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Aus dem Institut fiir Meereskunde der Universitiat Kiel

Atmungsmessungen an Geweben und Gewebehomogenaten der
Miesmuschel (Mvytilus edulis L.) aus Brack- und Meerwasser?

von PETER ErMAN

Zusammenfassung: Das isolierte Kiemengewebe von Mytilus edulis (Ostsee-Exemplare) aus
Brackwasser von 15°/y, S hat einen um etwa 509, hoheren Sauerstofiverbrauch als das gleiche Gewebe
von Nordsee-Exemplaren aus Meerwasser von 30°/y, S. Das isolierte Mantelrandgewebe der Ostsee-
Exemplare hat einen um etwa 109, héheren Sauerstoffverbrauch. Die Pericardialdriisen von Ostsee-
Exemplaren haben den gleichen Sauerstoffverbrauch wie die von Nordsee-Exemplaren. — Nach
Uberfithrung von Ostsee-Exemplaren in normales Meerwasser nimmt der Sauerstoffverbrauch des
Kiemengewebes ab. — Durch Zusatz von Glucose, Succinat, Pyruvat und Malat zum Atmungs-
medium wird der Sauerstoffverbrauch des tiberlebenden Gewebes (Kiemen, Mantelrand) gesteigert.
— Der respiratorische Quotient des isolierten Kiemengewebes betragt in reinem Meerwasser 0,76
bis 0,78. Nach Zugabe von Glucose zum Medium betrdgt er 0,90. — Das Kiemengewebe kleiner
Muscheln hat einen héheren Sauerstoffverbrauch als das groBler Individuen. Zusatz von Glucose
erhoht die Gewebeatmung bei kleinen Muscheln starker als bei gréBeren Individuen. — Das Homo-
genat des Kiemengewebes von Ostsee-Exemplaren hat, unabhingig von der osmotischen Konzen-
tration des Atmungsmediums, einen hoheren Sauerstoffverbrauch als das von Nordsee-Exemplaren.
Nach Anpassung von Nordsee-Exemplaren an Brackwasser ist der Sauerstoffverbrauch ihres Kiemen-
homogenates erhoht. Das Homogenat der Mitteldarmdriisen von Nord- und Ostsee-Exemplaren hat
den gleichen Sauerstoffverbrauch. — Die Dehydrogenasenaktivitat des Kiemenhomogenates von
Ostsee-Exemplaren ist um 60%, gréBer als die von Nordsee-Exemplaren. Nach Anpassung der Nord-
see-Exemplare an Brackwasser ist die Dehydrogenasenaktivitit des Kiemenhomogenates erhoht.

Respiration of tissues and tissue homogenates of Mytilus edulis from brackish water and
sea water: (Summary): The isolated gills of Mytilus edulis (Baltic specimens) from brackish water of
15°/4, salinity consume about 50% more oxygen than the same tissue of North Sea specimens from
normal sea water of 30°/,, salinity. The isolated mantle margin of Baltic specimens needs about 109,
more oxygen. The pericardial glands of Baltic specimens have the same oxygen consumption than
those of North Sea specimens. After transferring Baltic specimens to normal sea water the respiration
of the gill tissue decreases. — By adding glucose, succinate, pyruvate and malate to the medium the
oxygen consumption of the surviving tissue (gills, mantle margin) is increased. — The respiratory
quotient of the isolated gills amounts to 0,76—0,78. After addition of glucose it comes up to 0,90. —
The gills of young mussels consume more oxygen than those of old individuels. The addition of glucose
raises the tissue respiration of young mussels more than that of old ones. — The homogenate of gills
of Baltic specimens has, without being influenced by the osmotic concentration of the medium, a
higher oxygen consumption than that of North Sea specimens. After adapting North Sea specimens
to brackish water the oxygen consumption is increased. The homogenate of the “liver” of North
Sea and Baltic mussels have the same oxygen consumption. — The dehydrogenase activity of the
gill homogenate of Baltic specimens is 60% higher than that of North Sea specimens. After adapting
North Sea specimens to brackish water the activity of the gill homogenate is increased. —

A. Einleitung

Im Rahmen der in den letzien Jahren am Institut fiir Meereskunde der Universitit
Kiel (siehe ScuLIEPER 1958) durchgefiihrten vergleichenden Untersuchungen der Akti-
vitit von Meerestieren in Brack- und Meerwasser, befaf3t sich diese Arbeit mit der
Atmung einzelner Gewebeverbiande und Gewebehomogenate von Adytilus edulis L. aus
der Nordsee (30—32/y, S) und aus der westlichen Ostsee (15°/y, S).

Die Miesmuschel Mytilus edulis verhilt sich im Brackwasser, d. h. in verdiinntem
Meerwasser, poikilosmotisch. Das Innenmedium hat auch bei Exemplaren, die an
Brackwasser angepaf3t sind, die gleiche osmotische Konzentration wie das Aulenmedium
(ScuLiePER 1929).

1) Gekiirzte IFassung der Dissertation des Verfassers (Kiel, Phil. Fak. 1961).
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In friheren Versuchen an ganzen Exemplaren von AMytilus edulis var. galloprovincialis
aus Meerwasser von elwa 33°/,, S wurde gefunden, daf3 der Sauerstoffverbrauch ganzer
Tiere nach Uberfithrung in Meerwasser von hoherem Salzgehalt abnimmt. Nach An-
passung an niedrigeren Salzgehalt (d.h. an 24---28°/y, S) ist der Sauerstoffverbrauch
geringfiigig erhcht; bei weiterer Verdiinnung des Meerwassers nimmt er jedoch wieder
ab (BouxiN 1931). — Mytilus edulis aus der Barentsee hat bei etwa 339/, Salzgehalt den
hochsten Sauerstoffverbrauch. Nach Uberfithrung in Meerwasser von geringeren Salz-
gehalten nimmt der Sauerstoffverbrauch ab. Bei 109y, Salzgehalt des Meerwassers ist
er weniger als 1/, so grofl wie urspriinglich. Umgekehrt nimmt aber auch der Sauer-
stoffverbrauch von Brackwasser-Exemplaren aus der ostlichen Ostsee (694 S) nach
Uberfithrung in Meerwasser hoheren Salzgehaltes ab (BELiaEv und TscHucunova 1952).
Dagegen steigt der Sauerstoffverbrauch des isolierten Kiemengewebes von Exem-
plaren aus normalem Meerwasser (30°/gy S) nach Uberfithrung derselben in Brack-
wasser (15°/o, S) betrachtlich und zwar in dem gleichen MaRe, wie er nach Uberfithrung
von Brackwassermuscheln in normales Meerwasser abnimmt (ScHLIEPER 1955).

