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Anpassungen im Energiehaushalt von Tubifex sp. (Oligochaeta)
an eine fakultativ anaerobe Lebensweise

Klaus-Hubert Hoffmann, Johannes SeuB und Erich Hipp

Transition of Tubifex sp. from aerobic to anaerobic conditions causes a
decrease in oxygen consumption when environmental oxygen tension falls to

less than 2.5 ml Oz2/1l. During this transition period the energy charge value
decreases from 0.8 to 0.7, but then it remains constant during the first

12 h of a complete anaerobiosis. Concentrations of phosphagens, phospho-
lombricine and phosphoarginine, decreased within this initial 12 h of an
experimental anaerobiosis to values between 10 and 30% of the aerobic controls.
Succinate fermentation plays the most important role in Tubifex anoxic ATP
production not only during long-term anaerobiosis but already during the
transition period and in short-term anoxia. Lactate fermentation is neglectable
at any time of anaerobiosis. During recovery from anaerobiosis intact Tub< fex
take up succinate and propionate from the incubation medium, and a minor part
of these products is incorporated into glycogen. The gluconeogenic processes
seem not to be different from those occurring in vertebrate tissues.

Anaerobiosis, benthic invertebrates, energy charge value, gluconeogenesis, phosphagens,
succinate fermentation.

1. Problemstellung

Der SiiBwasseroligochaet Tubifex sp. lebt im Bodenschlamm stehender und langsam
flieBender Gewdsser. In Gegenwart von ausreichend Sauerstoff verlduft die Energie-
gewinnung (ATP) der Tiere iiber den Embden-Meyerhof-Weg, den Citratcyklus und die
Atmungskette. Tubificiden k&nnen aber auch l&dngere Zeit in vdlliger Abwesenheit
von Sauerstoff leben. Unter anaeroben Bedingungen werden bei herabgesetzter
Gesamtstoffwechselrate die Glykogenreserven zur Energiegewinnung herangezogen.

Als Endprodukte entstehen bei mehrt&dgiger, biotopbedingter Anaerobiose haupt-
sdchlich die fliichtigen Fetts&duren Propionat und Acetat (SCHOTTLER, SCHROFF 1976).
Sie werden nach Erreichen bestimmter Konzentrationen im K&rper in das umgebende
Wasser ausgeschieden, wodurch eine zu starke Ansduerung des inneren Milieus ver-
hindert wird.

Bei Tubificiden stellt sich das Existenzproblem aber weniger in Form einer lang-
anhaltenden Anoxie, sondern vielmehr in kurzfristigen und stark variablen hypoxi-
schen Bedingungen (HOFFMANN 1978; HOFFMANN, SEUSS 1979). Im folgenden soll
gezeigt werden, welche 'energiereichen' Verbindungen wdhrend des Ubergangs von
Aerobiose zu Anaerobiose und bei kurzfristiger Anaerobiose zur Aufrechterhaltung
der Lebensprozesse metabolisiert werden.

Da die Tiere unter anaeroben Lebensbedingungen grdBere Mengen noch relativ energie-
reicher Endprodukte bilden und z.T. ins Wasser ausscheiden, sollte nach Wieder-
eintritt normoxischer Bedingungen die Mdglichkeit bestehen, diese Verbindungen
wiederaufzunehmen und in den katabolen Stoffwechsel einzuschleusen oder als
Reservestoffe (Glykogen) zu speichern. Zur Beantwortung dieser Frage wurde die
Fdhigkeit von Tubifex sp. zu Aufnahme und Einbau anaerober Intermedidr- und End-
produkte in Glykogen (Glukoneogenese) untersucht.

