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Zusammenfassung 

Marine Benthosarten aus sulfidischen Habitaten weisen eine artspezifisch unterschied

liche Toleranz gegenüber Schwefelwasserstoff auf. Bei Verfügbarkeit von Sauerstoff sind sie 

in unterschiedlichem Maße in der Lage. eingedrungenen Schwefelwasserstoff zu Thiosulfat zu 

oxidieren und damit zu entgiften. Die Bildung von Sulfit und Elementarschwefel spielt eine 

untergeordnete Rolle. 

Die Toleranz gegenüber Schwefelwasserstoff ist nicht nur artspezifisch verschieden. son

dern kann sich auch auf Populationsebene unterscheiden. Individuen der Baltischen Platt

muschel Macoma baltlzica von sulfidischen Habitaten sind gegenüber Schwefelwasserstoff

belastung unter oxischen Bedingungen deutlich toleranter als solche von kaum belasteten 

Standorten. Bei hypoxischen Sulfidinkubationen unterscheidet sich die Toleranz von Vertretern 

der verschiedenen Populationen jedoch nicht. Die unterschiedliche Schwefelwasserstofftoleranz 

kann nicht auf die Ausbildung von sulfidinsensitiven Enzymen des oxidativen Stoffwechsels 

zurückgeführt werden. Cytochrom-c-Oxidase und Katalase sind bei den untersuchten Popula

tionen ähnlich sulfidempfindlich wie bei anderen marinen Arten. Enzyme des (anaeroben) En

ergiestoffwechsels, wie Malatdehydrogenase und Glutamatdehydrogenase, werden jedoch von 

Schwefelwasserstoff nicht beeinflußt. 

·wichtig für die Höhe der Sulfidtoleranz ist die Menge des Schwefelwasserstoffs. der pro 

Zeiteinheit in die Gewebe der Tiere eindringt. Die Sulfiddiffusion in die Gewebe kann durch 

Schalenschluß oder durch Fällungsreaktionen in der Epidennis zumindest vorübergehend ver

ringert werden. 

Die Geschwindigkeit der Sulfiddiffusion läßt sich durch den apparenten Diffusionsko

effizienten für Gesamtsulfid D beschreiben. Dieser berechnet sich aus dem effektiven Radius 

des Tieres r„ und der Sulfidsättigungshalbwertszeit t wie folgt: 

D = 
r, 

3r 

Sulfidempfindliche Exemplare der Plattmuschel Macoma baltlzica von sulfidarmen 

Standorten weisen einen etwa doppelt so hohen Sulfiddiffusionskoeffizienten wie Exemplare 

der sulfidtoleranten Populationen auf. Die höhere Eindringgeschwindigkeit des Sulfids führt zu 

einer stärkeren Belastung des Stoffwechsels. verbunden mit einem länger wirksamen 

Rückgang der Cytochrom-c-Oxidase-Aktivität und dem Ergebnis einer höheren Letalität. 
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Die im Gewebe vorliegende Sulfidkonzentration hängt vom Verhältnis der Geschwindig

keiten der Sulfiddiffusion und Sulfidentgiftung ab. Die sich bei gegebener Sulfidaußenkonzen

tration c0 einstellende interne Sulfidgleichgewichtskonzentration c; läßt sich durch folgende 

Gleichung angeben: 

c, 
-kr//3D = c0 e 

Hierbei beschreibt k als apparente Entgiftungskonstante die Geschwindigkeit der Sulfidentgif

tung. 

Bei gegebenem Diffusionskoeffizienten und gegebener E ntgiftungskonstante hängt die 

interne Sulfidkonzentration vom Radius und damit von der Größe des Tieres ab. Bei ,Hacoma 

baltlzica konnte eine derartige Größenabhängigkeit der Sulfidentgiftung experimentell nachge

wiesen werden. Während bei großen Plattmuscheln die interne Sulfidkonzentration nach H2S

Inkubation gering bleibt. erhöht sich bei kleinen Tieren unter gleichen Bedingungen der Sulfid

gehalt im Gewebe stärker. Bei Unterschreiten einer bestimmten Minimalgröße (Grenzbereich 

Meiofauna/Makrofauna) ist daher eine effektive Sulfidentgiftung auf Dauer nicht mehr mög

lich. 