Die vorliegende Arbeit soll den Mechanismus der intensiveren Atmung des Kiemen-
gewebes von Brackwasserexemplaren im einzelnen analysieren. Insbesondere soll unter-
sucht werden, ob der groflere Sauerstoflverbrauch des Kiemengewebes in Brackwasser
auf einer erhghten Konzentration oder Aktivitit der bei der Atmung beteiligten Enzyme
beruht.

Die Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung von Herrn Prof. Dr. C. SCHLIEPER
im Institut fiir Meereskunde der Universitit Kiel durchgefiihrt.

B. Material und Methoden
1. Material

Die fiir die Versuche benétigten Nordsee-Miesmuscheln lieferte die Biologische Anstalt
Helgoland in List auf Sylt; die Ostsee-Miesmuscheln stammten aus der Kieler Forde.

Die Linge der Tiere betrug 5—8 cm. Es wurde ferner noch die Atmung kleiner
ca. 3 cm langer Miesmuscheln aus der Ostsee untersucht.

Die Muscheln waren bis zu den Versuchen in mit Sandfiltern versehenen, beliifteten
Seewasseraquarien. Die Temperatur in den Aquarien lag im Winter und Herbst um
10° C und im Sommer um 15° C. Entsprechend den mittleren Salzgehalten der Nordsee
und der Ostsee betrugen die Salzgehalte in den Aquarien fiir Nordseetiere 309y, und
fur Ostseetiere 15°/q,.

Die Einstellung des Ostseewassers auf einen Salzgehalt von 15°/y, erfolgte durch Ver-
diinnen des Wassers aus der Kieler Férde mit Leitungswasser bzw. durch Aufsalzen mit
den entsprechenden Salzen. Seewasser von 30°/, Salzgehalt wurde durch Auflésen der
fehlenden Salze in Ostseewasser hergestellt.

2. Methoden

Das Gewebe wurde erst unmittelbar vor den Messungen aus den Muscheln heraus-
préapariert. Es kam nur Gewebe von Tieren, die ,,normal‘‘ reagierten zur Verwendung,
d. h. von Miesmuscheln, deren Ful3 und Mantelrand sich bei Bertihrung kontrahierten.
Die Atmungsmessungen am ganzen Gewebe wurden mit Warburgs direkter Methode an
Kiemenstiicken, klein geschnittenem Mantelrand und Pericardialdriisen durchgefiihrt.
Die Menge Meerwasser in den Gefidflen betrug 2 ml; das Kiemen- bzw. das Mantelrand-
gewebe fir jeden Versuch entsprach ca. 100 mg Frischgewicht. Der pH-Wert des See-
wassers betrug ca. 7,8. Die Manometer wurden bis zum Temperaturausgleich ge-
schiittelt (ca. 15 Minuten). Bei Atmungsmessungen mit Sauerstoff als Gasphase erfolgte
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vor den Versuchen, wihrend die Manometer an die Temperatur des Wasserbades
angepaflt wurden, das Durchspiilen der beschickten Manometer mit Sauerstoff. Durch
jedes Warburggefa3 wurden ca. 1,51 Sauerstofl geleitet.

Die Messung der Atmung des isolierten Gewebes erstreckte sich iiber 2 Stunden bei
halbstiindlicher Ablesung. Wegen der anfinglich hohen und spéter schnell abfallenden
Atmung der Gewebehomogenate erfolgte bei diesen Versuchen die erste Ablesung
bereits nach 5 Minuten bei einer Untersuchungsdauer von einer halben Stunde.

Der Sauerstoffverbrauch der isolierten Gewebe wurde auf das Trockengewicht be-
zogen. Die Trocknung erfolgte bei 102° C zwei Stunden lang bis zur Gewichtskonstanz.

Bei den Versuchen mit Gewebs-Homogenaten beziehen sich sowohl die mit der
Warburg- als auch die mit der Thunberg-Methode gefundenen Stoffwechselwerte auf
den EiweiBgehalt.

Die Eiweiflbestimmungen erfolgten nach Kjeldahl (ScHLIEPER, Zoophysiol. Praktikum,
1955, S. 17). Es wurden bei jedem Versuch 2 Proben von 1,5 ml Homogenat (ca. 30 mg
EiweiB3) genommen.

Der Proteingehalt wurde berechnet durch Multiplikation des fiir Stickstoff gefundenen
Wertes mit 6,25,

Geeicht wurde die Methode mit Ammoniumchlorid (p. A.). Die Genauigkeit der
Stickstoffbestimmung betragt + 29,. Um Stoffwechselmessungen an den Kiemen und
am Homogenat der Kiemen miteinander vergleichen zu kénnen, wurde der Eiweil3-
gehalt von in agqua dest. abgespiilten und bei 102° C getrockneten Kiemen bestimmt.

Fir Nordseetiere ergibt der Mittelwert aus 8 Bestimmungen fir 100 mg Trocken-
gewicht 74,1 4 1,3 mg Eiweil3. Der Mittelwert aus 10 Bestimmungen am Kiemengewebe
der Ostseetiere ergibt fiir 100 mg Trockengewicht 74,0 4+ 0,7 mg Eiweil3. Welil stati-
stisch kein Unterschied zwischen den beiden Werten vorliegt, wurde der Mittelwert
genommen. Er betrdgt fiir 100 mg Trockengewicht der Kiemen 74,1 + 0,6 mg Eiweil3.

Im Kiemengewebe sind Stiitzlamellen aus Gerilisteiweil3 eingebaut. Bei homogeni-
sierten Kiemen bleiben diese als Riickstand tibrig. Die Menge der Geriistsubstanz
betrigt 7,2 4- 1,3 mg von 100 mg des Trockengewichtes der Kiemen. 949, der trockenen
Gertistsubstanz bestehen aus Eiwei3. 67,4 mg Eiweil3 des Homogenats entsprechen also
100 mg Trockengewicht der Kiemen, bzw. 100 mg Eiweif3 des Homogenats entsprechen
148,5 mg Trockengewicht der Kiemen.

