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Zusammenfassung 

FÃ¼ den Pierwurm Arenicola nzarina wurden eine untere und eine obere kritische 

Temperatur definiert, die durch die Akkumulation von anaeroben Metaboliten 

charakterisiert sind. AuÃŸerhal des tolerierten Temperaturbereiches reichte die 

Sauerstoffaufnahme bzw. -verteilung picht mehr aus. um den Energiebedarf der Tiere auf 

aerobem Wege zu decken, so daÂ anaerober Stoffwechsel zur zusÃ¤tzliche Energie- 

produktion herangezogen werden muÃŸte Der intrazellulÃ¤r pH-Wert in1 Hautmuskel- 

schlauch von A. rnarina verminderte sich mit steigender Temperatur gemÃ¤ der alphastat 

Hypothese, dies allerdings nur zwischen den kritischen Temperaturen. AuÃŸerhal der 

kritischen Werte kam es dagegen zu einer Abweichung von der Linearen. Zum einen trat 

eine metabolische Azidifizierung auf, zum anderen kÃ¶nnt zusÃ¤tzlic ein Versagen der 

aktiven Saure-Basen-Regulation verantwortlich sein. 

Es wurden einige Anpassungsmechanismen an annuale TemperaturÃ¤nderunge sowie an 

die unterschiedlichen Temperaturregime vom WeiÂ§e Meer und Nordsee untersucht. 

Latitudinale und saisonale KÃ¤lteakklimatisatio fÃ¼hrt in A. m h a  zu einer Verschiebung 

beider kritischen Temperaturen zu niedrigeren Werten. Dies konnte fÃ¼ Tiere vom WeiÃŸe 

Meer auf eine erhÃ¶ht aerobe KapazitÃ¤ zurÃ¼ckgefÃ¼h werden. Zum einen war die 

Mitochondriendichte erhÃ¶ht zum anderen die oxidative KapazitÃ¤ der einzelnen 

Mitochondrien verbessert. Letzteres spiegelte sich in einer hÃ¶here AktivitÃ¤ und in einer 

niedrigeren Aktivierungsenergie der Cytochrom C-Oxidase der subpolaren Tiere wider. 

Des weiteren besaÃ die NADP-abhÃ¤ngig Isocitratdehydrogenase der WeiÃŸmeer-Tier 

eine hÃ¶her AktivitÃ¤ bei hohen Temperaturen sowie eine niedrigere Aktivierungsenergie 

und hÃ¶her AffinitÃ¤ zu NADH bei niedrigen Temperaturen als in Nordsee-WÃ¼rmern 

Dadurch verbesserte sich die Energieproduktion bei niedrigen Temperaturen und die 

untere kritische Temperatur sank auf niedrigere Werte. Gleichzeitig stieg mit der 

Mitochondriendichte auch die gesamte Stoffwechselrate, wodurch im Warmen das 

VerhÃ¤ltni zwischen energieverbrauchenden und -liefernden Prozessen schon bei 

niedrigeren Temperaturen gestÃ¶r wurde. Als Folge davon verschob sich auch die obere 

kritische Temperatur zu niedrigeren Werten. 

Untersuchungen zur AkklimationsfÃ¤higkei beider Populationen zeigten deutliche 

Unterschiede in der Toleranz gegenÃ¼be HitzestreÃŸ Im Gegensatz zu WÃ¼rmer aus der 

Nordsee Ã¼berlebte die WeiÃŸmeer-Tier nicht nur Inkubationen bei Temperaturen 

oberhalb der oberen kritischen Temperatur, sondern sie waren auch in der Lage, trotz 

andauernder Hitze den anfÃ¤nglic einsetzenden anaeroben Stoffwechsel sowie StÃ¶runge 

des Saure-Basen-Haushaltes wieder rÃ¼ckgÃ¤ng zu machen. Der nahezu vollstÃ¤ndig 
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Abbau der ATP VorrÃ¤t sowie die hohe anaerobe Stoffwechselrate wÃ¤hren der ersten 24 

Stunden der Hitzeexposition wiesen zusammen mit der FÃ¤higkeit HitzestreÃ zu 

Ã¼berleben auf einen energieverbrauchenden Mechanismus hin, der die Hitzetoleranz 

verbessert. Als ein mÃ¶gliche Mechanismus wird die Synthese von Hitze-Schock- 

Proteinen diskutiert. Auch eine Reduzierung der Mitochondriendichte wÃ¤hren der 

Inkubation bei hÃ¶here Temperaturen kÃ¶nnt zur Akklimation beigetragen haben. 

Dadurch wÃ¼rde die Kosten fÃ¼ den Erhalt von Ionen- und Protonengradienten gesenkt 

und der Qio-Effekt auf die Stoffwechselrate kompensiert. 

Die AnpassungsfÃ¤higkei an KÃ¤ltestre war in Tieren beider Populationen begrenzt, 

wobei aber auch unter diesen Bedingungen die ÃœberlebensfÃ¤higke der subpolaren Tiere 

die der borealen Ã¼berstieg Acetat, welches bei niedrigen Temperaturen in1 Hautnluskel- 

schlauch akkumulierte, induzierte einen Anstieg des Sauerstoffverbrauches in 

kaltakklimatisierten Tieren der Nordsee. Da auch in kaltangepaÃŸte WÃ¼rmer vom 

WeiÃŸe Meer ein Anstieg des Sauerstoffverbrauches bei niedrigen Temperaturen zu 

beobachten war, wurde die Hypothese aufgestellt, daÂ Acetat als Vermittler zwischen der 

niedrigen Temperatur und einer Verhaltens- und StoffwechselÃ¤nderun in kaltadaptierten 

Tieren fungierte und so die uberlebensfÃ¤higkei unter extremen Bedingungen verbesserte. 

Das grÃ¶ÃŸe AusmaÃ an Te~nperaturschwankungen sowie die niedrigeren jÃ¤hrliche 

Durchschnittstemperaturen am WeiÂ§e Meer im Vergleich zur Nordsee scheinen genauso 

im Zusammenhang mit der hÃ¶here adaptiven KapazitÃ¤ der WeiÃŸn~eer-Tier zu stehen 

wie die fehlende MÃ¶glichkeit am WeiÃŸe Meer den Temperaturschwankungen durch 

tiefere Bauten zu entgehen. 

Eine elektrophoretische Isoenzymanalyse zeigte, daÂ die genetische IdentitÃ¤ zwischen 

den atlantischen Populationen (von Frankreich Ãœbe die Niederlande und Deutschland bis 

nach Norwegen) hoch war, die WeiÃŸmeer-Populatio sich dagegen signifikant von den 

atlantischen Populationen unterschied. Der hohe Wert der Gendifferenz weist auf einen 

stark eingeschrÃ¤nkte Genaustausch mit der Weiflmeer-Population hin, wahrscheinlich 

aufgrund der hydrographischen und geographischen Isolation des WeiÃŸe Meeres. Der 

eingeschrÃ¤nkt Genaustausch spiegelte sich auch in den signifikant unterschiedlichen 

Allelfrequenzen in der WeiÃŸmeer-Populatio fÃ¼ die Glukosephosphatisomerase und die 

Phosphoglucom~~tase wider. Die Expression des mitochondrialen Enzyms Isocitrat- 

dehydrogenase 2 (IDH2) scheint dagegen eher von der Temperatur beeinfluÃŸ zu werden, 

da eine lineare Korrelation der Allelfrequenz fÃ¼ IDH2-A und IDH2-B mit der Jahres- 

durchschnittstemperatur des Wassers bestand. Dies unterstÃ¼tz die Hypothese, daÂ 

Mitochondrien im Pierwurm eine entscheidende Rolle bei der Anpassung an 

unterschiedliche Temperaturregime spielten. 
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Summary 

A low and a high critical temperature were identified in the lugworn~, Arenicola nzurina, 

both of which are characterised by the onset of anaerobic n~etabolism. Beyond each 

critical temperature energy demand could not be met by adequate oxygen supply owing to 

an insufficient capacity of ventilatory and circulatory mechanisms even under normoxia. 

Additional anaerobic energy production was required. Intracellular pH in the body wall 

musculature of A. marina changed in accordance with the alphastat hypothesis, but only 

between critical temperatures. Beyond the critical thresholds slopes were no longer linear. 

The deviation from linearity was caused by metabolic acidification and. possibly, by a 

failure of active pH, adjustment. 

Mechanisms were studied, which define and adjust critical temperatures to annual 

temperature changes and to the different environmental ternperature regimes of the North 

and the White Sea. In A. marina latitudinal or seasonal temperature adaptation led to a 

shift of both critical temperature thresholds to lower values. In lugworn~s from the White 

Sea this was achieved by an increase in aerobic capacity, effected by a higher rnitochon- 

drial density as well as an elevated oxidative capacity of individual mitochondria. The 

latter was reflected by an elevated activity and reduced activation energy of cytochrome c- 

oxidase. Furthermore, NADP dependent isocitrate dehydrogenase of White Sea animals 

possessed a higher activity at high temperatures as well as a reduced activation energy and 

higher affinity for NADP at very low temperatures. This raised the capacity of aerobic 

energy production at low temperatures and the low critical temperature shifted to lower 

values. However, the higher mitochondrial density induced a rise in standard metabolic 

rate causing a discrepancy between oxygen consuming and providing processes at lower 

temperatures. In consequence, the high critical temperature was shifted to a lower value. 

Lugworms frorn the North or White Sea possessed different capacities to cope with heat 

stress above critical temperatures. In contrast to North Sea specimens, lugworms from 

the White Sea not only survived long term exposure to temperatures 4 OC above critical, 

but even exhibited an adaptive reversal of anaerobic metabolism and acid-base distur- 

bances after three days. The depletion of ATP Stores to very low levels as well as the high 

rates of anaerobic metabolism observed during the first 24 h of heat stress led to the 

conclusion that an energy consuming process is required to ensure survival. As a likely 

mechanism the synthesis of heat shock proteins was discussed. Additionally, it seems 

possible that mitochondrial density was reduced in the subpolar animals during 

acclimation to high temperatures. This process reduced the costs of mitochondrial 

maintenance and compensated for the Qlo effect On oxygen demand. 

VII 



Summary 

The ability to adapt to cold stress was limited in summer animals from both populations. 

Adjustment to very low temperatures as seen in White Sea animals in winter is therefore 

likely to require much longer time periods with slowly decreasing temperatures than 

offered during the experimental conditions. Cold acclimation apparently is more time 

consuming than acclimation to heat. However, the ability to survive under cold stress was 

again higher in the subpolar than in the boreal animals. 

Acetate, which accumulated at low temperatures in the body wall tissue, was able to elicit 

a rise in oxygen consumption rate in cold acclimated lugworms from the North Sea. 

Additionally, a rise in oxygen consumption rate was found at very low temperatures in 

cold adapted lugworms from the White Sea. These findings suggest, that acetate may be a 

mediator between extreme temperatures and the reaction norm of the lugworm, thereby 

supporting survival at extreme temperatures. The larger flexibility in the subpolar animals 

was seen as an adaptation to the larger variability of temperatures and the lower mean 

annual temperature at the White Sea. Since the subpolar lugworms are forced to dwell 

closer to the sediment surface they are exposed to even more variable surface 

temperatures than Noi-th Sea animals. 

An electrophoretic analysis of the genetic constitution of A. m r i n a  revealed, that the 

genetic identity in lugworms of all European Atlantic populations (from France via the 

Netherlands and Germany to Norway) was high, whereas the similarity with the White 

Sea population was significantly low. An average high and significant gene differentiation 

of Atlantic and White Sea populations indicates a strongly hampered gene flow, probably 

due to the geographic and hydrographic Isolation of the White Sea. The absence of a 

considerable gene flow was mirrored in significantly different allele frequencies of 

glucose phosphate isomerase and phosphoglucomutase in the White Sea population. The 

expression of mitochondrial isocitrate dehydrogenase 2 (IDH2), however, seemed to be 

influenced more by temperature, indicated by a very strong correlation between the allele 

frequencies of IDH2-A and IDH2-B and average water temperature. These findings 

support the hypothesis, that mitochondria play a key role in adaptation to different 

temperature regimes. 



Einleitung 

1. Einleitung 

Das gesamte Schelfgebiet der westeurasischen und amerikanischen Arktis war wÃ¤hren 

der pleistozÃ¤ne Vereisungen und vor allem wÃ¤hren des Maximums der letzten Kaltzeit, 

der sogenannten Wurm oder Weichsel Kaltzeit, mit Eis bedeckt (Nesis 1983). 

Schelfmeere wie das russische WeiÃŸ Meer waren in dieser Zeit vollstÃ¤ndi mit Eis gefÃ¼ll 

und horten dadurch auf; als Meer zu existieren (Badyukov 1979). GletscherauslÃ¤ufe 

reichten sogar bis tief in den Ozean hinein und verdrÃ¤ngte die bodenlebenden Tiere des 

Flachwasserbereiches nicht nur aus dem WeiÃŸe Meer, sondern aus der gesamten 

westeurasischen und amerikanischen Arktis (Nesis 1983). Erst seit der sogenannten 

atlantischen Phase vor ca. 5.500 Jahren gilt das WeiÃŸ Meer wieder als eisfrei, und eine 

rein marine Phase begann. Tiere aus der arktischen Tiefsee und aus sÃ¼dlichere Gebieten 

des Nordatlantiks konnten nun das WeiÃŸ Meer wieder besiedeln (Govberg 1973, 

Badyukov 1979, Nesis 1983). 

FÃ¼ Tiere aus sÃ¼dlichere Regionen war die Eroberung der neuen (unbesiedelten) Gebiete 

des WeiÃŸe Meeres damit verknÃ¼pft daÂ sie nun einem extremeren Temperaturregime 

ausgesetzt wurden. Nicht nur die durchschnittliche Jahrestemperatur, sondern auch die 

minimalen Temperaturen im Winter waren und sind noch heute am WeiÃŸe Meer 

niedriger als zum Beispiel in der Nordsee oder dem sÃ¼dliche Nordatlantik. Auch 

erfolgen TemperaturÃ¤nderunge wÃ¤hren der kurzen eisfreien Zeit am WeiÃŸe Meer 

wesentlich schneller als in der Nordsee. Im offenen Bereich der Kandalaksha Bucht des 

WeiÃŸe Meeres erhÃ¶h sich beispielsweise die durchschnittliche Temperatur des 

OberflÃ¤chenwasser von - 1 3  'C im MÃ¤r auf 1 3 3  'C innerhalb von nur 5 Monaten. In 

den folgenden 4 Monaten sinkt die Temperatur wieder auf 0 'C ab (Zenkevitch 1963). Die 

OberflÃ¤chentemperatu der sÃ¼dliche Nordsee Ã¤nder sich dagegen innerhalb von 7 

Monaten nur um Ca. 11 OC (Wolff 1983, Prandle und Lane 1995). Temperatur- 

schwankungen in KÃ¼stengewÃ¤sse und im Sediment sind sogar noch grÃ¶ÃŸ als im 

offenen Wasser, so daÂ beispielsweise in den norddeutschen Watten maximale Jahres- 

temperaturschwankungen von 40 'C auftreten kÃ¶nne (DÃ¶rje 1970). 

Extreme Temperaturen oder Temperaturschwankungen besitzen einen groÃŸe EinfluB auf 

den Zustand von Tieren, da U. a. physiologische und biochemische Prozesse von der 

Temperatur abhÃ¤nge und extreme Temperaturen SchÃ¤digunge verursachen kÃ¶nnen Die 

Verbreitung von Organismen ist folglich neben anderen Faktoren wie Nahrungsangebot 

oder FraÃŸdruc maÃŸgeblic durch die jeweilige obere und untere Letaltemperatur sowie 

durch den Temperaturbedarf fÃ¼ Wachstum und Fortpflanzung bestimmt (Prosser 1991, 

Bischoff-BÃ¤sman 1997). Globale TemperaturverÃ¤nderunge oder extreme Wetter- 
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ereignisse fÃ¼hrte daher in der Vergangenheit immer wieder zu Verschiebungen von 

Verbreitungsgrenzen derjenigen Organismen, die nicht ausreichend angepaÃŸ waren 

(Beukema 1979, 1992, Southward et al. 1995). Die FÃ¤higkei zur KÃ¤lteanpassun ist 

keine grundlegende Eigenschaft aller Organismen, sondern sie entwickelte sich in einigen 

Warmwasserorganismen, die so die MÃ¶glichkei erhielten, in kÃ¤lter Regionen 

einzuwandern (Arntz et al. 1994, Thiel et al. 1996). Daraus ergab sich die Frage, welche 

Mechanismen der KÃ¤lteanpassun zugrunde liegen und welche ihr Grenzen setzen und so 

die einfache Ausbreitung von Organismen in Kaltwassergebiete verhindern. 

Untersuchungen an ins WeiÃŸ Meer eingewanderte, ektotherme Tiere kÃ¶nnen im 

Vergleich mit ihren in gemÃ¤ÃŸigt Zonen lebenden Verwandten, AufschlÃ¼ss Ã¼be 

physiologische und biochemische Mechanismen der KÃ¤lteanpassun liefern sowie Ã¼be 

Prozesse, die einer Begrenzung des Lebensraumes zugrunde liegen. 

Bei kÃ¤ltesensitive Organismen treten schon bei Temperaturen oberhalb des 

Gefrierpunktes KÃ¤lteschÃ¤d auf, ein PhÃ¤nomen das als KÃ¤ltekorn bezeichnet wird 

(Cossins und Bowler 1987). Eine Hauptursache besteht darin, daÂ lebensnotwendige 

Prozesse unter suboptimalen Temperaturen langsamer ablaufen oder ganz zum Erliegen 

kommen (Franks 1986). Dies ist auf kurze Dauer beschrÃ¤nk oft unschÃ¤dlich kann aber 

langfristig einen Organismus so schwÃ¤chen daÂ er stirbt oder wenigstens gegenÃ¼be 

anderen MortalitÃ¤tsfaktore anfalliger wird (Begon et al. 199 1). Niedrige Temperaturen 

beeintrÃ¤chtige des weiteren die FlexibilitÃ¤ und die DurchlÃ¤ssigkei von Membranen, 

wodurch die Osmoregulation oder das Nervensystem gestÃ¶r werden kÃ¶nne (Friedlander 

et al. 1976, Cossins und Bowler 1987, Begon et al. 1991). 

Neben diesen Ursachen, die zum KÃ¤ltekom fÃ¼hre kÃ¶nnen besitzt Eisbildung im Tier 

einen groÃŸe EinfluÃ auf die KÃ¤ltesensitivitÃ vieler Arten. Entsteht in der Zelle Eis, 

kommt es gewÃ¶hnlic zu eines tÃ¶dlichen irreversiblen ZerstÃ¶run der zellulÃ¤re 

Ultrastruktur. Bei zu starker extrazellulÃ¤re Eisbildung kann eine Austrocknung der Zelle 

fÃ¼ den Organismus letale Folgen haben. Die Umwandlung von extrazellulÃ¤re Wasser 

zu Eis lÃ¤Ã eine konzentrierte LÃ¶sun von Salzen und Makromolekiilen zurÃ¼ck die einen 

osmotischen Gradienten aufbaut und so der Zelle Wasser entzieht. Durch diese 

Dehydrierung steigt zum einen die Salzkonzentration in der Zelle auf ein mÃ¶glicherweis 

toxisches Niveau an (Murphy und Pierce 1975, Aarset 1982), zum anderen kÃ¶nne 

SchÃ¤de direkt durch die Schrumpfung der Zellen, vor allem an der Plasmamembran, 

verursacht werden (Cossins und Bowler 1987). Bei den meisten untersuchten 

Organismen tritt der Zelltod ein, wenn mindestens zwei Drittel des intrazellulÃ¤re Wassers 

ausgetreten sind (Kanwisher 1955, Aarset 1982). Auch sekundÃ¤ kann Eisbildung 

negative Auswirkungen auf den Zustand der Tiere haben. So wurde im Gewebe aller 
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bisher untersuchten gefriertoleranten Arten unter Frost eine Akkumulation anaerober 

Eiidprodukte beobachtet (Storey und Storey 1988, Hermes-Lima und Storey 1993, 

Churchill und Storey 1996), vern~utlich weil ein Gefrieren der extrazellulÃ¤re FlÃ¼ssigkei 

den Sauerstofftransport verhindert. Eine Gefriertoleranz kann folglich nur dann 

wirkungsvoll sein, wenn die Tiere gleichzeitig tolerant gegen eine Sauerstoffmangel- 

situation ("Hypoxie") sind (s. U.). 

Auch hohe Temperaturen kÃ¶nne fÃ¼ einen Organismus gefÃ¤hrlic sein, wenn sich die 

Geschwindigkeit einzelner, biochemischer Reaktionen unterschiedlich erhÃ¶h und es  zu 

Ungleichgewichten oder zu einer Verschiebung zwischen einzelnen Reaktionen kommt. 

Eine mogliche Folge ist, daÂ die Stoffwechselrate so beschleunigt wird, daÂ die 

Versorgung mit NÃ¤hrstoffe oder Sauerstoff nicht mehr aufrechterhalten werden kann 

und Organismen verhungern oder ersticken. AuÃŸerde sind viele biochemische 

Strukturen von sogenannten schwachen Bindungen abhÃ¤ngig Sie halten TertiÃ¤r und 

QuartÃ¤rstsuktu von Proteinen, Membran- und NucleinsÃ¤urestmkturen Enzym-Liganden- 

Komplexe und Bindungen zwischen Hormonen und Rezeptorproteinen aufrecht 

(Hochachka und Somero 1984). Die schwachen Bindungen kÃ¶nne sich bei hohen 

Temperaturen lÃ¶se und so zu einer Inaktivierung oder Denaturierung von Enzymen 

fÃ¼hren SchlieÃŸlic wird auch die Genregulation sowie die Translationsgenauigkeit durch 

hohe Temperaturen gestÃ¶rt Welche Mechanismen letztendlich zur SchÃ¤digun und zum 

Hitzetod fÃ¼hren ist meist schwer zu beurteilen, da in der Regel einzelne Zellen, 

verschiedene Gewebe und der ganze Organismus unterschiedliche Hitzeresistenzen 

besitzen (Cossins und Bowler 1987). Oft sind Enzyme wesentlich thermostabiler als die 

Zellen oder Gewebe, aus denen die Enzyme extrahiert wurden, und Stoffwechselprozesse 

sind oft hitzeresistenter als das Ganztier. Verschiedene Untersuchungen an Fischen 

zeigten, daÂ das Kiemenepithel durch Hitze geschÃ¤dig wird (Cossins und Bowler 1987). 

Dies beeintrÃ¤chtig sowohl die Osmoregulation als auch die Sauerstoffaufnahme. Es 

entsteht Hypoxie und die Gehirnfunktion wird gestÃ¶rt Der Tod der untersuchten 

Fischarten wird infolgedessen durch eine GehirnschÃ¤digun verursacht, die jedoch nur 

indirekt auf die hohe Temperatur zusÃ¼ckzufÃ¼hr ist. 

Die oben beschriebene TemperaturabhÃ¤ngigkei physiologischer und biochemischer 

Prozesse und die MÃ¶glichkei von letalen SchÃ¤digunge durch extreme Temperaturen und 

TemperaturÃ¤nderunge zeigen die Bedeutung der Umwelttemperaturen fÃ¼ den Zustand 

von Organismen (Hochachka & Somero 1984). Organismen mÃ¼sse aus diesem Grund 

an das in ihrem Lebensraum vorherrschende Temperaturregime adaptiert sein, um 

erfolgreich siedeln, wachsen und sich reproduzieren zu kÃ¶nnen 
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Ihrem Zeitbedarf entsprechend, werden drei Grundtypen von umweltbedingten 

Anpassungen unterschieden (Hochachka und Somero 1984, Clarke 1991): 

1. Evolutionsbedingte Anpassung oder Adaptation. Dieser langwierigste Anpassungs- 

prozeÃ beinhaltet den Erwerb von neuen genetischen Informationen und erfordert 

deshalb immer einen Zeitraum von vielen Generationen. Je mehr Zeit hierbei zur 

VerfÃ¼gun steht, desto tiefgreifender und erfolgreicher kann die Anpassung sein 

(Wiencke et al. 1994, Bischoff-BÃ¤sman 1997). 

2. Akklimatisation. In jedem Individuum erfolgt dieser Anpassungstyp wahrscheinlich 

mehrmals in1 Leben, z. B. wÃ¤hren jahreszeitlicher VerÃ¤nderungen Meistens spielen 

mehrere Umweltfaktoren gleichzeitig eine Rolle. FÃ¼ die Bestimmung des auslÃ¶sen 

den Faktors und die Untersuchung des Zeitverlaufes dieser phÃ¤notypische 

VerÃ¤nderunge konzentriert man sich daher auf die Anpassung von Organismen an 

einen einzigen Faktor unter Laborbedingungen (Akklimation). 

3 .  Unmittelbare Anpassung: Es gibt einige stoffwechselimmanente Mechanismen, die 

UmweltverÃ¤nderunge sofort ausgleichen. Hierzu gehÃ¶re verschiedene 

Modulationsstrategien, die die AffinitÃ¤ zwischen Enzymen und Substraten 

beeinflussen, indem z. B. Ladungs- oder KonformationsÃ¤nderunge die katalytischen 

Eigenschaften eines Enzyms verÃ¤ndern Bei lysosomalen Enzymen fÃ¼hr eine 

TemperaturerhÃ¶hun zu einer Zunahme der SubstrataffinitÃ¤ und damit zu einer 

AktivitÃ¤tssteigerun ("positive Temperaturmodulation") - zusÃ¤tzlic zum Qio-Effekt. 

HÃ¤ufige findet sich allerdings eine Abnahme der SubstrataffinitÃ¤ mit steigender 

Temperatur ("negative Ten~peraturmodulation"). Dadurch wird die EnzymaktivitÃ¤ 

entgegen dem Qlo-Effekt gesenkt, und die Geschwindigkeit von Stoffwechsel- 

reaktionen wird temperaturinsensitiver. 

Alle drei Anpassungstypen stehen in Wechselbeziehung zueinander. So kann sich die 

KapazitÃ¤ zur unmittelbaren Anpassung mit der Adaptation verÃ¤ndern oder der 

Temperaturbereich, in dem die Stoffwechselrate temperaturinsensitiv ist, variiert mit einer 

jahreszeitlichen Akklimatisation (Newell und Pye 1970a, b). Die individuelle FlexibilitÃ¤t 

im Verlauf von Jahreszeitenwechseln auf UmweltverÃ¤nderunge einzugehen, ist 

wiederum von der genetischen Adaptation abhÃ¤ngig 

Strategien zur Temperaturanpassung kÃ¶nne sowohl verhaltensbedingte als auch 

physiologische oder biochemische Mechanismen beinhalten. Im Allgemeinen gilt, daÂ 

eine biochemische Anpassung nur erfolgt, wenn den Organismen keine Verhaltensweisen 
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oder physiologischen MÃ¶glichkeite zur VerfÃ¼gun stehen, umweltbedingten Belastun- 

gen zu entgehen (Hochachka & Somero 1984). Verhaltensanpassungen zielen in erster 

Linie darauf ab, extremen Temperaturen oder grÃ¶ÃŸer Temperaturschwankungen 

auszuweichen. So wandern viele marine Evertebraten der Gezeitenzone im Winter ins 

Sublitoral ab (Werner 1954, 1956, Wallace 1972, Beuken~a 1973, Beukema und Vias 

1979, GÃ¼nthe 1992), wo sie unter extremsten Bedingungen Temperaturen von -2 ' C  

ausgesetzt sind, wÃ¤hren im Gezeitenbereich bei Niedrigwasser Temperaturen von bis zu 

-20 'C auftreten kÃ¶nne (Kanwisher 1955). Extreme Ten~peraturen bzw. Temperatur- 

schwankungen vermeiden viele Evertebraten der Gezeitenzone auch dadurch, daÂ sie sich 

bei ungÃ¼nstige Bedingungen in HÃ¶hle zurÃ¼ckziehen in denen die Temperaturen 

weniger variieren (Eshky et al. 1996). Auch durch ein Leben im Sediment kÃ¶nne 

ektotherme Gezeitenbewohner Schwankungen der KÃ¶rpertemperatu vermindern, denen 

aufsitzende Arten (die Epifauna) im Gegensatz dazu unterworfen sind. 

Kann oder soll extremen Temperaturen oder Temperaturschwankungen nicht ausgewi- 

chen werden, mÃ¼sse andere Strategien eine Anpassung an das jeweilige Temperatur- 

regime ermÃ¶glichen Dies gilt z. B. fÃ¼ Tiere, die in polaren Regionen oder im Winter 

dauerhaft niedrigen Temperaturen ausgesetzt sind. In ektothermen Vertebraten geht eine 

Anpassung an niedrige Temperaturen mit einer ErhÃ¶hun der KapazitÃ¤ zur aeroben 

Energiegewinnung einher, so daÂ alle nÃ¶tige zellulÃ¤re Funktionen trotz der niedrigen 

thermischen AktivitÃ¤ der Enzyme aufrecht erhalten werden kÃ¶nne (siehe Ubersichts- 

artikel von Prosser 1991, Guderley 1998, PÃ¶rtne et cd. 1998). Unterschiedliche Mecha- 

nismen kÃ¶nne daran beteiligt sein, wie AktivitÃ¤tssteigerunge einzelner Enzyme 

(Crockett und Sidell 1990, Guderley 1990, Dahlhoff und Somero 1993, Poster et al. 

1993, Vetter und Bucholz 1998), eine ErhÃ¶hun der Mitochondrien- oder der BlutgefaÃŸ 

dichte (Campell und Davies 1978, Sisson und Sisson 1987, Guderley und Blies 1988, 

Egginton und Sidell 1989, Londraville und Sidell 1990), Ã„nderunge der Mitochondrien- 

struktur (Gaebel und Roots 1989, Ascher und Johnston 1991) oder Ã„nderunge in der 

Zusammensetzung von Membranen (Prosser 199 1, Miranda und Hazel 1996). Diesen 

Mechanismen ist gemeinsam, daÂ durch sie zum einen die Verteilung von Sauerstoff und 

Metaboliten im Tier und innerhalb von Geweben und Zellen aufrecht erhalten bleibt oder 

daÂ zum anderen die StoffwechselaktivitÃ¤ erhÃ¶h wird. Letzteres wird entweder durch 

eine KonzentrationserhÃ¶hun der am Stoffwechsel beteiligten Enzyme oder durch eine 

qualitative VerÃ¤nderun von Enzymen bzw. der Enzymumgebung erreicht. 

Marine Evertebraten der Gezeitenzone borealer oder polarer Gebiete mÃ¼sse sich aber 

nicht nur an den temperaturbedingten EinfluÃ auf die Stoffwechselrate anpassen, sondern 

es besteht auch - zumindest im Winter - die Gefahr des Gefrierens, mit den oben 
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beschriebenen Folgen. Gefrierschutzproteine oder -glycoproteine, die bei verschiedenen 

Fischen vorkommen (Goddard et al. 1991, Davenport 1992), wurden in Evertebraten 

bisher nicht gefunden (Schmidt-Nielsen 1990). Viele wirbellose Bewohner des 

Gezeitenbereiches besitzen jedoch Anpassungsn~echanismen, die sie gegenÃ¼be extra- 

zellulÃ¤re Eisbildung unempfindlich machen. Die meisten Anpassungen sind mit der 

Toleranz gegen Trockenfallen (bei Niedrigwasser) verknÃ¼pf (Johnston 1990, Churchill 

und Storey 1996). So kÃ¶nne gefriertolerante Tiere in der Regel ihre Stoffwechselrate 

deutlich senken und die nÃ¶tig Energie auf anaerobem Wege produzieren, wenn aufgrund 

von extrazellulÃ¤re Eisbildung die Verteilung von Metaboliten und Sauerstoff im KÃ¶rpe 

eingeschrÃ¤nk ist. Es sind aber auch "echte" Anpassungen zur ErhÃ¶hun der Gefrier- 

toleranz bekannt, wie die Synthese von niedermolekularen "ice-nucleatures", die die 

extrazellulÃ¤r Eisbildung kontrollieren und dadurch osmotischen StreÂ minimieren 

(Loomis und Hayes 1987, Aunaas und Denstad 1988). In Mytilus ediilis wurde des 

weiteren die Synthese von "thermal hysteresis" Proteinen nachgewiesen, die eine 

Rekristallisation von Eiskristallen unterbinden sollen. Dadurch wird verhindert, daÂ 

Eiskristalle zu groÃ werden, die sonst ZellschÃ¤de verursachen wÃ¼rde (Davenport 

1992). Die Konzentrationen von "ice-nucleat~~res" und "thermal 11~~sferesis" Proteinen 

sind jedoch von verschiedenen Faktoren, wie der Zonierung im Gezeitenbereich (Theede 

1973), der geographischen Breite (Hilbish 1981) und der Jahreszeit (Murphy 1979, 

Bourget 1983), aber auch von der SalinitÃ¤ und des Sauerstoffgehaltes des Seewassers 

(Theede 1973, Murphy und Pierce 1975, Loomis et al. 1989) sowie von der 

Geschwindigkeit der Gefrier- und Auftauprozesse (Murphy und Johnson 1980) 

abhÃ¤ngig Folglich ist auch die Toleranz gegenÃ¼be tiefen Temperaturen in einzelnen 

Individuen und zu unterschiedlichen Zeiten verschieden ausgeprÃ¤gt 

Wie Untersuchungen von Murphy (1977a) zeigten, fÃ¼hr eine Akklimation an niedrige 

Temperaturen zu eine Ã„nderun der ionalen Zusammensetzung in den KÃ¶rperflÃ¼ssi 

keiten der GroÂ§e Miesmuschel Modiolus demissus. WÃ¤hren die Mg^-Konzentration 

reduziert wird, steigt die Ca^-Konzentration im Blut an und die intrazellulÃ¤r Prolin- 

konzentration erhÃ¶h sich. Dies geht mit einer VerstÃ¤rkun der Gefriertoleranz einher 

(Murphy 1977a, b). Wahrscheinlich ist die ErhÃ¶hun der Ca^+-Konzentration in1 Blut die 

Folge des anaeroben Stoffwechsels, der auch zu einer Anreicherung von Alanin in1 

Gewebe fÃ¼hrt (Murphy 1977a). Alanin und Prolin besitzen genauso wie einige 

Metabolite des anaeroben Stoffwechsels Schutzwirkung gegen GefrierschÃ¤de an 

Membranen oder Enzymen, in dem Ã¼be hydrophobe Wechselwirkungen die Struktur der 

Lipiddoppelschicht bzw. Proteinstrukturen stabilisiert werden. (Loomis et al. 1989, KÃ¼c 

1997). Dadurch kann auch erklÃ¤r werden, warum Hypoxie zu einer erhÃ¶hte Gefrier- 

resistenz der Muschel Mytilus edulis fÃ¼hr (Theede 1972). 
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(PÃ¶rtne 1987b, 1989). Das aus Oxalacetat entstehende Malat dient nun im 

Mitochondrium als KohlenstoffgerÃ¼s fÃ¼ die Synthese von Succinat, Acetat und 

Propionat, wobei Ã¼be Substratkettenphosphorylierung Energie in Form von ATP 

gewonnen wird (Abb. 1). Aufgrund der Akkumulation verschiedener Metabolite im 

Gewebe unter hypoxischen Bedingungen kÃ¶nne Opine, wie Alanopin und Strombin, die 

A. Anfangsphase B. SpÃ¤ter Phase 
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Abb. l Schema der Stoffwechselwege, die im Pierwurm Arenicola marina an der 
Energieproduktion bei biotopbedingter Hypoxie beteiligt sind (nach SchÃ¶ttle und Bennet 
1991). 
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organischen SÃ¤ure Acetat, Propionat und Succinat sowie Alanin als Marker fÃ¼ 

anaeroben Stoffwechsel gelten. 

Enzymatische Reaktionen und als Folge davon auch der gesamte Energiestoffwechsel, 

stehen im engen Zusammenhang mit dem SÃ¤ure-Basen-Haushalt da die SÃ¤ure-Basen 

Parameter (pH, Pco2, Bikarbonat) einen EinfluÃ auf die AktivitÃ¤ verschiedener Enzyme 

ausÃ¼be (PÃ¶rtne 1989). Die oben erwÃ¤hnt Aktivierung der PEPCK ist ein Beispiel fÃ¼ 

die AbhÃ¤ngigkei des Stoffwechsels vom SÃ¤ure-Basen-Haushalt Phosphoenolpyruvat 

(PEP) kann in der Glykolyse durch die Pyruvatkinase zu Pyruvat umgesetzt werden, es 

ist aber auch die Carboxyliemng durch die PEPCK zu Oxalacetat mÃ¶glich Beide Enzyme 

konkurrieren um das Substrat PEP, wobei unter aeroben Bedingungen die Pyruvatkinase 

begÃ¼nstig ist, wÃ¤hren bei Anaerobiose die AktivitÃ¤ der PEPCK Å¸berwiegt Nach einer 

Hypothese fÃ¼hr unter hypoxen Bedingungen ein Absinken des pH-Wertes als Folge der 

Akkumulation saurer Stoffwechselprodukte zu der Verschiebung des Reaktionsschwer- 

punktes von der Pyruvatkinase zur PEPCK, da beide Enzyme unterschiedliche pH- 

Optima besitzen (Zebe et al. 1980). ZusÃ¤tzlic begÃ¼nstig der Anstieg der Phosphat- 

konzentration beim Phosphagenabbau die Hemmumg der Pyruvatkinase durch kovalente 

Phosphorylierung (Grieshaber et al. 1994). 

Ein weiterer Zusammenhang zwischen Stoffwechsel und SÃ¤ure-Basen-Haushal besteht 

darin, daÂ beim Gasaustausch und bei verschiedenen Stoffwechselprozessen Protonen 

oder CO2' freigesetzt oder verbraucht werden. Dadurch kann es zu der oben erwÃ¤hnte 

AnsÃ¤uerun unter anaeroben Bedingungen kommen. Bei vielen Bewohnern der 

Gezeitenzone tritt in einer Sauerstoffmangelsituation eine respiratorische Azidose 

(= ventilationsbedingte AnsÃ¤uerung auf, da das Stoffwechselendprodukt CO; nicht oder 

nur unzureichend an die Umgebung abgegeben wird. Setzt auÂ§erde anaerober 

Stoffwechsel ein, kommt es zusÃ¤tzlic zu einer metabolischen Azidose, da durch die 

Oxidation von Glycerinaldehyd-3-Phosphat in der Glykolyse Protonen freigesetzt werden 

(PÃ¶rtne 1987a, b). Im aeroben Stoffwechsel werden diese bei der Veratmung von 

Kohlenhydraten im ZitronensÃ¤urezyklu wieder gebunden und die Netto-Protonenbilanz 

ist gleich Null. Unter anaeroben Bedingungen entfallt dieser Protonenverbrauch, so daÂ 

die Synthese von Opinen mit einer Freisetzung einer Ã¤quimolare Menge an Protonen 

gekoppelt ist. Zur Verringerung der SÃ¤urelas kann die Bildung der flÃ¼chtige FettsÃ¤ure 

Acetat und Propionat bei langanhaltender Anaerobiose beitragen, wenn diese in 

l ~ i e  AbhÃ¤ngigkei des pH-Wertes von der Cop-Konzentration ergibt sich ans dem C02-Bikarbonat- 
Gleichgewicht nach Gleichung (1): 



ro!onierter Form ins Seewasser abgegeben werden (PÃ¶rtne 1987a). Auch ist im 

Gegensatz zur FettsÃ¤ure und Opinsynthese der Phosphagenabbau mit einem 

'1-otonenverbrauch verknÃ¼pft Daher kann in der ersten Phase der Anaerobiose, 

;i)rnindest beim Spritzwurm Sipunculiis nudus, der pH-Wert sogar leicht ansteigen 
, , : - P  . i t n e r  et  01. 1984a, b). 

