, fanden in den Monaten

September und Oktober statt (Abb. 7).
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Abb. 7: Der Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien von trockenschlafenden Helix aspersa;
Adaptationstemperatur: 20°

Helix aspersa ist im Sommer in ihrem natiirlichen Lebensraum oft
wochenlang hohen Temperaturen ausgesetzt. Da eine Aktivitit (aufier
eventuell in der Nacht) mit zu hohen Wasserverlusten verbunden wire,
verbringen die Tiere diese Zeit meist trockenschlafend. Deshalb wurden
in den Monaten Juni und Juli Messungen an trockenschlafenden Helix
aspersa durchgefiihrt, die drei Wochen lang an 35° adaptiert waren (Abb.
8).

An diesen Ergebnissen fillt zunichst auf, dafl bei allen Temperaturen
und Konzentrationen wesentlich niedrigere Respirationsraten erreicht
werden als bei den entsprechenden Mefitemperaturen und Konzentratio-
nen der bei 10° bzw. 20° trockenschlafenden Helix aspersa. Weiters sieht
man, dafl die Kurven der drei Konzentrationen sehr nahe beieinander
liegen und weitgehend parallel verlaufen. Im Bereich von 10° bis 25°
erfolgt bei allen Kurven ein gleichmifliger, aber geringer Anstieg,
wihrend bei 30° bis 40° der Sauerstoffverbrauch bei allen drei
Konzentrationen stark zunimmt.
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Abb. 8: Der Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien von trockenschlafenden Helix aspersa;
Adaptationstemperatur: 35°

Diskussion

Wie man aus Tabelle 1 und 2 sieht, war bei den isolierten Helix-
Mitochondrien eine oxidative Phosphorylierung einwandfrei feststellbar.
Dieser Nachweis ist fiir Schneckenmitochondrien lange Zeit nicht
gelungen (REES 1953, PIETRZYKOWSKI u. MICHEJDA 1969). Erst PILC u.
OBUCHOWICZ 1976 konnten Mitochondrien aus der Mitteldarmdriise
von Viviparus viviparus isolieren, bei denen die oxidative Phosphorylie-
rung funktionierte. Schneckenmitochondrien sind in diesem Punkt
offenbar sehr empfindlich, die quantitative ADP-Umsetzung war nur bei
hoheren Mefitemperaturen und auch nicht bei jeder Messung nach-
weisbar.

Der RCR-Wert der Succinatatmung der Schneckenmitochondrien
konnte hingegen auch bei niedrigeren Mefitemperaturen und Substrat-
konzentrationen festgestellt werden und lag im unteren Bereich der
Werte, die man mit poikilothermen Wirbeltieren erhilt (1,2 bei Helix
pomatia; 1,2 bis 2,5 bei der Leber der Schleie, PYE et al. 1976; 2 bis 3 bei
Aalleber, WODTKE 1974). In den Untersuchungen von PYE et al. 1976
und DAVISON 1971 (Fliegenmuskeln) war der RCR-Wert der isolierten
Mitochondrien ebenfalls unabhingig von der Mefitemperatur, in der
Arbeit von WODTKE 1974 unabhingig von der Adaptationstemperatur.

Nach JUST 1979 bewirkt bei Helix-Mitochondrien, die in der vorhin
beschriebenen Weise isoliert wurden, nur der Zusatz von Succinat eine
Erhohung des Sauerstoffverbrauchs, wihrend der Zusatz von Malat,
Fumarat, o-Ketoglutarat, Pyruvat, Citrat und Oxalacetat keine
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Atmungssteigerung bewirkt. Die Succinatdehydrogenase befindet sich
in der inneren Mitochondrienmembran, wihrend die Abbauenzyme der
iibrigen genannten Substrate in der Matrix lokalisiert sind. Die innere
Mitochondrienmembran ist impermeabel fiir diese Substrate, diese
konnen nur durch spezielle Carrier in die Matrix gelangen (HELDT 1972).
Die Wirkungslosigkeit dieser Substrate konnte dadurch bedingt sein, dafl
die entsprechenden Carrier durch die Isolierungsmethode funktionsun-
fihig wurden und diese Substrate gar nicht zu ihren Abbauenzymen
gelangen konnten.

Der Sauerstoffverbrauch der isolierten Mitochondrien in Gegenwart
von Succinat ist somit einerseits auf die Succinatdehydrogenase,
andererseits auf die Enzyme der Endatmungskette zuriickzufiihren. Die
Succinatdehydrogenase nimmt bei den Mollusken eine besondere
Stellung ein. Succinatzusatz zu isolierten Helix- Mitochondrien bewirkt
eine wesentlich stirkere Zunahme des Sauerstoffverbrauches als bei
Rattenlebermitochondrien (JUST 1979). Wie in Untersuchungen zur
Anaerobiose verschiedener Mollusken gezeigt werden konnte (HOCH-
ACHKA u. SOMERO 1973, GADE u. ZEBE 1973, DE ZWAAN u. WIJSMAN
1976, WIDDOWS et al. 1979), wird bei der Anaerobiose in Mollusken
unter anderem Succinat gebildet, welches dann in den kurzen Respira-
tionsphasen abgebaut wird. Da man annehmen kann, daff auch
Weinbergschnecken wihrend des Winter- bzw. Trockenschlafes partiell
anaerob leben (NoOPP 1971b, 1974, WIESER 1978, 1980), ist es
verstindlich, daff sie eine effektive Succinatdehydrogenase besitzen.