Homogenate wurden aus isolierten Kiemen und isolierten Mitteldarmdriisen bei
Eiskithlung mit einem Glashomogenisator nach Potter hergestellt. Verdiinnungsmedien
fir die Homogenatherstellungen waren eine Loésung mit IKCl 4+ KHCO, und eine
Losung, deren quantitative Zusammensetzung der Kationenrelation (Na, K, Mg, Ca)
im SchalenschlieBmuskel von AMytilus edulis aus der Nord- und Ostsee entspricht. Bei
den zuletzt genannten Losungen lagen die Salze als Chloride und als Bikarbonat vor
(vgl. auch S. 11),

Zum Homogenisieren wurden gleiche Mengen Gewebe mit gleichen Losungsmengen
vermischt. Fiir die Atmungsmessungen wurden 2,5 ml Homogenat mit der Losung auf
das doppelte Volumen verdiinnt. Bei stdarkerer Verdiinnung der Homogenate liegen
die fiir den Stoffwechsel notwendigen Fermente in einer zu geringen Konzentration vor,
die nicht mehr reicht, um die Atmung des Homogenates zu gewihrleisten.

3. Auswertung der Versuchsergebnisse

Die zu den Mittelwerten gehorigen mittleren Fehler wurden nach der Methode der
kleinsten Quadrate von Gauss berechnet. Der mittlere Fehler des Respiratorischen
Quotienten wurde als Fehler eines zusammengesetzien Ergebnisses (aus dem O,-Ver-
brauch und der CO,-Abgabe) berechnet (WesTpHAL 1948). Die Sicherung der Differenz

178



der Respiratorischen Quotienten geschah nach der iiblichen Methode (ScHLIEPER,
Zoophysiol. Praktikum, 1955). Bei den iibrigen Mittelwerten der miteinander ver-
glichenen Versuchsreihen wurde die Methode der t-Verteilung nach K. PATau (1943)
angewandt. In den Tabellen wird P angegeben. 1 — P ist ein Maf} fir die statistische
Sicherung der Differenz (x — X)) zweier Versuchsreihen.
Es gilt:

P >0,05: Die Differenz ist ein reines Zufallsergebnis.

P 0,06 —0,01: Zweifel an der Nullhypothese sind begriindet.

P 0,01 —0,0027: Die Differenz ist schwach gesichert.

P <0,0027: Die Differenz ist gut gesichert.

C. Die Atmung isolierter Gewebe
1. Vergleich der Atmung isolierter Gewebe verschiedener Organe

Untersucht wurde die Atmung der Kiemen, des Mantelrandes und der Pericardial-
driisen (bei 15° C). Bei den Kiemen und beim Mantelrand wurde der Sauerstoffver-
brauch mit Luft und mit Sauerstofl als Gasphase, bei den Pericardialdriisen nur mit
Sauerstoff als Gasphase gemessen. Die mit Luft als Gasphase am Kiemengewebe ge-
machten Messungen sind eine Wiederholung fritherer Versuche (s. ScHLIEPER 1953,
1955). Beim Kiemengewebe ist die Intensitit der Atmung in der zweiten Stunde anni-
hernd gleich der Intensitét in der ersten Stunde.

Die Atmung des isolierten Mantelrandes ist auch nach zwei Stunden noch nicht ver-
mindert. Mantelrand, der in beliiftetem Seewasser iiberlebte, zeigte noch zwei Tage
nach der Praparation den gleichen Sauerstoffverbrauch. Dies wurde am Mantelrand
von Tieren aus List (Nordsee) festgestellt. Die Gasphase bei den Versuchen war O,.

Einen Uberblick iiber die Atmungsintensitit der Gewebe der Nord- und Ostseetiere
geben Abbildung 1 und Tabelle 1.

Tabelle 1

Vergleich der Atmung (mm? O,/h . 100 mg Trg.) isolierter Gewebe
verschiedener Organe von Mytilus edulis in Seewasser bei 15° G

Zahl der
Herkunft, Salzgehalt Gasphase mm? O, Versuche P
(der Tiere)
a) Kiemen
.. 0
Nordsee 30°/y, Luft 96 + 2 61 (50) < 0,0002
Ostsee 15%/y Luft 142 4 2 65 (50)
- 0
Nordsee 30/, O, 113 4 2 42 (31) < 0,0002
Ostsee 15°/ 49 O, 152 4+ 3 72 (82)
b) Mantelrand
Nordsee 304, Luft 504+ 1 46 (23) < 0,0002
Ostsee 15%/y, Luft 56 4+ 1 72 (48)
Nordsee 30°/00 O, 911 68 (40) < 0,0002
Ostsee 15°/00 O, 61 +1 100 (86)
c) Pericardialdriisen
Nordsee 30°/,, O, 126 + 5 6 (17)
Ostsee 1590 O, 126 4 3 8 (40)
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Isoliertes Kiemengewebe von Mpytilus edulis aus der Ostsee (Kiel) hat in Brackwasser
von 15°/4, S einen hoheren Sauerstoffverbrauch als das von Mjytilus edulis aus der Nordsee
(List) in Seewasser von 30°/,. Bei 15° C liegt die Atmung der Kiemen der Ostseetiere
bei den Versuchen mit Luft als Gasphase 489, und bei den Versuchen mit Sauerstoff
als Gasphase 359, hoher als die Atmung der Kiemen der Nordseetiere. In beiden Fillen
ist die Atmungssteigerung signifikant (s. auch ScHLIEPER 1955).

Beim Mantelrand findet man die hohere Atmung ebenfalls bei den Ostseetieren. Die
Atmung des Mantelrandes der Ostseetiere ist bei 15° C mit Luft als Gasphase 129, mit
Sauerstoff als Gasphase 229, gréfler als die der Nordseetiere.

Der Stoffwechsel der isolierten Pericardialdriisen hat bei Nord- und Ostseetieren die
gleiche Intensitét.

