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Einleitung 1

1. Einleitung

Nacktschnecken, vor allem Vertreter der Arionidae, Milacidae und Limacidae, sind in Mittel-
und Nordeuropa bedeutende landwirtschaftliche Schéddlinge (Godan, 1983). Sie haben ein
weites Nahrungsspektrum, so daB3 dementsprechend auch der von ihnen verursachte Fral3-
schaden in der Landwirtschaft vielfaltig ist. Gefdhrdet sind besonders Wintergetreide, Kar-
toffeln, Kohl, Salat, Zierpflanzen, Raps, Tabak, Wurzelgemiise und Erdbeeren (Godan, 1973,
1983; South, 1992). Gefressen werden nahezu alle Pflanzenteile; dariiber hinaus werden
Friichte durch Schleim und Kot verunreinigt. Zudem konnen pathogene Pilze (Gregg, 1957;
Turchetti & Chelazzi, 1984) iibertragen werden. Laborversuche machen auch die Ubertragung
von pflanzenpathogenen Bakterien (Dawkins et al., 1986) sowie Viren (Heinze, 1958; Cook et
al., 1989) wahrscheinlich.

Zur Bekdmpfung von Nacktschnecken im Ackerbau werden meist chemische Mittel einge-
setzt, vor allem Koderpellets mit Methiocarb oder Metaldehyd. Carbamate, wie Methiocarb,
hemmen die Cholinesterase (Wilkinson, 1976; Young & Wilkins, 1989) und schidigen das
Gewebe (Triebskorn, 1989; Triebskorn & Kiinast, 1990). Die Wirkung des Metaldehyds be-
ruht iberwiegend auf Wasserentzug des Gewebes (Cragg & Vincent, 1952, South, 1992). Die
Zellorganellen der Schleimzellen des Verdauungstrakts und des Integuments verdndern sich
und der nervose, Serotonin-gesteuerte Schleimaussto3 wird stirker (Triebskorn et al., 1996;
Triebskorn et al., 1998). AuBlerdem fressen die Tiere nicht mehr (Bailey & Wedgwood, 1991;
McCrohan et al., 1995; Mills et al, 1990). Neuerdings werden Molluskizide mit Eisen-III-
Phosphat (Arndt et al., 1998) oder Eisen-Chelat-Komplexen zur Bekdmpfung von Schnecken
im Garten eingesetzt. [hre Wirkungsweise ist noch nicht vollstindig aufgeklirt. Eine weitere
Bekidmpfungsmoglichkeit ist der Einsatz des schneckenpathogenen Nematoden Phasmarhab-

ditis hermaphrodita (Glen et al., 1996).

Wirkstofthaltige Kdder sollten so attraktiv sein, daB3 die Schnecken zu fressen beginnen, und
schmackhaft genug sein, damit eine geniigende Menge Wirkstoff aufgenommen wird. Neben
der Akzeptanz und Palabilitit ist die anlockende Wirkung durch Geruchsstoffe von Bedeu-
tung. Im Idealfall sollten fliichtige Substanzen eingesetzt werden, die die Tiere selektiv aus
der Ferne anlocken. Die Féhigkeit der Schnecken, sich olfaktorisch zu orientieren, wird in der
Literatur unterschiedlich bewertet. Kittel (1956) nimmt an, daB3 Arion ater (Arionidae) Stink-
morcheln (Phallus impudicus) noch aus 120 cm Entfernung wahrnimmt. Bailey (1989) geht

weniger von einem zielgerichteten, sondern zufilligen Auffinden des Futters aus. Nach Bailey
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und Wedgwood (1991) werden Deroceras reticulatum (Limacidae) und Arion distinctus

(Arionidae) von Getreidemehl-Pellets aus 3,1 cm angelockt.

Alle oben genannten Stylommatophoren weisen zwei Paar Fiihler auf. Die posterioren Augen-
fiihler besitzen apikal ein Auge, die anterioren Mundfiihler sind kiirzer und ohne Augen. Die
Fuhler bestehen aus einem hohlen Muskelschlauch, der bei den Limaciden durch Inversion
eingezogen wird. Der Hohlraum des posterioren Fiihlers enthilt das olfaktorische Nervenbiin-
del, das vom Procerebrum des Cerebralganglions zur Spitze des Fiihlers verlduft, und den
schmaleren Augennerv, der vom Postcerebrum zum apikal gelegenen Auge zieht (Bullock &
Horridge, 1965). Der olfaktorische Nerv endet im olfaktorischen Ganglion (Runham & Hun-
ter, 1970), das sich fingerartig aufteilt. Diese Ausldufer verzweigen sich weiter bis zu einzel-
nen Axonen mit sensorischen Endigungen. Sie verteilen sich zwischen den Epidermiszellen,
so daBl der Eindruck eines ,epithelialen Polsters® etwas unterhalb des Auges entsteht (Wright,
1974).

Die posterioren Augenfiihler der Stylommatophoren werden vorwiegend fiir die Fahigkeit zur
Fern-Chemorezeption, also zur Anemotaxis und Orientierung anhand eines Geruchsgradien-
ten, verantwortlich gemacht und die anterioren Mundfiihler hauptsidchlich fiir die Kontakt-
Chemorezeption (Kittel, 1956; Chase & Croll, 1981). Diese Annahme beruht auf Versuchen,
in denen den Schnecken die anterioren und / oder posterioren Fiihler amputiert wurden und
thre Orientierung zur Geruchsquelle getestet wurde (Schultz, 1938: Helix pomatia; Kittel,
1956: Arion-, Limax-Arten; Chase & Croll, 1981: Achatina fulica). Anemotaxis erfordert nur
einen intakten posterioren Fiihler, die Orientierung anhand eines Geruchsgradienten den si-
multanen bilateralen Vergleich durch beide Fiihler (Chase & Croll, 1981).

Chemorezeptoren liegen bei Stylommatophoren nicht nur auf den Fiihlern, sondern auch auf
den Lippen, zu denen auch die Mundlappen gezihlt werden (Bullock & Horridge, 1965;
Salanki & Bay, 1975; Stephenson, 1979; Chang & Gelperin, 1980; Culligan & Gelperin,
1983). Deroceras reticulatum besitzt um den Mund zahlreiche Lippen sowie ein Paar Mund-
lappen (Walker, 1969). South (1992) sieht die Mundlappen als drittes Fiihlerpaar an, die, wie

die anterioren Mundfiihler, ebenfalls der Kontakt-Chemorezeption dienen sollen.

In die Ferne konnen sich Schnecken in einer Luftstromung (Anemotaxis von Landlungen-
schnecken) oder Wasserstromung (Rheotaxis von SiiBwasser- und Meeresschnecken) und bei

Windstille an einem Geruchsgradienten (Tropotaxis und Klinotaxis) orientieren. Unter
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Tropotaxis versteht man Ausgleichsbewegungen zur Herstellung eines Erregungsgleichge-
wichts in den bilateral symmetrisch angeordneten Sinnesorganen, also den Fiihlern und
Mundlappen. Bei der Orientierung durch Klinotaxis wird der Abstand zwischen den Ver-
gleichspunkten der Sinnesorgane durch Kopf- und Koérperdrehungen zusitzlich vergrofert.
Als Basis fiir Klinotaxis werden die sogenannten Kopfschwiinge (,Head-Waving*) angesehen,
die bei SiiBwasserschnecken (Townsend, 1973, 1974), Meeresschnecken (Jahan-Parwar,
1972; Preston & Lee, 1973; Audesirk, 1975) und terrestrischen Schnecken (Chase & Croll,
1981) dokumentiert sind.

Um fliichtige Substanzen auf eine verhaltensbeeinflussende Wirkung zu testen, sind fiir Ga-
stropoden verschiedene Testsysteme entwickelt worden, die alle nach einem dhnlichen Prinzip
aufgebaut sind. Testsysteme mit Luftstromen priifen die Fahigkeit zur Anemotaxis, diejenigen
ohne Luftstrome die Orientierung an einem Geruchsgradienten (s.o.). Haufig werden Y- oder
T-formige Olfaktometer oder Olfaktometer mit zwei parallel angeordneten Wahlkammern,
durch die Luftstrome geleitet werden, verwendet (Chase et al., 1978; Chase & Boulanger,
1978; Croll & Chase, 1980; Picket & Stephenson, 1980; Chelazzi et al., 1988; Garraway,
1992). Stephenson (1978) benutzte ein Y-Olfaktometer ohne Luftstrom und legte die Wahl-
kammern vollstdndig bis zur Gabelung mit Chromatographie-Papier aus. Die fliissigen Proben
wurden direkt auf das Papier gegeben, so dall Kontakt-Chemorezeption beim Hineinkriechen
in die Testkammern mdglich war. Chase (1982) entwickelte ein sogenanntes Tentakel-
Olfaktometer. Dieses annidhernd Y-formige Rohrensystem wurde direkt iiber die posterioren
Fiihler von Achatina fulica (Achatinacea) gestiilpt und die Testsubstanzen per Luftstrom

transportiert. Ausgewertet wurden die Kopfdrehungen zu einer Seite.

Schnecken folgen hiufig den Schleimspuren von Artgenossen, seltener von Artfremden, und
finden ihren Ruheplatz wieder. Die Orientierung entlang einer Schleimspur wurde bei Arten
der Gattung Limax (Cook, 1977, 1985, 1992, 1994; Chelazzi et al., 1988), Deroceras reticu-
latum (Wareing, 1986), Achatina fulica (Chase et al., 1978), Biomphalaria glabrata (Bous-
field et al., 1981) und Littoraria irrorata (Robbins & Hamilton, 1996) nachgewiesen. Das
Wiederfinden des Ruheplatzes ist fiir Limacidae (Gelperin, 1974; Cook, 1979a, b, 1981),
Arionidae und Cepaea nemoralis (Rollo & Wellington, 1981) gut dokumentiert.

DaBl Schnecken einer Schleimspur folgen, ist offenbar auf die anlockende Wirkung des
Schleims aus der Ndhe zuriickzufiihren (Chase & Croll, 1981). Cook (1985) konnte zeigen,

daB3 Limax pseudoflavus auch ohne anteriore Mundfiihler einer Schleimspur folgen konnen,
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wobei die Genauigkeit des Folgens geringfiigig abnahm. Beim Aufsuchen des Ruheplatzes
handelt es sich um eine Fernorientierung; die Orientierung anhand einer Schleimspur spielt
dabei nur eine untergeordnete Rolle (Gelperin, 1974). So kehrten Limax pseudoflavus, die in
ein sauberes Versuchsfeld mit einem zuvor von ihnen genutzten ,Schutzhduschen® gesetzt
wurden, zu diesem Versteck zuriick (Cook, 1979a). Auch Rollo & Wellington (1981) besta-
tigten, dal verschiedene Nacktschnecken-Arten, wie Deroceras reticulatum, Agriolimax
columbianus und Arion ater Verstecke bevorzugen, die von Artgenossen bewohnt werden.
Die Autoren gehen von verhaltensbeeinflussenden Stoffen (Pheromonen, s.u.) im Kot oder
Schleim aus, da Verstecke mit Karotten und Kot von Tieren, die Karotten gefressen hatten,
gegeniiber solchen, die nur mit Karotten bestiickt waren, bevorzugt wurden. Auch Cook
(1979a) hélt bei Limax pseudoflavus eine fernanlockende Wirkung von Kot fiir moglich.
Chase et al. (1978) konnten zeigen, dal adulte Achatina fulica und drei Wochen alte, isoliert
gehaltene Jungtiere den Geruch von Artgenossen im Olfaktometer bevorzugten. Chase und
Boulanger (1978) setzten Extrakte aus der Fulldriise und Speicheldriise von Achatina fulica
ein und zeigten eine anlockende Wirkung des FuBldriisenextrakts. Limacus flavus bevorzugte
im Olfaktometer Bereiche, in denen sich Artgenossen befanden oder in denen sich Artge-

nossen kurz vorher aufgehalten hatten (Chelazzi et al., 1988).

Fiir die anlockende Wirkung von Schleim und Kot werden hdufig Pheromone (s.o.) verant-
wortlich gemacht. Pheromone sind chemische Signalstoffe mit einer verhaltensbeeinflussen-
den Wirkung, die der Kommunikation innerhalb einer Art dienen; Allelochemikalien hinge-
gen dienen der Kommunikation zwischen verschiedenen Arten (Nordlund, 1981; Oldham &
Boland, 1996). So werden bei Land- und Meeres-Schnecken Spuren- (Chase & Boulanger,
1978: Achatina fulica; Ushadevi & Krishnamoorthy, 1980: Mariella dussumieri), Aggre-
gations- (Dundee et al., 1975: Veronicellidae; Chase et al., 1980: 4. fulica; Cook, 1981:
Limacidae), Alarm- (Atema & Stenzler, 1977: Nassarius obsoletus) und Sexualpheromone
(Takeda & Tsuruoka, 1979: Eukadra peliomphala; Blumberg et al., 1998: Aplysia fasciata)
vermutet. Alarmsubstanzen sollen bei terrestrischen Schnecken (Arionidae, Limacidae, Heli-
cidae, Bradybaenidae) auch, in abgeschwichter Form, interspezifisch wirken (Niemeli et al.,
1988; Pakarinen, 1992), so daB3 sie nach obiger Definition zu den Allelochemikalien zu zdhlen
sind. Cook (1979 a) geht davon aus, dal Limax pseudoflavus den Ruheplatz mittels zweier
Pheromone wiederfinden kann. Ein fliichtiges Pheromon soll bei der Distanz-Chemorezeption
und ein nicht-fliichtiges beim Spurenfolgen eine Rolle spielen; beide Substanzen sind aber

bisher nicht identifiziert worden.
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Nach dem bisher Gesagten scheinen die Schleimsubstanzen, die Schnecken ausscheiden, eine
wesentliche Rolle bei der Orientierung zu spielen. Allerdings gibt es nur wenige Untersu-
chungen, in denen sich Angaben zu fliichtigen Inhaltsstoffen von Schleim finden. Bei der
Meeresschnecke Navanax inermis wurden Methylketone (Navenone) als Pheromone im
Schleim identifiziert (Sleeper & Fenical, 1977). Wilson (1968) gibt folgende Zusammen-
setzung des Schleims der Gehduseschnecke Lymnaea truncatula an: 1 % Salze u.a. dialysier-
bare Komponenten, 0,5-1 % freie Proteine, 0,5-1 % Kohlenhydrat-reiche Glykoproteine, min-
destens 95 % Wasser. Der Autor fand zudem gréere Mengen Ammoniak und -Carotene im
Schleim. Daraus folgerte er, daB3 die Korperoberfliche zur Abgabe von pflanzlichen Abfall-
produkten genutzt wird. Auch Bousfield et al. (1981) gehen davon aus, dal keine artspezifi-
schen Substanzen, sondern Metabolite im Schleim der SiiBwasserschnecke Biomphalaria gla-
brata beim Spurenfolgen eine Rolle spielen. Sie konnten zeigen, da3 die Spuren von nicht
geflitterten Tieren weniger attraktiv waren als diejenigen von gefiitterten. Einseitige Fiitte-
rung, beispielsweise nur mit Salat oder nur mit Apium nodiflorum, hatten keinen Einflu} auf
die Attraktivitit. Im Schleim von Helix aspersa sollen ebenfalls Metabolite vorhanden sein

(Campion, 1961).

Neben den genannten Funktionen bietet der Schleim auch Schutz vor Austrocknung, wirkt
als osmotische Barriere und dient der Verteidigung, der Kommunikation und der Exkretion
(vgl. Cook & Shirbhate, 1983; Deyrup-Olsen et al., 1983; Deyrup-Olsen, 1996). Manche
Schnecken, so auch die Genetzte Ackerschnecke Deroceras reticulatum, verfiigen iiber zwei
verschiedene Schleimarten, die sich durch Farbe und Viskositit unterscheiden. Der Ful3-
schleim dieser Schnecke ist durchsichtig, der vom tibrigen Kdrperepithel abgegebene Schleim
wird wihrend der Reizung der Tiere weilllich und zdh. Diese Merkmale werfen die Frage
nach einer unterschiedlichen Funktion auf. So kénnte der Korperschleim der Abwehr poten-
tieller Feinde oder der Warnung iiber fliichtige Signalstoffe dienen, wihrend der FuBlschleim
nur im Dienst der Fortbewegung stehen konnte.

Schnecken besitzen verschiedene Driisenzellen im Epithelium. So wurden beispielsweise acht
verschiedene Typen von Schleimzellen im Integument von Helix aspersa (Campion, 1961),
13 Schleimzellen bei Limax pseudoflavus (Cook & Shirbhate, 1983), drei Schleimzellen bei
Arion rufus (Wondrak, 1969; Chétail & Binot, 1967, geben vier in der Fullsohle an) und drei
Schleimzellen im Mantel und der seitlichen Furche zwischen Mantel und Ful bei Arion rufus

(Binot und Chétail, 1968) beschrieben. Im Integument von D. reticulatum wurden lediglich
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drei Typen von Schleimzellen nachgewiesen, ohne dal3 diese in Beziehung zur Art des

Schleims gesetzt worden sind (Triebskorn et al., 1998).

Elektrophysiologische Untersuchungen zur Geruchswahrnehmung bei Schnecken befafiten
sich zundchst vorwiegend mit den Sinnesepithelien der Lippen, des Buccalorgans und der
posterioren Fiihler. Chase (1981) benutzte Saugelektroden, um Ableitungen an den fingerarti-
gen Ausldufern des olfaktorischen Ganglions bei Achatina fulica vorzunehmen. Andere Auto-
ren leiteten extrazellular an den Lippen-Nerven verschiedener terrestrischer Schnecken ab
(Gelperin & Chang, 1976: Limax maximus; Pevzner et al., 1980: Helix pomatia). Die Test-
substanzen wurden in Losung direkt auf die Lippen gegeben. Kemenes et al. (1986) unter-
suchten den Einflufl von Sucrose und Maltose auf die Sinnesepithelien der Lippen, der Fiihler
und des Buccalorgans bei der SiiBwasserschnecke Lymnaea stagnalis und konnten teilweise
starke elektrophysiologische Aktivititen erzielen. Entweder wurden die Losungen in einem
Fliissigkeitsstrom zu den sensorischen Oberflichen gefiihrt oder mit einer feinen Biirste auf-
getragen. Bei der zweiten Methode spielten somit auch taktile Reize eine Rolle. Die neuro-
nale Kontrolle der Bewegungen von Radula, Oesophagus, Speicheldriise und Lippen von
Schnecken wurde untersucht, indem intrazellular am Buccalganglion abgeleitet wurde (Ben-
jamin, 1983; Elliott & Benjamin, 1985; McCrohan & Kyriakides, 1992).

Egan & Gelperin (1981) untersuchten bei Limax maximus den Zusammenhang zwischen den
olfaktorischen Nerven des posterioren Fiihlers und der Riesenzelle (,giant cell) im Metacere-
brum des Cerebralganglions, die u.a. das Fressen neuronal kontrolliert. Zudem fiihrten sie
extrazellulare Ableitungen am olfaktorischen Nerv durch, indem sie eine Schleife dieses
Nervs in eine Saugelektrode zogen. In einem Luftstrom wurden natiirliche Geruchsstoffe (von
Karottenbléttern und Pilzen) und Amylacetat iiber das olfaktorische Sinnesepithel des poste-
rioren Fiihlers geleitet. Dabei konnten Aktionspotentiale mit Amplituden bis zu etwa 30 pV
gemessen werden; die Antworten waren allerdings kurz, ein bestimmtes Muster oder Regel-
méBigkeit der Antworten war nicht zu erkennen. In weiterfilhrenden Untersuchungen wurde
die Signalwirkung von Nervenimpulsen der Sinnesepithelien der posterioren (Delaney et al.,
1994; Gervais et al., 1996) und anterioren (Kimura et al., 1998) Fiihlerpaare auf den Pro-

cerebral-Lappen von Limax maximus untersucht.

Gelperin (1974) priifte die olfaktorische Funktion des Ganglions im posterioren Fiihler von
Limax maximus. Dazu leitete er an der Rezeptoroberfldche des posterioren Fiihlers mit einer

Elektrode, die mit einer Agar-Ringerlosung gefiillt war, und am abgeschnittenen olfaktori-
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schen Nerv mit einer Saugelektrode ab. Beide Signalmessungen wurden gegen eine in einer
Ringerlosung befindlichen indifferente Elektrode gemessen. Zudem wies er nach, dafl nach
Durchtrennung des olfaktorischen Nervs die Fihigkeit zum Wiederfinden des Ruheplatzes
verloren geht.

Garraway (1992) fiihrte elektrophysiologische Untersuchungen am olfaktorischen Nerv bei
Deroceras reticulatum durch und benutze dazu ebenfalls eine Saugelektrode. Der olfakto-
rische Nerv wurde an der Eintrittsstelle ins Cerebralganglion abgeschnitten und dieses Ende

in eine Saugelektrode gesaugt.

Die vorliegende Arbeit greift die bisherigen Hinweise auf, da3 Schnecken, Schleim und Kot
eine fernanlockende Wirkung auf Artgenossen besitzen. Als Untersuchungstiere dienten die
Genetzte Ackerschnecke, Deroceras reticulatum Miller, sowie die Mittelmeer-Acker-
schnecke, Deroceras caruanae Pollonera (Stylommatophora, Limacidae).

D. reticulatum ist in Mittel- und Nordeuropa ein weit verbreiteter Schiadling in der Landwirt-
schaft (Godan, 1983), D. caruanae ist aus dem westlichen Mittelmeer weltweit verschleppt
und gewinnt als Schidling in Deutschland seit Beginn der 80er Jahre zunehmend an Bedeu-
tung. Um diese Ackerschnecken moglichst selektiv bekdmpfen zu konnen, ist das Wissen um
verhaltensbeeinflussende Substanzen von besonderem Interesse. Fiir die Verhaltensunter-
suchungen wurde zunichst ein zylindrisches Olfaktometer mit sechs Wahlkammern einge-
setzt. Basierend auf diesen Erfahrungen wurde im Lauf der Arbeit ein Y-Olfaktometer ent-
wickelt und fiir die gesamten Untersuchungen verwendet.

Der Unterschied des Ful3- und Korperschleims bei D. reticulatum wirft die Frage auf, ob die
verschiedenen Sekrete eine unterschiedliche Wirkung auf das Verhalten aufweisen. Die mor-
phologischen Untersuchungen sollten kldren, welche Schleimzellen die unterschiedlichen
Sekrete bilden und ob diese auf bestimmte Korperregionen beschrankt sind.

Biochemische Analysen sollten zeigen, ob iiber den Korper- und FuBBschleim moglicherweise
aus der Nahrung stammende, attrahierende Substanzen ausgeschieden werden. Elektro-
physiologische Ableitungen an den Nervenbiindeln der posterioren und anterioren Fiihler so-
wie der Mundlappen sollten priifen, welche Sinnesepithelien an der Wahrnehmung der fliich-

tigen Substanzen beteiligt sind.
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2. Material und Methoden

2.1. Herkunft und Haltung der Versuchstiere

Die Versuchstiere, adulte Deroceras reticulatum und Deroceras caruanae (0,3-1,0 g), stamm-

ten aus dem Freiland (Abb. 1, 2).

Abb. 2: Mittelmeer-Ackerschnecke (Deroceras caruanae)

Sie wurden in einer computergesteuerten Klimakammer (Temperatur 14-15 °C, rel. Luft-
feuchte 80-90 %, Beleuchtungsdauer 12 h) in Makrolonkésten (Breite, Lange, Hohe: 20 cm x
25 cm x 14 cm) mit perforierten Deckeln auf feuchtem Filterpapier gehalten. Die Tiere wur-
den entweder ad libitum mit Wirsing-Kohl (Brassica oleracea var. sabauda) gefiittert oder,

bei entsprechender Fragestellung, mindestens sieben Tage vor Versuchsbeginn mit einem
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bestimmten Futter versorgt. Einzige Ausnahme waren Tiere aus einem Versuch mit zylindri-
schen Olfaktometern, denen vor Versuchsbeginn Kohl und im Versuch als Probe Salat gebo-
ten wurde (vgl. 3.2.1.). Hungertiere erhielten eine definierte Zeit vor Versuchsbeginn kein

Futter (vgl. 2.3., Versuchsreihe 1; 3.2.1.).

2.2.  Gewinnung von Schleim und Kot

Die Versuchstiere sezernieren Schleim iiber den Ful3 und die iibrige Korperoberfliche.
,FuBBschleim‘ wurde von Tieren gesammelt, die ungestdrt herumkriechen konnten. Dazu wur-
den die Tiere entweder fiir bestimmte Aufenthaltszeiten in Testgefdle gegeben, oder der
Schleim wurde von einer Glasplatte, auf der die Tiere herumkriechen konnten, mit einem
Spatel abgenommen. Im ersten Fall wurden die Testgefdlle, nachdem die Tiere und gegebe-
nenfalls der Kot entfernt worden waren, mit dem anhaftenden Schleim direkt als Probe ver-
wendet (vgl. Versuche mit der Closed-Loop-Stripping-Apparatur, 2.3., und Olfaktometer-
Versuche, 2.5.5.).

,Korperschleim‘ wurde gewonnen, indem die Tiere durch eine Begasung mit CO, gereizt
wurden.

Kotproben wurden mittels eines Spatels vom Filterpapier und Futter aus den Haltungskésten

der Tiere genommen.

2.3. Closed-Loop-Stripping-Apparatur (CLSA)

Fliichtige Substanzen aus verschiedenen Proben von D. reticulatum wurden mittels einer
Closed-Loop-Stripping-Apparatur (Fa. Brechbiihler AG, CLSA 2) gesammelt und angerei-
chert. In einem geschlossenen Kreislauf wurden die fliichtigen Substanzen durch einen von
einer Membranpumpe erzeugten Luftstrom iiber die Probe in einem Probengefil3 (2 1- Plan-
schliffreaktionsgefdBl) zu den Filtermaterialien - zundchst Aktivkohle, dann Super Q (aus Di-
vinyl- und Ethylvinylbenzenen, Fa. Alltech) - gefiihrt und dort adsorbiert. Beim ersten Ver-
such (Vorversuch), der zum Optimieren der Versuchsparameter diente, wurde nur Aktivkohle

eingesetzt.

Im Vorversuch wurden Schnecken sowie Korperschleim und in drei sich anschlieenden
Versuchsreihen bis zu drei verschiedene Proben (FuBschleim-Kot-Gemisch, Kdrperschleim,
Kot) eingesetzt. Die Tiere bekamen 7-12 Tage vor Versuchsbeginn ein definiertes Futter

(Tab. 1).



Material und Methoden 10

Tab. 1: Ubersicht iiber die Versuchsreihen, die eingesetzten Proben (die an die CLSA ange-
schlossen wurden), das Futter (das die Tiere vor Versuchsbeginn erhalten haben) sowie die

nach Spiilen der Filter gewonnenen Proben.

Versuch Probe (im Gefil} einge- Futter CLSA-Probe
setzt) (vgl. Tab. 3)
Vorversuch Schnecken Kohl, Karotten, Kartoffeln -
Korperschleim Kohl, Karotten, Kartoffeln -
Versuchsreihe 1 | FuBBschleim-Kot-Gemisch | Kohl A-D
FuBschleim-Kot-Gemisch | Kohl, danach 3tdgige Hun- |E-H
gerphase
Versuchsreihe 2 | Korperschleim Kohl A-D
Kot Kohl E-H
FufB3schleim-Kot-Gemisch | Kohl I-M
Versuchsreihe 3 | Korperschleim Kopfsalat A-D
Kot Kopfsalat E-H
FuB3schleim-Kot-Gemisch | Kopfsalat I-M

Fiir die Probe ,Schnecken® blieben 60 Tiere wihrend des Anschlusses an die Closed-Loop-
Stripping-Apparatur 16 h im Probengefdl3, dessen Winde mit 7 ml Aqua bidest befeuchtet
wurden (Tab. 2a).

Zur Gewinnung der fliichtigen Substanzen des FuBschleim-Kot-Gemisches (Tab. 2a) war eine
Vorbereitung der GefaBle notwendig (Tab. 2b). Die Tiere wurden vor Versuchsbeginn 48 h in
dem ProbengefaB (s.0.) auf Glasperlen (< 3 mm @, Roth, Art. 5660 und 5659.1 gemischt), die
mit Aqua bidest befeuchtet wurden, in einer Klimakammer (vgl. 2.1.) gehalten. Anschlie8end
wurden die Schnecken entfernt und diese Gefdlle jeweils an die Closed-Loop-Stripping-
Apparatur angeschlossen. Da die Tiere bevorzugt an den glatten Glaswinden sa3en, wurden
sie tagsiiber in Abstinden von etwas 3 h auf die Glasperlen zuriickgesetzt, um die Abgabe von
FulB3schleim zu erhéhen.

Von Korperschleim wurden 2-3 g und von Kot 1,5-2,5 g in das Testgefdll eingesetzt. Um die-
se Mengen Korperschleim zu gewinnen, wurden etwa 130 Schnecken von anhaftendem Kot
befreit, jeweils drei Tiere in einem 20 ml-Glasgefa3 30 s mit CO, begast und nach etwa 1 min

entfernt. Im Vorversuch wurden etwa 0,5 g Korperschleim von 40 Tieren eingesetzt (vgl. Tab.

).



Material und Methoden 11

Tab. 2a: Proben des Vorversuchs und der Versuchsreihen, deren fliichtige Substanzen in der
CLSA angereichert wurden (weiteres s. Text).

Probe Beschreibung
Schnecken Die Tiere verblieben wihrend des CLSA-Laufes im Probengefal.
FuBschleim- | Die Tiere wurden im Probengefaf3 auf Glasperlen gehalten, dann entfernt

Kot-Gemisch |und das GefaB3 mit dem an Wénden und Glasperlen anhaftenden Ful3-
schleim und Kot an die CLSA angeschlossen.

Korperschleim | Der durch CO,-Begasung gewonnene Korperschleim wurde in das Pro-
bengefdl tiberfiihrt und dieses an die CLSA angeschlossen.

Kot Kot wurde in das Probengefal3 {iberfiihrt und dieses an die CLSA ange-
schlossen.

Tab. 2b: Vorbereitung der Gefdlle, die an die CLSA angeschlossen wurden, zur Gewinnung
des FuBBschleim-Kot-Gemisches (vgl. Tab. 2a, weiteres s. Text.).

Probe Versuchs- | Anzahl Tiere | Glasperlen | Aqua bidest | Dauer des Auf-
reihe [n] [g] [ml] enthalts' [h]
FuB3schleim- 1 250 660 70 48
Kot-Gemisch 2 135 300 45 48
3 135 300 45 48

': Aufenthalt der Tiere im ProbengefiB (s. Text)

Von allen Versuchen wurden zunichst Kontroll-Laufe ohne Probe durchgefiihrt, d.h. das Pro-
bengefdll wurde leer oder - fiir den Vergleich mit der Probe FuBlschleim-Kot-Gemisch - mit
Glasperlen (s.0.) an die Apparatur angeschlossen (Tab. 3). Auf eine detaillierte Auswertung
der Kontrolle wurde verzichtet, da hier eine Vielzahl von Verbindungen (wie Kohlenwasser-
stoffe, z.T. sauerstofthaltige Verbindungen) auftraten, deren Ursprung nicht klar war. Es wer-
den daher als Inhaltsstoffe der Proben nur die Verbindungen angefiihrt, die - im Vergleich zur
Kontrolle - ausschlieBlich oder in bedeutend groeren Mengen auftraten.

Die fliichtigen Substanzen wurden 16 h (Vorversuch) oder 48 h (Versuchsreihen 1-3) im
System aufgefangen; die Temperatur des Glasrohres, das die Filtermaterialien enthielt, betrug
46 °C. Der Aktivkohlefilter wurde mit Hexan (oder Pentan, vgl. Tab. 3) und dann mit Di-
chlormethan, das Super Q mit Methanol und anschlieend Dichlormethan (jeweils ca. 1 ml)
gespiilt. Durch den Einsatz des leichter fliichtigen Losungsmittels Pentan (Siedepunkt bei 35-
36 °C, wihrend Hexan einen Siedepunkt von 69 °C hat) konnten auch leicht fliichtige Sub-
stanzen gaschromatographisch erfait werden. Fiir die Kontrollen K1 und K2 wurden die
Eluate der Kontroll-Liufe ohne Proben (s.o0.) verwendet, die Proben A-M wurden nach den
Durchldufen mit den verschiedenen Substanzen gewonnen (Tab. 3). Im Vorversuch wurde der

Aktivkohlefilter nur mit Dichlormethan gespiilt.
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Von allen CLSA-Proben wurden 2 pl mittels Gaschromatographie-Massenspektroskopie
analysiert (s. 2.4.). Der Rest der Proben aus den Versuchsreihen 1-3 wurde bis zum Einsatz in
verhaltensbiologischen und elektrophysiologischen Tests bei —25 °C aufbewahrt; die Proben

aus dem Vorversuch wurden nicht mehr weiter verwendet.

Tab. 3: CLSA-Proben der Versuchsreihen 1-3 unter Angabe des Filtermaterials
(A=Aktivkohle, Q=Super Q) und des verwendeten Losungsmittels (Di=Dichlormethan; Di :
Hexan z.B. bedeutet, dafl der mit Hexan gespiilte Filter zusitzlich mit Dichlormethan gerei-
nigt wurde).

Proben- Versuchsreihe 1 \ Versuchsreihe 2 \ Versuchsreihe 3
bezeichnung Probe
Filtermaterial | Losungsmittel
Kontrolle Kontrolle Kontrolle
K1 A Hexan A Hexan A Hexan
K2 Q Methanol Q Methanol Q Methanol
FuBschleim-Kot- Korperschleim Korperschleim
Gemisch'
A A Hexan A Hexan A Pentan
B A Di : Hexan A Di : Hexan A Di : Pentan
C Q Methanol Q Methanol Q Methanol
D Q Di : Methanol |[Q Di : Methanol |Q Di : Methanol
FufB3schleim-Kot- Kot Kot
Gemisch?
E A Hexan A Hexan A Pentan
F A Di : Hexan A Di : Hexan A Di : Pentan
G Q Methanol Q Methanol Q Methanol
H Q Di : Methanol |Q Di : Methanol |Q Di : Methanol
- FuB3schleim-Kot- FufB3schleim-Kot-
Gemisch Gemisch
1 - - A Hexan A Pentan
K - - A Di : Hexan A Di : Pentan
L - - Q Methanol Q Methanol
M - - Q Di : Methanol |Q Di : Methanol

' FuBschleim und Kot von mit Kohl gefiitterten Tieren
*: FuBschleim und Kot von mit Kohl gefiitterten Tieren, die 3 Tage vor Versuchsbeginn vom Futter
abgesetzt wurden

Als Kontrolle zu Hexan- und Methanol-Proben in verhaltensbiologischen (vgl. 3.2.2.2.) und
elektrophysiologischen Untersuchungen (vgl. 3.3.1.1.) wurden die den Versuchsreihen ent-
sprechenden Proben K1 und K2 eingesetzt. Als Kontrolle zu den Dichlormethan-Proben (vgl.
3.2.2.2.; 3.3.1.2.) wurden Gemische aus Dichlormethan und dem zuvor beim Spiilen des Fil-
ters eingesetzten Losungsmittel (Hexan, Methanol oder Pentan) im Verhiltnis 2:1 verwendet

(samtliche Chemikalien s. Tab. 10).
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2.4.  Gaschromatographie-Massenspektroskopie (GC-MS)

Die analytischen Untersuchungen erfolgten durch eine Kopplung von Gaschromatographie
(Hewlett-Packard 6890/5973) und Massenspektroskopie und wurden im Labor von Herrn Dr.
Olaf Fleck, Zentrale Forschung der Bayer AG, Leverkusen, durchgefiihrt. Untersucht wurden
alle Proben aus der Closed-Loop-Stripping-Apparatur (vgl. Tab. 3) sowie nativer Kot, Kor-

per- und FuBBschleim von D. reticulatum.

Um fiir diese Analyse Kot, Korper- und FuBlschleim zu gewinnen, wurden die Tiere min-
destens 26 Tage vor Versuchsbeginn mit Kohl oder Kopfsalat gefiittert. Da fiir die Untersu-
chungen des Schleims und Kots aufgrund der Methode der Faser-Benetzung (s.u.) nur gering-
fiigige Mengen (wenige mg) bendtigt wurden, konnte hier Fullschleim ohne Kot eingesetzt
werden. Dazu wurde der Schleim von einer Glasplatte, auf der die Tiere gekrochen waren,

abgenommen (vgl. 2.2.; s. dort auch Gewinnung von Korperschleim und Kot).

Die Analysen mit Proben aus dem Vorversuch wurden auf einem Gerdt mit einem Split-
Injektor durchgefiihrt (Tab. 4). Aufbauend auf diesen Ergebnissen (wenige Verbindungen in
geringen Konzentrationen) wurden die Parameter (Dimensionen der Kapillarsdule, Tempera-
turprogramm und Injektionssystem) angepalit. Die nachfolgenden Untersuchungen der
CLSA-Proben der Versuchsreihen 1-3 erfolgte durch Direktinjektion, d.h. die Proben wurden
direkt liber einen On-Column-Injektor in die Kapillare eingebracht und erst dann verdampft
(Tab. 5). Durch dieses Injektionsverfahren wurde gewihrleistet, dal die maximal mogliche
Menge pro Substanz detektiert wurde. Aufgrund der hohen Viskositit der Kot- und Schleim-
proben war eine Direktinjektion dort nicht mdglich. Auf eine Verdiinnung dieses Probenmate-
rials durch ein Losemittel wurde aber verzichtet, um einen moglichen Informationsverlust zu
vermeiden. Daher wurde eine thermische Desorption einer SPME-Faser (Solid Phase Micro-
extraction; mit PDMS = Polydimethylsiloxan als stationirer Phase) bevorzugt (Tab. 6). Die

Faser wurde durch Eintauchen in die Proben benetzt.
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Tab. 4: Gaschromatographie der CLSA-Proben aus dem Vorversuch.

GC-MS Hewlett-Packard 6890/5973

Kapillarsdule SE-30 (Polydimethylsiloxan), 60 m, 0,32 mm Innendurchmesser,
0,25 um Filmdicke

Temperaturprogramm 70 °C — 200 °C mit 5 °C/min, 200 °C — 300 °C mit 10 °C/min

Trigergas Helium, 26 cm/s, 5,5 psi Kopfdruck (1ml/min)

Injektor Splitinjektor

Detektor Massenselektiver Detektor (Scanbereich 12-600 amu, Electron
impact), 250 °C

Injektionsmenge 2l

Tab. 5: Gaschromatographie der CLSA-Proben aus den Versuchsreihen 1-3.

GC-MS Hewlett-Packard 6890/5973

Kapillarsdule DB-1 (Polydimethylsiloxan), 60 m, 0,32 mm Innendurchmesser,
1 um Filmdicke

Temperaturprogramm 40 °C (1 min isotherm) - 300 °C (10 min isotherm) mit 5 °C/min

Trigergas Helium, 26 cm/s, 5,5 psi Kopfdruck (1ml/min)

Injektor Cool on - Column

Detektor Massenselektiver Detektor (Scanbereich: 10-500 amu, Electron
impact), 250 °C

Injektionsmenge 1 ul

Tab. 6: Gaschromatographie von Kot, Fu3- und Korperschleim mittels der SPME-Faser-
Methode.

GC-MS Hewlett-Packard 6890/5973

Kapillare DB-1 (Polydimethylsiloxan), 60 m, 0,32 mm Innendurchmesser,
1 um Filmdicke

Temperaturprogramm 45 °C (2 min isotherm) - 320 °C (10 min isotherm) mit 8 °C/min

Injektor Split-splitless (250 °C), splitless 50 s

Detektor Massenselektiver Detektor (Scanbereich: 10-500 amu, Electron
impact), 250 °C

Injektion Benetzte SPME-Faser, 30 um PDMS

Die gemessenen Massenspektren wurden mit den Massenspektren einer Datenbank (WILEY
NIST 98) verglichen. Dieser Vergleich lieferte entsprechende Strukturvorschliage.

Die Strukturzuordnungen ausgewéhlter Substanzen in einigen CLSA-Proben (vgl. 3.1.1.2.,
Tab. 15) wurden iiberpriift, indem authentische Vergleichssubstanz unter den gleichen MeB-
bedingungen gaschromatographisch untersucht und die Retentionszeiten bestétigt wurden.
Diese Substanzen wurden zusitzlich quantifiziert, indem die ,Peakflichen‘ verschiedener
Konzentrationen der Vergleichssubstanzen mit denen der in der Probe gemessenen verglichen

wurden.
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Die Chromatogramme wurden mittels spezieller Software (GC und GCMS View', Version

1.2, Chem SW) graphisch bearbeitet.

2.5.  Verhaltensuntersuchungen

Alle Angaben zur Uhrzeit beziehen sich auf die mitteleuropdische Sommerzeit (MESZ).
Wurde den Tieren eine Futterpflanze als Probe angeboten, wurden sie mindestens sieben Tage
vor Versuchsbeginn damit geflittert.

In den Verhaltensuntersuchungen wird zwischen der Gesamtzahl n und der Zahl ,aktiver*
Tiere n, unterschieden. Mit der Gesamtzahl n ist die Anzahl aller eingesetzter Tiere gemeint.
Die Anzahl n, meint bei den Versuchen im zylindrischen Olfaktometern die Zahl der in die
Rohrchen gekrochenen Tiere. Die Anzahl n, in den Versuchen mit Y-Olfaktometern gibt den
Anteil der Tiere an, die sich nach dem Bewertungsschliissel fiir ein Rohrchen entschieden
haben, und somit die Anzahl der in die Auswertung eingegangenen Versuche an (vgl. 2.5.1.
und 2.5.2.).

Die Aktivitétszeiten der Tiere wurden zunidchst in videoiiberwachten Vorversuchen bestimmt.
In einer runden Arena (@ 100 cm) mit einem umgedrehten schwarzen Plastikuntersetzer (@ 15
cm) in der Mitte, unter den sich die Schnecken zuriickziehen konnten, wurden D. reticulatum
(Ngesam=34 in 2 Wiederholungen) um 17:00 Uhr unter den Plastikuntersetzer gebracht und
iiber 24 h alle 20 min die Anzahl der kriechenden Schnecken erfafit. Bis 19:40 Uhr waren nur
vereinzelt Tiere aktiv, dann stieg die Aktivitdt kontinuierlich bis 0:00 Uhr an. Um 0:00 Uhr,
3:40 Uhr und 5:20 Uhr waren mindestens 50 % der Tiere in Bewegung. Zwischen 10:40 Uhr
und 17:00 Uhr waren alle Schnecken inaktiv. Daher wurde fiir die Olfaktometerversuche eine
Testdauer von mindestens 24 h (s.u.) gewéhlt. Da die Tiere tagsiiber ruhen und erst wieder
gegen 18:00 Uhr aktiv werden, wurde der Beginn eines 24 stiindigen Testzyklus auf 17:00
Uhr festgelegt.

2.5.1. Zylindrisches Olfaktometer
Zylindrische Olfaktometer, entwickelt von Prof. Dr. Berking (Universitidt Koln), bestehen aus

einem Plastikzylinder mit sechs symmetrisch angeordneten Offnungen, die durch eine zur

AuBenseite zu 6ffnenden, perforierten Klappe verschlossen werden (Abb. 3).
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Abb. 3: Zylindrische Olfaktometer mit zwei Testkammern. Die tbrigen vier Torchen der
Offnungen wurden verschlossen.