2. Material und Methoden

Die Versuchstiere (Tubifex sp. — Amnelida, Oligochaeta: Tubificidae) waren entweder Freifédnge aus
einem natiirlichen Standort im Donautal bei Ulm oder wurden von der Fa. Honka, Minchen, bezogen.
Bis zur Verwendung wurden die Tiere mehrere Tage ohne Nahrung bei 10-12 °C unter flieBendem Wasser
und bei zus&dtzlicher Beliuftung gehalten. Die Sauerstoffverbrauchsmessungen wurden mit Clark-
elektroden der Fa. Radiometer bzw. Yellow Springs durchgefiihrt.
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Die Bestimmung der Metabolitkonzentrationen (Glykogen, Adeninnukleotide, Phosphagene, D- und L~
Lactat, Succinat, Malat, L-Alanin, L-Aspartat und L-Glutamat) erfolgte wdhrend des Ubergangs der
Tiere vom aeroben zum anaeroben Zustand (Dauer ca. 4 Std.) und wdhrend Kurzzeitanaerobiose (bis

zu 24 Std.) in einem Zeitraster von ein bis zwei Stunden mittels enzymatischer Methoden, wie sie
in SCHOTTLER & SCHROFF (1976), HIPP (1981), SEUSS (1981) und HOFFMANN (1981) ausfihrlich beschrie-
ben sind.

Zur Bestimmung der Aufnahme von Substraten aus dem Inkubationsmedium und ihrer Metabolisierung
zu Glykogen wurden Tiere in Leitungswasser mit jeweils 1 uCi (1 mM) an '“C(U)-Glukose,

L-14C (U)-Lactat, L-14C(U)-Malat, L-'%C(U)-Aspartat, '4C(U)-Succinat oder '“C(U)-Propionat aerob
inkubiert und nach 24 Std. die in Glykogen eingebaute Radioaktivitdt bestimmt (SEUSS 1981). Die
Bestimmung der Aktivitdten glukoneogenetischer Enzyme erfolgte nach SEUSS (1981).

3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Sauerstoffverbrauch in Abh&ngigkeit vom Sauerstoffgehalt des Wassers

Unter aeroben Bedingungen (17 °C; pO> = 155 mm Hg entsprechend 7 ml 02/1 H0)
liegt der Sauerstoffverbrauch der Tiere bei etwa 450 ul Oz/h - g TGW (Abb. 1)
und sinkt bei abnehmender Sauerstoffkonzentration im Medium bis zu 2.5 ml 02/1
H20 nur wenig ab (Oxyregulator). Das hochmolekulare Hamoglobin der Tiere dient
in beschrdnktem MaBe als Sauerstoffspeicher (PALMER, CHAPMAN 1970).
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Abb. 1: Sauerstoffverbrauch (ul Ox/h *+ g TGW) von Tubifex sp. in Abhdngigkeit
von der Sauerstoffkonzentration des Inkubationswassers. (ET = 17 °C).

3.2 Metabolitkonzentrationen wdhrend des Ubergangs von Aerobiose zu Anaerobiose
und in den ersten Stunden einer Anoxie

Ein MaB filir den physiologischen Energiegehalt eines Gewebes oder eines Tieres
stellt der adenylate energy charge (AEC)-Wert dar, der sich aus den Konzentra-
tionen der drei Adenosinphosphate ATP, ADP und AMP errechnet (ATKINSON, WALTON
1967) . Bereits in der Ubergangsphase (O bis AO in Abb. 2) vom aeroben zum
anaeroben Zustand treten betrdchtliche Ver&dnderungen in den Konzentrationen

an ATP, ADP und AMP auf (Abb. 2). Der AEC-Wert sinkt infolge abnehmender ATP-
und zunehmender ADP- bzw. AMP-Konzentrationen in diesem Zeitraum vom Ausgangs-
wert 0.8 auf 0.7 ab. Einer kurzfristigen Stabilisierung des Nukleotidspiegels
in den ersten 3 bis 12 Std. nach Erreichen der Anoxie im Inkubationsmedium folgt
ein weiteres Absinken des AEC-Wertes bis auf 0.6 etwa 36 Std. nach Anaerobiose-
beginn. Wdhrend Langzeitanaerobiose (bis 72 Std.) bleibt der AEC konstant.