2. Der Einfluf3 verschiedener Salzgehalte auf die Gewebeatmung

In einer weiteren Versuchsserie wurde der Gaswechsel der Kiemen bei Nord- und
Ostseetieren in Abhingigkeit vom Salzgehalt bei 15° C untersucht. Die Messungen bei
30°/op wurden mit Nordseetieren, die bei 10, 15, 20 und 25°/,, Salzgehalt mit Ostseetieren
durchgefiihrt. Vor den Versuchen lebten die Ostseetiere fiir die Messungen bei Salz-
gehalten von 10, 20 und 25°/4o in Aquarien mit jeweils gleichem Salzgehalt 1 bis 2 Wochen
zur Anpassung.

Eine Ubersicht der Ergebnisse gibt die Tabelle Nr. 2. Die Befunde bei 15 und 30/,,
Salzgehalt sind aus Tabelle Nr. I ibernommen.

Tabelle 2

EinfluB des Salzgehaltes auf die Atmung (mm3 O,/h . 100 mg Trgw.)
des Kiemengewebes von Adytilus edulis bei 15° C(Gasphase Luft)

Zahl der
Herkunft Salzgehalt mm? O, Versuche

(der Tiere)

Ostsee 10% 40 136 4+ 5 7 (6)
Ostsee 15% 90 142 4 2 65 (50)
Ostsee 20° o0 133 46 14 (9)
Ostsee 25% 0o 116 4 2 14 (9)
Nordsee 3040 96 4+ 2 61 (50)

Vergleicht man die Ergebnisse der Tabelle 2 untereinander, so sieht man zwischen
den Salzgehalten von 159, bis 30°/y, eine stetige Abnahme der von gleichen Mengen
Kiemengewebe verbrauchten Menge Sauerstoff. Der Sauerstoffverbrauch der Ostsee-
tiere in Seewasser von 159, Salzgehalt ist um 479, gegentiber dem Sauerstoffverbrauch
der Kiemen der Nordseetiere aus Seewasser von 30°/y, gesteigert. Dieser Unterschied ist
signifikant. Auch die geringeren Unterschiede zwischen dem Sauerstoffverbrauch der
Kiemen bei 20, 25 und 30°/,, Salzgehalt sind signifikant.

Legende zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 1)
Abb. 1; Vergleich der Atmung isolierter iiberlebender Gewebe von Mytilus edulis aus der Nordsee
und der Ostsee, in Meerwasser von 30°/,, S bzw. in Brackwasser von 15°/y, S.
Abb. 2: Der Sauerstoffverbrauch des Kiemenhomogenates von Mytilus edulis in Abhéngigkeit von
der Salzkonzentration des Herkunftsmediums bzw. des Adaptationsmediums (Warburg-
messungen in reiner I aliumsalzlésung).
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Abb. 3
O,-Verbrauch des Kiemenhomogenates
von Mytilus edulis bei 0°und 15° C
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3. Vergleich der Wirkung einfacher Kohlehydrate auf die Atmung
isolierter Gewebe

Parallel zu den oben beschriebenen Versuchen bei verschiedenem Salzgehalt wurde
die Wirkung von Glucose (Konzentration 200 mg/l Seewasser) bei 15° C auf die Atmung
des Kiemengewebes von Nord- und Ostseemuscheln bei Salzgehalten von 30/, und
159/4o untersucht (s. Tabelle 3). Der Sauerstoffverbrauch wird durch Glucose bei dieser
Temperatur bei den Kiemen der Nordseetiere um 149, und bei den Kiemen der Ost-
seetiere um 89, gesteigert. Sowohl bei den Kiemen der Nordsee- als auch bei denen der
Ostseetiere ist die durch Glucose erreichte Atmungssteigerung signifikant. Bei 10° C
bringt Glucose (Konzentration 200 mg/l Seewasser) beim Kiemengewebe der Ostseetiere
in Seewasser von 159y, Salzgehalt keine Erhéhung der Atmung. Der Grund ist wohl
darin zu sehen, daf3 bei 10° C der Stoffwechsel des Kiemengewebes in diesen Versuchen
um 469, niedriger ist als bei 15° C. Die Konzentration der im Gewebe vorhandenen
Zellnédhrstoffe koénnte bei 10° C fast optimal fiir den bei dieser Temperatur vorhandenen
Stoffwechsel sein. Zusitzlich von auflen zugefiigte Glucose wiirde dann bei der nied-
rigeren Temperatur keine Erhchung des Sauerstoffverbrauchs bringen.

In weiteren Versuchen wurde die Wirkung von Glucose, Na-Pyruvat, d,I-Na-Malat

und Na-Succinat auf die Atmung der isolierten Kiemen von Mpytilus edulis untersucht
(s. Tabelle 4).

Tabelle 3

a) Wirkung von Glucose auf den Sauerstoffverbrauch (mm? O,/h . 100 mg Trgw.)
des Kiemengewebes von Nordseemuscheln in Seewasser von 30°/, und des von Ostsee-
muscheln in Seewasser von 15%/y, Salzgehalt bei 15° C (Gasphase Luft).

200 mg/l Zahl der
Herkunft Glucose mm?® O, "Versuche P
. (ca. 1 mMol) (der Tiere
: _
Nordsee 300/00 e e e e e _ 96 j: 2 61 (50) < 0’0002
+ 109 4 3 12 (11)
!
Ostsee 15%50 « « « v v o o ‘ — 142 4 2 65 (50) — 0,0014
| + 153+ 3 29 (24)

b) Sauerstoffverbrauch des Kiemengewebes von Mytilus edulis aus der Ostsee (Kiel)
in Seewasser von 15%/y, bei 10° C.

Ostsee 15%5 « &+« v v W — 94 4 4

10 (18) = 0,74
+ 96 4 3

15 (10)

Bei Versuchen in vitro kann die Sauerstoffaufnahme eines isolierten Gewebes durch
ein zum Medium zugegebenes Substrat als Wasserstoffdonator vergrofert werden.
Voraussetzung fiir eine so zu erreichende Steigerung des Gewebestoffwechsels ist das
Vorkommen des fiir den Abbau dieses Substrates spezifischen Enzyms im Gewebe.