Als Proben- und Kontrollkammern wurden Greiner-Zentrifugenréhrchen (PPN-Rohrchen,
KO, 50 ml) auf diese Offnungen gesteckt. Der Deckel enthilt ringférmig angeordnete Luftls-
cher und im Zentrum ein Beliiftungsrohr. Ins Innere des Olfaktometers wurden sechs, mit
30 ml Aqua bidest benetzte Filterpapiere (@ 100 mm) gegeben. Versuche wurden mit zwei
oder sechs Testkammern durchgefiihrt. Beim Einsatz von allen Kammern diente jedes zweite
Rohrchen als Probenkammer, die anderen drei Réhrchen als Kontrolle. Beim Einsatz von
zwel Kammern wurden zwei gegeniiber liegende verwendet, die restlichen vier Toérchen der
Offnungen wurden mit Klebeband verschlossen. Die Rohrchen wurden im zugespitzten Drit-
tel mit Filterpapier (@ 40 mm) ausgelegt und mit 100 pl Aqua bidest befeuchtet. Die Positio-
nen von Proben- und Kontroll-R6hrchen wurden nach jeder Versuchsreihe vertauscht. Jeweils
12 Tiere wurden zwischen 15:00 und 17:00 Uhr in je ein Olfaktometer auf den Boden des
Zylinders gesetzt. Die Anzahl der in die Rohrchen gekrochenen Schnecken wurde iiber einen
Zeitraum von drei Tagen, beginnend am Tag nach dem Einsetzen, tiglich zwischen 8 Uhr und
10 Uhr protokolliert. Bei den Kontroll-Versuchen mit sechs leeren Rohrchen wurde dieser
Zeitraum auf sieben Tage verldngert, da in den ersten zwei Tagen keine Rohrchen aufgesucht

wurden. Die Greiner-Rohrchen wurden nur einmal verwendet.
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2.5.2. Y-Olfaktometer

Auf zwei (")ffnungen eines dreischenkeligen Glasrohres (Winkel 120 °, Schenkelldnge 4,5 cm,
Schenkel-Innen-@ 2,3 cm) wurden Greiner-Zentrifugen-Rohrchen aufgesteckt, die als Wahl-
kammern dienten (Abb. 4). Auf die dritte Offnung wurden zwei aufeinander gesteckte Grei-
ner-Rohrchen (im folgenden Basis genannt) gesetzt, deren Spitzen abgeschnitten wurden. Das
duflere dieser Rohrchen wurde mit Gaze verschlossen und mit Pappe und Aluminiumpapier
abgedunkelt. In diesen verdunkelten Bereich wurden die Schnecken zu Beginn des Versuchs

eingesetzt.

Abb. 4: Y-Olfaktometer mit einem verdunkelten und mit Aluminiumpapier umwickelten
Basis-Rohrchen (B) und einem Proben- (P) sowie Kontroll-Réhrchen (K).

Die dem Boden zugewandten Bereiche der Basis-Rohrchen und der Glasverbindung waren
innen vollstdndig mit Filterpapier (fiir die Basis: @ 80 mm, halbiert; fiir die Glasverbindung in
jeden Schenkel @ 40 mm, halbiert), die der Wahl-R6hrchen im zugespitzten Drittel mit Filter-
papier (0 40 mm) ausgelegt. Die Papiere wurden mit Aqua bidest befeuchtet (je 1 ml in die
Basis-Rohrchen und die Glasverbindung, je 500 pl in die Wahl-Rohrchen).



Material und Methoden 18

Die Anordnung der 16 Olfaktometer pro Versuch wurde in allen Versuchen beibehalten. Die
Proben wurden alternierend links oder rechts angeordnet, d.h. im Olfaktometer 1, 3, 5 usw.
befanden sich die Proben im linken und in den Olfaktometern 2, 4, 6 usw. im rechten Wahl-
Rohrchen. Zwischen 15:00 Uhr und 17:00 Uhr wurde jeweils ein Tier in ein Olfaktometer
gegeben; die Versuchsdauer betrug 24 oder 48 h (s.u.).

Entscheidend fiir die Auswertung war, welches der beiden Wahl-Réhrchen zuerst aufgesucht
wurde. Die Schnecken zeigten relativ komplexe Verhaltensweisen, die jedoch zwei Grundmu-
ster aufwiesen: Entweder krochen sie vollstindig durch ein R6hrchen oder wendeten vor dem
hinteren Drittel des Réhrchens. Daher erfolgte die Auswertung nach einem Bewertungs-

schliissel, der fiir jedes Wahl-Roéhrchen getrennt angewandt wurde (Tab. 7).

Tab. 7: Klassifizierung des Verhaltens der Schnecken im Y-Olfaktometer innerhalb von 24 h
(Versuchsbeginn: 17 Uhr) und Bewertungsskala, jeweils fiir ein Wahl-Réhrchen angewandt
(z.T. Vergleich des Verhaltens im zweiten Rohrchen eines Olfaktometers notwendig).

Skala | Verhalten

1+ Schnecke durchkriecht zuerst dieses Rohrchen vollstindig

2+ Schnecke sucht das zweite Rohrchen zuerst auf und durchkriecht danach dieses
Rohrchen vollstandig (vorher Laufe mit Wenden in diesem Rohrchen moglich, d.h.
die Kategorie 2w(w)+ entspricht dieser Kategorie)

1w Schnecke kriecht zuerst in dieses Rohrchen, wendet vor dem hinteren Drittel,
kriecht hinaus und sucht es im Beobachtungszeitraum nicht mehr auf
2w Schnecke kriecht nach Aufsuchen des zweiten Rohrchens in dieses Rohrchen, wen-

det vor dem hinteren Drittel, kriecht hinaus und sucht es im Beobachtungszeitraum
nicht mehr auf

Schnecke kriecht zuerst in dieses Rohrchen, wendet vor dem hinteren Drittel,
kriecht hinaus und durchkriecht es dann vollstindig, ohne zwischenzeitlich das
zweite Rohrchen aufzusuchen

1w

Iw w+ | Schnecke kriecht zuerst in dieses Rohrchen, wendet vor dem hinteren Drittel,
kriecht hinaus, wiederholt diesen Vorgang mindestens einmal und durchkriecht
dieses Rohrchen dann vollstindig

Iw + Schnecke kriecht zuerst in dieses Rohrchen, wendet vor dem hinteren Drittel,
kriecht hinaus und durchkriecht es spéter, nachdem es das zweite Rohrchen aufge-
sucht hat, vollstindig

- Rohrchen wird nicht aufgesucht

Da beide Rohrchen getrennt beurteilt werden, resultieren daraus fiir jeden Olfaktometer-
Versuch 16 ,Zweier-Kombinationen® (vgl. Tab. §). Die Kombination (1+ / 2w) bedeutet bei-
spielsweise, dal das linke Wahl-Rohrchen zuerst aufgesucht und dabei vollstindig durchkro-
chen wurde, das rechte Rohrchen hingegen spéter aufgesucht und dabei nur unvollstindig

durchkrochen wurde. ,Wende vor dem hinteren Drittel des Rohrchens® gibt an, daB3 die
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Schnecke dieses Rohrchen nach der Wende verlassen hat. Dabei kann das Tier zuriick in die
Basis oder in das zweite Wahl-Rohrchen kriechen.

Die Kombinationen wurden danach bewertet, ob sich die Schnecke fiir ein bestimmtes Rohr-
chen entschieden oder kein Rohrchen gewdhlt hatte (,unentschieden®) (Tab. 8). Wenn sich
nach 24 h das Tier nicht entschieden hat oder inaktiv war, wurden die ndchsten 24 h ausge-
wertet. Als Entscheidung fiir ein Wahl-Rohrchen gelten die Fille 1 + und 1w ' in Kombina-
tion mit allen anderen mdglichen Fillen fiir das zweite Réhrchen. Der Fall 2 + wird nur in
Kombination mit 1w als Entscheidung gewertet, d.h. wenn das zweite R6hrchen im Be-
obachtungszeitraum von 24 h nicht komplett durchkrochen wurde. Unter der Bezeichnung
,unentschieden‘ sind alle Versuche zusammengefal3t, bei denen die Tiere inaktiv waren oder
sich fiir kein R6hrchen entschieden hatten (Tab. 8). Die Entscheidung fiir ein Réhrchen wird
mit einer anlockenden Wirkung der Probe gleichgesetzt.

Fiir jede Probe wurden mindestens 20 Liufe ausgewertet, in denen sich die Schnecken fiir ein
Rohrchen entschieden hatten. Das gilt nicht fiir die Kontroll-Laufe ohne Proben, in denen die
Anzahl der Entscheidungen geringer war. Die Greiner-Rohrchen wurden nach Versuchsende
verworfen, die mit heiBem Wasser und Ethanol gereinigten Glasverbindungsstiicke wieder

verwendet.

Tab. 8: Kombinationen der Verhaltens-Kategorien fiir beide Wahl-Réhrchen im Y-Olfakto-
meter-Test, die zur Beurteilung ,entschieden® oder ,unentschieden® fiithren.

Entschieden
Rohrchen 1 Rohrchen 2
2+
1+ 2w
2+
1wt 2w
2+ 1w
Unentschieden
1w 2w
2+
1w+ 2w
2+
lww+ 2w
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2.5.3. Versuchsort

Die Olfaktometer-Versuche wurden in einem Kaltgewdchshaus mit Tagestemperaturen
(6-18 Uhr) von 15 - 30 °C und Nachttemperaturen von 13 - 21 °C sowie einer relativen Luft-
feuchtigkeit tagsiiber von 50 - 95 % und nachts von 65 - 95 % (permanente Messung mit
einem Thermohygrographen, Fa. Lambrecht KG Goéttingen, Typ 252) durchgefiihrt. Wahrend
der Hauptaktivititszeiten der Schnecken in der Nacht fiel die Temperatur fiir mindestens 4 h
unter 20 °C. Ein solcher Temperaturabfall 16st die Aktivitit von D. reticulatum aus (Dainton,
1989). Fiir die Videotiberwachung wurde der Raum von 18 Uhr bis 6 Uhr mit einer 40 W-

Birne indirekt beleuchtet.

2.5.4. Videoiiberwachung

Die Videoaufzeichnung aller 16 Y-Olfaktometer-Versuche erfolgte mit einer Digital-
Farbkamera, Fa. Panasonic, WV-CP 410, Objektiv WV-LA4R5C3AE (Weitwinkel) sowie
einem Langzeit-Videorekorder, Fa. Panasonic, Model AG-6730/6040 E, im 120 h-Modus
(d.h. eine Aufnahmezeit von 120 h wurde auf 3 h gekiirzt). Die Videobander (Super VHS,
BASF oder Panasonic) wurden iiber einen Videorekorder Fa. Panasonic, FS2000, abgespielt

und an einem Fernsehgerit, Fa. Sony, Trinitron, ausgewertet.

2.5.5. Anwendung der Testsubstanzen in den Olfaktometern

Der Abstand zur Probe bezeichnet bei den zylindrischen Olfaktometern die Entfernung des
Torchens zur Probe im Rohrchen. Die Kontroll-Réhrchen enthielten mit 100 pul Aqua bidest
befeuchtetes Filterpapier (vgl. 2.5.1.). Bei Y-Olfaktometern gibt der Abstandes hier die
Distanz der Gabelung des Glasrohres zur Probe an. Die Kontroll-R6hrchen enthielten entwe-
der nur mit 500 pl Aqua bidest befeuchtetes Filterpapier (vgl. 2.5.2.) oder - wenn im zweiten
Wahl-Rohrchen eine fliissige, Losungsmittel enthaltende Probe verwendet wurde - das ent-

sprechende Lésungsmittel im selben Volumen.

500 mg schwere Proben von Futterpflanzen wurden in das hintere Drittel der R6hrchen der
zylindrischen und der Y-Olfaktometer gelegt. Von fliissigen Proben (vgl. 2.3., Tab. 3; 2.8.),

die nur im Y-Olfaktometer eingesetzt wurden, wurden 2-10 pul mit einer Kolbenhubpipette auf
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Filterpapier im hinteren Drittel pipettiert. Der Abstand zu diesen Proben im hinteren Drittel

betrug bei zylindrischen Olfaktometern 5 cm und bei Y-Olfaktometern 10 cm.

In Versuchen mit Schnecken im getrennten Aufsatz bei Y-Olfaktometern bestand das Proben-
Rohrchen aus einem etwa auf die Halfte verkiirzten Greiner-Rohrchen, auf das ein ganzes
Rohrchen aufgesteckt wurde. In dem ganzen Rohrchen befanden sich 3-10 Tiere mit oder
ohne ein Stiick Wirsing-Kohl (500 mg). Beide Roéhrchen wurden durch Gaze getrennt; der
Abstand der Gabelung zum Aufsatz betrug ca. 10 cm.

Fiir den Einsatz von Fullschleim und Kot (vgl. 2.2.) in beiden Olfaktometern wurden 3-10
Tiere mit oder ohne ein Kohl-Stiick (500 mg) etwa 5 h in einem Greiner-Réhrchen gehalten,
anschlieBend die Tiere und der Kohl entfernt und das Rohrchen als Probe eingesetzt. Im
Y-Olfaktometer betrug der Abstand von der Gabelung bis zur Probe 5 cm, im zylindrischen
Olfaktometer wurde die Probe nur durch das Torchen getrennt. Zur Verlingerung des Abstan-
des zur Probe in Y-Olfaktometern wurden zunéchst die Tiere und das Futter im hinteren Teil
des Rohrchens plaziert. In den vorderen Bereich des Rohrchens wurde Watte dichtgepackt bis
etwa zum hinteren Drittel geschoben und nach 5 h Tiere, Futter und Watte entfernt. So blieb
der vordere Bereich des Wahl-Ro6hrchen frei von Kot und Schleim; der Abstand zur Probe

betrug hier mindestens 10 cm.

Bei Wahlversuchen Fufschleim gegen Kot im Y-Olfaktometer wurden die Schnecken sowie
das Futter zundchst entfernt und der Kot aus dem Schleim-Réhrchen in das zweite Wahl-
Rohrchen tiberfiihrt. Die so behandelten Rohrchen wurden gleichzeitig im Versuch eingesetzt.
Fiir den Einsatz von Korperschleim im Y-Olfaktometer wurden 3-10 Tiere in den Réhrchen

fiir etwa 30 s mit CO; begast und nach etwa 5 min entfernt.

2.6.  Elektrophysiologie

2.6.1. Nervenpriparation

Die Tiere wurden in eine Ringerlosung (Dodds, 1997, modifiziert nach Garraway et al., 1992)
gegeben und durch eingeleitetes CO, betidubt. Die Losung wies folgende Zusammensetzung

auf: 70 mM NaCl, 2,5 mM KCIl, 1,5 mM CaCl, (Hexahydrat), 10 mM NaHCO;, 0,8 mM
KH,POy4, 50 mM Glucose, pH 7,53.
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Die betdubten Tiere wurden in einer mit Sylgard (184 Silikon Elastomer, Fa. Dow Corning)
ausgegossenen und mit Ringerlosung (s.o0.) gefiillten Petrischale (@ 9 cm) festgesteckt und
dorsal durch einen Langsschnitt, ausgehend von der Mundoffnung bis zum Mantelschild, im
vorderen Korperdrittel gedffnet. Je nach Fragestellung wurden der Augenfiihler, Mundfiihler
und / oder der Mundlappen unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskops (Fa. Zeiss, Stemi SV
8) herauspripariert. Da bei Deroceras-Arten die Filihler bei Storung durch Inversion einge-
stiilpt werden und die Fiihlerspitzen mit den Sinnesepithelien dann vom Muskelgewebe um-
geben sind, mufiten bei Priparationen der Augen- und Mundfiihler zunichst die Sinnesepithe-
lien durch Einschneiden des umgebenden Muskelschlauches (Retraktormuskel) freigelegt

werden. Anschlieend wurde eine der folgenden vier Praparationsarten durchgefiihrt (Abb. 5).

1) Augenfiihler 2) Mundfiihler und 3) Mundfiihler 4) Mundlappen
Mundlappen

Abb. 5: Schematisierte Darstellung der vier Nervenpréiparationen. Ellipsen symbolisieren die
Sinnesepithelien, Vierecke das Cerebralganglion (C), durchgezogene Linien die Nervenbiin-
del und gestrichelte Linien die Schnittstellen bei den Priparationen. Die abgeschnittenen Ner-
venenden werden in eine Saugelektrode gesaugt. G: olfaktorisches Ganglion, L: Mundlappen,
F: Mundfiihler.

Der olfaktorische Nerv zieht vom Cerebralganglion zum olfaktorischen Ganglion des Augen-
fiihlers (Abb. 6a; vgl. Garraway et al., 1992). Ein weiteres vom Cerebralganglion ausgehendes
Nervenbiindel zieht zum Mundlappen und weist etwa nach zwei Drittel der Liange eine Ab-

zweigung zum Mundfiihler auf (Abb. 6b).
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Abb. 6a) Priparation des Augenfiihlers. Der Muskelschlauch (M) ist so eingeschnitten, daf3
das olfaktorische Sinnesepithel (0S) freiliegt. Das olfaktorische Nervenbiindel (oN) ist teil-
weise vom Muskelschlauch bedeckt. A = Auge.

Abb. 6b) Priparation des Mundfiihlers (MF) und Mundlappens (ML). Man beachte den ge-
meinsamen Nerv (Ng), der zum Mundlappen zieht und eine Verzweigung (V) zum Mund-
fiihler aufweist.

Aufgrund dieser anatomischen Verhéltnisse habe ich drei verschiedene Priparationen (2-4)
durchgefiihrt und davon Aktionspotentiale abgeleitet. Bisher sind diesbeziigliche Ergebnisse
nur vom olfaktorischen Nerv erzielt worden (vgl. Garraway et al., 1992).

1) Augenfiihler: Das Sinnesepithel wurde vom umliegenden Muskelgewebe befreit (s.0) und
das olfaktorische Nervenbiindel an der Eintrittsstelle ins Cerebralganglion abgeschnitten.

2) Mundfiihler- und Mundlappen: Der vom Muskelgewebe befreite Mundfiihler (s.o.) und
der Mundlappen wurden herausgeschnitten und der gemeinsame Nerv an der Eintritts-
stelle ins Cerebralganglion abgeschnitten.

3) Mundfiihler: Das Nervenbiindel des Mundfiihlers wurde an der Verzweigungsstelle abge-
schnitten, so daB3 nur dieses abgeschnittene Ende in die Saugelektrode eingesaugt wurde
(vgl. 2.6.2.).

4) Mundlappen: Nur der Mundlappen wurde pripariert, der in den Mundlappen-Nerv ein-
miindende Verbindungsnerv zum Mundfiihler abgetrennt und der gemeinsame Nerv an

der Eintrittsstelle ins Cerebralganglion abgeschnitten.
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Die in eine weitere Sylgard-Schale (@ 3 cm) iiberfiihrten Nervenpriparationen (s.0.) wurden
so auf der Schrige der Ausbuchtung festgesteckt, dal die Sinneszellen nicht, das ableitende
Nervenbiindel jedoch von der Ringerlosung bedeckt war. Die Nervenpriparationen wurden

mit einem Agfa Farbfilm, HDC Plus 200, dokumentiert.

2.6.2. Versuchsaufbau

Die Saugelektrode (Fa. WPI, PDM2MM) mit Silberdraht und Glaskapillare (s.u.) wurde mit-
tels eines Mikromanipulators (Fa. Narishige, Modell MN-251) und eines Binokulars, Fa.
Zeiss, Stemi SV 8, an das abgeschnittene Ende des Nervenbiindels (vgl. 2.6.1., Priparationen
1-4) herangefiihrt. Das Nervenende wurde mit Hilfe einer 10 ml-Einweg-Spritze in die Saug-
elektrode iiber seine gesamte Linge eingesaugt.

Die Glaskapillaren (Fa. Science Products, GB 100-8P) der Saugelektrode wurden an einem
Mikroelektroden-Puller (Fa. Narishige, PN-3) gezogen. Als indifferente Elektrode diente ein
Silberdraht, der in die Ausbuchtung der Sylgard-Schale hineinragte. Die Silberdrihte der
Elektroden wurden regelméBig zur Erneuerung der Silberchlorid-Schicht mit einer 0,1 mol/l
HCI-Lo6sung elektrolytisch chloriert.

Die elektrische Aktivitit der Praparationen wurde durch eine Verstirkereinheit (Fa. Syntech,
INR-01) 1000-fach im Wechselstrom-Modus verstirkt. Die Einheit bestand aus einem Vor-
verstirker (Syntech-Probe) mit einem Eingangswiderstand von 10'> Ohm und einem Haupt-
verstirker mit niedrigem Eingangswiderstand. Der Vorverstirker verstirkte die Signale
10-fach; die endgiiltige Verstirkung wurde am Hauptverstiarker eingestellt. Die Signale wur-
den auf dem Bildschirm eines Oszilloskops (Fa. Hameg, Typ HM 305, Abtastrate 30 MHz)
verfolgt, mit einem Thermal-Schreiber (Graphtec, WR 7700) aufgezeichnet und fiir die spéte-
re Computer-Auswertung auf einem Audio-Rekorder (Sony, TC-D5 M) aufgenommen. Zur
Kennzeichnung der Reizstoffgabe bei den Aufzeichnungen wurde ein Steuerungspuls mitge-

zeichnet, der durch das Betétigen des Fullschalters des Pulsgebers (s.u.) ausgelost wurde.

2.6.3. Reizgabe

In unmittelbarer Ndhe der Nervenpréparation miindete ein Glasrohr (Innen-@ 0,7 cm, Lénge
15 cm). Das der Priparation zugewandte Ende des Glasrohres wies eine Eintritts6ffnung auf;
der Abstand von diesem Ende des Glasrohres bis zur Offnung betrug 6 cm. Durch das Rohr

wurde ein durch einen Pulsgeber (Syntech Stimulus Controller CS-05) erzeugter kontinuierli-
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cher, mit Aktivkohle gereinigter und mit Aqua bidest befeuchteter Luftstrom geleitet. In die
Eintritts6ffnung (s.0.) wurde mittels einer fest installierten Pasteurpipette ein zusitzlicher
Luftstrom gefiihrt, der ebenfalls {iber den Pulsgeber gereinigt wurde.

Zur Reizgabe wurde eine zweite, mit dem Pulsgeber verbundene Pasteurpipette oder eine
Glasspritze (50 ml) in die Eintrittséffnung gehalten und per FuBschalter der Luftstrom der
ersten Pipette fiir 3-10 s unterbrochen und iiber die Probe geleitet. Von fliissigen Testsubstan-
zen wurden 15 s vor der Reizgabe 2 pl an die Wand der Probenpipette appliziert und der Luft-
strom 3 s darliber geleitet. Dienten Tiere als Probe, wurden 2-30 Schnecken mindestens
10 min vor der Reizgabe in die Glasspritze eingesetzt und der Luftstrom dann 10 s hindurch-
geleitet. Um die Tiere zur vermehrten Abgabe von Korperschleim zu reizen, wurden flnf
Schnecken in der Glasspritze auf Filterpapier gesetzt, mit 100 pl Hexan betrdufelt und 120 s
bis zur Reizgabe gewartet. Fiir den Einsatz von toten Tieren als Probe wurden fiinf Schne-
cken, die bereits mehrere Stunden tot waren, in der Glasspritze eingesetzt.

Die Geschwindigkeit der Luftstrome wurde durch FluBmeter (Fa. Krohne) auf 60 ml/min ein-
gestellt. In unregelméBigen Abstinden wurde zwischen den Duftstoff-Gaben das Priparat mit

Ringer-Losung bedeckt und diese anschlieBend wieder abgesaugt.

2.6.4. Auswertung der Ableitungen

Die digitale Umwandlung der auf Audio-Kassetten (Fa. Fuji, Z II) aufgenommenen Signale
(s. 2.6.2.) erfolgte durch eine PCI-Bus-Interface-Karte (mit Micro 1401 Interface, Fa. Cam-
bridge Electronic Design), die Auswertung mittels eines speziellen Computer-Programmes
(Spike 2 for Windows, Fa. Cambridge Electronic Design).

Fiir jede am olfaktorischen Nerv des Augenfiihlers getestete Substanz wurden drei bis sieben
Ableitungen ausgewertet; bei den Mundlappen- und Mundfiihler-Praparaten konnten min-
destens zwei Ableitungen pro Testsubstanz gewertet werden.

Eine Ableitung wurde in drei verschiedene Zeitrdume unterteilt:

1) Prastimulus: 60 s-Zeitraum vor dem Stimulus

2) Poststimulus a: 10 s-Zeitraum nach dem Stimulus

3) Poststimulus b: variabler Zeitraum, beginnend 10 s nach dem Stimulus bis zum Ende der
Antwort.

In Abb. 7 ist eine typische Aufzeichnung dargestellt.
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Abb. 7: Einteilung der aufgezeichneten Signale eines olfaktorischen Nervs nach einem 3 s
dauernden Stimulus (—) mit der Probe K der Versuchsreihe 2 (FuBlschleim-Kot-Gemisch) in
die drei Phasen Préstimulus, Poststimulus a und b. Die senkrechten Balken des Frequenz-
Histogramms geben die Anzahl der Spikes pro s an, die vier senkrechten Linien markieren
den Anfang des Zeitraumes des Prastimulus, den Beginn des Stimulus, das Ende des Poststi-
mulus a und das Ende des Poststimulus b.
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Bei einer kurzen Antwort < 10 s entfillt der Poststimulus b. Dieser wurde variabel gewdhlt, da
die Dauer der Antwort, auch bei gleicher Testsubstanz, stark variierte. Zur Ermittlung der
Dauer wurde fiir jede Aufzeichnung ein Frequenz-Histogramm erstellt (Abb. 7). Der Zeit-
punkt der ersten drei Linien des Frequenz-Histogramms war vorgegeben. Die vierte Linie, die
das Ende der Antwort anzeigt, wurde per Hand am Bildschirm anhand des Frequenz-
Histogramms plaziert. Sie wurde so gesetzt, dafl die Frequenzen vor der Antwort (also der

Priastimulusphase) und nach der Antwort auf einem vergleichbaren Niveau liegen.

Tab. 9: Bildung der relativen Frequenz zur Bestimmung der Frequenzdnderungen der Ner-
venpriparationen nach einem Stimulus mit Testsubstanzen und Lésungsmittel. Fr = absolute
Frequenz, rF = relative Frequenz, Test = Testsubstanz, Prd = Pristimulus, Post a = Poststi-
mulus a, Post b = Poststimulus b.

Poststimulus a Poststimulus b

Reine Testsubstanz

1.) Relative Frequenz a der Testsubstanz 1.) Relative Frequenz b der Testsubstanz

Fr (Post a) Fr (Post b)

[Fa(Test) = ———— [E b (Test) =

Fr (Préd) Fr (Préd)

In Losungsmittel geloste Testsubstanz

2.) Relative Frequenz a des Losungsmittels | 2.) Relative Frequenz b des Losungsmittels

Fr (Post a) Fr (Post b)
Fa(lLsm) = ————— Fb((Lsm) = ————
(Lsmn) Fr (Prd) (Lsm) Fr (Prd)
3.) Relative Frequenz 1 3.) Relative Frequenz 2

Fiir einen Vergleich der verschiedenen Ableitungen wurden zwei Kriterien herangezogen, die
Veranderung der Frequenz nach dem Stimulus und die Dauer der Antwort.
Die spontanen Frequenzen der Nervenpréparate, also die der Prdstimulusphase, und somit

auch die Frequenzen nach einem Stimulus variierten teilweise. Um in den Abbildungen die
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Veranderung der Frequenz anschaulich darstellen zu kénnen (ohne zusitzliche Darstellung
der spontanen Frequenzen), wird die Verdnderung der Frequenz als relative Frequenz angege-
ben (Abb. 29a-38a). Die relative Frequenz ergibt sich durch Division der absoluten Frequenz
nach dem Stimulus durch die absolute Frequenz vor dem Stimulus (vgl. Tab. 9, vgl. auch
Dodds, 1997). Das gilt auch fiir die Antworten auf Losungsmittel und in Lésungsmittel ge-
l6sten Substanzen (Tab. 9, 2. und 3.).

Bei der Reizgabe mit einer reinen, nicht in Losungsmittel geldsten Testsubstanz (z.B. Di-
methyldisulfid) wurden die relativen Frequenzen rF a (Test) fiir den Poststimulus a und rF b
(Test) fiir den Poststimulus b errechnet. Dazu wurden die absoluten Frequenzen des Poststi-
mulus a und b jeweils durch die absoluten Frequenzen des Prastimulus dividiert (Tab. 9, 1.).
Diese beiden relativen Frequenzen wurden zur Auswertung herangezogen (s. 3.3.1., Vergleich
der relativen Frequenzen).

Bei einer in Losungsmittel geldsten Substanz wurden ebenfalls die relativen Frequenzen rF a
(Test) und rF b (Test) und zusétzlich die relativen Frequenzen a (Lsm) und b (Lsm) berechnet
(Tab. 9, 2.). Diese auf das Losungsmittel bezogenen relativen Frequenzen ergeben sich aus
der Division der absoluten Frequenzen der Poststimulusphasen a und b des Losungsmittel
durch die absoluten Frequenzen der Pristimulusphasen des Losungsmittels (Tab. 9, 2.). Die
relative Frequenz rF 1 fiir den Poststimulus a wird berechnet, indem man die relative Fre-
quenz rF a der Testsubstanz durch die relative Frequenz rF a des Losungsmittels dividiert
(Tab. 9, 3.). Entsprechendes gilt fiir die Bildung der relativen Frequenz rF 2 fiir den Poststi-
mulus b (Tab. 9, 3.). Die relativen Frequenzen rF 1 und rF 2 wurden bei einer in Losungsmit-

tel gelosten Testsubstanz zur Auswertung herangezogen (s. 3.3.1.).

Die Bildung der relativen Frequenz rF 1 fiir eine in Losungsmittel geloste Testsubstanz soll
folgendes Beispiel verdeutlichen:

Die absolute Frequenz betrdgt 1,2 Spikes/s wihrend der Prastimulusphase und 7,2 Spikes/s
in der Poststimulusphase a nach Applikation der Testsubstanz. Daraus ergibt sich fiir die rela-
tive Frequenz rF a der Wert 6. Die Antwort auf das dazugehorige Losungsmittel (s.u.) be-
trdgt wahrend der Priastimulusphase 1,0 Spikes/s und wéhrend der Poststimulusphase a
1,5 Spikes/s. Daraus ergibt sich 1,5 fiir die relative Frequenz rF a des Losungsmittels. Dies
bedeutet, dafl die Testsubstanz eine Erhdhung der Frequenz der Poststimulusphase a gegen-
iiber der Priastimulusphase um den Faktor 4 bewirkt hat, denn es ergibt sich die fiir die relative

Frequenz rF 1 nach der Rechnung ,,6 Spikes/s dividiert durch 1,5 Spikes/s* der Wert 4.
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Danach lassen sich die errechneten relativen Frequenzen drei Bereichen zuordnen, die Ant-
wort dariiber geben, ob und inwieweit die Testsubstanz eine Verdnderung der Frequenz be-
wirkt.

1. Relative Frequenz = 1 bedeutet keine Verdnderung der Frequenz nach Reizgabe.

2. Relative Frequenz < 1 bedeutet eine Abnahme der Frequenz nach Reizgabe.

3. Relative Frequenz > 1 bedeutet eine Zunahme der Frequenz nach Reizgabe.

Kontroll-Versuche mit Luftstrdomen, die liber leere Pasteur-Pipetten und Glasspritzen geleitet
wurden, ergaben keine Anderungen der absoluten Frequenz, so daB hier eine Berechnung der
relativen Frequenz wie bei den Losungsmitteln entfallen konnte. Wurden Schnecken und
Hexan in einer Glasspritze eingesetzt, wurde die relative Frequenz des Losungsmittels ermit-
telt, indem die Luft durch die mit einem Filterpapier und 100 pul Hexan versehene Glasspritze
geleitet wurde (vgl. 2.6.3., Einsatz von Schnecken als Probe).

Als Antwort auf ein Losungsmittel wurden die Aufzeichnungen vor der Testsubstanz gewer-
tet. Nach einem Stimulus mit einem Losungsmittel wurden maximal drei Testsubstanzen ge-
priift. In diesem Zeitraum wurden die Priparationen nicht mit Ringerlosung gespiilt, da nach
einer solchen Spiilung hiufig eine Verdnderung der Spikefrequenz beobachtetet werden
konnte. Um ein mogliches Nachlassen der Erregbarkeit der Rezeptoren der Praparationen zu
iiberpriifen, wurde in unregelmifBigen Abstéinden eine 0,1 %ige Fenchon-Losung, in Hexan
gelost, als Stimulus gegeben. Aus der Literatur ist bekannt, daf3 diese Losung eine Erhohung
der Frequenz des olfaktorischen Nervs bewirkt (vgl. Dodds, 1997). Zwischen dem Ende einer
Antwort nach einer Reizgabe und der Applikation einer neuen Testsubstanz wurde mindestens

10 min gewartet.

Bei der Auswertung der relativen Frequenzen und der Dauer der Antwort wurden die Me-
dianwerte und Einzelwerte von 2-7 Aufzeichnungen graphisch dargestellt. Fiir die Statistik
wurden aufgrund extremer Einzelwerte die Medianwerte ausgewertet (vgl. 2.9.) Der Median
ist beim Verdacht auf Ausreifler und beim Vorliegen weniger Mewerte gegeniiber dem Mit-

telwert zu bevorzugen (Sachs, 1999).

Zur Beschreibung der Art der Ableitungen (vgl. 3.3.2.) wurde die Darstellung des Frequenz-
Histogramms in Kombination mit den einzelnen Spikes gegeniiber der ungefilterten Auf-
zeichnung bevorzugt. Auf diese Weise werden auch geringfiigige Zu- oder Abnahmen der

Spikefrequenz deutlich.
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2.7. Licht- und Elektronenmikroskopie

Fiir die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden mit CO, betiubte D. reticulatum (vgl.
2.7.1) 12 hin

a) 2,5 % Glutaraldehyd in 0,1 mol/l Cacodylat-Puffer, pH 7,4 oder

b) 2 % Glutaraldehyd in 0,01 mol/l Cacodylat-Puffer, pH 7,4 (vgl. Triebskorn et al., 1998)
fixiert, anschlieend in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwissert und in Paraplast einge-
bettet. Von den in Paraplast eingebetteten Tieren wurden 7 um dicke Schnitte an einem
Schlittenmikrotom (Fa. Jung) angefertigt. Die Schnitte wurden mit PAS-AB (Perjod-
sdure/Schiffsches Reagenz — Alcianblau) gefarbt (vgl. Romeis, 1948; Pearse, 1968). Zudem
wurden 1 pm dicke Schnitte von Material, das fiir die Elektronenmikroskopie eingebettet
worden war (s.u.), an einem Ultramikrotom (Fa. Reichert) angefertigt und mit wéssriger To-
luidinblau (1 %) - Borax (1 %) - Losung geférbt.

Die Untersuchung der Paraplast- und Semidiinnschnitte erfolgte an Lichtmikroskopen der Fa.
Olympus SZH oder Olympus BH-2. Zur Bilddokumentation wurden Fujichrome 200, Sensia

II, Farbfilme verwendet.

Fiir die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden etwa 5 x 5 mm grof3e Hautstiicke
aus Dorsalepithel, Mantel und FuBsohle von mit CO; betidubten D. reticulatum (vgl. 2.7.1.)
entnommen und folgendermafen behandelt:

a) 2 h Fixierung in einer Losung von 2,5 % Glutaraldehyd in 0,1 mol/l Cacodylat-Puffer,
pH 7,4; 30-60 min Nachfixierung in 2 % OsO, im gleichen Puffer.

b) 2 h Fixierung in einer Losung von 2 % Glutaraldehyd in 0,01 mol/l Cacodylat-Puffer,
pH 7.,4; 2 h Nachfixierung in 1 % Osmium-Ferrocyanid im gleichen Puffer (Karnovsky,
1971); Waschen in 0,01 mol/l Cacodylat und 0,05 mol/l Trismaleat-Puffer, pH 5,2; 12 h Kon-
trastierung in 1 % Uranylacetat in 0,05 mol/l Trismaleat-Puffer (vgl. Triebskorn et al., 1998).
Nach Entwisserung tiber eine aufsteigende Alkoholreihe wurden die Objekte in Spurr‘s Me-
dium eingebettet (Spurr, 1969) und mit Glasmessern an einem Ultramikrotom (s.0.) etwa 500

nm dick geschnitten.

Die Ultradiinnschnitte wurden auf befilmten oder unbefilmten Kupfergrids aufgefangen. Die
wie unter a fixierten Ultradiinnschnitte wurden 20 min in Uranylacetat (5 % v/v in Ethanol)
und 2 min in Bleicitrat (0,2 % g/v in 10 % v/v 1N NaOH) (Venable & Coggeshall, 1965) und

die wie unter b fixierten Schnitte 2 min in der Bleicitrat-Losung kontrastiert. Die Untersu-



Material und Methoden 31

chungen erfolgten an einem Elektronenmikroskop EM-9 der Fa. Zeiss. Fiir die Bilddoku-

mentation wurden Agfa-Filme (Scientia, EM Film) verwendet.

2.8. Chemikalien

Die fiir die elektrophysiologischen und verhaltensbiologischen Untersuchungen eingesetzten
Chemikalien sind in den Tabellen 10 a und b zusammengefaft.

Fiir Verhaltensuntersuchungen wurde folgende Losung mit den aufgelisteten Chemikalien
angesetzt:

0,1 % v/v Dimethyldisulfid, 0,0025 % v/v Dimethyltrisulfid, 0,0025 % v/v Dipropyldisulfid,
0,0025 % v/v Methylpropyldisulfid in Hexan.

Sédmtliche in der Arbeit angefiihrten Konzentrationsstufen geben das Verhiltnis Volumen zu

Volumen an.

Tab. 10: a) Ubersicht iiber die verwendeten Losungsmittel unter Angabe der Bezugsquelle
und der chemischen Reinheit.

Substanz Quelle Chem. Reinheit
Dichlormethan Merck >99,5 %
n-Hexan Merck > 95 %
Methanol Merck >99,8 %
n-Pentan (Uvasol) Merck > 99,5 %
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Tab. 10: b) Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien unter Angabe der Bezugsquelle, der
chemischen Reinheit und der Struktur. Die mit (') markierten Substanzen wurden zusitzlich
oder ausschlieBlich in Hexan verdiinnt eingesetzt.

Substanz Quelle Chem. Chem. Struktur
Reinheit
Benzaldehyd' Aldrich >99 % : 0
Essigsiureethylester' | Aldrich >99,5 % 0
/\O)J\
(+)-Fenchon' Aldrich >99,5 % CHs
_o
CH,
CH,
Terpene
6-Methyl-5-hepten- Aldrich (USA) |99 % _ o}
2_0n1 Y\/\f
trans-Farnesol Aldrich 96 % OH
= = =
Schwefelverbindungen
Dimethylsulfoxid Riedel-de Haén | 99,5 % Hsc\ /CH3
SO
Methanthiol' Aldrich >99,5 % H3C\S/ H
Dimethyldisulfid' Acros >97 % H3C\s/CH3
2
Dimethyltrisulfid' Aldrich 98 % H,C.___CH,
3
Methylpropyldisulfid' | Aldrich 92 % H.C CH
3YN Sz/\/ 3
. . I : o
Dipropyldisulfid Aldrich 98 % H,C \/\S 2/\/CH3
Methylthiosulfat Sigma >98 % 0
(= Methylmethan- Il
thiosulfonat) H C/ ﬁ\s _~CH,
3 O
Benzothiazol Aldrich 96 % s
C
N
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2.9. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung zu den Versuchen mit zylindrischen und Y-Olfaktometern
erfolgte nach der kumulativen Binomialverteilung (Harvard University, 1955). Zur Durchfiih-
rung eines Binomialtests, der das Eintreten eines Ereignisses A beobachtet, sind folgende
Parameter notwendig: n = Anzahl der Beobachtungen, k = Anzahl der Beobachtungen, bei
denen A eingetreten ist, o = Irrtumswahrscheinlichkeit, py = Grenzwahrscheinlichkeit
(Grenzwert fiir Wahrscheinlichkeit p). Fiir die Olfaktometer-Versuche wurden die Anzahl
aktiver Tiere n, (vgl. 2.5.) und die Anzahl der Entscheidungen fiir ein Proben-R6hrchen (als
Ereignis A) mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von o = 0,05 und einer Grenzwahrschein-

lichkeit von py = 0,5 gewertet.

Zur Auswertung der elektrophysiologischen Antworten wurden zwei Tests angewandt, die
empfindlich gegeniiber Medianunterschieden sind (Sachs, 1999; vgl. 2.6.4. Medianwerte bei
kleinen Stichprobenumfiangen und extremen Einzelwerten): der U-Test nach Mann und Whit-
ney fiir zwei Stichproben und der H-Test nach Kruskal und Wallis fiir drei oder mehr Stich-

proben.

Bei den elektrophysiologischen Antworten auf reine Testsubstanzen wurde gepriift, ob die
absoluten Frequenzen der verschiedenen Zeitrdume signifikant gréfer oder kleiner sind (ein-
seitige Fragestellung mit o = 0,05 fiir Stichprobenumfiange > 3; kritische Werte von U s.
Sachs, 1999). Dies bedeutet, dafl die absoluten Frequenzen der Prastimulusphase mit denen
der Poststimulusphase a oder mit denen der Poststimulusphase b verglichen wurden. Ein sig-
nifikantes Ergebnis bedeutet, da3 die reine Testsubstanz eine signifikante Erhohung oder Er-

niedrigung der absoluten Frequenz bewirkt hat.

Bei den Antworten auf in Losungsmittel geldsten Testsubstanzen wurden zusétzlich die Ant-
worten auf das entsprechende Losungsmittel beriicksichtigt (vgl. 2.6.4., Tab. 9, 2. und 3.).
Daher wurden hier die relativen Frequenzen des Losungsmittels mit den relativen Frequenzen
der Testsubstanz anhand des U-Testes (Bedingungen s.0.), jeweils fiir den Poststimulus a und
b, auf signifikante Unterschiede gepriift. Ein signifikantes Ergebnis bedeutet, da3 die in Lo-
sungsmittel geldste Testsubstanz gegeniiber dem Losungsmittel eine signifikante Erhohung

oder Erniedrigung der relativen Frequenz bewirkt hat.
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Zusiatzlich wurde gepriift, ob sich die relativen Frequenzen einer Testsubstanz und die Dauer
der Antworten signifikant von denen der anderen Testsubstanzen in einer Abbildung unter-
scheiden (bei Stichprobenumfiangen > 3; vgl. 3.3.1.1., Abb. 29; 3.3.1.1., Abb. 31-35 und
3.3.1.2., Abb. 37). Bei reinen Testsubstanzen wurden jeweils die relativen Frequenzen a oder
b verglichen, bei in Lésungsmittel gelosten Substanzen jeweils die relativen Frequenzen 1
oder 2. Da in Abb. 30 die relativen Frequenzen a und b (Stimulus mit fiinf Tieren, die mit
Hexan gereizt wurden) sowie 1 und 2 (fiinf tote Tiere) dargestellt sind, wurde hier auf einen
statistischen Vergleich verzichtet. Mit dem U-Test nach Mann und Whitney (Bedingungen
s.0.) wurden die Antworten zweier Substanzen auf signifikante Unterschiede gepriift; bei drei
oder mehr Testsubstanzen wurde der H-Test nach Kruskal und Wallis, ebenfalls mit o=0,05,
angewandt. Die Berechnung nach Kruskal und Wallis erfolgte mit dem Programm
Statgraphics 3.0 Plus. Ergaben sich nach Kruskal und Wallis signifikante Unterschiede, wur-
den die Signifikanzen untereinander mit einem paarweisen Vergleich nach Mann und Whit-

ney (Bedingungen s.o.) ermittelt.
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3. Ergebnisse

3.1. Analytische Untersuchungen

3.1.1. Proben der Closed-Loop-Stripping-Apparatur

3.1.1.1. Gaschromatographie-Massenspektroskopie

Fiir den Vorversuch wurden D. reticulatum 7-12 Tage vor Versuchsbeginn mit Kohl, Ka-
rotten und Kartoffeln gefiittert und wahrend des CLSA-Laufs im Gefdll belassen (Probe

,Schnecken®, vgl. 2.3., Tab. 2 a). Zudem wurde Kd&rperschleim als Probe untersucht.