Wie man aus den Ergebnissen sieht, haben wihrend der Tempera-
turadaptation in den Mitochondrien Stoffwechselumstellungen stattge-
funden, deren Auswirkungen auch noch nach der Isolierung mefibar sind.
Neben einer direkten Einwirkung der Temperatur auf Enzyme kommen
als Mechanismen fiir die Temperaturadaptation vor allem Isoenzyme in
Frage, wie das bereits bei vielen poikilothermen Organismen (HOCH-
ACHKA u. SOMERO 1973, SMITH et al. 1974) und auch an Schnecken
(COLES 1969) nachgewiesen werden konnte. Dafiir sprechen einerseits
die beiden Plateaus bei den Kurven der physiologischen Konzentrationen
in Abb. 1b und andererseits die Ergebnisse der Kurzzeitadaptierung
(Abb. 2). So deutet die Aktivierung der Mitochondrienatmung bei den
Schnecken, die 16 h lang einer neuen Umgebungstemperatur ausgesetzt
waren, darauf hin, daf§ eine vermehrte Synthese neuer Isoenzyme
stattgefunden haben konnte. Ein wesentlich stirkeres Argument ist aber
die Ahnlichkeit der Kurven 2a und 2d bzw. 2b und 2c und die
Anniherung der Kurven der drei Tage adaptierten Schnecken an die der
voll adaptierten Helix pomatia.



Zur Temperaturabhingigkeit des Mitochondrienstoffwechsels 93

Man kann annehmen, daf diese Temperaturanpassungen durch
Konzentrationsverschiebungen der beteiligten Isoenzyme zustande
kommen, wie das fiir viele Organismen schon nachgewiesen wurde
(KANUGO u. PROSSER 1959, HOCHACHKA u. SOMERO 1973, PRECHT et
al. 1973). Diese Umstellungen erfolgten von 0° auf 10° und von 10° auf 0°
etwa gleich schnell. Ahnliche Ergebnisse erhielten KUNNEMANN et al.
1970 bei Untersuchungen der Succinatatmung verschieden adaptierter
Goldorfen.

Am Ende des Winters kam es bei den 0°-Schnecken zu einer
drastischen Umstellung des Mitochondrienstoffwechsels, wie man aus
Abb. 3 sehen kann. Die stark erhohten Respirationsraten sind vermutlich
auf eine Aktivititszunahme der Enzyme der Endatmungskette zuriickzu-
fiihren. Man kann annehmen, daff die Aktivitit dieser Enzyme wihrend
des Winterschlafes stark reduziert war, daher synthetisieren oder
aktivieren die Schnecken diese Enzyme des Energiestoffwechsels, um bei
entsprechenden Umweltverhiltnissen den Winterdeckel abwerfen und
auskriechen zu konnen. Bei den 10°-Schnecken war eine derartige
Aktivititszunahme nicht festzustellen. Vermutlich besitzen diese Schnek-
ken eine Enzymausstattung, die auch bei plotzlich eintretender
Erwirmung eine gentigend hohe Effektivitit gewahrleistet.

Da die 0°-Schnecken im Mirz denselben Umweltbedingungen in
bezug auf Temperatur, relative Luftfeuchtigkeit und Lichtperiode wie in
den vergangenen Monaten ausgesetzt waren, miissen an diesen Umstel-
lungen auch endogene Faktoren beteiligt gewesen sein. Es gibt bereits eine
ganze Reihe von Untersuchungen, die nachweisen, dafl Beginn und Ende
des Winterschlafes der Weinbergschnecken nicht nur von iufleren,
sondern auch von inneren Faktoren abhingen (KIRBERGER 1953,
JEPPESEN u. NYGARD 1976). MEINCKE 1975 konnte sogar feststellen,
dafl Weinbergschnecken auch bei konstanter Temperatur, Luftfeuchtig-
keit und Photoperiode sich im November in den Winterschlaf begeben
und im April wieder auskriechen. Endogene Zeitgeber sind fur die
Schnecken offenbar wichtiger als eine Veranderung der Umgebungsbe-
dingungen. Ein moglicher endogener Zeitgeber wiren die Schwankungen
im Stoftgehalt im Lauf des Jahres, die fiir Weinbergschnecken bereits in
vielen Organen nachgewiesen sind (v. BRAND 1931, TILGNER-PETER
1957, MEINCKE 1972, MEINCKE 1975, HUNTER u. POPOVICH 1977).