Legende zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 2)
Abb, 3: Vergleich des Sauerstoffverbrauches des Kiemenhomogenates von Mytilus edulis bei 0° G
und 15° G (Warburgmessungen in reinen Kaliumsalzlgsungen).
Abb. 4; Vergleich der unter anaeroben Bedingungen gemessenen Dehydrogenasenaktivitit des
Kiemenhomogenates von Mytilus edulis aus der Nordsee und der Ostsee (Thunbergversuche).
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JoprEY und WiLBUR (1955) zeigten, daf3 Brenztraubensiure und Stoffe des Citronen-
saurecyklus den Stoffivechsel des isolierten Mantels der Auster erhéhen. Die Messungen
wurden mit der Warburg-Apparatur bei 25° C durchgefiihrt. Alle Substrate wurden in
Seewasser gelost. Vor Versuchsbeginn wurde Sauerstoff durch die Warburggefale
geleitet. So wurde erreicht, daf3 der gemessene Sauerstoffverbrauch den Maximalwert
darstellt, der bei Zugabe eines Substrates erzielt werden kann.

Die meisten Versuche wurden mit Ostseetieren durchgefiihrt. Nur bei den Versuchen
mit Na-Succinat als Substrat wurde Kiemengewebe von Nordsee- und Ostseetieren
untersucht.

AnschlieBend an die Untersuchung einfacher Kohlehydrate auf die Atmung der
Kiemen wurden gleiche Versuche mit isolierten Mantelrandstiicken durchgefiihrt. Zur
Verwendung kamen hierbei Glucose, d,l-Na-Malat und Na-Succinat. Die Durchfithrung
der Versuche ist die gleiche wie bei den Messungen am Kiemengewebe. Es wurde die
Atmung des isolierten zerkleinerten Mantelrandes bei 15° C untersucht.

Tabelle 4
Vergleich der Wirkung von Glucose, Na-Pyruvat, d,l-Na-Malat und Na-Succinat auf

die Atmung (mm? O,/h . 100 mg Trgw.) des Kiemengewebes von Mytilus edulis bei 15° C
(Gasphase O,).

Zah! der Steigerung
mMol/l Substrat mm? O, Versuche der Atmung i
(der Tiere) in%
a) Nordsee-Wasser 30°/,,
_E-S 111 o 4 9 (4) < 0,0002

5 mMol Succinat . . . . . . 152 4+ 6 9 37

- 107 4 4 8 (4) < 0,0002
50 mMol Succinat . . . . . . 164 + 6 9 53

1

b) Ostsee-Wasser 15%/4, I !

— 152 4 3 72 (82) — 0,04
50 mMol Glucose . . . . . . 166 + 4 14 (15) ‘ 9

| |

— 158 4+ 5 17 (18) = 0,0009
50 mMol Pyruvat . . . . . . | 1974+ 9 17 25

— l 148 4 14 6 (11) = 0,25
10 mMol Malat . . 172 4 13 5 16

D s o ] | — .

— 159 4 7 6 (7) = 0,0024
50 mMol Malat . . . . . . . 200 4+ 8 | 6 26

— 134 £5 | 6 (6) = 0,02
5 mMol Succinat 162 + 8 | 7 21 )

- | 12546 6 (6) = 0,003
50 mMol Succinat . . . . . . 183 4 13 ‘ 6 46

Vorversuche mit Glucose (1 m Mol/l Seewasser) und Luft als Gasphase brachten bei
15° C keine Wirkung auf die Atmung des Mantelrandes der Ostsee- und Nordseetiere.

Diese Versuche wurden abgewandelt wiederholt, jetzt mit Sauerstoff als Gasphase
und mit Glucose in einer Konzentration von 50 m Mol/l Seewasser (Tab. 5). Auch bei
diesen Versuchen war keine Steigerung des Sauerstoffverbrauches des Mantelrandes zu
beobachten.
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Na-Succinat und d,l-Na-Malat bewirken beim isolierten Mantelrand der Nordsee-
und Ostseetiere jeweils eine Steigerung der Atmung.

Tabelle 5

Vergleich der Wirkung von Glucose, Na-d,l-Malat und Na-Succinat auf die Atmung
(mm?® O,/h . 100 mg Trgw.) des isolierten Mantelrandes von Mpytilus edulis aus der
Nord- und Ostsee bei 15° G, Gasphase O,.

Zahl der Steigerung

m Mol/l Substrat | mm?® O, Versuche der Atmung P
: (der Tiere) in %
——
a) Nordsee 30%, ! | | |
— 491 | 68 (40) :
50 mMol Glucose . . . . . . 4943 15 (9) i
| | \ |
e _ S S e
_ {5342 ‘ 4 (4) | L =0,24
5 mMol Malat . . . . . .. | 58+3 | 4 ‘ 9 |
> Y i . . = .
— ssxz | 4| — 02
50 mMol Malat C o) 61E5 4 | 15 B
— 56 +1 6 (3) ' = 0,0035
0,5 mMol Succinat. . . . . . | 66+ 2 6 18 l -
_ | 5342 10 (6) ~ 0,004
5 mMol Succinat . . . . . . 1 73 + 6 10 38
— 50 4 4 8 (6) ) = 0,0027
50 mMol Succinat . . . . . .| 76+6 w2 )
b) Ostsee 15%y, ‘
— 61+ 1 100 (86) §
50 mMol Glucose . . . . . . 60 + 3 13 (12) ‘
U BUU S R e _— i ———
. 6345 4 (7) ; = 0,36
10 mMol Malat . ., . . . .. 70 +5 11 ] -
YmMolMaat . « o sl 7T D — \
— 66 + 2 | 10 (16) 1 | =0,0015
50 mMol Malat . . . . . . mt2z | U I A R
— | 5842 6 (3) ? | = o1
0,5 mMol Succinat . . . . . . | 68+5 6 | 17 [ 3 o
Jp0 MVIO vuccnat .~ » - - Mt —
— L s1x2 | 13(0) ] < 0,0002
5 mMol Succinat . . . . . . | 19+2 | 14 I 39 1
e T 1 | |
— 57 +3 6 (3) | ]
50 mMol Succinat . + . . . . k 89 L4 | 6 3 56 | < 0,0002