Von den sechs bei der Probe ,Schnecken‘ gefundenen schwefelhaltigen Verbindungen Benzo-
thiazol, Dimethyltrisulfid, Methylmethanthiosulfonat, 4-Methylthiobutansiurenitril, 3-Me-
thylthiopropylisothiocyanat und Tetradecylthiophen konnten die drei letztgenannten auch im
Korperschleim nachgewiesen werden. Im Korperschleim wurden zusétzlich eine Aldehydver-
bindung (Benzaldehyd) und Terpene (Epijuvabion, Farnesol, Geranylaceton, Sulcaton =

6-Methyl-5-hepten-2-on) gefunden (Tab. 11).

Tab. 11: Mittels GC-MS-Analytik detektierte Substanzen der CLSA-Proben aus dem Vorver-
such.

Vorversuch Schnecken Korperschleim
Benzaldehyd X
Benzothiazol X
Dimethyltrisulfid X

Epijuvabion X
Farnesol X
Geranylaceton X
Methylmethanthiosulfonat X
4-Methylthiobutansdurenitril X X
3-Methylthiopropylisothiocyanat X X
Sulcaton X
Tetradecylthiophen X X

Die fliichtigen Substanzen der Versuchsreihen 1-3 sind fiir jede Probe einzeln in den Tab. I-11I
(Anhang) aufgelistet. In den Ubersichtstabellen 12-14 werden die Inhaltsstoffe von jeweils

vier verschiedenen Proben einer Substanz (z.B. FuB3schleim-Kot-Gemisch: Proben A-D; vgl.
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2.3., Tab. 3) zusammengefalit aufgelistet. Beispielhaft sind die Chromatogramme von den
Analysen der Proben A und E aus der Versuchsreihe 2 im Anhang (Abb. I-II) dargestellt.

Einige Substanzen stammen sehr wahrscheinlich aus den verwendeten Filtermaterialien, Lo-
sungsmitteln oder der im Gaschromatographen eingesetzten Kapillare. Der Vollstindigkeit
halber werden sie in den Tabellen im Anhang unter dem Begriff ,Verunreinigung® gefiihrt.

Auf ihren méglichen Ursprung wird in der Diskussion (vgl. 4.1.2.) eingegangen.

Fiir die Versuchsreihe 1 wurden D. reticulatum 7-12 Tage vor Versuchsbeginn mit Kohl ge-
fiittert (Kohl) oder drei Tage vom Kohl abgesetzt (Hungerphase).

In den Proben A-D (Kohl) wurden sieben verschiedene Verbindungen gefunden, darunter fiinf
schwefelhaltige (Dimethyldisulfid, Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid, Methylpropyldisulfid,
Thiocyansduremethylester). Die unbekannte Verbindung (m/z: 45, 61, 91) ist vermutlich
ebenfalls schwefelhaltig aufgrund des diagnostischen lons m/z=61. Zudem wurde in diesen
Proben Benzaldehyd gefunden.

In den Proben E-H (Hungerphase) konnten bis auf die unbekannte Verbindung alle Verbin-
dungen, die auch aus den Proben A-D bekannt waren, nachgewiesen werden. Zusitzlich wur-
den Thioiso-Buttersduremethylester sowie 2- und 3-Hexanol nachgewiesen. In der Hexan-
Kontrolle K1 wurde Dipropyldisulfid, in der Methanol-Kontrolle K2 keine fliichtigen Sub-

stanzen nachgewiesen (Tab. 12).

Tab. 12: Mittels GC-MS-Analytik detektierte Substanzen der CLSA-Proben aus Versuchs-
reihe 1 (in alphabetischer Reihenfolge), jeweils vier Proben zusammengefal3t.

Versuchsreihe 1 (Kohl) Kontrollen | FuBschleim, Kot | Fu3schleim, Kot
(Kohl) (Hungerphase)
K1 K2 A-D E-H

Benzaldehyd X X
Dimethyldisulfid X X
Dimethyltrisulfid X X
Dipropyldisulfid X X X

2- und 3-Hexanol X
Methylpropyldisulfid X X
Thiocyansiuremethylester X X
Thio-Iso-Buttersduremethylester X
Unbekannte (m/z: 45, 61, 91) X

Fiir die Versuchsreihe 2 wurden D. reticulatum ebenfalls 7-12 Tage mit Kohl gefiittert.

Im Korperschleim (A-D), Kot (E-H) und dem FufBlschleim-Kot-Gemisch (I-L) konnten als
schwefelhaltige Verbindung nur Dimethyldisulfid und die aus Versuchsreihe 1 bekannte Ver-
bindung (m/z: 45, 61, 91) nachgewiesen werden. Die Proben I-L (FuB3schleim, Kot) enthielten
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wie die vergleichbaren Proben A-D aus Versuchsreihe 1 auch Benzaldehyd und Buttersdure-
methylester. Dariiber hinaus enthielten sie die Aldehyde Decanal und Nonanal sowie Propion-
sduremethylester. Butter- und Propionsduremethylester wurden auch im Korperschleim und

Kot nachgewiesen. Im Kdorperschleim kam zudem Ethanol vor (Tab. 13).

Tab. 13: Mittels GC-MS-Analytik detektierte Substanzen der CLSA-Proben der Versuchs-
reihe 2, jeweils vier Proben zusammengefalt.

Versuchsreihe 2 (Kohl) Kontrollen | Korperschleim Kot FuB3schleim,
Kot
K1 K2 A-D E-H I-L
Benzaldehyd X
Buttersduremethylester X X X
Decanal X
Dimethyldisulfid X X X
Ethanol X
Nonanal X
Propionsduremethylester X X X
Unbekannte (m/z: 45, 61, 91) X X X

Fiir Versuchsreihe 3 wurden D. reticulatum 7-12 Tage mit Kopfsalat gefiittert.

Im Kot wurden vier, ndmlich Dimethyldisulfid, Dimthyltrisulfid, Dipropyldisulfid sowie
Methylpropyldisulfid, in FuBschleim-Kot-Proben hingegen nur eine, Dimethyldisulfid, und
im Korperschleim keine der in Versuchsreihe 1 nachgewiesenen Schwefelverbindungen ent-
deckt. Im Kot traten zwei weitere Schwefel-Verbindungen, Dimethylsulfoxid und Dimethyl-
sulfon, auf. Dimethylsulfoxid wurde auch im Korperschleim und im FuBschleim-Kot-
Gemisch gefunden. Benzaldehyd trat in allen drei Proben sowie der Kontrolle K2 und Butter-
sdauremethylester in der Kot-Probe auf. Dariiberhinaus wurden in dieser Versuchsreihe
Terpen-Verbindungen, wie Limonen, a- und B-Pinen, Sulcaton (= 6-Methyl-5-hepten-2-on)
sowie ein nicht niher zu identifizierendes, nur im Kot vorkommendes Monoterpen (m/z: 126)
detektiert. Im Korperschleim und im Kot traten die vier erstgenannten Verbindungen auf,
wiéhrend im Kot-FuBlschleim-Gefdll nur a-Pinen nachgewiesen wurden. In den Kot-Proben
wurde zudem Isobuttersduremethylester sowie Hexa- und Tetradecanol, im Korperschleim

Essigsdure, Essigsdureethylester sowie Milchséureester gefunden (Tab. 14).
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Tab. 14: Mittels GC-MS-Analytik detektierte Substanzen der CLSA-Proben aus Versuchs-
reihe 3 (in alphabetischer Reihenfolge), jeweils vier Proben zusammengefalt.

Versuchsreihe 3 (Salat) Kontrollen | Korperschleim Kot FuB3schleim,
Kot

K1 K2 A-D E-H 1I-M

Benzaldehyd X X X X

Isobuttersduremethylester X

Buttersduremethylester X

Dimethyldisulfid X X

Dimethylsulfon X

Dimethylsulfoxid X X X

Dimethyltrisulfid X

Dipropyldisulfid X

Essigsdure X

Essigsdureethylester X X

Hexadecanol X

Limonen X X

Methylpropyldisulfid X

Milchséureester X

Monoterpen (m/z: 126) X

o-Pinen X X X

B-Pinen X X

Sulcaton X X

Tetradecanol X

3.1.1.2. Konzentrationsabschitzung von Einzelkomponenten

Die abgeschitzten Konzentrationen der Verbindungen Dimethyldisulfid, Dimethyltrisulfid,
Dipropyldisulfid, Methylpropyldisulfid, Dimethylsulfoxid, Pinen (o und ) und Limonen aus
den Proben A, B, E, F der Versuchsreihe 1, den Proben A und E der Versuchsreihe 2 sowie
den Proben B und F sind in Tab. 15 aufgefiihrt. Die vier erstgenannten Verbindungen wurden
ausgewahlt, da die Probe A der Versuchsreihe 1, die nur diese Verbindungen enthielt (vgl.
Tab. I, Anhang), signifikante Ergebnisse in Olfaktometer-Versuchen erzielte (vgl. 3.2.2.2.,
Abb. 19). In der Probe B aus Versuchsreihe 3 wurden hauptséchlich Terpene (a- und B-Pinen
sowie Limonen) und Dimethylsulfoxid gefunden (vgl. Tab. I1I, Anhang), die auch in anderen
Proben dieser Reihe auftraten. Auch mit dieser Probe wurden signifikante Ergebnisse im Ol-

faktometer erzielt (vgl. 3.2.2.2., Abb. 21).
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Tab. 15: Geschitzte Konzentration einzelner Verbindungen in jeweils 2 ul verschiedener
CLSA-Proben aus den Versuchsreihen 1-3 (Angaben in ppm).

Reihe 1 (Kohl) Reihe 2 (Kohl) Reihe 3 (Salat)
Abschétzung der Kot, Fulschleim | Kot, FuBBschleim | Korper- Kot Koérper- Kot
Konzentration (Kohl) (Hungerphase) | schleim schleim
[ppm] A B E F A E A B E F
Dimethyldisulfid 1600 | 1000 280 180 170 1300 - - 11 6
Dimethyltrisulfid 33 29 1 7 - - - - - 9
Dipropyldisulfid 23 33 42 - - - - - 53 20
Methylpropyldisulfid 15 30 5 - - - - - - 3
Dimethylsulfoxid - - - - - - - 19100 - | 86000
Pinen (o + B)* - - - - - - 25 5 50 13
Limonen - - - - - - 7 3 13 5

*. Addition beider Verbindungen, 3: a lagen im Verhéltnis ca. 4:1 vor

Im Kot-FuBlschleim-Gemisch der mit Kohl gefiitterten D. reticulatum der Versuchsreihe 1
(Proben A und B) wurden groflere Mengen der Schwefelverbindungen gefunden als im Ge-
misch der Tiere, die 3 Tage gehungert hatten (Proben E und F). Durch Addition der Konzen-
trationsangaben der Schwefelverbindungen der Proben A und B sowie der Proben E und F
ergeben sich folgende Verhéltnisse: Dimethyldisulfid liegt in A und B mit 2600 ppm ca.
5,5fach, Dimethyltrisulfid mit 62 ppm ca. 8fach, Dipropyldisulfid mit 56 ppm ca. 1,5fach und
Methylpropyldisulfid mit 45 ppm 9fach hoher konzentriert vor als in den Proben E und F. In
den Proben E und F wurden insgesamt 460 ppm Dimethyldisulfid, 8 ppm Dimethyltrisulfid,
42 ppm Dipropyldisulfid und 5 ppm Methylpropyldisulfid nachgewiesen.

In der Kot-Probe E der Versuchsreihe 2 (Kohl als Futter) liegt mit 1300 ppm eine etwa
7,5fach groBere Menge an Dimethyldisulfid vor als in der Kdrperschleim-Probe A dieser Rei-
he mit 170 ppm. In den K&rperschleim-Proben A und B sowie der Kot-Probe E der Versuchs-
reihe 3 (Kopfsalat als Futter) konnte keine der vier Schwefelverbindungen (Dimethyldisulfid,
Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid und Methylpropyldisulfid) nachgewiesen werden. Dage-
gen wurden in den Kot-Proben E und F dieser Versuchsreihe insgesamt 17 ppm Dimethyldi-
sulfid, 9 ppm Dimethyltrisulfid, 73 ppm Dipropyldisulfid und 3 ppm Methylpropyldisulfid
nachgewiesen werden. Die Verbindungen Limonen und Pinen kamen in den Kot-Proben E
und F etwa doppelt so konzentriert vor wie in den entsprechenden Schleim-Proben A und B.
Das in Versuchsreihe 3 auftretende Dimethylsulfoxid lag mit 9100 ppm (Probe B) und 86000

ppm (Probe F) in der hochsten Konzentration der verglichenen Substanzen vor.
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3.1.2. Analyse von nativem Kot und Schleim

D. reticulatum wurden mindestens 26 Tage vor Versuchsbeginn mit Kohl oder Kopfsalat ge-

fittert. Im Gegensatz zur CLSA-Methode, fiir die grole Mengen an Substanz bendtigt wurde,

konnte hier Kot und FuBlschleim getrennt untersucht werden.

Die gaschromatographisch identifizierbaren Substanzen von Korperschleim, Fu3schleim und

Kot von D. reticulatum sind in Tab. 16 aufgelistet. In Tab. IV (Anhang) finden sich noch

weitere Substanzen, bei denen es sich vermutlich um Verunreinigungen handelt (s.o.).

Tab. 16: Mittels GC-MS-Analytik nachgewiesene Substanzen im Korper- und Fullschleim
sowie im Kot von D. reticulatum.

Mit Kohl gefiitterte D. reticulatum

Mit Salat gefiitterte D. reticulatum

Korper-
schleim

Ful3-
schleim

Kot

Korper-
schleim

Ful3-
schleim

Kot

Ameisensiure

X

Benzamin

y-Butyrolacton

Cholesterol

Dihydrofuranon

RS

Dimethyldisulfid

Dimethyltrisulfid

Docosanol

Docosansduremethylester

Dodecan

Essigsdure

Hexacosanol

Hexacosansduremethylester

Hydroxybenzoesdure

Methylindol

Isocyansdure *

Neophytadien

Nonacosanol (Nonacosen)

Nonanal + Undecan

Octacosanol (Octacosen)

SH Nl

Phenol + Unbekannte**

Phytol

Pyrrol-Derivat

Sesquiterpen(alkohol)

Sesquiterpen

Steroide

Squalen

Tetracosanol

Tetracosansduremethylester

Unbekannte (m/z: 61, 115)

*: wenig lonen

**: (m/z: 55, 84, 112)
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Die in den CLSA-Proben gefundenen, schwefelhaltigen Substanzen Dimethyldisulfid und
Dimethyltrisulfid (vgl. 3.1.1.1.) konnten auch hier im Fuf3schleim und Kot der Tiere, die mit
Kohl gefiittert worden waren, nachgewiesen werden, im Korperschleim hingegen nicht. In
samtlichen Proben der mit Kopfsalat gefiitterten Tiere waren diese Substanzen nicht nachzu-
weisen. Essigsdure wurde wie in den CLSA-Proben im Korperschleim und Kot der mit Kohl
gefiitterten Tiere sowie im Korper- und FuBBschleim der mit Salat gefiitterten Tiere gefunden.
In beiden Versuchsgruppen war im Korperschleim zudem Phenol mit einer unbekannten Ver-
bindung (MS-Daten: m/z = 55, 84, 112) und wahrscheinlich Isocyansidure (Zuordnung auf-
grund weniger lonen) nachgewiesen worden. Squalen fand sich im Fuf3schleim und Kot der
mit Kohl gefiitterten Tiere und Cholesterol in allen Proben auBler der FuB3schleim-Probe der
Tiere mit Kopfsalat als Futter. Neophytadien und nicht ndher zu bestimmende Steroide wur-
den in beiden Kot-Proben detektiert. Verschiedene langkettige Alkohole und z.T. entspre-
chende Carbonsduremethylester (z.B. Hexacosanol und Hexacosansduremethylester) fanden
sich nur in Kot-Proben der mit Salat gefiitterten D. reticulatum. Einzige Ausnahme war
Nonacosanol, das auch im Kot von mit Kohl gefiitterten Tieren vorkam. Methylindol sowie
Phytol war nur in Kot-Proben der mit Kohl gefiitterten Tiere nachweisbar. Dihydroxyfuranon
wurde im Korperschleim der mit Kohl gefiitterten Tiere und im Fuf3schleim der mit Salat ge-
fiitterten Tiere, ein nicht ndher zu bestimmendes Sesquiterpen im Korperschleim (Salat ge-
fiittert) und FuBschleim (Kohl gefiittert) gefunden. Eine unbekannte Verbindung (m/z = 61,
115; vermutlich schwefelhaltig aufgrund des diagnostischen lons m/z=61) wurde nur im FuB3-
schleim (Kohl gefiittert) nachgewiesen (Tab. 16). Weitere nur in einer Probe auftretende Ver-

bindungen sind der Tab. 16 zu entnehmen.

3.2.  Verhaltensuntersuchungen

Die Einzelergebnisse der Olfaktometer-Versuche sind in den Tab. Va, b (zylindrische Olfak-
tometer) und VI-VIII (Y-Olfaktometer) im Anhang aufgefiihrt. Die Angaben zur Signifikanz
beziehen sich auf die kumulative Binomialverteilung (mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit

o=0,05). Die Angabe n, gibt die Anzahl aller aktiver Tiere an (vgl. 2.5.).
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3.2.1. Zylindrisches Olfaktometer

In Kontroll-Versuchen mit sechs Wahl-Réhrchen (ohne Probe) wurden die Anteile der Tiere,
die in die Rohrchen mit gerader und ungerader Nummer gelaufenen sind, zusammengefal3t
(Abb. 8). Danach verteilten sich D. reticulatum in gleichen Anteilen (je 50,0 %) auf die Rohr-
chen. Im einzelnen ergaben sich fiir die Rohrchen 1, 3 und 5 die Anteile 25,0 %, 18,75 % und
6,25 % und fir die Réhrchen 2, 4 und 6 die Anteile 6,25 %, 12,5 % und 31,25 %. Von 48 ein-
gesetzen D. reticulatum waren 33,3 % (n,=16) aktiv, d.h. entschieden sich fiir ein Rohrchen.
In Kontroll-Versuchen mit D. caruanae ergaben sich die Anteile 62,5 % und 37,5 %. Dabei
entfielen auf die Rohrchen 1, 3 und 5 die Anteile 25,0 %, 18,75 % und 18,75 % und auf die
Rohrchen 2, 4 und 6 die Anteile 0 %, 12,5 % und 25,0 %. Von 48 eingesetzen D. caruanae
waren ebenfalls 33,3 % (n,=16) aktiv.

50.0 50.0 D. reticulatum

62.5 37.5 D. caruanae

100 50 0 50 100

Verteilung gelaufener Tiere (%)

Abb. 8: Prozentuale Verteilung von D. reticulatum und D. caruanae auf die Kontroll-RShr-
chen 1, 3, 5 (grau) und 2, 4, 6 (weil}), jeweils ohne Probe, im zylindrischen Olfaktometer.

In Versuchen mit einem 500 mg-Stiick Salat als Probe in einem Olfaktometer mit sechs Test-
kammern (drei Proben- und drei Kontrollr6hrchen) konnte keine Bevorzugung der Proben-
rohrchen festgestellt werden. D. reticulatum, die stindig Nahrung oder zwei Tage gehungert
hatten, verteilten sich in etwa gleichen Anteilen auf Proben und Kontrollrohrchen, wobei der
Anteil der Tiere, die gehungert hatten, in Probenrohrchen etwas hoher lag als derjenige der
Tiere, die nicht gehungert hatten (57,1 % gegeniiber 45,5 %) (Abb. 9). Von 144 Tieren (ge-
hungert) und 84 (nicht gehungert) waren 34,0 % (n,=49) und 52,4 % (n,=44) aktiv. Auch bei
den Versuchen mit nicht gehungerten D. caruanae in Olfaktometern mit sechs Testkammern
ergab sich in den Proben- und Kontrollrohrchen (54,2 % und 45,8 %) eine dhnliche Vertei-

lung. Von den 72 eingesetzten D. caruanae waren 66,7 % (n,=48) aktiv.
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57.1 | |42.9 D. reticulqtum
(nicht gefiittert)
45.5| | 545 D. reticulatum
D. caruanae
54.2 | |45.8
100 50 0 50 100

Verteilung gelaufener Tiere [%]

Abb. 9: Prozentuale Verteilung von D. reticulatum und D. caruanae auf die Proben-Réhrchen
(grau) und Kontroll-R6hrchen (weill) im zylindrischen Olfaktometer mit sechs Wahl-Rohr-
chen. Als Probe diente ein 500 mg-Stiick Salat. n, s. Text.

In Versuchen mit einem 500 mg-Stiick Kohl als Probe in Olfaktometern mit zwei Testkam-
mern (ein Proben- und ein Kontroll-RShrchen) lief ein signifikanter Anteil der aktiven D. ca-
ruanae (72,2 %, op=0,05) in die Proben-Réhrchen (Abb. 10). Von 84 gesamt eingesetzten

Tieren waren 21,4 % (n,=18) aktiv.

Wurden FufBlschleim und Kot von drei D. caruanae zusammen mit einem 500 mg-Stiick Kohl
als Probe in Olfaktometern mit zwei Testkammern eingesetzt, lief ein signifikanter Anteil der
aktiven D. caruanae (69,2, %, 0=0,05) in die Probenréhrchen (Abb. 10). Bei diesem Ver-
such waren von 96 eingesetzten Tieren 27,1 % (n,=26) aktiv.

Beim Einsatz von FuBlschleim und Kot von drei D. caruanae, die jeweils vorher mit einem
500 mg-Stiick Kohl im Roéhrchen gehalten worden waren, und einem danach dazugegebenen,
frischen 500 mg-Stiick Kohl liefen 77,8 % der aktiven D. caruanae in die Probenréhrchen
(Abb. 10). Von 72 eingesetzten Tieren waren nur 12,5 % (n,=9) aktiv. Aufgrund dieser gerin-

gen Anzahl waren die Unterschiede nicht signifikant.
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3 Tieren (ohne Kohl)

Kohl + F-K von

77.8 22.2 3 Tieren (mit Kohl)

100 50 0 50 100

Verteilung gelaufener Tiere (%)

Abb. 10: Prozentuale Verteilung von D. caruanae auf die Proben-Roéhrchen (grau und
schwarz) und Kontroll-R6hrchen (weifl) im zylindrischen Olfaktometer mit zwei Wahl-
Rohrchen. Als Probe diente ein 500 mg-Stiick Kohl oder Réhrchen mit Fuflschleim und Kot
(F-K) von Artgenossen sowie einem 500 mg-Stiick Kohl. Schwarz = signifikanter Anteil
(0=0,05), n, s. Text.

3.2.2. Y- Olfaktometer

In Kontroll-Versuchen (in beiden Wahl-Réhrchen keine Probe) konnte keine Bevorzugung
eines der Rohrchen festgestellt werden. Sowohl D. reticulatum als auch D. caruanae verteil-
ten sich in etwa gleichen Anteilen (46,2 % : 53,8 % sowie 57,1 % : 42,9 %) auf beide Rohr-
chen (Abb. 11). Ein relativ hoher Prozentsatz von Tieren hat sich in diesen Versuchen fiir kein
Rohrchen entschieden, so dafl die Anzahl gewerteter Liufe n, < 20 lag (D. reticulatum:

45,8 % unentschieden, n,=13, D. caruanae: 50,0 %, n,=14).

46.2 53.8

D. reticulatum

57.1 42.9 D. caruanae

100 50 0 50 100

Verteilung gelaufener Tiere [%]

Abb. 11: Prozentuale Verteilung von D. reticulatum und D. caruanae auf zwei Kontroll-
Rohrchen (grau und weil3), jeweils ohne Probe, im Y-Olfaktometer. n, s. Text.



Ergebnisse 45

In den nachfolgend aufgefiihrten Versuchen mit Y-Olfaktometern wurden insgesamt 2111
Tiere eingesetzt, davon waren lediglich 405 (= 19,2 %) inaktiv. In den einzelnen Versuchen

waren 0 bis 37,5 % der Tiere inaktiv (vgl. Tab. VI-VIII, Anhang).

3.2.2.1. Reaktionen auf Futter, Artgenossen, Kot und Schleim

Die prozentuale Verteilung der Schnecken in Proben-Réhrchen mit einem 500 mg-Stiick Wir-
sing-Kohl war signifikant hoher als die in den Kontroll-R6hrchen (Abb. 12). Réhrchen mit
Kohl wurden von 75,0 % der aktiven D. reticulatum (0g=0,05, n,=20) und 82,6 % der D. ca-

ruanae (0=0,05, n,=23) zuerst aufgesucht (Abstand 10 cm).

75.0 25.0 D. reticulatum

82.6 17.4 D. caruanae

100 50 0 50 100

Verteilung gelaufener Tiere [%]

Abb. 12: Prozentuale Verteilung von D. reticulatum und D. caruanae auf ein Proben-
Rohrchen (schwarz) und Kontroll-R6hrchen (weifl) im Y-Olfaktometer. Als Probe diente ein
500 mg-Stiick Kohl. Schwarz = signifikanter Anteil (0g=0,05), n, s. Text.

Wurden Artgenossen in einem Aufsatz in einem Abstand von 10 cm als Probe eingesetzt, war
die Verteilung ebenfalls signifikant unterschiedlich (Abb. 13). Proben, bestehend aus drei D.
reticulatum im Aufsatz, wurden von 92,9 % (0s=0,05, n=28) und Proben aus drei D. reticu-
latum und einem 500 mg-Stiick Wirsing-Kohl wurden von 83,3 % der Versuchstiere, D. reti-
culatum, (0g=0,05, n,=24) zuerst aufgesucht.

Wurden entsprechende Proben in einem Abstand von etwa 15 cm geboten, konnte nur in
Kombination mit Kohl eine Bevorzugung gegeniiber den Kontrollen festgestellt werden (D.
reticulatum, signifikanter Anteil von 72,7 %, a=0,05, n,=22), bei der gleichen Probe ohne

Kohl hingegen nicht (D. reticulatum, signifikanter Anteil von 72,7 % in der Kontrolle,
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o=0,05, n,=22). Bei Versuchen mit 10 D. caruanae als Probe suchte ein signifikant grofer

Anteil von 81,8 % (D. caruanae, 0s=0,05, n,=22) zuerst die Leerkontrollen auf.

2. 71 10 cm: 3 D. ret. (ohne Kohl)
83.3 16.7 10 cm: 3 D. ret. (mit Kohl)
27.3 | - 72.7 15 cm: 3 D. ret. (ohne Kohl)
72.7 —:| 27.3 15 cm: 3 D. ret. (mit Kohl)
18.2 | r 81.8 15 cm: 10 D. car. (ohne Kohl)
100 56 0 E;O 100
Verteilung gelaufener Tiere [%]

Abb. 13: Prozentuale Verteilung von D. reticulatum (D. ret.) und D. caruanae (D. car.) auf
ein Proben-Réhrchen (grau und schwarz) und Kontroll-R6hrchen (weill und gepunktet) im Y-
Olfaktometer. Als Probe diente ein Aufsatz mit Artgenossen. Schwarz und gepunktet = signi-
fikanter Anteil (0g=0,05), n, s. Text.

Fiir die Proben-R6hrchen mit FuB3schleim und Kot wurden Tiere mit oder ohne ein Stiick
Kohl (500 mg) fiir etwa 5 h in einem Greiner-Réhrchen gehalten, anschlieBend die Tiere und
der Kohl entfernt und das Réhrchen als Probe eingesetzt (vgl. 2.5.5.3.). In diesem Zeitraum
gab eine D. reticulatum durchschnittlich 8,1 + 3,2 mg Fuflschleim (n=16) und 4,7 + 1,8 mg
Kot (n=16) ab.

Wurden FuB3schleim und Kot von drei D. reticulatum als Probe in einem Abstand von 5 cm
eingesetzt, waren die Unterschiede in der Verteilung signifikant (Abb. 14). Diese Proben
suchten 87,5 % der Versuchstiere, D. reticulatum, (0g=0,05, n,=24) zuerst auf. Ebenfalls si-
gnifikante Unterschiede in der Verteilung ergaben sich durch Réhrchen mit Fuflschleim und
Kot von drei und 10 D. reticulatum (je 5 cm Abstand), die jeweils vorher mit einem 500 mg-
Stiick Kohl im Rohrchen gehalten worden waren: 91, 7 % (0=0,05, n,=24) und 76,9 %
(03=0,05, n,=26) der Versuchstiere, D. reticulatum, suchten das Proben-Rohrchen zuerst auf.
Rohrchen mit FuB3schleim und Kot von 10 D. reticulatum, die zuvor mit Kohl eingesetzt wor-
den waren, wurden in 10 cm Abstand von einem signifikant groen Anteil von 83,3 % der

Versuchstiere, D. reticulatum, aufgesucht (0=0,05, n,=24).
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Bei einem Abstand von 15 cm lief der iiberwiegende Teil der Versuchstiere, D. reticulatum,

(62,5 %, n,=24) zuerst in die Leer-Kontrollen (Abb. 14).

12.5 5 cm: 3 D. ret. (ohne Kohl)

5 cm: 3 D. ret. (mit Kohl)

231 5 cm: 10 D. ret. (mit Kohl)
16.7 10 cm: 10 D. ret. (mit Kohl)
375 T |62.5 15 cm: 10 D. ret. (mit Kohl)
\
100 56 0 56 100

Verteilung gelaufener Tiere [%]

Abb. 14: Prozentuale Verteilung von D. reticulatum (D. ret.) auf ein Proben-Réhrchen (grau
und schwarz) und Kontroll-R6hrchen (weil3) im Y-Olfaktometer. Als Probe dienten R6hrchen
mit FuBlschleim und Kot von Artgenossen. Schwarz = signifikanter Anteil (0,3=0,05), n, s.
Text.

Rohrchen mit einem FuBschleim-Kot-Gemisch von drei D. caruanae wurden von einem
signifikant groen Anteil von 76,2 % (0=0,05, n,=21) der Versuchstiere aufgesucht (Abb.
15; Abstand 5 cm). FuBlschleim und Kot von drei und 10 D. caruanae, die vorher mit Kohl im
Rohrchen gehalten worden waren, wahlten 70,0 % (n=20) und ein signifikanter Anteil von
80,0 % (0s=0,05, n,=20) der Versuchstiere zuerst (Abstand 5 cm). Bei einem Abstand von
10 cm lief ein signifikanter Anteil von 92,3 % (0s=0,05, n,=26) der Versuchstiere, D. carua-
nae, zuerst in die Probenrohrchen mit Fuflschleim und Kot von 10 Artgenossen, die zuvor mit
Kohl im Réhrchen eingesetzt worden waren. Bei einem Abstand von 15 c¢cm liefen nur noch

57,1 % (n,=21) zuerst zu dieser Probe.
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70.0 | | 30.0 5 cm: 3 D. car. (mit Kohl)
80.0 20.0 5 cm: 10 D. car. (mit Kohl)
92.3 7.7 10 cm: 10 D. car. (mit Kohl)
57.1 429 15 cm: 10 D. car. (mit Kohl)
100 56 0 5‘0 100

Verteilung gelaufener Tiere [%]

Abb. 15: Prozentuale Verteilung von D. caruanae (D. car.) auf ein Proben-Rohrchen (grau
und schwarz) und Kontroll-Réhrchen (K, wei}) im Y-Olfaktometer. Als Probe dienten Rohr-
chen mit Fuflschleim und Kot von Artgenossen. Schwarz = signifikanter Anteil (o=0,05), n,
s. Text.

Korperschleim wurden gewonnen, indem die Tiere in den RShrchen fiir etwa 30 s mit CO,
begast und dann nach etwa 5 min entfernt wurden (vgl. 2.5.5.3.). Eine D. reticulatum gab da-
bei durchschnittlich 108,8 £ 15,2 mg Korperschleim (n=16) ab.

Rohrchen mit Korperschleim von drei, fiinf und 10 D. reficulatum wurden nicht bevorzugt.
Die prozentualen Anteile von D. reticulatum, die diese Rohrchen aufsuchten, betrugen 46,3 %
(n,=41), 58,3 % (n,=24) und 45,5 % (n,=22) (Abb. 16).

Ein entsprechender Versuch mit D. caruanae verlief etwas anders. Hier nahm der Anteil der
Tiere, die die Proben-Rohrchen zuerst aufsuchten, mit zunehmender Menge Korperschleim
von drei, fiinf und 10 Artgenossen zu (60,6 %, n,=33; 66,7 %, n,=24 und 87,5 %, n,=28)
(Abb. 16). Bei Korperschleim von 10 D. caruanae war das Aufsuchen signifikant (0g=0,05).
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53.7

54.5

100 50 0 50

Verteilung gelaufener Tiere [%]

100

3 D. reticulatum

5 D. reticulatum

10 D. reticulatum

3 D.caruanae

5 D.caruanae

10 D.caruanae

Abb. 16: Prozentuale Verteilung von D. reticulatum und D. caruanae auf ein Proben-
Rohrchen (grau und schwarz) und Kontroll-R6hrchen (weill) im Y-Olfaktometer. Als Probe
dienten Rohrchen mit Korperschleim von Artgenossen. Schwarz = signifikanter Anteil

(0p=0,05), n, s. Text.

FuB3schleim von fiinf D. reticulatum wurde von 65,0 % (n,=20) der Versuchstiere, D. reticu-

latum, nicht bevorzugt (Abb. 17). Bei gleichzeitigem Einsatz von FuB3schleim (Rohrchen 1)

und Kot (Réhrchen 2), jeweils von finf D. reticulatum, entschied sich ein signifikanter Anteil

von 73,9 % (0g=0,05, n,=23) der Versuchstiere, D. reticulatum, zuerst die Kot-Réhrchen auf-

zusuchen.
65.0 35.0 FuB3schleim : Kontrolle
(5 D. ret.)
26.1 73.9 FuBschleim : Kot
(5D.ret) (5D.ret)
100 50 0 50 100
Verteilung gelaufener Tiere [%]

Abb. 17: Prozentuale Verteilung von D. reticulatum (D. ret.) auf ein Proben-RShrchen (grau)
mit FuBBschleim von Artgenossen und Kontroll-Rohrchen (weil3) sowie auf ein Fu3schleim-
Rohrchen (Probe 1, grau) und ein Kot-Réhrchen (Probe 2, gepunktet) im Y-Olfaktometer.

Gepunktet = signifikanter Anteil (0g=0,05), n, s. Text.
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Im Unterschied zu den vorangegangenen Versuchen wurden die nachfolgenden Versuche mit
Tieren durchgefiihrt, die nicht mit Kohl, sondern mindestens sieben Tage vor ihrem Einsatz
mit Kopfsalat gefiittert wurden (vgl. 2.5.).

Die prozentualen Verteilungsraten der Proben-Rohrchen mit einem 500 mg-Stiick Kopfsalat
waren signifikant grofler als die der Kontroll-R6hrchen (Abb. 18). Diese Rohrchen wurden
von 83,3 % der aktiven D. reticulatum (0p=0,05, n,=23) zuerst aufgesucht (Abstand 10 cm).
Wurden FuBlschleim und Kot von drei D. reticulatum in einem Abstand von 5 cm eingesetzt,
lief ein groBerer Anteil von 65,0 % der aktiven D. reticulatum (n,=20) in die Kontroll-
Rohrchen (Abb. 18). Proben-Roéhrchen mit Fulschleim und Kot von drei D. reticulatum (Ab-
stand 5 cm), die vorher mit einem 500 mg-Stiick Salat im Rohrchen gehalten worden waren,

suchten 62,5 % der aktiven D. reticulatum (n,=23) zuerst auf (Abb. 18).

83.3 16.7 10 cm: Salat

35.0 | | 65.0 5 cm: F-K von
3 D. ret. (ohne Salat)

62.5 | | 37.5 5 cm: F-K von
} ; 3 D. ret. (mit Salat)

100 50 0 50 100

Verteilung gelaufener Tiere [%]

Abb. 18: Prozentuale Verteilung von D. reticulatum (D. ret.) auf ein Proben-Réhrchen (grau
und schwarz) und Kontroll-Rohrchen (K, weil}) im Y-Olfaktometer. Als Probe dienten Kopf-
salat oder Rohrchen mit FuB3schleim und Kot (F-K) von Artgenossen. Schwarz = signifikanter
Anteil (05=0,05), n, s. Text.

3.2.2.2. Reaktionen auf Proben aus der Closed-Loop-Stripping-Apparatur

Die mittels der CLSA gewonnenen Proben aus den drei Versuchsreihen wurden jeweils gegen
die entsprechenden Losungsmittel-Kontrollen getestet (vgl. Tab. VII, Anhang). Von einer
Proben-Substanz wurden je vier Proben gewonnen (z.B. A-D). Die beiden erstgenannten sind
die Eluate des Aktivkohlefilters und die letztgenannten die des Super Q-Filters (vgl. 2.3., Tab.
3).
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Gefiitterte Tiere
A2l
A[10p]]
B [2 pul]
B [10 pl]
165.0 C 10 pl]
150.0 D[10pl]
Hungrige Tiere
31.8 E [2 pl]
*71.4 E [10 pl]
144.4 F[2pl]
*72.7 : F[10 pl]
166.7 G [10 pl]
40.0 H[10pl]

*77,.8
*78,6
*81,8
84,0

100.0 50.0 0.0 50.0 100.0

Verteilung gelaufener Tiere [%]

Abb. 19: Prozentuale Verteilung von D. reticulatum auf ein Proben-Rohrchen (hellgrau und
schwarz) und Kontroll-R6hrchen (weil) im Y-Olfaktometer. Eingesetzt wurden CLSA-
Proben der Versuchsreihe 1 gegen die entsprechenden Losungsmittel. Schwarz = Probe mit
Dimethyldisulfid u.a. Schwefelverbindungen, hellgrau = Probe ohne eine der vier Schwefel-
Verbindungen (vgl. Text). * = signifikanter Anteil mit ag=0,05.

Zur Gewinnung der Proben A-D der Versuchsreihe 1 wurden die fliichtigen Substanzen von
FuBschleim und Kot von D. reticulatum gesammelt, die zuvor mit Kohl gefiittert worden
waren (vgl. 2.3., Tab. 2, 3). Die Proben A und B (je 2 pl und 10 pl) wurden von signifikant
groflen Prozentsitzen der Versuchstiere zuerst aufgesucht (Abb. 19). Bei einem Volumen von
je 2 ul suchten 77,8 % die Probe A (05=0,05, n,=27) und 81,8 % die Probe B (0p=0,05,
n,=22) zuerst auf. Bei einem Volumen von 10 pl liefen 78,6 % (0p=0,05, n,=28) zuerst zu
Probe A und 84,0 % (0g=0,05, n,=25) zuerst zu Probe B. In beiden Proben wurden die vier
Schwefelverbindungen, Dimethyldisulfid, Dimthyltrisulfid, Dipropyldisulfid und Methyl-
propyldisulfid, nachgewiesen (vgl. 3.1.1.1. und Anhang , Tab. I).

Beim Einsatz von 10 pl der Probe C liefen 65,0 % (n,=21) der Versuchstiere, D. reticulatum,
zuerst in die Kontroll-Réhrchen, bei 10 pl der Probe D suchten jeweils 50,0 % (n,=20) der
Tiere, D. reticulatum, zuerst die Proben- und Kontroll-Rohrchen auf. Die Proben C und D
enthielten keine der oben genannten Schwefelverbindungen.

Zur Gewinnung der Proben E-H (Versuchsreihe 1) wurden D. reticulatum, die zuvor mit Kohl
gefiittert worden waren, drei Tage ohne Nahrung gehalten (vgl. 2.3., Tab. 1, 3). Der iiberwie-

gende Anteil der Versuchstiere, D. reticulatum, lief zu den Proben E (Probenvolumen 2 pl:
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68,2 %, n, 22; Probenvolumen 10 pl: signifikanter Anteil von 71,4 %, 0=0,05, n,=21) und F
(Probenvolumen 2 pl: 55,6 %, n,=27; Probenvolumen 10 pl: signifikanter Anteil von 72,7 %,
o=0,05, n,=22). Beide Proben enthielten mindestens zwei der vier oben genannten Schwe-
felverbindungen (vgl. Anhang, Tab. I). Bei je 10 ul der Proben G und H, die keine der vier

Schwefelverbindungen enthielten, waren die Ergebnisse mit Anteilen von 33,3 % (n=24) und

60,0 % (n,=20) nicht signifikant.

50.0 50.0 A2 pl]

62.5] 137.5 A 10 pl]
50.0 50.0 B [10 pl]

Kot
61.9 38.1
' ‘ | E [2 pl]

4414 | 155.6 F [10 pl]

40.0 160.0 FuBischleim+Kot

| 1 [10 ul]
37.5 625

' — K [10 ul]
333 166.7 L [10 1]

56.5 [N 1412 M [10 ul]

100.0 50.0 0.0 50.0 100.0

Verteilung gelaufener Tiere [%]

Abb. 20: Prozentuale Verteilung von D. reticulatum auf ein Proben-Réhrchen (dunkelgrau)
und Kontroll-Réhrchen (weifl) im Y-Olfaktometer. Eingesetzt wurden CLSA-Proben der
Versuchsreihe 2 gegen die entsprechenden Losungsmittel. Dunkelgrau = Probe mit Dimethyl-
disulfid.