FÃ¼ Organismen ist die Regulation des pH-Wertes wichtig, nicht nur wegen der oben 

beschriebenen AbhÃ¤ngigkei des Stoffwechsels vom SÃ¤ure-Basen-Haushalt sondern 

auch da starke Abweichungen des pH-Wertes die DurchlÃ¤ssigkei von Membranen und 

die Elektrolytverteilung Ã¼be die Membranen beeinflussen kÃ¶nne (Silbernagel und 

l?espopoulos 1988). Verschiedene Puffersysteme spielen daher bei der Regulation des 

Â¥I-Werte  im Organismus eine entscheidende Rolle. In landlebenden Wirbeltieren ist das 

karbonat-System (s. Gleichung 1) der wichtigste Puffer, da beide Pufferkompo- 

weitestgehend unabhÃ¤ngi voneinander verÃ¤nder werden kÃ¶nnen die CO2- 

"iration wird Ã¼be die Atmung reguliert, wÃ¤hren Leber und Niere an der 

eidung von Bikarbonat beteiligt sind. In wasseratmenden Tieren ist dagegen einer 

tion Ã¼be das C02-Bikarbonat-System aufgrund der geringen Unterschiede 

en dem kÃ¶rpereigene CO2-Partialdruck (Pco2) und dem Pco2 der Umgebung 

i z c n  gesetzt. 

Auch beim Verbrauch der Phosphagene freigesetztes anorganisches Phosphat besitzt 

Piifferwirkung. Da sich die apparente Dissoziationskonstante pK' des Phosphates bei 

iiesem ProzeÂ dem intrazelluliiren pH nÃ¤hert steigt dessen PufferkapazitÃ¤ bzw. die 

iiigkei! Protonen zu binden an, und es folgt eine ErhÃ¶hun des pH-Wertes beim 

insphagenabbau (PÃ¶rtne 1987a). Neben diesen anorganischen Puffersystemen spielen 

-1knoglobin und vor allem Proteine, die als Enzyme und Strukturelemente intrazellulÃ¤ in 

i i e n  Konzentrationen vorliegen, eine wichtige Rolle. Das relativ saure, oxygenierte 

i o g l o b i n  (HbO2) nimmt weniger H+ auf bzw. gibt mehr H+ ab als das weniger saure, 

genierte Hb. Wird z. B. in den Kiemen Hb zu HbO2 oxygeniert, werden Protonen 

kÃ¶nne den pH-Anstieg ausgleichen, der dort durch die gleichzeitig ablaufende 

bgabe entstehen wÃ¼rde Proteine tragen ihrerseits zur Pufferung bei, da die 

i d g r u p p e n  vieler AminosÃ¤uren aus denen Proteine aufgebaut sind, als Protonen- 

donatoren oder -akzeptoren dienen kÃ¶nne (Stryer 1990). Eine besondere Bedeutung 

wird dabei dem Histidin zugeschrieben, welches in freier Form und in Dipeptiden 

gebunden bis zu 62 % der gesamten intrazellulÃ¤re PufferkapazitÃ¤ besitzen kann (Somero 

198 1 Abe et al. 1985). 



Histidin ist hÃ¤ufi im katalytischen Zentrum von Enzymen zu finden, wo sei!: 

Irnidazolseitenkette rasch zwischen den Ionisationsformen positiv geladen oder neut'., 

umschalten kann, um das KnÃ¼pfe und LÃ¶se von Bindungen zu katalysieren (Str'c 

1990). Der Ladungszustand der sowohl temperatur- als auch pH-abhÃ¤ngige Imidazol- 

gmppe spielt daher fÃ¼ die Funktion vieler Enzyme eine besondere Rolle. Zusammen mi, 

der relativen HÃ¤ufigkei dieser An~inosÃ¤ur fÃ¼hrt dies zu der Theorie, daÂ bei einer 

TemperaturÃ¤nderun nicht die Konstanz des intrazellulÃ¤re pH-Wertes wichtig ist. 

sondern die Konstanz der Dissoziation der Irnidazolgr~~ppe (alphastat Hypothese. Reeves 

1972). Die Dissoziationsenthalpie fiir die Protonierung dieser Gruppe betrÃ¤g ungefiihr 29 

kJ . mol-1, Ã¼bertrage in eine pH-~nderung in AbhÃ¤ngigkei von der Temperatur 

(ApWAT) ergibt sich ein Wert von -0,017 pH-Einheiten pro OC (Hochachka und Somero 

1984). In anderen Worten bedeutet dies, daÂ der pH-Wert mit steigender Temperatur 8 

0,017 pH-Einheiten pro OC fallen muÃŸ um Enzyn~aktivitÃ¤te zu stabilisieren (Ree 

1972, Somero 1981, 1983). Verschiedene Untersuchungen an Evertebraten L : ,  

Vertebraten bestÃ¤tigte weitgehend die alphastat Hypothese (Howell ef 01. 197 

Toulmond 1977, Walsh und Moon 1982, Whiteley und Taylor 1993, van Dijk et ( / /  

1997, Sartoris und PÃ¶rtne 1997). Es gibt allerdings Befunde, die zeigen, daÂ diese 

Hypothese keine AllgemeingÃ¼ltigkei besitzt. Hierzu gehÃ¶re Untersuchungen von 

Boutilier et al. (1987), die fÃ¼ Gewebe bestimmter Amphibien nichtlineare VerlÃ¤uf der 

pH-Werte ermittelt haben, sowie eine Arbeit von Butler und Day (1993), die jc nach 

Gewebetyp im Lachs Salmon trutfa sowohl steigende, konstante als auch sinkende pH- 

Werte mit steigender Temperatur bestimmten. 

Aufgrund dieser Untersuchungen ergab sich die Frage, welchen EinfluÃ das neue 

Temperaturregime auf die nach dem Abschmelzen der Gletscher ins WeiÂ§ Mccr 

einwandernden Arten besessen haben muÂ§t und welche Mechanismen z u r  

KÃ¤lteanpassun gefÃ¼hr haben. Eine weitere Frage nach der KapazitÃ¤ und der Plastizittit 

der Anpassungsmechanismen, auf akute Temperaturschwank~~ngen zu reagieren stelltc 

sich in bezug auf die fÃ¼ die letzten hundert Jahre bestimmte und weiterhin prognostizierie 

ErderwÃ¤~mun (Easterling et al. 1997, Kerr 1998), die mit einer ErhÃ¶hun der An~plituil 

von Temperaturschwankungen und einer Vermehrung von extremen Wetterereignissen 

einhergehen soll (Knutson et al. 1998). 

Der marine Polychaet Arenicola marina ist heute von Sibirien bis zur PazifikkÅ¸st von 

Nordamerika Ã¼be fast die gesamte eurasische und amerikanische Arktis verbreitet 

(Wesenberg-Lund 1953, Zenkevitch 1963, Hartmann-SchrÃ¶de 1971). in die er wahr- 

scheinlich aus gemÃ¤ÃŸigt atlantischen Gebieten einwanderte. Sowohl an1 WeiÂ§e Meer 

als auch in der sÃ¼dliche Nordsee lebt dieser Wurm im Sublitoral bzw. in1 Mischwatt der 
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Gezeitenzone (DÃ¶rje 1970), wo er je nach Jahreszeit und Ort 10 bis 70 cm tiefe L- 

fÃ¶rmig RÃ¶hre grÃ¤bt Er ist daher nicht nur an unterschiedliche Klimate angepaÃŸt 

sondern auch an diurnale und saisonale Temperaturschwankungen. Damit eignet sich der 

Pierwurm, der schon in bezug auf anaeroben Stoffwechsel und SÃ¤ure-Basen-Haushal 

gut untersucht ist (Zebe 1975, Toulmond 1977, PÃ¶rtne et al. 1979, SchÃ¶ttle ef al. 1983, 

1984a, b, Conti und Toulmond 1986, Hardewig et al. 1994), auch als Modellorganismus 

fÃ¼ KÃ¤lteanpassun bei eurythermen Evertebraten. 

Mit der vorliegenden Arbeit sollten einige Fragen zur Temperaturanpassung im 

latitudinalen Gradienten geklÃ¤r werden. Hierzu wurden sowohl subpolare WÃ¼rme vom 

WeiÃŸe Meer mit Tieren einer borealen Population aus der sÃ¼dliche Nordsee verglichen 

als auch Sommer- mit Wintertieren aus dem Gezeitenbereich des deutschen Watten- 

meeres. 

1 .  Welchen EinfluÃ besitzt die Temperatur auf den aeroben und anaeroben Stoffwechsel 

sowie auf den SÃ¤ure-Basen-Haushal von A. rnarina? 

2 .  TrÃ¤g in PierwÃ¼rmer eine Steigerung der aeroben KapazitÃ¤ zur KÃ¤lteanpassun bei 

und wenn ja, welche Mechanismen sind daran beteiligt? 

3 .  Sind die Tiere vom WeiÃŸe Meer an die Grenzen ihrer Anpassungsfahigkeit gelangt 

oder besitzen sie noch eine ausreichende KapazitÃ¤t sich an akute Temperatur- 

schwankungen anzupassen? 

4 .  Sind eventuelle physiologische Unterschiede zwischen den Populationen auf eine 

phÃ¤notypisch Akklimatisation individueller Tiere oder auf eine genetische Adaptation 

der gesamten Populationen zurÃ¼ckzufÃ¼hre 
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2. Material und Methoden 

Nachfolgend werden die angewendeten Methoden kurz erlÃ¤uter sowie gegebenenfalls 

Vorteile und Grenzen der einzelnen Methoden aufgezeigt. Die ausfÃ¼hrliche Beschrei- 

bungen finden sich zusammen mit einer Aufstellung der verwendeten GerÃ¤t in den 

einzelnen VerÃ¶ffentlichunge (s. Anhang). 

2.1. Beschaffung und HÃ¤lterun der Versuchstiere 

PierwÃ¼rme der Art Arenicola inarina, die im Sand-Schlick-Mischwatt des unteren 

Gezeitenbereiches der deutschen Nordsee bei Dorum bzw. des WeiÃŸe Meeres bei 

Kartesh in RuÃŸlan zwischen 1994 und 1997 gegraben wurden, dienten als 

Versuchstiere. Im folgenden werden diese Tiere als "Nordsee-Tiere" ("North Sea 

animals") bzw. als "WeiÃŸmeer-Tiere ("White Sea animals") bezeichnet. Die borealen 

Tiere besaÃŸe ein Gewicht von 5 - 8 g, die subpolaren Tieren wogen 1 - 4 g. Im Labor 

wurden sie in einer geschlossenen rezirkulierenden Brackwasseranlage (22 %o) in Becken 

gehÃ¤ltert die bis zu 10 cm mit Sediment des natÃ¼rliche Lebensraumes gefÃ¼ll waren. Die 

HÃ¤lterun der Nordsee-Tiere erfolgte bei 11 + 0,5 'C im Sommer bzw. bei 2 k 0,5 OC im 

Winter und einer Tag-Nacht Rhythmik von je 12 Stunden. Die Tiere vom WeiÃŸe Meer 

wurden bei 3,5 k 0,5 'C oder 6 k 0,5 OC und Dauerbeleuchtung gehÃ¤ltert Diese 

Temperaturen entsprechen den Kontrolltemperaturen. Nach dem Transport ins Labor lag 

die MortalitÃ¤ in den ersten Tagen bei etwa 10 % und sank danach fÃ¼ ca. 4 Wochen auf 

Werte nahe Null. FÃ¼ die Isoenzymuntersuchungen wurden zusÃ¤tzlic Tiere in Frankreich 

(Bucht von Arcachon), den Niederlanden (WesterscheldemÃ¼ndung und Norwegen 

(Troms0) gegraben, wobei die HÃ¤lterun entfiel. 

2.2. Temperaturinkubationen 

Die Tiere wurden einzeln in BehÃ¤lter die mit Sediment und belÃ¼ftete Brackwasser 

gefÃ¼ll waren, fÃ¼ 24 Stunden an die experimentellen Bedingungen gewÃ¶hnt bevor diese 

in vortemperierte Brackwasseraquarien umgesetzt wurden. Die Inkubationstemperaturen 

lagen zwischen -1,7 und 26 Â¡C Die Inkubationen erfolgten im Sediment, um mÃ¶glichs 

natÃ¼rlich Bedingungen zu simulieren und streÃŸbedingt BewegungsaktivitÃ¤ zu 

minimieren. Damit der EinfluÃ von Sauerstoffmangel im Sediment ausgeschlossen 

werden konnte, wurden zusÃ¤tzlich Untersuchungen mit Tieren im freien Wasser 

durchgefÃ¼hrt 
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2.3. Sauerstoffverbrauchsmessung 

Die Stoffwechselrate als Ã„quivalen des ATP-Umsatzes kann Ã¼be die Abnahme von 

Substraten oder die Zunahme von Endprodukten des Energiestoffwechsels quantifiziert 

werden. Da unter aeroben Bedingungen Sauerstoff als alleiniger Elektronenakzeptor bei 

der vollstÃ¤ndige Nahrungsumsetzung von Tieren gelten kann, wurde die aerobe 

Stoffwechselrate Ã¼be den Sauerstoffverbrauch bestimmt. Die Messung erfolgte in einem 

DurchfluÃŸsystem Zu den Nachteilen dieses Systems gehÃ¶rt daÂ Tiere ihre Sauerstoff- 

Versorgung nicht selber Ã¼be die Ventilationsrate regulieren kÃ¶nnen Ein offenes System 

wurde dennoch dem geschlossenen vorgezogen, um ein konstantes Sauerstoffangebot zu 

gewÃ¤hrleiste und Stoffwechselprodukte zu entfernen. AuÃŸerde konnte im DurchfluÃ 

der Bakterienbewuchs im Sediment gering gehalten werden. 

Eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen sauerstoffverbrauchenden und 

energieproduzierenden Prozessen tritt allerdings auf, wenn elementarer Sauerstoff nicht 

von der Cytochrom C-Oxidase, sondern von anderen Enzymen oder Verbindungen im 

Organismus reduziert wird, zum Beispiel von den sogenannten alternativen Oxidasen, 

wie dem Cytochrom o-Komplex. Cyanidinsensitive, alternative Oxidasen wurden neben 

Bakterien und Pflanzen auch fÃ¼ verschiedene oxykonforme Evertebraten, u. a. fÃ¼ A. 

marina beschrieben oder postuliert (Mendis und Evans 1984, Paget et al. 1988, PÃ¶rtne 

und Grieshaber 1993, Volke1 und Grieshaber 1996, Tschischka et al. 1998). Die 

Bedeutung dieser Oxidasen soll in der Reduzierung Ã¼berschÃ¼ssig Sauerstoffs liegen, 

wenn die Cytochrom C-Oxidase bereits gesÃ¤ttig ist (PÃ¶rtne und Grieshaber 1993). Dies 

wird durch die Tatsache bestÃ¤tigt daÂ alle bisher untersuchten oxykonformen 

Evertebraten Bewohner von Gebieten niedriger SauerstoffpartialdrÃ¼ck sind. Ein 

Abzweig von der klassischen Elektronentransportkette fÃ¼hr zu einer Verminderung des 

VerhÃ¤ltnisse zwischen gebildetem ATP und verbrauchtem Sauerstoff, wodurch die 

Sauerstoffverbrauchsrate bei gleichbleibender ATP-Produktion (= ATP-Verbrauch) 

ansteigen kann. ~ b e r  die TemperaturabhÃ¤ngigkei der alternativen Oxidasen ist bisher 

sehr wenig bekannt, so daÂ deren Beitrag zur TemperatursensitivitÃ¤ bei Evertebraten 

ungeklÃ¤r ist. In verschiedenen pflanzlichen Mitochondrien erwies sich die cyanid- 

resistente Atmung jedoch als sehr thermolabil (Lance et al. 1978). Gilt dies auch fÃ¼ die 

alternativen Oxidasen bei Evertebraten, kann ein EinfluÃ auf den Sauerstoffverbrauch bei 

schnellen TemperaturÃ¤nderunge vermutlich ausgeschlossen werden. Dies gilt jedoch 

nicht im Bereich hohes Sauerstoffkonzentrationen (Hyperoxie), wenn alternative 

Oxidasen einen grÃ¶Â§ere allerdings unbekannten Anteil am Gesamtstoffwechsel haben. 
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2.4, Ermittlung des PrÃ¤ferenztemperaturbereiche 

Die Bestimmung eines bevorzugten Temperaturbereiches erfolgte in einem mit 

Brackwasser gefÃ¼llte Thermogradienten von 2 m Lange und 0,25 m Breite, dessen 

Boden leicht mit Sediment bedeckt war. Die Bewegung der Tiere in Temperaturbereichen 

von 4 - 22 bzw. 30 'C wurde unter Rot- und Infrarotlicht mittels einer Infrarotvideo- 

kamera verfolgt und mit einem Zeitraffervideorecorder aufgezeichnet. Da alle WÃ¼rme in 

den ersten 3 DurchgÃ¤nge starben, nachdem sie die hÃ¶chste letale Temperatur wÃ¤hlten 

wurde die maximale Temperatur von 30 auf 22 'C gesenkt. 

2.5. Gewinnung und Aufbereitung der Gewebeproben 

Zur Gewinnung des' Gewebeproben wurden die Tiere im AnschluÃ an die Temperatur- 

Inkubationen vom Sediment befreit und trocken getupft. Die Ã–ffnun des Hautmuskel- 

schlauches-erfolgte mit einer feinen Schere in HÃ¶h des 6. borstentragenden Segmentes, 

woraufhin die CÃ¶lomflÃ¼ssigkei bedingt durch den hohen Innendruck, austrat und in 

gekÃ¼hlte EppendorfgefÃ¤ÃŸ aufgefangen werden konnte. Diese wurden nach dem 

VerschlieÃŸe unverzÃ¼glic in flÃ¼ssige Stickstoff Ã¼berfÃ¼hr AnschlieÃŸen wurden Kopf 

und Schwanz der Tiere abgetrennt, der Hausmuskelschlauch vollstÃ¤ndi geÃ¶ffne sowie 

Darm und Gonaden entfernt. Um unerwÃ¼nscht Abbauprozesse wÃ¤hren der mehr oder 

weniger langfristigen Aufbewahrung zu vermeiden, wurde das Gewebe schockgefroren 

und in flÃ¼ssige Stickstoff bis zur weiteren Verarbeitung gelagert. 

2.6. Analysen 

2.6.1. Bestimmung des intra- und extrazellulÃ¤re pH-Wertes 

Der intrazellulare pH-Wert wurde mit einer von PÃ¶rtne et al. (1990) entwickelten 

Homogenatmethode bestimmt. Bei dieser Methode wird in Stickstoff eingefrorenes 

Gewebe in einem wÃ¤sserige Medium aus Nitrilotriessigsaure und Kaliumfl~~orid 

aufgetaut und im Ultraschallbad aufgeschlossen. Der pH-Wert wird anschlieÃŸen mittels 

einer temperierten Glaskapillarelektrode bestimmt. NitrilotriessigsÃ¤ur und Kaliumfluorid 

bewirken eine Komplexierung bzw. FÃ¤llun von Ca2+- und Mg^-Ionen. Hierdurch 

werden ATPasenabhÃ¤ngig Reaktionen, die einen EinfluÃ auf den Saure-Basen-Haushalt 

besitzen kÃ¶nnten im Gewebehomogenat weitestgehend unterbunden. Mit dieser Methode 

kÃ¶nne daher, im Gegensatz z. B. zur DMO-Methode (Bestimmung durch die pH- 
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abhÃ¤ngig Verteilung der schwachen SÃ¤ur Dimethyloxzzolidindion), auch sehr schnelle 

p~-Ã„nderungen zum Beispiel bei starker Muskelarbeit erfaÃŸ werden. Aufgrund der 

starken Pufferung des IntrazellulÃ¤rraume und einer im Vergleich dazu geringen 

Pufferung der Extrazellu1Ã¤rflÃ¼ssigke und des Mediums entspricht der im Homogenat 

gemessene pH-Wert mit einer nur geringen Abweichung von unter 0,Ol pH-Einheiten 

dem intrazellulÃ¤re pH (PÃ¶rtne et  ul. 1990). Der extrazelluÃ¤r pH-Wert der 

CÃ¶lomflÃ¼ssigke wurde mittels einer temperierten Glaskapillarelektrode bestimmt. 

Vorausgehende Untersuchungen zeigten, daÃ das Einfrieren der CÃ¶lomflÃ¼ssigke in 

flÃ¼ssige Stickstoff keinen EinfluÃ auf den pH-Wert hatte (Kiein 1994). 

2.6.2. Pufferwertbestimmung 

Der intrazellulÃ¤r Nichtphosphat-Nichtbikarbonat-Pufferwert ( ~ N B )  wurde mittels einer 

Methode nach PÃ¶rtne (1990) in Homogenaten aus Hautmuskelschlauchgewebe 

bestimmt. Im Stoffwechsel durch NitrilotriessigsÃ¤ur und Kaliumfluorid gehemmtes 

Gewebehomogenat wurde hierbei mit verschiedenen CO2-PartialdrÃ¼cke ( P c o ~ )  

Ã¤quilibriert Die Ã„nderun des pH-Wertes im Homogenat ist ein MaÃ fÃ¼ die FÃ¤higkei 

des Gewebes, die zugefÃ¼hrt KohlensÃ¤ur als flÃ¼chtig SÃ¤ur zu puffern. Nach jedem 

~~ui l ib r i e run~sschr i t t  wurde eine Probe genommen und die CO2-Gesamtkonzentration 

(PÃ¶rtne et ul. 1990) sowie der Phosphatgehalt nach PÃ¶rtne (1990) bestimmt. Aus dem 

CO2-Gesamtgehalt (CCO~),  der gaschromatographisch ermittelt wurde, und dem pH-Wert 

kÃ¶nne der CO2-Partialdruck (Pco~)  und die Bikarbonatkonzentration ([HCO3-1) gemÃ¤ 

der Henderson-Hasselbdch-Gleichung wie folgt berechnet werden: 

negativ dekadischer Logarithmus der Dissoziationskonstante K"' 

von H2CO3 unter physiologischen Bedingungen, berechnet fÃ¼ die 

verschiedenen pH-Werte nach Heisler (1986). 

LÃ¶slichkeitskoeffizien von C02, berechnet nach Heisler (1986). 
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2.6.5. Berechnung der Aktivierungsenergie 

Die Daten der EnzymaktivitÃ¤te wurden nach der Arrhenius-Gleichung (4) ausgewertet. 

Diese Gleichung beschreibt die TemperaturabhÃ¤ngigkei enzymatischer Reaktionen: 

Dabei ist A eine fÃ¼ die untersuchte Reaktion charakteristische Konstant, e die Basis des 

natÃ¼rliche Logarithmus, Ea die Aktivierungsenergie (J mol-I), R die allgemeine 

Gaskonstante (8,3143 J K-1 mol-1) und T die absolute Temperatur in Kelvin. Der 

Faktor (e-^/RT) gibt den Bruchteil von Teilchen an, deren Energie grÃ¶ÃŸ oder gleich 

der Aktivierungsenergie ist (Maxwell-Verteilungsgesetz). Durch eine Unformung der 

Gleichung kann die Aktivierungsenergie einer Reaktion wie folgt berechnet werden 

(Segal 1976): 

fÃ¼r Tl, T2 = tiefere bzw. hÃ¶her Temperatur (Kelvin) 

kl, k2 = Stoffwechselrate bei der tieferen bzw. der hÃ¶here Temperatur 

R = allgemeine Gaskonstante 

Graphisch kann die Aktivierungsenergie direkt aus der Steigung der Graden im 

Arrhenius-Plot abgelesen werden. HierfÃ¼ werden der Logarithmus der Reaktions- 

geschwindigkeit gegen den reziproken Wert der absoluten Temperatur (l/T) aufgetragen. 

2.6.6. Berechnung der Qlo-Werte 

Die Berechnung der Qlo-Werte erfolgte nach einer modizifierten Van't Hoffschen- 

Gleichung fÃ¼ die AbhÃ¤ngigkei der Reaktionsgeschwindigkeit von der Temperatur, mit 

der auch Temperaturintesvalle von < 10 'C berÃ¼cksichtig werden kÃ¶nnen 

fÃ¼r Ti ,  T2 = tiefere bzw. hÃ¶her Temperatur (Kelvin) 

k ~ ,  k2 = Stoffwechselrate bei der tieferen bzw. der hÃ¶here Temperatur 
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2.7. Elektronenmikroskopische Untersuchung 

Hautmuskelschlauchgewebe von frisch gegrabenen Tieren wurde sofort nach der 

PrÃ¤paratio in Natrium-Phosphatpuffer mit Glutaraldehyd fixiert sowie mit Osmium- 

tetroxid nachfixiert, um eine VerÃ¤nderun des Mitochondsiendichte oder -struktur 

wÃ¤hren der Analyse zu verhindern. Zum Schneiden wurde das Gewebe anschlieÃŸen in 

Epoxidharz eingebettet. Eine Kontrastierung der UltradÃ¼nnschnitt (50 - 70 nm) erfolgte 

mit Uranylacetat und Bleicitrat. Zur Bestimmung des Mitochondriengehaltes im 

Muskelgewebe wurde die Anzahl der Mitochondrien in zuf'allig ausgewÃ¤hlten einzelnen 

Muskelzellen ermittelt und auf die GesamtflÃ¤ch des Muskelquerschnittes bezogen. Die 

Identifizierung der Mitochondrien und deren ZÃ¤hlun wurde unter dem. Mikroskop 

durchgefÃ¼hrt wahrend die FlÃ¤chenbestimmun des Querschnittes anhand von Photos 

erfolgte. Die hÃ¤ufi angewendete sogenannte "point-sampling-method", bei der ein Raster 

Ã¼be den Muskelquerschnitt gelegt und die Anzahl der Punkte Ã¼be Mitochondrien ins 

VerhÃ¤ltni zu Punkten ohne Mitochondrien gesetzt wird, fand in der vosliegenden Arbeit 

keine Verwendung. Die Mitochondrien im Pierwurmmuskel sind sehr unregelmÃ¤ÃŸ 

verteilt, und aus technischen GrÃ¼nde war die Identifizierung der Mitochondrien auf den 

Photos nicht immer exakt mÃ¶glich Eine nach der "point-sampling-method" ermittelte 

Dichte wÃ¤r daher zu gering ausgefallen. 

2.8. Analyse des Isoenzymmusters 

Die genetische Konstitution von PierwÃ¼rmer wurde mittels elektsophoretischer 

Isoenzymanalyse gemÃ¤ Menken (1982) und Hummel et al. (1995) ermittelt. Hierzu 

wurden HautmuskelschlÃ¤uch in Tris-Zitronensaure Puffer .homogenisiert und die 

Proteine auf einem nativen, horizontaien StÃ¤rkege im Spannungsfeld bei konstanten 100 

mA getrennt. AnschlieÃŸen erfolgte eine FÃ¤rbun mittels enzymatischen Tests, bei dem 

spezifische Stoffe (fÃ¼ die hier untersuchten Enzyme wurde 3-[4,S-Dimethylethylthiazol- 

2-yll-2-5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) eingesetzt) durch Protonen ihre Farbe 

erhalten, die bei einer Reaktion des zu untersuchenden Enzyms freigesetzt wurden. Der 

Ort des Farbstoffes auf dem Gel gibt so die Lage eines spezifischen Enzyms wieder, 

wobei verschiedene Allele durch unterschiedliche Laufgeschwindigkeiten voneinander 

getrennt wurden. Die Daten wurden auf die HÃ¤ufigkei einzelnes Allele, auf den Grad des 

Heterozygotie und auf die Ãœbereinstimmun mit dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht 

analysiert. AuÃŸerde wurden Unterschiede der AllelhÃ¤ufigkei jeder Loci zwischen den 

Populationen (Fixation Index Fst) und die genetische Gleichheit der Gene zwischen den 
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Populationen (Genetische IdentitÃ¤ nach Nei, 1975) mit Hilfe des Biosys Computespro- 

gsammes (swaffost und Selander 198 1) berechnet. 

2.9. Statistik 

Gemessenen Daten wurden auf AusseiÃŸe nach Nalimov (Noak 1980) geprÃ¼ft Aus einem 

ausreiÃŸesverdÃ¤chtig Wert wurde eine PrÃ¼fgrÃ¶ SA ermittelt. Lag die PsÃ¼fgrÃ¶ 

auÃŸerhal der r(95)-Grenze eines r-Verteilung ( r ~  > r(95)), wusde des Wert als AusreiÃŸe 

betrachtet. 

Die Signifikanz physiologischer und metabolisches VerÃ¤nderunge sowie von 

Unterschieden zwischen den Populationen wusde mit Hilfe eines Varianz- (ANOVA) oder 

Covarianzanalyse (ANCOVA) durchgefÃ¼hst Ergaben sich signifikante Unterschiede, 

konnte durch einen anschlieÃŸende Student-Newman-Keuls-Test ermittelt werden, 

welche Paarungen sich bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 signifikant 

unterschieden., 

FÃ¼ Regsessionsgsaden wurde der MaÃŸkorselationskoeffizie (r) auf einem Signifikanz- 

niveau von cx = 0,05 getestet. Der Verlauf einer Grade wurde als signifikant angesehen, 

wenn die Regsessionsgleichung den F-Test im AnschluÃ an die Varianzanalyse passierte. 
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3.  Gesamtdiskussion 

Im folgenden werden die wichtigsten Ergebnisse zusammenfassend diskutiert. Hierbei 

soll zuerst der EinfluÃ der Temperatur auf den Stoffwechsel vom Pierwum Arenicolu 

murinu erlÃ¤uter werden, um dann verschiedene Anpassungsmechanismen an unterschied- 

liche Temperaturregime zu behandeln. Dabei wurde zwischen der Akklimatisation, einer 

Anpassung an verschiedene Jahreszeiten oder Klimate, der Akklimation, einer Anpassung 

an nur einen einzigen Faktor unter Laborbedingungen und der genetischen Adaptation 

unterschieden. 

Eine detailliertere Diskussion der einzelnen Daten ist in den entsprechenden VesÃ¶ffent 

lichungen im Anhang zu finden. 

3.1. Charakterisierung zweier kritischer Temperaturen 

3.1.1. Der Einflufi der Temperatur auf den aeroben Stoffwechsel 

Der EinfluÃ der Temperatur auf den Stoffwechsel von Tieren wurde bisher vor allem 

anhand der TemperaturabhÃ¤ngigkei des Sauerstoffverbrauches bestimmt, der als MaÃ der 

aeroben Stoffwechselrate gilt. Die Untersuchungen ergaben, daÃ sich bei den meisten 

Tieren der Sauerstoffverbrauch mit steigender Temperatur, gemÃ¤ van't Hoffs Reaktions- 

geschwindigkeit~-Temperatur-Regel (RGT-Regel) erhÃ¶ht Dagegen besitzen viele marine 

Evertebraten der Gezeitenzone Ã¼be einen weiten Temperaturbereich einen relativ tempera- 

turinsensitiven Stoffwechsel (Newell 1969, Newell und Pye 1971). Auch beim Pierwurm 

Arenicola marina findet ein sofortiges Ausgleich der Stoffwechselrate statt (KrÃ¼ge 19641, 

wobei der Temperaturbereich, in dem die Kompensation stattfindet, mit der Akklima- 

tionstemperatur variiert (Publikation 11). Eine Verschiebung des Kompensationsbereiches 

mit der Jahreszeit wurde auch bei anderen marinen Evertebraten nachgewiesen (Newell 

und Pye 1970a, b). FÃ¼ den Pierwurm bedeutet dies, daÃ er seinen Energieverbrauch 

trotz der tidenbedingt sich schnell Ã¤ndernde Temperaturen konstant halten kann. Die 

Mechanismen, die der Regulation des Energieverbrauches zugrunde liegen, sind bisher 

nicht bekannt. Der konstante Energieverbrauch muÃ jedoch mit einer Regulation der 

Energieproduktion gekoppelt sein, deren Mechanismen genauer untersucht sind. SO weiÃ 

man, daÃ die AffinitÃ¤ zwischen Enzymen und Substraten mit der Temperatur moduliert 

wird, um konstante EnzymaktivitÃ¤te zu erhalten. Ã„nderunge der Enzymkonzentrationen 

oder die Bildung von Isoenzymen sind dagegen nicht beteiligt, da die Regulation der 

Energieproduktion bei TemperaturÃ¤nderunge sehr rasch erfolgt. Die Verschiebung des 



Diskussion 

Kompensationsbereiches kann dagegen von der Expression unterschiedlicher, regulato- 

risch wichtiger Isoenzyme begleitet werden (Hazel und Prosser 1974). 

Trotz des FÃ¤higkei zur Temperatuskompensation Ã¼be einen begrenzten Temperatur- 

bereich kam es bei A. ivariiza auÃŸerhal dieses Bereiches zu einem Anstieg der Qlo-Werte 

und damit zu einem Anstieg des Sauerstoffverbrauches bei hohen Temperaturen. 

Bemerkenswert ist jedoch, daÃ bei den subpolaren Tieren nicht nur bei extrem hohen, 

sondern auch bei sehr niedrigen Temperaturen (-3 OC) ein Anstieg des Sauerstoff- 

verbrauches zu beobachten gewesen war (Abb. 2). Dies paÃŸ zu Daten von KrÃ¼ge 

(19641, der in einzelnen Nordsee-WÃ¼rmer einen Anstieg des Sauerstoffverbrauches bei 

Temperaturen unter 5 'C, also unterhalb der entsprechenden unteren kritischen 

Temperatur (s. U.), beobachtete. Die Ventilationsrate kann aber nicht beliebig erhÃ¶h 

werden, um den Kiemen mehs sauerstoffreiches Wasser zuzufÃ¼hren da die Ventilation zu 

den wichtigsten energieverbrauchenden Prozessen gehÃ¶r (Trevor 1978, Toulmond und 

Dejours 1994). Stattdessen wird sie wie bei anderen Polychaeten bei hohen Temperaturen 

abrupt eingeschrÃ¤nk (Seymour 1972, Kristensen 1983). Dies wurde bisher auf einen 

internen Mechanismus zurÃ¼ckgefÃ¼hr der die VentilationsaktivitÃ¤ unterbrechen soll, 

wenn das OberflÃ¤chenwasse aus irgendeinem Grund schÃ¤dlic ist (Wells und Albrecht 

1951, zitiert in Kristensen 1983). Diese Interpretation setzt jedoch die Existenz eines 

Abb. 2 Die Sauerstoffverbrauchsrate (pmol . g-l Frischgewicht . h-1) von Arenicola 
marina aus der Nordsee und vom WeiÃŸe Meer in AbhÃ¤ngigkei von der Temperatur im 
Sediment. Die subpolaren Tiere besaÃŸe Ã¼be den gesamten Temperaturbereich einen 
signifikant hÃ¶here Verbrauch als die borealen WÃ¼rme (P = 0,002). Interessant ist, daÃ 
der Sauerstoffverbrauch der WeiÃŸmeer-Tier bei einem Temperaturabfall von -1,7 auf -3 
OC signifikant anstieg (Mittelwerte k S.D.; n: zwischen 3 und 14; * = signifikant 
verschieden von dem Wert bei -1,7 OC; aus Publikation 11). 
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Thermosensors voraus, der Temperaturen oberhalb eines kritischen Wertes erkennen 

kann. Konnten PierwÃ¼rme in einem Thermogradienten einen Bereich mit ihrer 

bevorzugten Temperatur frei aufsuchen, wÃ¤hlte sie in den meisten Fallen die hÃ¶chst zur 

VerfÃ¼gun stehende Temperatur, selbst wenn diese letal war (Publikation 11). Es ist daher 

zu vermuten, daÃ PierwÃ¼rme Ã¼be keinen internen Mechanismus verfÃ¼gen des die 

Ventilationsaktivitat unterbricht, um die Tiere vor zu hohen Temperaturen zu schÃ¼tzen 

Stattdessen scheint die Senkung der Ventilationsrate ein Anzeichen von HitzestseÃ nahe 

oder an der Letaltemperatur zu sein. 

3.1.2. Temperaturbedingte Anaerobiose 

Bei niedrigen Temperaturen ist die LÃ¶slichkei von Sauerstoff im Wasser erhÃ¶ht 

Dennoch kann es auch bei niedrigen Temperaturen zu einer Untesversorgung des 

Gewebes mit Sauerstoff kommen, wenn Atmungs- und Kseislauffunktionen bei niedrigen 

Temperaturen gedrosselt werden (PÃ¶rtne et al. 1998). Baumfalk (1979) beobachtete, daÃ 

peristaltische Bewegungen von A. marina nach einem Temperaturabfall abnehmen, 

wodurch die Zufuhr sauerstoffreichen Wassers zu den Kiemen reduziert wird. Auch 

verringert sich die Rate des Blutflusses, und die Verteilung sauerstoffreichen Blutes im 

Gewebe wird eingeschrÃ¤nk (Seymour 1972). SchlieÃŸlic wird bei niedrigen Tempera- 

turen auch die Abgabe von Sauerstoff ins Gewebe behindert. Zum einen verstÃ¤rk sich 

aufgrund der niedrigen Temperaturen die Bindung zwischen Sauerstoff und HÃ¤moglobin 

zum anderen weist das HÃ¤moglobi im Blut von A. marina einen Bohreffekt auf 

(Mangum 1978). Dadurch daÃ der pH-Wert des Blutes mit sinkender Temperatur steigt 

(Toulmond 1977, Mangum 19781, erhÃ¶h sich die AffinitÃ¤ des Sauerstoffs zum 

HÃ¤moglobi noch weiter, und die Abgabe ins Gewebe wird zusÃ¤tzlic erschwert. 

Zur Untersuchung, ob der aerobe Stoffwechsel im Pierwurm ausreichte, um den 

gesteigerten Energiebedarf bei extremen Temperaturen zu decken (s. 3.1 . l .  und 3.3.2.1, 

wurden die Konzentrationen der organischen Sauren Acetat, Propionat und Succinat 

sowie der Opine Alanopin und Strombin im Hautmuskelschlauch nach einer Inkubation 

bei unterschiedlichen Temperaturen als Indikatoren fÃ¼ anaeroben Stoffwechsel 

gemessen. Diese Metabolite werden im Cytosol bzw. in den Mitochondrien gebildet, 

sobald der Sauerstoffpartialdruck unter einen kritischen Wert sinkt und die Energie- 

gewinnung aus aeroben Prozessen nicht mehr ausreicht (Zebe 1975, PÃ¶rtne et al. 

1984b). Es zeigte sich, daÃ sowohl bei sehr hohen, als auch bei niedrigen Temperaturen 

anaerobe Endprodukte im Hautmuskelschlauch akkumulierten (Abb. 3). Es lieÃŸe sich 

dadurch zwei kritische Temperaturen definieren, eine niedrige und eine hohe, die durch 
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das Einsetzen des anaeroben Stoffwechsels charakterisiert sind. Ein unzureichendes 

Sauerstoffangebot in der Umgebung als Ursache fÃ¼ die Anaerobiose jenseits der 

kritischen Temperaturen konnte durch Versuche mit Tieren ausgeschlossen werden, die 

ohne Sediment in belÃ¼ftete Seewasser inkubiert wurden. Stattdessen reichte sowohl bei 

hohen als auch bei niedrigen Temperaturen die Sauerstoffaufnahme oder -verteilung nicht 

aus, um auf aerobem Wege genÃ¼gen Energie zu produzieren. Auch in dem Spritzwurm 

Sipu~zculus izudus konnte eine Abnahme ventilatorischer Bewegungen bei niedrigen 

Temperaturen im Sediment mit einem Abfall des Sauerstoffpartialdruckes (P021 in der 

CÃ¶lomflÃ¼ssigke und dem Einsetzen von anaerobem Stoffwechsel korreliert werden 

(Zielinski und PÃ¶rtne 1996). 

WeiÃŸe Meer 

Temperatur ?C) 

Propionat Acetat 0 Succinat 

Abba 3 Konzentrationen der anaeroben Endprodukte Succinat, Acetat und Propionat 
( ~ m o l  , g-1 Frischgewicht) im Hautmuskelschlauch von A. marina aus der Nordsee und 
vom Weii3en Meer nach 1OstÃœndige Inkubation bei verschiedenen Temperaturen. 
Sowohl bei niedrigen als auch bei hohen Temperaturen kam es zum Einsetzen anaeroben 
Stoffwechsels, wodurch sich zwei kritische Temperaturen (Tc) definieren lieÃŸen die 
durch die Akkumulation anaerober Endprodukte chasakterisie~t sind. In den subpolaren 
Tieren stiegen bei hohen Temperaturen die Succinat- und Propionatkonzentrationen 
signifikant hÃ¶he an als in den borealen WÃ¼rmern wÃ¤hren sich die Acetatkonzentra- 
tionen nicht unterschieden (hierbei ist die verschiedene Skalierung in den Graphen zu 
beachten; Mittelwerte; n = 4-5; C = Kontsolltiere; modifiziert nach Publikation I). 