Der Ostracode CJprideis torosa zeichnet sich durch eine außerordentlich hohe Sulfid

und Sauerstoffmangeltoleranz aus. Obwohl der Sulfiddiffusionskoeffizient wie bei Macoma 

baltlzica durch zeitweiligen Schalenschluß verringert werden kann und die Tiere eine hohe 

Sulfidoxidationsleistung aufweisen, dringt Schwefelwasserstoff aufgrund der geringen Körper

größe (ca. l mm Länge) sehr schnell in das Gewebe ein. Die Tiere sind also nicht zu einer ef

fektiven Sulfidentgiftung in der Lage. 

Bei Verbesserung der Umweltbedingungen kann C_,prideis torosa jedoch eingedrunge

nes Sulfid wieder eliminieren. Bei der Beseitigung des Oxidationsproduktes Thiosulfat sind 

wahrscheinlich kommensalische Bakterien auf der Carapaxinnenseite des Ostracoden beteiligt. 

Wie Macoma baltlzica schaltet Cyprideis torosa bei zu hoher Sulfidbelastung auch unter 

oxischen Bedingungen auf Anaerobiose um. Aufgrund seiner hohen Sauerstoffmangeltoleranz 

kann der Ostracode auch bei Blockierung des oxidativen Stoffwechsels extrem lange überleben. 

Diese Fähigkeit zur Langzeit-Anaerobiose ist demnach eine der wichtigsten Voraussetzungen 

für das Besiedeln sulfidischer Habitate . 
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Einleitung 

Marine Weichbodensedimente lassen sich nach Fenchel & Riedl ( 1970) aufgrund des 

Redoxpotentials in eine obere. oxidierte und eine untere. reduzierte Zone unterteilen. die durch 

eine Redoxsprungschicht voneinander getrennt sind. Ging man zunächst davon aus. daß in der 

gesamten oxidierten Zone freier Sauerstoff mr Verfügung steht. so zeigten Untersuchungen 

mit Oi-Mikrolektroden. daß in küstennahen Sedimenten mit entsprechend hohem organischem 

Eintrag Sauerstoff nur wenige Millimeter eindringt (Revsbech et al. 1980. Meyers et al. 1987. 

Giere 1992). Die oxidierte Schicht entspricht also nicht. wie fälschlicherweise oft angenommen 

wurde. der oxischen Zone. Sauerstoff steht daher als Elektronenakzeptor für den Ahbau rnn 

organischem Kohlenstoff bereits in geringer Sedimenttiefe nicht mehr mr Verfügung. Ein ge

tragenes organisches Material wird dann unter Verbrauch von sekundären Elektronenakzep

toren wie Mn4+, N03-. Fe>+ und S04> bakteriell remineralisiert. Da Sulfat im Meerwasser in 

Konzentrationen von bis m 29 mM vorliegt (Tardent 1993 ). gehört die Sulfatatmung. bei der 

so42- sulfatreduzierenden Bakterien als terminaler Elektronenakzeptor dient. zu den domi

nierenden Prozessen im Sediment. Hauptprodukt dieser dissimilatorischen Sulfatreduktion ist 

Schwefelwasserstoff (J0rgensen & Fenchel 197-t J0rgensen 1977. 1990. Huxtable 1986. 

Widdel 1988, Köster 1993). Schätzungen gehen davon aus, daß in anoxischen marinen 

Sedimenten etwa die Hälfte des Abbaus von organischem Material über die dissimilatorische 

Sulfatreduktion abläuft (Meyer-Reil 1996). In tieferen Sedimentschichten lassen sich daher fast 

immer hohe Konzentrationen an Schwefelwasserstoff nachweisen. 