In Versuchsreihe 2 wurden CLSA-Proben aus Korperschleim, Kot sowie einem Fullschleim-
Kot-Gemisch von D. reticulatum gewonnen, die mit Kohl gefiittert worden waren (vgl. 2.3.,
Tab. 1, 3). Mit diesen Proben wurden keine signifikanten Ergebnisse erzielt (Abb. 20). In den
Proben A, B, E, F sowie I-M wurde nur Dimethyldisulfid nachgewiesen (vgl. Anhang, Tab.
IT). Die Proben A und E mit einem Probenvolumen von 10 pl suchten 62,5 % (n,=24) und
66,7 % (n,=24) der Tiere zuerst auf. Die prozentuale Verteilung der Versuchstiere bei je 2 pul
der Proben A (n,=20) und E (n,=21) sowie je 10 pl der Proben B (n,=22), F (n,=27), I (n,=20)
sowie K-M (je n,=24) lag zwischen 33,3 % und 61,9 %.
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Abb. 21: Prozentuale Verteilung von D. reticulatum auf ein Proben-Roéhrchen (schwarz, dun-
kelgrau und hellgrau) und Kontroll-Réhrchen (weil) im Y-Olfaktometer. Eingesetzt wurden
CLSA-Proben der Versuchsreihe 3 gegen die entsprechenden Losungsmittel. Schwarz = Pro-
be mit mehreren Terpenverbindungen und evtl. mehreren Schwefelverbindungen, dunkel-
grau = Probe mit Dimethyldisulfid und evtl. einer Terpenverbindung, hellgrau = Probe ohne
Terpen- und eine der vier Schwefelverbindungen, vgl. Text. * = signifikanter Anteil mit
O(B:0,0S.

In Versuchsreihe 3 wurden CLSA-Proben aus Kdrperschleim, Kot sowie einem Fuf3schleim-
Kot-Gemisch von D. reticulatum gewonnen, die mit Kopfsalat gefiittert worden waren (vgl.
2.3., Tab. 1, 3). Mit diesen Proben wurden teilweise signifikante Verteilungsraten erzielt
(Abb. 21). Proben B (Volumen 5 pul, ag=0,05, n,=20, und Volumen 10 pl, ag=0,05, n,=24)
und F (Volumen 5 pl, o=0,05, n,=21) wurden signifikant hdufiger zuerst aufgesucht (71,4 %
bis 75,0 %). Diese Proben enthielten mehrere Terpenverbindungen und eventuell Schwefel-
verbindungen (vgl. 3.1.1.1., Tab. 14 und Anhang, Tab. III). Je 10 pul der ebenfalls diese Ver-
bindungen enthaltenen Proben A und E wurden nur von 66,7 % (n,=27) und 54,5 % (n,=22),
also nicht signifikant, aufgesucht. Wurden 2 pl und 10 pl der Probe F eingesetzt, liefen
57,1 % (n,= 21) und 38,1 % (n,=21) der Versuchstiere, D. reticulatum, zuerst zur Probe. Die
Proben C, D, G und H (je 10 pl), die weder Terpen- noch Schwefelverbindungen enthielten,
wurden von 45,5 % (n,=22), 55,6 % (n,=27), 60,0 % n,n=20) und 50,0 % (n,=20), also nicht
signifikant, gewéhlt. Je 10 pl der Proben I und K, die beide Dimethyldisulfid und eventuell
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eine Terpenverbindung enthielten, suchten 55,6 % (n,=27) und 58,3 % (n,=24) der Ver-

suchstiere, D. reticulatum, auf.

3.2.2.3. Schwefel- und Terpenverbindungen der Proben aus der Closed-Loop-Stripping-
Apparatur

Die oben geschilderten Ergebnisse zeigen, daB3 einige der CLSA-Proben, mit denen signifi-
kante Ergebnisse im Olfaktometer erzielt wurden, liberwiegend Schwefel- und / oder Terpen-
verbindungen enthielten. Die Auswahlkriterien der CLSA-Proben und der darin enthaltenden
Verbindungen, deren Konzentrationen abgeschétzt wurden, sind genauer unter 3.1.1.2. be-
schrieben worden. Die Konzentration der vier Schwefelverbindungen Dimethyldisulfid, Di-
methyltrisulfid, Dipropyldisulfid sowie Methylpropyldisulfid der Probe A aus der Versuchs-
reihe 1 wurde mit den Konzentrationen der gleichen Substanzen in denjenigen Proben vergli-
chen, die ebenfalls im Y-Olfaktometer-Test bevorzugt zuerst aufgesucht wurden. Dabei wur-
de der mogliche Einflul weiterer Verbindungen, die neben den genannten vier Verbindungen

auftraten, vernachlissigt.
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Abb. 22: Abgeschitzte Konzentrationen (in ppm, absolute Werte tiber den Sdulen) von Di-
methyldisulfid (DMDS; 10fach verringert dargestellt), Dimethyltrisulfid (DMTS), Dipropyl-
disulfid (DPDS) und Methylpropyldisulfid (MPDS) und Verteilung (%) von D. reticulatum in
den entsprechenden Proben-Rohrchen im Y-Olfaktometer. Einsatz der CLSA-Proben A, B, E
und F der Versuchsreihe 1, A und E der Versuchsreihe 2 sowie F der Versuchsreihe 3 (2 pul,
5 ul oder 10 pl) gegen die entsprechenden Losungsmittel. Ausgefiillte Symbole: signifikante
Ergebnisse (05=0,05).
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In Abb. 22 sind die Proben dargestellt, die mindestens eine der vier Schwefelverbindungen
enthalten, sowie der Prozentsatz von Schnecken, der diese Proben gewéhlt hat. Die Anord-
nung der Proben in der Graphik richtet sich nach dem abnehmenden prozentualen Anteil der
Tiere in den Proben-Roéhrchen bei einem Probenvolumen von 10 pl.

Die Proben A und B der Versuchsreihe 1, die von > 75 % der Schnecken signifikant aufge-
sucht wurden (vgl. Abb. 19), enthielten alle vier Schwefelverbindungen. Dimethyldisulfid war
mit 1000 ppm und 1600 ppm mindestens 30fach bis 50fach hoher konzentriert als die anderen
Verbindungen (vgl. 3.1.1.2., Tab. 15). In der Probe E der Versuchsreihe 1 - hier suchten ca.
70 % der Schnecken die Probe auf, konnten ebenfalls alle vier Verbindungen nachgewiesen
werden. Die Konzentrationen von Dimethyldisulfid und Dimethyltrisulfid lagen jedoch deut-
lich unter denen der Proben A und B der Versuchsreihe 1. Eine lineare Abhdngigkeit zwi-
schen der Konzentration des in allen Proben vorkommenden Dimethyldisulfids und dem An-
teil der Tiere, die diese Proben gewihlt hatten, konnte nicht festgestellt werden (Abb. 23a).
Auch bei den anderen drei Schwefelverbindungen war dies nicht der Fall (Abb. 23b). Im

Bereich von 25-35 ppm wurden die grofSten Tierzahlen, die die Proben zuerst aufsuchten, er-

mittelt.
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Abb. 23 a) Abgeschitze Konzentrationen (in ppm) von Dimethyldisulfid (DMDS) der Proben
A, B, E und F der Versuchsreihe 1 sowie der Proben A und E der Versuchsreihe 2 in Abhin-
gigkeit von der Verteilung von D. reticulatum in den Proben-Réhrchen im Y-Olfaktometer.
Einsatz der Proben (2 pul oder 10 pul) gegen die entsprechenden Losungsmittel.

Abb. 23 b) Abgeschitze Konzentrationen (in ppm) von Dimethyltrisulfid (DMDS), Methyl-
propyldisulfid (MPDS) und Dipropyldisulfid (DPDS) der Proben A, B, E und F der Versuchs-
reihe 1 in Abhdngigkeit von der Verteilung von D. reticulatum in den Proben-Rohrchen im Y-
Olfaktometer. Einsatz der Proben (2 pl oder 10 pul) gegen die entsprechenden Losungsmittel.
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Die Konzentration von Dimethyldisulfid lag bei der Probe E aus Versuchsreihe 2, in der die
anderen drei Verbindungen nicht gefunden wurden, mit 1300 ppm etwa im Bereich der Kon-
zentration in den Proben A und B der Versuchsreihe 1 (vgl. 3.1.1.2., Tab. 15; Abb. 22). Der
Anteil der Tiere, die diese Probe wihlten, lag mit maximal 66,7 % deutlich unter dem der

anderen beiden Proben (vgl. Abb. 20).

In den Proben E und F aus Versuchsreihe 3 wurden mit Ausnahme von Dipropyldisulfid
(53 ppm) in Probe E nur geringe Mengen der vier Schwefelverbindungen gefunden (vgl.
3.1.1.2., Tab. 15). Besonders Dimethyldisulfid lag mit 6 ppm mindestens in etwa 30fach ge-
ringerer Konzentration als in den anderen Proben der Versuchsreihe 1 und 2 vor. In beiden
Proben wurden zusitzlich Terpenverbindungen und in der Probe F in groer Menge Di-

methylsulfoxid nachgewiesen (vgl. Abb. 24).
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Abb. 24: Abgeschitzte Konzentrationen (in ppm, absolute Werte iiber den Sdulen) von Pinen,
Limonen und Dimethylsulfoxid (DMSO; 1000fach verringert dargestellt) und Verteilung (%)
von D. reticulatum in den entsprechenden Proben-Rohrchen im Y-Olfaktometer. Einsatz der
CLSA-Proben A, B, E und F der Versuchsreihe 3 (2 pl, 5 pl oder 10 pl) gegen die entspre-
chenden Losungsmittel. Ausgefiillte Symbole: signifikante Ergebnisse (03=0,05).

Abb. 24 zeigt den Zusammenhang der Konzentration von Pinen und Limonen sowie von
Dimethylsulfoxid in den Proben aus Versuchsreihe 3 mit dem prozentualen Anteil der Tiere,
die diese Proben zuerst aufgesucht haben. Die Proben in der Graphik sind nach dem abneh-

menden prozentualen Anteil der Tiere in den Proben-Réhrchen bei einem Probenvolumen von
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10 ul angeordnet. Die in den Proben E und F zusitzlich auftretenden Schwefelverbindungen
sind in Abb. 22 aufgefiihrt. Sulcaton (= 6-Methyl-5-hepten-2-on) lag in allen Proben etwa in
Konzentrationen < 1 ppm vor (vgl.3.1.1.2.). Auffallend bei den Proben B, A und E ist, da3
mit ansteigender Konzentration von Pinen sowie Limonen die Anzahl der Tiere, die diese
Proben aufgesucht haben, sinkt. Die Probe F mit einem relativ niedrigen Pinen- und Limonen-
Gehalt und einem sehr hohen Dimethylsulfoxid-Gehalt weicht allerdings von dieser Tendenz
ab. Ein Volumen von 5 pl dieser Probe wurde von einer gréoeren Zahl Tiere aufgesucht, als 2

ul derselben Probe. Deutlich weniger Tiere suchten 10 pl auf.

3.2.2.4. Reaktionen auf Schwefelverbindungen

Bei Versuchen in Y-Olfaktometern war die prozentuale Verteilung von D. reticulatum in den
Proben-Rohrchen mit Dimethyldisulfid-Losungen in den Konzentrationsstufen 0,25 ppm,
1 ppm, 2,5 ppm und 5 ppm nicht signifikant grofer als in den Kontroll-R6hrchen (Abb. 25).
Die ersten drei Konzentrationsstufen suchten 45,0 % (n,=20), 60,0 % (n,=30) und 54,5 %
(n,=22) der Tiere zuerst auf. Bei einer Konzentration von 5 ppm lief ein signifikant groBer

Anteil von 73,9 % (a=0,05, n,=23) zuerst in die Kontroll-Réhrchen.

\
45.0| | 55.0 0,25 ppm
60.0 | |40 0 1 ppm
54.5| |45.5 2,5 ppm

26.1 | 73.9 5 ppm

|
100 50 0 50 100

Verteilung gelaufener Tiere [%]

Abb. 25: Prozentuale Verteilung von D. reticulatum auf ein Proben-Rohrchen (grau) und
Kontroll-R6hrchen (weil und gepunktet) im Y-Olfaktometer. Eingesetzt wurden Dimethyldi-
sulfid (DMDS)-Losungen in den Konzentrationen 0,25 ppm, 1 ppm, 2,5 ppm und 5 ppm ge-
gen das Losungsmittel Hexan. Gepunktet = signifikanter Anteil (0p=0,05), n, s. Text.

Bei den entsprechenden Versuchen mit D. caruanae nahm mit zunehmender Konzentration
von 0,25 ppm, 1 ppm bis 2,5 ppm der Anteil der Tiere, die diese Rohrchen zuerst aufsuchten,
mit 58,3 % (n,=24), 66,7 % (n,=24) und 70,8 % (n,=24) zu (Abb. 26). Bei 2,5 ppm war das
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Aufsuchen signifikant (0,g=0,05). Bei einer hoheren Konzentration von 5 ppm hingegen be-

vorzugten 66,7 % (n,=21) die Kontroll-Réhrchen (Abb. 26).

58.3 |41.7 0,25 ppm
66.7 | | 33.3 1 ppm
o )2 2.5 oo
333 T | 66.7 S ppm
100 5‘0 0 5‘0 100
Verteilung gelaufener Tiere [%]

Abb. 26: Prozentuale Verteilung von D. caruanae auf ein Proben-Rohrchen (grau und
schwarz) und Kontroll-Réhrchen (weil3) im Y-Olfaktometer. Eingesetzt wurden Dimethyldi-
sulfid (DMDS)-Losungen in den Konzentrationen 0,25 ppm, 1 ppm, 2,5 ppm und 5 ppm ge-
gen das Losungsmittel Hexan. Schwarz = signifikanter Anteil og=0,05), n, s. Text.

Eine Losung mit den vier Schwefelverbindungen Dimethyldisulfid (1000 ppm) sowie Di-
methyltrisulfid, Dipropyldisulfid und Methylpropyldisulfid (je 25 ppm; vgl. 2.8.) suchten
68,0 % (n,=25) der Versuchstiere, D. reticulatum, auf. Bei den entsprechenden Versuchen mit
D. caruanae lief ein signifikanter Anteil von 81,0 % (0s=0,05, n,=21) in die Proben-

Rohrchen (Abb. 27).

68.0 32.0

D. reticulatum
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Abb. 27: Prozentuale Verteilung von D. reticulatum und D. caruanae auf ein Proben-
Rohrchen (grau und schwarz) und Kontroll-R6hrchen (weifl) im Y-Olfaktometer. Eingesetzt
wurde eine Losung mit 1000 ppm Dimethyldisulfid sowie je 25 ppm Dimethyltrisulfid, Di-
propyldisulfid und Methylpropyldisulfid gegen das Losungsmittel Hexan. Schwarz = signifi-
kanter Anteil (a=0,05), n, s. Text.
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3.3.  Elektrophysiologie

Die abgeleiteten Aktionspotentiale (=Spikes) traten mit verschiedenen Amplituden auf, so daf3
diese in GroBenklassen eingeteilt wurden. Da die Amplituden bei den einzelnen Préparationen
schwankten, wurden die jeweiligen Grenzwerte der Grofenklassen in mV angegeben. Die
Schwankungen lassen sich auf die unterschiedliche Abdichtung des Nervenbiindels gegeniiber
dem AufBlenmedium, der Ringerlésung, zuriickfiihren.

Bei den Prédparationen des olfaktorischen Nervs konnten fiinf GroBenklassen unterschieden
werden, die vermutlich fiinf Typen von Rezeptorneuronen zuzuordnen sind: a) 0,03-0,06 mV,
b) 0,08-0,09 mV, c¢) 0,12-0,14 mV, d) 0,18-0,21 mV e) 0,26-0,31 mV (Abb. 28 a-c). Bei
64,3 % der Préaparationen des olfaktorischen Nervs waren mindestens drei der Neuronentypen

aktiv, bei den restlichen zwei (Ngesam=110; davon n=24 in 4.3.1. aufgefiihrt).

Bei den Préiparationen der Nerven des Mundfiihlers, des Mundlappens oder des gemeinsamen
Nerves konnten vier Klassen unterschieden werden: a) 0,03-0,04 mV, b) 0,06-0,08 mV,
¢) 0,10-0,11 mV, d) 0,14-0,17 mV. Bei 85,7 % der Priparationen waren mindestens drei Re-

zeptorneuronen aktiv, bei den restlichen zwei (Ngesam=21).
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Abb. 28a: Aufzeichnung der Aktionspotentiale des olfaktorischen Nervs (unten) mit Dar-
stellung der Spikeklassen a, b, c und d (oben) nach einem Stimulus mit unverdiinntem Ethyl-
acetat.



Ergebnisse 60

=y
1)

Aktionspotential-
Klassen (mV)

0.10
0.05
0.00 /\MMM A A ) y & an«m’ WM

mV

T T T T T T T T T
80.06 80.08 80.10 80.12 80.14 80.16 80.18 80.20 80.22 80.24

Zeit (s)

Abb. 28b: Aufzeichnung der Aktionspotentiale des olfaktorischen Nervs (unten) mit Dar-
stellung der Spikeklassen a, b, d und e (oben) nach einem Stimulus mit unverdiinntem Ethyl-
acetat.
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Abb. 28¢: Typische Form der Spikeklassen b, ¢ und d des olfaktorischen Nervs nach einem
Stimulus mit der Probe A der Versuchsreihe 1 (FuBlschleim-Kot-Gemisch).

Die spontane Spikefrequenz, also die der Prastimulusphase, betrug beim olfaktorischen Nerv
durchschnittlich 0,86 + 0,80 Spikes/s (0,02-3,35 Spikes/s; n=110, s.0.) und beim gemeinsa-
men Nerv des Mundfiihlers und Mundlappens 0,42 + 0,35 Spikes/s (0,03-1,03 Spikes/s;
n=12). Deutlich hohere Frequenzen wurden beim Nerv des Mundfiihlers (4,40 + 1,26 Spi-
kes/s; 3,11-5,62 Spikes/s; n=3) sowie des Mundlappens (7,19 + 2,69 Spikes/s; 4,08-
10,35 Spikes/s; n=9) gemessen.
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3.3.1. Anderung der Frequenz und Dauer der Antwort

Die Medianwerte der relativen Frequenz und der Dauer der Antwort werden angegeben (vgl.

2.6.4.).

3.3.1.1. Reaktionen des olfaktorischen Nervs

Bei Reizgabe mit Luftstromen, die 10 s liber Artgenossen geleitet wurden, konnte teilweise
eine leichte Verringerung der relativen Frequenz in den ersten 10 s nach dem Stimulus (Post-
stimulus a) festgestellt werden (Abb. 29a). Die Medianwerte der relativen Frequenz nahmen
mit steigender Tierzahl, von 10 Tieren (n=3) bis 20 Tieren (n=3), von 1,07 bis 0,68 in der
Poststimulusphase a ab. Die Medianwerte bei einem Stimulus mit 30 Tieren (n=3) waren mit
0,69 vergleichbar mit denen bei einem Stimulus mit 20 Tieren. Nach einem Stimulus mit
10 Tieren waren die relativen Frequenzen der Poststimulusphasen a und b vergleichbar. Mit
20 Tieren und 30 Tieren war eine Verringerung der relativen Frequenz (0,88 und 0,82) in der

Poststimulusphase b feststellbar.
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Abb. 29a: Relative Frequenz des olfaktorischen Nervs nach einem Stimulus mit unterschied-
lich vielen Artgenossen in den Phasen Poststimulus a (grauer Balken) und b (wei3er Balken).
Balken = Medianwert, Kreuze = Einzelwerte. Keine signifikanten Unterschiede nach Kruskal
und Wallis mit o=0,05.

Die Medianwerte der Dauer der Antwort nahmen mit steigender Tierzahl von etwa 50 s bis
20 s kontinuierlich ab (Abb. 29b). Bei den Stimuli mit 10 Tieren und 20 Tieren zeigte jeweils

eine Préparation eine deutliche langere Antwort (> 90 s Dauer).
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Abb. 29b: Dauer der Antwort des olfaktorischen Nervs nach einem Stimulus mit unter-
schiedlich vielen Artgenossen. Keine signifikanten Unterschiede nach Kruskal und Wallis mit
0=0,05. Weitere Erklarungen s. Abb. 29a.

Wurde der Luftstrom iiber fiinf, durch Hexan zur vermehrten Schleimabgabe gereizte Tiere
geleitet (n=4), betrug die relative Frequenz in der Poststimulusphase a 1,47 und in der Post-
stimulusphase b 1,96 (Abb. 30a). Die relativen Frequenzen nach dem Losungsmittel und nach
dem Stimulus unterscheiden sich in den Poststimulusphasen a und b nach Mann und Whitney
mit opyw=0,05 signifikant voneinander (Tab. X, Anhang). Nach einem Stimulus mit Luftstro-
men, die iiber flinf tote Tiere geleitet wurden (n=4), betrug die relative Frequenz in der Post-

stimulusphase a 1,18 und in der Poststimulusphase b 1,17 (Abb. 30a).
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Abb. 30a: Relative Frequenz des olfaktorischen Nervs nach einem Stimulus mit Artgenossen,
die mit Hexan betriufelt wurden, und toten Artgenossen in den Phasen Poststimulus a (grauer
Balken) und b (weiller Balken). Weitere Erklarungen s. Abb. 29a.
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Die Dauer der Antworten auf den Stimulus mit Tieren und Hexan variierte von 10 s bis 190 s;

die Antworten auf tote Tiere dauerten 30 s bis 70 s (Abb. 30b).

200

150 -

100

50 |

Dauer der Antwort (s)

K K| x

X
X

5 Tiere (gereizt) 5 Tiere (tot)

Abb. 30b: Dauer der Antwort des olfaktorischen Nervs nach einem Stimulus mit Artge-
nossen, die mit Hexan betraufelt wurden, und toten Artgenossen. Weitere Erkldrungen s. Abb.
29a.

Die relativen Frequenzen und die Dauer der Antwort nach einem Stimulus mit den Proben A
(n=7) und E (n=4) aus der Versuchsreihe 1, in der ein FuBBschleim-Kot-Gemisch von mit Kohl
gefiitterten Tieren in der CLSA untersucht wurden (vgl. 2.3., Tab. 1, 3), sind sich dhnlich. In
den Poststimulusphasen a und b betrug die relative Frequenz 1,0 bis 1,7 (Abb. 31a).
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Abb. 31a: Relative Frequenz des olfaktorischen Nervs nach einem Stimulus mit den Proben
A und E aus der Versuchsreihe 1 und Probe I aus der Versuchsreihe 2 (FuBlschleim-Kot-
Gemisch) in den Phasen Poststimulus a (grauer Balken) und b (weiller Balken). (-): gefiitterte
Tiere, (ng): nicht gefiitterte Tiere. Keine signifikanten Unterschiede nach Kruskal und Wallis
mit 0=0,05. Weitere Erkldrungen s. Abb. 29a.
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Insgesamt lagen bei der Probe 1 A (gewonnen von geflitterten Tieren) einzelne Werte der
relativen Frequenz hoher als bei der Probe 1 E (nicht gefiitterte Tiere). Die Antworten auf
beide Proben dauerten 12,77 s und 23,49 s (Abb. 31b).

Nach Probe I (n=4) aus der Versuchsreihe 2 (vgl. 2.3., Tab. 1, 3, FuBlschleim-Kot-Gemisch)
ist ein starker Anstieg der relativen Frequenz in der Poststimulusphase b auf 15,35 festzustel-
len (allerdings mit einer grolen Schwankungsbreite der Faktoren von 0,57 bis 19,70; Abb.
31a). Die relativen Frequenzen nach dem Losungsmittel und nach der Probe I unterscheiden
sich in der Poststimulusphase b nach Mann und Whitney mit oaw=0,05 signifikant voneinan-
der (Tab. X, Anhang).

Die Dauer der Antwort schwankte von 24,90 s bis 630,26 s (Abb. 31b). Die Dauer der Ant-
wort nach der Probe A der Versuchsreihe 1 unterschied sich signifikant von der Dauer nach
der Probe I der Versuchsreihe 2 (nach Kruskal und Wallis und anschlieBendem Mann-
Whitney-Test mit 0=0,05; vgl. Abb. 31b).

a ab b
750
__ 600 *
2 X
15
S 450
2
[=
<
S 300
o
S
] x
[°]
50
o X
X
1A (-) 1E (ng) 21(-)

Abb. 31b: Dauer der Antwort des olfaktorischen Nervs nach einem Stimulus mit den Proben
A und E der Versuchsreihe 1 und Probe I aus der Versuchsreihe 2 (FuB3schleim-Kot-Ge-
misch). a, b: signifikante Unterschiede (nach Kruskal und Wallis mit a=0,05, vgl. Text).
Weitere Erkldrungen s. Abb. 29a und 31a.

In den Abb. 32 a und b werden die Antworten auf die Probe A aus der Versuchsreihe 2 (mit
Kohl gefiitterte Tiere) und die Probe B aus der Versuchsreihe 3 (mit Salat gefiitterte Tiere),
bei denen Korperschleim in der CLSA untersucht wurde (vgl. 2.3., Tab. 1, 3), verglichen. Die
Medianwerte der relativen Frequenzen der beiden Proben 2 A (n=7) und 3 B (n=3) liegen
in einem vergleichbaren Bereich von 1,5 bis 2,4. Die Einzelwerte der Messungen, besonders

die der Poststimulusphase a, schwankten bei der Probe 2 A von 0,09 bis 4,08. Die relativen
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Frequenzen nach dem Losungsmittel und nach der Probe 3 B unterscheiden sich in der Post-
stimulusphase b nach Mann und Whitney mit onw=0,05 signifikant voneinander (Tab. X,

Anhang).
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Abb. 32a: Relative Frequenz des olfaktorischen Nervs nach einem Stimulus mit der Probe A
aus der Versuchsreihe 2 und Probe B aus der Versuchsreihe 3 (Korperschleim) in den Phasen
Poststimulus a (grauer Balken) und b (weiller Balken). Keine signifikanten Unterschiede nach
Mann und Whitney mit =0,05. Weitere Erklédrungen s. Abb. 29a.

Die Antworten auf beide Proben dauerten etwa 40 s bis 45 s (Abb. 32 b). Auch hier
schwankten die Einzelwerte starker, besonders bei der Probe 2 A (34,02 s bis 103,56 s).
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Abb. 32b: Dauer der Antwort des olfaktorischen Nervs nach einem Stimulus mit der Probe A
aus der Versuchsreihe 2 und Probe B aus der Versuchsreihe 3 (Korperschleim). Keine signifi-
kanten Unterschiede nach Mann und Whitney mit 0=0,05. Weitere Erkldarungen s. Abb. 29a.
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In den Abb. 33 a und b werden die Antworten auf die Probe E aus der Versuchsreihe 2 (mit
Kohl gefiitterte Tiere) und die Probe F aus der Versuchsreihe 3 (mit Salat gefiitterte Tiere),
bei denen jeweils Kot in der CLSA untersucht wurde (vgl. 2.3., Tab. 1, 3), verglichen. Die
Medianwerte der relativen Frequenzen der Probe 2 E (n=6) und 3 F (n=3) liegen in einem

Bereich von 1,9 bis 2,7 (Abb. 33 a).
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Abb. 33a: Relative Frequenz des olfaktorischen Nervs nach einem Stimulus mit der Probe E
aus der Versuchsreihe 2 und Probe F aus der Versuchsreihe 3 (Kot) in den Phasen Poststimu-
lus a (grauer Balken) und b (weiler Balken). Keine signifikanten Unterschiede nach Mann
und Whitney mit 0=0,05. Weitere Erkldrungen s. Abb. 29a.

Die relativen Frequenzen nach dem Losungsmittel und nach der Probe 2 E unterscheiden sich
in den Poststimulusphasen a und b signifikant voneinander, nach der Probe 3 F unterscheiden
sie sich nur in der Poststimulusphase b signifikant voneinander (jeweils nach Mann und
Whitney mit opw=0,05; Tab. X, Anhang). Bei der Probe 2 E fillt die starke Schwankung der
relativen Frequenzen in der Poststimulusphase b auf (0,59 bis 9,84). Die Antworten auf die

Probe 2 E dauerten bis zu 500 s, die auf Probe 3 F nur bis zu 70 s (Abb. 33 b).
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Abb. 33b: Dauer der Antwort des olfaktorischen Nervs nach einem Stimulus mit der Probe E
aus der Versuchsreihe 2 und Probe F aus der Versuchsreihe 3 (Kot). Keine signifikanten Un-
terschiede nach Mann und Whitney mit 0=0,05. Weitere Erkldrungen s. Abb. 29a.

Dimethyldisulfid wurde in drei verschiedenen Konzentrationsstufen (2,5 ppm, 25 ppm und
250 ppm), Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid sowie Methylpropyldisulfid jeweils in der
Konzentration 250 ppm als Stimulus gegeben (Abb. 34a). Die relative Frequenz betrug in der
Poststimulusphase a nach 25 ppm Dimethyldisulfid (n=3) und 250 ppm Dimethyldisulfid
(n=3) 9,72 und 8,03, wihrend sie nach 2,5 ppm Dimethyldisulfid (n=4) mit 3,23 deutlich
niedriger war (Abb. 34a). In der Poststimulusphase b wurde die hochste relative Frequenz
nach 25 ppm Dimethyldisulfid ermittelt (4,51). Die relativen Frequenzen nach dem Losungs-
mittel und nach 25 ppm unterscheiden sich in der Poststimulusphase a sowie nach 250 ppm in
den Poststimulusphasen a und b signifikant voneinander (jeweils nach Mann und Whitney mit
omw=0,05; Tab. X, Anhang). Das gilt auch nach verdiinntem Dipropyldisulfid in der Poststi-
mulusphase a und nach verdiinntem Methylpropyldisulfid in den Poststimulusphasen a und b

(jeweils nach Mann und Whitney mit onw=0,05; Tab. X, Anhang).

Insgesamt reagierten die olfaktorischen Nerven mit einer geringeren relativen Frequenz auf
Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid und Methylpopyldisulfid (jeweils 250 ppm) als auf
25 ppm und 250 ppm Dimethyldisulfid. Die relativen Frequenzen lagen bei Dimethyltrisulfid,
Dipropyldisulfid und Methylpopyldisulfid in der Poststimulusphase a zwischen 1,29 und 5,05

und in der Poststimulusphase b zwischen 1,0 und 3,0.
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Ein Vergleich der relativen Frequenzen (jeweils fiir die gleichen Zeitrdume) ergab, dal} sich
die Antworten auf 25 ppm und 250 ppm Dimethyldisulfid in der Poststimulusphase a signifi-
kant von den Antworten auf alle anderen Substanzen unterscheiden (nach Kruskal und Wallis
und anschlieBendem Mann-Whitney-Test mit =0,05). Das gilt auch fiir die relativen Fre-
quenzen nach 250 ppm Dimethyltrisulfid, die sich - mit Ausnahme der Antwort nach 2,5 ppm
Dimethyldisulfid - von denen der anderen Substanzen signifikant unterscheiden (Bedingun-

gen s.0.; vgl. Abb. 34a).
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Abb. 34a: Relative Frequenz des olfaktorischen Nervs nach einem Stimulus mit Dimethyldi-
sulfid (DMDS; 2,5 ppm, 25 ppm und 250 ppm) sowie mit je 250 ppm Dimethyltrisulfid
(DMTS), Dipropyldisulfid (DPDS) und Methylpropyldisulfid (MPDS) in den Phasen Poststi-
mulus a (grauer Balken) und b (weiller Balken). a, b, c: signifikante Unterschiede der relati-
ven Frequenzen in der Poststimulusphase a (nach Kruskal und Wallis mit o=0,05, vgl. Text).
Weitere Erklarungen s. Abb. 29a.

Die Medianwerte der Dauer der Antworten liegen auBler bei dem verdiinnten Methylpropyldi-
sulfid in einem Bereich von 10 s bis 25 s (Abb. 34b). Eine Prédparation reagierte auf einen
Stimulus mit 2,5 ppm Dimethyldisulfid auffallend lang (751,16 s). Auf verdiinntes Methyl-
propyldisulfid reagierten die Nerven etwa 110 s.
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Abb. 34b: Dauer der Antwort des olfaktorischen Nervs nach einem Stimulus mit Dimethyldi-
sulfid (DMDS; 2,5 ppm, 25 ppm und 250 ppm) sowie mit je 250 ppm Dimethyltrisulfid
(DMTS), Dipropyldisulfid (DPDS) und Methylpropyldisulfid (MPDS). Keine signifikanten
Unterschiede nach Kruskal und Wallis mit 0=0,05. Weitere Erkldrungen s. Abb. 29a.

Die schwefelhaltigen Verbindungen Dimethyldisulfid, Dimethyltrisulfid, Dimethylsulfoxid,
Benzothiazol und Methylthiosulfat wurden unverdiinnt als Reiz gegeben. Bei Reizgabe von
Dimethyltrisulfid, Benzothiazol und Methylthiosulfat (jeweils n=3) lagen die relativen Fre-
quenzen in der Poststimulusphase a im Bereich von 1,04 bis 3,90 und in der Poststimuluspha-
se b im Bereich von 1,05 und 2,14 (Abb. 35a). Nach Dimethylsulfoxid (n=4) war die relative
Frequenz in beiden Phasen gleich (1,0). Nach Dimethyldisulfid betrug sie in der Poststimu-
lusphase a 10,40 und in der Poststimulusphase b 3,1.
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Abb. 35a: Relative Frequenz des olfaktorischen Nervs nach einem Stimulus mit unverdiinn-
tem Dimethyldisulfid (DMDS), Dimethyltrisulfid (DMTS), Dimethylsulfoxid (DMSO), Ben-
zothiazol (Benz.) und Methylthiosulfat (M.t.s.) in den Phasen Poststimulus a (grauer Balken)
und b (weiler Balken). a, b, c: signifikante Unterschiede der relativen Frequenzen in der Post-
stimulusphase a (nach Kruskal und Wallis mit a=0,05, vgl. Text). Weitere Erkldrungen s.
Abb. 29a.
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Die absoluten Frequenzen in der Prastimulusphase und in den Postimulusphasen a und b nach
einem Stimulus mit Dimethyldisulfid unterscheiden sich jeweils signifikant voneinander
(nach Mann und Whitney mit opw=0,05; Tab. IX, Anhang). Ein Vergleich der relativen Fre-
quenzen nach einem Stimulus mit diesen fiinf Substanzen (jeweils fiir die gleichen Zeitrdume)
zeigt, daB sich die Antworten auf Dimethyldisulfid in der Poststimulusphase a signifikant von
den Antworten auf alle anderen Substanzen unterscheiden (nach Kruskal und Wallis und an-
schlieBendem Mann-Whitney-Test mit 0=0,05). AuBBerdem unterscheiden sich die relativen
Frequenzen der Poststimulusphase a nach Dimethyltrisulfid und Dimethylsulfoxid signifikant
voneinander (nach Kruskal und Wallis und anschlieBendem Mann-Whitney-Test mit 0=0,05;
vgl. Abb. 35a).

Die Antworten auf Dimethyltrisulfid, Dimethylsulfoxid, Benzothiazol und Methylthiosulfat
dauerten etwa 10 s bis 24 s (Abb. 35b). Dimethyldisulfid bewirkte eine deutlich lingere Ant-
wort (ca. 150 s).
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Abb. 35b: Dauer der Antwort des olfaktorischen Nervs nach einem Stimulus mit unverdiinn-
tem Dimethyldisulfid (DMDS), Dimethyltrisulfid (DMTS), Dimethylsulfoxid (DMSO), Ben-
zothiazol (Benz.) und Methylthiosulfat (M.t.s.). Keine signifikanten Unterschiede nach
Kruskal und Wallis mit 0=0,05. Weitere Erkldrungen s. Abb. 29a.
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3.3.1.2. Reaktionen der Nerven des Mundfiihlers und Mundlappens

Die Nerven des Mundfiihlers (n=3) und die Nerven des Mundlappens (n=2) reagierten auf
250 ppm Dimethyldisulfid mit einer vergleichbaren relativen Frequenz (Abb. 36a). In der
Poststimulusphase a lagen die Werte im Bereich von 1,0 bis 1,6 und in der Poststimulusphase
b im Bereich von 0,95 bis1,05. Die Unterschiede zwischen den relativen Frequenzen nach
dem Losungsmittel und nach dem Stimulus bei den Nerven des Mundfiihlers waren in der
Poststimulusphase a signifikant (nach Mann und Whitney mit ow=0,05; Tab. X, Anhang).

Nach unverdiinntem Dimethyldisulfid betrug die relative Frequenz der Nervenpréparation des
Mundlappens (n=2) in der Poststimulusphase a 1,91 und in der Poststimulusphase b 1,21. Die
Antworten dauerten unterschiedlich lange (Abb. 36b). Der Nerv des Mundfiihlers reagierte
23,90 s und der Nerv des Mundlappens 305,53 s lang auf den Reiz mit 250 ppm. Die unver-
diinnte Losung bewirkte beim Nerv des Mundlappens eine kiirzere Dauer der Antwort

(208,88 5).
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Abb. 36a: Relative Frequenz der Nerven des Mundfiihlers (MF) und Mundlappens (ML) nach
einem Stimulus mit verdiinntem (250 ppm) und unverdiinntem (u.v.) Dimethyldisulfid
(DMDS) und Artgenossen in den Phasen Poststimulus a (grauer Balken) und b (weiller Bal-
ken). Weitere Erkldrungen s. Abb. 29a.

Wurden zwei Tiere als Probe verwendet, reagierte der Nerv des Mundlappens (n=2) relativ
kurz (11,95 s), die relative Frequenz war aber in der Poststimulusphase b sehr hoch (Abb. 36
a, b). Die relative Frequenz betrug in der Poststimulusphase a 2,10 und in der Poststimulus-

phase b 8,22.
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Abb. 36b: Dauer der Antwort der Nerven des Mundfiihlers (MF) und Mundlappens (ML)
nach einem Stimulus mit verdiinntem (250 ppm) und unverdiinntem (u.v.) Dimethyldisulfid
(DMDS) und Artgenossen. Weitere Erkldrungen s. Abb. 29a.

Die Priparationen des gemeinsamen Nervenbiindels von Mundfiihler und Mundlappen rea-

gierten auf die Proben B und F aus der Versuchsreihe 1, in der ein FuBBschleim-Kot-Gemisch

von mit Kohl gefiitterten Tieren in der CLSA untersucht wurde (vgl. 2.3., Tab. 1, 3), mit einer

hohen relativen Frequenz (Abb. 37a). In der Poststimulusphase a betrug die relative Frequenz

nach Probe B (n=3) 4,69, nach Probe F (n=3) 6,01 und in der Poststimulusphase b 1,96 (B)

und 1,44 (F). Die Unterschiede zwischen den relativen Frequenzen nach dem Losungsmittel

und nach beiden Proben waren in der Poststimulusphase a signifikant (nach Mann und Whit-

ney mit opw=0,05; Tab. X, Anhang).
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Abb. 37a: Relative Frequenz des gemeinsamen Nervs von Mundfiihler und Mundlappen,
nach einem Stimulus mit den Proben B und F aus der Versuchsreihe 1 (FuBlschleim-Kot-
Gemisch) in den Phasen Poststimulus a (grauer Balken) und b (weiller Balken). (-): gefiitterte
Tiere, (ng): nicht gefiitterte Tiere. Keine signifikanten Unterschiede nach Mann und Whitney
mit 0=0,05. Weitere Erkldrungen s. Abb. 29a.
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Die Priparationen reagierten nach der Probe F mit 31,29 s etwa doppelt so lange wie nach der
Probe B mit 14,89 s (signifikanter Unterschied nach Mann und Whitney mit o=0,05; vgl.
Abb. 37b).
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Abb. 37b: Dauer der Antwort des gemeinsamen Nervs von Mundfiihler und Mundlappen
nach einem Stimulus mit den Proben B und F aus der Versuchsreihe 1 (FuBschleim-Kot-
Gemisch). a, b: signifikante Unterschiede (nach Mann und Whitney mit o=0,05, vgl. Text).
Weitere Erklarungen s. Abb. 29a und 37a.

Die Priparationen des gemeinsamen Nervenbiindels von Mundfiihler und Mundlappen rea-
gierten auf die Probe B und Probe F aus der Versuchsreihe 3, in der Korperschleim (B) und
Kot (F) von mit Salat gefiitterten Tieren in der CLSA untersucht wurde (vgl. 2.3., Tab. 1, 3),
mit einer hohen relativen Frequenz (Abb. 38a; jeweils n=2). In der Poststimulusphase a betrug
die relative Frequenz 2,26 (B) und 3,93 (F) und in der Poststimulusphase b 6,14 (B) und
30,65 (F). Die Antworten dauerten 28,26 s und 19,39 s (Abb. 38b). Nach unverdiinntem Di-
methyldisulfid (n=2) war die relative Frequenz in der Poststimulusphase a extrem hoch
(61,38); sie fiel in der Poststimulusphase b auf 9,17 ab (Abb. 38a). Die beiden Messungen
unterschieden sich jedoch stark, in der Poststimulusphase a wurden relative Frequenzen von

11,76 und 111,00 bestimmt. Die Dauer der Antworten betrug 10,0 s und 75,59 s (Abb. 38b).
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Abb. 38a: Relative Frequenz des gemeinsamen Nervs von Mundfiihler und Mundlappen
nach einem Stimulus mit den Proben B (Ko6rperschleim) und F (Kot) aus der Versuchsreihe 3
und unverdiinntem Dimethyldisulfid (DMDS) in den Phasen Poststimulus a (grauer Balken)
und b (weiBer Balken). Weitere Erkldrungen s. Abb. 29a.
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Abb. 38b: Dauer der Antwort des gemeinsamen Nervs von Mundfiihler und Mundlappen
nach einem Stimulus mit den Proben B (Korperschleim) und F (Kot) aus der Versuchsreihe 3
und unverdiinntem Dimethyldisulfid (DMDS). Weitere Erkldrungen s. Abb. 29a.

3.3.2. Art der Antwort

Die Prédparationen reagierten entweder mit einer Zu- oder Abnahme der absoluten Frequenz
oder zeigten mit einer unverdnderten Frequenz offenbar keine Reaktion auf die Testsubstanz.
Bei einer Zunahme, die hdufig sehr schnell in der Poststimulusphase a erfolgt (Ausnahme Typ
¢; s.u.) und sich bis zum Beginn der Poststimulusphase b erstrecken kann, 146t sich die Ant-
wort in der Poststimulusphase b (das Abfallen der erhdhten Frequenz zuriick auf das Niveau

der Priastimulusphase) vier verschiedenen Grundtypen (A-D) zuordnen:
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Typ A: Die absolute Frequenz nimmt nach einem Maximum kontinuierlich ab (Abb. 39).

Typ B: Nach einer Erhohung féllt die absolute Frequenz ab, nimmt zu und dann wieder ab.
Wihrend der gesamten Antwort bleibt das Frequenzniveau iiber dem der Prastimu-
lusphase (Abb. 40).

Typ C: Erst am Ende der Antwort ist ein deutliches Maximum zu sehen (= verzogerte Antwort)
(Abb. 41). Die absolute Frequenz im Zeitraum zwischen Stimulus und Maximum kann
iiber der der Prastimulusphase liegen oder unverdndert sein. Hiufig erscheinen nach
dem Maximum zundchst keine Aktionspotentiale mehr. Im Unterschied zu Typ D tritt
keine zweite Erhohung auf.

Typ D: Nach einem ersten Frequenzanstieg in der Poststimulusphase a oder b folgt ein Zeit-
raum, in der die Frequenz etwa dem Niveau der Prastimulusphase entsprechen kann
(Abb. 42) oder gar keine Aktionspotentiale vorliegen (Abb. 43). Das Ende dieser
Antworten wird fiir die Auswertung direkt hinter den ersten Frequenzanstieg gesetzt.