Vergleicht man die Ergebnisse, die mit den verschieden adaptierten
Helix aspersa erhalten wurden, untereinander, so sicht man, dafl der
Sauerstoffverbrauch der Mitochondriensuspension bei derselben Mef3-
temperatur umso hohere Werte ergibt, je niedriger die Adaptationstem-
peratur war. Das entspricht genau dem Typ 3 der Temperaturadaptatio-
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nen nach PRECHT 1961. Bei den bei 10° und 20° trockenschlafenden Helix
pomatia war hingegen keine Temperaturkompensation feststellbar.

Neben dieser partiellen Temperaturkompensation scheint bei den an
35° adaptierten Helix aspersa auch noch eine allgemeine Drosselung des
Mitochondrienstoffwechsels eine Rolle zu spielen, die sich auch im
Sauerstoffverbrauch isolierter Mitochondrien zeigt. Der ganze Mito-
chondrienstoffwechsel dieser Schnecken unterliegt offenbar einer starken
Kontrolle auf enzymatischem Niveau, da eine zehnfache Zunahme der
Succinatkonzentration nur eine relativ geringe Zunahme der Mitochon-
drienatmung bewirkt. Bei 35° laufen die Stoffwechselreaktionen relativ
schnell ab. Um nun den Zustand des Trockenschlafes gerade bei dieser
Temperatur moglichst lange aufrechterhalten zu konnen, ist eine
derartige Drosselung des Stoffwechsels aus Griinden der Wasser- und
Reservestoffokonomie sehr von Vorteil.

Die bei 10° und 20° trockenschlafenden Helix aspersa hatten eine
derartige Stoffwechseldrosselung offenbar nicht nétig, da die Stoffwech-
selreaktionen bei der jeweiligen Trockenschlaftemperatur ohnehin
langsamer ablaufen als bei den an 35° adaptierten Helix aspersa.

Die Temperaturadaptationen auf Enzymniveau zeigen auch bei
anderen Tieren eine deutliche Beziehung zum Lebensraum und sind von
der systematischen Zugehorigkeit des betreffenden Tieres weitgehend
unabhingig. So zeigen etwa Organismen aus verschiedenen Tierstim-
men, die aber denselben Lebensraum bewohnen, oft groffe Ahnlichkeit in
bezug auf thre Temperaturanpassung auf Enzymniveau (HAMMEN u.
LUM 1966, NEWELL 1967, MACMAHON u. RUSSELL-HUNTER 1977),
wihrend so nahe verwandte Arten wie Helix pomatia und Helix aspersa
sich in diesem Punkt auf Grund ihrer verschiedenen okologischen
Anspriiche deutlich unterscheiden konnen.

Zusammenfassung

1. Isolierte Mitochondrien aus der Mitteldarmdriise von Helix
pomatia und Helix aspersa haben in Gegenwart von Succinat die Fahigkeit
zur oxidativen Phosphorylierung. Der RCR-Wert betrigt 1,2 und ist
unabhingig von der Mefitemperatur, der Succinatkonzentration und der
Adaptationstemperatur der Schnecken.

2. Die Mitochondrien der bei 0° winterschlafenden Helix pomatia
zeigen bei allen gemessenen Temperaturen und Succinatkonzentrationen
einen geringeren Sauerstoffverbrauch als die Mitochondrien der bei 10°
winterschlafenden Weinbergschnecken bei derselben Mefitemperatur
und Konzentration.
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3. Halt man bei 0° winterschlafende Helix pomatia kurzfristig bei 10°
bzw. 10°-Schnecken bei 0°, so stellt sich der Mitochondrienstoffwechsel
innerhalb weniger Tage auf die neue Temperatur um.

4. Die Mitochondrien der bei 0° winterschlafenden Helix pomatia
zeigen gegen Ende des Winters einen signifikant hoheren Sauerstoffver-
brauch als in den vorherigen Monaten. Bei den bei 10° winterschlafenden
Weinbergschnecken hingegen liegen die Werte des Sauerstoffverbrauchs
auch gegen Ende des Winters innerhalb der Standardabweichung der
vorher gemessenen Werte.

5. Bei 10° trockenschlafende Helix pomatia haben viel niedrigere
Respirationsraten der Mitochondrien als winterschlafende Helix poma-
tia. Der Sauerstoffverbrauch der Mitochondrien von bei 20° trocken-
schlafenden Helix pomatia ist hingegen wesentlich hoher.

6. Adaptiert man trockenschlafende Helix aspersa an 10°, 20° und
35° so zeigt ihre Mitochondrienatmung eine Temperaturkompensation
vom Typ 3 nach PRECHT 1961. Die Respirationsraten der Mitochondrien
von Helix aspersa sind bei allen Mefitemperaturen und Succinatkonzen-
trationen stets hoher als die der Helix pomatia, die an dieselben
Temperaturen adaptiert wurden.

7. Die moglichen Ursachen fiir diese Temperaturadaptationen in
Helix-Mitochondrien und die Beziehung der Ergebnisse zum Anaerobio-
sestoffwechsel und zum Winterschlaf der Weinbergschnecken werden
diskutiert.
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