In vergleichbaren Untersuchungen anderer Autoren wurden die Versuchstiere ohne
Berlicksichtigung der Ubergangsphase stets direkt in vollst&ndig anaerobes Medium
umgesetzt (z.B. SCHOTTLER, SCHROFF 1976; KLUYTMANS et al. 1977; SURHOLT 1977).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen aber, daB die Tiere bereits in dem bisher ver-
nachlédssigten Zeitraum des Ubergangs von Aerobiose zu Anaerobiose deutlich auf
die Ver&dnderungen im Umweltmilieu reagieren. Die Strategie der Tiere, den AEC-Wert
bei Sauerstoffmangel zundchst absinken zu lassen, bietet mehrere Vorteile: Zum
einen wére eine auBerordentlich rasche Leerung der Reservestoffspeicher nétig,
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Abb. 2: Anderungen des AEC-Wertes und der Konzentration an ATP, ADP und AMP
(uMol/g TGW) wdhrend der Ubergangsphase 0-AO und unter anaeroben
Bedingungen (0-72 Std.).

um den AEC auf dem aeroben Wert zu halten. Zum anderen wiirde ein konstant hoher
AEC-Wert, und damit auch ATP-Wert, inhibitorisch auf viele Glykolyseenzyme
wirken. Im Zeitraum der AEC-Konstanz, 3 bis 12 Std. nach Eintritt der Anoxie,
miissen vermehrt ATP-bildende Reaktionen ablaufen. In diesem Zeitraum werden

die Phosphagenspeicher (Phospholombricin und Phosphoarginin, Abb. 3) unter Frei-
setzung von ATP entleert (HOFFMANN 1981). Unter Langzeitanaerobiose wird der
ATP-Spiegel ausschlieBlich durch Gdrungsprozesse konstant gehalten, aus denen
die fliichtigen Fettsduren Propionat und Acetat als Endprodukte hervorgehen.

Die Propionatbildung erreicht in diesem Zeitraum ihren HShepunkt (SCHOTTLER,
SCHROFF 1976) . Gegeniiber der Lactatgdrung, z.B. in der Skelettmuskulatur der
Wirbeltiere, bietet die Propionatbildung einen 3-4fachen energetischen Vorteil.

Auch die Konzentrationen verschiedener Intermedidr- und Endprodukte des anaeroben
Energiestoffwechsels dndern sich bereits in der Ubergangsphase zur Anoxie
betrdchtlich. So betragen die Konzentrationen an L-Alanin und Succinat zum Zeit-
punkt AO (Abb. 4 B) schon etwa 50% des Maximalwertes, der 12 bis 18 Std. nach
Verbrauch des Sauerstoffs im Medium erreicht wird. Die Bildung von L-Lactat
spielt zu keinem Zeitpunkt der Anaerobiose eine entscheidende Rolle; D-Lactat
konnte iiberhaupt nicht nachgewiesen werden. Parallel zum Anstieg von Succinat
sinkt die Malatkonzentration bis zum Zeitpunkt AO auf 20% des aeroben Ausgangs-
wertes ab (Abb. 4 A). Die &dhnlichen Konzentrationsverl&dufe von Alanin und Glutamat
(Abb. 4 A) lassen den Schluf zu, daB Alanin zum Teil durch Transaminierung von
Glutamat entsteht. Eine Alaninbildung durch zwei gekoppelte Transaminierungs-
reaktionen aus Pyruvat und Aspartat, wie von FELBECK & GRIESHABER (1980) filir den
Wattwurm Arenicola beschrieben, ist bei Tubifex wegen der &duBerst niedrigen
Aspartatkonzentration unwahrscheinlich.
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4 A: Konzentrationsverlauf von Malat (-m-) und L-Glutamat (-e-) wdhrend

der Ubergangsphase O-AO und unter anaeroben Bedingungen (0-72 Std.).
Konzentrationsverlauf von Succinat (-o-), L-Alanin (-o-) und

L-Lactat (-A-) wdhrend der Ubergangsphase O-AO und unter anaeroben
Bedingungen (0-72 Std.).