Diskussion 

Der Schwellenwe~~, bei dem der anaerobe Stoffwechsel einsetzte, lag in den Wintestiesen 

aus der Nordsee bei Werten unter 2 'C und in Sommertieren bei etwa 5 'C. In Pies- 

wÃ¼rmes des WeiÃŸe Meeres war auch bei -1,7 'C nur ein leichter Anstieg des Acetat-, 

Propionat- und Succinatwerte im Muskelgewebe zu beobachten. Daher konnte der untere 

Schwellenwert nicht genau definiest werden (Publikation I). Die Tendenz der WeiÃŸmeer 

Tiere, bei -1,7 'C anaerobe Stoffwechselprodukte zu akkumulieren, lÃ¤Ã jedoch die 

Existenz eines niedrigen schwellenwertes vermuten. Auch der signifikante Anstieg des 

Sauerstoffverbrauches bei -3 'C, einer Temperatur, bei der kein anaerober Stoffwechsel 

untersucht werden konnte, lÃ¤Ã auf die Ãœberschreitun einer kritischen Temperatur 

schlieÃŸen die mit Ã„nderunge im Energiestoffwechsel einhergeht. Die obere kritische 

Temperatur lag in Sommertieren aus der Nordsee bei Ã¼be 20 OC und ist damit hÃ¶he als 

bei Tieren vom WeiÃŸe Meer, in denen der Schwellenwert bei etwa 17 'C lag. Dieses 

Schwellenwert entspricht in etwa der maximalen Temperatur, die im Lebensraum der 

WeiÃŸmee Tiere (in der Tiefe der Wurmbauten) im Sommer gemessen wurde (Tab. 1). 

Zusammen mit dem Befund, daÃ die Acetatakkumulation bei niedrigen Temperaturen bei 

den WeiÃŸmeer-WÃ¼rme geringer als bei den Tieren aus der Nordsee war, scheint es, daÃ 

sowohl die obere als auch die untere kritische Temperatur nach saisonaler oder latitudina- 

ler KÃ¤lteanpassun zu niedrigeren Werten verschoben sind. Die Rate der Acetat- oder 

Succinatbildung bei niedrigen Temperaturen war dagegen unabhÃ¤ngi von saisonaler oder 

Iatitudinaier Anpassung der kritischen Temperaturen. 

Tab. 1 Temperatur ('C) des Sediments im unteren Gezeitenbereich des Lebensraume: 

der WeiÃŸmeer-Tier bei Kartesh im Hochsommer. An allen MeÃŸtage schien die Sonne 

und bis auf den ersten Tag wehte eine leichte Brise. Alle dargestellten Messunges 

erfolgten an den Standorten (a - C) bei Niedrigwasser, eine halbe Stunde vor auflauf- 

endem Wasser (Mittelwerte; n = 3; unverÃ¶ffentlicht Daten). 

Tiefe (cm) Temperatur ('C) 

07.08.1996 12.08.1996 18.08.1996 

1-2 23 22,4 18,s 18,3 

b 20,2 18,7 19,8 
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Auffallig ist, daÂ nach 1OstÃ¼ndige Inkubation bei hohen Temperaturen im Hautmuskel- 

;chlauch der WeiÃŸmeer-Tier signifikant mehr Propionat und Succinat akkumulierte als in 

den WÃ¼rmer aus der Nordsee, wÃ¤hren sich die Acetatakkumulation nicht unterschied. 

Dies deutet auf einen hÃ¶here Energiebedarf der subpolaren Tiere verglichen mit den 

Nordsee-WÃ¼rmer hin, der durch einen hÃ¶here FluÃ durch den Succinat-Propionat-Weg 

und dadurch einer verstÃ¤rkte mitochondrialen ATP-Produktion gedeckt wurde. Wie 

lassen sich jedoch die Unterschiede zwischen der Acetat- und Propionatbildungsrate in 

Tieren beider Populationen erklaren? Es ist seit lÃ¤ngere bekannt, daÂ die Propionatbil- 

dungsrate in verschiedenen marinen Evertebraten pH-abhÃ¤ngi ist (Schulz und 

Kluytmans 1983, Giebels 1993) und die Propionatakkumulation mit fallendem intrazellu- 

lÃ¤re pH-Wert ansteigt. Da in den subpolaren Tieren vor allem bei hohen Temperaturen 

der intrazellulÃ¤r pH-Wert deutlich niedrigerer war als in den borealen WÃ¼rmern kÃ¶nnt 

dies die hÃ¶here Propionatkonzentrationen erklÃ¤ren Andererseits zeigt auch die Acetat- 

bildung eine steigende AktivitÃ¤ mit fallendem pH, wÃ¤hren bei sauren pH-Werten die 

Succinatkonzentration im Hautmuskelschlauch von A. marina abnimmt (Giebels 1993). 

Unterschiede im intrazellulÃ¤re pH-Wert kÃ¶nne also nicht fÃ¼ die gesteigerte Succinat- 

ind Propionatakkumulation in A. marina aus dem WeiÃŸe Meer bei gleicher Acetatbil- 

ciungsrate in WÃ¼rmer beider Populationen verantwortlich sein. Der Stoffwechselweg, 

der zur Bildung von Succinat und Propionat fÃ¼hrt beinhaltet Reaktionen des Zitronen- 

s2iurezyklus (Zebe et al. 1980). Acetat entsteht intramitochondrial aus Pyruvat Ã¼be 

Acetyl-CoA (Wienhausen 198 I), wobei Ã¼be den genauen Mechanismus der Freisetzung 

von Acetat aus Acetyl-CoA wenig bekannt ist. Da bei A. marina bisher keine Thiokinase- 

aktivitÃ¤ fÃ¼ die Freisetzung von Acetat nachgewiesen worden ist, postulierten SchÃ¶ttle 

und Bennet (1991), daÂ die Acetyl-CoA-Transferase diese Reaktion katalysiert. Im 

Gegensatz zur Succinat- und Propionatbildung ist bei der Acetatfreisetzung demnach kein 

Enzym des ZitronensÃ¤urezyklu beteiligt. Die erhÃ¶ht Akkumulation von Succinat und 

Propionat bei gleicher Acetatbildung lieÃŸ sich deshalb durch eine Mengen- oder 

AktivitÃ¤tssteigerun derjenigen Enzyme erklaren, die am ZitronensÃ¤urezyklu beteiligt 

sind. In den subpolaren Tieren konnte tatsÃ¤chlic sowohl eine erhÃ¶ht Mitochondrien- 

dichte (und damit eine ErhÃ¶hun der Menge mitochondrialer Enzyme) als auch eine 

erhÃ¶ht aerobe KapazitÃ¤ individueller Mitochondrien nachgewiesen werden (3.2.). 

3.1.3. InfrazellulÃ¤re pH-Wert in AbhÃ¤ngigkei von der Temperatur 

Ã„nderunge des Stoffwechsels kÃ¶nne mit Verschiebungen im SÃ¤ure-Basen-Gleich 

gewicht einhergehen, wenn Stoffwechselreaktionen mit der Bindung oder Freisetzung 

von Protonen gekoppelt sind (PÃ¶rtne 1987a, b, PÃ¶rtne et al. 1984b, 1986a, b, PÃ¶rtne 
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1989). Andererseits hangen Enzymaktivitaten auch vom pH-Wert ab. Daher wurde neben 

den Analysen des aeroben und anaeroben Stoffwechsels auch die AbhÃ¤ngigkei des 

7 .5  ,- a) Nordsee Winter 

7 .4  ,- b) Nords ee S om mer 

C) WeiÃŸe Meer S omrner 
,-? 

6.7  L ,  L 
I I I I I I I 

- 5  0  5  1 0  1 5  2 0  2 5  3 0  

Temperatur ('C) 

Abb. 4 IntrazellulÃ¤re pH-Wert im Hautmuskelschlauch von PierwÃ¼rmer aus der 
Nordsee und vom WeiÃŸe Meer nach lostundiger (Sommertiere) bzw. 24stÃ¼ndige 
(Wintertiere) Inkubation bei unterschiedlichen Temperaturen (Mittelwerte k S.D.; n=5; 
* = signifikant verschieden vom Kontrollwert (C); aus Publikation I). 
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intrazellulÃ¤re pH-Wertes von der Temperatur untersucht. Mit steigender Temperatur kam 

es im Pierwurm zu einem Absinken des intrazellulÃ¤re pH-Wertes im Hautmuskel- 

schlauch (Abb. 4). Diese p~-Ã„nderunge lagen im Bereich von -0,016 bis -0,022 pH- 

EinheitedÂ°C ~ h n l i c h e  Werte wurden fÃ¼ das Blut von A. marina und fÃ¼ einige andere 

marine, darunter polare Evertebraten genannt (Toulmond 1977, PÃ¶rtne et al. 1998). 

Damit verhÃ¤l sich die p~-Ã„nderun  beim Pierwurm entsprechend der alphastat 

Hypothese (ApHiIAT = -0,017). Diese besagt, daÂ der pH-Wert mit steigender 

Temperatur sinken muÃŸ wenn eine konstante Dissoziation der Imidazolgruppen des 

Histidins erhalten werden soll (Reeves 1972, Howell et al. 1973, Walsh und Moon 

1982), um auf diese Weise EnzymaktivitÃ¤te trotz TemperaturÃ¤nderunge zu stabilisieren 

(Somero 1981, 1983). 

Dennoch kam es auÃŸerhal der kritischen Temperaturen wÃ¤hren einer non-steady state 

Situation zur Abweichung von der Linearen. Diese Abweichung ist ein Hinweis, daÂ 

auch die pH-Regulation von extremen Temperaturen beeinfluÃŸ wird. In eurythermen 

Tieren erfolgt die Ã„nderun des pH-Wertes mit der Temperatur sowohl durch passive 

aktive Regulation 

Abb. 5 Anteil der passiven physikochemischen Reaktion an der intrazellulÃ¤re pH- 
Regulation beim Pierwurm A. marina aus der Nordsee. Der Unterschied zwischen dem 
passiven Verlauf und dem in vitro gemessenen pHi der Tiere quantifiziert den aktiven 
Anteil an der pH-Regulation. FÃ¼ den in vitro Wert wurden WÃ¼rme bei verschiedenen 
Temperaturen inkubiert und der pH-Wert im Hautmuskelschlauch bei den entsprechenden 
Inkubationstemperaturen bestimmt. Der passive Verlauf ergab sich, indem Tiere nur bei 
Kontrolltemperatur (10 Â¡C inkubiert, der pH; im Gewebe jedoch bei verschiedenen 
Temperaturen gemessen wurde (Mittelwerte k S.D.; n = 5; in vitro-Werte: modifiziert 
nach Publikation I; passive Werte: Sartoris und Sommer, unverÃ¶ffentlicht Daten). 
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DissoziationsvorgÃ¤nge die auf temperaturbedingten Ã„nderunge der pK-Werte kÃ¶rper 

eigener Puffersysteme zurÃ¼ckzufÃ¼hr sind, als auch durch eine aktive SÃ¤ure-Basen 

Regulation (van Dijk et al. 1997, Sartoris und PÃ¶rtne 1997). Die aktive Regulation 

erfolgt in wasseratmenden Tieren vor allem Ã¼be Ionenaustauschprozesse, da einer 

Regulation Ã¼be das CO2-Bikarbonat-System aufgrund der geringen Unterschiede 

zwischen dem kÃ¶rpereigene CO2-Partialdruck (Pcoz) und dem Pco2 der Umgebung 

Grenzen gesetzt sind. Zur Abweichung vom linearen pH-Temperatur VerhÃ¤ltni kÃ¶nnt 

daher ein Versagen der aktiven pH-Regulation gefÃ¼hr haben. In Hautmuskelschlauch- 

gewebe war die passive p~-Ã„nderun mit der Temperatur mit -0,011 pH-EinheitedÂ° 

wesentlich geringer als die in vitro gemessene Anderung im Tier (Abb. 5). Wenn eine 

durch einen drastischen Temperaturanstieg hervorgerufene StÃ¶run den aktiven Anteil an 

der pH-Regulation vermindert, kann der intrazellulÃ¤r pH-Wert nicht so stark abgesenkt 

werden und ein hÃ¶here intrazellulÃ¤re pH-Wert stellt sich ein, als aufgrund der alphastat 

Hypothese zu erwarten wÃ¤re Solch eine Abweichung konnte bei hohen Temperaturen 

aber nur in den borealen WÃ¼rmer gefunden werden. Eine Steigerung der KapazitÃ¤ und 

der Geschwindigkeit der pH-Regulation, wie sie bei kaltadaptierten Crustaceen gefunden 

wurde (Sartoris und PÃ¶rtne 1997), kann mÃ¶glicherweis bei den subpolaren 

St rombin 

Nos dsee WeiÃŸe Meer 

Abb. 6 Anteile der KonzentrationsÃ¤nderunge verschiedener Metabolite im Hautmuskel- 
schlauch von Nordsee- und WeiÃŸmeer-Tie.se an der metabolischen Protonenproduktion 
innerhalb von 4 Stunden nach einer TemperaturerhÃ¶hun um 4 OC Ã¼be die entsprechende 
obere kritische Temperatur. Die Protonenbalance wurde aus den gernittelten Konzentra- 
tionsÃ¤nderunge (n = 5; Daten aus PublikationIII) nach Pol-tner (1987a, b) berechnet. 
Die Protonenbalance durch die geschÃ¤tzte Anderungen der Phosphotaurocyamin- 
konzentrationen (PTC, .vergleiche Publikation 111) wurden fÃ¼ den pHj-Wert nach 
4stÃ¼ndige Inkubation berechnet. 
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PierwÃ¼rmer die Abweichung verhindert haben. AuÃŸerde akkumulierten i n  den 

WeiÃŸmeer-Tiere signifikant mehr anaerobe Metabolite als bei den Nordsee-Tieren, 

wodurch eine stÃ¤rker Ansauerung hervorgerufen wurde (Abb. 6). Die metabolische 

AnsÃ¤uerun und die aktive pH-Regulation sind bei TemperaturerhÃ¶hun gleichgerichtet, 

weshalb der anaerobe Stoffwechsel die pH-Regulation bei hohen Temperaturen 

unterstÃ¼tze konnte. Der deutliche Abfall des intrazellulÃ¤re pH-Wertes bei Temperaturen 

unterhalb der unteren kritischen Temperatur korrelierte ebenfalls mit der Akkumulation 

anaerober Metabolite im Hautmuskelschla~~ch sowohl von Nordsee- als auch von 

WeiÃŸmeer-Tiere (Abb. 3). Bei niedrigen Temperaturen ist die metabolische AnsÃ¤uerun 

jedoch der aktiven Regulation entgegen gerichtet und verursachte so die deutliche 

Abweichung von der alphastat Steigung (Abb. 4). 

3.1.4. Zusammenfassung: Charakterisierung zweier kritischer 

Temperaturen 

Aus dem oben Beschriebenen ergibt sich, daÂ kurzfristige, extreme Temperaturanderun- 

gen eine Steigerung des Energiebedarfes von A. marina hervorrufen, die nicht allein 

durch aeroben Stoffwechsel gedeckt werden kÃ¶nnen Dadurch lassen sich zwei kritische 

Temperaturen definieren, die durch den Einsatz des anaeroben Stoffwechsels 

charakterisiert sind. Stoffwechselanderungen auÃŸerhal der kritischen Temperaturen 

kÃ¶nne zusÃ¤tzlic von einem deutlichen Anstieg des Sauerstoffverbrauches begleitet sein. 

Ã„nderunge des intrazellularen pH-Wertes, die nicht mit der alphastat Hypothese 

korrelieren, kÃ¶nne ebenfalls als Indikatoren fÃ¼ TemperaturstreÃ angesehen werden. 

3.2. Mechanismen der KÃ¤lteakklimatisatio 

3.2.1. Unterschiede in der Mitochondriendichte zwischen den 

Populationen 

Eine Anpassung an niedrigere durchschnittliche Jahrestemperaturen ging in A. marina 

vom WeiÃŸe Meer mit einer ErhÃ¶hun der Mitochondriendichte in Muskelzellen einher 

(Publikation 11). In den subpolaren WÃ¼rmer wurden 2,4 mal mehr Mitochondrien pro 

pm2 Muskelquerschnitt als in den borealen gefunden. Dies ist das erste Mal, daÂ solche 

morphologischen Ã„nderunge bei einem Evertebraten nachgewiesen wurden. Dieser 

Anpassungsmechanismus ist offensichtlich nicht auf die Tiergruppe der Fische 

beschrÃ¤nk (z. B. Campe11 und Davies 1978, Sisson und Sidell 1987, Guderley und Blier 
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1988, Ascher und Johnston 1991), sondern kann als ein - auf evolutionÃ¤re Zeitskala - 

sehr alter und daher grundsÃ¤tzliche Mechanismus der KÃ¤lteanpassun angesehen 

werden. 

Ein Grund fÃ¼ die ErhÃ¶hun der Mitochondriendichte wÃ¤hren der KÃ¤lteanpassun liegt 

in einer KapazitÃ¤tsteigerun der aeroben Energiegewinnung. Temperaturemiedrigungen 

fÅ¸hre zu einer erhÃ¶hte ViskositÃ¤ des Cytoplasmas (Sidell und Hazel 1978). Zusammen 

mit der VerstÃ¤rkun von Dipol-Bindungen mit sinkender Temperatur ist dies die Haupt- 

ursache fÃ¼ die langsamere Verteilung von kleinen Molekiilen wie Laktat, Ca2+, Glukose 

und Sauerstoff bei niedrigen Temperaturen (Sidell und Hazel 1978, Penzlin 1989), die 

innerhalb der Zelle durch Diffusion erfolgt. Eine verminderte Diffusion von Metaboliten 

und Substraten fÃ¼hr wiederum zu einer Reduktion enzymatischer AktivitÃ¤ und der 

Energieproduktion. KÃ¤lteanpassun ist daher auf eine Kompensation dieser Prozesse 

gerichtet. Sidell und Hazel (1987) zeigten, daÂ im Gegensatz zu anderen kleinen 

MolekÃ¼le die Diffusion von ATP-Analoga in vitro nicht durch die Temperatur beeinfluÃŸ 

wird, was spÃ¤te durch Hubley et al. (1997) mittels ^P-Kemspinresonan~s~ektroskopie 

in vivo fÃ¼ verschiedene energiereiche Phosphate bestÃ¤tig wurde. Sidell und Hazel 

(1987) postulierten, daÂ es durch einen temperaturbedingten Anstieg des pH-Wertes im 

Cytosol zu LadungsÃ¤nderunge des Phosphates am ATP (und anderer energiereicher 

Phosphate) kommt, wodurch die Diffusion des ATP's beeinfluÃŸ und der direkte 

TemperatureinfluÃ kompensiert wird. Eine andere KompensationsmÃ¶glichkei fÃ¼ die 

verminderte Diffusion bei dauerhaft niedrigen Temperaturen liegt in der VerkÃ¼rzun von 

Diffusionsstrecken, z. B. durch eine erhÃ¶ht Mitochondriendichte. In Goldfischen 

unterschied sich die Mitochondriendichte um das 3,4fache zwischen Tieren die an 5 bzw. 

25 'C angepaÃŸ wurden (Tyler und Sidell 1984). Auf der Grundlage einer eindimensio- 

nale Diffusionsgleichung berechneten Sidell und Hazel (1987), daÂ diese strukturellen 

Unterschiede im Goldfisch den Qlo-Effekt der Diffusion, dessen Wert fÃ¼ kleine 

MolekÃ¼l im Zytosol zwischen 1,75 und 2 liegt, ausgleichen konnten. Auf den Pierwurm 

angewandt bedeutet dies, daÂ die hÃ¶her Mitochondriendichte der WeiÃŸmeer-Tier im 

Vergleich zu den Nordsee-WÃ¼rmer eine Temperaturdifferenz von Ã¼be 10 'C ausgleichen 

kann. Dies wiederum entspricht in etwa der Differenz der durchschnittlichen Jahres- 

temperaturen zwischen Nordsee und WeiÃŸe Meer. Es gibt allerdings noch keine 

Untersuchungen die bestÃ¤tige oder widerlegen kÃ¶nnten daÂ die Stoffwechselrate in 

nicht akklimiesten Organismen bei niedrigen Temperaturen in vivo tatsÃ¤chlic vor allem 

durch die Diffusion von Sauerstoff limitiert wird. Die ErhÃ¶hun der Mitochondriendichte 

und damit verknÃ¼pft Vermehrung mitochondrialer Enzyme erhÃ¶h die aerobe KapazitÃ¤ 

aber auch direkt, wenn die gesenkte Umsatzrate jedes einzelnen Enzyms durch eine 

KonzentrationserhÃ¶hun der stoffwechselaktiven Enzyme kompensiert werden kann (s. 
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3.2.2.). Durch die ErhÃ¶hun der Mitochondriendichte wird folglich die aerobe Energie- 

Versorgung bei niedrigen Temperaturen verbessert, und eine zusÃ¤tzlich anaerobe 

Energiegewinnung ist nicht mehr nÃ¶tig Dadurch verschiebt sich die untere kritische 

Temperatur zu niedrigeren Werten. 

Die Frage, ob es sich bei der ErhÃ¶hun der Mitochondriendichte um eine populations- 

spezifische oder eine altersbedingte Anpassung handelt, ist noch nicht eindeutig geklÃ¤rt 

da keine vergleichenden Daten Ã¼be Wachstumsraten der Tiere beider Populationen 

vorliegen. Feststeht, daÂ Tiere der WeiÃŸmeer-Populatio im unteren Gezeitenbereich 

durchschnittlich kleiner waren (1 - 4 g im Vergleich zu 5 - 8 g der Nordsee-Tiere) und 

eine hÃ¶her Mitochondrienanzahl in ihren Muskelzellen besaÃŸen Laut Brand (1990) sinkt 

die Mitochondriendichte mit der GrÃ¶Ã von Organen und Organismen, wobei die GrÃ¶Ã 

wiederum vom Alter abhÃ¤ngt Daraus lassen sich 2 MÃ¶glichkeite herleiten, wie diese 

Unterschiede im Zusammenhang mit der KÃ¤lteanpassun hervorgerufen werden konnten. 

Die erste ist, daÂ eine relativ festgelegte Mitochondriendichte die limitierende GrÃ¶Ã fÃ¼ 

das Vorkommen im Gezeitenbereich darstellt. Mit zunehmendem Alter und damit 

sinkender Mitochondriendichte wÃ¤re die Tiere am WeiÃŸe Meer verglichen mit den 

Nordsee-WÃ¼rmer frÃ¼her d. h. jÃ¼nge und kleiner, dazu gezwungen, ins Sublitoral 

abzuwandern (Vergleiche 3.5.). Dagegen spricht allerdings, daÂ auch am WeiÃŸe Meer 

mehrere Jahre alte Adulte im Litoral vorkommen und dort Ã¼berwinter (Kolyakina 1980). 

Wahrscheinlicher ist, daÂ Tiere beider Populationen im gleichen Litoralbereich vergleich- 

baren Altersgruppen angehÃ¶ren die WeiÃŸmeer-Tier aber populationsbedingt eine geringe 

Wachstumsrate aufweisen und daher kleiner sind. Denn genetische Unterschiede kÃ¶nne 

das Wachstum entscheidend beeinflussen. So beschrieb Duncan (1959) deutliche 

Unterschiede in Pigmentierungsgrad und GrÃ¶Ã adulter Tiere (zwischen durchschnittlich 

1 bis 8 g) selbst in benachbarten Populationen entlang der englischen KÃ¼ste Auch zeigen 

die Tiere vom WeiÃŸe Meer verglichen mit Nordsee-WÃ¼rmer einen geringeren Grad an 

Heterozygotie (Publikation IV), die in vielen Organismen mit einer geringeren Wachs- 

tumsrate korreliert (Koehn und Gaffney 1984, Zouros 1987, Koehn et al. 1988). 

Eine grÃ¶ÃŸe Mitochondriendichte erhÃ¶h neben der aeroben KapazitÃ¤ auch den 

Energiebedarf des ganzen Tieres, da die Kosten fÃ¼ den Erhalt von Ionen- und Protonen- 

gradienten Ã¼be die innere Membran jedes einzelnen Mitochondriums gedeckt werden 

mÃ¼sse (Brand und Murphy 1987, Brand 1990, PÃ¶rtne et al. 1998). Dies spiegelt sich in 

einem erhÃ¶hte Sauerstoffverbrauch der WeiÃŸmeer gegenÃ¼be den Nordsee-Tieren Ã¼be 

den gesamten gemessenen Temperaturbereich wider (Abb. 2). Selbst wenn die GrÃ¶ÃŸe 

unterschiede der Tiere nach der von KrÃ¼ge (1964) angegebenen allometrischen Formel 

fÃ¼ A. marina mit eingerechnet werden, besitzen die WeiÃŸmeer-Tier Ã¼be den gesamten 
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gemessenen Temperaturbereich eine 2, lmal so hohe Stoffwechselrate wie PierwÃ¼rme 

aus der Nordsee. Aufgrund der hÃ¶here Mitochondrienzahl und dem damit gekoppelten 

hÃ¶here Sauerstoffverbrauch kommt es bei begrenzter Sauerstoffzufuhr in den 

subpolaren WÃ¼rmer schneller zu einem Absinken des intrazellularen Sauerstoffpartial- 

druckes als in den borealen Tieren. Obwohl ein steilerer Gradient der Sauerstoffpartial- 

drÃ¼ck zwischen Seewasser, extrazellulÃ¤re Kompartimenten und Zelle die Sauerstoff- 

aufnahme aus dem Seewasser verbessert, wird der Stoffwechsel sensitiver gegenÃ¼be 

hypoxen Bedingungen in der Zelle. Wird bei steigenden Temperaturen nicht genÃ¼gen 

Sauerstoff angeliefert, sinkt bei einer hÃ¶here Mitochondriendichte der Sauerstoffpartial- 

druck in den Zellen frÃ¼he ab, und anaerober Stoffwechsel muÃ schon bei niedrigeren 

Temperaturen zusÃ¤tzlic zur Energiegewinnung beitragen. Da die kritischen Temperaturen 

Ã¼be das Einsetzten von anaeroben Stoffwechsel charakterisiert wurden, verschiebt sich 

die obere kritische Temperatur mit steigender Mitochondriendichte zu niedrigeren Werten. 

Eine Reduzierung der unteren kritischen Temperatur aufgrund einer ErhÃ¶hun der 

Mitochondriendichte fÃ¼hr daher auch zu einer Verschiebung der oberen kritischen 

Temperatur. 

Die Kosten der ErhÃ¶hun der Mitochondriendichte kÃ¶nne nur dann teilweise oder ganz 

kompensiert werden, wenn gleichzeitig der Energieverbrauch andere Mechanismen 

abgesenkt wird. Dies kann z. B. durch Modifikationen oder eine VerkÃ¼rzun der inneren 

Mitochondrienmembran erreicht werden (PÃ¶rtne et al. 1998) oder durch das Umschalten 

auf effizientere Ionenpumpen (Reipschlager und PÃ¶rtne 1996). Die Kompensation 

mitochondrialer Kosten besitzt allerdings einen EinfluÃ auf andere Prozesse, wie die 

aerobe KapazitÃ¤t das AktivitÃ¤tsnivea oder die FÃ¤higkei zur Ionenregulation (PÃ¶rtne et 

al. 1998, Reipschlager und PÃ¶rtne 1996) und ist folglich mit einer gesteigerten 

SensitivitÃ¤ gegenÃ¼be Hitze gekoppelt. Eine VerkÃ¼rzun der inneren Mitochondrienmem- 

bran konnte daher bisher auch nur bei antarktischen, stenothermen Fischen (Ascher und 

Johnston 1991), nicht jedoch bei kaltakklimierten, eurythermen Tieren nachgewiesen 

werden (Campe11 und Davies 1978, Egginton und Sidell 1989, Gaebel und Roots 1989). 

3.2.2. Die Rolle einzelner Enzyme bei der KÃ¤lteanpassun 

Eine grÃ¶ÃŸe Mitochondriendichte impliziert auch eine ErhÃ¶hun der Konzentration an 

mitochondrialen Enzymen, wie der Cytochrom C-Oxidase, welches als letztes Glied der 

klassischen Elektronentransportkette eine wichtige Rolle bei der Energieproduktion spielt. 

Unter optimalen in vitro Bedingungen fÃ¼hr dies zu einer gesteigerten EnzymaktivitÃ¤ 

gemessen pro Gramm Frischgewicht (Abb. 7). Im Vergleich zu Nordsee-Tieren besaÃŸe 
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die WÃ¼rme vom WeiÃŸe Meer im Mittel eine lOfach erhÃ¶ht AktivitÃ¤ der Cytochrom c- 

Oxidase Ã¼be den gesamten untersuchten Temperaturbereich (0 - 45 Â¡C) wobei der 

Mitochondriengehalt nur um den Faktor 2,4 vermehrt wurde. Es ist daher auszu- 

schlieBen, daÂ eine ErhÃ¶hun des Mitochondriengehaltes und der damit verbundene 

Anstieg der Menge rnitochondrialer Enzyme der einzige Grund fÃ¼ die AktivitÃ¤tssteige 

rung war. Es ist jedoch mÃ¶glich daÂ sich die Enzymmenge in jedem einzelnen 

Mitochondrium erhÃ¶h hat. Dabei ist zu beachten, daÂ das LÃ¶sungsvermÃ¶g der Zelle 

begrenzt ist und die Anzahl membrangebundener Enzyme in der Membran eingeschrÃ¤nk 

werden muÃŸ um die FluiditÃ¤ der Membran nicht zu verÃ¤nder (Hochachka und Somero 

1984). AuI3erdem ist die Modulation der Enzymkonzentration im Zuge von Tempera- 

turanpassung sehr energieaufwendig (Atkinson 1977, Hawkins 1991) und sollte daher 

fÃ¼ Organismen, die hÃ¤ufi Temperaturschwankungen ausgesetzt sind, recht uneffektiv 

sein (Somero 1978). Unter der Voraussetzung, daÂ die entsprechenden Enzyme bei 

niedrigen Temperaturen Ã¼berhaup funktionsfahig sind, kann diese quantitative Strategie 

bei saisonaler oder latitudinaler KÃ¤lteanpassun aber sinnvoll sein, wenn sich die 

Gefrierresistenz von Enzymen durch Selbststabilisierung mit der Enzymmenge erhÃ¶h 

(KÃ¼c 1997). Eine eventuelle quantitative Strategie der KÃ¤lteanpassun der Cytochrom c- 

Oxidase wurde im Pierwurm auf jeden Fall durch eine qualitative ergÃ¤nzt Dies zeigt sich 

in der Absenkung der Aktivierungsenergie fÃ¼ die Entstehung des Enzym-Substrat- 

Nords ee 

Abb. 7 AktivitÃ¤ (U g-l Frischgewicht) der Cytochrom C-Oxidase im Hautmuskel- 
schlauchgewebe von A. inarina aus der Nordsee ( 0 ;  n = 5) und vom WeiÃŸe Meer (0; 
n = 7) bei verschiedenen Temperaturen zwischen 0 und 45 Â¡C Die AktivitÃ¤ 
unterscheidet sich signifikant zwischen beiden Populationen (Mittelwerte zk S.D.; aus 
Publikation 11). 
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Komplexes von 3 1,O 1 kJ . mol- in den Nordsee-WÃ¼rmer auf 14,85 kJ . mol-1 in  A. 

marina vom WeiÃŸe Meer bei Temperaturen zwischen 0 und 30 'C (Publikation 11). Auch 

fÃ¼ den Goldfisch und den Taschenkrebs konnte nachgewiesen werden, daÂ die 

Cytochrom C-Oxidase bei KÃ¤lteanpassun nicht Ã¼be die Enzyrnmenge, sondern Ã¼be eine 

Modulation der AktivitÃ¤ reguliert wird (Hazel und Prosser 1970, 1974). Pogson (1988) 

stellte die These auf, daÂ biochemische Anpassung generell in zwei Schritten ablÃ¤uft 

1. durch Ã„nderun der Enzymmenge und 2. durch Modulationen der katalytischen 

Eigenschaften von Enzymen. Letzteres kann durch Ã„nderunge der nÃ¤here Umgebung 

des Enzyms hervorgerufen werden, z. B. durch Modulation von Membraneigenschaften 

(Prosser 1991, Miranda und Hazel 1996), durch temperaturbedingte Unterschiede in der 

Enzymfaltung (Hochachka und Somero 1984) oder durch die Expression verschiedener 

Isoenzyme (Hochachka und Somero 1984, Prosser 1991). Welcher Mechanismus beim 

Pierwurm die AktivitÃ¤tsÃ¤nderu der Cytochrom C-Oxidase verursachte, muÃ jedoch 

noch geklÃ¤r werden. 

Interessanterweise Ã¼bersteig bei SubstratsÃ¤ttigun die EnergieproduktionskapazitÃ¤ der 

Cytochrom C-Oxidase bei weitem den Energieverbrauch der Tieren beider Populationen 

(Abb. 8). Die KapazitÃ¤ zur aeroben Energiegewinnung kann daher auch bei niedrigen 

Temperaturen nicht limitierend auf den Stoffwechsel wirken. Daten zur Temperatur- 

abhÃ¤ngigkei der Cytochrom C-Oxidase bei physiologischen Substrat- und Inhibitorkon- 

zentrationen liegen allerdings noch nicht vor. Aus diesem Grund kann Ã¼be die 

Bedeutung der AktivitÃ¤tssteigerun der Cytochrom C-Oxidase in viv0 fÃ¼ die KÃ¤lteanpas 

sung von PierwÃ¼rmer aus dem WeiÃŸe Meer nur spekuliert werden. 

FÃ¼ die mitochondriale NADP-abhÃ¤ngig Isocitratdehydrogenase (IDH) konnte eine 

Korrelation zwischen dem Vorkommen bestimmter Isoforrnen und der durchschnittlichen 

Jahrestemperatur im Lebensraum gezeigt werden (Publikation IV). In verschiedenen 

Geweben von Vertebraten, Mollusken und Insekten kommen zwei Isocitratdehydrogena- 

sen vor. Die NAD-spezifische IDH aus Mitochondrien ist Bestandteil des ZitronensÃ¤ure 

zyklus und katalysiert dort die oxidative Decarboxylierung des Isocitrats zu 2-Oxogluta- 

rat. Die NADP-abhÃ¤ngig IDH kommt sowohl in Mitochondrien als auch im Cytosol vor 

und soll vor allem der Bereitstellung von NADPH fÃ¼ biosynthetische Zwecke dienen 

(Urich 1990). Die NAD-spezifische IDH in Anneliden und Crustaceen besitzt jedoch nur 

sehr geringe AktivitÃ¤ (Sugden und Newsholme 1975, Alp et al. 1976, Urich 1990). Hier 

muÃ die NADP-abhÃ¤ngig IDH nicht nur NADPH bereitstellen, sondern auch die Decar- 

boxylierung von Isocitrat im ZitronensÃ¤urezyklu katalysieren. Neuere Untersuchungen 

weisen darauf hin, daÂ die NADP-abhÃ¤ngig IDH das ursprÃ¼nglicher Enzym ist, aus 
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Abb. 8 KapazitÃ¤ der aeroben Energiegewinnung der Cytochrom C-Oxidase (berechnet 
als Sauerstoffverbrauch in pmol g-1 Frischgewicht . h-l) von Arenicola marina (a) aus 
der Nordsee und (b) vom WeiÃŸe Meer verglichen mit der Sauerstoffverbrauchsrate der 
Ganztiere in AbhÃ¤ngigkei von der Temperatur (Mittelwerte k S.D.; n = 5-7 (Cytochrom 
C) bzw . 5- 15 (Ganztier); modifiziert nach Publikation 11). 

dem spÃ¤te die NAD-spezifische IDH hervorgegangen ist (Dean und Golding 1997). Wie 

oben erwÃ¤hnt korreliert in A. marina die Expression zweier Isoformen der NADP- 

abhÃ¤ngige IDH mit der durchschnittlichen Jahrestemperatur im Seewasser (siehe auch 

3.6.2.). Ã„nderunge in der AminosÃ¤uresequen von Enzymen, die zur Trennung in 

verschiedene Isoformen fÃ¼hre kann, mÃ¼sse aber nicht immer Ã„nderunge der 

katalytischen Eigenschaften der betreffenden Enzyme nachsichziehen (Dean und Golding 

1997, Fields und Somero 1997). Eine photometrische AktivitÃ¤tsanalys zeigt jedoch 

deutliche Unterschiede zwischen den Enzymen von Nordsee- und WeiÃŸmeer-Tiere (Tab. 

2). Das Enzym der subpolaren Tiere ist verglichen mit dem Enzym der borealen 

PierwÃ¼rme in einem Temperaturbereich zwischen 3 und 20 OC deutlich temperatur- 



Diskussion 

Tab. 2 Verschiedene Parameter, mit denen die katalytischen Eigenschaften der NADP- 

abhÃ¤ngige Isocitratdehydrogenase von Arenicola marina aus der Nordsee und vom 

WeiÃŸe Meer charakterisiert werden (Mittelwerte; n = 6; in Klammern ist der jeweilige 

Temperaturbereich (Â¡C genannt, fÃ¼ den die Angaben gelten). 

sensitiver, d. h. daÂ die AktivitÃ¤ mit steigender Temperatur stÃ¤rke ansteigt und die 

Decarboxylierung des Isocitrats bei hohen Temperaturen signifikant schneller erfolgen 

kann. MÃ¶glicherweis kann dadurch eine hÃ¶her Fluxrate durch den ZitronensÃ¤urezyklu 

gewÃ¤hrleiste werden, die wegen der hÃ¶here Stoffwechselrate dieser Tiere benÃ¶tig wird. 

Die maximale AktivitÃ¤ der IDH bei niedrigen Temperaturen unterscheidet sich dagegen 

nicht zwischen den Populationen. Jedoch ist die AffinitÃ¤ des Enzyms fÃ¼ das Co-Substrat 

NADP in den WÃ¼rmer vom WeiÃŸe Meer hÃ¶he als in denen aus der Nordsee. 

Zusammen mit einer geringeren Aktivierungsenergie bei Temperaturen unter 5 'C 

scheinen so Mechanismen entwickelt worden zu sein, um die (geographisch bedingt) 

durchschnittlich geringere thermische Energie in WeiÃŸmeer-Tiere zu kompensieren. 

Herkunft der 

Population 

Nordsee 

WeiÃŸe Meer 

Im Arrheniusplot sind ein bzw. zwei BrÃ¼ch zu erkennen (Tab. 2, Publikation 11). Die 

Ursache fÃ¼ DiskontinuitÃ¤te im Arrheniusplot sind bisher nicht bekannt. Sie kÃ¶nne aber 

bei hohen Temperaturen SchÃ¤digunge in der Enzymfunktion anzeigen, oder aber die 

betroffenen Enzyme besitzen verschiedene, ineinander umfonnbare ZustÃ¤nde die durch 

unterschiedliche katalytische Eigenschaften ausgezeichnet sind (Silvius et al. 1978, 

Kaletha und Skladanowski 1981). Der Bruch bei 3 bzw. 5 'C, der in Enzymen beider 

Populationen zu finden ist, fÃ¼hr dazu, daÂ die geringste Aktivierungsenergie bei 

niedrigen Temperaturen benÃ¶tig wird, wodurch die Reaktionsgeschwindigkeit stabilisiert 

werden kann. Die TemperaturinsensitivitÃ¤ zeigt sich auch in den niedrigen Qlo-Werten 

von 1,09 (WeiÃŸmeer-WÃ¼rme oder 1,27 (Nordsee-Tiere) im Temperaturbereich 

zwischen 1 und 3 bzw. 5 Â¡C In der WeiÃŸmeer-Populatio ist im Arrheniusplot zusÃ¤tzlic 

ein Bruch bei 20 'C zu erkennen. Dadurch wird die Aktivierungsenergie bei extrem hohen 

Temperaturen wieder gesenkt und die Reaktionsgeschwindigkeit nicht weiter erhÃ¶ht Dies 

QIO 

1,27 (1 - 5) 

2,53 (5 - 31) 

1,09 (1 - 3) 

3,79 (3 - 20) 

2,29 (20 - 30) 

K*(NADP) 

(pmol 1-1) 

33,3 

(1) 

16,8 

(1) 

Aktivierungsenergie 

(kJ mol-1) 

10,55 (1 - 5) 

55,05 (5 - 31) 

3,07 (1 - 3) 

82,03 (3 - 20) 

21,93 (20 - 30) 
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ist mÃ¶glicherweis eine Anpassung an die drastischen Temperaturschwankungen im 

Lebensraum, die zeitweise die kritische Temperatur von 17 OC Ã¼berschreite kÃ¶nnen Bei 

der Interpretation von Arrheniusplots, vor allem in bezug auf DiskontinuitÃ¤te und deren 

Lage, ist jedoch zu bedenken, daÂ Fehler auftreten kÃ¶nnen wenn sich mit der Temperatur 

die SubstrataffinitÃ¤ des Enzyms Ã¤ndert da eine SubstratsÃ¤ttigun in vivo nicht gesichert 

ist (Silvius et al. 1978). Auch zeigte sich, daÂ der entscheidende Parameter der thermo- 

dynamischen Aktivierung nicht die Aktivierungsenergie (Ea), sondern das VerhÃ¤ltni aus 

Reaktionsentropie (Ast) und -enthalpie (AH*) ist (Johnston und Goldspink 1975, Clarke 

1998). In der vorliegenden Arbeit konnte weder AS^ berechnet werden, noch fand eine 

Untersuchung Ã¼be die TemperaturabhÃ¤ngigkei der SubstrataffinitÃ¤ der IDH statt. Daher 

dÃ¼rfe die Unterschiede in den untersuchten kinetischen Parametern, vor allem mit Bezug 

auf DiskontinuitÃ¤te im Arrheniusplot und deren Lage, im Vergleich von der IDH aus 

Nordsee- und WeiÃŸmeer-Tiere nicht zu stark gewichtet werden. 