4. Der respiratorische Quotient der Atmung des Kiemengewebes

Der respiratorische Quotient wird berechnet aus dem Verhiltnis der freigesetzten
Menge Kohlendioxyd zur verbrauchten Menge Sauerstoff (RQ = CO,[O,). Die Menge
des ausgeschiedenen Kohlendioxyds wurde indirekt mit Warburgmanometern bestimmt,

Gleichzeitig wurden neben den Messungen des QO, (hier sind im Ansatz des Warburg-
gefafles 0,2 ml 159%ige KXOH auf Filterpapier zur Bindung des entstehenden Kohlen-
dioxyds) mit Gewebe derselben Tiere Messungen ohne KXOH im Ansatzgefd durch-
gefiihrt. Bei den letzteren Versuchen setzt sich die zu beobachtende Drucksenkung aus

183



dem Sauerstoffverbrauch und der entstehenden Menge CO, zusammen (CO, — O,).
Durch Addition der verbrauchten Menge O, erhélt man die entstandene Menge CO,
(s. Tabelle 6).

Der so bestimmte respiratorische Quotient bei 15° C fiir das Kiemengewebe der
Nordseetiere ist 0,78 4 0,04 und fiir die Kiemen der Ostseetiere ist er 0,76 + 0,02.

Am Kiemengewebe der Ostseetiere wurde ferner der respiratorische Quotient bei
15° C bei Gegenwart von Glucose (Konzentration 200 mg/l Seewasser) gemessen.

Der erhaltene R.Q.= 0,90 4 0,02 unterscheidet sich deutlich von dem Wert, der
ohne Glucose erhalten wird. Dies zeigt genau wie die Erhohung der Atmung nach Zusatz
von Glucose, dafl der zugegebene Nihrstoff von der Zelle aufgenommen und verarbeitet
wird, da eine zusitzliche Veratmung von Kohlehydrat sich in der Steigerung des respi-
ratorischen Quotienten bemerkbar macht.

Tabelle 6
Respiratorischer Quotient (RQ) der Atmung (mm?® O,/h 100 mg Trgw.)
des Kiemengewebes von Mytilus edulis bei 15° G (Gasphase Luft).

200 mg Glucose/] ! Zahl der
(ca. 1 mMol) mm? O, mm? (CO,—O,) | Versuche RQ
- (der Tiere)

Nordsee 30°/yo

— 89 £ 5 2042 | jel2(11) | 0,78 L 04
Ostsee 15%,, ! } }

— C1Mds 0 3542 je12 (11) 0,76 0,2

+ 15746 164+2 | jell(11) = 0,90 40,2

5. Die Atmung des Kiemengewebes von kleinen Ostseemuscheln

Anschliefend an die Messung der Atmung von isolierten Kiemen grofier Miesmuscheln
(Linge 5—8 cm) wurde die Atmung der Kiemen kleiner Ostseemuscheln (Linge ca.
3 cm) untersucht (s. Tab. 8).

Unter gleichen Versuchsbedingungen ist die Atmung der Kiemenkleiner Ostseemuscheln
deutlich hoher als die Atmung der Kiemen grofer Individuen vom selben Fangplatz.

Glucose (Konzentration 1 m Mol/l Seewasser) bringt beim Kiemengewebe kleiner
Ostseemuscheln eine Erhdhung der Atmung von 289%,. Die Sauerstoffaufnahme des
Kiemengewebes grofler Ostseemuscheln wird durch die gleiche Glucose-IKonzentration
nur um 89, gesteigert.

Auf Grund des groBleren Glucoseumsatzes der isolierten Kiemen bei den kleineren
Ostseemuscheln ist anzunehmen, daf3 die Menge der Hexokinase in dem noch wachsenden
Gewebe der kleinen Tiere (Linge ca. 3 cm) groBer ist als in dem Kiemengewebe grofBler
Ostseemuscheln (Linge 5—8 cm).

Tabelle 7
Atmung (mm?® O,/h 100 mg Trgw.) des Kiemengewebes von kleinen
Ostseemuscheln in Seewasser von 15, bei 10° und 15° C, Gasphase Luft.

200 mg G Zahl der
Glucose/l | i mm?® O, - Versuche | P
(ca. 1 m Mol) (der Tiere) !
— 10 | 15048 6 (9) | =006
— 15 169 4 | 13(28) < 0,0002
+ 1s | 20946 ' 8(18)
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D. Atmungsmessung von Gewebehomogenaten

1. Sauerstoffverbrauch der Homogenate isolierter Gewebe von Mptilus edulis

Der zweite Teil der Arbeit bringt Atmungsmessungen an Homogenaten der Kiemen
und der Mitteldarmdriisen von Nordsee- und Ostseetieren.
Homogenisiert wurde mit einem Glashomogenisator nach PoTTER.

Der Sauerstoffverbrauch der Homogenate war unabhingig davon, welchen pH-Wert
und welche Zusammensetzung die verwandte Suspensionslosung hatte.

Sowohl beim Homogenat aus Kiemen, als auch bei dem aus Mitteldarmdriisen ist
der Sauerstoffverbrauch gréfler als der des isolierten unzerstérten Gewebeverbandes.
Nach ca. !/, Stunde fallt der Sauerstoffverbrauch des Homogenates mit fortschreitender
Versuchsdauer stark ab. Aus diesem Grund wurde die Atmung nur wihrend der ersten
30 Minuten nach dem Beginn des Versuches gemessen. Der hohere Stoffwechsel eines
Homogenates kann dadurch bedingt sein, daf die freigesetzten Enzyme und Substrate
schneller reagieren als im Zellverband. In der Struktur des Gewebeverbandes sind diese
Stoffe so geordnet, daf3 die Reaktionen nur so schnell ablaufen, wie es zur Aufrecht-
erhaltung des lebensnotwendigen Stoffwechsels erforderlich ist. Die Intensitdt des
Stoffwechsels des Zellverbandes ist abhéngig von der Versuchstemperatur. Beim isolierten
Gewebe ist der Sauerstoffverbrauch abhingig vom Energiebedarf des Zellverbandes,
beim Homogenat wird der Verbrauch wahrscheinlich begrenzt sein von der Menge der
Enzyme und Substrate, die zur gleichen Zeit miteinander reagieren kénnen. Die Ab-
nahme des Sauerstoffverbrauches der Homogenate mit fortschreitender Zeit ist durch
autolytische Reaktionen und Inaktivierung von Fermenten zu erkliren. Fiir diese
Erklarung spricht, daB3 die Atmung eines KKiemenhomogenates bei den niedrigen Tem-
peraturen 0° und 5° C mit fortschreitender Zeit weniger abnimmt als bei 15° C.