Héufig tritt nach diesem Zeitraum ein weiterer, meist geringerer Frequenzanstieg auf.
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Abb. 39: Antwort des Typs A: Einzelne Aktionspotentiale (unten) und Frequenz-Histogramm
(oben) nach einem Stimulus eines olfaktorischen Nervs mit der Probe K der Versuchsreihe 2
(FuBschleim-Kot-Gemisch). Man beachte die kontinuierliche Frequenzabnahme in der Post-
stimulusphase b. Prd = Prastimulusphase; a = Poststimulusphase a; b = Poststimulusphase b;

* = Reizgabe.
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Abb. 40: Antwort des Typs B: Einzelne Aktionspotentiale (unten) und Frequenz-Histogramm
(oben) nach einem Stimulus eines olfaktorischen Nervs mit der Probe E der Versuchsreihe 2
(Kot). Man beachte, daB3 nach der Erh6hung in der Poststimulusphase a die Frequenz abnimmt
und in der Poststimulusphase b erneut zu- und dann wieder abnimmt. * = Reizgabe, weitere
Erklarungen s. Abb. 39.

-0.24

Prd * g b |
I
80
2
2
8
g 60
i)
o
o
wn
= 40
2
=
<
<
= 20
<
N
=
< 0= a o olln |dln 0 o 0 0o®h ©hooo o ool o 0o m o
0.2
0.1
z § | | ‘
-0.1
-0.2

e T T e T T  Riaanaa  Riaanaa  Riaanaa  Riaanaa  Riaanaa  Riaanaa  Riaanaa  Riaanaa  Riaanaa T  Riaanaa  Riaanaa 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Abb. 41: Antwort des Typs C: Einzelne Aktionspotentiale (unten) und Frequenz-Histogramm
(oben) nach einem Stimulus eines olfaktorischen Nervs mit der Probe M der Versuchsreihe 2
(FuBschleim-Kot-Gemisch). Man beachte das Maximum am Ende der Poststimulusphase b,
die gegeniiber der Prastimulusphase kaum gednderte Frequenz zwischen Stimulus und Maxi-
mum und die fehlende Aktivitdt nach dem Maximum. * = Reizgabe, weitere Erkldrungen s.
Abb. 39.
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Abb. 42: Antwort des Typs D: Einzelne Aktionspotentiale (unten) und Frequenz-Histogramm
(oben) nach einem Stimulus eines olfaktorischen Nervs mit der Probe A der Versuchsreihe 1
(FuBschleim-Kot-Gemisch). Man beachte die erste Frequenzerh6hung in den Poststimulus-
phasen a und b und die zweite, geringere Erhdhung bei 175 s. * = Reizgabe, weitere Erkla-
rungen s. Abb. 39.
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Abb. 43: Antwort des Typs D: Einzelne Aktionspotentiale (unten) und Frequenz-Histogramm
(oben) nach einem Stimulus eines olfaktorischen Nervs mit der Probe A der Versuchsreihe 1
(FuBschleim-Kot-Gemisch). Man beachte die erste Frequenzerhohung und die Verringerung
der Amplitude einer GréBenklasse in der Poststimulusphase b, die fehlende Aktivitit zwi-
schen den beiden Erh6hungen und die zweite, geringere Erhhung bei 180-210 s. * = Reizga-
be, weitere Erkldarungen s. Abb. 39.
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Bei den Typen A und B kommen im Gegensatz zu den Typen C und D keine deutlichen Pau-
sen ohne mefbare Neuronenaktivitit vor. Bei einer sehr starken und schnellen Erhdhung der
Frequenz (wie bei C und D) kann in diesem Zeitraum hdufig eine Verringerung der Amplitu-

denhohe einer Grofenklasse von Aktionspotentialen beobachtet werden (wie bei Abb. 43).

3.3.2.1. Reaktionen des olfaktorischen Nervs

Durch einen Stimulus mit Luftstromen, die liber Artgenossen geleitet wurden, reagierten alle
Priparationen (n=9) mit einer Verringerung der absoluten Frequenz. Diese Abnahme erfolgte
entweder sofort nach Reizgabe (Abb. 44) - darauthin konnte sich die Frequenz wieder leicht
erhohen (vgl. relative Frequenz, 3.3.1.1., Abb. 29a), oder die Abnahme trat leicht verzogert
auf (Abb. 45). Fiir die Aufzeichnung der Abb. 45 wurden 10 Tiere fiir ca. 12 h in der Proben-
spritze gelassen und der Luftstrom 3 s iiber die Spritze geleitet. Diese Antwort wurde auf-

grund der gednderten Parameter nicht zur Auswertung herangezogen (vgl. 3.3.1.1., Abb. 29a).
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Abb. 44: Antwort mit einer Verringerung der absoluten Frequenz in der Poststimulusphase a
und einer leichten Erhohung der Frequenz in der Poststimulusphase b; einzelne Aktions-
potentiale (unten) und Frequenz-Histogramm (oben) nach einem Stimulus mit Artgenossen
(20 Tiere, Reizdauer 6 s). * = Reizgabe, weitere Erklarungen s. Abb. 39.
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Abb. 45: Antwort mit einer Verringerung der absoluten Frequenz in der Poststimulusphase b;
einzelne Aktionspotentiale (unten) und Frequenz-Histogramm (oben) nach einem Stimulus
mit Artgenossen (10 Tiere, Reizdauer 3 s). * = Reizgabe, weitere Erkldarungen s. Abb. 39.

Wurde der Luftstrom iiber fiinf, mit Hexan betrdufelte Tiere (n=4) oder iiber fiinf tote Tiere
geleitet (n=4), ergaben sich Antworten des Typs A (vgl. Abb. 39, Tab. 17).

Die Proben A und E aus der Versuchsreihe 1 und Probe I aus der Versuchsreihe 2, in denen
FufB3schleim und Kot von mit Kohl gefiitterten Tieren als Gemisch in der CLSA untersucht
wurden (vgl. 2.3., Tab. 1, 3), fithrten zu acht Antworten des Typs A (vgl. Abb. 39), vier Ant-
worten des Types C (vgl. Abb. 41) und drei Antworten des Types D (vgl. Abb. 42, Tab. 17).
Nach einem Stimulus mit der Probe A aus der Versuchsreihe 2 und der Probe B aus der Ver-
suchsreihe 3, in denen Korperschleim von mit Kohl (Reihe 2) und Salat (Reihe 3) gefiitterten
Tieren in der CLSA untersucht wurde (vgl. 2.3., Tab. 1, 3), reagierten sechs Praparationen mit
Antworten des Typs A (vgl. Abb. 39) und vier mit Antworten des Types D (vgl. Abb. 43,
Tab. 17).

Die Probe E aus der Versuchsreihe 2 und Probe F der Versuchsreihe 3, in denen Kot von mit
Kohl (Reihe 2) und Salat (Reihe 3) gefiitterten Tieren in der CLSA untersucht wurden (vgl.
2.3., Tab. 1, 3), fiihrte zu sechs Antworten des Types A (vgl. Abb. 39) und zu drei des Types
B (vgl. Abb. 40, Tab. 17).

Verdiinntes Dimethyldisulfid (2,5 ppm, 25 ppm, 250 ppm) bewirkte sechs Antworten des Ty-
pes A (vgl. Abb. 39) und vier des Types D (vgl. Abb. 42, 43, Tab. 17).
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Bei den verdiinnten Schwefelverbindungen Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid und Methyl-
propyldisulfid (vgl. 3.3.1.1., Abb. 34a) reagierten alle Praparationen (n=9) mit Antworten des
Types A (vgl. Abb. 39, Tab. 17).

Unverdiinntes Dimethyldisulfid, Dimethyltrisulfid, Benzothiazol und Methylthiosulfonat rief
bei allen Praparationen (n=12) Antworten des Typs A hervor (vgl. Abb. 39, Tab.17).

Die Antworten nach Dimethylsulfoxid (n=4) lassen sich keinem der oben genannten Typen
zuordnen, da sich hier die absolute Frequenz nach dem Reiz kaum &dnderte (Abb. 46; vgl. re-

lative Frequenz, 3.3.1.1., Abb. 35a).

Tab. 17: Antwort des olfaktorischen Nervs auf verschiedene Testsubstanzen.

Substanz Typ A Typ B Typ C Typ D
10 Tiere - - - -

20 Tiere

30 Tiere

Tiere (gereizt)

Tiere (tot)
FuBlschleim-Kot-Gemisch 1 A
FuB3schleim-Kot-Gemisch 1 E
Fuf3schleim-Kot-Gemisch 2 |
Korperschleim 2 A
Korperschleim 3 B

Kot2 E

Kot3 F

2,5 ppm DMDS

25 ppm DMDS

250 ppm DMDS

250 ppm DMTS

250 ppm DPDS

250 ppm MPDS

100 % DMDS

100 % DMTS

100 % DMSO

100 % Benzothiazol

100 % Methylthiosulfat
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Abb. 46: Weitgehend unveridnderte absolute Frequenz nach einem Stimulus mit unver-
diinntem Dimethylsulfoxid gegeniiber der Frequenz der Prastimulusphase; einzelne Aktions-
potentiale (unten) und Frequenz-Histogramm (oben). * = Reizgabe, weitere Erkldrungen
s. Abb. 39.

3.3.2.2. Reaktionen der Nerven des Mundfiihlers und Mundlappens

Verdiinntes Dimethyldisulfid (250 ppm) bewirkte bei den Préparationen des Nervs des Mund-
fiihlers (n=3) Antworten des Types A (Abb. 47, Tab. 18; vgl. Abb. 39).

Tab. 18: Antworten der Nerven vom Mundfiihler, Mundlappen und des gemeinsamen Nervs
von Mundfiihler und Mundlappen auf verschiedene Testsubstanzen.

Substanz Typ A Typ B Typ C Typ D
Mundfiihler

250 ppm DMDS 3 - - -
Mundlappen

250 ppm DMDS 2 - - -
100 % DMDS - - - 2

2 Tiere 2 - - -
Mundfiihler + Mundlappen

FuB3schleim-Kot-Gemisch 1 B
FuB3schleim-Kot-Gemisch 1 F
Korperschleim 3 B

Kot3 F

100 % DMDS

NN [—INo (N
1
1
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Abb. 47: Antwort des Typs A des Mundfiihlernervs nach einem Stimulus mit verdiinntem
Dimethyldisulfid (250 ppm); einzelne Aktionspotentiale (unten) und Frequenz-Histogramm
(oben). Man beachte die hohe spontane Frequenz der Prastimulusphase. * = Reizgabe, weitere
Erklarungen s. Abb. 39.

Verdiinntes Dimethyldisulfid (n=2) fiihrte bei den Priparationen des Mundlappen-Nervs zu
Antworten des Typs A. Unverdiinntes Dimethyldisulfid fiihrte bei den Priparationen des
Mundlappen-Nervs (n=2) zu Antworten des Types D (vgl. Abb. 42, 43, Tab. 18).

Luftstrome, die iiber zwei Tiere geleitet wurden (n=2), erzeugten Antworten des Types A
(vgl. Abb. 39, Tab. 18).

Die Proben B und F aus der Versuchsreihe 1 (FuBBschleim-Kot-Gemisch) riefen bei den Pripa-
rationen des gemeinsamen Nervs von Mundfiihler und Mundlappen (n=6) vier Antworten des
Typs A (vgl. Abb. 39) und zwei Antworten des Types D (vgl. Abb. 42, 43, Tab. 18) hervor.
Die Probe B aus der Versuchsreihe 3 (Korperschleim; vgl. 2.3., Tab. 1, 3) flihrte bei Pripara-
tionen des gemeinsamen Nervs (n=2) zu je einer Antwort des Types A (vgl. Abb. 39) und D
(Abb. 48, Tab. 18; vgl. Abb. 42, 43).

Priparationen des gemeinsamen Nervs reagierten auf die Probe F aus der Versuchsreihe 3
(Kot, n=2; vgl. 2.3., Tab. 1, 3) sowie auf unverdiinntes Dimethyldisulfid (n=2) mit Antworten
des Types A (Abb. 49, Tab. 18; vgl. Abb. 39).
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Abb. 48: Antwort des Typs D des gemeinsamen Nervs von Mundlappen und Mundfiihler
nach einem Stimulus mit der Probe B aus der Versuchsreihe 3 (Kd&rperschleim); einzelne
Aktionspotentiale (unten) und Frequenz-Histogramm (oben). Man beachte die Pause ohne
Neuronenaktivitit zwischen 160 s und 230 s, die zweite Frequenzerhohung bei 390 s und die
Verringerung der Amplitude einer Grof3enklasse von Aktionspotentialen. * = Reizgabe, weite-
re Erkldrungen s. Abb. 39.
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Abb. 49: Antwort des Typs A des gemeinsamen Nervs von Mundlappen und Mundfiihler
nach einem Stimulus mit unverdiinntem Dimethyldisulfid; einzelne Aktionspotentiale (unten)
und Frequenz-Histogramm (oben). Man beachte die Verringerung der Amplitude einer Gro-
Benklasse von Aktionspotentialen wiahrend der Poststimulusphase a. * = Reizgabe, weitere
Erklarungen s. Abb. 39.
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3.4.  Struktur des Integuments

Die Epidermis von Deroceras reticulatum besteht aus einem einschichtigen Epithel, dessen
Driisenzellen weit in das subepitheliale Bindegewebe reichen (Tafel 1, 2). Die apikale Plas-
mamembran der Epidermiszellen besitzt zahlreiche Mikrovilli (Tafel 3 A, B; 4 A; 5 B; 6 B),
die durch ein Netz aus Mikrofilamenten gestiitzt werden. Im medianen Bereich der Fullsohle
und an den FuBrindern tragen die Epidermiszellen Mikrovilli und Cilien (Tafel 2 D; 5 B). Die
Anordnung der Mikrotubuli in den Cilien folgt dem (9x2+2)-Muster; die Cilien entspringen
aus einem Basalkorperchen (Tafel 5 B). Die lateralen Grenzen der Epithelzellen sind stark
miteinander verzahnt, die Interzellularrdume teilweise erweitert (Tafel 3 A, B; 4 A). Die Epi-
thelzellen sind untereinander und mit den Driisenzellen sehr wahrscheinlich durch septierte
Desmosomen verbunden; apikolateral finden sich nicht ndher identifizierte ,junctional com-
plexes‘ (Tafel 3 B; 6 B). Bisweilen sind Einsenkungen der apikalen Plasmamembran und Ve-
sikel unterhalb der Plasmamembran zu sehen, die an Endozytosevorginge denken lassen (Ta-
fel 3 B). Im Cytoplasma der Epidermiszellen finden sich zahlreiche Mitochondrien mit Cri-
stae (Tafel 3 B; 6 B). Vor allem um den zerkliifteten Kern liegen Zisternen des rauhen Endo-
plasmatischen Retikulums und grofle Dictyosomen (Tafel 3 B). Die Epidermis liegt auf einer
diinnen Basallamina; darunter schliefit sich das Bindegewebe an, durch das sich glatte Mus-

kelfasern ziehen (Tafel 1, 2).

Im Epithel konnen drei Typen von Schleimzellen (I-III) unterschieden werden. Im Dorsal-
und Mantelepithel kommen alle drei Typen vor, im FuBepithel konnten nur Driisenzellen des

Typs I und II nachgewiesen werden.

Im Mantel- und Dorsalepithel sind Driisenzellen mit groBen Schleimvakuolen (Typ I) am héu-
figsten (Tafel 1; 2 A, B); ihr Inhalt ist elektronenlicht und feingranulér (Tafel 3; 4). Sie rei-
chen bis etwa 120 pm weit in das subepitheliale Bindegewebe und verjiingen sich von basal
nach apikal (Tafel 1; 2 A, B). Die Schleimvakuolen verschmelzen teilweise miteinander (Ta-
fel 3; 4) und dringen den heterochromatinreichen Nukleus und das Cytoplasma an die Peri-
pherie der Zelle (Tafel 4 B, C). Im Cytoplasma liegen iiber dem Kern Dictyosomen, deren
Membranstapel teilweise stark erweitert sind (Tafel 4 B, C). An der konkav geformten trans-
Seite der Dictyosomen finden sich gro3e Vesikel, deren Inhalt dhnlich elektronendicht ist wie
derjenige der Schleimvakuolen (Tafel 4 B, C). Das rauhe Endoplasmatische Retikulum ist in

diesen Zellen nur maBig entwickelt (Tafel 4 B, C).
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Nach PAS-Alcianblau-Farbung werden die Driisenzellen, besonders im apikalen Bereich, blau

gefdrbt. Der aufgeweitete basale Abschnitt ist heller gefarbt (Tafel 1 A; 2 A).

Der hiufigste Driisentyp in der FuBBsohle (Typ II) besitzt elektronendichte Sekretvakuolen, die
nicht miteinander verschmelzen und einen Durchmesser von 0,5-1,2 um aufweisen, sowie
zumeist grofere, elektronenlichtere Sekretvakuolen mit einem Durchmesser bis zu 1,5 pm
(Tafel 5). Diese Zellen sind etwa 40-50 um lang, reichen also nicht so weit in das Bindege-
webe wie die Schleimzellen des Typs I. Im apikalen Bereich der Zellen finden sich haupt-
sdchlich elektronendichte Vesikel (Tafel 5 A, B), im basalen Bereich elektronendichte und
elektronenlichtere Vesikel (Tafel 5 A, C). Die apikale Plasmamembran ist eingebuchtet und
mit Mikrovilli versehen (Tafel 5 B). Charakteristisch ist das weitlumige, mit maBig elektro-
nendichtem Material gefiillte rauhe Endoplasmatische Retikulum, das grofle Teile des Cyto-
plasmas ausfiillt (Tafel 5 A, C). Der heterochromatinreiche Nukleus liegt basal bis mittelstdn-
dig (Tafel 5 A, C). Die kaum aufgeweiteten Dictyosomen sind teilweise stark gekriimmt und
enthalten Material mittlerer bis stirkerer Elektronendichte (Tafel 5 C, D). In ihrer unmittelba-
ren Nihe liegen kleine stark elektronendichte Vesikel (Tafel 5 D).

Nach PAS-Alcianblau-Farbung werden diese Driisenzellen rot gefarbt (Tafel 1 A; 2 A; 3 A).

Der dritte Schleimdriisentyp (Typ III) kommt seltener als die beiden anderen Typen vor (Tafel
1C; 6). Diese Zellen sind wie der Driisentyp II etwa 40-50 pm lang. Die Sekretvakuolen sind
unterschiedlich elektronendicht; ihr Inhalt ist homogen. Die Zisternen des rauhen Endoplas-
matischen Retikulums sind vorwiegend auf die Peripherie der Zelle beschrinkt und kaum
aufgeweitet (Tafel 6 A). Dictyosomen scheinen relativ selten zu sein.

Nach PAS-Alcianblau-Farbung ist dieser Zelltyp im lichtmikroskopischen Bild nicht eindeu-

tig von den anderen Driisenzellen zu unterscheiden.
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Tafel 1

Struktur des Dorsalepithels von Deroceras reticulatum

A

-~

(@)

Dorsalepithel (E).

LM, Paraplastschnitt, gefarbt mit PAS-AB (Perjodsaure/Schiffsches Reagenz—Alcian-
blau).

Die zwischen den Epidermiszellen liegenden und in das Bindegewebe (Bg) reichenden
Driisenzellen des Typs I verjlingen sich von basal nach apikal und sind blau geférbt.
Vereinzelt kommen Driisenzellen des Typs II vor (rot gefarbt).

Dorsalepithel (E).

LM, Semidiinnschnitt, gefarbt mit Toluidinblau-Borax.

Zwischen zahlreichen Driisenzellen des Typs I liegt eine Schleimdriise des Typs II.
Subepitheliales Bindegewebe (Bg).

Dorsalepithel (E).

LM, Semidiinnschnitt, gefarbt mit Toluidinblau-Borax.

Driisenzellen des Typs 1 und III. Man beachte die glatte Muskulatur (M). Subepi-
theliales Bindegewebe (Bg).






87

Ergebnisse

Tafel 2

Struktur des Mantel- und FuBepithels von Deroceras reticulatum

A

-~

@

IS

Mantelepithel (E).

LM, Paraplastschnitt, gefdrbt mit PAS-AB.

Driisenzellen des Typs 1 (blau gefarbt) und II (rot gefarbt). Beide reichen tief in das
subepitheliale Bindegewebe (Bg).

Mantelepithel (E).
LM, Semidiinnschnitt, gefarbt mit Toluidinblau-Borax.
Weit in das Bindegewebe (Bg) reichende Driisenzellen des Typs 1.

FuB3epithel (E).

LM, Paraplastschnitt, gefarbt mit PAS-AB.

Driisenzellen des Typs I sind blau, die des Typs II rot gefirbt. Vorwiegend die apika-
len Bereiche der Zellen sind angeschnitten. Im Vergleich zum Dorsal- und Mantel-
epithel sind deutlich weniger Driisen des Typs I vorhanden. Subepitheliales Bindege-
webe (Bg).

FuBepithel (E).

LM, Semidiinnschnitt, gefarbt mit Toluidinblau-Borax.

Driisenzellen des Typs I und II. Dieser Bereich des FuBepithels ist mit Cilien (Ci) be-
setzt. Subepitheliales Bindegewebe (Bg).
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Tafel 3

Ultrastruktur der Driisenzellen des Typs [ von Deroceras reticulatum

A

-~

Einschichtiges Mantelepithel (E).

TEM. 4200 x.

Epithel mit Mikrovilli (Mv), subepitheliales Bindegewebe (Bg) und Driisenzellen des
Typs I, die zwischen den Epidermiszellen liegen und ins Bindegewebe reichen. Die
Driisenzellen sind im basalen Bereich angeschnitten. Die Schleimvakuolen (Va) sind
teilweise miteinander verschmolzen (—). Nukleus einer Epidermiszelle (N).

Driisenzellen im Mantelepithel.

TEM. 9000 x.

Die lateralen Grenzen der Epithelzellen sind stark gewunden, die Interzellularrdume
(In) teilweise erweitert. Apikolateral sind zwischen benachbarten Epithelzellen
Jjunctional complexes‘ (») und weiter basal vermutlich septierte Desmosomen (—)
ausgebildet. Man beachte die Einsenkungen (Ek) der apikalen Plasmamembran und
Vesikel (V) unterhalb der Plasmamembran. In der Néhe des von Zisternen des rauhen
Endoplasmatischen Retikulums (rER) umgebenen Kerns (N) befinden sich zahlreiche
Mitochondrien (Mi) und grof3e Dictyosomen (D). Links: Driisenzelle vermutlich des
Typs 111, rechts: Driisenzelle des Typs 1. Mikrovilli (Mv).
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Tafel 4

Ultrastruktur der Driisenzellen des Typs [ von Deroceras reticulatum

A Driisenzelle des Typs I aus dem Mantelepithel.
TEM. 11920 x.
Die Driisenzelle ist im apikalen schmalen Bereich angeschnitten. Die Schleimva-
kuolen (Va) sind teilweise miteinander verschmolzen (—). ,Junctional complexes*

(™), Mikrovilli (Mv).

B Driisenzellen des Typs I aus dem Dorsalepithel.
TEM. 7720 x.
Die linke Driisenzelle ist im basalen Bereich mit Zellkern (N), die rechte im apika-
len Bereich mit Sekretvakuolen (Va) angeschnitten. Die grolen Vakuolen verdringen
das Cytoplasma mit dem Zellkern an die Peripherie der Zelle. Uber dem Kern liegen
Dictyosomen mit teilweise stark aufgeweiteten Membranstapeln (—), deren Inhalt
dhnlich elektronendicht ist wie derjenige der Schleimvakuolen. Das rauhe Endoplas-
matische Retikulum (rER) ist nur miBig entwickelt.

C Driisenzellen des Typs I aus dem Dorsalepithel.

TEM. 3150 x.
Apikale Sekretvakuolen und basal gelegener Kern (vgl. Abb. B, linke Zelle).
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Tafel 5

Ultrastruktur der Driisenzellen des Typs Il von Deroceras reticulatum

A

-~

(@)

IS

Driisenzellen des Typs II aus dem Fuf3epithel.

TEM. 4440 x.

Man beachte elektronendichte (Sd) und elektronenlichte Sekretgrana (S1). Grof3e Teile
des Cytoplasmas sind mit weitlumigem rauhen Endoplasmatischen Retikulum (rER)
gefiillt. Der heterochromatinreiche Nukleus (N) liegt basal bis mittelstdndig. Die Drii-
senzellen reichen ins subepitheliale Bindegewebe (Bg).

Driisenzellen des Typs II aus dem FuB3epithel.

TEM. 8870 x.

Die Epidermiszellen (E) tragen Mikrovilli (Mv) und Cilien (Ci). Die Cilien entsprin-
gen aus einem Basalkorperchen (—). Der apikale Bereich der Driisenzelle des Typs 11
enthélt elektronendichte Sekretgrana (Sd), die apikale Plasmamembran ist eingebuch-
tet und mit Mikrovilli versehen.

Driisenzelle des Typs II aus dem FuBlepithel.

TEM. 9450 x.

Man beachte den heterochromatinreichen Nukleus (N), zahlreiche elektronendichte
(Sd) und elektronenlichte Sekretgrana (Sl), weilumiges rauhes Endoplasmatisches Re-
tikulum (rER) und Dictyosomen (D).

Detail einer Driisenzelle des Typs II aus dem FufBepithel.

TEM. 20830 x.

Kaum aufgeweitete Dictyosomen (D), deren Inhalt relativ elektronendicht ist. In ihrer
unmittelbaren Nihe liegen elektronendichte Sekretgrana (Sd). Rauhes Endoplasmati-
sches Retikulum (rER).
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Tafel 6

Ultrastruktur der Driisenzellen des Typs III von Deroceras reticulatum

A

I

Driisenzelle des Typs III aus dem Dorsalepithel, basaler Bereich im subepithelialen
Bindegewebe (Bg).

TEM. 11580 x.

Die Sekretvakuolen dieses Driisentyps sind unterschiedlich elektronendicht. Der Inhalt
der Vakuolen (Va) ist homogen. Die Zisternen des rauhen Endoplasmatischen Reti-
kulums (rER) sind vorwiegend auf die Peripherie der Zelle beschrankt und kaum auf-
geweitet.

Driisenzelle des Typs III aus dem Dorsalepithel, apikaler Bereich in der Epidermis (E).
TEM. 10100 x.

Die Driisenzelle ist im apikolateralen Bereich mit benachbarten Epithelzellen durch
,junctional complexes® (P ) und weiter basal durch vermutlich septierte Desmosomen
(—) verbunden (vgl. Tafel 3 B). Die Epidermiszellen tragen Mikrovilli (Mv). Mito-
chondrien (Mi), Schleimvakuolen (Va).
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4. Diskussion

4.1.  Fliichtige Inhaltsstoffe von Schleim und Kot

Die CLSA-Methode ist besonders geeignet, die von den Proben an die Umgebung abgegebe-
nen, leichtfliichtigen Substanzen zu erfassen. Die SPME-Methode wurde erginzend einge-
setzt, um auch schwerer fliichtige Verbindungen zu detektieren (R6mpp, 1999). Dabei wird
das native Material direkt der hohen Temperatur des Gaschromatographen ausgesetzt. Bei der
SPME-Methode konnte FuBlschleim und Kot getrennt untersucht werden, da nur geringe

Mengen zur Benetzung der Faser notig waren.

Die in die CLSA eingesetzten Filtermaterialien, Aktivkohle und Super Q, sollten gewéhr-
leisten, dafl Substanzen unterschiedlicher Polaritiaten adsorbiert werden. Aktivkohle deckt ein
breites Polaritdtsspektrum ab; mit den vernetzten porésen Polymeren des Super Q (aus Divi-
nyl- und Ethylvinylbenzenen) werden vorwiegend schwach polare Substanzen erfaflit. Durch
das Waschen mit Losungen unterschiedlicher Polarititen (Hexan, Dichlormethan, Methanol
und Pentan) sollte gewéhrleistet werden, daB3 ein weites Spektrum von Substanzen in Losung
gebracht wird (vgl. Rompp, 1999). Die meisten Substanzen, besonders Schwefel- und Ter-
penverbindungen, wurden im Aktivkohlefilter zuriickgehalten und waren anschlieBend in den
Super-Q-Eluaten nicht mehr nachzuweisen. Jeweils vier Eluate (zwei Aktivkohle-, zwei Super
Q-Eluate) enthalten die Gesamtheit der fliichtigen Verbindungen einer Probe (z.B. FuB-
schleim-Kot-Gemisch). Der getrennte Einsatz der Eluate in den verhaltensbiologischen und
elektrophysiologischen Untersuchungen sollte die Zuordnung der Reaktionen zu wenigen

oder moglicherweise sogar einzelnen Verbindungen aus einem Substanzgemisch ermoglichen.

4.1.1. Schwefelhaltige Verbindungen

Kohl wurde zur Fiitterung verwendet, da er als attraktive Futterpflanze fiir Schnecken gilt;
so wurde in Deutschland fiir den Zeitraum 1962-1971 der groBte Ernteschaden durch
Schneckenfrall beim Kohlanbau angegeben (Godan, 1973).

Im Verlauf der Analysen stellte sich heraus, dal das von den Tieren aufgenommene Futter
nicht nur (wie zu erwarten war) die Zusammensetzung der fliichtigen Komponenten des Kots,

sondern auch die des Ful3- und Korperschleims beeinflufit. Aus den verhaltensbiologischen
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Untersuchungen wurde der besondere Einflul von schwefelhaltigen Verbindungen aus dem

Futter auf die anlockende Wirkung einer Probe deutlich.

Im FuB3schleim und Kot von D. reticulatum, die mit Kohl gefiittert worden waren, fielen vor
allem Dimethyldisulfid, Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid und Methylpropyldisulfid auf.
Davon konnte zumindest immer Dimethyldisulfid in den CLSA-Eluaten (des Aktivkohlefil-
ters) von Kot, einem FuBschleim-Kot-Gemisch sowie im nativen FuBBschleim und Kot nach-

gewiesen werden.

?
S NH S\
H,Cc” >\ NH, H,C”~" “OH
COOH

, , Cystin-Lyase Methylsulfensiure
S-Methyl-L-Cystein-Sulfoxid

> (hoch reaktives Zwischenprodukt)

+ Pyruvat + Ammoniak

/

O Dimerisation
} ersato Methanthiol
S.__CH / .
PNa- 8 Dimethylsulfid
H,C™ S y
Dimethyldisulfid
Methylmethanthiosulfinat > Dimethyltrisulfid
Dimethylthiosulfonat

Trithiahexan (5-oxid)

Abb. 50: Enzymatische Umformung von S-Methyl-L-Cystein-Sulfoxid (nach Marks et al.,
1992).

Diese vier und weitere schwefelhaltige Verbindungen haben verschiedene Autoren als Aro-
mastoffe (fliichtige Substanzen) bei Brassica-Arten, wie z.B. Wirsing-Kohl, Blumenkohl und
Broccoli, nachgewiesen (s.u., Tab. 19). Bei Kohlarten (Cruciferae) wird zwischen fliichtigen
Substanzen unterschieden, die die frische, intakte Pflanze produziert und die bei Beschadi-
gung (gleich welcher Art) sowie beim Erhitzen (Garen) entstehen (Herrmann, 1977). Die
fliichtigen Aromastoffe entstehen aus Vorstufen, z.B. der Aminosdure S-Methyl-L-Cystein-
Sulfoxid, die in der intakten Pflanze vorliegen. Diese Aminosdure wurde 1956 in Brassica-

Arten gefunden (Synge & Wood, 1956; Morris & Thompson, 1956); sie hat einen Anteil von
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1-2 % am Trockengewicht (Mae et al., 1971; Whittle et al., 1976; Maw, 1982). Der enzymati-
sche Abbauweg dieser Aminosiure ist in Abbildung 50 dargestellt (nach Marks et al., 1992).

Als Aromavorstufen bekannt sind auch Glucosinolate (Thioglycoside, Senfolglycoside), die
ebenfalls charakteristisch fiir Brassica-Arten sind. Sie werden aus Aminosduren gebildet und
liegen in unverletzten Kohlpflanzen in der Vakuole der Pflanzenzelle vor (Frohlich et al.,
1998). Sie werden - bei Verletzung des Gewebes - auf enzymatischem Weg durch Hydrolyse
mittels Thioglucosidasen (Myrosinasen) in Glucose, Sulfat und Isothiocyanate, Thiocyanate
oder Nitrile aufgespalten (Herrmann, 1977; Fischer, 1992). Isothiocyanate sind in intakten
Pflanzen nicht zu finden (Ettlinger & Kjaer, 1968). Sie konnen zu fliichtigen schwefelhaltigen
Verbindungen wie Dimethyldisulfid und Dimethyltrisulfid abgebaut werden (Schreier, 1984)
und stellen so, neben S-Methyl-L-Cystein-Sulfoxid (vgl. Abb. 50), eine weitere Vorstufe von
Schwefelverbindungen dar. Glen et al. (1990) geben an, da3 Glucosinolate zu toxischen, bitter
schmeckenden schwefelhaltigen Substanzen abgebaut werden, die Brassica-Arten vor poly-

phagen Pflanzenfressern schiitzen kénnen (z.B. vor Aphiden, vgl. van Emden, 1972).

In intakten Blumenkohl- und Rettichpflanzen konnte nur eine Verbindung, vermutlich Hexe-
nylacetat, nachgewiesen werden (vgl. Herrmann, 1977). Von zerkleinerten Blumenkohlblét-
tern wurden bei 30 °C u.a. Dimethylsulfid und Allylisothiocyanat abgegeben (Ettlinger &
Kjaer, 1968). Herrmann (1977) geht davon aus, dal3 erst beim Erhitzen des Gewebes schwe-

felhaltige Verbindungen in groBeren Mengen auftreten.

Viele Autoren haben sich mit dem Entstehen der zumeist unerwiinschten, weil geruchsinten-
siven, schwefelhaltigen Substanzen von Kohl-Arten beschiftigt. Dabei wurden die fliichtigen
Inhaltsstoffe von zerkleinerten (Itoh et al., 1985; Fischer, 1992; Chin & Lindsay, 1993; Siegl
et al., 1995; Hansen et al., 1997: Broccoli zusétzlich gekocht; Dan et al. 1997a; Forney & Jor-
dan, 1998: Broccoli auch mit heiBem Wasser behandelt), gekochten (MacLeod & MacLeod,
1968; Maruyama, 1970; Buttery et al., 1976) oder unter anaeroben Bedingungen gelagerten
(Forney et al., 1991; Hansen et al., 1992; Dan et al., 1997b; Dan et al., 1998; Derbali et al.,
1998) Arten untersucht.
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Tab. 19: Ubersicht iiber die durch Gaschromatographie-Massenspektroskopie nachgewiese-
nen fliichtigen Substanzen Methanthiol (M.th.), Dimethylsulfid (DMS), Dimethyldisulfid
(DMDS), Dimethyltrisulfid (DMTS), Dipropyldisulfid (DPDS), Methylpropyldisulfid
(MPDS) in verschiedenen Gemiisearten nach unterschiedlicher Vorbehandlung. Mit Ausnah-

me der Broccoli-Sdmlinge wurden alle Gemiisearten zerkleinert untersucht.

M.- | DM- | DM- | DM- | DP- | MP- Nachge- Vorbehandlung | (Anreicherungs-) Autor
th. S DS | TS | DS | DS wiesen in Methode
X X X X Weillkohl Erwarmung auf | Vakuum-Wasser- Bailey et al.,
60 °C dampfdestillierung 1961
X dehydriert
X X dehydriert, en-
zymbehandelt
(Myrosinase)
X X X x | WeiB-, Ro- gegart Kiihlfalle MacLeod &
sen-, Blumen- MacLeod,
kohl 1968
X X Weillkohl, gegart Vakuum-Wasser- Buttery et al.,
Broccoli, dampfdestillierung 1976
Blumenkohl (Hexan-Extrahierung)
X X Kohlrabi - dynamische Kopf- Fischer, 1992
raumtechnik
X X X Kohl-Arten - Kopfraumtechnik Chin & Lind-
say, 1993
X X Broccoli anaerob Kopfraumtechnik Danetal.,
1997b; 1998
X X X Broccoli- anaerob Kopfraumtechnik Derbali et al.,
Samlinge 1998
X X X Chinesischer | tiefgefroren statische Kopfraum- [ Frohlich et
Markstamm- technik al., 1998
kohl und
X X Griinkohl simultane Wasser-
dampfdestillation und
Extraktion (SDE)

Tab. 19 gibt einige Beispiele aus diesen Untersuchungen, in denen in unterschiedlichen Kohl-
gemiisen (meist nach Zerkleinerung) schwefelhaltige Verbindungen mittels Gaschromato-
graphie-Massenspektroskopie detektiert wurden. Bei fast allen Untersuchungen trat Di-
methyldisulfid und zumeist auch Dimethyltrisulfid auf. Dimethyltrisulfid wird - unter Bertick-
sichtigung des Geruchsschwellenwertes beim Menschen (0,01 pg/kg) - als eine der wichtig-

sten Aromakomponenten gekochten Kohls angegeben (Maruyama, 1970).

Chin & Lindsay (1993) untersuchten, welche schwefelhaltigen Verbindungen sich nach Zer-
storung von Kohl-Gewebe innerhalb von 10-100 min bilden. Nur in den ersten 40 min wurden
Methanthiol und Dimethylsulfid detektiert. Die Dimethyldisulfid- und Dimethyltrisulfid-
Produktion war anfdnglich gering und stieg bis zum Versuchsende linear an. Die Autoren
nehmen an, dafl die Disulfide erst in einem langsamen sekundéren Schritt aus Methylsulfen-

sdure entstehen (vgl. Abb. 50) und dann mit elementarem Schwefel Trisulfide bilden. Zu dhn-
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lichen Ergebnissen gelangten Forney et al. (1991), die Broccoli unter anaeroben Bedingungen
untersuchten. Auch dort war Methanthiol eine der ersten nachzuweisenden Komponenten.

Chin & Lindsay (1993) folgern, dal Methanthiol dem Aroma von frischen Kohl entspricht.

Obwohl in den Versuchsreihen 1 und 2 der vorliegenden Arbeit die Tiere ausschlieBlich mit
Kohl gefiittert worden waren, waren die Ergebnisse beziiglich der Schwefelverbindungen in
FuBschleim-Kot-Proben unterschiedlich. Wéhrend in den Aktivkohlefilter-Eluaten (Proben A,
B, E) aus der Versuchsreihe 1 alle vier Verbindungen auftraten, wurde in den Eluaten der
Versuchsreihe 2 (Proben I, K) nur Dimethyldisulfid nachgewiesen. Dies ist vermutlich auf
die geringere Anzahl der Tiere zuriickzufiihren, die zur Gewinnung des Fufschleim-Kot-
Gemisches in Versuchsreihe 2 eingesetzt wurden. Da Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid und
Methylpropyldisulfid in Versuchsreihe 1 in viel niedrigeren Konzentrationen als Dimethyldi-
sulfid auftraten (vgl. Tab. 15), konnte ithre Menge in Versuchsreihe 2 unter der Nachweis-
grenze des verwendeten Detektors gelegen haben. Auch bei den Kot-Proben E und F der Ver-
suchsreihe 2 konnte nur Dimethyldisulfid nachgewiesen werden. Hier hitte man aufgrund der
Ergebnisse der Versuchsreihe 1 eher das Auftreten aller vier Schwefelverbindungen erwartet.
Die Konzentrationsabschétzung zeigt jedoch, daB3 in der Kot-Probe E der Versuchsreihe 2 mit
1300 ppm weniger Dimethyldisulfid vorlag als in der FuB3schleim-Kot-Probe A der Versuchs-
reihe 1 (1600 ppm; beide Proben sind Hexan-Eluate des Aktivkohlefilters). Dies spricht dafiir,
dal bei der Kot-Probe die anderen drei Substanzen aufgrund geringer Konzentration nicht
detektiert werden konnten (vorausgesetzt, da3 die anderen drei Verbindungen in einem &hnli-
chen Konzentrationsverhiltnis vorlagen wie in der Probe A der Versuchsreihe 1). Ein weiterer
Grund fiir das Fehlen von Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid und Methylpropyldisulfid in
manchen Proben konnte an den verfiitterten Kohlpflanzen liegen. So wurde beispielsweise
darauf hingewiesen, da} der Gehalt fliichtiger Substanzen in Weillkohlsorten betrdchtlichen
individuellen Schwankungen unterliegt (MacLeod & MacLeod, 1968).

Auch im nativen FuBlschleim und Kot von Tieren, die mit Kohl gefiittert worden waren, wur-
den nur Dimethyldisulfid und Dimethyltrisulfid detektiert.

Das Auftreten von Dipropyldisulfid in der Kontrolle K1 der Versuchsreihe 1 ist nicht zu er-
klaren. In Versuchsreihe 3, in der diese Substanz in den Kot-Proben E und F gefunden wurde,
war sie in der Kontrolle nicht vorhanden.

CLSA-Proben aus Korperschleimen von Tieren, die mit Kohl gefiittert worden waren (Ver-
suchsreihe 2), enthielten nur Dimethyldisulfid; im nativen Korperschleim dieser Tiere trat

keine der vier oben genannten Verbindungen auf.
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Die Gewinnung von reinem Korper- und FuBlschleim ist schwierig, da beide Schleimarten
nicht sauber voneinander getrennt werden konnen und beide oft auch mit Kot kontaminiert
sind. Bei der Gewinnung von Korperschleim durch Begasen mit CO, wird unvermeidlich
auch Fuf3schleim von den Tieren abgegeben. In die CLSA mufiten groBere Mengen Korper-
schleim (2-3 g) eingesetzt werden, die durch das Begasen von etwa 130 Tieren gewonnen
wurden. Obwohl nach dem Begasen von jeweils drei Tieren gepriift wurde, ob der Schleim
durch Kot verunreinigt wurde, kann eine Kontamination durch FuBschleim und Kot nicht
ganz ausgeschlossen werden. Hingegen wurde der Kdorperschleim, der anschlieend in der
SPME-Methode angewandt wurde, durch das Begasen einzelner Tiere und durch das Abneh-
men von der Kdorperoberfliche mit einem Spatel gewonnen. Eine Kontamination ist somit

weniger wahrscheinlich.

Im Korperschleim von Tieren des Vorversuchs, die nicht nur mit Kohl, sondern auch mit Ka-
rotten und Kartoffeln gefiittert wurden, wurde von den vier Verbindungen nur Dimethyltrisul-
fid nachgewiesen. Auch hier wurde der Korperschleim von 40 Tieren eingesetzt, so da3 das
Risiko einer Kontamination gro3 war. Allerdings wird dadurch nicht erklért, wieso hier kein
Dimethyldisulfid gefunden wurde, das in den anderen Proben jeweils mengenméiBig den
grofften Anteil ausmachte. Moglicherweise spielen hier - wie bereits oben erwihnt - Unter-
schiede im verfiitterten Kohl eine Rolle. AuBerdem muf} beriicksichtigt werden, dal neben
Kohl auch noch Kartoffeln und Karotten verfiittert wurden und nicht gewéhrleistet war, ob
alle Gemiisearten gefressen wurden. Hinweise zu schwefelhaltigen Verbindungen in Karotten
geben die Untersuchungen von Heatherbell et al. (1971a, b, ¢). Sie stellten eine Neubildung
von Dimethylsulfid u.a. Schwefelverbindungen bei der Dosenkonservierung von Karotten

fest.