Tab. 1: Aktivitdten gluconeogenetischer Enzyme aus Tubifex sp.

Enzym Aktivitat

phosphoenolpyruvat Carboxykinase
PEP 1.63 uM/min - ml1 Enzym

oxa
pyruvat Carboxylase
mit O.1 mM Acetyl-CoA 28.4x 10° Mol NaH'4CO3 Einlagerung/min - ml Enzym
mit O.1 mM Propionyl-CoA 34.8x 107° Mol NaH'4CO3; Einlagerung/min * ml Enzym

oxa = Oxalacetat, PEP = Phosphoenolpyruvat

3.3 Erholungsstoffwechsel (Glukoneogenese)

Nach Wiedereintritt normoxischer Verh&dltnisse sind Tubificiden auf eine rasche
Glykogensynthese zur Auffiillung der Reservestoff- und Energiespeicher angewiesen.
Alle wichtigen Enzyme des Erholungsstoffwechsels (Pyruvat Carboxylase, Phospho-
enolpyruvat Carboxykinase, Fructose-1.6-bisphosphatase) konnten mit hoher kata-
lytischer Aktivitdt nachgewiesen werden (Tab. 1; SEUSS 1981; MUSTAFA, pers.
Mitteilung). Als Substrate filir die Glykogensynthese nehmen intakte Tubificiden
verschiedene Metabolite, darunter auch Endprodukte des anaeroben Stoffwechsels,
aus dem Inkubationswasser auf und bauen sie zum Teil in Glykogen ein (Tab. 2).
Der Hauptteil (bis 95%) wird allerdings direkt in den katabolen Stoffwechsel
eingeschleust. Der Erholungsstoffwechsel von Tubifex wird Schwerpunkt unserer
zukiinftigen Untersuchungen sein.

Tab. 2: Einbau verschiedener radioaktiv markierter Substanzen in Glykogen
durch intakte Tubificiden.

Substanz im Inkubationsmedium Einbau in Glykogen
uM/g -+ 24 h
14C(U)-Glucose 0.161
L-14C(U)-Lactat 0.149
L-14C(U)-Malat 0.076
L-14C(U)-Aspartat 0.094
14C(U)-Succinat 0.084
14C(U)-Propionat 0.296

4. SchluBfolgerungen

Durch Beriicksichtigung der Ubergangsphase vom aeroben Zustand zur Anoxie (0-AO)
werden die fakultativ anaeroben SiiBwasseroligochaeten nicht dem 'StreB' eines
abrupten Milieuwechsels ausgesetzt. Sie sind damit in der Lage, Gesamtstoff-
wechselrate und Energiehaushalt langsam anzupassen und in der Kurzzeit-
anaerobiose auf die von anderen Autoren gefundene, mSglicherweise funktions-
bedingte Lactatgdrung weitgehend zu verzichten. Stattdessen wird bereits in
diesem Zeitraum der Energiebedarf neben der Leerung der Phosphagenspeicher
durch die bei fakultativ anaeroben Wirbellosen weitverbreitete Succinatgdrung
gedeckt.

Die hohe glukoneogenetische Potenz sollte es Tubifex ermdglichen, auch bei stark
variablen Sauerstoffkonzentrationsbedingungen seine Energiespeicher rasch aufzu-
flillen. Die glukoneogenetischen Prozesse unterscheiden sich bei Tubifex nicht
von den Reaktionsfolgen in Wirbeltiergeweben, v51llig verschieden ist aber die
Art der Substrate.

Die Arbeiten wurden durch Sachbeihilfen (Ho 631/8 und Ho 631/9-7) von der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft unterstitzt.
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