Auffillig ist, daf3 die wihrend 30 Minuten Versuchsdauer verbrauchte Menge Sauer-
stoff bei 0° C groBer ist als bei 15° C. Als Erklarung kann man annehmen, daB3 hier zwei
temperaturabhingige Vorginge vorliegen. Es wird bei 0° C der autolytische Zerfall von
Fermenten geringer sein als bei 15° C. Eine erhchte Reaktionsgeschwindigkeit pro
unzerstorte Fermentmenge kann dann keinen erhshten Sauerstoffverbrauch der Homo-
genatsuspension bewirken, wenn weniger Fermente am Umsatz beteiligt sind.

Der Sauerstoffverbrauch in 30 Minuten fiir 100 mg Trockengewicht betrdgt fir
Kiemen von Mpytilus edulis aus der Nordsee (List) 56,5 mm3 O, und fiir das Homogenat
der Kiemen dieser Tiere 209 mm? O,; fiir Kiemen von Mpytilus edulis aus der Ostsee
(Kiel) betrdgt er 76 mm?® O, und fiir das Homogenat der Kiemen dieser Tiere
325 mm3 O,.

Unabhingig von diesen Versuchen wurde bei einzelnen Messungen bei 15° C die
Wirkung einfacher Kohlehydrate auf die Atmung des Homogenates der KKiemen unter-
sucht. Weder Glucose (conz. 10 m Mol/l) noch Na-Succinat (conz. 50 m Mol/l) hatten
eine Wirkung auf die Atmung des Kiemenhomogenates von Ostseetieren, wihrend die
Atmung isolierter ganzer Kiemen dieser Tiere durch Na-Succinat signifikant gesteigert
wurde,

Parallel zu Versuchen von C. ScHLIEPER 1955 (hier wurde die Atmung isolierter
Kiemenstiicke von Nordseemuscheln untersucht, die an Brackwasser angepallt waren)
wurde auch der Sauerstoffverbrauch des Kiemenhomogenates von an Brackwasser
angepaflten Nordseemuscheln bestimmt (s. Tab. 8).

Die Anpassung erfolgte im Aquarium 7 Tage, und bei spéteren Versuchen in einem
Drahtkifig in der Forde 7, 14 und 20 Tage lang. Die Anpassung in der Forde gewihr-
leistet eine ausreichende Erndhrung der Muscheln vor dem Versuch.
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Kiemenhomogenat von diesen an Brackwasser adaptierten Nordseemuscheln hat
einen deutlich hoéheren Sauerstoffverbrauch als Kiemenhomogenat von Nordsee-
muscheln, die in Seewasser von 30°/,, gehalten wurden. Bei beiden durchgefiihrten
Versuchsreihen ist die Atmungssteigerung nach Anpassung an Brackwasser signifikant.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von C. ScHLIEPER (1955) reicht die An-
passung von 20 Tagen nicht, um die Atmung des Kiemenhomogenates angepafter
Nordseemuscheln auf die gleiche Hohe, wie die des Kiemenhomogenates von Ostsee-
muscheln zu bringen.

Kiemenhomogenat von Nordseemuscheln aus Seewasser von 30°,, S hat sowohl in
einer Losung die der Ionenzusammensetzung im SchlieBmuskel dieser Tiere als auch
der im SchlieBmuskel von Ostseetieren entspricht und auch in einer dritten ungefdhr
5%igen KCl, KHCO; Losung einen unverindert gleichbleibenden Sauerstoffverbrauch.
Das Milieu dieser drei Suspensionslosungen ist ohne EinfluB auf den Sauerstoffver-
brauch des Homogenates.

Erst nach Anpassung des lebenden Organismus an Brackwasser wird ein erhoéhter
Sauerstoffverbrauch des Kiemenhomogenates beobachtet.

Der nach der Adaptation an Brackwasser an Kiemenhomogenat von Nordseemuscheln
zu beobachtende erhéhte Sauerstoffverbrauch ist nur durch eine wihrend der Anpassung
im Gewebe zunehmende Konzentration der Fermente zu erkldren. Es ist anzunehmen,
daf3 die Fermentkonzentration im Gewebe erst nach 4—6 Wochen Anpassung von
Mptilus edulis aus der Nordsee an Brackwasser die Hohe erreicht hat, die man auch im
Gewebe von Ostseetieren findet.

Tabelle 8

Sauerstoffverbrauch (mm? O,/30 Min.u. 100 mg Eiweifl) der Kiemenho-

mogenate von Mytilus edulis aus der Nordsee (List) und aus der Ostsee
(Kiel) bei 15°C, Gasphase O,, pH 7,4

Medium: a) 4,963 g KCI 4- 50mg KHCO,

A) B)
Na+ (NaCl) 209 m Mol/l 109,5 m 1\401/1
K+ (KCI1+4- 50 mg KHCO,) 137 sy 82,4 55
Mg++ (MgCl,) 32 ys 19,35 55
Ca++ (CaCl,) 6,17 |, 3,85
i Zahl der
Herkunlt Medium | mm?® O, Versuche P

(der Tiere)

Nordsee . . . . . . . e a) [ 127 4- 3 8 (19) < 10,0002
Nordsee, 7 Tage an Brack- a) 165 4 5 6 (19) < 0,0002
wasser angepalBt . . . . . . i |
Ostsee . . . . . . . . . .. a) 224 4- 8 i 9 (60) |
Nordsee . . . . . . . .. . A) 1 141 4 4 | 16 (30) = 0,0002
Nordsee, 7 bis 20 Tage an |
Brackwasser angepaBBt . . . B) 169 + 5 ‘ 15 (56) < 0,0002
Ostsee . . . . . . . . o B) 219 4- 4 ‘ 22 (67)

2. Sauerstoffverbrauch der Homogenate der Mitteldarmdriisen

Aufler den Kiemen lassen sich die Mitteldarmdriisen von Mpytilus edulis gut homogeni-
sieren. Gleiche Volumina isolierter Mitteldarmdriisen und Suspensionsfliissigkeit wurden
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homogenisiert. Es wurde eine Loésung mit 4,12 g KCl und 1,177 mg KHCO,4/l mit
einem pH-Wert von 7,9 genommen.