AuBer den bereits genannten Sulfiden traten weitere schwefelhaltige Verbindungen auf, so in
den FuB3schleim-Kot-Proben B und F der Versuchsreihe 1 die Esterverbindung Thiocyansiu-
remethylester und in den Proben E und F Thio-Iso-Buttersduremethylester (s. 4.1.2.).

Die Struktur der Verbindung (m/z=45, 61, 91), die in den Proben C und D (FuBschleim-Kot-
Gemisch) der Versuchsreihe 1 und in den Proben D (Korperschleim), H (Kot) und M (FuB3-
schleim-Kot-Gemisch) der Versuchsreihe 2 vorlag, ist unbekannt; lediglich das diagnostische

Ion m/z=61 gibt Hinweis auf das Vorkommen von Schwefel.
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Der Ursprung von Dimethylsulfon und -sulfoxid in der Versuchsreihe 3 ist unklar. Dimethyl-
sulfoxid konnte in allen Proben (FuBschleim-Kot-Gemisch, Kot, Kdrperschleim), Dimethyl-
sulfon nur im Kot nachgewiesen werden. Es konnte sich um Oxidationsprodukte von Dime-
thylsulfid oder -disulfid handeln (Ro6mpp, 1999). Das erklirt aber nicht die relativ groflen
Mengen an Dimethylsulfoxid, die in der Korperschleim-Probe B (9100 ppm) und Kot-Probe F
(86000 ppm) gefunden wurden.

Neben Dimethyltrisulfid konnten bei der Probe ,Schnecken‘ des Vorversuchs (d.h. die Tiere
wurden wihrend des CLSA-Laufes im Probengefdll belassen) flinf weitere schwefelhaltige
Substanzen gefunden werden: Benzothiazol, Methylmethanthiosulfonat, 4-Methyl-
thiobutansdurenitril, 3-Methylthiopropylisothiocyanat und Tetradecylthiophen. Die drei letzt-
genannten wurden auch im Korperschleim der Schnecken aus dem Vorversuch nachgewiesen.
Benzothiazol wurde im Broccoli (Buttery et al., 1976), 3-Methylthiopropylisothiocyanat und
entsprechendes Nitril (Cyanid) im Blumenkohl und Weilkohl (Buttery et al., 1976), frischen
Kohlarten (Bailey et al., 1961) und Kohlrabi (Fischer, 1992) detektiert. Isothiocyanate, die
sogenannten Senfole (=Senfolglycoside), entstehen aus Glucosinolaten. Beim enzymatischen
Abbau der Glucosinolate konnen neben Isothiocyanaten auch Nitrile auftreten (s.o.). Mogli-
cherweise handelt es sich beim 4-Methylthiobutansdurenitril um ein Abbauprodukt eines Glu-
cosinolats. So wurde 4-Methylthiobutylisothiocyanat als fliichtige Substanz von zerschnitte-
nem Kohlrabi (Fischer, 1992) und im gekochten Weillkohl, Broccoli und Blumenkohl (Butte-
ry et al., 1976) nachgewiesen.

Methylmethanthiosulfonat konnte ein weiteres Abbauprodukt der im Brassica-Gewebe vor-
kommenden Aminosdure S-Methyl-L-Cystein-Sulfoxid oder durch Oxidation von Methyl-
methanthiosulfinat (vgl. Abb. 50) entstanden sein.

Substituierte Thiophene (vgl. Tetradecylthiophen) sind in zahlreichen natiirlichen Aromen,

insbesondere von gekochten Lebensmitteln, aufgefunden worden (R6mpp, 1999).

Eine dreitdgige Hungerphase von Tieren, die vorher mit Kohl gefiittert worden waren, bewirkt
eine Abnahme der Schwefelverbindungen im FuBschleim-Kot-Gemisch. In Versuchsreihe 1
wurden die Proben A-D von gefiitterten und die Proben E-H von nicht gefiitterten Tieren ge-
wonnen. Wihrend in beiden Aktivkohlefilter-Eluaten der gefiitterten Tiere alle vier Verbin-
dungen auftraten, konnten in den entsprechenden Proben der nicht gefiitterten Tiere lediglich
in der Probe E alle vier und in Probe F nur Dimethyldisulfid und Dimethyltrisulfid nachge-
wiesen werden. Die Konzentrationsabschitzungen ergaben deutlich geringere Mengen der

vier Verbindungen in den Proben E und F gegeniiber den Proben A und B (vgl. Tab. 15).
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Dieses Ergebnis spricht dafiir, dal die gefundenen Verbindungen nicht von den Tieren selbst

synthetisiert werden, sondern mit der Nahrung aufgenommen werden.

Die Untersuchungen des Schleims und Kots von Tieren, die mit Salat gefiittert worden waren,
sollte zeigen, ob sich nach einer vermutlich schwefelarmen bis -freien Didt Sulfide, die nach
einer Fiitterung mit Kohl vorhanden sind, nachweisen lassen. Nach Crosby (1963) ist die ein-
zige Schwefelverbindung, die aus Salat isoliert werden konnte, das Salz eines Methionin-
Derivats. Kovatschewa & Popova (1977) konnten S-Methylmethionin nur in Spuren im Kopf-
salat nachweisen. Ein Nachweis von weiteren schwefelhaltigen Verbindungen ist mir nicht
bekannt. Als fliichtige Substanzen werden verschiedene Pyrazine (Murray & Whitfield, 1975)
sowie Acetaldehyd und Ethanol (Peiser et al., 1997) angegeben. Weitere Untersuchungen zu
den Inhaltsstoffen befaliten sich u.a. mit dem Auftreten von organischen Sduren, Lipiden,

Sterolen und Carotinoiden (vgl. Herrmann, 1978).

Die Untersuchungen der CLSA-Proben und des nativen Materials der mit Salat gefiitterten
Tiere zeigten voneinander abweichende Ergebnisse. In den Aktivkohle-Eluaten vom Kot tra-
ten alle vier Verbindungen auf und in denen des Fuf3schleim-Kot-Gemisches nur Dimethyldi-
sulfid. Im nativen Kot, FuBlschleim und Kot trat keine der vier Verbindungen auf. Die Tiere
der Versuchsreihe 3 wurden allerdings nur 7-12 Tage, die Tiere, deren Kot und Schleim nativ
verwendet wurde, hingegen mindestens 26 Tage mit Salat gefiittert. Vor diesen Versuchen
bekamen die Schnecken teilweise Kohl als Futter. Die Ergebnisse deuten somit an, da3 sich
bei ausreichend langer Fiitterung mit Pflanzen ohne diese Schwefelverbindungen diese sich
im FuBschleim und Kot nicht mehr nachweisen lassen. Ubereinstimmend wurden sowohl in
den CLSA-Proben als auch im nativen Korperschleim der mit Salat gefiitterten Schnecken die

entsprechenden Schwefelverbindungen nicht gefunden.

Aus den Ergebnissen ist also zu entnehmen, daf3 im Kot von D. reticulatum, die mit Kohl ge-
fiittert worden waren, Schwefelverbindungen auftreten, die als Aromastoffe von beschadigtem
Kohl-Gewebe bekannt sind. Es ist unwahrscheinlich, daf3 diese Verbindungen von den Tieren
selbst synthetisiert werden. Zusdtzlich wurden diese Substanzen auch im Fufschleim nach-
gewiesen. Dies bestitigt die Annahme von Wilson (1968), dal Mollusken iiber den Schleim
pflanzliche Abbauprodukte abgeben konnen (s.o0.). Die Verbindungen entsprechen nicht dem
Geruchsaroma von intaktem Kohl. Mdglicherweise werden tiber diese Geruchsstoffe den

Schnecken zwei Informationen gegeben: Vorhandensein einer Futterquelle und / oder von
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Artgenossen. Dafiir sprechen auch eigene Beobachtungen aus dem Freiland, die zeigen, daf3
einige Pflanzen in einem Gemiisebeet deutlich stirker befallen sind als andere in unmittelba-

rer Umgebung. Offenbar werden diese Substanzen nicht iiber den Korperschleim abgegeben.

4.1.2. Weitere Verbindungen

Neben schwefelhaltigen Verbindungen konnten auch zahlreiche andere Verbindungen nach-
gewiesen werden.

Im Korperschleim von Schnecken aus dem Vorversuch wurden eine Aldehydverbindung
(Benzaldehyd) und Terpene (Epijuvabion, Farnesol, Geranylaceton, Sulcaton = 6-Methyl-5-
hepten-2-on) gefunden. Benzaldehyd, das noch in einigen anderen Proben auftrat (vgl. Tab. I-
III, Anhang), ist ein Zersetzungsprodukt des Amygdalins (Rémpp, 1999), das in den Samen
vieler Rosaceen vorkommt (Nuhn, 1990). Es wurde von Buttery et al. (1976) im Weillkohl,
Broccoli und Blumenkohl nachgewiesen.

Zu der Gruppe der Terpene gehdren viele Verbindungen aus dtherischen Olen. Terpene sind
ein Polymerisationsprodukt des Kohlenwasserstoffs Isopren (CsHg) und lassen sich je nach
Anzahl ihrer Cs-Einheiten in Mono-, Sesqui-, Di-, Sester-, Tri-, Tetra- und Polyterpene ein-
teilen. Das Monoterpen Sulcaton (=6-Methyl-5-hepten-2-on) trat auch in der Korperschleim-
Probe B sowie der Kot-Probe F der Versuchsreihe 3 auf. Diese leichtfliichtige, fiir griine
Blitter charakteristische Verbindung (,green leaf volatile‘) wurde beispielsweise von Linko et
al. (1978) in Karotten nachgewiesen. Die Sesquiterpene Farnesol und Epijuvabion kommen
in dtherischen Olen (Farnesol z.B. von Lindenbliiten, Juvabion z.B. von Balsamtannen;
Rompp, 1999) vor. Hinweise in der Literatur zum Nachweis von Geranylacetat in Natur-

stoffen sind mir nicht bekannt.

In der Versuchsreihe 1 wurden in der Probe F 2- und 3- Hexanol gefunden. Angaben in der
Literatur beziehen sich auf 1-Hexanol, das als Aromastoff im gekochten Blumenkohl auftritt
(Buttery et al., 1976). In vielen Proben konnten zudem Ester-Verbindungen nachgewiesen
werden (Propionsduremethyl-, (Iso-)Buttersduremethyl-, Essigsdureethyl-, Milchsdureester;
vgl. Tab. I-III, Anhang). In 4.1.1. wurde bereits auf die schwefelhaltigen Esterverbindungen
Thiocyansduremethylester und Thio-Iso-Buttersduremethylester hingewiesen (vgl. Tab. I-I1I,
Anhang). Generell ist bekannt, dal Esterverbindungen in der Natur als Aromastoffe von

Friichten und Bliiten sehr haufig anzutreffen sind (Rompp, 1999). Thiocyansduremethylester
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leitet sich moglicherweise von den bereits genannten Isothiocyanaten ab. Die Aldehydverbin-
dungen Decanal und Nonanal traten in der Probe L (FuBschleim-Kot-Gemisch) der Versuchs-
reihe 2 auf. Decanal konnte im #therischen Ol verschiedener Pflanzen (z.B. Iriswurzeldl)
nachgewiesen werden (Ro6mpp, 1999). Nonanal trat im gekochten Broccoli und Blumenkohl
(Buttery et al., 1976), in Kartoffeln (Petersen et al., 1998) sowie in Karotten (Buttery et al.,
1968) auf. Ethanol kam in der Probe A (Ko&rperschleim) der Versuchsreihe 2 vor. Es konnte
im gekochten Weillkohl (Buttery et al., 1976), Kopfsalat (Mateos et al., 1993), Broccoli (Dan
et al., 1997a, b) und Karotten (Heatherbell et al., 1971a, b, ¢) nachgewiesen werden.

In Versuchsreihe 3 fallen drei Terpen-Verbindungen, Limonen, ¢~ und B-Pinen, auf, deren
Ursprung - da sie in den anderen beiden Versuchsreihen der mit Kohl gefiitterten Tieren nicht
auftraten - dem hier verwendeten Futter Salat zugeschrieben wird. Diese Verbindungen
konnten sowohl im Kot als auch im Korperschleim nachgewiesen werden, in dem Ful3-
schleim-Kot-Gemisch allerdings nur o- Pinen. Charakteristisch fiir Asteraceen, zu denen auch
der Kopfsalat gehort, ist das Vorkommen von Diterpenen (Rompp, 1999). Das Monoterpen
Limonen findet sich in zahlreichen itherischen Olen; so wurden Limonen in Karotten und
o- und B-Pinen in Karotten und Sellerie nachgewiesen (vgl. Ubersichtsbericht von Herrmann,

1978).

Mittels der SPME-Methode wurden in den nativen Proben nachfolgende Substanzen detek-
tiert. Langkettige Alkohole und z.T. entsprechende Carbonsiduremethylester (wie Hexacosanol
und Hexacosansiduremethylester) fanden sich - mit Ausnahme von Nonacosanol, das auch im
Kot von mit Kohl gefiitterten Tieren vorkam - im Kot von mit Salat gefiitterten Tieren. Dabei
handelt es sich vermutlich um Blattwachse, wie sie z.B. auch bei Spinat nachgewiesen wur-
den (Zill & Harmon, 1962). Herrmann (1978) vermutet, da3 die Lipid-Zusammensetzung in
griinen Blattern recht dhnlich sei.

Cholesterol kam - mit Ausnahme des Fullschleims der mit Salat gefiitterten Tieren - in allen
nativen Proben vor. Nicht ndher identifizierte Steroide wurden jeweils in den Kot-Proben der
mit Kohl und Salat gefiitterten Tiere gefunden. Diese Triterpene wirken hédufig als Regula-
tionsstoffe im tierischen und pflanzlichen Organismus. Bei Mollusken sind 30 % der Steroide
Cholesterol. Schnecken konnen Steroide im Korpergewebe aus Acetat synthetisieren und sind
von deren Aufnahme durch Pflanzen unabhéngig (Godan, 1979). In geringen Mengen kommt
Cholesterol, ebenso wie das Triterpen Squalen, auch in pflanzlichen Fetten vor (Rémpp,

1999). Squalen, das im FuBschleim und Kot der mit Kohl gefiitterten Tiere vorkam, kann
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durch Cycloaddition in Methylsteroide tibergehen (Nuhn, 1990). So ist bei den Steroiden un-
klar, ob sie pflanzlicher Herkunft oder korpereigene Substanzen sind.

Methylindol wurde im Kot der mit Kohl gefiitterten Tiere gefunden. Es konnte sich von der
Aminosdure Tryptophan ableiten (Nuhn, 1990). Zudem ist Indol in Kohlbléttern als Ascor-
bigen an Ascorbinsdure gebunden (Rompp, 1999). Bei Phytol, das im Kot der mit Kohl ge-
fiitterten Tiere gefunden wurde, handelt es sich um ein Diterpenalkohol, der esterartig gebun-
den im Chlorophyll enthalten ist, somit in allen griinen Pflanzen vorkommt und dessen
wachsartige Beschaffenheit bedingt (Nuhn, 1990). Die diterpene Verbindung Neophytadien,
die im Kot von mit Kohl und Salat gefiitterten Tieren auftrat, 148t sich von Phytol ableiten
und wurde beispielsweise aus Tabak isoliert (Bhati, 1962). Ein Pyrrol-Derivat wurde im Kor-
perschleim der mit Kohl gefiitterten Tiere gefunden. Vom Pyrrol leiten sich viele Naturstoffe
ab, wie z.B. die Pyrrol-Aminosédure Prolin oder Indol und dessen Derivate (Rompp, 1999).
Essigsdure fand sich im Korperschleim und Kot der mit Kohl gefiitterten Tieren sowie im
FuB3- und Ko6rperschleim der mit Salat gefiitterten Tiere. Auch in der Korperschleim-Probe D
der Versuchsreihe 3 (Salat gefiittert) trat es auf. Im Schleim der SiiBwasserschnecke
Biomphalaria glabrata konnten ebenfalls verschiedene Sduren (Ameisen-, Essig-, Propion-
und Buttersdure) nachgewiesen werden; sie sollen fiir die Attraktivitdt der Schleimspuren ver-
antwortlich sein (Thomas et al., 1980; Bousfield et al. (1981). Cook (1994) zeigte, daB3 Limax

pseudoflavus einer kiinstlichen Spur aus 5 ppm Propionséure folgt.

Im Korperschleim der Schnecken, die mit Salat gefiittert worden waren, lassen sich also ver-
schiedene pflanzliche Inhaltsstoffe nachweisen. Limonen und Pinen (o und ) lagen im Kot
etwa doppelt so hoch konzentriert wie im Korperschleim vor. Das ist insofern bemerkenswert,
als im Korperschleim der mit Kohl gefiitterten Tiere hochstens geringe Mengen von Kohl-
Inhaltsstoffen nachzuweisen waren, die eher auf Verunreinigung mit Kot (s. 4.1.1.1.) zuriick-
zufiihren sind. Auch im Korperschleim von Tieren aus dem Vorversuch, in dem den Tieren
Kohl, Karotten und Kartoffeln geboten wurden, konnten keine Sulfid-Verbindungen nachge-

wiesen werden, aber ebenfalls Terpen-Verbindungen, die aus dem Futter stammen konnten.

Da die verhaltensbiologischen Untersuchungen einen besondere Einflu3 von schwefelhaltigen
Verbindungen auf die anlockende Wirkung von FuBlschleim und Kot gezeigt haben (vgl.
4.1.1.), wurden die gerade erwdhnten Substanzen, die teilweise in geringen Konzentrationen

vorlagen, nicht flir verhaltens- und elektrophysiologische Untersuchungen ausgewéhlt.
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Die in den Tabellen I-III des Anhangs unter der Bezeichnung Verunreinigung aufgefiihrten
Substanzen stammen sehr wahrscheinlich nicht aus den Proben, sondern u.a. aus Kunst-
stoffen, die bei der Probenpréparation benutzt wurden, aus Materialien, die bei der Gaschro-
matographie eingesetzt wurden, oder aus der Luft (,Labor-Umgebung®).

Es kann sich aber auch um Substanzen handeln, die durch Umwandlung entstanden sind,
wie die Acetale Acetondimethylacetal, Formaldehyddimethylacetal und Formaldehyddiethyl-
acetal. Moglicherweise lagen in der Probe urspriinglich die entsprechenden Aldehyde (und
Ketone) vor, die - als sehr reaktionsfihige Verbindungen - mit Alkoholen zu Acetalen
reagierten.

(Acetyl-)Aceton, Chloroform, 1-Hydroxypropan-2-on und iso-Octan sind Losungsmittel und
konnten aus der Laborluft stammen. Allerdings ist Aceton als fliichtige Substanz vieler Ge-
miisearten identifiziert worden, so bei Kohl (Buttery et al., 1976) und Karotten (Linko et al.,
1978). Herrmann (1978) vermutet, dafl es sich um ein Oxidationsprodukt der Carotinoide
handelt. Das Losungsmittel Hexan wurde zum Spiilen des Aktivkohlefilters der CLSA be-
nutzt. Adipinsdureester und Derivate (Adipinsdurediethylester und cyclischer Adipinsédure-
ester), Phthalate sowie Phosphorséuretributylester sind charakteristische Polymer-Bestandteile
von Kunststoffen (sogenannte Weichmacherpolymere; vgl. Rompp, 1999). Die Amin-
Verbindungen (Alkyl-, Di-N-butyl-, Diisopropyl-, Trimethylamin) sind vermutlich Verunrei-
nigungen aus Materialien des Gaschromatographen, wie z.B. das Septum. Die Siloxanverbin-
dungen (Alkyl-, Cyclo-, Methylcyclosiloxan) stammen wahrscheinlich aus der Kapillarséule,
deren stationdre Phase Polydimethylsiloxan war, und Azulen, C3- und C4-Benzole, Tri-
methylpenten, Trimethyloxiran (als Oxidationsprodukt) aus dem Graphit der Aktivkohle der
CLSA.

Der Ursprung von Borsduretrimethylester, Cyclopentanol, Dimethoxyacetophenon,
2,2-Dimethoxybutan, Diethoxymethan, Diethoxypropan, 2-Ethoxy-2-methylbutan, 4-Methyl-
4-hydroxy-2-pentanon, N-Methylmorpholin bleibt unklar.
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4.2.  Verhaltensuntersuchungen

4.2.1. Y-Olfaktometer

In Y-Olfaktometern orientieren sich die Schnecken anhand eines Geruchsgradienten. Auf den
Einsatz eines Luftstroms wurde wegen der Dauer eines Tests verzichtet. Die Tiere reagierten
in Probeversuchen mit Inaktivitidt und Aggregation, da durch den Luftstrom die Verdunstung
im Testsystem beschleunigt wurde. Das Zusammenrotten - beispielsweise tagsiiber in
Verstecken - ist auch bei Achatina fulica (Chase et al., 1980) und bei Limax-Arten (Cook,
1981) beschrieben. Dadurch soll der Wasserverlust {iber die Korperoberfliche minimiert

werden (Chase et al., 1980).

In etwa 80 % der Versuche in Y-Olfaktometern mit Proben entschieden sich die Schnecken
fiir eines der Rohrchen. Der von mir erarbeitete Bewertungsschliissel der Wahlvorginge
beriicksichtigt eine Verhaltensweise besonders, die auch bei den Vorversuchen in der Arena
auftrat. In der fremden Umgebung orientierten sich die Schnecken zunichst in kiirzeren, nur
wenige Minuten dauernden Laufen und kehrten immer wieder in das Versteck zuriick. In
Arena-Versuchen zeigte sich dies in kreisformigen Laufen um das Versteck, in den Y-
Olfaktometern durch wenige Minuten dauernde Léufe in der Basis. Manchmal krochen die
Schnecken auch in ein Wahl-Réhrchen und kehrten vor Ende des Rohrchens wieder um. Sie
bewegten in der Gabelung des Y-Olfaktometers oft den Kopf und vorderen Kérperbereich hin
und her, krochen 1-2 ¢cm in ein Rohrchen und kehrten dann wieder um. Das Aufrichten des
Vorderkdrpers ist beispielsweise auch fiir Achatina fulica bei der olfaktorischen Orientierung
beschrieben worden (Chase & Croll, 1981). Da diese Verhaltensweise keiner zielgerichteten
Orientierung zu einer Geruchsquelle zugeordnet werden kann, wurde dies im
Bewertungsschliissel insofern beriicksichtigt, als nur das vollstindige Durchkriechen der
Wahl-Rohrchen als positive Reaktion gewertet wurde.

Erwartungsgemif3 konnte in den Kontroll-Versuchen keine Bevorzugung eines der Réhrchen

bei beiden Schneckenarten, D. reticulatum und D. caruanae, festgestellt werden.

4.2.1.1. Reaktionen auf Futter, Artgenossen, Kot und Schleim

D. reticulatum und D. caruanae, die zuvor mit Kohl gefiittert worden waren, wurden
signifikant von Kohl angelockt. Gleiches gilt fiir den entsprechenden Versuch mit Kopfsalat,

bei dem nur D. reticulatum (zuvor mit Salat gefiittert) eingesetzt wurden. In einem nicht
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weiter verfolgten Versuchsansatz wurde die Attraktivitdt beider Futterpflanzen gegeneinander
getestet und jeweils D. reticulatum in die Olfaktometer eingesetzt, die zuvor mit Kohl oder
Salat gefiittert worden waren. Von den mit Kohl gefiitterten Tieren suchten 62,5 % zuerst die
Roéhrchen mit Kohl auf (n,=9, ngesam=11), von den mit Salat gefiitterten Tieren waren es
hingegen nur 33,3 % (n,=8, ngesam=8). Es scheint so, als ob die Versuchstiere nach Verfiittern
einer fiir sie attraktiven Futterpflanze eine Priaferenz dafiir entwickeln. Welche Rolle dabei die
Dauer der ,Konditionierung® spielt, ob diese Priferenz linger andauert oder eventuell nach zu
langer einseitiger Erndhrung wieder verloren geht, wére zu untersuchen. Der Einflufl des
kiirzlich erhaltenen Futters auf die spitere Futterwahl von Schnecken wird in der Literatur - je
nach Dauer der einseitigen Erndhrung - unterschiedlich bewertet. Wurden Helix pomatia vor
einem Wahlversuch nur einmal mit einem bestimmten Futter versorgt, wihlten sie danach in
einer Arena bis zu 11 Tagen das zuvor erhaltene Futter, falls sie zwischenzeitlich kein anderes
Futter erhielten (Teyke, 1995). Jungtiere von Achatina fulica, die 12 h lang mit Karotten oder
Gurken gefiittert wurden, bevorzugten anschlieBend im Y-Olfaktometer mit Luftstromen die
Gertiche dieses Futters gegeniiber einem anderen Futter (Croll & Chase, 1980).

Die meisten terrestrischen Schnecken gelten im Hinblick auf die Nahrung als Generalisten.
Die wenn auch nur temporire Bevorzugung einer Futterpflanze entspricht wahrscheinlich
nicht dem Verhalten im Freiland. Nacktschnecken (Limacidae, Arionidae) bevorzugen nach
einer lingeren einseitigen Fiitterung eindeutig anderes Futter (Frain & Newell, 1982; Whelan,
1982; Cook et al., 2000). D. reticulatum fralen nach einer Fiitterung mit Kleie, Karotten oder
Kartoffeln iiber 5-30 Tagen bevorzugt anderes Futter (Wareing, 1993). Arianta arbustorum
(Helicidae) zog ebenfalls eine Nahrung aus zahlreichen Futterpflanzen gegeniiber einer

einseitigen Didt vor (Speiser & Rowell-Rahier, 1993).

Um die anlockende Wirkung von Artgenossen und Kohl zusammen oder nur von Artgenossen
zu testen, wurden als Probe Schnecken zusammen mit oder ohne Kohl in einem Aufsatz
eingesetzt. Alle Tiere dieser Versuchsgruppe waren zuvor mit Kohl gefiittert worden. Beim
Einsatz von drei D. reticulatum mit Kohl wurden iiber einen Abstand von 10 cm und 15 cm
signifikante positive Ergebnisse erzielt; die Lockwirkung war allerdings beim grdéBeren
Abstand etwas geringer (Anteile von 72,7 % gegeniiber 83,3 %). Andere Ergebnisse ergaben
sich bei den Aufsdtzen mit drei D. reticulatum ohne Kohl. Bei einem Abstand von 10 cm war
die Probe signifikant anlockend, bei 15 cm wurde hingegen die Kontrolle signifikant
bevorzugt. Dal3 der einzige Grund fiir die Bevorzugung der Kontrolle der Abstand ist, scheint

unwahrscheinlich. Wiirden die Tiere iiber die Distanz von 15 cm die fliichtigen Substanzen
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der Artgenossen nicht mehr wahrnehmen, miifiten die Schnecken in etwa gleich auf beide
Wahl-Rohrchen verteilt sein. Hier konnte Stref3 aufgrund der engen Haltung ohne Futter eine
Rolle spielen. Nach meinen Beobachtungen konnen bei zu dichtem Besatz Deroceras-Arten
mit gegenseitigem Beillen und Schwanzschlagen reagieren (vgl. auch entsprechende Hinweise
zum Schwanzschlagen in der Trivialliteratur, wie Fechter & Falkner, 1990). Moglicherweise
haben endogene (wie Alter, sexuelle Reife und FitneB3 der Tiere) sowie exogene Faktoren (wie
Temperatur) einen Einfluf3 auf die StreBanfalligkeit der Tiere.

Auch bei den Versuchen, in denen als Probe ein Aufsatz mit 10 D. caruanae ohne Kohl diente
(Abstand 15 cm), bevorzugte ein signifikant groBBer Anteil die Kontroll-Réhrchen.

Diese Versuche zeigen, dal Schnecken, die unter giinstigen Bedingungen gehalten werden,
anlockend auf ihre Artgenossen wirken. In dhnlichen Testsystemen ist eine anlockende
Wirkung von Artgenossen bereits fiir Gehduse- und Nacktschnecken nachgewiesen worden.
Chase et al. (1978) benutzten ein zweikammeriges Olfaktometer mit Luftstromen, um die
anlockende Wirkung des Geruchs von Artgenossen und Artfremden an Achatina fulica, Otala
vermiculata, Helix aperta zu testen. Der Luftstrom wurde iiber jeweils 10 Schnecken geleitet,
die Testdauer betrug 20 min. Adulte und drei Wochen alte, isoliert gehaltene A. fulica
bevorzugten den Geruch von Artgenossen gegeniiber dem von H. aperta. Beim parallelen
Einsatz von Luftstromen, die liber O. vermiculata geleitet wurden, war keine Bevorzugung
der Artgenossen vorhanden. Dieses Verhalten wurde damit begriindet, dafl das Aufsuchen von
zahlreichen Artgenossen, eventuell auch von Artfremden, mit einem giinstigen Habitat
verkniipft sein kann. Die Versuche mit nicht geschlechtsreifen Tieren zeigten, dall das
Auffinden von Sexualpartnern nicht im Vordergrund steht. Chelazzi et al. (1988) priiften die
anlockende Wirkung von adulten Artgenossen bei Limax flavus. Sie setzten Infrarot-
Lichtschranken an jedem Schenkel der Y-Olfaktometer und Luftstrome ein. Je ein Tier wurde
zu Testbeginn in ein abgedunkeltes Olfaktometer gesetzt und der Test wurde beendet, wenn
die Schnecken die Lichtschranke eines Schenkels passiert hatten. Die maximale Testdauer
wurde nicht angegeben. L. flavus bevorzugte die Schenkel des Olfaktometers, in denen sich
vier bis fiinf Artgenossen authielten gegeniiber denen, die nur mit einem Artgenossen besetzt
waren. Die Autoren gehen davon aus, da3 dieses Verhalten die Gruppenbildung im Freiland
fordert. Zudem bevorzugte L. flavus Artgenossen gegeniiber Artfremden (Limax maximus).
Verglichen mit einer Schleimspur von Artgenossen waren aber die Geriiche von Artgenossen
attraktiver. Fiir diesen Vergleich wurde eine Schnecke vor Testbeginn durch einen Schenkel
des Olfaktometers laufen gelassen. Dieses Olfaktometer wurde eingesetzt, indem durch den

sauberen Schenkel ein Luftstrom mit dem Geruch der Artgenossen geleitet wurde. In
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Wahlversuchen entschieden sich vier bis finf Tiere, die in einer Versuchsbox gehalten
wurden, beim Angebot von drei bis vier dunklen Schutzréhren meist zusammen fiir ein

Rohrchen.

Diese sowie meine Untersuchungen zeigen, daB3 zahlreiche Schnecken dazu neigen,
Aggregationen zu bilden. Einer der Griinde ist die Reduktion des Wasserverlustes iiber die
Korperoberfliche (s.0.). Wahrscheinlich spielt auch das Auffinden eines geeignetes Habitats
mit attraktiven Futterpflanzen und, trotz der oben geschilderten Befunde an Achatina fulica,
von Sexualpartnern eine Rolle. In den erwdhnten Untersuchungen scheinen bei den
untersuchten Tieren keine StreBsymptome aufgetreten zu sein. Dies 148t sich moglicherweise
mit der Dauer der Versuche erkldren, die bei mir bis zu 48 h, bei Chase et al. (1978) hingegen

nicht linger als 20 Minuten dauerten.

Um der Frage nachzugehen, welche Substanzen fiir die anlockende Wirkung der Artgenossen
verantwortlich waren, wurden zunidchst Schleim und Kot von Schnecken, die mit Kohl
gefiittert worden waren, getestet. Fulschleim und Kot zusammen wirkten iiber eine Distanz
von 5 cm bis 10 cm anlockend auf Artgenossen; fast alle Ergebnisse waren signifikant. Kot ist
nach meinen Ergebnissen offenbar attraktiver als FuBBschleim. Somit besitzt Kot gegeniiber

FuBschleim die stirkere Anlockwirkung.

Wurden D. reticulatum zuvor mit Salat gefiittert und das FuBschleim-Kot-Gemisch von drei
Tieren als Probe eingesetzt, zeigte dieses Gemisch {iber die geringe Distanz von 5 cm keine
anlockende Wirkung auf Tiere, die ebenfalls zuvor mit Salat gefiittert worden waren, obwohl
Salat attrahierend wirkte (s.0.). Hier miiiten sich allerdings weitere Untersuchungen
anschliefen, um auszuschlieen, ob moglicherweise die Konzentration der eingesetzten

Proben der Grund fiir das negative Ergebnis war.

Wihrend offenbar ein Zusammenhang zwischen dem aufgenommenen Futter und der
Attraktivitit des FuBlschleims und Kots bei D. reticulatum besteht, wurde bei der
StiBwasserschnecke Biomphalaria glabrata ein Einflull des Futters (z.B. Apium nodiflorum,
Rorippa nasturtium-aquaticum) auf die Attraktivitit einer Spur ausgeschlossen. Tiere, die mit
einem speziellen Futter versorgt wurden, folgten den Spuren von Tieren, die zuvor dieses
Futter, aber auch ein anderes Futter erhalten hatten (Townsend, 1974; Bousfield et al., 1981).

Die Versuche sind allerdings nur eingeschrdankt mit meinen Experimenten zu vergleichen, da
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ich die fernanlockende Wirkung getestet habe und bei den oben zitierten Untersuchungen die

Kontakt-Chemorezeption beurteilt wurde.

Chelazzi et al. (1988) untersuchten die Wirkung von Ful3schleim und Kot auf Limax flavus in
Olfaktometern. Die Tiere wurden mit Salat und Futterpellets (keine Angabe der Inhaltsstoffe)
gefiittert. Die Autoren setzten Rohrchen ein, die kurz vor Versuchsbeginn von mehreren oder
nur von einem Artgenossen besetzt worden waren. Rohrchen, die zuvor von mehreren Tieren
genutzt wurden, wirkten attraktiver. Da Wahl-Rohrchen, in denen sich zum Zeitpunkt des
Tests ein Artgenosse befand, gegeniiber Rohrchen, die vor dem Test ein Tier enthielten,
bevorzugt wurden, gehen die Autoren davon aus, dal3 die attrahierenden Substanzen von
Schleim und Kot stark fliichtig sind. Weiterhin folgerten sie aus ihren Untersuchungen, daf3
verschiedene Arten zwar von derselben Grundkomponente — welche das sein konnte, wird
offengelassen —, aber auch von einer artspezifischen Substanz angelockt werden. Hinweise
auf die Attraktivitdt von FuBBschleim geben auch die Untersuchungen von Chase & Boulanger
(1978). Die Autoren benutzten das bei Chase et al. (1978) beschriebene Olfaktometer (s.0.)
und setzten Extrakte aus der FuB3- und Speicheldriise von Achatina fulica ein. Die Schnecken
bevorzugten eine willrige Losung sowie etherextrahierte Komponenten der Fulldriise. Daraus
folgerten sie, dal} die attrahierende Substanz ein Lipid sei. Die Extrakte der Speicheldriise
wirkten nicht anlockend.

Meine Untersuchungen an Deroceras reticulatum geben allerdings keine Hinweise auf Lipide
im FuB3schleim. Die in den nativen Proben vorhandenen Lipide, bei denen es sich vermutlich
um Blattwachse handelt, wurden nur im Kot von Schnecken gefunden, die mit Salat gefiittert

worden waren (vgl. Tab. 16).

Beide Deroceras-Arten konnten mit einem FuBschleim-Kot-Gemisch nur bis zu einem
Abstand von 10 cm angelockt werden (s.0.). Die Distanzen, iiber die terrestrische Schnecken
Geruchsstoffe wahrnehmen kénnen, hiangen im entscheidendem MaBl von der Substanz und
seinen Eigenschaften (wie dem Dampfdruck) ab. Trotzdem ist auffallend, dafl bei Schnecken
im Zusammenhang mit gezielter Orientierung zu einem Geruchsstoff meist nur Distanzen bis
10 cm angegeben werden. Bailey & Wedgwood (1991) studierten das Suchverhalten von D.
reticulatum und Arion distinctus beim Einsatz von Mais-, Weizen-, Erbsen- oder Kartoffel-
Pellets und ermittelten eine anlockende Wirkung der Pellets {iber eine Distanz von etwa 2-
4 cm. Ahnliche Ergebnisse brachten Tests mit Metaldehyd- und Methiocarb-Pellets, die zur

Bekdampfung von D. reticulatum eingesetzt werden. Der optimale Abstand lag bei bis zu
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10 cm; bei einem groferen Abstand waren die Pellets deutlich weniger wirksam (Hunter &
Symonds, 1970). Vokou et al. (1998) untersuchten die Attraktivitdt von Origanum-Arten auf
Gehduseschnecken (Helicidae). Eine zielgerichtete Bewegung zur Pflanze wurde mit einer
anlockenden Wirkung gleichgesetzt. Diese Bewegungen fanden iiberwiegend in einem Radius
< 10 cm zur Pflanze statt. Offenbar ist das Vermodgen bei terrestrischen Schnecken, tiber

weitere Distanzen Geriiche iiber einen Geruchsgradienten wahrzunehmen, limitiert.

Der Korperschleim von D. reticulatum, der sich optisch durch seine weiBlliche Farbe von
durchsichtigem FuBschleim unterscheidet und besonders bei Reizung der Tiere abgegeben
wird, hat offenbar keine attrahierende, aber auch keine repellierende Wirkung. Eine
ausreichende Menge Korperschleim von D. caruanae wirkte anlockend auf Artgenossen.
Moglicherweise liegen hier artspezifische Unterschiede vor.

Wabhrscheinlich dient der Korperschleim in erster Linie der Abwehr von Riubern. Arten wie
Arion fasciatus, D. reticulatum und Succinea ssp. verteidigen sich mit ihrem zdhen
Korperschleim gegen Angriffe z.B. von Carabiden (Digweed, 1993; Pakarinen, 1994). Die
Attacke der Rauber wird durch Verkleben der Mandibeln oder Stigmen erschwert. Carabus
violaceus und die auf Schnecken spezialisierte Art Cychrus caraboides verhindern offenbar
den vermehrten Schleimfluf3, indem sie den Schnecken wiahrend des Angriffs auf den Kopf
oder vorderen Bereich des Mantels schlagen (Pakarinen, 1994). Zudem sind die Stigmen von

Cychrus-Arten durch die Seitenrdnder der Fliigeldecken geschiitzt.

4.2.1.2. Reaktionen auf Proben aus der Closed-Loop-Stripping-Apparatur

Es ist anzunehmen, dafl die meisten, wenn nicht alle fliichtigen Substanzen der frischen
Proben erfafit wurden. In den CLSA-Proben wurden vorwiegend leichtfliichtige und in den
nativen Proben auch schwerfliichtige Verbindungen detektiert. Da sich zeigte, dal namentlich
die CLSA-Proben stark anlockend wirkten (bis zu 84 % der Tiere bevorzugten die Proben),
also vor allem leichtfliichtige Substanzen attraktiv sind, wurde auf die Priifung der
schwerfliichtigen verzichtet.

Bereits beim Einsatz der Proben aus der Versuchsreihe 1 (gewonnen aus Fuflschleim-Kot-
Gemischen von Tieren, die mit Kohl gefiittert worden waren) wurde der besondere Einfluf3
von Schwefelverbindungen Dimethyldisulfid, Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid und
Methylpropyldisulfid deutlich. Alle Proben, die wenigstens Dimethyldisulfid (in einer

Konzentration = 180 ppm) und Dimethyltrisulfid zusammen enthielten, waren bei einem
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Probenvolumen von 10 pl signifikant anlockend. Proben mit = 1000 ppm Dimethyldisulfid
und jeweils > 15 ppm der anderen drei Verbindungen wurden von mindestens 77 % der
Schnecken zuerst gewéhlt. Hingegen wurden die Proben, die keine dieser vier Verbindungen
aufwiesen, nicht bevorzugt. Daher wurden alle weiteren CLSA-Proben auf das Vorhandensein

der vier Schwefelverbindungen und ihre Attraktivitit gepriift.

Die Proben der Versuchsreihe 2 (gewonnen aus Korperschleim, Kot und FuBlschleim-Kot-
Gemischen von Tieren, die mit Kohl gefiittert worden waren) wurden nicht signifikant
bevorzugt. Dieses Ergebnis widerspricht also zunichst dem aus Versuchsreihe 1.

In den Proben der Versuchsreihe 2 wurden von den vier oben genannten
Schwefelverbindungen nur Dimethyldisulfid nachgewiesen. Die meisten Tieren suchten die
Kot-Probe E mit dem hochsten Dimethyldisulfid-Gehalt (1300 ppm) auf. Die Proben M, I, L
und K enthielten 180 ppm, 160 ppm 150 ppm und 50 ppm (nicht aufgefiihrt in Tab. 15). Mit
abnehmendem Gehalt nahm auch die Anzahl der positiven Wahlen ab (Probenvolumen von
10 ul). Die Probe A mit 170 ppm weicht nur geringfiigig von dieser Tendenz ab. Auffallend
ist beim Vergleich der Proben A und L, daB bei einer geringen Differenz des
Dimethyldisulfid-Gehalts von 20 ppm die Anlockwirkung einer Probe deutlich verringert ist.
Dies konnte bedeuten, dal eine bestimmte Grenzkonzentration - eventuell von etwa
170 ppm - vorhanden sein muf}, um noch anlockend zu wirken.

Vergleicht man hingegen die Konzentration von Dimethyldisulfid = 170 ppm und den Anteil
der Tiere, die diese Proben gewihlt haben, ist ein moglicher linearer Zusammenhang nicht
abzuleiten (vgl. Abb. 23a). Dies gilt auch fiir Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid und
Methylpropyldisulfid (vgl. Abb. 23b). Die meisten positiven Wahlen waren mit
Konzentrationen im Bereich von 15-33 ppm zu erzielen. Die anlockende Wirkung der
Schwefelverbindungen konnte somit auf einem bestimmten Mischungsverhiltnis mehrerer
oder aller vier Schwefelverbindungen beruhen. Dafiir sprechen auch die Ergebnisse, die sich
nach Einsatz der Probe E aus Versuchsreihe 2 ergaben. Obwohl diese Probe mit 1300 ppm
Dimethyldisulfid etwa im Bereich der Konzentration der Proben A und B (Versuchsreihe 1)
lag, wurde sie weniger hdufig gewihlt. Dies konnte daran liegen, dal hier im Gegensatz zu
den anderen Proben Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid und Methylpropyldisulfid fehlten.
Insgesamt wird die nicht anlockende Wirkung der Proben aus der Versuchsreihe 2 auf das
Fehlen der drei Schwefelverbindungen Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid und
Methylpropyldisulfid und der iiberwiegend geringen Konzentration von Dimethyldisulfid
zuriickgefiihrt.
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Proben aus der Versuchsreihe 3, in der Kdrperschleim, Kot und FuBschleim-Kot-Gemische
von Schnecken eingesetzt wurden, die mit Salat gefiittert worden waren, enthielten neben
Schwefelverbindungen u.a. auch Terpenverbindungen (Limonen, o~ und B-Pinen, 6-Methyl-
5-hepten-2-on). Der EinfluB des z.T. in hoher Konzentration auftretenden Dimethylsulfoxids
kann nicht beurteilt werden; elektrophysiologisch waren keine Antworten des olfaktorischen
Nervs nachzuweisen (vgl. 4.3.1.). Vergleicht man alle getesteten CLSA-Proben aus dieser
Versuchsreihe unter Berilicksichtigung des Gehalts der vier Schwefelverbindungen und der
drei genannten Terpen-Verbindungen (vgl. Abb. 21), fillt auf, daB nur mit Proben, die
mehrere Terpen-Verbindungen und eventuell mehrere Schwefelverbindungen enthielten,
signifikante Ergebnisse erzielt wurden.