Bei den AktivitÃ¤tsuntersuchunge der NADP-abhÃ¤ngige Isocitratdehydrogenase konnte 

nicht ausgeschlossen werden, daÂ auch cytosolisches Enzym an der gemessenen 

Reaktion beteiligt war, da elektrophoretische Untersuchungen zeigten, daÂ sowohl im 

Cytosol als auch im Mitochondrium IDH vorliegt (Publikation IV). Allerdings konnten 

nur in den mitochondrialen Fraktionen von Nordsee- und WeiÃŸmeer-Tiere Unterschiede 

im Isoenzymmuster gefunden werden. Gonzalez-Villasefior und Powers (1986) zeigten, 

daÂ die mitochondriale IDH in Fundulus heteroclitus einen hÃ¶here Qlo-Wert besitzt als 

die cytosolische. Unter der Annahme, daÂ dies auch fÃ¼ die IDH vom Pierwurm gilt und 

in der MuskelprÃ¤paratio sowohl cytosolische wie mitochondriale Enzyme vorlagen, 

wÃ¼rd die hÃ¶her Mitochondriendichte in den WeiÃŸmeer-Tiere zu einem hÃ¶here Anteil 

an mitochondrialem Enzym und damit zu einem hÃ¶her Qlo-Wert der Enzymmischung 

fÃ¼hren Dies stÃ¤nd in Einklang mit den hier dargestellten Ergebnissen. Auf der anderen 

Seite wurden fÃ¼ die cytosolische IDH im Verlauf von KÃ¤lteanpassun bisher weder 

Ã„nderunge der katalytischen Eigenschaften (Sautin und Malinovskaya 1988) noch des 

Isoenzymmusters (Publikation IV) beschrieben. In den oben beschriebenen Untersuchun- 

gen zeigten sich jedoch deutliche Unterschiede in den kinetischen Eigenschaften der 

Enzyme beider Populationen (Tab. 2). Ein EinfluÃ der cytosolischen Isocitratdehydro- 

genase auf die Untersuchung scheint daher, wie im Muskelgewebe verschiedenen SÃ¤uge 

(Plaut et al. 1983), minimal. 

Offensichtlich fand im Zuge der KÃ¤lteanpassun in Arenicola rnarina vom WeiÃŸe Meer 

neben einer ErhÃ¶hun der Mitochondriendichte auch eine qualitative Anpassung 

mitochondrialer Enzyme, wie der Cytochrom C-Oxidase und der NADP-abhÃ¤ngige 

Isocitratdehydrogenase statt. Damit konnte die aerobe KapazitÃ¤ gesteigert werden, ohne 



Diskussion 

gleichzeitig den Energiebedarf der Tiere noch weiter zu erhÃ¶hen Folglich schien zur 

Optimierung der KÃ¤lteanpassun beim Pierwurm neben der ErhÃ¶hun der Mitochondrien- 

dichte auch eine qualitative Ã„nderun der aeroben KapazitÃ¤ individueller Mitochondrien 

und rnitochondrialer Enzyme notwendig. 

3.3. Mechanismen und Grenzen der AkklimationsfÃ¤higkei 

3.3.1. KÃ¤lteakklimatio 

In seinem Lebensraum ist der Pierwurm A. inarina nicht nur klimatischen und.jahreszeit- 

liehen, sondern auch tagesperiodischen Temperaturschwankungen unterworfen. Um das 

AusmaÃ der AnpassungsfÃ¤higkei an akute Temperaturschwankungen zu untersuchen, 

wurden Tiere beider Populationen extremen Temperaturen ausgesetzt und Endprodukte 

des anaeroben Stoffwechsels nach unterschiedlicher Inkubationszeit als Indikatoren fÃ¼ 

etwaigen TemperaturstreÃ gemessen. Inkubationen bei niedrigen Temperaturen zeigten, 

daÂ weder Tiere aus der Nordsee noch vom WeiÃŸe Meer in der Lage waren, KÃ¤ltestre 

unterhalb der niedrigen kritischen Temperatur zu tolerieren, wobei die ÃœberlebensfÃ¤hi 

keit der subpolaren Tiere die der borealen Ã¼berstie (Publikation 11). Das AusmaÃ der 

AnpassungsfÃ¤higkei zeigte sich in den Konzentrations~nderungen von Succinat, Acetat 

und Propionat im Hautmuskelschlauch in AbhÃ¤ngigkei von der Dauer der Exposition bei 

-1,7 OC (Abb. 9). Nach einem anfÃ¤nglichen geringen Anstieg fielen die Werte nach 24 

Stunden auf ihr Kontrollniveau zurÃ¼ck Bei lÃ¤ngere Inkubation kam es allerdings zu 

einem kontinuierlichen Konzentrationsanstieg dieser anaeroben Metabolite. In den 

Nordsee-Tieren erreichte Acetat nach sieben Tagen signifikant erhÃ¶ht Werte, wÃ¤hren in 

den subpolaren WÃ¼rmer Succinat signifikant angestiegen war. DaÂ bei den subpolaren 

Tieren im Vergleich zu den Nordsee-WÃ¼rmer die Fluxrate durch den Succinat- 

Propionat-Weg auch bei niedrigen Temperaturen erhÃ¶h war, paÃŸ mit der Vermutung 

zusammen, daÂ die gesteigerte Succinatakkumulation die Folge einer ErhÃ¶hun der 

Mitochondriendichte im Muskelgewebe sowie der Steigerung der aeroben und anaeroben 

StoffwechselkapazitÃ¤ individueller Mitochondrien ist. 

Es stellt sich allerdings die Frage, warum beide Populationen unter den Laborbedingun- 

gen nicht in der Lage waren sich an Temperaturen nahe am Gefrierpunkt fÃ¼ Seewasser 

zu akklimieren, zumal latitudinale und saisonale KÃ¤lteanpassun in PierwÃ¼rmer mittels 

einer Steigerung der aeroben Energiegewinnung mÃ¶glic ist. AuÃŸerde kÃ¶nne 

PierwÃ¼rme vom WeiÃŸe Meer sehr wohl Temperaturen von -1,7 'C Ã¼berlebe 
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,..bb. 9 Konzentrationen (pmol g-1 Frischgewicht) der organischen Sauren Succinat, 
'Vcetat und Propionat im Hautmuskelschlauch von Arenicola marina nach einem 
remperaturabfall im Sediment auf -1,7 'C (Mittelwerte k S.D.; n = 5; Propionat; o 
Acetat; V Succinat; * = signifikant verschieden vom Kontrollwert bei Oh; aus Publikation 
111). 

(Kolyakina 1980). In der Kislaya Bucht wurden im Winter Temperaturen im Sediment 

von unter -3 OC gemessen. Unter solchen Bedingungen horten die Tiere fÃ¼ maximal 1,5 

Tage mit Fressen und Koten auf. AnschlieÃŸen wurde die normale AktivitÃ¤ wieder 

aufgenommen. Wahrscheinlich ist ein lÃ¤ngere Zeitraum mit langsam sinkenden 

Temperaturen nÃ¶tig damit A. marina sich an so niedrige Temperaturen anpassen kann. 

D e m  generell gilt, daÂ eine Anpassung um so tiefgreifender und erfolgreicher sein kann, 

um so mehr Zeit einem Organismus zur VerfÃ¼gun steht (Hochachka und Somero 1984). 

Auch weiÃ man, daÂ KÃ¤lteanpassun langsamer erfolgt als z. B. Warmeakklimation 

(Hochachka und Somero 1984). Bei dem hier vorgestellten Versuch wurden die Tiere 

sehr plÃ¶tzliche TemperaturÃ¤nderunge ausgesetzt und damit offensichtlich an die 
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Grenzen ihrer AnpassungsfÃ¤higkei gebracht. Dies kann mit einer begrenzten FÃ¤higkei 

verbunden sein, die Mitochondriendichte innerhalb einer kurzen Zeitspanne anzupassen 

oder die aerobe KapazitÃ¤ noch weiter zu steigern. Die Kosten der Mitochondrien- oder 

Enzymsynthese und der Erhaltung von Ionen- und Protonengradienten kÃ¶nnte der 

AnpassungsfÃ¤higkei genauso Grenzen setzen wie das eingeschrÃ¤nkt Platzangebot in der 

Zelle fÃ¼ mehr Enzyme oder Mitochondrien (Suarez et al. 1997). Durch eine langsame 

Anpassung kÃ¶nne Synthesekosten Ã¼be einen lÃ¤ngere Zeitraum verteilt werden, vor 

allem wird aber die MÃ¶glichkei zur qualitativen Anpassung gegeben. Diese MÃ¶glichkei 

ist im Lebensraum bei saisonaler TemperaturÃ¤nderun gewÃ¤hrleistet 

3.3.2. Energiestoffwechsel wÃ¤hren der Akklimation an hohe 

Temperaturen 

Die FÃ¤higkei zur Akklimation an HitzestreÃ wurde bei Temperaturen untersucht, die 4 OC 

oberhalb der entsprechenden kritischen Temperatur lagen. Nordsee-Tiere mit einer oberen 

kritischen Temperatur von ca. 21 OC wurden einer Temperatur von 25 OC ausgesetzt, 

wÃ¤hren WeiÃŸmeer-Tier mit einer oberen kritischen Temperatur von 17 OC bei 21 OC 

inkubiert wurden. Es zeigte sich, daÂ Tiere aus der Nordsee nicht in der Lage waren, sich 

akut an Temperaturen oberhalb der kritischen Temperatur anzupassen. Im Gegenteil, sie 

Ãœberlebte nur knapp einen Tag, nachdem die Konzentrationen der organischen SÃ¤ure 

Acetat, Propionat und Succinat sowie der Opine Alanopin und Strombin im Hautmuskel- 

schlauch signifikant angestiegen waren (Abb. 10, Publikation 111). Im Gegensatz dazu 

Ãœberlebte die WeiÃŸmeer-WÃ¼rm die Hitzeinkubation nicht nur fÃ¼ mindestens eine 

Woche, sondern sie waren auch in der Lage, trotz andauernder Hitze die anfÃ¤nglich 

Akkumulation der anaeroben Endprodukte (Abb. 10) sowie StÃ¶runge des SÃ¤ure-Basen 

Gleichgewichtes (Abb. 12) rÃ¼ckgÃ¤ng zu machen. Der Mechanismus, der der Erholung 

zugrunde liegt, ist nicht bekannt. Es ist aber mÃ¶glich daÂ die Mitochondriendichte, die 

aufgrund der KÃ¤lteanpassun erhÃ¶h war, im Laufe der Inkubation bei hohen Tempera- 

turen wieder reduziert wurde. Dies steht in Einklang mit der begrenzten Lebenserwartung 

der Mitochondrien von 5 Tagen (Alberts et al. 1986). Da die Mitochondrien bei einge- 

schrÃ¤nkte Sauerstoffzufuhr (s. 3.1.1 .) weniger Energie produzieren kÃ¶nne und die 

Diffusion von Metaboliten bei hohen Temperaturen nicht mehr limitierend ist, wÃ¼rde 

durch eine Senkung der Mitochondriendichte die Kosten fÃ¼ den Erhalt von Ionen- und 

Protonengradienten gesenkt und der Qlo-Effekt auf die Stoffwechselrate teilweise 

kompensiert. Folglich wÃ¼rd die obere kritische Temperatur, welche durch das Ungleich- 

gewicht von sauerstoffliefernden und -verbrauchenden Prozessen charakterisiert ist, zu 
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Abb. 10 Konzentrationen (pmol g-1 Frischgewicht) der organischen SÃ¤ure Succinat, 
Acetat und Propionat im Hautmuskelschlauch von Arenicola marina (a) aus der Nordsee 
oder (b) vom WeiÃŸe Meer vor und nach einem Temperaturanstieg im Sediment auf 4 OC 
Ã¼be die entsprechende obere kritische Temperatur. Nordsee-Tiere waren einer 
TemperaturÃ¤nderun von 12 auf 25 OC und WeiÃŸmeer-WÃ¼rm von 6 auf 21 OC 
ausgesetzt. Alle Tiere aus der Nordsee starben zwischen 24 und 72 Stunden nach der 
TemperaturÃ¤nderung Die Succinatkonzentrationen unterschieden sich signifikant 
zwischen den Populationen (p = 0,0001; Mittelwerte i- S.D.; n = 4 - 5 ;  * = signifikant 
verschieden vom Kontrollwert bei Oh; aus Publikation In). 

hÃ¶here Temperaturen verschoben. Das UnvermÃ¶ge der Nordsee-Tiere, sich an hohe 

Temperaturen anzupassen, mag daher auf eine begrenzte FÃ¤higkei zur Anpassung der 

Mitochondriendichte zurÃ¼ckzufÃ¼hr sein. Ob diese Reduktion der Mitochondriendichte 

in den subpolaren PierwÃ¼rmer aber tatsÃ¤chlic stattfindet und wie sie induziert wird, 

mÃ¼sse weitere Untersuchungen zeigen. 

Die Regulation der Mitochondriendichte erfolgt Ã¼be die Biogenese der Mitochondrien, 

die grÃ¶ÃŸtentei durch das Genom des Zellkerns kontrolliert wird, vor allem Ã¼be die 
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Syntheseregulation mitochondrialer Proteine (Darnell et al. 1986). Hefen, die unter 

anaeroben Bedingungen wachsen, besitzen keine vollstÃ¤ndig Elektronentransportkette, 

und Enzyme des ZitronensÃ¤urezyklu fehlen. Dennoch repliziert sich mitochondriale 

DNA normal und sogenannte Promitochondrien entstehen. Durch die Zufuhr von 

Sauerstoff wird die VerlÃ¤ngerun der Membranen der Promitochondrien sowie die 

Synthese mitochondrialer Proteine induziert, die durch das Kern- oder Mitochondrien- 

genom kodiert sind, so daÂ sich ausgereifte Mitochondrien entwickeln (Darnell et al. 

1986). Die Autoren vermuten, daÂ Sauerstoff die HÃ¤msynthes anregt, die in anaeroben 

Hefen mit sehr geringer Rate erfolgt. HÃ¤ seinerseits ist fÃ¼ die Transkription einiger im 

Kern kodierter rnitochondrialer Proteine notwendig. HÃ¤ scheint, zumindest in Hefen, an 

der Regulation der Transkription und der Koordination zwischen Kern und mitochondria- 

lern Genom unter Hypoxie beteiligt zu sein. Die Frage bleibt allerdings, ob Ã¤hnlich 

Regulationsmechanismen auch unter TemperaturstreÃ bei Evertebraten wirksam sind. 

In durch KÃ¤lt gestreÃŸte Sipunculus nudus schien ein Abfall der freien Energie unter den 

kritischen Wert von -52 kJ mol-1 mit schweren StÃ¶runge zellulÃ¤re Funktionen 

einherzugehen, die wahrscheinlich den Tod der Tiere nach 4 Tagen hervorriefen 

(Zielinski und PÃ¶rtne 1996). Auch in dem Kalmar Lolliguncula brevis lieÃŸe sich akute 

ErschÃ¶pfungszustÃ¤n mit einem Abfall der freien Energie auf Werte unter 44 kJ mol-1 

korrelieren (PÃ¶rtne et al. 1996, Zielinski et al. 1998a, b). In Nordsee-Tieren Ã¤nderte 

sich die ATP-Konzentrationen im ~autmuskelschlaich dagegen trotz der letalen 

Temperaturen nicht (Abb. 11). Ein Energiemangel und evtl. damit verknÃ¼pfte 

Zusammenbruch von Membranpotentialen, wie er z. B. bei anoxiesensitiven SÃ¤uger 

diskutiert wurde (Hochachka 1986, Storey und Storey 1990), scheidet daher als 

Todesursache aus, die so weiterhin unklar bleibt. In Tieren des WeiÃŸe Meeres kam es 

dagegen schon innerhalb der ersten vier Stunden bei 21 OC zu einem nominellen Abbau 

der ATP-VorrÃ¤t (Abb. 11). Normalerweise wird unter anaeroben Bedingungen der 

Energieverbrauch gedrosselt, um ATP-VorrÃ¤t zu schonen (Zebe et al. 1980, Hand und 

Gnaiger 1988, Storey 1996). Im Gegensatz dazu finden wir bei PierwÃ¼rmer vom 

WeiÃŸe Meer einen drastischen Anstieg des Energieverbrauches bei Temperaturen 

oberhalb der oberen kritischen Temperatur, der nicht ausreichend durch anaeroben 

Stoffwechsel oder durch die PhosphagenvorrÃ¤t gepuffert werden konnte. In diesem 

Zusammenhang muÃ wiederholt werden, daÂ sich auch nur in WeiÃŸmeer-Tiere die 

aerobe Stoffwechselrate erhÃ¶hte wenn die Tiere Temperaturen unterhalb der unteren 

kritischen Temperatur ausgesetzt wurden. Im Vergleich zu den Nordsee-WÃ¼rmern bei 

denen kein signifikanter Anstieg der aeroben Stoffwechselrate zu sehen war, Ã¼berlebte 

die subpolaren Tiere sowohl extrem hohe als auch niedrige Temperaturen deutlich besser 
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Abb. 11 ATP-Konzentrationen (pmol . g-1 Frischgewicht) im Hautmuskelschlauch von 
Arenicola marina aus der Nordsee oder vom WeiÃŸe Meer vor und nach einem Tempe- 
raturanstieg im Sediment auf 4 OC Ã¼be die entsprechende obere kritische Temperatur 
(Mittelwerte L S.D.; n = 5; * = signifikant verschieden vom Kontrollwert bei Oh; 
modifiziert nach Publikation 131). 

(Publikation 11). Die WÃ¼rme vom WeiÃŸe Meer scheinen demnach energieverbrauchende 

Mechanismen zu besitzen, die die Toleranz gegenÃ¼be extremen Temperaturen erhÃ¶hen 

MÃ¶glic erscheint die Synthese von Hitze-Schock-Proteinen, die andere Proteine 

stabilisieren, die Aggregation von denaturierten Proteinen verhindern und bei der 

Wiederherstellung der TertiÃ¤rstruktu geschÃ¤digte Proteine helfen (Hoffmann und Parson 

1994). Hinzu kÃ¶nnt die Synthese von sogenannten ice-nucleatures kommen, die in 

einigen Muscheln die Gefriertoleranz erhÃ¶he (Loomis und Hazel 1987), ein Anstieg des 

Gehaltes an Ubiquitinkonjugaten, die beschÃ¤digt Proteine abbauen (Hofmann und 

Somero 1995, 1996) oder die ErhÃ¶hun der Konzentration an thermal-hysteresis 

Faktoren, welche die Eiskristallisation im Plasma verhindern (Aarset 1982). Da die 

Synthese dieser Faktoren und Proteine energieaufwendig ist (Atkinson 1977, Hawkins 

1991), kÃ¶nnte diese Mechanismen sowohl den Anstieg des aeroben und anaeroben 

Stoffwechsels erklÃ¤re als auch die erhÃ¶ht Toleranz der WeiÃŸmeer-Tier gegenÃ¼be 

extremen Temperaturen. Bei dieser Betrachtungsweise darf allerdings nicht vergessen 

werden, daÂ auch temperaturbedingte SchÃ¤de zu einer ErhÃ¶hun der Stoffwechselrate 

fÃ¼hre kÃ¶nnen z. B. indem die Durchlgssigkeit von Mitochondrienmembranen erhÃ¶h 

und damit der Energieverlust durch Protonenleaks vergrÃ¶fier wird (Hardewig und 

PÃ¶rtner unverÃ¶ff Daten). Eine erhÃ¶ht Stoffwechselrate wiederum kann zu einer 

VerstÃ¤rkun des oxidativen Stresses und damit zu SchÃ¤digunge fÃ¼hren Daher muÃ eine 

Steigerung der Stoffwechselrate auch mit einer ErhÃ¶hun der antioxidativen KapazitÃ¤ 

einhergehen. TatsÃ¤chlic konnte eine Verdopplung der AktivitÃ¤ der Superoxiddismutase 



Diskussion 

im Chloragoggewebe von A. marina nach einer Akklimation von 5 auf 20 OC nach- 

gewiesen werden (Buchner et al. 1996). Dieses Enzym entgiftet im Tier gebildete 

Superoxidanionen (02'" ) .  Populationsbedingte Variationen in der antioxidativen KapazitÃ¤ 

sind bisher jedoch nicht bekannt. Allerdings besitzen kleinere, stoffwechselaktivere 

PierwÃ¼rme der Nordsee verglichen mit grÃ¶ÃŸer Tieren der gleichen Population eine 

hÃ¶her AktivitÃ¤ der Superoxiddismutase (Buchner et al. 1996). 

3.3.3. SÃ¤ure-Basen-Haushal unter Hitzestrefi 

Unterschiede zwischen den Populationen in der Reaktion auf HitzestreÃ zeigten sich auch 

in der FÃ¤higkei zur pH-Regulation. Bei 4 'C oberhalb der oberen kritischen Temperatur 

kam es schon innerhalb von 4 Stunden zu einem drastischen Abfall des intrazellulÃ¤re 

pH-Wertes (Abb. 12). In Nordsee-Tieren wurde eine AnsÃ¤uerun um 0,2 pH-Einheiten 

gemessen, wÃ¤hren bei WÃ¼rmer des WeiÃŸe Meeres ein Abfall um 0,6 pH-Einheiten 

auftrat. Die AnsÃ¤uerun in den subpolaren Tieren Ã¼berschrit damit bei weitem den Wert, 

der gemÃ¤ der alphastat Hypothese (Reeves 1972) nach einer TemperaturerhÃ¶hun zu 

erwarten gewesen wÃ¤re Der Populationsun~erschied lÃ¤Ã sich sowohl auf die 

48 Zeit (h) 
72 

Abb. 12 Nach einem Temperaturanstieg im Sediment auf 4 OC Ã¼be die obere kritischen 
Temperatur von Nordsee- (von 12 'C auf 25 Â¡C und WeiÃŸmeer-Tiere (von 6 OC auf 21 
'C) fiel der intrazellulÃ¤r pH-Wert innerhalb von 4 Stunden signifikant ab. Nach 1 Tag 
begann der pHi-Wert in WeiÃŸmeer-Tiere wieder zu steigen, wÃ¤hren alle Nordsee-Tiere 
innerhalb von 3 Tagen starben (Mittelwerte k S.D.; n = 5; A = Kontrollen (WeiÃŸe Meer, 
6 Â¡C) 5 = WeiÃŸmeer-Tier (21 'C); * = Nordsee-Tiere (25 'C); modifiziert nach 
Publikation I). 



Diskussion 

metabolische Protonenproduktion zurÃ¼ckfÃ¼hre die in WeiÃŸmeer-Tiere deutlich 

ausgeprÃ¤gte war als bei den Nordsee-Tieren (Abb. 6, 1 l) ,  als auch auf Unterschiede in 

der intrazellulÃ¤re PufferkapazitÃ¤t Der intrazellulÃ¤r Nichtbikarbonat-Pufferwert (Â§NB 

war bei den borealen PierwÃ¼rmer um 23 % hÃ¶her so daÂ in den subpolaren WÃ¼rmer 

die metabolisch freigesetzten Protonen nicht so gut abgefangen werden konnten. Dies 

kÃ¶nnt teilweise auf den hÃ¶here Mitochondriengehalt der WeiÃŸmeer-Tier zusÃ¼ckgefÃ¼h 

werden, da die mitochondriale Matrix eine geringere PufferkapazitÃ¤ besitzt als das 

Zytosol (PÃ¶rtne und Sartoris 1998). Hinzu kommt, daÂ die WeiÃŸmeer-Tier aufgrund 

ihrer KÃ¤lteanpassun wahrscheinlich die FÃ¤higkei zur schnelleren pH-Regulation 

besitzen (PÃ¶rtne und Sartoris 1998), was sich auch in einem deutlichen netto Protonen- 

transport aus der Zelle wÃ¤hren 4stÃ¼ndige Hitzeexposition zeigte (Abb. 13). Vermutlich 

kÃ¶nne sich die subpolaren Wiirmer wegen der hÃ¶here Mitochondriendichte auch 

schneller von einer Anaerobiose erholen (Moyes et al. 1992), ihr Pufferwert ist aber 

aufgrund der KÃ¤lteanpassun geringer als bei den Nordsee-WÃ¼rmern In einer non-steady 

^nct ^^nChtresP. 

Netto H +- ~r ans t 
aus der Zelle 

Nordsee WeiÃŸ s Meer 

Abb. 13 Ã„nderunge der Protonenkonzentration (pmol . g-1 Frischgewicht) im 
HautmuskeIschlauch von Arenicola mariiza aus der Nordsee und vom WeiÃŸe Meer nach 
einer TemperaturerhÃ¶hun im Sediment auf 4 'C Ã¼be der oberen kritischen Temperatur. 
Die Protonenbalance aus anaerobem Stoffwechsel (AH+met,) ergab sich aus Daten der 
Publikation 111, wie in Abb. 6 dargestellt. Die nicht-respiratorische Protonenproduktion 
(AHinicht-lÂ¥esp, wurde mittels folgender Gleichung berechnet: 

AH+nicht.resp,: = IÃŸNB X ApHi - ABic (rnrnol 1-1) 

(fiir: nicht-resp., nicht respiratorisch; Ã Ÿ N B  Nichtbikarbonat-Pufferwert; Bic, 
Bikarbonat). Anderungen der Bikarbonatkonzentrationen wurden vernachlÃ¤ssigt da 
bisher keine temperaturbedingten Anderungen derselben in Geweben vom Pierwurm 
beschrieben wurden (Toulmond 1977, Klein 1994). Die Unterschiede in der 
metabolischen und nicht-respiratorischen Protonenproduktion in WeiÃŸmeer-WÃ¼rme 
lassen auf einen Netto-Protonentransport aus der Zelle schlieÃŸe (PÃ¶rtne 1987b; 
Mittelwerte; n = 5; modifiziert nach Publikation 111). 
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state Situation, wie sie nach dem Ã¼berschreite der kritischen Temperatur auftritt, ist der 

intrazellulÃ¤r pH-Wert in den kaltadaptierten Tieren daher stÃ¤rke von der metabolischen 

Protonenproduktion abhÃ¤ngig 

3.3.4. Bedeutung der Ammoniumakkumulation 

HitzestreÃ geht auch mit einer Akkumulation von Ammoniurnionen im Hautmuskel- 

schlauch einher, obwohl unter den experimentellen Bedingungen genug Seewasser 

vorhanden war, in das Ammoniak bzw. Ammonium hÃ¤tt ausgeschieden werden kÃ¶nnen 

Da nur das ungeladene Ammoniak die lipophilen Membranen permeieren kann und das 

VerhÃ¤ltni von Ammoniak zum geladenen Ammonium pH-abhÃ¤ngi ist, ist auch die Zahl 

der diffundierenden Teilchen pH-abhÃ¤ngig Beim Absinken des intrazellulÃ¤re pH-Wertes 

werden daher mehr Ammoniurnionen in der Zelle zurÃ¼ckgehalten Der Konzentrations- 

anstieg kann aber auch auf eine gesteigerte Ammoniumproduktion zuruckzufÃ¼hre sein, 

z. B. durch eine ErhÃ¶hun der Stoffwechselrate oder durch eine Verschiebung vom 

Kohlenhydrat- zum Proteinstoffwechsel. Auch beim Adenylatabbau werden Ammonium- 

ionen freigesetzt. Da aber bei den WeiÃŸmeer-WÃ¼rme netto nur etwa 2 pmol Adenylate Â 

g-1 Frischgewicht abgebaut wurden, wÃ¤hren die Ammoniumkonzentration um ca. 10 

pmol- g-1 Frischgewicht anstieg, kann der Adenylatabbau nicht allein fÃ¼ den Konzen- 

trationsanstieg verantwortlich sein. Klein (1994) beobachtete, daÂ im Pierwurm bei 

Inkubationen unter hohen Temperaturen Muskelgewebe abgebaut wird. Auch bei den hier 

vorgestellten Experimenten kÃ¶nnt der streÃŸbedingt Anstieg des Energiebedarfes zum 

Teil durch den Abbau von Muskelproteinen gedeckt worden sein, wobei die dabei 

anfallenden Ammoniumionen durch den niedrigen pH-Wert im Gewebe zurÃ¼ckgehalte 

wurden. Die Erholung des SÃ¤ure-Basen-Haushalte nach drei Tagen konnte so auch zur 

Normalisierung der Amrnoniumkonzentrationen beitragen. 

Findet tatsÃ¤chlic ein Abbau von Muskelproteinen statt, steigt der Anteil der Mitochon- 

drien am Gesamtvolumen der Zelle. Von den geÃ¤nderte VolumenverhÃ¤ltnisse sind in 

diesem Fall weder der mitochondriale Energieverbrauch noch die Energieproduktion 

beeinfluÃŸt Lediglich der extramitochondriale Energieverbrauch sinkt und die Energie- 

Versorgung des restlichen Gewebes wird verbessert. Dadurch ergibt sich eine 

RÃ¼ckkopplung die mit zur Erholung der Tiere beitragen kann. 
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3.3.5. MÃ¶glich Auswirkungen der ErderwÃ¤rmun 

Es liegt die Vermutung nahe, daÂ an den Grenzen ihres Ausbreitungsgebietes lebende 

Tiere die Grenzen ihrer AnpassungsfÃ¤higkei erreicht habe und daher auch sensitiver 

gegen verschiedenste Formen von StreÃ sind, wie extreme Temperaturen oder 

Temperaturschwankungen. Mit einer ErhÃ¶hun der Amplitude von Temperatur- 

schwankungen und einer Vermehrung von extremen Wetterereignissen ist aber im Zuge 

der ErderwÃ¤rmun in Zukunft zu rechnen (Easterling et al. 1997, Kerr 1998, Knutson et 

al. 1998). 

Mit der Besiedlung des WeiÃŸe Meers hat der Pierwurm fast seine nordÃ¶stlichst 

Verbreitung im Gezeitenbereich erreicht, so daÂ die Besiedlung polarer Gebiete nur noch 

im Sublitoral stattfinden konnte, wo relativ konstante Temperaturen von -2 OC 

vorherrschen. Ist damit seine KapazitÃ¤ zur Temperaturanpassung erschÃ¶pft so daÂ in 

Folge der ErderwÃ¤rmun mit Verschiebungen der Verbreitungsgrenzen zu rechnen ist? 

Die hier vorgestellten Untersuchungen zeigen eher das Gegenteil, daÂ PierwÃ¼rme vom 

WeiÃŸe Meer eine recht hohe KapazitÃ¤ zur Temperaturanpassung besitzen, deutlich 

ausgeprÃ¤gte sogar als Tiere aus der Nordsee. Es ist daher unwahrscheinlich, daÂ der 

Anstieg der durchschnittlichen Jahrestemperatur einen negativen Effekt auf die Tiere vom 

WeiÃŸe Meer ausÃ¼be wird. SekundÃ¤r Effekte, wie Parasitenbefall oder eine 

Verschiebung des Nahmngsspektmms sind allerdings nicht auszuschlieÃŸen WÃ¼rme der 

Nordsee waren dagegen sehr empfindlich gegen HitzestreÃŸ so daÂ eine Verschiebung der 

Verbreitungsgrenzen von A. marina nach Norden mÃ¶glic erscheint. 

3.4. MÃ¶glich Ursachen fÃ¼ die unterschiedliche AnpassungsfÃ¤higkei der 

Tiere beider Populationen 

Bisher bleibt unklar, warum die entsprechenden Mechanismen in Nordsee-Tieren nicht 

ausreichen, um die Toleranz gegenÃ¼be extremen Temperaturen zu verbessern. 

Vermutlich besitzen die Tiere beider Populationen unterschiedliche Uberleben~strate~ien, 

die eng mit ihrem Lebensraum verbunden sind. Eine Stabilisierung des ATP-Spiegels und 

des SÃ¤ure-Basen-Status wie sie bei Nordsee-Tieren beobachtet wurde, ist notwendig, 

wenn die lokomotorischen FÃ¤higkeite aufrecht erhalten werden mÃ¼sse (Hand und 

Hardewig 1996). Ein niedriger pH-Wert und ein hohes Energieverbrauch, z. B. fÃ¼ die 

Synthese von Hitze-Schock-Proteinen, kÃ¶nne dagegen von Vorteil sein, wenn die 

BewegungsfÃ¤higkei keine Rolle spielt. Es ist daher wahrscheinlich, daÂ Nordsee-Tiere 

Hitze- oder KÃ¤ltestre vermeiden, indem sie tiefere Bauten graben, die Ã¼be 50 cm tief 
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sein kÃ¶nne (unverÃ¶ffentlicht Beobachtung). Hierzu ist es notwendig, daÂ sie ihre 

BewegungsaktivitÃ¤ behalten. Unter Laborbedingungen konnten die Tiere dagegen nicht 

fliehen und starben. Im Gegensatz dazu ist wegen einer im Untergrund liegenden Fels- 

und Lehmschicht die maximale Tiefe der Bauten der WeiÃŸmeer-Tier auf ca. 10 - 15  cm 

begrenzt (unverÃ¶ffentlicht Beobachtung). Diese WÃ¼rme sind daher besser angepaÂ§t 

ungÃ¼nstig Umweltbedingungen zu Ã¼berdauern Ein Vergleich mit Tieren anderer Gebiete 

des WeiÂ§e Meeres oder anderer subpolarer Regionen, in denen die Bodenbeschaffenheit 

vergleichbar mit den Bedingungen ist, denen die Nordsee-Tiere ausgesetzt sind, kÃ¶nnt 

helfen diese Hypothese zu Ã¼berprÃ¼fe Denn KÃ¤lteanpassun an sich scheint schon einen 

EinfluÂ auf die Resistenz mariner Evertebraten gegen widrige UmstÃ¤nd zu haben. So 

zeigten von Oertzen und Schlungbaum (1972), daÂ Muscheln arktischen Ursprungs zwar 

hitzeempfindlicher sind, dagegen aber deutlich hÃ¶her Sauerstoffmangel- und H2S- 

Resistenzen besitzen als boreale Arten. Eine weitere Ursache fÃ¼ die grÃ¶ÃŸe KapazitÃ¤ der 

subpolaren WÃ¼rmer sich an TemperaturÃ¤nderunge anzupassen, mag an den grÃ–i3ere 

Temperaturschwankungen liegen, denen die Tiere vom WeiÂ§e Meer gegenÃ¼be den 

Nordsee-WÃ¼rmer in ihrem Lebensraum ausgesetzt sind (s. Einleitung). 

3.5. Die Bedeutung von Acetat: eine Hypothese 

Acetat, welches in das Muskelgewebe vom Pierwurm diffundieren kann (Holst und Zebe 

1984), rief bei Zugabe zum Inkubationswasser (Endkonzentration 7 mmol- 1-1) eine 

6fache ErhÃ¶hun des Sauerstoffverbrauches in kaltadaptierten PierwÃ¼rmer hervor 

(Publikation 11). In verschiedenen Evertebraten und Vertebraten, darunter Menschen, 

wurden Laktat oder Ethanol, Endprodukte des anaeroben Stoffwechsels, als Mittler 

zwischen ungunstigen Umweltbedingungen und einer Verhaltens- und Stoffwechsel- 

Ã¤nderun identifiziert (z. B. Crawshaw et al. 1989, Ferrannini et al. 1993, PÃ¶rtne et al. 

1994, de Wachter et al. 1997). Auch wird zum Beispiel die Stoffwechselregulation unter 

hypoxischen Bedingungen bei anoxietoleranten SchildkrÃ¶te Ã¼be eine ganze Kaskade 

von Prozessen gesteuert, die mit einem Sauerstoffsensor beginnt, Ã¼be verschiedene 

hÃ¤mhaltig Proteine weitergeleitet wird und in einer Reduktion des Energieumsatzes und 

anderen Schutzmechanismen endet (Hochachka et al. 1997). Im Gewebe von A. marina 

wird kaum Laktat gebildet, stattdessen akkumuliert bei temperaturbedingter Anaerobiose 

U. a. Acetat. Es ist daher mÃ¶glich daÂ im Pierwurm Acetat die Rolle als Mittler zwischen 

ungunstigen Umweltbedingungen und einer Verhaltens- und StoffwechselÃ¤nderun 

Ã¼bernimmt die Laktat in anderen Tieren spielt, und damit die Ãœberlebensfahigkei der 

kaltadaptierten Tiere steigert. Die vermutete Synthese von Hitze-Schock-Proteinen oder 

anderen Schutzmechanismen gegen extreme Temperaturen kÃ¶nnt so - statt 
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(ausschlieÃŸlich neuronal Ã¼be einen Temperaturrezeptor - zum Beispiel durch Acetat 

zusammen mit Catecholaminen induziert werden. Die ErhÃ¶hun der aeroben KapazitÃ¤ 

wahrend der Kalteanpassung kÃ¶nnt von Bedeutung sein, da durch die Steigerung der 

Stoffwechselrate die acetatbedingte Ã„nderun des Stoffwechsels deutlicher hervortrat und 

so fÃ¼ uns meÃŸba wurden. Wahrscheinlich werden aber wahrend der Kalteanpassung 

auch noch weitere Faktoren, wie das Hormonsystem, verÃ¤ndert die ihrerseits die 

Signalkaskade beeinflussen kÃ¶nnen Auch im Menschen kann eine Acetatinfusion zu 

einem Anstieg des Sauerstoffverbrauches fÃ¼hren allerdings sind auch hier noch andere 

Faktoren von Bedeutung, wie eventuell der Gesundheitszustand (Burnier et al. 1992). 