Bei hohem organischem Eintrag kann es auch unmittelbar auf der Sedimentoberfläche 

sowie in dem darüberstehenden Wasserkörper zu Sauerstoffmangel mit Schwefelwasserstoff

bildung kommen. Insbesondere die Ostsee hat durch die thermohaline Schichtung des Wasser

körpers saisonal häufiger darunter m leiden (W eigelt 1990. Babenerd 1991. Weigelt 1991 ), so 

daß Schwefelwasserstoff hier als wichtiger ökologischer Faktor angesehen werden muß. 

Wurden bisher anoxische Verhältnisse meist nur für die tieferen Zonen der Ostsee beschrieben. 

so kann jedoch auch in den Sedimenten von ansonsten sauerstoffreichen Flachwassergebieten 

durch angetriebene Algen- und Cyanobakterienmanen. die das Sediment bedecken, Sauerstoff

mangel entstehen (Norkko & Bonsdorff 1996). Insbesondere in den austauscharmen Förden 

und Bodden der Ostsee kommt es durch mnehmende, anthropogen bedingte Eutrophierung 

häufiger m Sauerstoffmangelerscheinungen mit Schwefelwasserstoffbildung (Nehring 1996). 

Auch im Wattenmeer der Nordsee können anoxische Zonen mit hohem Gehalt an Schwefel

wasserstoff als sogenannte "schwarze Flecken" unmittelbar an der Wattoberfläche auftauchen 

(Höpner & Michaelis 1994, Höpner 1996). Da es hierbei meinem massenhaften Absterben 

der hier siedelnden Tiere kommt, erregte dieses Phänomen selbst in der Presse Aufsehen 

(SPIEGEL 1996. ZEIT 1996). 



10 Einleitung 

Schwefelwasserstoff (H 2S) dissoziiert in Abhängigkeit vom pH-Wert zu HS- und s2-

(Millero 1986). In der vorliegenden Arbeit werden. sofern nicht ausdrücklich anders erwähnt. 

die Begriffe "Schwefelwasserstoff'. "Sulfid" und "H 2S" synonym für die Gesamtheit von s2-. 

Hs- und undissoziiertem H2S verwendet. Das pH-abhängige Verhältnis der drei Sulfidspezies 

kann mit Hilfe der pK-W erte berechnet werden. Die Literaturangaben hierzu, insbesondere zum 

pKrWert. schwanken jedoch beträchtlich. Millero ( 1986) nennt aus der Literatur Durch

schnittswerte von pK1 = 7.01±0.02 und pK2 = 13.78±0,74. Im schwach alkalischen Milieu des 

Meerwassers liegt somit der Hauptanteil des Schwefelwasserstoffs als HS--Ion vor. In tieferen 

Sedimenthorizonten kommt es zu einem pH-Rückgang. so daß der Anteil an undissoziiertem 

H2S ansteigt. 

Das undissoziierte H2S kann im Gegensatz zum Sulfid- (S 2-) und zum Hydrogensulfid

ion (HS-) als ungeladene Form leicht biologische Membranen passieren (Powell 1989. Bagari

nao & Vetter 1990) und so bis in Zellorganellen vordringen. In den Mitochondrien inhibiert 

Schwefelwasserstoff wie Cyanid das letzte Glied der Atmungskette. den Enzymkomplex IV. 

die Cytochrom-c-Oxidase ( National Research Council 1979. Bagarinao 1992 ). Dieser 

Komplex enthält zwei Häm-Moleküle (a. a 1) und zwei Kupferionen als prosthetische Gruppen. 