Bemerkenswert ist, daB3 nur bei 5 pl der Kot-Probe (F) die Ergebnisse signifikant sind. Bei
2 ul suchten 57,1 % der Schnecken die Proben-Rohrchen auf, bei einem Volumen von 10 pl
hingegen nur 38,1 %. Dies konnte bedeuten, dafl zu hohe Konzentrationen der in dieser Probe
enthaltenen Substanzen (vermutlich in einem bestimmten Mischungsverhiltnis) die
Lockwirkung herabsetzen oder sogar repellierend wirken. Die Schwefelverbindungen
Dimethyldisulfid, Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid und Methylpropyldisulfid dieser Probe
konnen wohl nicht fiir die attrahierende Wirkung verantwortlich gemacht werden, da sie nur
in geringen Mengen auftraten. Besonders Dimethyldisulfid lag mit 6 ppm deutlich unter dem
oben erwihnten mdéglichen Grenzwert von 170 ppm. Moglicherweise wire mit der Probe E,
die in der Zusammensetzung der Probe F dhnelt, ebenfalls ein signifikantes Ergebnis erzielt
worden, wenn sie in einem geringeren Volumen (< 10 pl) eingesetzt worden wire. Eine
Abnahme der Lockwirkung mit zunehmender Konzentration scheint sich auch bei Terpen-
Verbindungen anzudeuten (vgl. Abb. 24). Die Probe F mit einem relativ niedrigen Pinen-
(13 ppm) und Limonen-Gehalt (5 ppm) und einer niedrigen Lockwirkung bei 10 pl (s.o.)
weicht von dieser Tendenz ab. Mdglicherweise wirken diese Verbindungen auch nur in einem
bestimmten Mischungsverhdltnis in geringeren Konzentration anlockend, in hoheren
Konzentrationen hingegen eher repellierend. Ein Beispiel fiir eine von der Konzentration
abhéngige verhaltensbeeinflussende Wirkung gibt die Untersuchung von Garraway (1992). So
wirkt das Monoterpenoid-Keton (+)-Fenchon in niedrigen Konzentration (0,1-1,0 pg/ul)

attraktiv auf D. reticulatum, in hoheren Konzentrationen hingegen repellierend.

Hervorzuheben ist, dal CLSA-Proben mit mindestens zwei Schwefelverbindungen
(Dimethyldisulfid und Dimethyltrisulfid) von Fuflschleim-Kot-Gemischen der Tiere, die mit

Kohl gefiittert worden waren, im Olfaktometer signifikant anlockend wirkten. CLSA-Proben,
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die aus Korperschleim gewonnen wurden, zeigten hingegen keine anlockende Wirkung. Diese
Ergebnisse stimmen mit den Versuchen iiberein, in denen native FuBschleim-Kot-Gemische
sowie nativer Korperschleim eingesetzt wurden. CLSA-Proben aus Kot wurden zwar nicht
signifikant bevorzugt, aber von einem grofleren Teil der Tiere (66,7 %) aufgesucht. Da sich
der native Kot im Y-Olfaktometer als anlockend erwies, scheint das Problem der Wirkung der

CLSA-Proben in der geringen Menge des Kots, die eingesetzt wurde, zu liegen (vgl. 4.1.1.).

Ubereinstimmend wurden sowohl mit den CLSA-Proben als auch den nativen Proben aus
FuB3schleim-Kot-Gemischen von D. reticulatum, die mit Salat gefiittert worden waren, keine

anlockende Wirkung erzielt.

4.2.1.3. Reaktionen auf Schwefelverbindungen

Um die Annahme zu erhirten, daBl den vier Schwefelverbindungen Dimethyldisulfid,
Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid und Methylpropyldisulfid eine wichtige Rolle bei der
Lockwirkung des FuBschleims und Kots zukommt, wurde Dimethyldisulfid einzeln und in
einer Losung mit den anderen drei Schwefelverbindungen getestet. Dimethyldisulfid wurde
ausgewahlt, da in allen CLSA-Proben, die aus FuBlschleim-Kot-Gemischen, Korperschleim
und Kot von Schnecken gewonnen wurden, die mit Kohl gefiittert worden waren,
zumindestens Dimethyldisulfid vorlag. Zahlreiche analytische Untersuchungen verschiedener
Kohl-Arten belegen, daB3 beim Zerstoren von Gewebe vorwiegend Dimethyldisulfid auftritt
(Tab. 19).

Da bereits 5 ppm Dimethyldisulfid von D. reticulatum und D. caruanae im Olfaktometer
gemieden wurden, wurden stirker verdiinnte Losungen (0,25 ppm und 1 ppm) verwendet. Bei
niedrigen Konzentrationen < 2,5 ppm war die Verteilung von D. reticulatum auf Proben- und
Kontroll-Réhrchen dhnlich. Die Konzentration 2,5 ppm wurde von D. caruanae signifikant
zuerst gewahlt. Dal3 bereits eine relativ geringe Konzentration von 5 ppm gemieden wurde,
war im Hinblick auf die Ergebnisse, die mit den CLSA-Proben erzielt wurden, nicht zu
erwarten und 14Bt sich anhand dieser Daten nicht kldren. Die CLSA-Probe E der
Versuchsreihe 2 beispielsweise enthielt als schwefelhaltige Substanz eine relativ hohe

Konzentration Dimethyldisulfid (1300 ppm) und wurde von 66,7 % D. reticulatum bevorzugt.

In dem anderen Versuchsansatz (Losung mit den vier Schwefelverbindungen) wurden

dhnliche Konzentrationen genommen, die in der Probe B der Versuchsreihe 1 auftraten. Mit
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dieser Probe wurde der hochste Anteil von Tieren (84 %), die die Probe bevorzugten, erzielt.
Die Konzentration von Dimethyldisulfid betrug 1000 ppm. Die Konzentrationen der anderen
drei Verbindungen variierte bei den Proben A, die ebenfalls signifikant gewéhlt wurde, und B
zwischen 15 ppm und 33 ppm (s.0.) und wurde daher fiir die Losung auf 25 ppm festgelegt
(vgl. Abb. 23 b). In der Probe B war zusitzlich noch Thiocyansduremethyl- und cyclischer
Adipinsdureester vorhanden.

Die Losung wurde von D. reticulatum und D. caruanae mit Anteilen von 68 % und 81 %
deutlich bevorzugt. Im Vergleich zu der Probe B der Versuchsreihe 1 wirkte sie bei D.
reticulatum zwar etwas weniger attraktiv, dies konnte aber moglicherweise an den beiden
anderen Substanzen (s.0.) liegen. Die Wahl von D. caruanae war signifikant. Die Griinde,
warum eine deutlich geringere Konzentration von Dimethyldisulfid allein eher gemieden

wird, bleibt auch nach diesem Ergebnis ungeklirt.

Die Ergebnisse lassen eine SchluBfolgerung zu. Die vier Schwefelverbindungen
Dimethyldisulfid, Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid und Methylpropyldisulfid sind fiir die
anlockende Wirkung des hier getesteten Kots und FuBlschleims von Schnecken, die mit Kohl
gefiittert worden waren, verantwortlich. Ob diese Wirkung noch durch weitere Verbindungen
verstiarkt wird, ist nicht auszuschlieBen. Diese aus der Nahrung stammenden Substanzen

wirken sowohl bei D. reticulatum als auch D. caruanae.

Priift man andere Schwefelverbindungen, z.B. Methanthiol, das eher dem Duftbouquet von
frischem Kohl entspricht, aber auch kurz nach Zerstéren des Gewebes auftritt (u.a. Chin &
Lindsay, 1993; s.0.), in Konzentrationen von 0,25 ppm und 1 ppm, zeigt sich, da3 D.
reticulatum und D. caruanae (jeweils mindestens n,=20) die Proben-Rohrchen mit
Methanthiol nicht bevorzugten. Die Konzentration 2,5 ppm wurde hingegen von beiden Arten
signifikant gemieden. Da Methanthiol in diesen Konzentration nicht anlockend wirkte, wurde

der Versuchsansatz jedoch nicht weiter verfolgt.

4.2.2. Zylindrisches Olfaktometer

In ersten Versuchen ist auch das von Prof. Dr. Berking (Universitit Koln) entwickelte

zylindrische Olfaktometer eingesetzt worden. Nach meinen Erfahrungen ist es aber sehr

schwer, mit solchen Olfaktometern verldaBliche und reproduzierbare Daten zu erhalten.
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Zuniéchst fillt der hohe Prozentsatz an inaktiven Tieren auf. Von den mit Kohl gefiitterten D.
reticulatum waren 57,8 % und von denen, die gehungert hatten, 66,0 % in Olfaktometern mit
sechs Wahl-Rohrchen inaktiv. Von den mit Kohl gefiitterten D. caruanae waren 33,3 %
(sechs Rohrchen) und 79,0 % (zwei Rohrchen) inaktiv.

Solche Schwankungen, die, wenn auch in weit geringerem Male, auch in Y-Olfaktometern
auftraten, sind vermutlich vom Alter, der Fitnefl und der jahreszeitlichen Aktivitit der Tiere
abhingig, da ja alle Versuchstiere im Laufe der Untersuchungsperiode im Freiland gesammelt
werden muBlten. Trotzdem ist der Unterschied zur Inaktivitit der bei den Y-Olfaktometern
eingesetzten Schnecken bemerkenswert. Dort waren in Versuchen mit Proben deutlich
weniger Tiere inaktiv (19,2 %, ngesam=2111). Der Grund fiir die Inaktivitét bleibt ungeklért.
Anscheinend bleiben Schnecken, die in einer Gruppe in ein Testsystem gesetzt werden,
zundchst bevorzugt in der Ndhe der Artgenossen. Hunger scheint ebenfalls keinen positiven

EinfluB auf die Aktivitit der Tiere zu haben.

Bei Kontroll-Versuchen mit sechs leeren Wahl-Rohrchen verteilten sich die beiden
Schneckenarten in etwa gleichen Anteilen auf jeweils drei zusammengefa3te Rohrchen. Dabei
schwankten die Anteile der Tiere in einzelnen R6hrchen von 0 % bis 31,5 %. Auch bei den
Versuchen mit Salat als Probe in jedem zweiten R6hrchen wurde keine Bevorzugung der
Proben-Rohrchen durch gefiitterte und hungrige D. reticulatum sowie gefiitterte D. caruanae
festgestellt. Allerdings konnte in diesem Zusammenhang bedeutend sein, daf3 die Tiere vorher
mit Kohl gefiittert worden waren (s.0.). Trotzdem wurde zumindestens bei den nicht
gefiitterten Tieren ein Aufsuchen des Salats erwartet. Um die Wahlmoglichkeiten zu
reduzieren, wurden in einem nichsten Versuchsansatz nur noch zwei Wahl-R6éhrchen
eingesetzt. In dieser Versuchsanordnung konnte eine teilweise signifikante Bevorzugung der
Proben-Rohrchen mit Kohl oder FuBlschleim-Kot-Gemischen von jeweils drei D. caruanae
durch Artgenossen festgestellt werden. Vermutlich wird durch den Einsatz von nur zwei
Rohrchen die Moglichkeit der Fehlentscheidung eines Tieres reduziert. Allerdings war hier

ein besonders hoher Anteil der Tiere inaktiv (s.0.).

Vergleicht man zylindrische und Y-Olfaktometer miteinander, werden die Nachteile des
ersten deutlich. In zylindrischen Olfaktometern beeinflussen sich die Tiere gegenseitig. Sie
folgen den Schleimspuren und werden durch ihre Artgenossen angelockt. Kriecht
beispielsweise eine Schnecke in ein Kontroll-R6éhrchen und ist dort gefangen, konnen durch

den Geruch des Tieres, des FuBschleims und des Kots sowie die zum Rohrchen gelegte
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Schleimspur andere Tiere angelockt werden. Moglich ist auch, daf3 durch gestreBte Schnecken
keine weiteren in ein Rohrchen folgen. Zudem verhindert der Klappen-Mechanismus des
Torchens, daB3 Tiere, die nur 1-2 cm in das Rohrchen hineinkriechen, dieses nicht wieder
verlassen konnen. Die Verteilung in den Olfaktometern kann dadurch zufillig werden,
besonders wenn die Probe eher eine schwache Anlockwirkung hat. Weiterhin erwiesen sich
die Torchen als storungsanfillig. Durch Verschmutzung mit Schleim schwangen sie
gelegentlich nach dem Durchkriechen nicht wieder zu, so dafl die Tiere ungehindert ein- und
auskriechen konnten.

Fiir ein geeignetes Testsystem lassen sich aufgrund dieser Erfahrungen zwei Bedingungen
ableiten: nur eine Schnecke sollte in ein Testsystem gesetzt werden, und die Versuche sollten

nach Auswertung von Videoaufnahmen beurteilt werden.

4.3.  Elektrophysiologie

4.3.1. Reaktionen des olfaktorischen Nervs

Die spontanen Frequenzen der Nervenpriparate, also die der Priastimulusphase, und somit
auch die Frequenzen nach einem Stimulus schwankten stark. Daher wurde in Anlehnung an
Dodds (1997) der Frequenzanstieg nach einer Reizgabe in Relation zur Frequenz davor
gesetzt. Diese relativen Frequenzen stellen den Faktor dar, um den sich die Frequenz der
Poststimulusphasen a oder b gegeniiber der der Prastimulusphase verdndert. Dodds (1997)
stellte ebenfalls unterschiedliche spontane Frequenzen des olfaktorischen Nervs von
Deroceras reticulatum fest und gab als Beispielwerte 0 Spikes/s und 1,2 Spikes/s an. Die von
mir bestimmten durchschnittlichen Frequenzen von 0,86 = 0,80 Spikes/s liegen in diesem
Bereich; allerdings war die Schwankungsbreite mit 0,02-3,35 Spikes/s relativ hoch. Dodds
(1997) verglich die Frequenzen der Zeitrdume 50 s vor Reizgabe und 10 s danach und
errechnete daraus einen Faktor, mit dem der Frequenzanstieg angegeben werden konnte
(keine genauen Angaben des Rechenweges). Die Auswertung von Aufzeichnungen, die vor
dem Stimulus keine spontane Frequenz aufwiesen (=0 Spikes/s), muf} entfallen sein, da kein
Faktor gebildet werden kann. Ein Vergleich zwischen der Antwort einer Nervenpriparation
auf das verwendete Losungsmittel Hexan und der anschlieBenden Antwort auf eine darin
geloste Testsubstanz erfolgte nicht. Da jedoch bei meinen Aufzeichnungen auch bei der
Reizgabe von Losungsmitteln unterschiedliche absolute Frequenzen auftraten, schien es mir

notwendig, diese Frequenzdnderung fiir jede einzelne in Losungsmittel geloste Testsubstanz
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zu verrechnen (Tab. 9). Dodds (1997) beriicksichtigte bei den Auswertungen noch die Dauer
der Antwort sowie die absolute Anzahl der Aktionspotentiale wihrend der gesamten Antwort.
Da die Dauer der Antworten sehr unterschiedlich ausfillt und die Frequenzen variieren konn-
ten, erschien es mir aussagekriftiger, auch die Frequenz des Poststimulus b in Relation zur
Frequenz der Prastimulusphase zu setzen.

Die Testsubstanzen bewirkten alle eine Erhhung der relativen Frequenz, mit Ausnahme der
Luftstrome, die iiber Deroceras reticulatum geleitet wurden, sowie der Testsubstanz Di-
methylsulfoxid. Luftstrome, die iiber 20-30 Artgenossen geleitet wurden, hatten eine Ernied-
rigung der relativen Frequenz zur Folge. Bei diesen Versuchen wurden die Tiere 10 min vor
Reizgabe in eine Glasspritze gegeben. Auch hier konnten StrefSfaktoren durch zu dichten Be-
satz von Schnecken eine Rolle spielen, wie es fiir die Versuche mit Y-Olfaktometern, in de-
nen in Aufsitzen Schnecken eingesetzt wurden, vermutet wird (vgl. 4.2.1.1.). Vielleicht sind
in den Luftstromen, die liber Artgenossen geleitet werden, sogar repellierende fliichtige Sub-
stanzen enthalten, die eine Erniedrigung der relativen Frequenz verursachen. Andere Autoren
stellten bei Testsubstanzen, die sich im Verhaltens- oder Frafitest als repellierend erwiesen,
eine Steigerung der Frequenz des olfaktorischen Nervs fest (Garraway, 1991, 1992; Dodds et
al., 1996; Dodds, 1997).

Luftstrome tber fiinf Tiere, die mit Hexan zur vermehrten Schleimabgabe gereizt wurden,
bewirkten eine leichte Erhohung der relativen Frequenz. Mit Korperschleim konnte im Ver-
haltenstest bei Deroceras reticulatum keine verhaltensbeeinflussende Wirkung erzielt werden;
vermutlich handelt es sich bei der Abgabe von Kdorperschleim um einen mechanischen Ab-
wehrmechanismus (s. 4.2.1.1.). Auch auf die Reizgabe mit Luftstromen, die liber tote Tiere
geleitet wurden, reagierten die Nervenpréiparationen mit einer leichten Erhohung der relativen

Frequenz.

Beim Dimethylsulfoxid war im Gegensatz zu allen anderen Schwefelverbindungen keine An-
derung der Frequenz festzustellen. Die hochsten relativen Frequenzen in der Poststimuluspha-
se a wurden nach unverdiinntem und verdiinntem Dimethyldisulfid gemessen. Die Erh6hun-
gen waren zumindestens in der Poststimulusphase a gegeniiber dem Losungsmittel bei
25 ppm und 250 ppm sowie der unverdiinnten Losung signifikant. Bei den verschiedenen
Konzentrationen von Dimethyldisulfid fillt auf, daB8 die relativen Frequenzen der Poststimu-
lusphasen a von 25 ppm, 250 ppm und der unverdiinnten Losung alle in einem dhnlich hohen
Bereich liegen. Die unverdiinnte Lésung bewirkt somit gegeniiber der 4000fach vediinnten

Losung 250 ppm nur noch eine geringfiigige Steigerung der Frequenzerhdhung.
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Diese Ergebnisse zeigen, da3 die olfaktorischen Sinnesepithelien des posterioren Fiihlers von
D. reticulatum deutlich auf Schwefelverbindungen, insbesondere auf Dimethyldisulfid, rea-

gieren.

Schwieriger wird die Beurteilung, wenn Substanzgemische als Reiz geboten werden. Von
den CLSA-Proben wurden diejenigen ausgewahlt, die Schwefelverbindungen enthielten und /
oder eine anlockende Wirkung im Y-Olfaktometer zeigten. Alle Proben enhielten mit einer
Ausnahme Dimethyldisulfid. Auf die Koérperschleim-Probe B der Versuchsreihe 3, die als
schwefelhaltige Substanz nur Dimethylsulfoxid enthielt, reagierte der olfaktorische Nerv nicht
(s.0.).

Insgesamt zeigt sich, daf3 beziiglich der Frequenzerhohungen und der Dauer bei allen geteste-
ten CLSA-Proben der FuBschleim-Kot-Gemische, des Korperschleims und des Kots dhnliche
Ergebnisse vorliegen, mit Ausnahme der FuB3schleim-Kot-Probe I der Versuchsreihe 2 (s. u.).
Tendenziell wurden mit den Kot-Proben etwas hohere Frequenzerh6hungen erzielt, und auch
die Dauer der Antworten war ldnger als die der anderen Proben (Ausnahme Probe I aus der
Versuchsreihe 2). In allen Dimethyldisulfid-haltigen Proben waren 6 ppm oder mehr enthalten
(in der Probe I aus der Versuchsreihe 2 wurden 160 ppm ermittelt; nicht in Tab. 15 aufge-
fiihrt). Bereits mit einer Konzentration von 2,5 ppm wurde eine Erhohung der relativen Fre-
quenz ermittelt (s.0.).

Mit den CLSA-Proben, die mehr als 250 ppm enthielten (Proben A und E aus der Versuchs-
reihe 1 und E aus der Versuchsreihe 2) konnten nicht so hohe relative Frequenzen ermittelt
werden, wie bei alleiniger Reizgabe von 250 ppm Dimethyldisulfid. Nach Reizgabe der Probe
I aus der Versuchsreihe 2 fillt eine starke, gegeniiber dem Losungsmittel signifikante Erho-
hung der relativen Frequenz in der Poststimulusphase b auf (15,35). Die gegeniiber den bei-
den anderen FuBlschleim-Kot-Proben (15-25 s) deutlich ldngeren Antworten (ca. 375 s) sind
durch die Art der Ableitungen zu erklaren. Bei dieser Probe waren drei Antworten dem Typ ¢
(verzdgerte Antwort) und nur eine dem hiufigsten Typ a zuzuordnen. Dies erklédrt auch die
gegeniiber der Poststimulusphase b deutlich geringere Frequenzerhohung in der Poststimulus-
phase a. Interessanterweise scheint dieser Art der Ableitung keine verhaltensbeeinflussende
Reaktion zuzuordnen zu sein, denn im Y-Olfaktometer liefen nur 40 % der Schnecken in die
Rohrchen mit dieser Probe. Antworten des Typs ¢ konnten nur noch einmal, ebenfalls bei
einer FuBschleim-Kot-Probe (E aus der Versuchsreihe 1) festgestellt werden. Die Kot-Proben
fiihrten zu sechs Antworten des Typs a und zu drei Antworten des Typs b. Der seltene B-Typ

trat nur bei der Kot-Probe E aus der Versuchsreihe 2 auf und erklért dort die relativ langen
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Antworten. Bei allen anderen getesteten CLSA-Proben traten Antworten des Typs a und d
auf. Das Auftreten des Typs d ist dabei nicht an das Vorkommen von Dimethyldisulfid ge-
bunden.

Bisher liegen aus der Literatur keine Kenntnisse dariiber vor, ob die Sinnesepithelien der po-
sterioren Flihler bei D. reticulatum unterschiedlich auf attrahierende und repellierende Sub-
stanzen reagieren. Daher erschien es mir sinnvoll, neben der Auswertung der Frequenzveran-
derung und der Dauer der Antwort, unterschiedliche Ableitungstypen zu beschreiben. Aus den
vorliegenden Daten 148t sich noch keine RegelmaBigkeit fiir das Auftreten bestimmter Typen
von Ableitungen erkennen. Moglicherweise konnen die Ergebnisse aber als Grundlage fiir

weitere Untersuchungen dienen.

Neben Dimethyldisulfid, Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid, Methylpropyldisulfid, Di-
methylsulfoxid, Benzothiazol und Methylthiosulfat wurden noch vier nicht schwefelhaltige
Substanzen getestet, die ebenfalls in CLSA-Proben detektiert worden waren. Ausgewéhlt
wurden Essigsdureethylester und Sulcaton (= 6-Methyl-5-hepten-2-on), die u.a. in der Kor-
perschleim-Probe B aus der Versuchsreihe 3 auftraten. Die Inhaltsstoffe dieser Probe waren
von besonderem Interesse, da sie keine der vier Schwefelverbindungen enthielt, aber im Y-
Olfaktometer signifikant gewdhlt wurde und eine Erhéhung der relativen Frequenz des olfak-
torischen Nervs bewirkte. Zudem wurden das in vielen Proben aufgetretene Benzaldehyd und
das im Korperschleim des Vorversuchs gefundene Farnesol getestet. Farnesol (n=3) wurde
nur unverdiinnt angewandt, da es keine Frequenzdnderung bewirkte; alle anderen Substanzen
wurden 1 %ig und unverdiinnt angewandt. Nach Reizgabe der 1 %igen Losungen traten nied-
rige relative Frequenzen < 1,5 auf (jeweils n=3), die Antworten dauerten etwa 40 s. Ethyl-
acetat (n=4) bewirkte unverdiinnt die stirkste Frequenzinderung (relative Frequenz ca. 4,9),
gefolgt von 6-Methyl-5-hepten-2-on (n=5; relative Frequenz ca. 2,4 ) und Benzaldehyd (n=3;
relative Frequenz 1,6). Somit ist vermutlich die Erhohung der Frequenz in der erwdhnten
Korperschleim-Probe (s.o.) auf die beiden erstgenannten Substanzen zuriickzufiihren. Bei den
unverdiinnten Substanzen dauerten die Antworten maximal 110 s. Alle Losungen bewirkten
Antworten des Typs a, mit Ausnahme von Farnesol, das keine Anderung der Frequenz be-
wirkte (s.0.). Diese Ergebnisse zeigen, daB die Anderung der Frequenz des olfaktorischen
Nervs nach Reizgabe mit CLSA-Proben moglicherweise auch auf andere als schwefelhaltige
Substanzen zurilickzufiihren sind.

Insgesamt zeigten die Untersuchungen, dafl von allen von mir getesteten Substanzen die

hochste Frequenzdnderung in der Poststimulusphase a am olfaktorischen Nerv mit unver-
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diinntem Dimethyldisulfid und die lingste Antwort (etwa 750 s) mit stark verdiinntem Di-
methyldisulfid (2,5 ppm) erreicht wurde.

Daten zu neurophysiologischen Untersuchungen an Deroceras reticulatum liegen bei Garra-
way (1992) und Dodds (1997) vor. Beide Autoren testeten allerdings mogliche repellierende
oder fraBhemmende Substanzen. Da ich iliberwiegend Substanzgemische getestet habe, die
eine anlockende Wirkung im Verhaltenstest zeigten, lassen sich die Ergebnisse dieser Autoren
moglicherweise nur eingeschrankt mit meinen vergleichen (s.o.).

Garraway (1992) wertete die elektrophysiologischen Antworten des olfaktorischen Nervs
nach dem Typ des Aktionspotentials (beinhaltet Amplitude, Zeit bis zum Erreichen der ma-
ximalen Amplituden und das Zuriickkehren zur Basislinie), nach der Dauer der Antwort, der
Anzahl der Aktionspotentiale sowie nach der Frequenz (Feuerungsrate von Aktionspotentia-
len und Zeit zwischen zwei Aktionspotentialen) aus. Er stellte bei einer Zunahme der Kon-
zentration einer Testsubstanz eine Zunahme der Dauer der Antwort und der Anzahl der Akti-
onspotentiale fest. Substanzen, die sich verhaltensbiologisch als repellierend erwiesen, be-
wirkten hohe Werte bei allen drei BewertungsgroBen. Obwohl ich nur mit wenigen Konzen-
trationsstufen gearbeitet habe, war auch in meinen Versuchen eine positive Korrelation der
Substanzen (Dimethyltrisulfid, Ethylacetat, Benzaldehyd und 6-Methyl-5-hepten-2-on) und
einer Frequenzerh6hung festzustellen. Die Dauer der Antwort ist allerdings uneinheitlich.
Beispielsweise nimmt bei Dimethyldisulfid die Lange der Antwort bei Konzentrationen von
2,5-250 ppm zunichst ab (bei 2,5 ppm wurde eine extrem lange Antwort gemessen), bei der
unverdiinnten Losung dauern die Antworten jedoch linger. Auch die Beziehung ,hohe Fre-
quenzéinderung, lange Antwort‘ 146t sich nicht aus meinen Ergebnissen ableiten. Eine weitere
Schwierigkeit bei der Festlegung der Dauer der Antwort ist durch die Art der Ableitung be-
dingt. Bei Ableitungen des Typs d wurde das Ende einer Antwort hinter das erste Maximum
gesetzt, die sich oft anschlieBende zweite Frequenzerh6hung (nach geringerer Aktivitdt) wur-
de nicht beriicksichtigt. Diese Pausen dauerten unterschiedlich lang, so daf rechnerisch Fre-
quenzerniedrigungen entstehen wiirden, wenn die zweite Erh6hung mitgewertet wiirde. Wiir-
de die Frequenzéinderung als einziges Auswertkriterium gelten, wiirde eine geringe Frequenz-
erhdhung oder gar -erniedrigung eine schwache Antwort des Nervs auf diese Substanz be-
deuten. Um solche Fehlerquellen zu vermeiden, wurden die Typen genau beschrieben (s.o0.).
Ahnliche Probleme ergeben sich bei der Auswertung des seltenen Typs c, bei dem das Ende
der Antwort hinter das verzogerte Maximum gesetzt wurde. Dadurch ergeben sich jedoch

vergleichsweise lingere Antworten. Ein einfacher Vergleich der Dauer der Antworten bei
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diesen unterschiedlichen Ableitungen scheint daher als einziges Auswertkriterium unzuver-

lassig zu sein.

Bei der Reizgabe von Pflanzenextrakten (Apiaceae), die sich teilweise als fraBhemmend er-
wiesen, wurde ein Anstieg der Frequenz in der Poststimulusphase a um bis zu 10,5 und eine
maximale durchschnittliche Dauer von etwa 170 s ermittelt (Dodds, 1997; Dodds et al, 1999).
Bemerkenswert ist, dafl die von mir ermittelte relative Frequenz von 10,4 (Medianwert) in der
Poststimulusphase a nach unverdiinntem Dimethyldisulfid bei Pridparationen des olfaktori-
schen Nervs damit libereinstimmt, obwohl es sich nicht um vergleichbare Substanzen handelt.
In der Poststimulusphase b wurde die hochste Frequenzanderung (19,7; Einzelwert) nach
Reizgabe mit einer FuBBschleim-Kot-Probe (I aus der Versuchsreihe 2), die Dimethyldisulfid
enthielt, ermittelt. Erwartungsgemil3 scheint eine Steigerung der Frequenz iiber einen be-
stimmten Grenzwert nicht moglich. Mit einer Ausnahme (Probe I aus der Versuchsreihe 2)
dauerten die Antworten des olfaktorischen Nervs nach Reizgabe mit den von mir verwendeten
Testsubstanzen ebenfalls nicht ldnger als 170 s (bezogen auf die Mediane); einzelne Ablei-
tungen (nach CLSA-Kot-Proben oder verdiinntem Dimethyldisulfid) wichen allerdings davon
ab. Garraway et al. (1992) geben als maximale Dauer nach einem Teststimulus (keine Anga-
ben zur Substanz) maximal etwa 150 s an.

Die Form der Aktionspotentiale des olfaktorischen Nervs wird von Dodds (1997) als zusam-
mengesetzt beschrieben; sie stimmt mit der bei meinen Ableitungen vorkommenden {iberein
(vgl. Abb. 28). Diese Form tritt sowohl vor als auch nach Reizgabe von Testsubstanzen auf.
Bei den Ableitungen am olfaktorischen Nerv konnte ich fiinf Amplitudenklassen unterschei-
den. Garraway (1992) fand vier Klassen mit folgenden Amplituden: 0,04-0,08 mV; 0,1-
0,12 mV; 0,14-0,18 mV; 0,2-0,25 mV. Diese Klassen entsprechen nach meiner Einteilung den
Typen a-d; Typ e mit der grofSten Amplitude (0,26-0,31 mV) konnte er nicht nachweisen.
Weiterhin stellte er fest, daB3 die Konzentration der Substanzen nur wenig Einflul auf die
Amplitude der Aktionspotentiale hat. Bei den von mir verwendeten Testsubstanzen war in
einigen Féllen — hdufig in Verbindung mit einer sehr schnellen und starken Frequenzerho-
hung — eine Verringerung der Amplituden eines Typs festzustellen; mitunter traten danach
zeitweilig keine Aktionspotentiale auf. Dies kam beispielsweise nach Reizgabe mit der Ful3-
schleim-Kot-Probe A aus der Versuchsreihe 1 beim olfaktorischen Nerv vor, konnte aber auch
bei Ableitungen am gemeinsamen Nerv des Mundfiihlers und Mundlappens nach unverdiinn-

tem Dimethyldisulfid beobachtet werden. Dieses Phdanomen ist z.B. bei Insekten beschrieben
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worden (vgl. Ebbinghaus, 1998) und konnte mit einer temporiren Inaktivierung der Ionenka-

nile, bei einem besonders starken Reiz, erkldrt werden.

4.3.2. Reaktionen der Nerven des Mundfiihlers und Mundlappens

Uber die Innervierung des Mundfiihlers und Mundlappens von D. reticulatum sind in der Li-
teratur keine konkreten Angaben zu finden. In schematischen Zeichnungen des Nerven-
systems dieser Art werden nur die Austrittstellen der Nerven der Lippen und Tentakeln aus
dem Cerebralganglion eingezeichnet, jedoch nicht der weitere Verlauf zu den Sinnesepitheli-
en (vgl. Runham & Hunter, 1970). Bei anderen Schneckenarten werden ebenfalls nur die
Austrittsstellen der Lippennerven im Cerebralganglion gekennzeichnet (u.a. Bang, 1917,
Kunze, 1917, Hanstrom, 1925: Helix pomatia; Kleinfeld et al., 1994: Limax maximus). Der
mittlere Lippennerv, auch anteriorer Tentakelnerv genannt (Egan & Gelperin, 1981), verbin-
det bei Limax maximus das Sinnesepithel des anterioren Fiihlers mit dem Cerebralganglion
(Gelperin & Tank, 1990; Kleinfeld et al., 1994). Hinweise zu einer Verzweigung des gemein-
samen Nervs vom anterioren Fiihler (=Mundfiihler) und Mundlappen, wie sie bei D. reticu-
latum vorkommt (vgl. Abb. 6b), geben Beschreibungen des mittleren Lippennerven von
Helix-Arten (de Nabias, 1894, zitiert nach Hanstrom, 1925). Dieser Nerv, der im Cerebral-
ganglion entspringt, weist zwei Aste auf; einer zieht zur Lippengegend und der andere zum

Ganglion des anterioren Fiihlers.

Um etwas iiber die Rolle des Mundfiihlers und Mundlappens bei der Chemorezeption aussa-
gen zu konnen, fiihrte ich zunichst Ableitungen an den jeweiligen Nervenabschnitten durch.
Dazu wurde nur am abgeschnittenen Ende des Nervenbiindels des Mundfiihlers abgeleitet
(vgl. Abb. 5, Praparation 3) oder nur am abgeschnittenen gemeinsamen Nerv des Mundfiihlers
und Mundlappens, nachdem der in den Mundlappen-Nerv einmiindende Verbindungsnerv
zum Mundfiihler abgetrennt wurde. Bei diesen Préparationsarten, bei denen jeweils an der
Verzweigungsstelle geschnitten wurde, traten hohe spontane Aktivititen auf. Dabei konnte es
sich um Verletzungsaktivitdt handeln. Diese starke spontane Frequenz trat bei der Préparation
beider Sinnesepithelien, bei denen die Verbindung zwischen den Nervenbiindeln des Mund-
fithlers und Mundlappens intakt blieb und am abgeschnittenen gemeinsamen Nerv abgeleitet
wurde (Abb. 5, Préparation 2), nicht auf. Trotzdem sind die Ergebnisse der getrennten Mund-
fiihler- und Mundlappen-Préaparation aufschlulreich, da Erh6hungen nach Dimethyldisulfid

festzustellen waren.
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Auf verdiinntes oder unverdiinntes Dimethyldisulfid reagierten die Sinnesepithelien bei allen
drei Priparationsarten. Nach 250 ppm Dimethyldisulfid reagierten die Nerven des Mundfiih-
lers mit einer signifikanten Frequenzerhhung, die des Mundlappens reagierten nur mit einer
schwachen Erhohung. Nach unverdiinntem Dimethyldisulfid reagierten die Nerven des
Mundlappens etwas stirker. Zwei Prdparationen des gemeinsamen Nervs beider Sinnes-
epithelien reagierten jedoch nach einer Reizgabe mit unverdiinntem Dimethyldisulfid mit sehr
hohen relativen Frequenzen (ca. 11 und 111). So hohe Werte traten nach Reizung des olfakto-
rischen Nervs nie auf. Die Ergebnisse zeigen deutlich, daB3 die Sinnesepithelien des Mund-
fiihlers und des Mundlappens getrennt Dimethyldisulfid wahrnehmen konnen, ohne direkten

Kontakt mit der Testsubstanz zu haben (keine Kontakt-Chemorezption).

Die Préparationen des gemeinsamen Nervs reagierten alle mit einer deutlichen Frequenzerho-
hung nach Reizgabe verschiedener CLSA-Proben. Zwar 148t sich nicht klaren, welche Rolle
die Konzentration von Dimethyldisulfid spielt, doch bestitigen diese Befunde, wie auch die,
die erzielt wurden, wenn die Sinnesepithelien von Mundfiihler und Mundlappen getrennt ge-
testet wurden, dal Dimethyldisulfid detektiert wird. Obwohl in der Probe F gegeniiber der
Probe B (gewonnen aus FuBschleim-Kot-Gemischen, Versuchsreihe 1) weniger Dimethyldi-
sulfid nachgewiesen wurde, war die Frequenzerhohung stirker und die Dauer linger. Auf-
fallend war der hohe Wert der relativen Frequenz (ca. 30) in der Poststimulus-Phase b bei
einer Kot-Probe (F aus der Versuchsreihe 3), die nur in sehr geringen Konzentrationen Di-
methyldisulfid enthielt. Am stdrksten und ldngsten reagierte der gemeinsame Nerv allerdings
auf unverdiinntes Dimethyldisulfid. Bei allen drei Préparationsarten traten nur Ableitungen
des Typs a und d auf. Wie auch bei den Ableitungen am olfaktorischen Nerv trat der Typ d

auch in Abwesenheit von Dimethyldisulfid auf.

Dodds (1997) versuchte, extrazellular an den anterioren Fiihlern von D. reticulatum abzulei-
ten. Dazu belieB3 sie den Fiihler am Tier, schnitt den Fiihlernerv ab (eine genaue Angabe, an
welcher Stelle geschnitten wurde, fehlt) und zog das Ende in eine Saugelektrode. Die Autorin
gab eine 1,0 mM NaCl-Losung mit einer feinen Biirste (wie bei Kemenes et al., 1986, be-
schrieben) auf das Sinnesepithel. Da sie lediglich eine schwache Aktivitdt messen und die
Losung nicht gezielt auf das Sinnesepithel auftragen konnte, hielt sie diese Methode fiir un-
zuldnglich und fiihrte weitere Untersuchungen nur am olfaktorischen Nerv durch.

Auch ich habe bei den Ableitungen am Mundfiihler zundchst versucht, die Testsubstanzen in

direkten Kontakt mit den Sinneszellen zu bringen. Diese Reizgabe - direkter Kontakt der



Diskussion 123

Testsubstanz mit den Sinnesepithelien - schien sinnvoll, da laut Literatur die anterioren Fiihler
besonders beim Spurenfolgen mittels Kontakt-Chemorezeption eine Rolle spielen sollen
(Kittel, 1956; Chase & Croll, 1981). Dazu wurde das abgeschnittene Nervenende in eine
Saugelektrode gesaugt, die Sinnesepithelien blieben in der Ringerlosung. Nun wurde frischer
Korperschleim oder / und Kot in die Ringerlosung gegeben. Bereits vor Stimulusgabe konn-
ten Aktionspotentiale aufgezeichnet werden. Eine eindeutige Erhohung nach Stimulusgabe
war nicht festzustellen, zumal nicht auszuschlieBen war, dafl das Einbringen der Testsubstan-
zen einen mechanischen Stimulus ausloste. Da diese Methode ungeeignet schien, habe ich
darauthin die Testsubstanzen in einem Luftstrom {iber die Sinnesepithelien der anterioren

Fiihler geleitet.

Meine Ergebnisse machen wahrscheinlich, da3 bei der Wahrnehmung von Geruchsstoffen
nicht nur die Sinneszellen des olfaktorischen Nervs, sondern auch die des Mundbereichs be-
teiligt sind. Friihere elektrophysiologische Untersuchungen zur Geruchswahrnehmung bezo-
gen sich meist auf den olfaktorischen Nerv des posterioren Fiihlers. Gelperin et al. (1986)
konnten bei Limax maximus zeigen, dal das Procerebrum des Cerebralganglions direkte
Signale vom olfaktorischen Nerv erhilt. In weiterfiihrenden Untersuchungen wurde diese
Signalwirkung auf das Procerebrum detaillierter untersucht. Dabei wurden nicht nur die Sin-
nesepithelien des posterioren, sondern auch des anterioren Fiihlerpaares betrachtet. Es zeigte
sich, daB3 sich die Frequenz der Schwingungen von Nervenzellen (Interneuronen) des Proce-
rebrums nach der Reizgabe von Geriichen zum Sinnesepithel des posterioren (Delaney et al,
1994; Gervais et al., 1996) und auch des anterioren Tentakels (Kimura et al., 1998) dndert.
Kimura et al. (1999) wiesen nach, da3 Limax maximus nach Entfernung der posterioren Fiih-
ler die Substanzen, auf die sie negativ konditioniert wurden, zwar mieden, die Anzahl der
Kopfschwiinge beim Orientieren jedoch signifikant zunahm. Beim Entfernen der anterioren
Fiihler mieden sie die Substanzen nicht. Daraus wurde gefolgert, da3 die Nerven der anterio-
ren Fiihler beim Erlernen und Erkennen von Geruchsaversionen, diejenigen der posterioren
Fiihler hingegen bei der Determinierung der Richtung des Geruches eine wichtige Rolle spie-
len. Auch die Untersuchungen von Ito et al. (1999) sprechen fiir unterschiedliche Funktionen
der beiden Tentakelpaare. Die Autoren zeigten, dall nach elektrischer Stimulation der anterio-
ren und posterioren Fiihler die Neuronen des Procerebrums unterschiedlich reagierten. Fried-
rich & Teyke (1998) geben an, dafl die Orientierung von Helix pomatia zu attraktiven Gerii-

chen nur durch die posterioren und nicht durch die anterioren Fiihler neuronal gesteuert wird.
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Diese Ergebnisse zeigen, dafl bei Untersuchungen zu verhaltensbeeinflussenden Substanzen
nicht nur die elektrophysiologischen Reaktionen der Sinnesepithelien der posterioren Fiihler,
sondern auch die Reaktionen der Sinnesepithelien der anterioren Fiihler und moglichst auch

des Mundlappens getestet werden sollten.

Insgesamt konnen mit elektrophysiologischen Ableitungen am olfaktorischen Nerv und dem
Nerv des Mundfiihlers und Mundlappens aus einer Reihe von Duftstoffen diejenigen heraus-
gesucht werden, die vermutlich verhaltensbiologisch keine Reaktion verursachen, da sie keine
Antwort der Sinneszellen bewirken. Bisher 148t sich die Art der Ableitung noch keinem be-

stimmten Verhalten oder der Wirkung der Testsubstanz auf das Tier zuordnen.

4.4. Struktur des Integuments

Der Aufbau der Epidermis von D. reticulatum entspricht dem anderer Gastropoden. Die Epi-
dermiszellen sind apikal durch zahlreiche Mikrovilli gekennzeichnet (vgl. u.a. Newell, 1973,
1977: Arion hortensis; Lane, 1963: Helix aspersa). Auf diese Weise kann die Korperoberfla-
che bis um etwa das fiinffache erhoht werden (vgl. Lane, 1963). Nacktschnecken nehmen
iiber das Integument aktiv Ionen und Wasser auf (Newell, 1977). Die Mikrovilli halten u.a.
den schiitzenden Schleim auf der Korperoberflache (Lane, 1963).