Sowohl im KÃ¼stenbereic der Deutschen Bucht als auch in der Kandalaksha Bucht des 

WeiÃŸe Meeres, findet man im oberen Litoral nur junge PierwÃ¼rmer wahrend im 

Sublitoral ausschlieÃŸlic Adulte leben (Werner 1954, Beukema und De Vlas 1979, 

Kolyakina 1980). Anhand von Wurmfangen in Planktonnetzen (Beukema und De Vlas 

1979), Tierfunden am Strand (Werner 1954, 1956) und Magenuntersuchungen von 

Fischen (Kolyakina 1980) zeichnete sich das Bild ab, daÂ im Laufe des Winters Tiere des 

oberen Gezeitenbereiches aktiv in die WassersÃ¤ul aufsteigen, ins Sublitoral wandern und 

sich dort wieder eingraben. Diese Wanderung ist zwar mit vielen Verlusten verbunden, 

eine Wanderung durchs Sediment ist aber zu energieaufwendig (Trevor 1978) und daher 

auf einen Radius von weniger als einen Meter begrenzt (Kolyakina 1980). Werner (1956) 

vermutete, daÂ der AuslÃ¶se fÃ¼ diese horizontale Winterwanderung in der Temperatur- 

anderung zu finden ist, genauer, daÂ die Winterwanderung einsetzt, wenn nach einer 

lÃ¤ngere Frostperiode eine geringe ErwÃ¤rmun stattfindet. Solche Wanderungen sind 

auch von der Plattmuschel Maconza balthica bekannt. Dazu kommen die sonst im 

Sediment lebenden jungen Muscheln zwischen Januar und MÃ¤r an die OberflÃ¤ch und 

lassen sich mit den EbbstrÃ¶me verdriften, um sich in tieferliegenden Gebieten wieder 

anzusiedeln (de Vlas 1973). SÃ¶rli (1988) zeigte, daÂ M. balthica durch Kaltereize 

angeregt werden kann, aus dem Sediment zu kommen. Unbekannt ist dagegen bisher, 

wie der Kaltereiz sowohl in der Plattmuschel als auch im Pierwurm auf die Verhaltens- 

anderung einwirkt, zumal ein einfacher Kaltereiz nicht ausreichte, warm adaptierte 

Pierwurmer aus dem Sediment zu treiben (unverÃ¶ffentlicht Daten). Es ist mÃ¶glich daÂ 

Acetat in kalt angepaÃŸte Tieren (s. 0.) den Kaltereiz transformiert und damit die 

Winterwanderung auslÃ¶st Untersuchungen zum Verhalten der Tiere im Thermo- 

gradienten sowie weitere Analysen zur Wirkung des Acetats auf die Stoffwechselrate 

mÃ¼Â§t hier in Zukunft KlÃ¤run verschaffen. Zu dieser Hypothese paÃŸt daÂ kleinere 

PierwÃ¼rme spÃ¤ter d. h. bei niedrigeren Temperaturen abwandern als groÃŸ WÃ¼rme 

(Werner 1956). Kleine Tiere besitzen im allgemeinen eine hÃ¶her Mitochondriendichte 

(Brand 1990) und ihre untere kritische Temperatur mÃ¼ÃŸ demnach bei niedrigeren 
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Werten liegen als bei groÃŸe Tieren. Nach der oben beschriebenen Hypothese wÃ¼rd 

Acetat daher erst bei niedrigeren Temperaturen akkumulieren und das Signal zum 

Abwandern kommt folglich spÃ¤te als fÃ¼ groÃŸ WÃ¼rmer 

3.6. Isoenzymvergleich 

3.6.1. Genflufi zwischen den atlantischen und der WeiBmeer-Population 

Der Verwandtschaftsgrad zwischen der Nordsee- und der WeiÃŸmeer-Populatione wurde 

mittels elektrophoretischer Isoenzymanalyse bestimmt, um der Frage nachzugehen, ob es 

sich bei den Populationsunterschieden um eine phÃ¤notypisch Akklimatisation oder um 

genetische Adaptation handelt. Eventuelle geographische AbhÃ¤ngigkeite sollten dabei 

von der genetischen Varianz getrennt werden, indem zusÃ¤tzlich Populationen aus 

sÃ¼dlichere (Frankreich und Niederlande) und nÃ¶rdliche (Norwegen) Gebieten in die 

Untersuchung mit einbezogen wurden (Publikation IV). Es zeigte sich, daÂ sich die 

untersuchten Gene (Nei's genetische IdentitÃ¤t Nei 1975) zwischen den einzelnen 

atlantischen Populationen (von Frankreich Ã¼be die Niederlande und Deutschland nach 

Norwegen) kaum voneinander unterschieden. Die WeiÃŸmeer-Populatio differierte 

dagegen mit einem IdentitÃ¤tswer von 0,89 signifikant von den anderen Populationen. 

Eine genetische IdentitÃ¤ von unter 0,9 ist ein Hinweis, daÂ die Populationen zu 

unterschiedlichen Unterarten gehÃ¶re kÃ¶nnen die Isoenzymanalyse alleine reicht jedoch 

nicht aus, um diesen Punkt zu klÃ¤ren Unterschiede zwischen den atlantischen und der 

WeiÃŸmeer-Populatio zeigten sich auch in den Werten der Gendifferenz Fst. Dieser Index 

ist ein MaÃ fÃ¼ die Unterschiede in der Allelfrequenz einzelner Loci zwischen den 

Populationen. Wenn alle Populationen in die Berechnung eingingen, war der Durch- 

schnitts-Fst-Wert aller Loci hoch (0,21), so daÂ sich eine signifikante Gendifferenz 

zwischen allen Populationen ergab. Betrachtete man dagegen nur die atlantischen 

Populationen, sank der Wert auf durchschnittlich 0,06. In Muschelpopulationen mit 

hohem GenfluÃ liegt die Gendifferenz zwischen 0,01 bis 0,03, falls die Populationen nur 

einige hundert Kilometer von einander entfernt sind. Bei einer geographischen Trennung 

von einigen tausend Kilometern steigt der Fst-Wert auf 0,04 bis 0,06 (Dillon und Manzi 

1992, Grant et al. 1992, Saavedra et al. 1993, Hummel et al. 1994, 1995). Dies zeigt, 

daÂ der GenfluÃ zwischen den atlantischen Populationen als stark angesehen werden 

kann, der Austausch mit der WeiÃŸmeer-Populatio jedoch unbedeutend ist. Der Pierwurm 

besitzt kein planktonisches Larvenstadium, Eier kÃ¶nne aber mit der StrÃ¶mun verdriftet 

werden. Auch wird hÃ¤ufige eine postlarvale Migration beobachtet (Wolff 1973). Dieser 

Transport bzw. die postlarvale Wanderung scheinen auf jeden Fall auszureichen, um 
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einen starken Genaustausch zwischen den atlantischen Populationen zu erreichen. Ein 

Genaustausch mit der WeiÃŸmeer-Populatio wird wahrscheinlich durch die hydro- 

graphische und geographische Isolation des WeiÃŸe Meeres unterbunden (Zenkevitch 

1963). Starke StrÃ¶munge im nordÃ¶stliche Bereich des WeiÃŸe Meeres (im Gorlo und 

Voronka Sund) sorgen fÃ¼ starke Turbulenzen der WassersÃ¤ule Als Folge davon ist der 

Boden mit extrem hartem Sediment bedeckt, welches kaum Flora und Fauna beherbergt. 

AuÃŸerde schaffen die Gezeiten keinen Wasseraustausch zwischen dem WeiÃŸe Meer 

und der Barentsee, sondern die Wassermassen werden im Gorlo nur hin und her 

verschoben, so daÂ eine Barriere fÃ¼ Larven und Gameten entsteht. 

3.6.2. Einflun der Temperatur bzw. des Genflusses auf die Allelfrequenz 

einzelner Isoenzyme 

Die starke Gendifferenz zwischen den Populationen im Atlantik und im WeiÃŸe Meer 

ging mit abrupten Ã„nderunge in der Allelfrequenz einzelner Isoenzyme einher. So 

unterschieden sich die Frequenzen der Glukosephosphatisomerase (GPI) und der 

Phosphoglukomutase (PGM) in den WeiÃŸmeer-Tiere signifikant von den Frequenzen in 

den atlantischen Populationen (Abb. 14). Dies spricht dafÃ¼r daÂ die Frequenzen dieser 

Allele vor allem durch die hydrographische und geographische Isolation des WeiÃŸe 

Meeres beeinfluÃŸ sind. Auch in der Seeanemone Metridium senile zeigen die Allel- 

frequenzen von GPI und PGM eine geographische AbhÃ¤ngigkei (Hoffmann 1981a, b), 

allerdings scheint hier die Temperatur den Ausschlag fÃ¼ die latitudinale Verteilung der 

verschiedenen Allele zu geben. Ã„nderunge in der Allelfrequenz der Isocitratdehydro- 

genase 2 (IDH2), die als mitochondriales Enzym identifiziert wurde, erfolgten im 

Pierwurm kontinuierlich mit der Entfernung der Populationen voneinander. Besonders 

auffÃ¤lli sind die FrequenzÃ¤nderunge der Allele fÃ¼ IDH2-A und IDH2-B, die 

gegenlÃ¤ufi linear mit Unterschieden in der Jahresdurchschnittstemperatur des Wassers 

korrelierten (Abb. 14). Geographische AbhÃ¤ngigkeite des Genotypes innerhalb einer Art 

wurden hÃ¤ufi beobachtet und lieÃŸe sich meist mit Unterschieden in der SalinitÃ¤ oder 

der Temperatur in Beziehung setzen, auch wenn die direkte Ursache solcher Verlaufe 

bisher ungeklÃ¤r blieb (z. B. Koehn et al. 1976, Endler 1977, Hoffmann 1985, Hummel 

et al. 1995). Auch die Ã„nderun des Isoenzymmusters wÃ¤hren der Larvalentwicklung 

von Heringen ist temperaturabhangig. Hier scheint die aerobe KapazitÃ¤t die in Larven 

grÃ¶ÃŸ ist als in Jungfischen, eine entscheidende Rolle zu spielen, da bei niedrigen 

Temperaturen das larvale Isoenzymmuster lÃ¤nge erhalten bleibt (Johnston et al. 1997). 

FÃ¼ die Isocitratdehydrogenase von Nordsee- und WeiÃŸmeer-Tiere konnten signifikante 

Unterschiede u. a. in der Temperaturabhangigkeit ihrer AktivitÃ¤ nachgewiesen werden 
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(Publikation 11). Es ist daher mÃ¶glich daÂ die Temperatur einen entscheidenden 

Selektionsdruck auf die Expression verschiedener Isoenzyme im Pierwurm ausÃ¼be 

konnte. 

2 4 6 8 10 12 14 16 
Temperatur (Â C) 

Abb. 14 Allelfrequenzen verschiedener Enzyme im Pierwurm Arenicola nzarina in 
AbhÃ¤ngigkei von der durchschnittlichen Jahrestemperatur im Seewasser im 
entsprechenden Sammelgebiet. (A) Die Allelfrequenz der Isocitratdehydrogenase 2 
(IDH2) korrelierte linear mit der Temperatur im Lebensraum. (B) Die Allelfrequenzen der 
Glukosephosphatisomerase (GPI) und (C) der Phosphoglucomutase (PGM) zeigten 
dagegen eher eine geographische AbhÃ¤ngigkeit die Frequenzen der WeiÃŸmeer-Populatio 
(bei 3,6 Â¡C unterschieden sich signifikant von den Frequenzen in den atlantischen 
Populationen (modifiziert nach Publikation IV). 
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3.6.3. Grad der Heterozygotie 

Der mittlere Heterozygotiegrad, der ein MaÃ fÃ¼ den Anteil von Individuen mit hetero- 

zygoten Allelen innerhalb einer Population ist, korreliert in vielen Organismen mit der 

Wachstumsrate (Koehn und Gaffney 1984, Zouros 1987, Koehn et al. 1988) oder mit 

der KapazitÃ¤ zur anaeroben Energiegewinnung (Vockaert und Zouros 1989, Bayne und 

Hawkins 1997). Es wird vermutet, daÂ durch die Diversitat von vorhandenen Enzymen 

heterozygote Individuen effizienter auf Anderungen von Umweltfaktoren reagiert kÃ¶nnen 

Dies ist mit einer Senkung der Umsatzrate von Proteinen gekoppelt (Hawkins 1991), so 

daÂ mehr Energie fÃ¼ den Erhaltungsstoffwechsel, Wachstum und Fortpflanzung oder fÃ¼ 

kÃ¶rperlich HÃ¶chstleistunge bei Flucht und Jagd zur VerfÃ¼gun steht (Vockaert und 

Zouros 1989). Tieren mit einem geringeren mittleren Heterozygotiegrad wird daher eine 

geringere FitneÃ zugeschrieben. Dies paÃŸ zu dem Befund, daÂ Organismen, die unter 

stabilen Umweltbedingungen leben, meist einen geringeren Grad an Heterozygotie zeigen 

(Moon und Hochachka 1971). Der mittlere Heterozygotiegrad war in PierwÃ¼rmer vom 

WeiÃŸe Meer mit 0,129 nicht signifikant geringer als in Tieren aus der Nordsee mit 0,148 

(Publikation IV). Jedoch war die Ãœberlebensfahigkei der subpolaren WÃ¼rme unter 

TemperaturstreÃ deutlich grÃ¶ÃŸ als die der borealen. Offensichtlich hat bei diesen Tieren 

der mittlere Grad an Heterozygotie, der anhand verschiedener Enzyme mit 7 Loci 

bestimmt wurde, keinen EinfluÃ auf die FitneÃ unter den experimentell gegebenen 

Bedingungen. Allerdings zeigten die Phosphoglucomutase und die Glukosephosphat- 

isomerase in der WeiÃŸmeer-Populatio nicht nur eine unterschiedliche Allelfrequenz 

(Abb. 14), sondern auch einen deutlich hÃ¶here Grad an Heterozygotie als in der 

Nordsee-Population. Es scheint daher, daÂ verschiedene Enzyme, die unterschiedlich 

wichtige Rollen im Stoffwechsel spielen, auch einen unterschiedlichen Beitrag zu dem 

VerhÃ¤ltni des Heterozygotiegrades und der FitneÃ leisten (Koehn et uL. 1988). 
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Abstract Temperature dependent changes in the mode of 
cnergy metabolism and in acid-base status were studied in 
the range from -1.7 to 26 'C in two populations of Are- 
nicola marina collected in summer as well as in winter 
from intertidal flats of the North Sea (boreal) and the 
White Sea (subpolar). Extreme temperatures led to an 
accumulation of anaerobic end products, indicating the 
existence of both a low and a high critical temperature, 
beyond which anaerobic metabolism becomes involved in 
energy production. In summer animals from the North 
Sea the high critical temperature was found a t  tempera- 
tures above 20 Â¡C and the low critical temperature below 
5 "C. Latitudinal or seasonal cold adaptation lead to a 
more or less parallel shift of both high and low critical 
temperature values to lower values. Between critical 
temperatures intracellular pH declined with rising tem- 
perature. Slopes varied between -0.012 and -0.022 pH- 
unitsPC. In summer animals from the North Sea. the 
slope was slightly less than in White Sea animals, but 
differences appeared independent of the season. However, 
slopes were no longer linear beyond critical temperatures. 
A drop in intracellular pH at low temperatures coincided 
with the accumulation of volatile fatty acids in the body 
wall tissue of North Sea animals. A failure of active pH, 
adjustment is held responsible for the reduced ApHJAT at 
temperatures above the high critical temperature. Extra- 
cellular pH was kept constant over the whole temperature 
range investigated. The ability of North Sea animals to 
adapt to temperatures beyond the critical temperature is 
poor compared to White Sea specimens. The larger range 
of temperature fluctuations at  the White Sea is seen as a 
reason for the higher adaptational capacity of the sub- 
polar animals. A hypothesis is proposed that among other 
mechanisms critical temperature values are Set by an 

adjustment of mitochondrial density and thus, aerobic 
capacity. 

Key words Acid-base status Alpha-stat 
regulation Anaerobic metabolism Cold 
adaptation Critical temperatures . Intracellular 
pH . Temperature adaptation . Volatile fatty acids 

Abbreviations PCA perchloric acid . Tc critical 
temperature Tci lower critical temperature Tcil high 
critical temperature . pH, . intracellular pHe 
extracellular pH 

Animals are directly influenced by temperature since the 
rates of biochemical and physiological processes change 
and extreme temperatures or temperature variations can 
cause lethal injuries [reviews: Hochachka and Somero 
(1980); Prosser (1991)l. Recently, the effects of tem- 
perature on marine coastal ecosystems have come into 
focus owing to the process of global warming (Beukema 
1979, 1992; Southward et al. 1995). An increase in mean 
global temperature is paralleled by a rise in the fre- 
quency and magnitude of thermal fluctuations. There- 
fore. animals must not only adapt to changing 
temperature ranges but also have to cope with extreme 
events. If the limits of adaptability are passed, the bor- 
ders of distribution of a species will change. 

Temperature effects on biochemical and physiological 
processes likely relate to changes in the protonation of 
niacro- and micromolecules and therewith also to the 
acid-base status. The details of these interrelations are 
not verv well understood. Based on bis work with bull- 
frogs, Reeves (1972) postulated that pH in various body 

A. Sommer - B. Klein - H . 0 .  PÃ¶rtne (ES) 
Alfred-Wegener-Institut fÃ¼ Polar und Meeresforschung, compartments changes with temperature at  -0.017 pH 
Biologie ~IOkophysiologie, Colnmbusstrasse. units per Â¡ (ApHPC), such that the protonation of 
D-27568 Bremerhaven, Germany, histidine imidazole residues in enzymes is kept constant 
Tel.: +49-47114831 307, Fax: +49-47114831 149, (X-stat hypothesis). The constant degree of protonation 
e-mail: hpoertnera AWI-Bremerhaven. de is interpreted to maintain the functional properties of a 



protein. However, \'alues ot' ApHI0C differ between 
plasn~a and tissue and between difTerent tissues. There- 
Sore. Butler and Day (1993) concluded that intra- and 
extracellular pH are regulated independentiy. Since pH 
and metabolic regulation are interdependent processes 
(PÃ¶rtne 1989). tlie effects of temperature induced 
changes in intra- and extracellular acid-base Status on 
metabolic regulation need to be addressed, 

Most studies of the influcnce of teniperature on nle- 
tabolism have focussed primarily on O2 consumption. 
For many invertebrates it has been shown that an in- 
crease in temperature leads to a rising 0; consumption 
until a temperature threshold is surpassed, above which 
O2 consumption decreases (Kristensen 1983). For some 
invertebrates of the intertidal Zone. the relationship be- 
tween temperature and O2 consumption rate is peculiar 
in that the n~etabolic rate is independent of ambient 
tcmperature over a wide temperature range (Vernberg 
and Vernberg 1964; Newell and Pye 1970a,b). 

The lugworn~ Arenicola mar'ma can be found in the 
coastal area of nearly the whole northern hemisphere, 
from Siberia via Western Greenland to the pacific coast 
of North America, from Iceland and Spitsbergen via the 
North Sea up to tlie Mediterranean (Hartmann-schrÃ¶ 
der 1971; Wesenberg Lund 1953). where it builds L- 
shaped burrows in the sediment of the inter- or subtidal 
Zone (DÃ¶rje 1972). In this habitat A. marina is not only 
exposed to different climates - from polar to subtropic - 
but also to seasonal and diurnal temperature changes. 
The metabolic rate of the lugworm remains nearly 
constant between 10 and 20 Â¡ and therefore a higher 
rate prevails at  lower temperatures than expected from 

tl ie reaction velocity-temperature relationship (KrÃ¼ge 
1964). On the other hand, the rate of ventilation, which 
is a main energy consuming process (Toulmond and 
Dejours 1994), is reduced at low temperatures (Seymour 
1972). The question therefore arises whether the balance 
between the changes in Oi delivering mechanisms and in 
0; consuming processes is disturbed beyond specific 
temperature values, which may lead to hypoxia in the 
tissue and the onset of anaerobic metabolism. 

The present study was designed to compare the in- 
fluence of temperature on the aerobic or anaerobic mode 
of energy metabolism in A. mar'ma from boreal and 
subpolar regions, and to investigate how potential 
changes in metabolism are related to changes in acid- 
base Status. Critical temperatures could be identified 
which were characterised by a transition to anaerobic 
metabolism. Therefore. the question was addressed as to 
whether an adaptation to changing temperatures and to 
latitudinal, climatic differentes is associated with differ- 
enccs 01- a shift in those critical teniperatures. 

Materials and methods 

Specimens of Arenicola mcirina were collected in 1994 from inter- 
tidal flats of the Nortli Sea near Dorum. Germany ("North Sea 

aniiri,ils") 2nd of the White Seil near Kartesh. Russia ("White Sca 
animals"). They were kept in the lahoratory in aquana  filled with 
weil-aerated natural hrackish sea water (22%) and a 10 cm bottom 
layer of sediment Temperatures \aned around 2 "C (hinter) and 
hetween 10 and 12 'T (summer) ("North Sea animals") or V-as 
maintained at 3.5 2 0 5 *C and 6.4 Â 0.5 'C ("White Sea ani- 
nials"), These teniperatures are referred to as control temperatures. 

Expei-imeiital procedure 

The aniniais were moved to separate -containers filled with sedi- 
ment and sea water at control temperatures vvhere they were al- 
loued to construct hurrows. After 24 h of preincuhation, the 
containers uere placed into aquarid containing sea water with 
diflerent pre-set temperatures. Norlh Sea aninlals collected in 
Januar> w'ere exposed to -1.7. 0. 2 (control teniperature). 5. 10 or 
17 Â¡C speciniens collected in August or September t o  temperatures 
between -1.7 and 25 'C (North Sea) or 26 'C (White Sea) for 10 h. 

In order to compare animals exposed to temperature changes 
while dwelling in sediment or unhuried in Open sea water, winter or 
summer aniinals from the North Sea were placed into a darkened 
20-container filled with 2 or  10 "C sea water (in accordance with 
the control ternperature maintained in holding tanks) without se- 
diment for 24 h. Worms collected in winter were moved into 
aquaria containing aerated sea water at -\.5. 0, 2 (control tem- 
perature), 8 or  15 Â¡C where they remained for another 24 h. 
Sumnier animals kept at 10 'C  were incuhated a t  temperatures 
between 0 and 25 "C. 

Long-term incubations of summer animals from the North and 
the White Seas took place at -1.7 'C. at control temperature or  at 
temperatures 4 "C above the respective high Tc which had been 
determined in the previous experiments. 

Coelomic fluid was ohtained hy opening the body wall at the 
6th Segment. The liquid was collected in ice-cold Eppendorf caps. 
which were immediately transferred into liquid N3 after closing. 
Head and tail were dissected, the body wall opened completely and 
gonads as well as the digestive tract removed hy use of tissue Paper. 
The body wall musculature was hlotted dry and freeze clamped in 
liquid N2 hy means of a precooled Wollenberger clamp (Wollen- 
berger et al. 1960). Samples were stored in liquid N3 until analysed. 

Analysis of intracellular p H  was performed according to PÃ¶rtne 
et al. (1990). T o  reduce the period during which the tissue or  tissue 
powder may hecome contammated hy CO: condensation. the body 
wall musculature was only coarsely crushed in liquid N: using 
mortar and pestle. The coarse powder was transferred into Ep- 
pendorf caps filled with 200 pl of ice-cold medium consisting of 
2 mmol - 1 '  nitrilotrs'~cetic acid and 160 mmol. 1-I  potassium 
fluoride. After filling with medium, caps were sealed air hubhle free, 
and final extraction took place in an  ultrasonic water hath at -7 'C 
for l min. Coelomic fluid collected as described above was analysed 
for pH,, using a temperature-controlled capillary pH electrode 
(Radiometer. Copenhagen). Preliminary experiments had shown 
that freezing in liquid N2 prior to analysis had n o  influence on 
coelonlic fluid pH. 

For the determination of metaholite concentrations body wall 
tissue was powdered using a mortar cooled with liquid N2. Ap- 
proximately 300 mg of powder were added to an excess (3x) volume 
of precooled 0.6 mol-I"' PCA. An Ultra-Turrax T8 (Janke & 
Kunkel. FRG) was used to homogenize the tissue. Precipitated 
protein was removed hy centrifugation. The extract was neutralized 
with 5 n i m o l - 1 '  potassium hydroxide and a l:6-mixture of solid 
K2COj/KHCOi. A second centrifugation withdrew precipitated 
potassiun~ perchlorate. 

After PCA extraction succinate was nieasured spectro- 
photometrically in an cnzymatic fest according to Beutler (1989). 
ATP according to  Trautschold et al, (1989) and ADP and A M P  
following Jattorek and Welsch (1989). Determination of inorgdnic 



phosphate occurred as descr~bed by PÃ¶rtne (1990). A method 
modified from Hardewig et al. (1991) was used to measure the 
concentrations of the fatty acids propionate and acetate in PCA 
extracts, diluted with deionized water. using a Dionex BIO LC ion 
chromatograph (Idstein, FRG). Fatty acids were separated'on an 
o n  exclusion column (Dionex ICE-AS I), using 0.125 m m ~ l . l - ~  
octanesulphonic acid as an eluent with a flow rate of l ml Â ¥ m i n  at 
40 'C. Peaks were monitored with a conductivity detector. A micro 
membrane suppressor (Dionex AMMS-ICE) regenerated with 
5 m m o 1 . 1 '  tetrabutylammonium hydroxide was used to decrease 
background conductivity. Calibration curves were linear between 
acetate and propionate concentrations of 10 and 500 p n o l .  1 - I .  

Alanopine and strombine were measured by ion exclusion 
chromatography using a High Performance Liquid Chromato- 
graph (Beckman Instruments GmbH, Munichj. Separation was 
carried out at 45 'C on a Polyspher ARAC'coIumn for organic 
acids (Merck, Darmstadt), using 5 -  1 0 '  m o l . l i  HCI as an eluent 
with a flow rate of 0.6 m l m m ' .  A conductivity detector was 
utilized to  monitor the peaks. Standard opine solution for cali- 
bration was obtained by means of in vitro synthesis following a 
method modified from Siegmund and Grieshaber (1983). 

Statistics 

Data were checked for outliers beyond the r(95) limits of an r- 
distribution (rA > r(95)) using Naiimov's test (Noack 1980). Sta- 
tistical significance of differences was tested at the p <: 0.05 level 
using analysis of variance (ANOVA) or Covariance (ANCOVA) 
and the post-hoc Student-Newman-Keuls test for independent 
samples. Data are given as means 2 Standard deviation. 

In summer animals from the North Sea, anaerobic me- 
tabolites accumulated at  both very low and very high 
temperatures (Fig. la).  The Tc for the onset of anaerobic 
metabolism were between 2 and 5 'C (low Tc) and above 
20 'C (high Tc). Acetate concentrations in the body wall 
musculature increased significantly within 10 h after 
temperature was elevated to 26 'C or lowered to 
-1.7 'C, while propionate concentration rose only with 
falling temperatures. An increase in the levels of both 
acetate and propionate, although not yet significant, 
became apparent when the incubation water was cooled 
from 12 Â¡ (control temperature) to 2 'C. In North Sea 
animals collected in January the low Tc was found be- 
tween 0 and 2 'C (Fig. Ib) somewhat lower than in 
summer animals where the levels of acetate and pro- 
pionate were already slightly elevated at 2 'C. In these 
lugworms acetate accumulated to a level of 1.30 k 0.37 
pmol. g 1  fresh wt (11 = 3) after a small temperature 
drop from 2 to - 1.7 'C for 24 h. Thus, the rate of acetate 
accumulation at -1.7 "C did not differ significantly be- 
tween animals collected in summer (0.07 ? 0.03 
pmol- g-I fresh wt - h )  and in winter (0.05 ? 0.01 
pmol . g '  fresh wt . h l ) .  In contrast to summer animals. 

concentration changes were too small. Propionate and 
succinate concentrations reached significantly higher 
values when White Sea animals were exposcd to 26 Â¡ 
for 10 h than in North Sea worms exposed t o  25 Â¡ (Fig. 
la,  C; Table I). Overall, the high temperature threshold 
for the onset ofanaerobic metabolism was found slightly 
above 17 "C in animals from the White Sea. Changes in 
metabolite levels were already significant at 21 'C in 
these animals, whereas North Sea specimens were still 
completely aerobic at 20 "C. This observation suggests 
that the Tc is lower in White Sea animals than in lug- 
wornls from the North Sea. 

Anaerobic metabolism occurred at both very high 
and very low temperatures also when North Sea animals 
were permanently exposed to normoxia in open sea 
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n0 prOpiOnate accumu'ated in in Fig. l a x  Concentrations of volatile fatty acids in the body \vall tissue 
cinate leveis were insignificant in winter as as in of Arm;rol~i  ~ ~ z o r i ~ x i  d\vel1111g in sediment at different temperatures: 
summer animals (Table I). a North Sea sumn~er animals. after 10 h: b North Sea winter animals. 

Lugworms from the subpolar region of the White Ses after 24 h; C White Sea animals, after 10 h. No propionate could be 

showed similar temperature dependence of the tran- detected in the body wall tissue of winter animals from the North Sea 
(n  = 5; mean Â SD; Acetate; V Propionate: * = significantly 

sition to anaerobic metabolism as North Ses lugworms. different from the eontrol # = simifieantly diKerent from tlle 
However, a low Tc could not be clearly identified, since at 20 



Table l Succinate concentrations in the body wall of Ai'emcola incinna dwelling in sediment after 10 h of exposure to  difTerenE teni- 
peratures (pmol. fresh wt: mean 1 SD) 

North Sea animals White Sea animals 
Sumnier Winter Summer 

"s~gnificantly different from the control value 

a North Sea Summer 

North Sea Summer 

C North Sea Winter 

5 0 5 10  15 20  25 30 
Ternperature ("C) 

Fig. 2a-c Anaerobic metabolism in the body wall tissue of sununer 
a ,  b) and winter (C) animals from the North Sea afier 24 h of 
incubation in sea water uithout sediment at different temperatures. 
Curves of regression (2"" order) were sisnificant ( r  = 0.85 for acetate. 
r = 0.71 for propionate. r  = 0.5 for strombine: (a, b) data of 
ndividual animals. except for those collected at 0 'C: mean Â SD. 
I I  = 3. and 25 Y :  mean k SD. n = 4: (C) mean ? SD: 11 = 6 for 2 and 
-1.5 'C. n = 4 for 0. 8 and 15 'Cl 

water (Fig. 2). After a temperature rise in the sea water 
from 10 'C (control temperature) to 25 Â¡C acetate and 
propionate concentrations in the body wall musculature 
of summer animals increased significantly. When the sea 
water was cooled to below 10 'C  changes in volatile Satty 
acid levels were not indicative OS a low Tc, however, the 
opine strombine rose in winter animals incubated for 
24 h at  -1.5 'C.  When dwelling in sediment at low 
ternperatures, there was only a non-significant trend for 
strombine to accumulate in winter animals (Table 2). 
The higher level of muscular activity in animals without 
sediment is probably the reason for the higher level of 
strombine, which i c  known to accumulate during func- 
tional anaerobiosis. Alanopine levels neither changed 
with temperature in animals incubated in Open sea water 
nor in those dwelling in sediment (Table 2). 

The concentrations of ATP, ADP and AMP re- 
mained unaffected by temperature in the body wall tissue 
of animals incubated in open sea water, while the level of 
inorganic phosphate (P,) rose slightly at  higher tem- 
peratures (Fig. 3). Obviously, ATP-producing and ATP- 
consuming processes were more or less in equilibrium 
under those conditions. 

Lugworms incubated in open sea water showed a 
linear pH,/ten~perature relationship over the whole 
temperature range investigated (Fig. 4). pH, feil with 
rising temperature in both summer (ApH,/At = -0.019 
pH-unitsPC) and winter animals (ApHJAt = -0.012 pH- 
unitsPC) during 24 h. In contrast, pHe showed no de- 
pendence on temperature. Therefore, the values of pH, 
and pHe became significantly different at higher tem- 
perature. 

In animals dwelling in sediment intracellular pH de- 
clined with rising temperature only between 0 and 20 Â¡C 
Slopes varied around -0.020 pH-unitsPC. In summer 
animals from the North Sea the slope of -0.016 pH- 
unitsIoC was slightly less than in White Sea animals with 
-0.019 pH-unitsIoC, but differences in slopes were not 
significant and appeared independent of the season and 
the length OS the incubation period. With one exception, 
however, slopes were no longer linear beyond Tc. Only 
in White Sea animals was the slope seen to remain 
constant above Tc,,. Below Tc, the pH,/temperature 



Table 2 Opine concentrations 
in the body wall niusculature 
of Arenicola murinu (winter 
animals) dwelling in sediment 
or  incubated in open sea water 
at different temperatures for 
24 h. Strombine levels in ani- 
mals incubated without sedi- 
rnent are depicted Fig. 2 
(umol- g fresh wt; 
mean Â SD; none were sig- 
nificantly different from the 
control value at 2 "C) 

In sediment In open sea water 
Temperature Strombine Alanopine Temperature Alanopine 

-1.7 'C 1.35 Â 1.23 0.22 Â 0.32 -1.5 'C 0.54 Â 0.70 
(n = 4) ( n  = 5) ( U  = 7) 

0 Â¡ 0.34 k 0.19 C 0.01 0 Â¡ 0.01 Â 0.01 
(tz = 4) (n  = 4) (n = 4) 

2 0.24 Â 0.06 < 0.01 2 Â¡ I 2 2  : 1.12 
(11 = 4) (n  = 5) ( n  = 6) 

5 Â¡ 1.04 2 0.71 0.06 Â 0.05 8 'C 0.30 Â 0.36 
(U = 4) ( n  = 4) (n = 4) 

10 Â¡ 0.81 Â 0 2 8  0.10 2 0.02 15 'C  0.16 Â 0.05 
( n  = 4) (H = 4) ( n  = 4) 

17 'C 0.42 Â 0.25 0.13 Â 0.02 
(H = 5) n = 4) 

relationship showed a significant deviation from linear- 
ity. In summer animals, e.g. from the North Sea, pH, no 
longer rose but feil from 7.25 2 0.01 ( Ã ˆ  = 4) at 5 'C to 
7.14 k 0.10 (n = 5) at  -1.7 'C and in winter animals pHi 
feil from 7.38 2 0.03 (n = 4) at 0 'C to 7.29 ? 0.1 1 
(n = 5) at  -1.7 'C (Fig. 5 ) .  In lugworms from the North 
Sea the decrease in pH, at low temperatures coincided 
with the accumulation of acetate in the body wall. 

Latitudinal and seasonal adaptation 

The presence and extent of adaptational processes dur- 
ing exposure to 
summer animals 

during long-term incubations. The ability to adapt is 
interpreted to be associated with the reversal of an initial 
transition to anaerobiosis during long-tenn exposure to 
cold or heat. After a temperature drop from 12 to 
-1.7 "C the concentrations of Succinate, propionate and 
acetate rose in the body wall musculature of lugworms 
from the North Sea, but acetate only reached a sig- 
nificantly higher level after 7 days. There were no sig- 
nificant changes in the levels of the other metabolites 
and in intracellular pH (Table 3). However, no adaptive 
reversal of acetate accumulation could be detected, al- 
though all animals survived cold exposure for 7 days, a 

extreme temperatures was studied in 
from the North and the White Seas 

-5 0 5 10 15 20 

Temperature ("C) Ternperature ('C) 

Fig. 3 Adenylate concentrations and the concentration of inorganic Fig. 4 Intra- and extracellular pH in North Sea animals incubated for 
phosphate in body wall tissue of winter animals frorn the North Sea at 24 h in aerated open sea water at different temperatures (summer: data 
different temperatures after a 24 h period of incubation in open sea from individual animals, except for those collected at 0 'C: mean 
water (mean Â SD; n = 7 for 2 and -1.5 'C, n = 4 for 0 .8  and 15 'C: Â SD. n = 3; and 25 'C: mean Â SD. H = 4: winter: mean Â SD: 
* = significantly different from the control value at 2 "C) n = 6 f o r  2 a n d  -1.5Â¡C.n=4forO 8 and 1 5 T )  



a North Sea Winter 

b North Sea Summei 

niens. these aninials survived for only slightly longer 
than l day. Death of all animals occurred within 3 days. 
The respective metabolite data are summarized in 
Table 4. Succinate concentrations increased significantly 
during the first 4 h. acetate reached a significantly higher 
concentration after 10 h and a significant rise in pro- 
pionate concentration occurred within 24 h. In- 
tracellular pH dropped significantly during 4 h, after 
which this low value was kept constant. 

In contrast to North Sea animals, all White Sea 
lugworms not only survived long-term exposure to high 
temperatures but also exhibited an adaptive reversal of 
acetate accumulation. After a temperature increase in 
the sediment from 6.4 to 21.0 'C  (4 "C above the high 
Tc) the concentrations of acetate in the body wall 
musculature of White Sea animals rose significantly only 
during the first 4 h and decreased again thereafter (Fig. 
6). Finally, control values were reached within 3 days. 
Propionate concentrations showed no significant 
changes. pH, dropped to far lower levels in White Sea 
than in North Sea specimens under these conditions 
within 4 h but started to rise again after 1 day at 21 'C .  

7 3 r- C White Sea Summer 

Temperature (Â¡C 

Fig. 5a-c Intracellular pH in animals from the North and the White 
Seas after 10 h of incubation in sediment at different temperatures 
(n = 5; mean Â SD; * = significantly different from the control value) 

period not unusual for weather and temperature condi- 
tions in the German Bight. 

When sediment was warmed to 4 "C above the high 
Tc, for example from 12 to 25 "C in North Sea speci- 

Characterisation of two critical temperatures 

Intubation of A. murinu dwelling in sedirnent at very low 
temperatures led to rising acetate and propionate con- 
centrations in the body wall, which indicated that 
anaerobic metabolism became involved in energy pro- 
duction. However, no fatty acids were accumulated in 
lugworms kept at low temperatures in a large volume of 
sea water without sediment. This can be explained by 
passive diffusion of acetate and propionate into the 
larger volume of ambient water, whereas fatty acid efflux 
into the sea water was reduced in animals dwelling in 
sedirnent. Moreover, the degree of hypoxia was certainly 
less in animals dwelling in open sea water than in those 
exposed to low temperatures in the sediment. Never- 
theless, the accumulation of strombine in the body wall 
indicates that anaerobiosis is induced at low tempera- 

Table 3 Anaerobic metabolites 
and intracellular pH in the body Time Acetate Propionate Succinate P H I  
wall of Arenicola marina (h) ( p n ~ o l .  g fresh wt) 
("North Sea animals") in sum- 
mer after a temperature drop in 0.26 Â 0.08 0.02 Â 0.01 0.10 2 0.12 7.14 Â 0.07 
the sediment from 12 to -1.7 "C (n = 5) (n  = 5) ( n  = 4) (n = 5) 

(mean Â SD) 4 0.19 ? 0.10 0.02 L 0.01 1.45 Â 1.28 7.21 T 0.01 
(11 = 5) n = 5) ( n  = 5) (11 = 5) 

10 0.74 Â 0 32 0.05 Â 0.04 0.38 L 0.28 7.14 Â 0.10 
(17 = 5) ( n  = 4) (n = 4) ( n  = 5) 

24 0.53 L 0.73 0.01 2 0.02 0.25 Â 0.34 7.15 Â 0.15 
(n  = 5) (11 = 5) (n = 5) ( n  = 5) 

72 0.73 Â 0.36 0.14 Â 0.29 0.51 Â 0.42 7.13 Â 0.10 
(n  = 5) (n = 5) (n = 4) (n = 5) 

168 1 .OO Â 0.64* 0.50 Â 0.69 2.42 2 3.14 7.05 Â 0.29 
( n  = 5) (n = 5) (n  = 5) (n  = 5) 

'Significantly different from the control value (0 h) 



Table 4 Anaerobic metabolites 
and intracellular pH in the body 
wall of Arenicola ti?arina 
("North Sea animals") in sum- 
mer after a temperature rise in 
the sediment from 12 to 25 'C 
(mean Â SD). Anirnals started 
to die after 24 h and none were 
alive after 3 days 

Time Acetate Propionate Succinate PH, 
(h) (pmol . fresh \it) 

'Significantly different from the control value (0 h) 

tures even in animals incubated in normoxic open sea 
water. 

The low threshold for the onset of anaerobic meta- 
bolism was found at temperatures below 5 "C regardless 
of whether the animals were incubated in sediment or in 
open sea water. However, this threshold seemed to be 
ower  in winter animals from the North Sea (below 2 "C) 
than in summer animals (between 2 and 5 'C). In sum- 
mer animals from the White Sea a low threshold could 
not be significantly confirmed, but the trend of meta- 
bolite accumulation at  -1.7 'C suggests that it may be 
present. 

The relationship between temperature and the con- 
centrations of free fatty acids in the body wall muscu- 
lature can be described by a more or less U-shaped 

6.4 L , 
L I I 

0 2 4 48 7 2 

Time (h) 

Fig. 6 Concentrations of volatile fatty acids and intracellular pH in 
the body wall tissue of Arenicolu m a m  (White Sea animals) after an 
increase in temperature in the sediment from 6.4 to 21 "C (n  = 5; 
mean Â SD; 0 Acetate; V Propionate * = significantly different from 
the control value at 0 h) 

curve. Therefore, exposure OS A. marina to high tem- 
peratures is also linked to a transition to  anaerobic 
metabolism. Available evidence indicates that the reason 
for the onset of anaerobic metabolism at both low and 
high temperatures is an insufficient uptake and dis- 
tribution OS 0;. 