Er katalysiert den Elektronentransport vom Cytochrom c zum Sauerstoff. wobei die Elek

tronen durch das Häm a und das assoziierte CuA übernommen und schrittweise über Häm 

ay'Cu8 auf 0 2 übertragen werden (Urich 1990). H2S bindet reversibel. aber mit hoher Affinität 

an die Häm-ay'Cu8 -Gruppe und reduziert Cu2+ zu Cu+. Der resultierende stabile Komplex 

vermag Sauerstoff nicht mehr zu reduzieren. so daß damit die gesamte Atmungskette zum 

Erliegen kommt (Nicholls 1975. Nicholls & Kirn 198 l. 1982). Die wirksame Form des 

Schwefelwasserstoffs scheint hierbei das undissoziierte H2S zu sein, denn Nicholls & Kirn 

(1982) fanden eine Zunahme der Inhibition von Cytochrom-c-Oxidase mit sinkendem pH

Wert. Zusätzlich wiesen die Autoren die Bildung von SH'- Radikalen nach. die Sauerstoff ab

fangen, so daß er nicht mehr als Elektronenakzeptor der Atmungskette zur Verfügung steht. 

Auch andere Metall enthaltende Enzyme des oxidativen Stoffwechsels. wie Katalase und 

Oxidasen, können durch Sulfid inhibiert werden (Bagarinao 1992). Sulfid bindet mit hoher Af

finität auch an respiratorische Pigmente. wie Hämoglobin. Durch Veränderung des Porphyrin

ring-Systems ist das entstehende Sulfmethämoglobin nicht mehr in der Lage, Sauerstoff und 

C02 zu binden und zu transportieren (Somero et al. 1989. Abele-Oeschger & Oeschger 1995). 

Außerdem bewirkt Schwefelwasserstoff in cysteinhaltigen Proteinen die Spaltung von Disul

fidbrticken unter Bildung von Persulfidgruppen (R-SSH). so daß die Tertiärstruktur und damit 

die Funktionsfähigkeit der Proteine verändert wird. Dabei ist ein hoher pH-Wert Voraus

setzung; die wirksamen Spezies sind hier die HS-- und s2--1onen (Cavallini et al. 1970). Da die 

Disulfidbrücken von Membranproteinen ebenfalls betroffen sind, kann Sulfid durch die Verän

derung von Ionenkanälen auch als Neurotoxin wirken ( Bagarinao 1992). 
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Schwefelwasserstoff ist also ein hoch wirksames Gift. Das in sulfidischen Sedimenten 

lebende Zoobenthos muß demnach Strategien zur Sulfidvenneidung und -entgiftung bzw. zur 

Sulfidtoleranz entwickelt haben. Es ist schon lange bekannt, daß ein Überleben bestimmter 

Arten in sulfidischen Biotopen möglich ist. Insbesondere Weichbodenbewohner mit ausge

prägten Fähigkeiten zur Langzeit-Anaerobiose können auch bei Gegenwart von Schwefelwas

serstoff lange überleben (Theede et al. l %9. Theede 1973 ). Fenchel & Riedl beschrieben 1970 

erstmalig die Lebensgemeinschaft im reduziertem Milieu des Sedimentes. Für die hier lebende 

Meiofauna. die als "Thiobios" bezeichnet wurde (Boaden & Platt 1971 ). postulierte man sogar 

eine ökologische Notwendigkeit von Schwefelwasserstoff. was zu hoch kontroversen Diskus

sionen in der Literatur führte ( Reise & Ax 1979. 1980. Boaden 1980. Powell 1989. Giere 

1992). Die Entdeckung der Hydrothermalquellen in der Tiefsee im Jahre 1977 zeigte tatsäch

lich eine ökologische Notwendigkeit von Schwefelwasserstoff. der hier durch geochemische 

Prozesse entsteht (Edmond et al. 1982. Schmaljohann 1993 ). Hier ist ein Leben bei hohen 

Konzentrationen dieses Zellgiftes nicht nur möglich. sondern Schwefelwasserstoff dient sogar 

als energetische Grundlage für eine reichhaltige Fauna (Grassle 1985. Childress et af. 1987 ). Er 

wird von chemolithoautotrophen Bakterien zur Energiegewinnung mit Hilfe des in der Tiefsee 

reichlich vorhandenen Sauerstoffs oxidiert. Diese Schwefelbakterien, die mitunter als Endo

symbionten in anderen Organismen wie dem Röhrenwurm Riftia paclzyptila leben. stehen als 

primäre Nahrungsproduzenten am Anfang der Nahrungskette (Felbeck et al. 1981, Schmaljo

hann 1993). Die Lebensgemeinschaft der Hydrothennalquellen gehört demnach zu den weni

gen Biozönosen der Erde, die nicht von der Sonnenenergie, sondern letztendlich von geo

chemischen Prozessen gespeist wird. 