Einsenkungen der apikalen Plasmamembran weisen auf endocytotische Vorginge hin. Ryder
& Bowen (1977) geben an, dal das FuBlepithel von D. reticulatum Proteine (Ferritin, Peroxi-
dase) endocytieren kann.

Im medianen Bereich der FuBsohle und an den FuBrindern tragen die Epidermiszellen neben
Mikrovilli auch Cilien. Dieser Befund stimmt mit den Untersuchungen von Lainé (1971,
zitiert nach South, 1992) iiberein, der zudem Cilien um das Atemloch und auf der ventralen
Oberfliche des Pedaldriisenganges bei D. reticulatum fand. Die Cilien dienen u.a. der Ver-
teilung des Schleims iiber die FuBBsohle (vgl. Barr, 1926: Cilien bei Milax sowerbii; Cook &
Shirbhate, 1983: Limax pseudoflavus).

D. reticulatum sezerniert beim Kriechen einen durchsichtigen Fullschleim und wéhrend einer
Reizung vermehrt weiBllichen Schleim tiber die Korperoberfliche. In der Epidermis konnten
drei verschiedene Schleimzellentypen unterschieden werden. Zellen des Typs I besitzen mit
dem ausgeprigten Golgi-Apparat und dem méaBig entwickelten rauhen Endoplasmatischen
Retikulum Merkmale von mukdsen Driisenzellen mit einem zéhfliissigen, kohlenhydrat- und

glykoproteinreichen Schleim. Zellen des Typs II sind mit ihrem weitlumigen rauhen Endo-
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plasmatischen Retikulum, das groB3e Teile des Cytoplasmas ausfiillt, den serésen Driisenzellen
zuzuordnen (vgl. Weiss, 1988). Die Zellen des Typs III lassen sich nicht eindeutig charakteri-
sieren, da sowohl das rauhe Endoplasmatische Retikulum als auch der Golgi-Apparat nicht
auffallend ausgeprigt sind. Wéihrend im Mantel- und Dorsalepithel die Zellen des Typs I
iiberwiegen, sind im FuBlepithel hauptsichlich Zellen des Typs II vorhanden. Sehr wahr-
scheinlich sind die unterschiedlichen Schleimarten Gemische aus den Sekreten der drei
Schleimzellen-Typen, wobei im FuB3schleim Sekrete der Zellen des Typs II und im Korper-
schleim Sekrete der Zellen des Typs I iiberwiegen. Die Zellen des Typs III konnten nur im
Dorsal- und Mantelepithel nachgewiesen werden und spielen vermutlich bei der Bildung des

weiBlen Korperschleims keine besondere Rolle.

Triebskorn et al. (1998) wiesen drei Typen von Schleimzellen (Mantel-, FuB3-, Peripodi-
alschleimzelle) im Integument von D. reticulatum nach. Die Mantelschleimzelle (vorhanden
im Mantel-, Dorsal- und FuBlepithel) entspricht dem von mir beschriebenen Typ 1. Triebskorn
et al. (1998) bezeichnet eine Schleimzelle mit unterschiedlich dichten Sekretvakuolen im
FuBepithel ebenfalls als Mantelschleimzelle; sie ist nach meiner Unterteilung als Schleimzelle
des Typs III zu benennen. Somit scheint dieser Typ, den ich nur im Mantel- und Dorsalepithel
nachweisen konnte, auch im FuBlepithel aufzutreten. Die FuBlschleimzelle (vorhanden in der
FuBsohle) entspricht dem Typ II, den ich vereinzelt auch im Dorsal- und Mantelepithel fand.
Die keulenformige Peripodialschleimzelle (vorhanden in den FuBirandern) zeichnet sich durch
einen basal gelegenen Zellkern und leicht erweiterte Zisternen des rauhen Endoplasmatischen
Retikulums auf. Die von mir beschriebenen Zellen des Typs III, die vermutlich im gesamten

Korperepithel auftreten (s.o.), sind mit diesem Zelltyp nicht identisch.

Die Schleimzellen verschiedener Nacktschneckenarten sind morphologisch sehr dhnlich.
Newell (1977) beschreibt in der Haut von D. reticulatum und Arion hortensis einen Schleim-
zellentyp, der meinem Typ I entspricht. Bei Arioniden werden Manteldriisenzellen, Sohlen-
driisenzellen und Peripodialdriisenzellen unterschieden (Barr, 1928; Wondrak, 1967, 1969).
Die beiden erstgenannten gleichen morphologisch den Typen I und II bei D. reticulatum. Die
Peripodialdriisenzellen, die Wondrak (1969) bei Arion rufus im ventralen Teil der Peripodial-
driise fand, zeigt Ahnlichkeiten zum Typ III, der allerdings bei D. reticulatum auch im Man-

tel-, Dorsal- und moglicherweise FuBlepithel vorhanden ist (s.0.).
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Die Driisenzellen des Typs I enthalten vorwiegend saure Glykosaminoglykane (AB-positiv),
die des Typs II vorwiegend neutrale Glykosaminoglykane (PAS-positiv). Zellen des Typs III
lassen sich nach dieser Farbung nicht eindeutig von den anderen Driisenzellen unterscheiden
und enthalten wohl saure und neutrale Glykosaminoglykane.

Detaillierte histochemische Untersuchungen an den Schleimzellen von D. reticulatum liegen
von Triebskorn et al. (1998) vor, die in den Mantelschleimzellen (=Typ 1) sulfatierte und /
oder carboxylierte Glykosaminoglykane, in den FuBBschleimzellen (=Typ II) vorwiegend sul-
fatierte und in den Peripodialschleimzellen neutrale Glykosaminoglykane nachwiesen.

In den Schleimzellen des Korperepithels von Limax pseudoflavus konnten ebenfalls saure und

in denen des FuBepithels neutrale Glykosaminoglykane nachgewiesen werden (Cook &

Shirbhate, 1983).

Die weillliche Farbung und die besondere Zihigkeit des Korperschleims 146t sich mit dem
Auftreten von Glykosaminoglykanen allein nicht erkldren. Generell sind einige Schnecken in
der Lage, ihren Schleim den erforderlichen Umweltbedingungen anzupassen. Jones (1973)
zeigte, daBB3 D. reticulatum bei niedrigen Temperaturen einen weniger viskosen Schleim pro-
duziert als bei hoheren. Die Napfschnecke Lottia limatula produziert - je nach Protein- und
Kohlenhydrat-Gehalt - einen sehr viskosen Schleim, um sich an Felsen anzuheften, oder einen
weniger viskosen zur Fortbewegung (Smith et al, 1999). Fiir die Beschaffenheit des Korper-
schleims von D. reticulatum und anderen Nacktschneckenarten wird Calcium verantwortlich
gemacht. So konnten nach Reizung im Korperschleim von D. reticulatum, Arion ater und
Ariolimax columbianus groBere Mengen Calcium nachgewiesen werden (Deyrup-Olsen,
1996; vgl. Deyrup-Olsen & Jindrova, 1996). Auch von der Gehduseschnecke Helix aspersa
wird nach Reizung ein Calcium-haltiger Schleim abgegeben (Campion, 1961). Der Ursprung
des Calciums und der Transport an die Korperoberflache ist bisher meines Wissens nicht ge-
nau geklart. Calcium-lonen konnen offenbar die Epidermis passieren (Simkiss & Wilbur,
1977: Helix aspersa). Bei Arion hortensis und Helix aspersa werden Calciumdriisen des Dor-
salepithels beschrieben (Campion, 1961; Dyson, 1964, zitiert nach South, 1992).

Den generellen Einflu von Calcium auf die Viskositdt des Schleims belegen Experimente
von Marriot et al. (1982). Calcium-Ionen erh6hen die Viskositdt des Luftréhrenschleims vom
Menschen deutlich, die Elastizitit des Schleims dnderte sich hingegen nicht. Interessanterwei-
se zeigen besonders saure Glykosaminoglykane, die in den Zellen des Typs I gefunden wur-
den (s.0), eine starke Affinitit zu Kationen wie Na*, K, Ca®" (Katchalsky, 1964). Dadurch

wird wiederum die Wasserspeicherung der Glykosaminoglykane herabgesetzt, wie Untersu-
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chungen zur Wasserdampfabsorption gezeigt haben (Bettelheim & Ehrlich, 1963; Glykosami-
noglykane u.a. aus Luftrohrenschleim von Rindern gewonnen). Dies ist auf eine starke Ver-
bindung der Monomere der Polysaccharidketten iiber Wasserstoff- und Ca®"-Briicken zu er-
klaren. Solche Mechanismen konnten auch fiir die Zdhigkeit des Korperschleims bei D. refi-
culatum verantwortlich sein.

Die Schleimarten unterscheiden sich nicht nur in ihrer Viskositidt und Farbe, sondern offenbar
auch, wie die analytischen Untersuchungen gezeigt haben, im Gehalt der (aus der Nahrung

stammenden) fliichtigen Substanzen.



Zusammenfassung 128

5. Zusammenfassung

An den Ackerschnecken Deroceras reticulatum und z.T. Deroceras caruanae wurde getestet,
welche korpereigenen oder aus der Nahrung (vornehmlich Kohl) aufgenommenen fliichtigen
Substanzen attrahierend wirken. Die fliichtigen Substanzen von Kot und FuB3- sowie
Korperschleim wurden gaschromatographisch-massenspektroskopisch analysiert. Die an-
lockende Wirkung von Futterpflanzen, Artgenossen, Ful3- und Korperschleim, Kot sowie von
Gemischen (CLSA-Proben) aus den detektierten fliichtigen Substanzen und einzelnen
Verbindungen wurden in Y-Olfaktometern getestet. Elektrophysiologische Ableitungen an
den Nervenbiindeln der posterioren und anterioren Fiihler sowie der Mundlappen priiften,
welche Sinnesepithelien an der Wahrnehmung dieser fliichtigen Substanzen beteiligt sind.
Histologische und elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten die Verteilung und

Struktur unterschiedlicher Schleimzellen im Integument der Ackerschnecken.

1. Die meisten Testsubstanzen wirken in den Y-Olfaktometern, in denen sich die Schnecken
an einem Geruchsgradienten orientieren, bis zu 10 cm anlockend. Da sich die Schnecken
gegenseitig beeinflussen, darf nur jeweils ein Tier in ein Olfaktometer eingesetzt werden.
Zylindrische Olfaktometer, in die mehrere Versuchstiere gesetzt werden, sind zum Testen
fliichtiger Substanzen ungeeignet.

2. Mit Kohl gefiitterte D. reticulatum und D. caruanae werden signifikant von Kohl
angelockt. Gleiches gilt fiir den entsprechenden Versuch mit Kopfsalat (nur D.
reticulatum, die zuvor mit Salat gefiittert worden waren).

3. D. reticulatum und D. caruanae werden von FufBlschleim-Kot-Gemischen von Art-
genossen signifikant angelockt, wenn alle Versuchstiere zuvor mit Kohl gefiittert worden
waren. Drei Artgenossen, die zuvor mit Kohl gefiittert worden waren, wirken anlockend
auf D. reticulatum.

4. Mit Salat gefiitterte D. reticulatum werden von FuBschleim-Kot-Gemischen, die von
Tieren aus derselben Versuchsgruppe gewonnen wurden, nicht angelockt.

5. Korperschleim von D. reticulatum zeigt keine verhaltensbeeinflussende Wirkung auf
Artgenossen, Korperschleim von D. caruanae wirkt hingegen anlockend auf Artgenossen.
Alle Tiere wurden bei diesen Versuchen zuvor mit Kohl gefiittert.

6. Gaschromatographisch-massenspektroskopische Analysen von nativen Proben (Injektion
durch benetzte SPME-Faser) und CLSA-Proben (On Column-Injektor) zeigen, daf3 pflanz-
liche Inhaltstoffe im FuB- und Kd&rperschleim sowie Kot von D. reticulatum vorhanden

sind.
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7.

10.

11.

12.

13.

Im FuBschleim und Kot von D. reticulatum, die mit Kohl gefiittert worden waren, ist
immer Dimethyldisulfid, oft auch noch Dimethyltrisulfid, Dipropyldisulfid und
Methylpropyldisulfid, vorhanden. Es handelt sich um Aromastoffe von Brassica-Arten.
CLSA-Proben, die aus FufBschleim-Kot-Gemischen oder nur aus Kot von mit Kohl
gefiitterten Tieren gewonnen wurden und mindestens Dimethyldisulfid und
Dimethyltrisulfid enthalten, sind signifikant anlockend. Eine Losung mit den vier
Verbindungen in einem bestimmten Mischungsverhiltnis (iiberwiegend Dimethyldisulfid)
wird von D. reticulatum im Y-Olfaktometer bevorzugt und von D. caruanae signifikant
gewihlt.

Im Korperschleim von D. reticulatum, die mit Kohl geflittert worden waren, treten die
vier Schwefelverbindungen nicht oder nur in sehr geringen Mengen auf. Die nicht
anlockende Wirkung von Korperschleim wird auf das Fehlen dieser Verbindungen
zuriickgefiihrt.

Im FuB- und Korperschleim sowie Kot von D. reticulatum, die 26 Tage mit Kopfsalat
geflittert worden waren, kommen die vier Schwefelverbindungen nicht vor.

Der olfaktorische Nerv des posterioren Fiihlers reagiert mit einer deutlichen
Frequenzerhohung nach Reizgabe von Dimethyldisulfid, Dimethyltrisulfid, Dipropyl-
disulfid, Methylpropyldisulfid und Methylthiosulfat; Benzothiazol bewirkt eine leichte
und Dimethylsulfoxid keine Anderung der Frequenz. Unverdiinntes Dimethyldisulfid
erzeugt die hochste, signifikante Frequenzidnderung in der Poststimulusphase a, stark
verdiinntes Dimethyldisulfid (2,5 ppm) die ldngste Antwort (bis etwa 750 s).

Die Nerven der anterioren Fiihler und des Mundlappens reagieren ebenfalls mit einer
deutlichen Frequenzerh6hung auf Dimethyldisulfid.

In der Epidermis von D. reticulatum sind drei verschiedene Typen von Schleimzellen
vorhanden. Im Dorsal- und Mantelepithel tiberwiegen mukdse Schleimzellen (Typ I) mit
sauren Glykosaminoglykanen und im FuBepithel ser6se Schleimzellen (Typ II) mit
neutralen Glykosaminoglykanen. Die Zellen des Typs III sind eher mukds und befinden
sich im Dorsal- und Mantelepithel. FuB3- und Korperschleim von D. reticulatum sind
Gemische aus den Sekreten der drei Schleimzellen-Typen, in denen jeweils der Anteil

eines Schleimzellentyps liberwiegt.
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7. Anhang

Tab. I: Mittels GC-MS-Analytik detektierte Substanzen der CLSA-Proben K1, K2 sowie
A-H der Versuchsreihe 1. Unter VU sind die Verbindungen zusammengefallt, die wahr-

scheinlich aus Verunreinigungen stammen.

Kontrolle FuBschleim, Kot FuBschleim, Kot
(Kohl) (Hungerphase)
Kl | K2] A | B C D E F G | H
Benzaldehyd X X
Dimethyldisulfid X X X X
Dimethyltrisulfid X X X X
Dipropyldisulfid X X X X
2- und 3-Hexanol X
Methylpropyldisulfid X X X
Thiocyansiuremethylester X X
Thio-Iso-Buttersduremethylester X X
Unbekannte (m/z: 45, 61, 91) X X
VU
Acetondimethylacetal X X
Cycl. Adipinséureester X X
C3- und C4-Benzole X
Chloroform X X
2,2-Dimethoxybutan X X

Tab. II: Mittels GC-MS-Analytik detektierte Substanzen der CLSA-Proben K1, K2 sowie
A-M der Versuchsreihe 2. VU s. Tab. L.

Kontrolle

Korperschleim

Kot

FuB3schleim, Kot

K1 | K2

A

B

C

1

K

L

M

Benzaldehyd

Buttersduremethylester

Decanal

Dimethyldisulfid

X
X
X
X

Ethanol

Nonanal

b

Propionsduremethylester

Unbekannte (m/z: 45, 61, 91)

VU

Aceton

Acetondimethylketal

Chloroform

b

bl

Cyclopentanol

b

bl

Diethoxypropan

Diisopropylamin

2,2-Dimethoxybutan

2-Ethoxy-2-methylbutan

Hexan

Formaldehyddimethylacetal

R R Rl

P[RR

4-Methyl-4-hydroxy-2-pentanon

1so-Octan
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Tab. III: Mittels GC-MS-Analytik detektierte Substanzen der CLSA-Proben K1, K2 sowie
A-M der Versuchsreihe 3. VU s. Tab. L.

Kontrolle Korperschleim Kot FuB3schleim, Kot
KI|K2] A| B | C | DJ]E F | G| H 1 K| L | M
Benzaldehyd X X X X X X X
Isobuttersduremethylester X X
Buttersduremethylester X X
Dimethyldisulfid X X X X
Dimethylsulfon X
Dimethylsulfoxid X X X X X
Dimethyltrisulfid X
Dipropyldisulfid X X
Essigséure X
Essigsdureethylester X X
Hexadecanol X
Limonen X X X X
Methylpropyldisulfid X X
Milchsdureester X
Monoterpen (m/z: 126) X
a-Pinen X X X X X
B-Pinen X X X X
Sulcaton X X
Tetradecanol X
VU
Acetylaceton X X
Adipinsdurediethylester X X X X
Azulen X
Chloroform X
Diethoxymethan X X
2-Ethoxy-2-methylbutan X X X
Formaldehyddiethylacetal X X X
Hexan X X
4-Methyl-4-hydroxy-2- X X X
pentanon
Phosphorséuretributylester X
Trimethyloxiran X X X
Trimethylpenten X

Tab. IV: Mittels GC-MS-Analytik detektierte Substanzen der Proben Korperschleim, Ful3-
schleim und Kot, gewonnen von mit Kohl oder Kopfsalat gefiitterten D. reticulatum. Es sind
nur die Verbindungen aufgefiihrt, die wahrscheinlich aus Verunreinigungen (VU) stammen.

VU Mit Kohl gefiitterte D. reticulatum Mit Salat gefiitterte D. reticulatum
Korperschleim | Fullschleim Kot Korperschleim | FuBlschleim Kot

Adipinsdureester X X

Alkylamin X X X

Alkylsiloxan X

Cyclosiloxan X

Dimethoxyacetophenon X

Di-N-butylamin X X

1-Hydroxypropan-2-on X

Methylcyclosiloxan X

N-Methylmorpholin X X

Phthalat X X X X

Trimethylamin X
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Tab. Va: Verteilung von D. reticulatum (D.r.) und D. caruanae (D.c.) auf Proben (P)- und
Kontroll (K)-Réhrchen im zylindrischen Olfaktometer mit sechs Wahl-Rohrchen (n= Ge-
samtzahl Tiere, n, = Anzahl der in die R6hrchen gelaufenen Tiere, HT = Tiere, die zwei Tage
gehungert hatten).

Probe Kontrolle | Art n (P) n (K) n, n Y0 inaktiv |
Kontrolle

leer leer D.r. 8 8 16 48 66,7
leer leer D.c. 10 6 16 48 66,7
Kopfsalat

Kopfsalat (500 mg) |leer D.r. (HT) 28 21 49 144 66,0
Kopfsalat (500 mg) |leer D.r. 20 24 44 84 47,6
Kopfsalat (500 mg) |leer D.c. 26 22 48 72 33,3

Tab. Vb: Verteilung von D. caruanae (D.c.) auf Proben (P)- und Kontroll (K)-Réhrchen
im zylindrischen Olfaktometer mit zwei Wahl-Rohrchen (n = Gesamtzahl Tiere, n, = Anzahl
der in die R6hrchen gelaufenen Tiere). * ohne Kohl / mit Kohl bedeutet, dafl die Tiere ohne
Kohl / mit Kohl im Réhrchen zur Gewinnung des FuBBschleims und Kots gehalten wurden.

Probe Kontrolle n (P) n (K) n, n Y0 inaktiv |
Kohl leer 13 5 18 84 78,6
FuBschleim + Kot: 3 D.c. |leer 18 8 26 96 72,9
(ohne Kohl*) + Kohl

FuB3schleim + Kot: 3 D.c. |leer 7 2 9 72 87,5
(mit Kohl*) + Kohl
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Tab. VI:. Verteilung von D. reticulatum (D.r.) und D. caruanae (D.c.) auf Proben (P)- und
Kontroll (K)-Réhrchen im Y-Olfaktometer (n = Anzahl Tiere, n, = Anzahl der in die Réhr-
chen gelaufenen Tiere).

Probe Kontrolle | Art n (P) n (K) n, n Y0 inaktiv |
Kontrolle
leer leer D.r. 6 7 13 24 45,8
leer leer D.c. 8 6 14 28 50,0
Mit Kohl gefiitterte Tiere
Kohl
Kohl (500 mg) leer D.r. 15 5 20 24 16,7
Kohl (500 mg) leer D.c. 19 4 23 26 11,5
Aufsatz mit Schnecken
10 cm: 3 D.r. (ohne Kohl) | leer D.r. 26 2 28 32 12,5
10 cm: 3 D.r. (mit Kohl) leer D.r. 20 4 24 26 7,7
15 cm: 3 D.r. (ohne Kohl) |leer D.r. 6 16 22 24 8,3
15 cm: 3 D.r. (mit Kohl) leer D.r. 16 6 22 25 12,0
15 cm: 10 D.c. (ohne Kohl) | leer D.c. 4 18 22 30 26,7
FuBschleim + Kot: D.r.
5 cm: 3 D.r. (ohne Kohl) leer D.r. 21 3 24 34 29,4
5 cm: 3 D.r. (mit Kohl) leer D.r. 22 2 24 32 25,0
5 cm: 10 D.r. (mit Kohl) leer D.r. 20 6 26 32 18,8
10 cm: 10 D.r. (mit Kohl) |leer D.r. 20 4 24 32 25,0
15 cm: 10 D.r. (mit Kohl) |leer D.r. 9 15 24 30 20,0
FuBschleim + Kot: D.c.
5 cm: 3 D.c. (ohne Kohl) leer D.c. 16 5 21 24 12,5
5 cem: 3 D.c. (mit Kohl) leer D.c. 14 6 20 20 0,0
5 cm: 10 D.c. (mit Kohl) leer D.c. 16 4 20 32 37,5
10 cm: 10 D.c. (mit Kohl) |leer D.c. 24 2 26 30 13,3
15 cm: 10 D.c. (mit Kohl) |leer D.c. 12 9 21 30 30,0
Korperschleim
3D.r. leer D.r. 19 22 41 56 26,8
5D.r. leer D.r. 14 10 24 30 20,0
10 D.r. leer D.r. 10 12 22 26 15,4
3 D.c. leer D.c. 20 13 33 37 10,8
5D.c. leer D.c. 16 8 24 34 29,4
10 D.c. leer D.c. 21 3 24 28 14,3
FuBschleim / Kot: D.r.
FuBschleim leer D.r. 13 7 20 28 28,6
Fuf3schleim Kot D.r. 6 17 23 32 28,1
Mit Kopfsalat gefiitterte Tiere
Kopfsalat (500 mg) leer D.r. 18 5 23 30 23,3
FuBschleim + Kot: 3 D.r. leer D.r. 7 13 20 24 16,7
(ohne Kopfsalat), 5 cm
Fuf3schleim + Kot: 3 D.r. leer D.r. 14 9 23 26 11,5
(mit Kopfsalat), 5 cm




Anhang 147

Tab. VII: Verteilung von D. reticulatum (D.r.) und D. caruanae (D.c.) auf Proben (P)- und
Kontroll (K)-Rohrchen im Y-Olfaktometer (n = Anzahl Tiere). Einsatz der CLSA-Proben der
Versuchsreihen 1-3 gegen die entsprechenden Losungsmittel-Kontrollen. Di: Dichlormethan,
H: Hexan, M: Methanol, P: Pentan (vgl. 2.4., Tab. 3), Vol.: Volumen, weitere Abkiirzungen s.
Tab. VI

Probe Kontrolle |Vol. P/K| Art n (P) n (K) n, n Y0 inaktiv |
Versuchsreihe 1

A K1 2ul | Dr. 21 6 27 36 25,0
A K1 10pl |[D.r 22 6 28 30 6,7
B Di:H 2 ul D.r. 18 4 22 22 0,0
B Di:H 10ul |D.r. 21 4 25 30 16,7
C K2 10ul | D.r. 7 13 20 30 33,3
D Di: M 10pl |[D.r. 10 10 20 24 16,7
E K1 2ul  |D.r. 15 7 22 26 15,4
E K1 10pul |D.r. 15 6 21 26 19,2
F Di:H 2ul | Dr. 15 12 27 32 15,6
F Di:H 10pl |D.r. 16 6 22 30 26,7
G K2 10ul |D.r. 8 16 24 26 7,7
H Di: M 10pl |[D.r. 12 8 20 24 16,7
Versuchsreihe 2

A K1 2ul | Dr. 10 10 20 26 23,1
A K1 10pul | D.r. 15 9 24 28 14,3
B Di:H 10ul |D.r. 11 11 22 25 12,0
E K1 2 ul D.r. 13 8 21 24 12,5
E K1 10pul |D.r. 16 8 24 28 14,3
F Di:H 10ul |D.r. 12 15 27 32 15,6
I K1 10pul | D.r. 8 12 20 28 28,6
K Di:H 10pl |[D.r. 9 15 24 32 25,0
L K2 10pul |D.r. 8 16 24 32 25,0
M Di: M 10ul |D.r. 14 10 24 26 7,7
Versuchsreihe 3

A K1 10pul | D.r. 18 9 27 30 10,0
B Di:P 5ul  |D.r 15 5 20 25 20,0
B Di:P 10pl |D.r. 18 6 24 29 17,2
C K2 10ul |D.r. 10 12 22 22 0,0
D Di: M 10pl |[D.r. 15 12 27 30 10,0
E K1 10ul |D.r. 12 10 22 24 8,3
F Di:P 2 ul D.r. 12 9 21 34 38,2
F Di:P S5ul D.r. 15 6 21 32 34,4
F Di:P 10ul |D.r. 8 13 21 24 12,5
G K2 10pul | D.r. 12 8 20 20 0,0
H Di: M 10pl |[D.r. 10 10 20 24 16,7
I K1 10ul |D.r. 15 12 27 34 20,6
K Di:P 10ul |D.r. 14 10 24 32 25,0
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Tab. VIII: Verteilung von D. reticulatum (D.r.) und D. caruanae (D.c.) auf Proben (P)- und
Kontroll (K)-Réhrchen im Y-Olfaktometer (n = Anzahl Tiere). Einsatz von Dimethyldisulfid
(DMDS) u. a. Schwefelverbindungen in unterschiedlichen Konzentrationen, in Hexan (H)
gelost. Zusammensetzung der Losung mit vier Schwefelverbindungen (4-S-Losung) s. 2.5.
Vol.: Volumen, weitere Abkiirzungen s. Tab. VI.

Probe Kontrolle |Vol. P/K| Art n (P) n (K) n, n Y0 inaktiv |
DMDS

0,25 ppm H 10pul | D.r. 9 11 20 25 20,0
1 ppm H 10pul | D.r. 18 12 30 39 23,1
2,5 ppm H 10ul | D.r. 12 10 22 30 26,7
5 ppm H 10ul |D.r. 6 17 23 30 233
0,25 ppm H 10ul |D.c. 14 10 24 36 33,3
1 ppm H 10pul | D.c. 16 8 24 28 14,3
2,5 ppm H 10pul | D.c. 17 7 24 30 20,0
5 ppm H 10ul |D.c 7 14 21 28 25,0
4-S-Losung

4-S-Losung H 10ul |D.r. 17 8 25 30 16,7
4-S-Losung H 10ul | D.c. 17 4 21 24 12,5

Tab. IX: Absolute (Fr) und relative (rF) Frequenzen der Zeitraume Prastimulus (Prd), Post-
stimulus a (Post a) und b (Post b) von verschiedenen Testsubstanzen (Test) sowie Dauer der
Antwort. Angabe der signifikanten Unterschiede (+) zwischen den absoluten Frequenzen der
Prastimulusphase und denen der Poststimulusphasen a oder b (U-Test nach Mann und Whit-
ney bei Stichprobenumfingen > 3; vgl. 2.9.). Bei einer Antwort von 10 s entfillt der Zeitraum
Poststimulus b, die absolute Frequenz wird dann gleich der des Zeitraumes der Pristimu-
lusphase gesetzt.

Substanz Fr (Prd) |Fr (Post a)| Fr (Postb) | rFa | rFb | Dauer
[1/s] [1/s] [1/s] (Test) | (Test) [s]
Olfaktorischer Nerv des Augenfiihlers
10 Tiere 2,39 2,10 3,11 0,88 | 1,30 | 129,05
2,28 2,44 2,43 1,07 | 1,07 | 25,66
0,24 0,31 0,03 1,29 | 0,13 | 52,94
Signifikanz - -
20 Tiere 2,25 1,53 1,98 0,68 | 0,88 | 94,64
1,35 1,09 1,49 0,81 | 1,10 | 39,01
3,19 1,91 2,17 0,60 | 0,68 | 31,44
Signifikanz - -
30 Tiere 1,12 0,20 0,92 0,18 | 0,82 | 37,37
1,94 1,78 1,69 0,92 | 0,87 | 20,52
1,02 0,70 0,72 0,69 [ 0,71 | 33,12
Signifikanz - -
Tiere (tot) 2,75 3,22 3,27 1,17 | 1,19 | 39,40
0,05 0,12 0,32 2,40 | 6,40 | 54,07
1,87 2,21 2,13 1,18 | 1,14 | 27,12
2,80 2,83 3,22 1,01 [ 1,15 | 70,74
Signifikanz - -
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DMDS 0,68 7,07 1,67 10,40 | 2,46 | 163,21
0,97 8,83 3,01 9,10 | 3,10 | 148,03
0,42 5,75 2,64 13,69 | 6,29 | 48,64

Signifikanz 4 4

DMTS 0,73 1,69 1,04 2,32 | 1,42 | 23,39
0,30 0,81 0,30 2,70 | 1,00 [ 10,00
1,20 1,68 2,16 1,40 | 1,80 [ 30,30

Signifikanz - -

DMSO 1,12 1,11 1,12 0,99 | 1,00 [ 10,00
0,87 1,00 0,87 1,15 | 1,00 | 10,00
0,45 0,30 0,45 0,67 | 1,00 [ 10,00
0,60 0,60 0,76 1,00 | 1,27 | 15,28

Signifikanz - -

Benzothiazol | 0,47 0,49 0,47 1,04 | 1,00 [ 10,00
0,93 0,93 0,98 1,00 | 1,05 | 16,79
0,33 0,89 0,58 2,70 | 1,76 | 42,21

Signifikanz - -

Methylthio- 0,49 0,55 0,49 1,12 | 1,00 [ 10,00

sulfat 0,82 3,52 2,41 4,29 | 2,94 | 28,76
0,59 2,30 1,26 390 | 2,14 | 17,90

Signifikanz - -

Nerv des Mundlappens

DMDS 10,35 19,35 13,46 1,87 | 1,30 | 181,88
5,82 11,35 6,52 1,95 | 1,12 | 235,87

2 Tiere 4,08 6,81 35,13 1,67 | 8,61 | 11,39
4,77 12,07 37,35 2,53 | 7,83 | 12,51

Nerv des Mundlappens und Mundfiihlers

DMDS 0,03 3,33 0,52 111,00] 17,33 | 75,57

0,37 4,35 0,37 11,76 | 1,00 | 10,00
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Tab. X: Absolute (Fr) und relative (rF) Frequenzen der Zeitrdume Prastimulus (Prd), Poststimulus a
(Post a) und b (Post b) von verschiedenen in Losungsmittel gelosten Testsubstanzen (Test), relative
Frequenzen des Losungsmittels (Lsm) des Poststimulus a (rF a) und b (rF b), relative Frequenzen 1
und 2 (rF 1 und rF 2; vgl. 2.6.4., Tab. 9) sowie Dauer der Antwort. Angabe der signifikanten Unter-
schiede (+) zwischen den relativen Frequenzen des Losungsmittels und denen der Testsubstanz, je-
weils fiir den Poststimulus a und b (U-Test nach Mann und Whitney bei Stichprobenumfiangen > 3;
vgl. 2.9.). Bei einer Antwort von 10 s entfillt der Zeitraum Poststimulus b, die absolute Frequenz wird
dann gleich der des Zeitraumes der Prastimulusphase gesetzt.

Substanz Fr (Prd) [Fr (Post a)| Fr (Postb) | tFa | rFa |rF1| rFb | rFb | rF2 | Dauer
[1/s] [1/s] [1/s] (Lsm) | (Test) (Lsm) | (Test) [s]
Tiere 1,35 1,80 1,74 0,85 | 1,33 [ 1,56] 0,68 | 1,29 [1,90 | 187,39
(gereizt) 1,52 1,31 2,78 0,80 | 0,86 | 1,08] 0,91 | 1,83 [2,01| 22,00
1,29 1,92 1,87 1,08 | 1,49 [1,38) 0,67 | 1,45 [2,16] 159,60
0,50 0,81 0,50 1,02 | 1,62 | 1,59] 1,00 | 1,00 [ 1,00 | 10,00
Signifikanz 4 4
1A 0,25 0,60 0,25 2,06 | 240 | 1,17] 1,12 | 1,00 [ 0,89 | 10,00
(FuBschleim- | 0,29 0,46 0,30 1,91 | 1,59 [0,83] 1,18 | 1,03 | 0,87 | 62,83
Kot-Gemisch)| 0,38 0,21 2,15 1,04 | 0,55 10,53] 1,00 | 5,66 [5,66| 12,77
1,58 11,88 10,46 1,00 | 7,52 [7,52] 1,00 | 6,62 [6,62]| 2241
0,99 3,81 2,71 3,06 | 3,85 |1,26] 1,52 | 2,74 [ 1,80 13,32
0,16 0,71 0,16 294 | 444 | 1,51] 1,00 | 1,00 [ 1,00 | 10,00
0,10 0,29 0,10 0,80 [ 2,90 [3,63] 1,39 | 1,00 {0,72| 10,00
Signifikanz - -
1E 0,54 1,31 1,31 1,00 | 2,43 [2,43] 1,00 | 2,43 [2,43| 36,97
(FuBischleim- | 0,80 0,80 0,80 0,91 | 1,00 | 1,10] 1,00 | 1,00 [ 1,00 | 10,00
Kot-Gemisch)| 0,07 0,52 0,07 5,74 | 7,43 11,29] 1,00 | 1,00 | 1,00] 10,00
0,05 1,10 3,79 12,00 | 22,00 | 1,83 | 14,70 | 75,80 | 5,16 | 120,86
Signifikanz - -
21 0,10 0,40 1,97 9,00 [ 4,00 [0,44] 1,00 | 19,70 [19,70{ 209,61
(FuBschleim- | 0,83 2,09 24,40 1,67 | 2,52 | 1,51] 2,00 | 29,40 {14,70] 24,90
Kot-Gemisch)| 0,05 0,90 0,80 12,00 | 18,00 | 1,50 | 1,00 [ 16,00 [16,00] 630,26
0,03 1,44 0,17 30,00 | 48,00 | 1,60 | 9,97 | 5,67 | 0,57 ] 545,95
Signifikanz - 4
2A 0,11 2,88 0,29 13,00 | 26,15 12,01 | 1,00 | 2,60 | 2,60 | 41,24
(Korper- 1,13 2,99 2,47 0,89 | 2,65 12,98] 1,00 | 2,19 [2,19] 37,43
Schleim) 0,28 0,79 4,32 30,00 | 2,82 10,09| 9,97 [ 1543 |1,55] 38,37
2,85 4,30 3,48 0,95 | 1,51 | 1,59] 1,50 | 1,22 [0,81 | 36,52
0,12 5,04 1,97 22,38 [42,00 | 1,88 ] 17,50 | 16,42 { 0,94 | 34,02
0,12 0,49 0,40 1,00 | 4,08 [4,08] 2,48 | 3,36 [1,35]| 58,60
0,17 0,86 0,44 8,56 | 5,05 10,59| 1,00 | 2,57 [2,57] 103,56
Signifikanz - -
3B 0,47 2,52 1,11 2,53 | 5,36 [2,12] 1,00 | 2,36 |2,36| 45,23
(Korper- 1,12 2,18 2,14 1,42 | 195 | 1,37] 1,21 | 1,91 [ 1,58 26,80
Schleim) 0,65 4,45 2,07 2,01 | 6,85 |3,41] 1,00 | 3,18 [3,18| 55,34
Signifikanz - +
2E 0,02 0,60 0,08 9,00 |30,00 |3,33] 1,00 | 4,00 [4,00| 24,42
(Kot) 0,55 1,20 0,65 1,67 | 2,18 | 1,31 2,00 | 1,18 |0,59] 173,48
0,10 0,20 1,86 1,00 | 2,00 [2,00] 1,89 | 18,60 | 9,84 | 469,00
0,08 0,20 0,18 1,00 | 2,50 [2,50) 1,00 | 2,25 [2,25| 91,23
3,35 6,10 4,69 0,95 | 1,82 [1,92] 1,50 | 1,40 10,93 | 111,30
1,67 4,09 5,68 1,18 | 2,45 [2,08] 1,06 | 3,40 |3,21 | 500,80
Signifikanz 4 4
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3F 0,83 4,98 1,60 2,53 | 6,00 [2,37] 1,00 | 1,93 [1,93| 54,77
(Kot) 0,64 4,54 2,12 1,93 | 7,09 [3,67] 1,17 | 3,31 [2,83 ]| 70,11
1,13 2,55 1,63 2,11 | 226 |1,07] 1,23 | 1,44 [ 1,17 ]| 29,08
Signifikanz - +
DMDS 0,38 8,23 3,37 12,63 1 21,66 | 1,71 | 6,30 | 8,87 | 1,41 | 16,48
[2,5 ppm] 0,05 0,60 3,16 2,50 [ 12,00 | 4,80] 5,03 | 63,20 [12,56] 751,16
0,25 2,80 1,00 2,36 [ 11,20 |4,75] 2,44 | 400 [1,64]| 31,98
0,27 3,31 0,92 9,81 [ 12,26 | 1,25] 5,26 | 3,41 [0,65]| 14,61
Signifikanz - -
DMDS 0,08 5,18 0,08 6,66 | 64,7519,72| 2,86 | 1,00 |0,35] 10,00
[25 ppm] 0,05 1,80 0,82 4,62 |36,00 [7,79| 2,44 | 16,40 | 6,72 | 23,41
0,27 7,76 2,47 2,93 28,74 19,81 ] 2,03 | 9,15 [4,51] 16,71
Signifikanz + -
DMDS 0,02 1,68 0,02 8,73 184,00 19,62 | 2,19 | 1,00 | 0,46 ] 10,00
[250 ppm] 0,34 10,91 0,41 4,62 132,09[695] 2,44 | 1,21 [0,50| 18,10
0,29 6,82 0,29 2,93 23,52 |8,03] 2,37 | 1,00 {0,42]| 10,00
Signifikanz 4 4
DMTS 0,21 1,72 0,21 6,33 | 8,19 11,29| 1,00 | 1,00 | 1,00 ] 10,00
[250 ppm] 0,54 3,20 0,60 4,12 | 593 [1,44| 1,00 | 1,11 [ 1,11 ] 12,89
0,91 3,62 0,91 394 | 398 |1,01] 1,00 | 1,00 [ 1,00 | 10,00
Signifikanz - -
DPDS 0,45 1,69 0,45 1,03 | 3,76 [3,65] 1,00 | 1,00 [ 1,00 | 10,00
[250 ppm] 0,27 0,52 0,36 1,12 | 1,93 | 1,72 1,10 | 1,33 [ 1,21 | 46,66
0,23 1,68 0,23 1,89 | 7,30 [3,86] 1,00 | 1,00 [ 1,00 | 10,00
Signifikanz + =
MPDS 0,49 2,55 1,56 1,03 | 5,20 |5,05] 1,00 | 3,18 [3,18] 107,84
[250 ppm] 0,87 4,16 2,78 1,12 | 4,78 [4,27] 1,10 | 3,20 [2,91 | 34,11
0,31 1,69 0,93 0,97 | 5,45 [5,62] 1,00 | 3,00 3,00 137,98
Signifikanz 4 4
Nerv des Mundfiihlers
DMDS 4,48 7,80 5,91 1,10 | 1,74 | 1,58 ] 1,17 | 1,32 [ 1,13 | 33,62
[250 ppm] 5,62 9,50 5,23 1,03 | 1,69 [ 1,64] 1,09 | 0,93 [0,85]| 11,64
3,11 5,07 3,83 1,29 | 1,63 [ 1,26] 1,31 | 1,23 [0,94| 23,90
Signifikanz + -
Nerv des Mundlappens
DMDS 10,00 16,00 12,98 1,68 | 1,60 10,95] 1,32 | 1,30 | 0,98 ] 368,97
[250 ppm] 8,11 11,60 10,31 1,32 | 1,43 | 1,08 ] 1,19 [ 1,27 | 1,07 ] 242,09
Nerv des Mundfiihlers und Mundlappens
1B 0,13 8,46 2,00 2,84 | 65,08 [22,92] 2,21 | 1538 [6,96| 26,99
(Fuf3schleim- | 0,23 4,04 0,84 14,25 | 17,57 11,23 | 11,22 | 3,65 | 0,33 ] 12,36
Kot-Gemisch)[ 0,56 22,33 5,04 8,50 | 39,88 [4,69| 4,60 [ 9,00 | 1,96 | 14,89
Signifikanz + -
1F 0,93 18,80 2,26 2,84 120,22 7,12 221 | 243 [ 1,10 40,82
(FuBschleim- | 0,07 3,57 0,25 8,49 | 51,00 | 6,01 | 2,15 | 3,57 | 1,66 ] 30,90
Kot-Gemisch)| 0,87 23,72 3,91 5,37 127,26 15,08] 3,12 | 449 | 1,44] 31,29
Signifikanz 4 -
3 B (Korper- | 0,11 1,92 1,41 7,18 | 17,451243| 2,33 [ 12,82 | 5,50 | 34,40
schleim) 1,03 8,39 13,13 3,92 | 8,15 |2,08] 1,88 | 12,75]6,78 | 22,12
3F 0,30 9,40 24,73 7,18 131,33 14,36| 2,33 | 82,43 [35,38] 20,88
(Kot) 0,44 6,04 21,44 3,92 | 13,73 13,50 | 1,88 | 48,73 |25,92] 17,90
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Abb. I: Chromatogramm der gaschromatographischen Auftrennung der Probe A aus der Ver-
suchsreihe 2 (Korperschleim von D. reticulatum, die mit Kohl gefiittert worden waren). Nicht
beschriftete Peaks sind Losungsmittel (Lsm.) oder Verunreinigungen, die auch in der Kon-
troll-Probe vorhanden waren. a) Ubersicht b) Ausschnitt. DMDS (—) = Dimethyldisulfid.
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Abb. II: Chromatogramm der gaschromatographischen Auftrennung der Probe E aus der Ver-
suchsreihe 2 (Kot von D. reticulatum, die mit Kohl gefiittert worden waren). Nicht beschrif-
tete Peaks sind Losungsmittel (Lsm.) oder Verunreinigungen, die auch in der Kontroll-Probe
vorhanden waren. a) Ubersicht b) Ausschnitt. DMDS (—) = Dimethyldisulfid.
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