Mangum (1 978) reported that the haemoglobin in the 
blood of A. marina shows a Bohr effect and that blood 
pH rises with declining temperature. At low tempera- 
tures this would reduce 0; transport via the blood since 
0; affinity rises with decreasing temperature. A 50% 
reduction in oxygen transport could be elicited by a 
temperature drop from 23 to 6 'C. Moreover, Baumfalk 
(1979) observed a decrease in peristaltic movements in 
A. marina with declining temperature and  Seymour 
(1972) added that pulsation of the dorsal vein also di- 
minishes. As a corollary, Oz uptake and distribution in 
A. marina was not sufficient to meet O2 demand at  low 
temperatures even under normoxia, e.g. in well-oxyge- 
nated Open sea water. This conclusion is supported by 
recent findings in Siputzculus nudus dwelling in sediment, 
where a decrease in ventilation resulted in insufficient 0; 
supply and transition to anaerobiosis below a low Tc 
(Zielinski and PÃ¶rtne 1996). However, the findings in 
A. marina are different from those in Sipunculus nudus, in 
that neither opines nor volatile fatty acids accumulated 
in Sipunculus t~udus incubated in cold open sea water. 
This may be due to the fact that A. marina possesses a 
circulatory System, whereas Sipunculus nudus does not, 
emphasising that insufficient ventilation and circulation 
OS body fluids are setting the low Tc. 

At high temperatures in A. tnarina the temperature- 
dependent rise in energy demand can also not be met by 
the ventilatory and circulatory mechanisms of 0; sup- 
ply, especially, since ventilation rate drops sharply at 
high temperatures (Seymour 1972). Additional, anaero- 
bic energy production is therefore required. Conse- 
quently, a low and a high critical temperature (Tci and 
TcII) can be defined. which are characterised by the 
onset of anaerobic metabolism (Fig. 1). 

The question ren~ains Open why propionate accu- 
mulation is less in Nortli Sea than in White Sea anin~als 
under temperature induced hypoxia. In lugworms from 
the North Sea, Schmidt et al. (1992) found a uniform 
Q,,, as high as 4 for propionate formation during ex- 
treme hypoxia in a temperature range from 2 to 20 'C .  



The high QK) might be the reason for the low accumu- 
lation rate of propionate below Tcl in North Sea spcci- 
mens, but this does not explain the higher rate of 
propionate accumulation in White Sea than in North 
Sea animals. It is hypothesised (see below) that lug- 
worms from the White Sea possess a higher mitochon- 
drial density in their body wall musculature. explaining 
elevated succinate and propionate levels and a higher 
anaerobic mitochondrial metabolic rate. 

Acid-base Status 

Intracellular pH in the body wall musculature of lug- 
worms incubated at  different temperatures changed in 
accordance with the X-stat hypothesis (ApH,/AT = 
-0.017) such that changes in the dissociation equilibria 
of functional groups in enzymes would be kept in a 
narrow range (Reeves 1972; Howell et al. 1973; Walsh 
and Moon 1982). Values of ApH,/AT varied between 
-0.012 and -0.022. Similar values are reported by 
Toulmond (1977) for the blood of Arenicola and sonie 
other marine invertebrates. However, coelomic fluid is 
thought to represent the true extracellular fluid of the 
tissues in A. murina and coelomic fluid pH remained 
constant, such that extra- and intracellular pH changed 
independently in A. marina. A significant pH difference 
between body wall tissue and coelomic fluid resulted at 
rising temperatures, but the pH difference was still in the 
typical range of 0.1-0.2 units for A. marina (Portner 
1993). In contrast to A. marina, pH, in different tissues of 
the brown trout Sulino trutfa remained constant and 
unaffected by rising temperature, whereas blood pH 
declined (Butler and Day 1993). In the sipunculid Si- 
punculus nudus pHe could be identified as a key para- 
meter controlling metabolic rate (ReipschlÃ¤ge and 
Portner 1996). If this is also true for vertebrates and 
other invertebrates like A. marina, a constant pHe at 
changing pH, could be one reason why metabolic rate is 
relatively temperature independent in the lugworm be- 
tween 10 and 25 'C, as well as between 2 and 5 Â¡ 
(KrÃ¼ge 1964). These questions certainly require further 
investigation. 

In water breathing animals intra- and extracellular 
pH are adjusted by ion exchange mechanisms with some 
respiratory influence involved. Accordingly, the regula- 
tion of pH, with changing temperature is attributed not 
only to a passive but also to an active component, which 
is high in eurythermal species (Sartoris and PÃ¶rtne 
1996; van Dijk et al. 1996). However, the dope of the 
pH,/temperature relationship deviates from linearity 
beyond the critical temperatures in animals dwelling in 
sediment. indicating transition to a non-steady state si- 
tuation. On the one hand. gas exchange declines with 
reduced ventilation leading to respiratory acidification. 
On the other hand, anaerobic metabolic reactions in- 
fluence pH by releasing or binding Protons (PÃ¶rtne 
1987a,b; Portner et al. 1984b, 1986a,b). For example, 
propionate and acetate accurnulation cause pH to fall 

and, actually, in North Sea animals an accumulation of 
volatile fatty acids at low temperatures was accom- 
panied by the development of an acidosis, seen as a 
significant reduction in the temperature induced pH rise 
(Fig. 5) .  Above the high Tc, a failure of active pH, ad- 
justment might be a reason for the slope of ApH,/AT 
being reduced in North Sea animals. This deviation from 
the linear slope beyond TcII was not seen in lugworms 
from the White Sea. Here the higher extent of volatile 
fatty acid accumulation compared with North Sea spe- 
cimens might have caused the higher extent of acid- 
ification above Tc,,. Alternatively, cold adaptation 
increases the velocity and capacity of p H  regulatory 
mechanisms (Sartoris and PÃ¶rtne 1996). The reason for 
the lower intracellular pH in the body wall musculature 
of White Sea than of North Sea lugworms (Fig. 1) re- 
mains obscure. Similar results were obtained in Crangon 
crangon from the White and the North Seas (Sartoris 
and Portner 1996). This may indicate that some animals 
exposed to latitudial cold have a lower intracellular pH. 
possibly related to the increased mitochondrial contents 
(Portner et al. 1990). 

Latitudinal and seasonal adaptation 

In North Sea animals there were no seasonal differences 
in the rate of acetate accumulation at  -1.7 Â¡C It reached 
0.074 k 0.032 pmol. g 1  fresh wt h 1  in summer animals 
and 0.054 & 0.015 pmol - g 1  fresh wt h 1  in winter. But 
the low Tc, beyond which acetate accumulated, seemed 
to be lower in lugworms collected in winter. In White Sea 
specimens the rate of acetate accumulation was 
0.027 1 0.017 p n ~ o l -  g"' fresh wt -11"' and not sig- 
nificantly lower than in North Sea worms in both sum- 
mer and winter. Rates of acetate accumulation at 
temperatures above the high Tc were also not sig- 
nificantly different in summer animals from the North 
Sea (0.088 5 0.029 pmol-g"' fresh wt-h"'  at  25 Â¡C and 
the White Sea (0.051 2 0.007 p o l  -g"' fresh wt - h"' at 
21 ' C )  indicating similar capacities of acetate formation. 
From our data it can be concluded that a seasonal or 
latitudinal adjustment of the low or high Tc had no sig- 
nificant influence on the capacity of acetate formation. 

The high threshold for the onset of anaerobic meta- 
bolism was found above 20 Â¡ in summer animals from 
the North Sea. This temperature threshold is higher than 
in animals from the White Sea, where the Tc is close to 
17 "C. Together with the finding that acetate con- 
centrations reached significantly lower values in White 
Sea than in North Sea specimens at low temperatures, it 
seems that both low and high thresholds are shifted to 
lower temperatures in subpolar worms. The mechanism 
of the shift is still unknown, but the Pattern of changes 
in succinate and propiunate levels could Support a gen- 
eral hypothesis as described below. 

Concentrations of propionate and succinate were 
higher in White Sea than in North Sea animals after 10 h 
of incubation of high temperatures with a similar rate of 



acetate formation. This means an increased flux through 
the succinate-propionate pathway and a higher rate of 
mitochondrial ATP production in subpolar compared to 
North Sea lugworms. Obviously, White Sea animals 
have a higher energy demand at high temperatures, 
which might be related to the smaller size of the subpolar 
worms (1-3 g compared to 5-8 g of North Sea animals). 
On the other hand, the number of mitochondria was 
demonstrated to increase during cold acclimation in fish 
muscle (Sisson and Sidell 1987; Eggington and Sidell 
1989). The following hypothesis arises from the com- 
bined observations of lower Tci s and higher mito- 
chondrial ATP production in White Sea as compared to 
North Sea animals. Mitochondrial proliferation and the 
cost of maintenance of a higher number of mitochondria 
(e.g. maintenance of ion (proton) gradients) could lead 
to a rise (a higher "idling") of basal metabolism. This 
would explain elevated rates of succinate and propionate 
formation at  high temperatures in White Sea animals, 
which are living at  lower annual mean temperatures than 
North Sea worms. The rise in aerobic capacity asso- 
ciated with an acclimation to cold may be required to 
shift TcI to lower values, but owing to increased mi- 
tochondrial energy turnover, may cause TcI1 to fall as 
well. Further study is required to investigate whether 
these predictions really hold true. 

Long term incubations demonstrated that, within l 
week, North Sea animals were not able to adapt to 
temperatures beyond both high or low Tc. Rising con- 
centrations of acetate, propionate and succinate were 
caused by a temperature change from 12 to 25 or 
-1.7 "C. The onset of anaerobic metabolism and the pH 
decrease as well as the death of animals incubated at  
temperatures above the high Tc indicate a time-limited 
situation, but the exact mechanisms limiting survival are 
not known. Death after cold Stress linked to the onset of 
anaerobic metabolism, acidosis and the decrease in en- 
ergy Status below a possibly fatal level could be observed 
in Sipunculus nudus (Zielinski and PÃ¶rtne 1996). 

In the White Sea mean monthly surface temperatures 
in the Open parts of the Kandalaksha Guba increase 
from -1.5 'C in March to 13.5 'C  within 5 months and 
decrease again to 0 "C during the subsequent 4 months 
(Zenkevitch 1963). The surface temperature in the 
southern North Sea changes from February to August 
from about 5 to 16 Â¡ (Wolff 1983; Prandle and Lane 
1995). The temperature change near the coast is even 
larger in both areas. Therefore, the fluctuations which 
White Sea animals are exposed to, are larger than the 
ones experienced by North Sea worms. This is probably 
the reason for a higher capacity to adapt to temperature 
changes in the subpolar compared to the boreal worms. 
A correlation between geographical distribution and 
zonation On the shore and the tolerante to temperature 
changes was also found in intertidal barnacles and lim- 
pets (Southward 1958). 

After elevating the temperature to a value 4 'C above 
TcrI, White Sea animals not only survived, but were 
actually able to acclimate as indicated by the reversal of 

an initial transition to anaerobiosis (Fig. 6). The con- 
centrations of volatile fatty acids in the body wall tissue 
were highest after 4 h and declined again after 3 days. 
pH, also rose again after an initial drop. The mechan- 
isms of recovery remain unexplained. In the context of 
the above discussion it appears possible that  the elevated 
mitochondrial content hypothesized above to prevail in 
White Sea specimens as a consequence o f  cold adapta- 
tion. may be reduced during long-term acclimation to 
high temperatures. Thereby, the cost of mitochondrial 
maintenance ("idling") is reduced, compensating for the 
Qin  effect. In consequence. Tcn would b e  shifted to 
higher values. The limited ability to acclimate to tem- 
perature changes in North Sea specimens may therefore 
be linked to a limited capacity to adjust mitochondrial 
density. However, this hypothesis also requires further 
investigations. 

Conclusions 

A low and a high Tc can be defined, both of which are 
characterised by the onset of anaerobic metabolism. 
Beyond each Tc energy demand cannot be  met by ade- 
quate O2 supply owing to an insufficient capacity of 
ventilatory and circulatory mechanisms even under. 
normoxia. Additional anaerobic energy production is 
required. Acetate is a main end product of  temperature 
induced anaerobiosis in Arenicola marina both at low 
and high temperatures. Latitudinal or seasonal tem- 
perature adaptation lead to a more or less parallel shift 
of both Tc values. 

Betweencritical temperatures intracellular pH in the 
body wall 'musculature of A. marina changes in ac- 
cordance with the a-stat hypothesis but slopes are no 
longer linear beyond the Tci s. The deviation from lin- 
earity is caused by metabolic acidification or  may be due 
to a failure of active pH, adjustment. 

The ability of North Sea animals to adapt to tem- 
peratures beyond the Tc is poor when compared to White 
Sea specimens. The larger range of temperature fluctua- 
tions at  the White Sea is Seen as a reason for the higher 
adaptational capacity of the subpolar animals. However, 
the exact mechanisms enabling survival under extreme 
temperature conditions and causing an adaptive shift of 
the Tc are unknown. A hypothesis is developed that, 
among other rnechanisms,'Tc is Set by an adjustment of 
mitochondrial density and thus, aerobic capacity. The 
downward shift of the low Tc would require a rise in 
mitochondrial content, whereas an upward shift of the 
high Tc would call for a downward adjustment of mi- 
tochondrial density. With a more or less constant "dis- 
tance" between the two Tc values, setting the adequate 
Tc requires a trade-off between cold or heat resistance 
and the associated rise or drop in energy turnover. 
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Abstract 

The mechanisms, which define and adjust critical temperatures to the environmental 

temperature regime, were studied in two populations of the polychaete worm Arenicola 

marina from the North Sea (boreal) and the White Sea (subpolar). 

Adaptation to lower mean annual te~nperatures is reflected by a higher density of 

mitochondria in Arenicola marina from the White Sea as well as by a higher aerobic 

capacity of individual mitochondria. In the subpolar animals 2.4 times more mitochondria 

per pm2 muscle cell Cross section were found, which correlates with a higher oxygen 

consumption rate of White Sea compared to North Sea animals. Moreover, mitochondria 

from White Sea lugworms are characterised by a higher activity of cytochrome C-oxidase 

as well as by a NADP dependent isocitrate dehydrogenase with higher activities at high 

temperatures and lower values for the activation energy at low temperatures. These 

findings emphazise that a downward shift of the low critical temperature during cold 

adaptation implies a rise in oxygen demand and, in consequence, a concomitant lowering 

of the high tolerance threshold. 

Within the range of thermal tolerance metabolic rate is quite temperature 

insensitive in lugworms of both populations. Nevertheless, below the low critical 

temperature oxygen consumption rate of White Sea animals rises. Acetate, which 

accumulates at low temperatures in the body wall tissue, is able to elicit a rise in oxygen 

consumption rate in cold acclimated lugworms. The increase in metabolic rate is 

discussed to reflect the enhanced aerobic capacity and ability of White Sea animals to 

survive low temperatures. 

Key Words: Aerobic capacity, Arenicola i~zarirza, Cold adaptation, Cytochrome C-oxidase, NADP 

dependent isocitrate dehydrogenase, Metabolie rate, Mitochondria, North Sea, Polychaeta, Temperature, 

White Sea 



Introduction 

During the Pleistocene glaciations and particularly during the maximum of the Wurm 

Glaciation, the White Sea ceased to exist as a body of water, as it's basin was filled 

entirely by ice (Badyukov 1979). After the ice began to melt, first glacial lakes were 

formed and only thereafter began to communicate with the ocean waters from the North 

Polar Sea. But not before the second half of the Atlantic time (about 5.5 thousand years 

ago) the White Sea became free of ice and a purely marine stage developed (Badyukov 

1979). During the glaciation the entire shelf of the West Eurasian and American Arctic 

was covered by ice and outlet glaciers even descended deep into the ocean. Therefore, 

shallow water benthos was driven away not only from the White Sea, but from the whole 

West Eurasian Arctic (Nesis 1983). The resettlement of the White Sea occurred, 

therefore, with animals from the Arctic deep sea and with species from more southern 

areas of the North Atlantic (Govberg 1973, Nesis 1983). 

For species from the more southern regions, the conquest of new (free) areas in 

the White Sea was combined with the exposure to more extreme temperature conditions. 

Not only the mean annual temperature but also the minimum temperature in winter was 

and is still lower, and temperature changes in the short ice-free period of the White Sea 

are much faster than in the southern North Atlantic or in the North Sea (Zenkevitch 1963, 

Wolff 1983, Prandle and Lane 1995). Since temperature influences the rates of 

biochemical and physiological processes, such extreme temperatures or temperature 

changes can cause lethal injuries (for review See: Hochachka and Somero 1984, Prosser 

1991). Therefore, successful settlement and reproduction under the new temperatu.~ 

conditions of the White Sea required adequate adaptation. 

In ectothermic vertebrates cold adaptation comprises a rise in aerobic capacity, 

which permits to maintain cell functions in spite of low temperatures (for review see: 

Prosser 1991, Guderley 1998, PÃ¶rtne et al. 1998). Associated processes are adjustments 

in enzyme capacities (Crockett and Sidell 1990, Guderley 1990, Dahlhoff and Somero 

1993, Fester et al. 1993),.an increase in rnitochondrial or capillary densities (Campe11 and 



Davies 1978, Sisson and Sidell 1987, Guderley and Blier 1988, Eggington and Sidell 

1989, Londraville and Sidell 1990), changes in mitochondrial structure (Gaebel and 

Roots 1989, Ascher and Johnston 1991) or alterations in membrane compositions 

(Prosser 1991, Miranda and Hazel 1996). In contrast to vertebrates, studies on 

invertebrates focussed primarily On freeze resistance or mechanisms of freeze avoidance 

(for review See: Aarset 1982, Storey and Storey 1988, Loomis 1995). Comparatively 

little is known about the adjustment of aerobic metabolisrn with cold adaptation in marine 

invertebrates. 

Sommer et al. (1996, 1997) studied the capacity and constraints of temperature 

adaptation in the 1ugwormArenicola marina. It is thought, that this polychaete, which is 

distributed over the whole West Eurasian and American Arctic, from the Siberian Sea to 

the Pacific coast of North America (Wesenberg-Lund 1953, Hartmann-SchrÃ¶de 1971), 

has immigrated the White Sea from temperate Atlantic waters. Therefore, the worm is a 

suitable model to study cold adaptation in marine, eurythermal invertebrates not only to 

harsh winter conditions (seasonal cold) but also to life at lower mean annual temperatures 

(latitudinal cold). Previously, a low and a high critical temperature (Tc) were identified, 

which are characterised by the onset of anaerobic metabolism (Sommer et al. 1997). 

Owing to an insufficient capacity of ventilatory and circulatoiy mechanisms beyond each 

Tc, the energy demand of the lugworm could not be met by adequate oxygen supply, and 

additional anaerobic energy production was required. Comparisons of North Sea with 

White Sea lugworms as well as of Winter with Summer animals revealed that latitudinal 

or seasonal temperature adaptations led to a more or less parallel shift of both Tc's 

(Sommer et al. 1997). 

The present study was designed to investigate the mechanisms, which define the 

Tc's and which adjust the critical thresholds to the environmental temperature regime. 

Therefore, in comparison with lugworms from the North Sea, specimens from the White 

Sea were examined for their rate of aerobic metabolism, for mitochondrial densities in the 

muscle tissue and for the activity of key enzymes of aerobic metabolism. The comparison 

is restricted to summer animals from both populations. 



Materials and Methods 

Animals 

Specimens of Arenicola marina were collected from intertidal flats of the North Sea near 

Dorum, Germany ("North Sea animals") and of the White Sea near Kartesh, Russia 

("White Sea animals") near low water line. The boreal animals had a size of 5 to 8 g, 

compared to 1 to 3 g of the subpolar worms. Animals for the analysis of oxygen 

consumption and enzyme activity were kept in the laboratory in aquaria filled with well 

aerated natural brackish sea water (22 %O salinity, equivalent to natural conditions) and a 

10 cm bottom layer of sandy sediment. Temperature varied around 11 k 1 OC ("North Sea 

animals") or was maintained at 6 iz 0.5 OC ("White Sea ariimals"). 

oxygen consumption measurements 

Measurements were performed in the dark with worms inhabiting slightly bent Plexiglas 

tubes filled with heat-sterilised, natural sediment. The water flow through the tube was 

set to values between 2 and 3 ml- min-1 by means of a peristaltic pump Perimax 12 

(Spetec, Erdingen). Oxygen consumption was recorded continuously by a Clark Po2- 

electrode (Eschweiler, Kiel). The experiments started at 10 'C and temperature was 

lowered to -3 OC or was elevated to 25 'C in a stepwise procedure. After an acclimation 

period of up to 12 h for each temperature, oxygen consumption was recorded and the 

mean rate calculated for a period of 3 h. To prevent errors due to oxygen uptake by 

bacteria or the Po2-sensor, oxygen concentrations in the water were monitored at each 

temperature in experiments with tubes containing sediment only. 

In another experimental Set-up, measurements started directly at 1 k 0.5 OC and the 

oxygen tension in the aerated sea water was reduced close to the expected critical partial 

pressure (Pco2), to 25.7 k 0.2 Torr, by mixing air and N2 gas (Messer Griesheim, 



DÃ¼sseldorf using a gas mixing pump 2M303la-F (WÃ¶sthoff Bochum). An acclimation 

period of' about 3 hours was followed by the analysis of the rate of oxygen consurnption 

of individual worms. After another 3 hours sodium acetate (final concentration 7 nxnol- I- 

I )  was added to the sea water and changes in the oxygen uptake were monitored. 

Enzyme activities 

The activity of cyL^chrome C-oxidase (CYTOX; EC 1.9.3.1 .) was assayed according to a 

method modified from Hand and Somero (1983). After decapitation of the worins, tails 

were removed and longitudinal incisions were made in the body wall musculature to Open 

the animals. The digestive tracts and gonads were rernoved. The body wall tissues of 3-7 

animals (about 1.5 g) were pooled and washed in ice-cold extraction buffer (20 mn~ol -  1-1 

potassium phosphate buffer, pH = 7.4). The tissue was minced and hornogenised using a 

Teflon pestle and glass tube with a Heidolph RZR 1 drive and speed controller 

(Heidolph, Kehlheim). The homogenate was centrifuged twice at 2,000 g for 15 min and 

the supernatant of both centrifugation steps were pooled. For reversible acid precipitation 

of mitochondrial proteins 1 mol- 1-I acetic acid was added to the supernatant (pH = 5.6). 

Activity of cytochrome C-oxidase was determined in the pellet after a third centrifugation 

at 5,000 g for 15 rnin. The assay was perforrned with this resuspended precipitate. The 

reaction mixture consisted of 200 inmol- 1-1 potassium phosphate buffer (pH = 6.0) with 

1 mmol- 1-1 EDTA and 0.2 % reduced cytochrome C. The reaction was initiated by adding 

the enzyrne. Oxidation of reduced cytochsome C was monitored by following the decrease 

in absorption at 550 nm at controlled temperatures between 0 and 45 'C 

(Spectrophotorneter DU 7400, Beckman Instruments, Fullerton, California). 

A method by Sugden and Newsholme (1975) was used to deterrnine the activity 

of NADP dependent isocitrate dehydrogenase (IDH; EC 1.1.1.42) in homogenates 

prepared from inuscle tissue. Approxirnately 300 mg of body wall tissue were carefully 

rinsed with cold sea water and plotted dry by the use of tissue paper before they were 



rninced and homogenised using a Teflon pestle and glass tube (see above) in 5 ml ice-cold 

extraction buffer. The latter consisted of 50 mmol- 1-1 triethanolamine, 1 mmol- 1-1 

EDTA, 2 rnmol- 1-I MgCls and 30 mmol- 1-1 mercaptoethanol adjusted with KOH to pH = 

7.5. Mitochondria were ruptured by sonication for 2 X 25 s before the homogenate was 

centrifuged for 10 min at 600 g to withdraw cellular debris. Activity in the supernatant 

was assayed by following changes in absorption at .̂ = 339 nm. Temperatures varied 

between 0 and 30 'C (Spectrophotometer DU 7400, Beckman Instruments, Fullerton, 

California). The assay medium consisted of 70 rnmol- 1-1 TRIS hydrochloride buffer (pH 

= 7.5) with 1 mmol- 1-1 MnCl2, 8 mmol- 1-1 MgCl2 and NADP concentrations between 

0.5 and 2500 pmol- 1-1. The reaction was initiated by adding 22.5 mmol- l-I citratel 3 

rnmol- 1-1 D,L-isocitrate. 

Measurement of the preferred temperature range 

The prefen'ed temperature range was identified under infrared and red light by the use of a 

temperature gradient, constructed in an aquarium, 2 m long and 0.25 m wide, filled with 

70 1 of natural brackish sea water (22 %o) and an 0.5 cm bottom layer of sediment. The 

temperature gradient along the length of the aquarium was set to a range between 4 to 22 

or 30 'C. Maximum temperature was reduced from 30 to 22 'C after all animals had died 

in the first 3 runs by choosing the highest available temperature. 5 North Sea animals 

were placed simultaneously into the aquarium at about 10 'C. Movements of the 

lugworms were monitored for 3 days using a TV-Camera CCD 100s (Scharp, Dreieich) 

connected to a Panasonic Time Lapse Video Cassette Recorder AG 6730 and a Panasonic 

Video Monitor BT-H1450y (Matsushita Electric Industrial Co., Osaka). 



Electron microscopy 

The tissue of the body wall musculature was obtained from freshly collected animals. 

Head and tail were dissected, the animals opened completely and gonads as well as 

digestive tracts removed by use of tissue Paper. The body wall tissue was cut into cubes 

of about 1 mm3 with a sharp blade. Samples were fixed by Immersion in 0.1 mol- 1-1 

sodiumphosphate buffer containing 2.5 % (VIV) glutaraldehyde (pH = 7.2). Fixation was 

allowed to proceed for 30 rnin. Tissue was washed directly after fixation and periodically 

during Storage time with cold sodiumphosphate buffer (0.1 mol- 1-1) without 

glutaraldehyde. Samples were stored at 4 'C in the dark until further analysis. Then, post 

fixation was carried out with phosphate buffer containing 2 % (wlv) osmium tetroxide, 

followed by dehydration in acetone at increasing concentrations (40-100 % (VIV)) and 

immediate embedding in epoxide resin. Ultra thin sections (50-70 nm) were stained with 

uranyl acetate for 6 min and, subsequently, with lead citrate (Reynolds 1963) for 4 min. 

Sections were viewed on 200 mash grids with a transmission electron microscope CEM 

902 (Carl Zeiss, Oberkochen). Cross sections of the muscle cells were chosen at random, 

rnitochondria counted and the area of this Cross section evaluated using an area-weighting 

method. This method was preferred to the point-sampling technique, since mitochondrial 

distribution in the muscle cells was patchy. 

Data were checked for outliers beyond the r(95) limits of an r-distribution ( r ~  > r(95)) 

using Nalimov's test (Noack 1980). Statistical significance of differences was tested at 

the p 5 0.05 level using analysis of variance (ANOVA) or covariance (ANCOVA) and the 

post-hoc Student-Newman-Keuls test for independent samples. If not indicated 

otherwise, data are given as means k standard deviation. 



Temperature dependence of metabolic rate 

The influence of temperature on metabolic rate was investigated by oxygen consumption 

measurements in whole animals during exposure to temperatures from -3 to 25 'C. When 

temperature was lowered in a stepwise procedure from 10 to -3 OC oxygen consumption 

decreased in North Sea animals from 1.31 k 1.01 pmol 0 2 -  h-1- g-1 fresh wt. (means k 

S.D.; n = 14) to a minimum value of 0.50 k 0.55 pmol 02-h - l -  g-l fresh wt. (n = 5), 

(Fig. 1). With rising temperatures oxygen consumption increased to a value of 3.35 ?i 

2.44 pmol 02.  h-I- g-1 fresh wt. (n = 4) at 25 Â¡C However, the increase in metabolic rate 

with rising temperatures was not uniform. Qlo-values showed a minimum value of 1.37 

at temperatures between 5 and 15 'C, indicating metabolic rate to be relatively insensitive 

to temperature changes around the acclimation temperature (1 1 Â¡C) Lugworms from the 

White Sea also increased their oxygen consumption rate with rising temperatures from 

1.38 k 0.62 pno l  02.  h-1- g-1 fresh wt. (n = 3) at -1.7 OC to 12.49 k 10.15 pmol 02-h-1. 

g-1 fresh wt. (n = 4) at 25 'C. The Qlo increased with rising temperatures from a low 

value of 1.27 between 0 and 10 OC to a maximum of 3.25 between 15 and 25 'C. The 

temperature range characterised by the low Qlo-value, was shifted in these animals 

according to the acclimation temperature of 6 'C. In the whole temperature range 

investigated oxygen consumption rate was significantly by 1.4 t'o 3.0 times higher in 

White Sea than in North Sea worms. Even when the allometric Parameter given by 

KrÃ¼ge (1964) for the metabolic rate of A. murina is taken into accouit, metabolic rate 

was at all temperatures on average 2.1 times higher in White Sea than in North Sea 

animals. 

Another peculiarity was seen in White Sea animals at low temperatures. When 

temperature was reduced from -1.7 to -3 'C oxygen consumption did not decrease, as 

expected from the reaction velocity-temperature relationship, but even showed a 

significant rise to 2.46 k 0.70 pmol 02 h-1. g-1 fresh wt. (n = 7). The addition of 7 



mmol- I-I sodium acetate into the sea water at 1 'C shows (Fig. 2) that acetate, which 

accurnulates in the tissue of the lugworm at low temperatures (Sommer et al. 1997), 

induces a rise in oxygen consumption rate from 0.31 k 0.13 pmol 02.  g fresh wt: h-1 (n 

= 4) to 1.67 Â 0.56 pmol 0 2 -  g fresh wt: h-1 (n = 4). The higher metabolic rate was 

maintained for a maximum period of 1 hour, after which time it returned to control 

values. Changes in water pH did not occur during the addition of acetate. However, a rise 

in oxygen consumption rate at low temperatures or under acetate exposure was seen only 

in White Sea animals (during summer) or in North Sea lugworms acclimatised to cold 

(during winter). In spite of the accumulation of acetate in surnrner animals from the North 

Sea at low temperatures, no rise in oxygen consumption was observed. 

In North Sea animals acclimated to 11 'C the ability to survive temperatures below 

0 OC or above 20 OC was lirnited and many specimens died already during the acclimation 

period. In contrast, all subpolar worms survived the experimental procedure. 

Nevertheless, when lugworrns from the North Sea were allowed to choose their preferred 

environment in a temperature gradient (4-22 or 30 'C), most of the animals chose the 

highest available temperature, even if it was lethal (Table 1). Although most worrns swam 

at least once through the whole aquarium, no worm stayed in an area with a temperature 

below its acclimation temperature. However, no specific preference temperature of the 

lugworm could be identified with the experimental Set-up chosen. 

Population speczjic aerobic capacities 

According to the hypothesis of Sommer et al. (1997) mitochondria are involved in setting 

the Tc's in lugworms. Histological analysis of mitochondrial density in the body wall 

musculature (Table 2) actually demonstrated that the number of mitochondria in the body 

wall musculature was significantly higher in White Sea than in North Sea specimens. The 

number of mitochondria in the subpolar worms was 0.12 & 0.02 (mean k S.E., n = 63) 

per pm2 cross-sectional muscle area, whereas North Sea animals possessed only 0.05 k 



0.01 (n = 27) mitochondria per pm2. No differences in the ultrastructure or size of 

mitochondria were visible. Obviously, the elevated mitochondrial density in White Sea 

worms is quantitatively reflected by their higher metabolic rate (see discussion). The 

diffcrcnce in mitochondrial density by a factor of 2.4 is mirrored by a sirnilar increment in 

the oxygen consumption rate of whole animals (Fig. 1). 

The activity of cytochsome C-oxidase (U- g-1 fresh wt.), which is a measure of the 

capacity of aerobic energy production, was about 10 times higher in the subpolar than in 

the boreal animals over the whole temperature range investigated. A higher mitochondrial 

density in cold adapted animals could explain a higher enzyme content in the cells and 

therewith a higher activity, however, only by a factor of 2.4. Therefore, the rise in 

mitochondrial density cannot be the only reason for the difference in the activity of 

cytochsome C-oxidase. This is also supported by the fact, that the activation energy for the 

oxidation of cytochrome c at temperatures between 0 and 30 OC was lower for the enzyme 

of the White Sea lugworms (Table 3). Otherwise, the pattern of change in cytochrome c- 

oxidase activity with temperature in the range between 0 and 45 OC was similar in the two 

populations (Fig. 3). Cytochrome C-oxidase activity increased between 0-30 OC according 

to a Qlo value of 1.62 in North Sea animals and of 1.26 in White Sea lugworms, 

reaching a maximum activity at about 30 Â¡C Above this ternperature Qlo values decrease 

in both populations below 1.1, 

Diffesences between NADP dependent isocitrate dehydrogenases of both 

populations were not only expsessed in absolute activities (U- g-I fresh wt.) of the 

isoenzyrnes, but also in the pattern of temperature dependence. Below 3 or 5 OC activity 

was nearly independent of temperature changes in both populations. In the temperature 

range between 3 and 20 OC the activity of the White Sea isoenzyme, however, increased 

according to a Qlo value of 4.28, and decreased again to a Qjio value of 2.29 above 20 

'C. In North Sea worms a Qlo value of 2.53 was determined for the temperature range 

between 5 and 3 1 OC (Fig. 4a). Enzyme activity was significantly higher in the subpolar 

lugworms at temperatures above 20 Â¡C while at low temperatures the maximum activity 

was the same in both populations (Fig. 4a and 5b). In the present study the method of 



extraction did not allow us to distinguish between the activity of cytosolic or 

mitochondrial isocitrate dehydrogenases. The higher Qlo-value may therefore be 

explained by a higher rnitochondrial density in the subpolar worms and, consequently, an 

increase in the fraction of the mitochondrial enzyme, which may show higher Qlo-values 

compared to the cytosolic enzyme, as found in the teleost fish Fundulus heteroclitus 

(Gonzalez-Villaseilor and Powers 1986). However, neither the change in kinetic 

characteristics (Sautin and Malinovskaya 1988) nor in the isozyme Pattern (Hummel et al. 

1997) following cold acclimation or adaptation indicate the presence of cytosolic isocitrate 

dehydrogenase. Since we found significant differences in the kinetic properties of the 

enzymes of both populations it can be expected, that the activity of the cytosolic enzyme 

is neglectable, like in the muscle tissue of different mamrnals (Plaut et al. 1983). 

The enzyme of White Sea lugworms was also characterised by a higher affinity 

for NADP (Km = 16.8 pmol- 1-l) at low temperatures compared to North Sea worms 

(Km = 33.3 pmol- 1-1, Fig. 5b). The Arrhenius plot (Fig. 5a) shows a biphasic or even 

triphasic temperature dependence of the isocitrate dehydrogenase from North and White 

Sea animals, respectively. For both populations the plots revealed a significant break 

temperature at low temperatures (3 or 5 Â¡C) and the subpolar animals showed a second 

break at 20 Â¡C The values of activation energy (Ea) - the energy required for activation of 

the enzyrne-substrate complex - are seen in Table 3. In enzymes of both populations, Ea 

was lowest at low temperatures, whereas Ea values were especially high in the range of 

thermal tolerante of the cold adapted lugworms. 

Discussion 

Latitudinal cold compensation of metabolic rate 

Previously, the metabolic rate of Arenicola marina has been investigated under varying 

oxygen tensions in the sea water (Toulrnond 1975, SchÃ¶ttle et al. 1983, Toulmond and 
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Tchernigovtzeff 1984), but little is known about the influence of temperature. In an early 

study KrÃ¼ge (1964) found a temperature independent rate of oxygen consumption in 

lugworms from Helgoland, North Sea, between 10 and 20 OC during acute exposure after 

acclimation to 18 'C. Our data confirm, that the change in metabolic rate is minimized 

within the range of thermal tolerance. However, this range can shift depending on the 

acclimation temperature. North Sea animals acclimated to 11 OC exhibited acute metabolic 

compensation between 5 and 15 OC, while this range was shifted to temperatures between 

0 and 10 OC in cold (6 'C) adapted White Sea animals. Compensatory mechanisms are, 

therefore, suitable to minimize short term metabolic fluctuations within the window of 

tide-related and diurnal temperature changes in the respective habitat. The molecular 

mechanisms underlying acute temperature compensation of catabolism are complex and 

have been discussed extensively in an early review by Hazel and Prosser (1974). In 

contrast, comparatively little is known about the causes of the temperature insensitivity of 

energy consumption within the range of thermal tolerance and about the shift of the 

temperature insensitive range with acclimation. 

The concept of metabolic cold compensation implies, that organisms living under 

different temperature regimes strive to adjust metabolic rate to sirnilar values regardless of 

acclimatisation temperature (Hochachka and Somero 1984). Figure 1 shows in contrast to 

this concept, that the metabolic rate of the subpolar worms at their acclimation temperature 

of 6 OC was not the same, but even higher than the one of North Sea animals acclimated to 

11 OC, and that rates were above those of North Sea animals at each temperature 

investigated. The higher mitochondrial density in conjunction with an increase in aerobic 

capacity of each individual mitochondrion in lugworms from the White Sea (Table 2) is 

held responsible for the higher metabolic rate (see below). The higher mitochondrial 

density is likely to be a prerequisite for the maintenance of high activity levels at the 

subzero temperatures, which prevail for up to 9 months per year at the White Sea, and for 

a downward shift of the low Tc (for review see PÃ¶rtne et al. 1998). For example, 

Kolyakina (1980) found that lugworms interrupted their feeding behaviour for only 1.5 

days when sediment temperatures in the Kandalaksha Bay, White Sea, dropped to -3.5 
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'C. After that time normal feeding cycles were restored. Cold overcompensation may be 

visible in northern lugworm populations, since the species is eurythermal, whereas cold 

compensation has been questioned to exist for cold stenothermal polar or even more so, 

deep sea species (Clarke 199 1, Childress 1995, Thicl et al. 1996). 

The increase in oxygen consumption rate in White Sea animals at extremely low 

temperatures (Fig. 1) cannot be explained by the mechanisms of metabolic cold 

compensation or overcompensation (Hochachka and Somero 1984). Obviously, there is a 

drastic increase in energy demand at temperatures below the low Tc identified by Sommer 

et al. (1997). In lugworms from the North Sea such a rise in oxygen consumption was 

not evident. Moreover, a rise in metabolic rate was seen in the subpolar animals at high 

temperatures, which exceeded the increment observed in the temperate worms (Fig. 1). 

This may be interpreted in the context of the observation that the ability to survive 

temperatures beyond both critical values was more lirnited in North Sea animals (see also 

Sommer et al. 1996, 1997, Sommer and PÃ¶rtne 1998). In White Sea animals an energy 

demanding mechanism seems to exist, which improves survival at temperatures beyond 

critical thresholds. Potential candidates are: the synthesis of heat shock proteins, which 

stabilise proteins, prevent the aggregation of denaturated proteins and enable a refolding 

(Hoffmann and Parsons 1994); the synthesis of ice nucleatures, which improve survival 

in some mussels at temperatures below freezing (Loomis and Hayes 1987); an increase in 

the concentration of the thermal hysteresis proteins, which prevents ice crystallisation in 

the plasma (Aarset 1982); or a rise in the levels of ubiquitin conjugates, which eliminate 

irreversibly damaged proteins (Hofmann and Somero 1995, 1996). The synthesis of 

peptides or proteins is linked to high energetic costs. With the assumption that 

approximately 5 mol ATP are synthesised per mol of consumed 0 2 ,  and that for the 

synthesis of 1 mol protein (using equal amounts of all20 amino acids, with a mean mass 

of 0.12 g per mol) about 0.36 mol ATP equivalents are required (based on 4 ATPIpeptide 

bond, indirect costs like costs of cellular transport or RNA synthesis excluded, Atkinson 

1977), the increase in oxygen consumption rate in White Sea animals at low temperatures 

could reflect, according to a calculation by Atkinson (1977), synthesis of 7 pg Stress 
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proteins- g-I fresh wt: h-l. We hypothesize that at least some of these mechanisms are 

involved in enabling the survival of White Sea animals at extreme temperatures. 