Die Atmung der Homogenate aus Mitteldarmdriisen von Nordseetieren und von
Ostseetieren zeigt bei 15° C mit Sauerstoff als Gasphase fast die gleiche Héhe. Nord-
seetiere 157 + 3, Ostseetiere 159 4+ 2 mm?3 O, pro 30 Minuten und 100 mg EiweiB.
Die am Homogenat der Mitteldarmdriisen von Ostseetieren mit Luft als Gasphase
gemessene Atmung hat einen Wert von 86 4 1 pro 30 Minuten und 100 mg Eiweil3.

E. Die Dehydrierungsintensitidt der Kiemenhomogenate

Als Ergianzung zu den Atmungsmessungen am Homogenat der Kiemen ist die Accep-
tormethode nach THUNBERG mit Methylenblau als Wasserstoffacceptor angewandt
worden.

Es wurde unter anaeroben Bedingungen gearbeitet. Die mit der Wasserstrahlpumpe
evakuierten THUNBERGrohre wurden zweimal mit sauerstoffreiem Stickstoff durchge-
spilt und jeweils anschlieBend erneut evakuiert. Der Stickstoff aus der Bombe wurde
vorher durch Natriumdithionitlésung (Na, S, O,), die den Sauerstoff absorbiert, ge-
leitet. So wurden auch noch Spuren von Sauerstoff entfernt. In jedem THUNBERGrohr
waren 5 ml Suspensionslgsung mit Homogenat enthalten. Die Menge Homogenat

entsprach etwa 20 mg Eiweil. ga Na — K-Phosphatpuffer pH 7,4 gewihrleistete einen
gleichbleibenden pH-Wert.

Als Suspensionslésung wurde die bereits oben bei den Atmungsmessungen am Kiemen-
homogenat erwidhnte Losung mit Na, I, Mg und Ca nach den Analysen nach Seck
genommen. Die benutzten THUNBERGgefidle waren mit einem Ansatzgef4 fir die
Zugabe des Farbstoffes zu einem bestimmten Zeitpunkt versehen. Die Gefifle waren so
befestigt, daB3 tuiberall gleichzeitig die Methylenblaulésung zur Homogenatsuspension
zugegeben werden konnte. Es wurde die Zeit bis zur 9/, Entfarbung durch Farbvergleich
mit einem offenen Reagenzglas gleichen Durchmessers mit kurz erhitzter Homogenat-
suspension und 9/;, der Farbstoffmenge gemessen. Der Farbwert dieser Suspension in
dem offenen Reagenzglas blieb gleich.

Die Zeit bis zu !/,, Entfarbung dauerte je nach Versuchsansatz zwischen 20 und
30 Minuten. In Tabelle 9 ist die auf das Methylenblau tibertragene Menge Wasserstoff
fir 30 Minuten und 100 mg Eiweil3 angegeben. Die dem Wasserstoff dquivalente Menge
Sauerstoff ist halb so grof3.

Genau wie die Atmungswerte unterscheiden sich die anaeroben Enzymaktivititen der
Kiemenhomogenate von Nord- und Ostseetieren deutlich voneinander. Der Unterschied
ist gesichert. Das Kiemenhomogenat der Ostseetiere hat eine um 609, gré3ere anaerobe
Enzymaktivitit als das der Nordseetiere (Tabelle 9).

Weitere Thunbergversuche wurden mit Kiemenhomogenat von Nordseetieren, die
in der Kieler Forde in einem Drahtkifig an Brackwasser angepaf3t waren, durchgefiihrt.
Bereits nach 1-tdgiger Anpassung war eine geringe Steigerung der Dehydrierungsinten-
sitdt zu beobachten. Nach 4-tdgiger Anpassung war die Dehydrierungsintensitit um
439, gegeniiber der des Kiemenhomogenates nicht angepaBter Nordseetiere gesteigert.
Dieser Unterschied ist signifikant.
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Tabelle 9

Enzymaktivititen der Kiemenhomogenate von Mytilus edulis, gemessen bei
15°C mit der Acceptor-Methode
Versuchslosung fiir Nordseetiere fiir Ostseetiere und Nord-

seetiere, die an Brackwasser
angepalt sind

Na+  (NaCl) 209 m Mol/l 109,5 m Mol/l
K+ (KCI + 50 mg KHCOy) | 137 m Mol/l 82,4 m Mol/l
Mg++ (MgCl,) 32 m Mol/l 19,35 m Mol/l
Cat++ (CaCly) 6,17 m Mol/i | 3,85 m Mol/l

I ml Homogenat (Gewebe: Suspensionsfliissigkeit =1 : 1)
0,5 ml % Na, K-Phosphatpuffer pH 7,4
1 ml Methylenblaulésung 1 : 50000 in H,O dest.
mm? H,
30’ . 100 mg Eiweil3
0,32 mg Methylenblau (I p. Mol) entsprechen 11,2 mm?® O, bzw. 22,4 mm?3 H,.

Angabe der Dehydrierung in

Anzahl
Herkunft mm?® H, der der P
Versuche Tiere

Nordsee & 3 % @ w & & @ & & @ 5,62 + 0,11 5 21 < 0,0002
©OSIECER . mr: 1 1 wr fol A o0 W X W N 9,00 + 0,26 5 22
Novdsée 5 w w 1 izime 8 4 @ K © 8 5,62 4+ O,il 5 21 = 0,021
Nordsee 1 Tag an Brackwasser _

angepaBt s w zencws & w0 @ w3 o 6,15 4+ 0,11 4 32 = 80083
Nordsee 4 Tage an Brackwasser < 0,0002

angepalBt.: w ¢ wres & oW o8 o0 @ 8,06 4 0,13 3 10
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