Sulfidoxidation durch ekto- und endosymbiotische Bakterien ist auch für einige Arten der 

Meiofauna aus Flachwasserbereichen beschrieben worden (Ott & Novak 1989, Ott et al. 1991, 

Giere 1992, On 1995). Auch bei einigen Muscheln aus küstennahen Gewässern, wie Th_vasira 

jlexuosa, Lucinoma borealis und Solemya reidi. sowie beim Herzseeigel Echinocardium cor

datum konnten symbiotische Beziehungen nachgewiesen werden ( Kraus et al. 1992. Temara et 

al. 1993, Dando et al. 1994). Im Makrozoobenthos der Ostsee sind solche Symbiosen bisher 

nicht bekannt, so daß die in Sulfidbiotopen lebenden Arten dem Schwefelwasserstoff unmittel

bar ausgesetzt sind. Die hier lebenden Organismen müssen demnach selbst Entgiftungsmecha

nismen entwickelt haben. 

Zur Vermeidung einer zu hohen Schwefelwasserstoffbelastung kann das im Sediment 

lebende Makrozoobenthos, dessen Bauten z.T. tief in den reduzierten Bereich hinunterragen, 

zunächst versuchen. durch Bioturbation und den damit verbundenen Irrigationsströmen die 

Sulfidkonzentration im unmittelbaren Umfeld gering zu halten. So pumpt beispielsweise der 

Wattwurm Arenicola marina ständig frisches. sauerstoffreiches Wasser durch seine Wohn

röhre. mit der Folge, daß die Schwefelwasserstoffkonzentration in seinem nahen Umfeld in der 
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Regel niedrig bleibt. Bioturbationsleistungen der Makrofauna führen somit zu Mikronischen im 

Sediment. die nicht nur durch chemische Parameter, sondern auch durch die hier lebende Meio

fauna erkennbar sind (Wetzel et al. 1995). In Tidengewässern fallen jedoch die Wohnbauten 

bei Niedrigwasser trocken. Durch die dann ausbleibende Irrigation können die Schwefelwas

serstoffkonzentrationen in den Wohnröhren von O auf 15 µM ansteigen (Völkel et al. 1995). 

Tiere, wie A marina, können dann den in den Körper eingedrungenen Schwefelwasserstoff 

erst während des darauffolgenden Hochwassers entgiften (Völkel & Grieshaber 1994. Gries

haber et al. 1995, Völkeletal. 1995). 

Ist der Schwefelwasserstoffgehalt des äußeren Mediums trotz Bioturbation zu hoch. so 

können schalentragende Tiere versuchen. durch Schalenschluß ein Eindringen von H2S in den 

Körper zu verhindern oder zumindest zu verzögern. Auch die Immobilisierung durch Fällung 

zu Metallsulfiden auf der Körperoberfläche wird als Sulfidauschlußmechanismus in der 

Literatur diskutiert. So zeigt der sulfidresistente Priapulide Halicryptus spinufosus nach Sulfid

inkubation eine Schwarzfärbung der äußeren Kutikula. wobei es sich um ausgefälltes Eisen

sulfid handelt. Da die Schwarzfärbung wieder verschwindet. sobald die Tiere mit Sauerstoff in 

Betiihrung kommen, wurde dieser Mechanismus mit einer "Batterie. die wieder regenerierbar 

ist", verglichen (Oeschger & Janssen 1991. Janssen & Oeschger 1992. Oeschger & Vetter 

1992). Die Wirksamkeit dieses Vorganges ist jedoch umstritten (Dubilier et a/. 1995). 