An additional or alternative explanation arises from the observation that the 

addition of acetate (7 mmol- 1-I end concentration) to the sea water at 1 OC induced a 6- 

fold rise in oxygen consumption in Winter animals from the North Sea (Fig. 2). Acetate 

in the sea water can be absorbed by A. marina (Holst and Zebe 1984). Depending on  the 

pH gradient between sea water and extracellular fluid (about 0.4 pH units), acetate 

concentrations in the animals would be by a factor of 4 below those in the medium. 

However, animals can metabolise acetate (Holst and Zebe 1984) and low temperatures (1 

k 0.5 Â¡C reduce diffusibility (Sidell and Hazel 1987), so that a somewhat lower 

concentration may build up inside the woms.  This acetate level may therefore be close to 

the one found in the body wall tissue of A. marina at temperatures below the low Tc 

(about 1 pmol- g-I fresh wt., Sommer et al. 1997). In different vertebrates and 

invertebrates lactate, which is their specific anaerobic end product, was identified to be a 

mediator between unfavourable environmental conditions and the adaquate behavioural 

and physiological response, including a rise in the oxygen consumption rate (PÃ¶rtne et 

al. 1994, Watson et al. 1994, Wood and Gonzales 1996, de Wachter et al. 1997). Acetate 

causes a similar response in humans (Burnier et al. 1992). In A. tnarina volatile fatty 

acids like acetate or propionate accumulate in the tissue instead of lactate. We  

hypothesize, that in the lugworm acetate plays a role sirnilar to that which lactate has in 

vertebrates, as a mediator between low temperatures and the reaction norm (behavioural 

and physiological) of cold adapted animals, thereby supporting survival at extreme 

temperatures. However, in spite of the accumulation of acetate in summer animals from 

the North Sea at low temperatures no rise in oxygen consumption rate was induced. Only 

in cold adapted lugworms from the White Sea (latitudinal cold adaptation) and from the 

North Sea (seasonal cold acclimatisation) a rise in oxygen consumption rate was observed 

below the low Tc or under acetate exposure (Fig. 1 and 2). This indicates, that besides 

the changes in acetate concentration, some other factors, which change during cold 

adaptation, must be involved to pass On or transform the signal. The acetate induced 
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change in oxygen consumption in humans is also dependent on different factors like 

illness, stress or nutritional Support (Burnier et al. 1992). Possibly a rise in aerobic 

capacity as Seen during cold adaptation (see below) is required for the changes in 

metabolism to become visible. 

At high temperatures, but below short-term lethal limits, the ventilation rate of A. 

marina,  dwelling in artificial burrows, drops drastically, like in other polychaetes 

(Seymour 1972, Kristensen 1983). This cessation of ventilation was interpreted to be due 

to an internal mechanism that reduces or stops ventilation activity when the surface water 

is in some way noxious for the animals (Wells and Albrecht 1951, cited in Kristensen 

1983). This interpretation assumes the existente of a thermoreceptor, which should be 

able to identify temperatures above a specific threshold. However, when lugworms were 

allowed to choose their preferred environment in a temperature gradient, most of the 

worms chose the highest available temperature, even if it was lethal (Table 1). The drop 

in ventilation may actually be a response to the development of hypoxia, when oxygen 

demand can no longer be met and anaerobic metabolism Sets in. The drop in ventilation is 

an adaptational energy saving response typically involved in long term tolerance to 

anaerobiosis (for review see Grieshaber et al. 1994). However, in contrast to ventilation 

(Seymour 1972), overall metabolic rate is not reduced at high temperatures, as evidenced 

by the high oxygen consumption rates at 20 and 25 Â¡C Consequently, the discrepancy is 

enforced between processes consurning and providing oxygen, exacerbating hypoxia and 

anaerobic metabolism. Actually, the accumulation of anaerobic end products in lugworms 

was observed at temperatures above a high critical value by Sommer et al. (1997). 

Therefore, it appears likely that the cessation of ventilation in A. marina and the 

accumulation of anaerobic end products are correlated and indicate heat stress close to 

lethal temperatures. 



Mitochondrial proliferation in the cold 

Adaptation to lower mean annual temperatures is reflected by a proliferation of 

mitochondria in Arenicola rnarina (Table 2). 2.4 times inore mitochondria per pm2 muscle 

cell cross section were found in the subpolar than in temperate Zone animals. This is the 

first time, that such morphological changes are reported in invertebrates, indicating that 

this adaptational feature is not restricted to fish (e.g. Campe11 and Davies 1978, Sisson 

and Sidell 1987, Guderley and Blies 1988, Eggington and Sidell 1989, Londraville and 

Sidell 1990, Archer and Johnston 1991) but, on an evolutionary time scale, must be seen 

as an old mechanism. 

The main advantage of an increase in mitochondrial density is a rise in aerobic 

capacity at low temperatures. In addition, it rnay compensate for a rise in the viscosity of 

the cytoplasm (Sidell and Hazel 1987). An increase in dipole bonding with changing 

temperatures rnay also lead to a decrease in the diffusibility of small molecules, like 

oxygen or glucose, at low temperatures. Reduced diffusibility of metabolites and 

enzymatic substrates would restrict substrate turnover and energy production. Cold 

adaptation is directed, therefore, to compensate for this process. When the calculations by 

Sidell and Hazel (1987) using a one-dimensional diffusion equation for metabolites are 

applied to the data of White Sea lugworms, the higher mitochondrial density would 

compensate for the cold induced reduction of diffusion velocity to an extent which is 

equivalent to a temperature rise by approximately 10 'C. This correlates roughly with the 

difference in mean annual temperatures between White and North Seas (Zenkevitch 1963, 

Wolff 1983). However, a main role of the diffusibility of small substances has been 

questioned (Hubley et al. 1997) emphasizing that the capacity of aerobic metabolism rnay 

be the limiting factor owing to the temperature sensitivity of mitochondrial respiration. 

The increase in mitochondrial density causes a rise in aerobic energy production and, 

concomitantly, a shift of the low Tc to lower values (Sommer et al. 1997). 

However, cold adaptation by an increase in mitochondrial density may cause a rise 

in standard metabolic rate, as seen in the higher oxygen consumption rate of White Sea 
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animals (Fig. 1). Even when the population specific differences in size are taken into 

account using the allometric Parameter given by Kruges (1964) for A. marina, metabolic 

rate was at all temperatures on average 2.1 times higher in White Sea than in North Sea 

specimens. With any mitochondria present, the maintenance costs of ionic and proton 

gradients across the mitochondrial membrane have to be met (PÃ¶rtne et al. 1998). This 

baseline idling of mitochondria mainly compensates for the effect of proton leaks (Brand 

and Murphy 1987). A higher standard metabolism results, which becomes relevant in 

determining the tolerance to high temperatures. The advantage is that the balance between 

oxygen supply to tissues and oxygen consumption is disturbed at lower temperatures in 

the subpolar than in the boreal animals. As a corollary, mitochondrial proliferation not 

only causes a downward shift of the low Tc but also a drop in the high Tc (Sommer et al. 

1997). 

A higher mitochondrial content ultimately implies a higher concentration of 

mitochondrial enzymes, like cytochrome C-oxidase and proton ATPase. Compared with 

animals from the North Sea we found a 10 times higher activity of cytochrome C-oxidase 

in lugworms from the White Sea (Fig. 3), far more than expected from the rise in 

mitochondrial density which occurred by a factor of 2.4. A change in the catalytic 

properties of the enzyme is reflected by the difference in activation energies. Cytochrome 

C-oxidase in cold acclimated goldfish is regulated by a modulation of activity and not by 

enzyme quantity (Hazel and Prosser 1974). In general, biochernical adaptation is assumed 

to proceed as a two-step process: first, involving changes in enzyme quantities and 

secondly, by alterations in catalytic properties (Pogson 1988). The latter can be achieved 

by changes in the enzyme environment (Prosser 1991, Miranda and Hazel 1996), by 

temperature dependent folding of enzymes (Hochachka and Somero 1984) OS by 

alterations in isozyme expression (Hochachka and Somero 1984, Prosser 1991). 

However, independent of how the kinetic properties of cytochrome C-oxidase of White 

Sea lugworms were changed, the increase in maximum capacity was higher than the 

concomitant rise in resting (standard) metabolic rate. 



In A. rnarina the expression of different isozymes of mitochondrial NADP 

dependent isocitrate dehydrogenase, an enzyme which may play a role in the regulation of 

the flux through the citric acid cycle (Urich 1990), correlates with the mean annual 

temperatures in the respective habitat (Hummel et al. 1997). In this case, temperature rnay 

have a selective influence on the expression of different isozymes, since the kinetic 

properties of isocitrate dehydrogenase differ in both populations (Fig. 4 and 5). The 

affinity of the enzyine for NADP is higher in cold adapted worms, and the required 

activation energy at temperatures below 3 or 5 'C is lower in White Sea than in North Sea 

animals. At higher temperatures, the sensitivity of North and White Sea enzyines to 

temperature differs, reflected in higher Qio-values in the subpolar than in the boreal 

worms, leading to a higher maximum activity at high temperatures in White Sea animals. 

The higher activity of the isocitrate dehydrogenase rnay contribute to the higher flux rate 

through the citric acid cycle in the subpolar lugwoims at high temperatures, as mirrored in 

the higher metabolic rate of these animals. The break temperatures Seen in the Arrhenius 

plot (Fig. 5a) indicate, that there rnay be interconvertible forms of the enzyme which 

differ in their catalytic properties. The break at low temperatures suggests that activation 

energy is lowest at times when only very little energy is available to stabilise reaction 

velocity. Surprisingly, highest activation energy was found in the cold adapted White Sea 

animals in the range of thermal tolerance (Table 3). This rnay be explained by the fact, 

that the determining factor of therrnodynamic activation is not the activation energy but the 

ratio of reaction entropy to enthalpy (Johnston and Goldspink 1975, Clarke 1998). 

However, the low break temperature of the isocitrate dehydrogenase does not clearly 

match the low Tc of the respective animals, opposite to the high break temperature, which 

matches the high Tc in White Sea animals and in the Antarctic clam Laterizula elliptica 

(H.O. PÃ¶rtner I. Hardewig and L.S. Peck, unpubl. data). In general, the significance 

and mechanisms of these break temperatures remains obscure. 



Conclusions 

A shift of the Tc's to lower values is achieved in lugworms from the White Sea by an 

increase in aerobic capacity, effected by a higher mitochondrial density as well a s  an 

elevated oxidative capacity of individual mitochondria. The latter is reflected by an 

elevated cytochrome C-oxidase activity, a higher affinity for NADP of the NADP 

dependent isocitrate dehydrogenase and a reduction in the activation energy of isocitrate 

dehydrogenase at very low temperatures. The rise in the capacity of aerobic energy 

production explains a shift of the low Tc to lower values. However, the higher 

mitochondrial density induces a rise in standard metabolic rate and, therefore, a 

concomitant shift of the high Tc to a lower value. 

An improved ability to shift both Tc's was found in White Sea compared to North 

Sea lugworms (studied in detail in Sommer and PÃ¶rtne 1998). At extreme temperatures, 

a drastic rise in oxygen consumption in the subpolar animals indicates that energy 

consuming processes may be involved in the mechanisms of improved thermal tolerance. 

Acetate, which accumulates in the body wall tissue at temperatures beyond the critical 

values, induced a rise in the oxygen consumption rate of cold acclimatised animals from 

the North Sea. It is therefore assumed, that acetate may support survival at extreme 

temperatures by being a mediator between extreme temperatures and the reaction norm of 

the lugworm. 
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Table 1. Number of North Sea animals settled within 24 h at a specific temperature 

range within a non-linear temperature gradient (4 - 22 or 30 Â¡C) 50 % of all animals 

chose their preferred temperature within 3.5 h. Maximal temperature was reduced from 

30 to 22 Â¡ after all animals died during the first 3 runs by choosing the highest 

available temperature (mean k S.D.; n = 7; 5 animals each; numbers in parenthesis = 

length of the respective temperature range; * = significantly different from the number of 

animals found at the other temperatures). 

(70 - 100 cm) (50 - 75 cm) (25 - 40 cm) 



Table 2. Mitochondrial density in the body wall musculature of Arenicola marina from 2 

different populations. Populations differed significantly from each other (P < 0.005; mean 

k S.E.; number of randomly analysed muscle pieces from 3 animals in parenthesis). 

North Sea White Sea 

- boreal - - subpolar - 

Number of mitochondria 1 0.05 Â 0.01 0.12 k 0.02 

muscie area in the cross (27) (63) 

section ( ~ m - ~ )  



Table 3. Values of activation energy (Ea) for the reaction catalyzed by North and White 

Sea lugworm NADP dependent isocitrate dehydrogenase (NADP-IDH; n = 6) and 

cytochrome C-oxidase (CYTOX; n = 5 - 7). 

Population temperature range Ea 

Â¡C (kJ/mol) 

NADP-IDH North Sea 1 - 5  10.554 

5 - 3 1  55.047 

White Sea 1 - 3  3.071 

3 - 20 82.028 

20 - 30 21.931 

CYTOX North Sea 0 - 30 3 1 .006 

30 - 45 -8,216 

White Sea 0 - 30 14.854 



Fig. 1 Oxygen consumption (pmol- g-1 fresh wt: h-1) of Areizicola mariiza collected in 

summer from the North (0) or White (0) Seas at different temperatures. Oxygen 

consumption differs significantly between both pop~tlations (p = 0.002; mean k S.D.; n: 

between 4-14 (North Sea) or between 3-13 (White Sea); * = significantly differcnt from 

the value at -1.7OC; C = control temperature). 

Fig. 2 Oxygen consumption (pmol- g-1 fresh wt: h-1) of cold (winter) acclimatised A. 

mariiza from the North Sea, during the first hour after addition of 7 mmol- lkl sodium 

acetate to the sea water (mean 2 S.D.; n = 4; temperature: 1 k 0.5 Â¡C Po2: 25.7 k 0.2 

Torr; * = significantly different from the rate without acetate). 

Fig. 3 (a) Activity (U- g-I fresh wt.) of cytochrome C-oxidase in the body wall tissue of 

A. marina from the North (*; n = 5) or White Sea (o; n = 7) at various temperatures 

between 0 and 45 'C. Activity differs significantly between both populations (mean k 

S.D.; TAB = Arrhenius break temperature). (b) A~~hen ius  plot of (a). 

Fig. 4 (a) Activity (U- g-I fresh wt.) of NADP dependent isocitrate dehydrogenase in 

the body wall tissue of A. marina from the North (0; n = 6) or White Sea (0; n = 6) at 

various temperatures between l and 3 1 OC and a NADP concentration of 2.5 mmol- 1-1. 

Activity differs significantly between both populations (mean k S.D.; TAB = Arrhenius 

break temperature). (b) Arrhenius plot of (a). 

Fig. 5 (a) Activity (U- g-I fresh wt.) of the NADP dependent isocitrate dehydrogenase 

of the body wall tissue of A. nzarina from the North (0) or White Sea (o) at various 

NADP concentrations between 2.5 and 2500 pmol- 1-1 at l 'C (mean k S.D.; n = 6). (b) 

Double-reciprocal (Lineweaver-Burk) plot of (a). The straight lines were fitted by the 

method of linear regression. 



o White Sea 

Fig. 1 Oxygen consumption ( p o l -  g-1 fresh wt: h-1) of Arenicola marina collected in 

Summer from,'the North ( 0 )  or White (0) Seas at different temperatures. Oxygen 

consumption differs significantly between both populations (p = 0.002; mean k S.D.; n: 

between 4-14 (North Sea) or between 3-13 (White Sea); * = significantly different from 

the value at -1.7OC; C = control temperature). 



control + 7 mM acetate 

Fig. 2 Oxygen consumption (pmol- g-1 fresh wt.- h-1) of cold (winter) acclimatised A. 

marina from the North Sea, during the first hour after addition of 7 mmol- 1-I  sodium 

acetate to the sea water (mean & S.D.; n = 4; temperature: 1 k 0.5 'C; Po?: 25.7 k 0.2 

Torr; * = significantly 'different from the rate without acetate). 



Activity of cytochrome C-oxidase Activity of cytochrome C-oxidase 
log (U- g 1  fresh wt.) ( u - ~ . '  fresh wt.) 



Fig. 4 (a) Activity (U- g1 fresh wt.) of NADP dependent isocitrate dehydrogenase in 

the body wall tissue of A. marina from the North (e; n = 6) or White Sea (0; n = 6) at 

various temperatures between 1 and 3 1 OC and a NADP concentration of 2.5 mrnol- H. 

Activity differs significantly between both populations (mean k S.D.; TAB = Arrhenius 

break temperature). (b) Arrhenius plot of (a). 

Sea 



Fig. 5 (a) Activity (U' g-1 fresh wt.) of the NADP dependent isocitrate dehydrogenase 

of the body wall tissue of A. marina from the North (@) or White Sea (0) at various 

NADP concentrations between 2.5 and 2500 pmol- 1-1 at 1 OC (mean k S.D.; n = 6 ) .  (b) 

Double-reciprocal (Lineweaver-Burk) plot of (a). The straight lines were fitted by the 

method of linear regression. 
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Abstract 

Adaptive flexibility after temperature changes was studied in a boreal and a subpolar 

population of A. ~narina from the North and White Seas. The ability to acclimate is 

interpreted to be associated with the reversal of an initial transition to anaerobiosis. 

Therefore, end products of anaerobic metabolism as well as adenylate and ammonium 

concentrations were measured as indicators of temperature stress. The results reveal that 

both populations differ in their ability to acclimate to temperatures 4 'C above their 

respective critical temperature. Lugworms from the North Sea survived for only slightly 

longer than 1 day, while concentrations of alanopine and strombine were significantly 

elevated. However, adenylate and ammonium levels remained close to control values. In 

contrast, White Sea specimens showed drastic changes in the concentrations of anaerobic 

end products and amrnonium, and ATP pools were depleted to undetectable low levels 

during the first 24 h at extreme, high temperatures. A higher metabolic Proton production 

in White Sea animals, together with a lower intracellular, non-bicarbonate buffer capacity 

led to the drastic drop in intracellular pH, whereas the acidosis was only moderate in 

North Sea animals. Unexpectedly, the subpolar lugworms not only survived heat 

exposure, but even exhibited an adaptive reversal of metabolic changes. 

Whereas heat exposure was compensated in White Sea animals only, short term 

ability to acclimate to acute cold (-1.7 'C) is limited in summer animals from both 

populations. Therefore, after an initial reversal of anaerobic metabolism, concentrations 

of volatile fatty acids and succinate increased again after 3 days. Since White Sea animals 

can adapt to temperatures below -2 'C  during winter, our data suggest, that opposite to 

warm acclimation, cold acclimation requires a long term moderate decline in temperature. 

Key words: Adenylates, Ammonium, Anaerobic metabolism, Arenicola marina, Buffer 

capacity, Cold stress, Heat stress, North Sea, Opines, Polychaeta, Succinate, 

Temperature acclimation, Volatile fatty acids, White Sea 



Abbreviations: ÃŸN intracellular buffer value, NTA nitrilotriacetic acid, PCA perchloric 

acid, pHi intracellular pH, Tc critical temperature, AH+met metabolic proton changes, 

AH+non-resp, non-respiratoy proton changes 

Introduction 

The intertidal Zone is one of the harshest marine environments characterised by large 

fluctuations in abiotic factors. Therefore, intertidal animals must not only be able to 

tolerate changes in salinity, oxygen availability, carbon dioxide and sulphide 

concentrations both during diurnal and seasonal cycles, but also must cope with large 

temperature fluctuations. One of the model organisms studied extensively with respect to 

survival strategies in the intertidal is the lugworm Arenicola marina. Research focussed 

on hypoxia adaptation (e.g. Toulmond 1975, SchÃ¶ttle et al. 1983, Toulmond & 

Tchernigovtzeff 1984) and some studies permitted insights into the survival under 

sulphidic conditions (Volke1 & Grieshaber 1992, Grieshaber e f  al. 1993). Temperature 

was an issue in early studies by KrÃ¼ge (1964), Wells (1964), Seymour (1972) and 

Toulmond (1977) and has only recently regained interest (Schmidt et al. 1992, Hummel 

et al. 1997, Sommer et al. 1997). The most recent studies focussed on limiting 

temperature conditions and the metabolic adjustments during temperature adaptation. 

Sommer et al. (1997) identified a high and a low critical temperature (Tc) in the 

lugworm, which are both characterised by the onset of anaerobic metabolism, when 

temperature rises or falls beyond those threshold values. The hypothesis arose that, at 

temperatures beyond each Tc, the energy demand of the lugworm cannot be met by 

adequate oxygen supply owing to insufficient capacity of ventilatory and circulatory 

mechanisms. In consequence, additional anaerobic energy production is required. 

Between the Tc values, intracellular pH in the body wall musculature of the lugworm 

changes in accordance with the ct-stat hypothesis (Reeves 1972), but the pH1temperature 

relationship is no longer'linear beyond the Tc's (Sommer et al. 1997). The drop in pH; at 



low temperatures coincided with the accumulation of anaerobic end products in the body 

wall tissue. 

Tc's are variable during temperature acclimation and between populations of the 

same species. A shift to lower values was seen in winter adapted lugworms and lower Tc 

values were observed in lugworms from the White Sea compared to North Sea animals. 

The lower Tc in White Sea specimens is associated with a higher aerobic capacity in these 

animals. An elevated density of mitochondria as well as a rised oxidative capacity of 

individual mitochondria lead to a higher rate of aerobic energy production at low 

temperatures and, consequently, to a shift of the low Tc to a lower value (Sommer & 

PÃ¶rtne 1998). However, the higher mitochondrial density causes a rise in standard 

metabolic rate at all temperatures (Sommer & PÃ¶rtne 1998) and, therefore, a concornitant 

shift of the high Tc to a lower value. This explains previous observations that latitudinal 

or seasonal temperature adaptation in A. marina leads to a more or less parallel shift of 

both Tc values (Sommer et al. 1997). 

The studies mentioned so far could explain how the lugwosm was able to conquer 

the subarctic waters of the White Sea some thousand years ago (Govberg 1973, Nesis 

1983). However, they also lead to the question of how flexible the different populations 

may be with respect to present day temperature fluctuations, especially in the light of 

rising daily maximum temperatures due to global warming (Easterling et al. 1997, 

Kaufmann & Stern 1997, Gregory & Oerlemans 1998, Kerr 1998), which should be 

accompanied by a rise in the frequency and magnitude of thermal fluctuations. Our study 

was designed to investigate the potential to acclimate to acute heat stress (in comparison 

with cold stress) in a boreal and a subpolar population of the lugworm A. rnarina during a 

short term period of a few days, a period not unusual for weather and temperature 

conditions in the German Bight (North Sea) or the Kandalaksha Bay (White Sea). End 

products of anaerobic metabolism as well as pHi were measured as indicators of 

temperature stress, since the ability to acclimate is interpreted to be associated with the 

reversal of an initial transition to anaerobiosis (see above). Adenylate and ammonium 



concentrations were monitored for a more complete consideration of energy Status and 

metabolism. 

Materials and Methods 

Specimens of Arenicola marina were collected in 1994 from intertidal flats slightly above 

low water level of the North Sea near Domm, Germany ("North Sea animals") and of the 

White Sea near Kartesh, Russia ("White Sea animals"). The body wheight of boreal 

animals was 5 - 8 g, compared to 1 - 3 g of the subpolar worms. They were kept in the 

laboratory in aquaria filled with well aerated natural brackish sea water (22 %o) and a 10 

cm bottom layer of sediment. Temperatures were maintained at 11 k 0.5 ' C  ("North Sea 

animals") or 6 2z 0.5 ' C  ("White Sea animals"). These temperatures are referred to as 

control temperatures. 

Experimentell procedure 

The animals were placed individually in 1 1-containers filled with sediment and sea water 

at control temperatures, where they were allowed to constmct burrows. After 24 hours of 

preincubation, the containers were transferred into aquaria containing sea water with 

different, pre-set temperatures 4 degrees above the respective high Tc, to 21 'C (White 

Sea animals) OS 25 OC (North Sea animals) or animals were incubated at -1.7 ' C  for up to 

168 h, which was the lowest possible sea water temperature above freezing. The Tc 

thresholds had been determined in previous experiments (Sommer et al. 1997). To 

exclude handling artefacts, White Sea animals were also exposed to control temperatures 

for up to 1 week. 



After removal of head and tail, the lugworms were opened by longitudinal 

dissection and gonads as well as the digestive tract were rernoved by use of tissue Paper. 

The body wall musculature was blotted dry and freeze clamped in liquid nitrogen by 

means of a precooled Wollenberger clamp (Wollenberger et 01. 1960). Samples were 

stored in liquid nitrogen until analysed. 

Analyses 

For the determination of metabolite concentrations body wall tissue was powdered under 

liquid nitrogen using precooled rnortar and pestle. Approximately 300 mg of powder 

were added to an excess (3x) volume of 0.6 mol- 1-1 perchloric acid (PCA) precooled on 

ice. An Ultra-Turrax T8 (Janke & Kunkel, Staufen, F.R.G.) was used to homogenize the 

tissue. Precipitated protein was removed by centrifugation. The extract was neutralised by 

the addition of 5 mmol- 1-1 potassium hydroxide and a l:6-mixture of solid 

K2C031KHC03. A second centrifugation withdrew precipitated potassium perchlorate. 

After PCA extraction succinate was rneasured spectrophotometrically in an 

enzymatic test according to Beutler (1990). Ammonium concentrations were determined 

enzyrnatically (Spectrophotometer Biochrom 4060, Pharmacia LKB, Uppsalla, Sweden) 

following a procedure rnodified after Bergmeyer & Beutler (1990). The reaction mixture 

consisted of 0.2 rnmol- 1-1 NADH, 1 mmol- 1-1 ADP, 7 mmol- 1-1 2-oxoglutarate in 150 

rnmol- 1-1 triethanolarnine buffer (pH 8.0). Reaction was initiated by adding glutamate 

dehydrogenase diluted in glycerol. 

A method modified from Fischer (1995) was used to measure the concentrations of 

the adenylates ATP, ADP and AMP using a High Performance Liquid Chromatograph 

(Beckman Instruments GmbH, Munich, F.R.G.). Separation was carried out at a 

Spherisorb C18 column (Latek, Eppelheim) at 20 'C and a flow rate of 0.8 ml- min-l. 

The mobile phase consisted of 2 mmol- 1-1 11-Aminoun-decanoic acid in 25 mmol- 1-I 

phosphate buffer with 8 % (VIV) methanol (pH = 6). Peaks were rnonitored at 210 nrn, 



using a Diode Array Detector Module 168 (System Gold, Beckman Instruments GmbH, 

Munich, F.R.G.). 

A method modified from Hardewig et al. (1991) was used to measure the 

concentrations of the fatty acids propionate and acetate in PCA extracts, diluted with 

deionized water, using a Dionex BIO LC ion chromatograph (Dionex, Idstein, F.R.G.). 

Fatty acids were separated on an ion exclusion column (Dionex ICE-AS 1), using 0.125 

mmol- 1-1 octanesulphonic acid as an eluent at a flow rate of 1 rnl- min-1 and 40 'C. Peaks 

were monitored with a conductivity detector. A micro membrane suppressor (Dionex 

AMMS-ICE) regenerated with 5 mmol- H tetrabutylarnrnonium hydroxide was used to 

decrease background conductivity. Calibration curves were linear between acetate and 

propionate concentrations of 10 and 500 pmol- 1-l. 

Alanopine and strombine were measured by cation exchange chromatography. 

Separation was carried out at 45 OC on an Interaction ARH-601 column for aromatic acids 

(ICT-ASS-Chem, Bad Homburg, F.R.G.), using 6 -  10-5 N H2S04 as an eluent at a flow 

rate of 0.5 rnl- min-1. A conductivity detector was utilised to monitor the peaks. Standard 

opine solution for calibration was obtained by means of in vitro synthesis following a 

method modified from Siegmund & Grieshaber (1983). 

The intracellular buffer value ( Ã Ÿ ~ ~  of body wall tissue under resting conditions 

was determined at 15 or 7 OC following the method of PÃ¶rtne (1990). Briefly, 0.3 g of 

ground tissue were suspended in 4 ml ice-cold medium (540 mmol- 1-1 KF, 10 mmol- 1-1 

NTA) in a temperature controlled tonometer (Instrumentation Laboratory, Padorno 

Dugano, Italy). The homogenate was equilibrated with different mixtures of CO2 in air 

(1.5, 2.0 and 0.5 mmol- 1-1 C02) for at least 10 min before analysis of pH and Cco2 took 

place according to PÃ¶rtne et al. (1990). Values of free inorganic phosphate were 

measured enzymatically according to PÃ¶rtne (1990). 



Calculations of metabolic proton production 

The proton balance of anaerobic metabolism (AH+met) was evaluated from concentration 

changes (AC) between control values and 4 h of heat exposure (PÃ¶rtne 1987a, b) 

assuming that the accumulation of opines and volatile fatty acids is accompanied by an 

equal amount of protons, while succinate production is coupled with the release of 2 rnol 

protons per mol. In a simplified approach changes in adenylate levels were treated to 

occur without influence on pH due to the low pH after 4 hours of heat Stress (PÃ¶rtne 

1987a). Ainmonia is expected to buffer an equimolar amount of protons. Concentration 

changes of the phosphagen phosphotauro-cyamine were not analysed. Therefore, mean 

control levels were adopted from the literature (PÃ¶rtne et al. 1979, SchÃ¶ttle et al. 1983, 

1984a, Schiedek & SchÃ¶ttle 1990). Proton binding by the phosphate buffer was 

calculated for the final pH; assuming maximum depletion of the phosphagen. The fraction 

of protonized phosphate (F) is calculated using equation (1) for pKa(21 Â¡C = 6.802 and 

pKa(25 Â¡C = 6.790: 

The amounts of non-respiratoiy protons were calculated according to: 

AH'^non-resp,: = - I Ã Ÿ N B  X ApHi - ABic (mm01- 1-1) ( 2 )  

(non-resp.: non respiratory; ÃŸm non-bicarbonate buffer value; Bic: bicarbonate) 

However, changes in bicarbonate concentrations were neglected, since no temperature 

dependent changes had been observed in Arenicola nzarina, neither in blood (Toulmond 

1977) nor in coelomic fluid or body wall tissue (Klein 1994). 



Data were checked for outliers beyond the r(95) limits of an r-distribution (TA > r(95)) 

using Nalimov's lest (Noack 1980). Statistical significance of differences was tested at 

the p 5 0.05 level using analysis of variance (ANOVA) and the post-hoc Student- 

Newman-Keuls test for independent samples. Data are given as means k standard 

deviation. 

Results 

When lugworms from the North Sea were brought from 12 to 25 'C, 4 ' C  above the high 

Tc of 21 Â¡ (Sommer et al. 1997), the concentrations of the opines strombine and 

alanopine rose in the body wall tissue (Fig. la). Strombine reached a significantly higher 

level already after 4 h at 25 ' C ,  while the concentrations of alanopine were significantly 

elevated after 24 h only. No adaptive reversal of opine accumulation was seen during 24 

h of exposure to high temperatures. In fact, animals survived for only slightly longer than 

one day. Death of all animals occurred within 3 days. In contrast to North Sea lugworms, 

animals from the White Sea not only survived exposure to high temperatures, but also 

exhibited an adaptive reversal of anaerobic metabolism (Fig. lb). When temperature was 

elevated from 6 to 21 ' C ,  4 ' C  above their high Tc of 17 ' C ,  the concentrations of both 

alanopine and strombine increased significantly during the first 4 h, reaching far higher 

levels than in North Sea specimens. However, the concentrations decreased again after 10 

h and reached control levels within 72 h (Fig. 1). Succinate reached a high level of 2.53 k 

0.41 pmol- g-1 fresh wt. (n = 4) in White Sea animals after 24 h at 21 Â¡C compared to 

0.07 k 0.42 pmol- g-1 fresh wt. (n = 4) in North Sea specimens at 25 Â¡C and decreased 

again thereafter to a significantly reduced concentration after 3 days (Fig. 2). 

In spite of early death, concentrations of ATP in the body wall tissue of North Sea 

animals remained unaffected by temperature (Fig. 3a). Obviously, metabolism maintained 



ATP levels, even under these lethal conditions. The concentrations of ADP and AMP 

increased significantly after temperature was elevated in the sediment to 25 Â¡C leading to 

significant changes in the [ATP]:[ADP] ratio after 4 h (Fig. 3b) and a slight, although 

insignificant rise in the sum of adenylate levels (Fig. 3c). This picture differs in 

lugworms from the White Sea (Fig. 4). When temperature was elevated to 21 OC in the 

sediment, the ATP Store in the body wall tissue was depleted to levels below 0.1 pmol- g- 

1 fresh wt. during the first 4 h in the subpolar animals and was not replenished before 24 

h (Fig. 4a). Nevertheless, the ability of White Sea lugworms to adapt to high 

temperatures was demonstrated when ATP concentrations reached a value after 72  h, 

which was even significantly higher than under control conditions. AMP concentrations 

were significantly elevated in the body wall tissue of these animals within 4 hours, 

reaching the highest concentration of 0.56 k 0.22 pmol- g-l fresh wt. (n = 5) after 10 h 

(Fig. 4c). However, an adaptive reversal of AMP accumulation was Seen after 7 2  h, 

when concentrations had returned to a low level of 0.14 k 0.03 pmol- g-l fresh wt. 

(n = 5 ) .  

The time Course of changes in ammonia concentrations ([NH3] + [NH4+]) in the 

body wall tissue is depicted in figure 5a. Compared to White Sea animals, lugworms 

from the North Sea showed small concentration changes only. However, the rise from 

0.33 k 0.20 pmol- g-I fresh wt. (n = 5 )  at 0 h to 2.59 k 0.96 pmol- g-I fresh wt. (n = 5) 

after 10 h was significant. In White Sea animals ammonia accumulated to a high level of 

11.26 k 1.90 prnol' g-1 fresh wt. (n = 5) already during the first 4 h, after which time 

the concentration remained constant for 20 h but returned to control values within 72 h. In 

lugworms from the White Sea the data reveal a significant correlation between 

intracellular pH (Fig. 6) and ammonia levels (Fig. 5b). 

Heat Stress caused a significant drop in intracellular pH during the first 4 h of 

exposure (Fig. 6). Acidification by about 0.2 pH-units was observed in North Sea 

animals, while in specimens from the White Sea pH; feil by 0.6 pH-units. These 

differences can partly be related to the intracellular, non-bicarbonate buffer capacity 

(PNB), being significantly higher in lugworms from the North Sea (26.08 k 4.05 rnmol- 



pH-l- kg-I fresh wt.; n = 4) than in White Sea specimens (20.07 Â 2.07 rnrnol- pH-1- kg- 

fresh wt.; n= 4) when measured at 15 OC (Table 1). This comparison of measurements 

at the Same temperature indicates, that the buffer capacity decreases with cold adaptation. 

In addition, the assay temperature influences ÃŸN (van Dijk et al. 1997). In North Sea 

specimens ÃŸN was slightly and non-significantly lower when measured at 7 OC (22.79 k 

2.64 rnmol- pH-l- kg-1 fresh wt.; n= 5) compared to a value of 26.08 Â 4.05 mmol- pH- 

1. kg-1 fresh wt. (n = 4) at 15 Â¡C found in animals acclimated to the Same temperature of 

11 OC (Table 1). Metabolie proton production was 7 times higher in the subpolar than in 

the boreal animals (Table 2). This together with the lower buffer capacity in the White Sea 

lugworms can explain the differentes in the pH drop between animals of both 

populations. An excess of metabolic Protons even remains in White Sea animals which is 

unexplained by the non-respiratory proton quantities. 

For comparison with the adjustment to extremely high temperatures, metabolic 

flexibility was also tested during acute cold exposure. The time Course of changes in 

metabolite levels (Fig. 7) shows, that although lugworms from both the White or North 

Sea survived a temperature drop from 6 or 12 OC to -1.7 OC for more than one week, short 

terrn cold acclimation in summer animals from both areas was insufficient. After an initial 

rise in the concentrations of succinate, acetate or propionate in the body wall musculature, 

values returned to control levels after 24 h. Nevertheless, the concentrations increased 

again thereafter and succinate reached high values of 2.42 Â 3.14 pmol- g-I fresh wt. in 

North Sea animals or even 12.01 & 5.00 pmol- g-1 fresh wt. in White Sea animals within 

7 days. 



Discussion 

Populations of the lugwor~n Arenicola marina are not only exposed to different climates - 

from polar to subtropic - but also to seasonal and diurnal temperature changes 

(Wesenberg-Lund 1953, Hartmann-SchrÃ¶de 1971, DÃ¶rje 1970). Our study was 

designed to investigate the plasticity of adaptational processes after such temperature 

changes. End products of anaerobic metabolism were measured as indicators of 

temperature Stress and cold and warm exposure were compared with respect to the time 

Course of acclimation. 

Adaptutional capacity during heat exposure 

Our results indicate that within 3 days, North Sea animals were not able to adapt to 

temperatures 4 OC above the high critical temperature (Tc). The opines alanopine and 

strombine, the volatile fatty acids and succinate were accumulated in the body wall tissue 

in response to a temperature change from 12 to 25 'C followed by the death of all animals 

after 1 to 3 days (Fig. la,  2a). It seems that the temperature dependent rise in energy 

demand, due to an increased metabolic rate with rising temperatures, cannot be met by the 

ventilatory and circulatory mechanisms of oxygen supply. Additional anaerobic energy 

production is required, indicating transition to a time lirnited situation. 

In contrast to North Sea animals, specimens from the White Sea not only survived 

for more than 3 days after temperature was elevated 4 OC above the high Tc, but were 

actually able to acciimate as indicated by the reversal of an initial transition to anaerobiosis 

(Fig. Ib, 2b). Concentrations of the opines alanopine and strombine were highest after 4 

h and declined thereafter. Only succinate levels remained elevated during the first 24 h, 

but decreased again to even significantly reduced concentrations within 3 days (Fig. 2b). 

The accumulation of volatile fatty acids and the development of acid-base disturbances 

was also reversed 3 days after the onset of heat exposure (Fig 2b; 6). The mechanisms of 



recovery are unexplained, however, as a consequence of cold adaptation, White Sea 

animals possess a higher content of mitochondria (Sommer & PÃ¶rtne 1998). The costs 

of maintenance for ionic and Proton gradients across mitochondrial membranes are 

expected to be proportional to the number of mitochondria present per unit cell volume 

(Brand & Murphy 1987, PÃ¶rtne et al. 1998). As discussed by Sommer et al. (1997), it 

may be possible, that mitochondrial density is reduced during acclimation to higher 

temperatures, a process, which could be accomplished within 5 days considering the life 

span of mitochondria (Alberts et al. 1986). In consequence, the cost of mitochondrial 

maintenance is decreased, compensating for the Qlo effect on metabolic rate. Owing to 

the relative drop in standard metabolic rate, the high Tc, which indicates a discrepancy 

between oxygen consuming and delivering processes, will shift to higher values 

(Sommer & PÃ¶rtne 1998). 

These conclusions imply that the limited ability to acclimate to temperature 

changes in North Sea specimens may be linked to a limited capacity to adjust 

mitochondrial density. The range of daily and seasonal temperature fluctuations in the 

habitat of the White Sea animals, which is larger than in the North Sea habitat (Zenkevitch 

1963, Wolff 1983) can be seen as a reason for the hlgher adaptational capacity of the 

subpolar animals. 

Energy demand und survival strategy 

ATP concentrations in the body wall tissue did not change in lugworms from the North 

Sea during exposure to high temperatures (Fig. 3a). During anaerobiosis energy turnover 

is usually depressed in comparison to aerobic metabolism (Zebe et al. 1980, Hand & 

Hardewig 1996). Therefore, ATP concentrations in A. marina decrease only slightly 

under anoxic conditions at constant temperatures, especially, since ATP levels are 

buffered at the expense of phosphotaurocyamine (SchÃ¶ttle et al. 1983, 1984a, 1984b). 

Constant ATP concentrations in spite of heat Stress were also found in the water scorpion 



Ranatm chinensis (Chiba et 01. 1991). However. in North Sea lugworms concentrations 

of ADP and particularly AMP increased significantly at high temperatures and, in 

consequence, a downward shift in [ATP]:[ADP] ratios occurred (Fig. 3b). A higher 

fraction of AMP in the adenylate pool leads to a diminished allosteric inhibition of the 

phosphofructokinase by ATP (Stryer 1990) and a rise in glycolytic rate. This regulatory 

feature helps to keep the ATP pool constant during periods of elevated anaerobic energy 

demand. However, rising concentrations of ADP and AMP at constant ATP levels imply 

a net synthesis of adenylates at increasing temperatures. Interestingly, Zielinski & PÃ¶rtne 

(1996) found a net depletion of adenylates at low temperatures in S. nudus and discussed 

this phenomenon to be caused by a temperature dependent shift in the reaction equilibrium 

of AMP deaminase favouring IMP formation at the expense of AMP. If this process is 

reversed during warming via enhanced flux through the purine nucleotide cycle, high 

temperatures would cause net AMP accumulation as Seen in the lugworm. This process 

must subsequently lead to rising ADP levels since the equilibrium of adenylate kinase is 

rather temperature insensitive (Tewari et U!. 1991). The changes observed are consistent 

with a build up of adenylates at high temperatures but do not explain why the animals 

died, since obviously, energy levels were not lirniting, at least not in the musculature. The 

data suggest that a large rise in energy expenditure did not occur in North Sea animals, 

whereas such a rise is evident from the data collected in White Sea specimens. In these 

animals ATP Stores were depleted to a level below detection already during the first 4 h at 

21 Â¡C This process was not rnirrored by a concomitant rise in ADP levels, actually, only 

AMP contents increased to some extent. Obviously, a net depletion of adenylates 

occurred (Fig. 4d). Instead of a decrease in metabolic rate due to hypoxic conditions a 

drastic rise in energy demand occurred, which could not be buffered by 

phosphotaurocyamine or anaerobic metabolism. Unfortunately, no data are available 

about differences in the phosphagen Stores of both populations. 

Since the ability to survive heat exposure was improved in White Sea animals, it 

seems that an energy demanding mechanism exists in this population, which supports 

survival. The nature of the energy demanding process is unclear, but may involve the 



synthesis of heat shock proteins, which are induced by a variety of Stressors, like heat or 

cold shock. These proteins are protective since they prevent the aggregation of 

denaturated proteins and enable refolding and stabilisation of other proteins (Hoffmann & 

Parsons 1994). The pool and the threshold temperature for the synthesis of heat shock 

proteins was found to vary with latitudinal and seasonal temperature adaptation in 

different marine invertebrates (Hofman & Somero 1995, 1996). In the light of that the 

cost for protein synthesis already ranges between 18 and 26 % of ATP turnover in 

different tissues and cells under resting conditions (Hawkins 1991), it is likely that the 

synthesis of heat shock proteins is involved in the adaptational process to extreme 

temperatures in lugworms from the White Sea. A down-regulation of protein synthesis 

after 1 day rnay then contribute to the restoration of aerobic control conditions. Whatever 

the mechanisms of survival are, it remains unclear why they are insufficient to Support 

survival at extreme temperatures in North Sea lugworms. Possibly, a behavioural 

avoidance strategy evolved instead in the Nor-ih Sea population. 

In this context, it is intriguing that White Sea animals can tolerate a tremendous 

drop in ATP levels during the period of elevated energy demands beyond Tc's. Tight 

regulation of intracellular pH (see below) and ATP concentrations close to control levels 

rnay be necessary for the maintenance of locomotory capacity (Hand & Hardewig 1996). 

In contrast, a low intracellular pH at high energy expenditure, for example during the 

synthesis of heat shock proteins, rnay be tolerated when locomotory performance is not 

critical. North Sea animals rnay manage to avoid heat Stress by deepening their burrows, 

which are up to 70 cm deep (unpubl. observation). Therefore, North Sea animals rnay 

maintain their locomotory capacity to escape unfavourable conditions (which was not 

possible in the experimental Set-up and therefore lethal). In contrast, White Sea animals in 

their natural environments are restricted to a maximum depth of 10 - 15 cm, because of a 

thick layer of clay in the underground (unpubl. observations). This rnay also contribute to 

why White Sea specimens are adapted to withstand more extreme temperatures than 

North Sea lugworms. 



Ammonia accumulation 

Heat stress is accompanied by an accumulation of ammonia in the body wall tissue of A. 

marina. Under the experimental conditions, with a big water volume being available for 

ammonia excretion, the accumulation in the tissue could either be caused by an increased 

trapping of ammonium ions in the animal at low intracellular pH or by increased ammonia 

production reflecting a rise in metabolic rate or a shift from carbohydrate to protein 

catabolism. Additionally, ammonia may be generated by the net depletion of adenylates. 

However, a net depletion of adenylates occurred by about 2 pmol- g-I fresh wt. in White 

Sea animals during the first 4 h of heat stress, whereas amrnonia concentrations increased 

by about 10 pmol- g-1 fresh wt.. Since eq~~imolar concentrations of arnmonia are released 

by the hydrolysis of AMP to IMP (PÃ¶rtne 1987a) the depletion of adenylates cannot be 

the only reason for ammonia accumulation. However, the drop in intracellular pH was 

more drastic in White Sea than in North Sea animals (Fig. 6) suggesting that high Proton 

concentrations led to a trapping of ammonium ions in the tissue (e.g. PÃ¶rtne 1989). 

Accordingly, a significant correlation was found between intracellular pH and ammonia 

concentrations in White Sea animals (Fig. 5b). The rise in metabolic rate during acidosis 

o u l d  lead to an increase in protein catabolism (May et al. 1986) and thereby to ammonia 

accun~ulation in the tissue. Actually, Klein (1994) found a reduction of muscle tissue dry 

weight in A. marina during short term exposure to high temperatures, indicating that 

muscle proteins were depleted. Altogether, it seems likely that heat stress led to a rise in 

metabolic rate, supported by enhanced degradation of proteins. Due to the simultaneous 

drop in intracellular pH, ammonium ions produced were trapped in the tissue. During 3 

days of heat stress, the observed recovery in acid-base balance of the subpolar animals 

(Fis;. 6) would then also explain why ammonia was able to return to control levels. 



Heat stress and acid-base regulation 

Heat stress caused a significant drop in pH; during the first 4 h of exposure (Fig. 6). 

Acidification by about 0.2 pH-units was observed in North Sea animals, while in 

specimens from the White Sea pH; feil by 0.6 pH-units exceeding by far the value 

expected according to the a-stat hypothesis by Reeves (1972). The degree of acidification 

reflects the effects of metabolic and respiratory proton production on cellular buffers. The 

ÃŸNB-valu in the body wali of North Sea animals was significantly and by 23 % higher 

than in White Sea animals (Table 1), possibly reflecting the priority of pH maintenance in 

North Sea specimens (see above). In addition, the lower buffer values in White Sea 

animals may partly be related to the higher rnitochondrial density (Sommer & PÃ¶rtne 

1998), since the non-bicarbonate buffer value in the mitochondrial matrix is far lower 

than in the cytosol (PÃ¶rtne & Sartoris 1998). However, the difference in ÃŸNB-value 

cannot fully explain the larger pH drop in White Sea animals. No data are available about 

differences in bicarbonate contents in the body wall between both populations, however, 

its contribution to the buffering process is expected to be lower at the lower pH, of White 

Sea specimens. Moreover, no temperature dependent changes in bicarbonate 

concentrations in A. marina have been reported, neither in blood (Toulmond 1977) nor in 

coelomic fluid or body wall tissue (Klein 1994). Therefore, the influence of bicarbonate 

on acid-base changes due to temperature stress should be small. 

Calculations of metabolic proton production from the accumulation of metabolites 

during heat stress according to PÃ¶rtne (1987a) revealed a maximum amount of 32.9 

pmol H+- g-1 fresh wt. in White Sea animals, a quantity 7 times larger than in North Sea 

specimens where a maximum of 4.6 pmol H+- g-I fresh wt. was generated (Table 2). A 

discrepancy was observed in both populations, between the accumulation of Protons 

derived from metabolic pathways (AH'^met.) and the non-respiratory changes Seen in 

acid-base Status (changes caused by either ion exchange or metabolism, AH^non-resp,; 

Table 2). This can only partly be explained by the incomplete survey of acid-base relevant 

metabolite changes. The main proton consuming process is the cleavage of phosphagens 



buffering the ATP stores. The depletion of ATP stores in White Sea animals, compared to 

the minor changes in North Sea lugworms, indicates that the phosphagen stores of the 

subpolar animals were completely depleted, leading to an assumed maximum proton 

consumption of 4.4 pmol H+Â g-l fresh wt. at the final pHi reached. However, metabolic 

proton quantities are still far in excess of non-respiratory amounts. These calculations 

strongly suggest that net proton release occurs from muscle tissues into the coelomic fluid 

or ambient water (PÃ¶rtne 1987b). In Sipunciilus nudus the amount of protons released 

into the ambient water Covers quite well the discrepancy between intracellular and 

extracellular metabolic and non-respiratory proton quantities. During anaerobiosis the 

proton-equivalent ion transfer to extracellular compartments is predominant and rises 

depending on the degree of acidification. Assuming that a quantitative correlation prevails 

between the proton balance of metabolism and changes in the acid-base Status (PÃ¶rtne 

1987b), proton-equivalent ion transfer is likely to explain the large discrepancy between 

metabolic and non-respiratory proton amounts in White Sea lugworms. 

In contrast, the discrepancy between non-respiratory and metabolic proton 

quantities is far less in North Sea animals, where non-respiratory protons even exceeded 

the maximum metabolic proton production calculated assuming maximum phosphagen 

depletion. This either indicates that the use of phosphagen stores was overestimated or 

argues for a downregulation of intracellular pH during anaerobiosis (PÃ¶rtne 1993). As a 

corollary, the high metabolic proton production together with the lower buffer values can 

explain the stronger acidification seen in White Sea compared to North Sea lugworms and 

reflects the huge difference in anaerobic metabolic rate between the two populations. 

Acclinzution tu cold 

Cold Stress causes phenomena similar to heat exposure, as Seen in an onset of anaerobic 

metabolism and a decrease in intracellular pH in cold exposed A. murina as well as in the 

peanut worm Sipunculus nudus (Fig. 7 ;  Zielinski & PÃ¶rtne 1996, Sommer et al. 1997). 



In S. nudus a drop in coelomic Po; and a concornitant onset of anaerobic metabolism 

was correlated with reduced ventilation at low temperatures (Zielinski & PÃ¶rtne 1996). 

Summer animals from both Arenicola populations were only able to tolerate short term 

cold stress below the low Tc (Fig. 7). The absence of cold acclimation could be seen in 

both White Sea and North Sea animals after a temperature drop from 6 or 12 OC to -1.7 

'C. After an initial rise in the concentrations of succinate, acetate or propionate in the body 

wall musculature, values returned to control levels after 24 h. Nevertheless, the 

concentrations increased again thereafter and acetate or succinate reached even 

significantly higher levels after 7 days in North or White Sea lugworms. As discussed 

above, latitudinal cold adaptation in A. marina is reflected by the proliferation of 

mitochondria in muscle tissue as well as by an increase in the aerobic capacity of 

individual mitochondria (Sommer & PÃ¶rtne 1998). This rise in aerobic capacity at low 

temperatures caused a suppression of anaerobic metabolism and a shift of the low Tc  to 

values close to 0 'C (Sommer et al. 1997). A failure of both populations to acclimate to 

temperatures close to freezing may be linked to a limited capacity to adjust mitochondrial 

density OS to further increase the aerobic capacity of each individual rnitochondrion under 

the experimental conditions. This failure is interesting, since lugworms from the White 

Sea are quite able to adapt to subzero temperatures in winter (Kolyakina 1980). Longer 

periods with slowly decreasing temperatures seem to be required to acclimate to cold 

conditions. Probably, mitochondrial synthesis at low temperatures is much more time 

consuming than mitochondrial depletion in the heat. In general, cold adaptation is slower 

than acclimation to high temperatures (Hochachka & Somero 1984). Costs of 

mitochondrial synthesis or of enzyme production as well as limitations in available space 

for more enzymes or mitochondria may be constraints limiting the degree and velocity of 

cold acclimation. The adaptive advantage of prolonged acclimation would be that it allows 

to spread the costs of mitochondrial or enzyme synthesis over longer periods. 



Conclusions 

Lugworms from the North or White Seas possess different capacities to cope with heat 

stress. In contrast to North Sea specimens, lugworms from the White Sea not only 

survived long term exposure to temperatures above critical, but even exhibited an adaptive 

reversal of anaerobic metabolism after three days. The depletion of ATP Stores to very 

low levels as well as the high rates of anaerobic metabolism observed during the first 24 h 

of heat stress lead to the conclusion that an energy consuming process, like the synthesis 

of heat shock proteins, is required to ensure survival. Additionally, it seems possible that 

mitochondrial density is reduced in the subpolar animals during acclimation to high 

temperatures. This process reduces the costs of mitochondrial maintenance, compensates 

for the Qlo effect on metabolic rate and allows the costs of potential heat shock protein 

synthesis to be paid. A higher rate of metabolic Proton production, together with a lower 

intracellular, non-bicarbonate buffer capacity can explain the drastic drop in intracellular 

pH, observed in A. marina from the White Sea. The larger flexibility in these animals is 

seen as an adaptation to the larger variability of temperatures at the White Sea and the fact 

that White Sea lugwo~ms are forced to dwell closer to the sediment surface, thereby being 

even more exposed to more variable surface temperatures than North Sea animals. 

The ability to survive cold stress is limited in summer animals from both 

populations. After an initial reversal of anaerobic metabolism, concentrations of volatile 

fatty acids and succinate continued to increase, indicating insufficient aerobic capacity at 

temperatures just above freezing. Adjustment to very low temperatures as seen in White 

Sea animals in winter is therefore likely to require much longer time periods with slowly 

decreasing temperatures. 
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Table 1. Intracellular, non-bicarbonate buffer values (DNB) of resting body wall tissue 

of Arenicola marina from the North or White Seas. Samples were analysed at 15 or 7 

'C, while animals were incubated at their respective control temperature of 11 'C (North 

Sea) or 6 'C (White Sea). Values were significantly different between populations at 15 

'C (p < 0.05; mmol- pH-1- kg-I fresh wt.; mean k S.D.; n = 4). 

North Sea North Sea White Sea 

-7'C- - 15'C- - 15Â°C 

22.79 Â 2.64 26.08 2z 4.05 20.07 Â 2.07 



Table 2. Concentrations (pmol- g-I fresh wt.; mean + S.D.) and mean concentration 

changes (AC) of metabolites in the body wall tissue of A. marina 4 h after a temperature 

rise in the sediment from 12 to 25 OC (North Sea animals) OS 6 to 21 OC (White Sea 

animals). 

a) North Sea animals 

Alanopine 
Strombine 
Acetate 
Propionate 
Succinate 
ATP 
ADP 
Ammonia 
P-taurocyamine 

Control 

Oh 
0.43 & 0.22 
2.03 2 1.70 
0.26 0.08 
0.02 & 0.01 
0.10 Â 0.12 
3.08 & 0.75 
0.12 Â 0.01 
0.33 2 0.20 
7.1 1 Â 0.63 

heat stress <: oncentration 
changes 

AC 
+0.10 
+6.43 
- 0.10 
+0.06 
+0.69 
+0.23 
+OS4 
+0.34 
-7.01 

mean 

AHtmer : +4.55 

AHi+non-reso : +6.19 
Discrepancy: - 1.64 (-26%) 

b) White Sea animals 

Alanopine 
Stro~nbine 
Acetate 
Propionate 
Succinate 
ATP 
ADP 
Ammonia 
P-taurocyan 

AH+mÃ : +32.85 
AHi'non-reso : +12.07 
Discrepancy: +20.78 (+63%) 

Note: The Proton balance of anacrobic metabolism (AHtme,) was evaluated from concentration changes 
(AC) according to PÃ¶rtne (1987a,b). Data for phosphotaurocyamine consider a maximum effect (see 
text) during complcte depletion at the pHi value measured after 4h. 



Fig. 1 Concentrations (pmol- g-I fresh wt.) of the opines alanopine and strombine i n  the 

body wall tissue of Arenicola marina from (a) the North or (b) the White Sea before and 

after a temperature rise in the sediment 4 'C above their respective critical temperatures. 

North Sea lugworms were exposed to a temperature elevation from 12 to 25 OC and White 

Sea worms from 6 to 21 Â¡C All North Sea animals died between 24 and 72 hours after 

the temperature change occurred (n = 5 ;  mean k S.D.; * = significantly different frorn the 

control value at Oh). 

Fig. 2 Concentrations of volatile fatty acids and succinate in the body wall tissue of 

Arenicola marina from (a) the North or (b) the White Sea after a temperature rise in the 

sediment 4 'C above their respective critical temperatures. Differences in succinate 

concentrations between populations are highly significant (p = 0.0001; n = 4 - 5; mean k 

S.D.; * = significantly different from the control value at Oh; data from North Sea animals 

and volatile fatty acids in White Sea animals as reported by Sommer et al. 1997). 

Fig. 3 (a) Adenylate concentrations (pmol- g-1 fresh wt.), (b) ratio of [ATP]:[ADP] and 

(C) summed concentrations (XAde) of all adenylates (AMP, ADP and ATP) in the body 

wall tissue of lugworms from the North Sea after an increase in temperature in the 

sediment from 12 to 25 OC (n = 5; mean k S.D.; * = significantly different from the 

control value at Oh). 

Fig. 4 Concentrations (pmol- g-l fresh wt.) of (a) ATP, (b) ADP (C) AMP and (d) 

sumrned concentrations (ZAde) of all adenylates (AMP, ADP and ATP) in the body wall 

tissue of Arenicola marina (White Sea animals) at constant temperature of 6 OC (e) and 

after an increase in temperature in the sediment from 6 to 21 OC (0) (n = 5 ;  mean k S.D.; * 

= significantly different from the control value at Oh). 



Fig 5 (a) Concentrations (prnol- g-I fresh wt.) of arnmoniurn ions ([NH3] + [NH4+]) in 

the body wall tissue of Arenicola inarina frorn the North or White Seas after an increase 

in ternperature in the sedirnent to a value 4 OC above their respective critical temperatures 

(n = 5; mean ? S.D.; * = significantly different frorn the control value at Oh). (b) 

Ammonium concentrations in the body wall tissue of White Sea lugworms as a function 

of intracellular pH during exposure to 21 Â¡C The relationship between both Parameters is 

highly significant (p = 0.0001; pH; data adopted from Sommer et al. 1997). 

Fig. 6 Intracellular pH in the body wall tissue of Arenicola inarina from the North or 

White Seas (n = 5; rnean k S.D.; A = White Sea control animals (6 'C); V = White Sea 

warmed animals (6 to 21 'C); o = North Sea warrned animals (12 to 25 'C; * = 

significantly different from the control value at Oh; data as reported by Sommer et al. 

1997). 

Fig. 7 Concentrations of volatile fatty acids and succinate in the body wall tissue of 

Arenicola marina after a temperature drop in the sediment frorn 12 OC (North Sea animals) 

or 6 OC (White Sea anirnals) to -1.7 'C (n = 5; mean k S.D.; propionate; o acetate; V 

succinate; * = significantly different from the control value at Oh; data from North Sea 

animals as reported by Sommer et cd. 1997). 
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ABSTRACT: Genetic traits of the lugworm Arenicola manna were determined for 4 Atlantic popula- 
tions from France to Norway and compared with a population from the sub-arctic White Sea in Russia. 
Seven loci were analysed using horizontal starch gel electrophoresis. A low heterozygosity (0.09 to 
0.17) and a non-significant heterozygote deficiency were found in all populations. The genetic identity 
between lugworms of European Atlantic populations was high, whereas simlarity of the Atiantic pop- 
ulations with the population from the White Sea was low. The gene Elow between the Atlantic and the 
White Sea populations must be considered negiigible, as deduced from the average high and signifi- 
Cant gene differentiation F s ~  In particular, differences in allele frequencies of glucose phosphate iso- 
merase (Gpi) and phosphoglucomutase (Pgrn) showed that the White Sea population differed signifi- 
cantly from the others. A very strong correlation existed between the frequency of the alleles of 
isocitrate dehydrogenases 2-A and -B (Idh2-A and Idh2-B) and the average water temperature. It is 
concluded that temperature had a selective influence on isocitrate dehydrogenase 2, which, in contrast 
to isocitrate dehydrogenase 1, was identified as a mitochondrial enzyme. These findings Support the 
hypothesis that mitochondria play a key role in temperature adaptation and the adjustment of critical 
temperatures. 

KEY WORDS: Arenicola marina . Genetics . Geographie cline . Isozyme . Lugworm . Polychaeta . 
Temperature . Mitochondna 

INTRODUCTION 

Differences in the metabolic reaction to temperature 
changes have been observed between 2 populations of 
the lugworm Arenicola marina from the German North 
Sea and from the Russian White Sea (Sommer et  al. 
1997). The tolerance of both populations to tempera- 
ture fluctuations is limited, as indicated by the exis- 
tence of low and high critical temperatures (TC[ and 
Tcii), both of which are characterised by the onset of 
anaerobic metabolism. In White Sea lugworms these 
critical temperatures were shifted to lower values 
when compared with Noith Sea specimens. Addition- 
ally, the ability of North Sea lugworms to adapt to tem- 

peratures beyond the critical temperatures was poor 
compared to that of White Sea lugworms (Sommer et 
al. 1996, 1997). The larger range of temperature fluctu- 
ations at the White Sea was Seen as a reason for the 
higher adaptational capacity of the sub-polar lugworms. 

The exact mechanisms enabling survival under 
extreme temperature conditions and causing an adap- 
tive shift of the Tc are unknown. A hypothesis was 
developed that, among other mechanisms, Tc values 
are set by an adjustment of mitochondrial density and 
thus, aerobic capacity (Portner et al. 1997, Sommer et 
al. 1997). The differences in the ability to acclimate to 
temperature changes may, therefore, be  linked to dif- 
ferences in the capacity to adjust mitochondrial den- 
sity. This may either be explained as (phenotypic) 
acclimation of congenial populations to environmental 
temperatures or as (genetic) adaptation of remote pop- 
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ulations [Nevo 1978). Statistical, biochemical and 
physiological correlates provide circumstantial evi- 
dence supporting the hypothesis that environmental 
heterogeneity can be a major factor in maintaining and 
structuring genetic variation in natural populations. 
However, direct experimental evidence estahlishing 
cause-effect relationships between ecophysiological 
and genetic structures is still sparse (e.g. Hilbish et al. 
1982, Hoffmann & Parsons 1994). 

As a further step toward unravelling the differences 
in temperature acclimation in lugworms, whether it is 
phenotypic acclimation or genetic adaptation, the 
debree of relationship between the different popula- 
tions of lugworms, from the North Sea and White Sea, 
was assessed by determination of the genetic constitu- 
tion through electrophoretic isoenzyme analysis. For 
an identification of eventual geographic patterns in the 
genetic variahility of the lugworm, some additional 
populations at more southern (warmer) and northern 
[sub-arctic) locations were sampled in the Ooster- 
scheide (Netherlands), Gironde (France) and near 
Troms0 [Norway), 

MATERIAL AND METHODS 

At each sampling station (Fig. 1) lugworms were col- 
lected from intertidal flats hetween mean tidal level 
and low water level. The stations were located at: 
(1) France, Bay of Arcachon, 44"40.5'N, 1- 11.0'W, 
(2) The Netherlands, Oosterschelde sea arm, Yerseke, 

Mean winter pack ice 

Samphng Station 

^ 

Fig. 1. Sampling stations in the Atlantic (France, Bay of 
Arcachon; The Netherlands, Oosterschelde sea arm; Ger- 
many, Wadden Sea near Bren~erhaven; Norway, near Troms0) 

and in  the White Sea (Russia near Kartesh) 

5 l0  29.5' N, 4' 03.5' E, (3) Germany, Wadden Sea, 53' 
42' N, 8O 35'E, (4) Norway, Troms0, 69'38.8' N, 
18O54.3'E and (5) Russia, White Sea, Kandalaksha Bay, 
Chupa Inlet, 66'20,8'N, 33'35.8'E. 

Heads and tails of the worms were dissected, gonads 
and intestines were removed and only the body wall 
musculature was frozen in liquid nitrogen. The genetic 
constitution of the worms was examined using elec- 
trophoretic isoenzyme analysis of 7 loci according to 
Menken (1982) and Hummel et al, (1995): glucose 
phosphate isomerase (Gpi, E.C. 5.3.1.9), NADP-depen- 
dent isocitrate dehydrogenase 1 and 2 (Jdh,  E.C. 
1.1,1.42), malate dehydrogenase [Mdh, E.C. 1.1.1.37), 
malic enzyme (Me, E.C. 1.1.1.40), phosphogluconate 
dehydrogenase (Pgd, E.C. 1.1.1.44), and phosphoglu- 
comutase (Pgrn, E.C, 5.4.2.2). Fractions of the body 
walls [about 0.5 g) of 40 to 80 lugworms were homoge- 
nized individually for a few seconds in about 0.2 ml of 
gel buffer using a hand-made mortar and pestle. Elec- 
trophoresis was carried out in horizontal 12% starch 
gels (50 % Sigma, 50 % Connaught) at a temperature of 
O0C, The buffer systems used were Tris-citric acid gel 
buffer (8 and 3 mM resp.; pH 6.7) and Tris-citric acid 
electrode buffer (0.223 and 0.086 M resp.; pH 6.3). The 
electrophoresis was performed for 5 h with a constant 
current of 100 mA. Staining procedures used Bush B 
Tris-hydrochloric acid (0.102 M; pH 8.4) according to 
Menken (1982). 

The fastest allele is called A, the slower B, C, and so 
On. The data were analysed and statistically tested 
for allele frequencies, heterozygosity, conformance to 
Hardy-Weinberg equilibrium [fixation index Fis; ap- 
proximating ihe deviation of the ohserved heterozy- 
gosity from the expected one [Ho - HellHe], coefficient 
of gene differentiation [fixation index FsT; measure of 
differences in allele frequencies at each locus hetween 
populations) and genetic identities of genes hetween 
populations (standard genetic identity according to 
Nei 1975) by the Biosys computer Programme [Swof- 
ford & Selander 1981). Differences in allele frequen- 
cies and heterozygote frequencies of different groups 
were tested with the y2 analysis (Sokal & Rohlf 1995). 
All statistics were performed with Bonferroni correc- 
tion. The F-statistics Fis and FST are defined according 
to Nei [1977), and have properties similar to that of 
Wright's (1965) definition. Fis measures the deviation 
of genotype frequencies from Hardy-Weinberg pro- 
portions and the null hypothesis Fis = 0 was tested for 
significance with y2 = NFis2[h-1) and b(b-1)/2 degrees 
of freedom [N is the numher of specimens analysed in 
the sub-populations, and h is numher of alleles) (Li 
1955). FIS measures the degree of genetic differentia- 
tion of sub-populations and was tested for significance 
with y2 = 2WsT[b-1) and df = [b-l)(n-1) [n is the 
number of sub-populations) [Workman & Niswander 
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1970), Computation of F,s is not 
appropriate for almost-monomorphic 
loci (i.e. the dominant allele has a 
frequency > 0.8) because of the pre- 
dominant influence of rare alleles. 
These statistics were performed with 
Bonferroni correction, at a critical 
probabiiity level of a' = 0 , 0 5 / x  (X is 
number of repetitions of the same 
test, i.e. 4 for Fis and 8 for FsT; Sokal 
& Rohlf 1995). 

For preparation of mitochondria, 
about 1.5 g of body wall tissue was 
homogenized in 40 ml buffer contain- 
ing 40 mM Tris (pH 7 .5 )  and 0.55 M 
glycine as well as 0.25 M saccharose, 
4 mM EDTA and 0.2 % bovine Serum 
albumin. The homogenate was cen- 
trifuged at 4000 X g for 15 min at OÂ°C 
Mitochondria were found in the pel- 
let after a second centrifugation for 
60 min at 16 000 X g. The pellets were 
further used for electrophoretic iso- 
enzyme analysis and treated as the 
body wall sections described above. 

RESULTS AND DISCUSSION 

The loci M d h ,  Pgd, Me and Idhl  
were monomorphic according to the 
5 %  criterion (Table 1) .  The other loci 
had a higher allelic variability, but the 
2 most common alleles together had 
a frequency of 0.9 or more (Table 1) .  
The average heterozygosity across 
the 7 loci was around 0.13 (Table 1). A 
trend toward heterozygote deficiency 
(FIs = 0.09)  occurred, yet the devia- 
tions from Hardy-Weinberg equilib- 
rium were, in all but 1 example (Pgm 
in the Russian population), non-sig- 
nificant (Table 1) .  Such a heterozy- 
gote deficiency trend is a common, 
but not yet understood, phenomenon 
in marine invertebrates (Berger 1983, 
Singh & Green 1984, Zouros 1987, 
Zouros & Mallet 1989, Gaffney 1994). 

The genetic diversity, as measured 
by heterozygosity, of the lugworm is 
low when compared to bivalves 
analysed in the Same geographic ter- 
ritory with the same Set of isoen- 
zymes. In bivalves with a strong gene 
flow, Cerastoderma edule, Macoma 

Table 1. Arenicola marina. Allele (A-F) frequencies and measures of genetic 
variability in lugworm populations from the Atlantic (Nether.: The  Netherlands] 
and the White Sea (see Fig. 11. N = number of specimens; f o r  abbreviation 
of isoenzymes See 'Materials and methods'; He = expected heterozygosity; 
Ho = observed heterozygosity; FIs = conformance to Hardy-Weinberg equilib- 
rium, FsT = gene differentiation; n alleles = average number of alleles. Bonferroni 
correction for tests on siqnificanc:e of Frs: a' = a/4; Bonferroni correction for tests 

on signiticance of FsT: a' = a18; " p  < 0.05, "p < 0.01, na: not applicable 
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Fig. 2. Aren~cola marina. Cluster analysis on the genetic identity between lugworm populations using the unweighted pair group 
method fcoefficient used: Nei's genetic identity) 

balthica and Mytilus edulis, the heterozygosity ranged 
from 0.21 to 0,39 (vs 0.09 to 0.17 in lugworms) (Hum- 
mel et al. 1989, 1994, 1995). However, in the cockle 
Cerastoderma glaucum, a species with restricted gene 
flow inhabiting semi-isolated shallow non-tidal bio- 
topes and estuaries, the heterozygosity was as low as 
in the lugworm, 0.09 to 0.17 (Hummel et al. 1994). The 
picture for other polychaetes is not as uniform as in 
the abovementioned bivalves; but, similar to the lug- 
worms, the genetic diversity of other polychaetes 
seems to be lower in general. In Hediste Umnicola, H. 
diversicolor and H. japonica heterozygosity ranged 
from 0.01 to 0.02 (Fong & Garthwaite 1994), in Nean- 
thes succinea from 0.02 to 0.04 (Abbiati & Maltagliati 
1992), and in 3 alvinellide polychaetes (Alvinella pom- 
pejana, A. caudata and Paralvinella grasslei) from 0.10 
to 0.24 (Jollivet et al. 1995). Seven Nephtys species 
from different European locations proved even to be 
monomorphic in all 6 isoenzyme Systems investigated 
(Schmidt & Westheide 1994). 

The genetic identities (Nei 1975) between (the 
Atlantic) lugworms from France, through The Nether- 
lands and Germany, to Norway were high (Fig. 2). 
The genetic identity of the Atlantic populations with 
the Russian White Sea population was low (0.89). A 
genetic identity below 0.9 might indicate that the 
populations belong to different subspecies (Avise 
1974, Thorpe 1983). Confusion with the recently rec- 
ognized black lugworm Arenicola defodiens (Cadman 
& Nelson-Smith 1990, 1993) is thought to be of no 
importance. The allelic patterns distinctive for A. de- 
fodiens at the diagnostic loci Pgd and Gpi (Cadman 
& Nelson-Smith 1990) did not occur at all in our pop- 
ulations. 

The differentiation between the Atlantic stations and 
the Russian station is also indicated by the average 
high and significant gene differentiation FsT (on aver- 
age 0.21) when including the Russian station, but low 
and non-significant (Fsr = 0.06) when excluding the 
Russian station (Table 1). For marine bivalves with 

high gene flow, the average gene differentiation 
amounts to 0.01 to 0.03 between populations at geo- 
graphic distances of hundreds of kilometres, and 0.04 
to 0.06 at distances of thousands of kilometres (Ski- 
binski et al. 1983, Dillon & Manzi 1992, Grant et al. 
1992, Sarver et al. 1992, Saavedra et al. 1993, Hummel 
et al. 1994, 1995). Similarly, the gene differentiation 
among the Atlantic populations, at mutual distances of 
several thousands of kilometres, amounted to 0.06. In 
populations with limited gene flow, a much higher FST 
can be found, e.g. 0.19 as found for Cerastoderma 
glaucum (Hummel et al. 1994). Therefore, gene flow 
between Arenicola marina populations from the At- 
lantic coasts can be considered to be strong, whereas 
gene flow between the White Sea and Atlantic popula- 
tions must be  considered negligible. Although A. 
marina has no pelagic larval stage (eggs are spawned 
at the sediment surface, hatching larvae immediately 
penetrate into the sediment), transport of eggs by cur- 
rents and migration during post-larval stages has been 
observed frequently (Wolff 1973). Thus, transport by 
currents and migration are strong enough in the 
Atlantic to cause a considerable gene flow. The low or 
absent gene flow between the Atlantic and the White 
Sea is then probably due to the geographic and hydro- 
graphic Isolation of the White Sea (Zenkevitch 1963). 
Very strong currents at the outer parts of the White Sea 
(in Gorlo and Voronca sounds) cause very violent tur- 
bulences of the whole water column. As a consequence 
the sea bed is covered with an extremely hard sedi- 
ment which is poor in fauna and flora. Moreover, these 
tidal oscillations do not bring water of the Barents Sea 
into the White Sea. They only shift the masses of water 
within Gorlo sound, causing a separation of water 
masses and building a barrier for larvae or gametes. 
This seperation is probably so strong that even for the 
bivalve Macoma balthica, which has a pelagic larval 
stage of several weeks, a similar hampered gene flow 
was observed between the Atlantic and White Sea 
populations (Hummel et al. 1997). 
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Fig. 3. Aren~cola marina. Relation between allele frequencies 
of various enzymes in lugworms and the annual average tem- 
perature at the sampling locations [temperatures for France 
and The Netherlands from Hummel et al. 1995; for Germany 
from Becker 1981; for Norway from Treshnikov 1985; for Rus- 
sia from T. Bek and 0. Kozlova (based on daily measurements 
in 1987-1991, WSBS Poyaknnda, Moscow State University, 

Pers. comm.)] 

The strong gene differentiation between the Atlantic 
and White Sea populations coincided with abrupt 
changes in the allele frequencies of Gpi and Pgrn 
(Table 1, Fig. 3). A y2 analysis of differences in allele 
frequencies of Gpi and Pqm showed that indeed only 
the White Sea population differed significantly from all 
others (Table 2). In contrast, the changes in allele 
frequencies of Idh2 were more gradual when going 
from France to Russia (Table 2), as can be deduced 
from the gradually increasing y2 with increasing dis- 
tance between stations, marking, e.g., a significant 
difference between France and Norway but no sig- 

Table 2. Statistical analyses (7') of differences in allele fre- 
quencies befween ArenicoJa marina populations for the loci 

Gpi, Pgm and Idh2. 'p < 0.05, "P < 0.01 

The Netherl. Germany Norway Russia 

Gpi 
France 
The Netherlands 
Germany 
Norway 

pgm 
France 
The Netherlands 
Germany 
Norway 

Idhz 
France 
The Netherlands 
Germany 
Norway 

nificant difference between Norway and  the White 
Sea. A significant gene differentiation for Idh2 be- 
tween the Atlantic populations was still found when 
the White Sea station was excluded (Table 1). The 
gradual geographic cline is most remarkable for the 
allele frequencies of Idh2-A and Idh2-B: a very strong 
correlation between the allele frequency and annual 
average water temperature existed, even when the 
Russian station was excluded (Fig. 3; r = 0.99, p < 0.01 
for both comparisons) 

Geographie clines in genotypes within a species, 
especially in a north-south direction, a r e  a common 
phenomenon, and are mostly related to temperature 
and salinity (Koehn et al. 1976, 1980b, Endler 1977, 
Theisen 1978, Buroker 1983, Burton 1983, Rose 1984, 
Hoffman 1985, Dillon & Manzi 1992, Hummel et al. 
1995). The direct cause of such clines is not clearly 
known, although for leucine aminopeptidase (Lap) in 
Mytilus edulis and Gpi in Metridium senile it has been 
shown that differential activities of allozymes are 
coupled to temperature 01 salinity (Koehn et al. 1976, 
1980a, Koehn & Siebenaller 1981, Hoffmann 1985). 
This may lead to genotype dependent differential 
selection, most probably during juvenile Stages (Levin- 
ton & Lassen 1978, Hilbish 1985). Some clines might 
also be caused by introgression of races or subspecies 
(Levinton & Lassen 1978, Theisen 1978, Beaumont 
1982, Koehn et al. 1984, VainÃ¶l & Varvio 1989). Yet, 
the genetic similarity of the Atlantic populations in this 
study clearly showed no difference at subspecies lev- 
els. So, the geographic cline found in this study is most 
probably an  adaptive variation connected to tempera- 
ture. Moreover, when a substantial migration between 
different populations exists, then the selective pres- 
sure of an environmental factor must be very strong, so 
that a specific allele can be fixed in the genome of a 
population (Pogson 1987). Since gene flow is strong 
between the Atlantic populations (FsT ='0:06), we can 
conclude that the selective pressure of temperature On 
the Idh loci must be considerable. 

The electrophoretic isoenzyme analysis of the mito- 
chondrial fraction identified Idh2 to be a mitochondrial 
enzyme, whereas Idhl seems to be found in the cytosol. 
Further study revealed that latitudinal cold adaptation 
in Arenicola marina is linked to mitochondrial prolifer- 
ation and an increase in the activity of cytochrome oxi- 
dase (A. Sommer & H. PÃ¶rtne unpubl.) suggesting that 
mitochondria are an important site of temperature 
adaptation. This finding agrees with the picture arising 
from studies in cold ocean fish (Guderley 1997) and 
suggests that cold adaptation in general appears to be 
achieved by an increase in mitochondrial density as 
well as in oxidative capacity of individual nlitochon- 
dria. This phenomenon led to the general hypothesis 
that changes in the density and functional properties of 
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mitochondria a r e  involved in se t t ing  t h e  critical tem- 

pera tures  a s  t h e  u p p e r  a n d  lower limits of temperature  

tolerante (Sommer e t  al. 1997, Por tner  e t  al .  1997). 

Expression of different Idh2 isoenzymes wi th  chang-  
ing  t empera tu re  m a y  play  a n  impor tant  role i n  this 

context.  Idh h a s  a centra l  role i n  regula t ing t h e  flow 
through t h e  citric ac id  cycle (Stryer 1990),  a n d  there-  

with in metabol ic  regulation. Nothing is  k n o w n  abou t  

t he  d i f ferences  i n  kinetic properties be tween  t h e  2 
isoforms Idh2-A a n d  -B. However ,  t he se  differences 

should  optimize function a t  the  respect ive  tempera-  

tures a n d  m a y  involve a ma in t enance  of Km values  a n d  

max imum velocity a t  low temperatures .  Together  with 
mitochondrial proliferation a n d  the  rise i n  aerobic  

capacity this could  expla in  t he  observed shift i n  critical 

temperatures  a t  t h e  whole-animal  level  (Sommer e t  al .  
1996, 1997, S o m m e r  & PÃ¶rtne  unpubl . ) ,  

In  conclusion, t h e  genet ic  constitution of t he  speci- 

mens  s tudied showed  tha t  t h e  genet ic  identity for t he  

l ugworm in  European  Atlantic populations i s  h igh,  

whe reas  t h e  similarity wi th  a population f rom the  

White S e a  is low. Both  geographic  a n d  hydrographic  
isolation of t h e  Whi te  S e a  as well  a s  ave rage  wa te r  

temperatures  seem to  influence t h e  gene t i c  constitu- 

tion of t h e  popula t ions ,  Whereas  t h e  express ion of Gpi 
a n d  Pgm s e e m s  to  b e  influenced b y  geog raph ic  a n d  

hydrographic  isolation, t h e  express ion of Idh2 isoforms 
is predominant ly  inf luenced b y  t empera tu re .  
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Heft-Nr. 17511995 - "Russian-German Cooperation: The Expedition TAYMYR 1994". edited by Christine Siegert 
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