Über die Absenkung des internen pH-Wertes kann ebenfalls das Eindringen von H2S in 

das Gewebe vermindert werden. So liegt der pH-Wert bei marinen Evertebraten niedriger als 

der des umgebenden Meerwassers und kann unter hypoxischen wie auch unter sulfidischen 

Bedingungen aufgrund der Anhäufung saurer Stoffwechselprodukte noch weiter absinken 

(Groenendaal 1981, Pörtner et al. l984a. Völkel & Grieshaber 1992. Zimmermann & Jahn 

1996). Bei einer pH-Wert-Absenkung steigt der Anteil an undissoziiertem H2S an. Da haupt

sächlich das ungeladene H2S-Molekül durch Membranen diffundiert (Powell 1989). ist ein 

Gleichgewicht erreicht, wenn innen und außen die gleiche Konzentration an undissoziiertem 

H2S herrscht. Bei einem herabgesetzten inneren pH-Wert liegt dann aber eine geringere Ge

samtsulfidkonzentration vor. Anaerobiose muß jedoch nicht zwangsläufig zu einer pH-Wert

Absenkung führen. vielmehr hängt der interne pH-Wert von der Bilanz aus protonenliefemden 

und -verbrauchenden Reaktionen ab (Pörtner 1987). Entscheidend für die Wirksamkeit der ge

nannten Sulfidausschlußmechanismen ist letztendlich die Geschwindigkeit mit der Schwefel

wasserstoff in das Gewebe hineindiffundiert. Außer der theoretischen Arbeit von Powell 

( 1989), die sich mit Sulfiddiffusion bei Meiofauna beschäftigt, gibt es hierzu jedoch nur wenige 

Daten. 

Ist ein Ausschluß von Sulfid nicht mehr möglich. so daß es in das Körperinnere ein

dringt, kann es von vielen Organismen zur Entgiftung oxidiert werden. (Vismann 199 la, Jahn 

et al. 1992. Oeschger & Vetter 1992. Völkel & Grieshaber 1992, Hagerman & Vismann 
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1993). Ein Teil dieser Oxidation läuft in den Mitochondrien ab, wobei einige Arten sogar in der 

Lage sind. hieraus einen energetischen Nutzen zu ziehen (Oeschger & Vismann 1994, Völkel 

& Grieshaber 1994, 1996. Oeschger & Tschischka 1995. Tschischka & Oeschger 1995). Wird 

die Oxidationskapazität überschritten. dann inhibiert H2S die Cytochrom-c-Oxidase. und der 

oxidative Stoffwechsel kommt zum erliegen. Ein überleben ist dann nur noch durch Anaero

biose möglich (Jahn et al. 1992. Oeschger & Vetter 1992. Völkel & Grieshaber 1992. 1994. 
~ ~ 

Dubilier et a/. 1994). 

Es ist bereits bekannt. daß die hier geschilderten Anpassungsstrategien an Schwefel

wasserstoff bei den verschiedenen Arten unterschiedlich ausgeprägt sind und somit zu unter

schiedlichen Einnischungen in Sulfidbiotopen führen. So zeigten physiologische Vorunter

suchungen zu der vorliegenden Arbeit bei drei \'erschiedenen Polychaeten unterschiedliche 

Anpassungen an Schwefelwasserstoff. Der Seeringelwurm Hediste !Nereis) Jiversicolor hat 

eine hohe Entgiftungskapazität für eingedrungenes Sulfid. Diese Fähigkeit ist beim Wattwurm 

Arenicola marina etwas geringer. Der Polychaet Plzerusa plumosa reagiert dagegen äußerst 

empfindlich auf Schwefelwasserstoff und ist daher nur in gut durchlüfteten Böden zu finden, 

während A. marina und H. Jiversicolor auch sulfidische Bereiche besiedeln können (Jahn et al. 

1992). 

Auch bei nah verwandten Arten treten Unterschiede in der Sulfidtoleranz auf. Vismann 

( 1990) verglich die nereiden Polychaeten H ediste ( Ne reis) divers icolor und Neanthes ( Ne reis) 

virens und fand bei H. diversicolor eine deutlich höhere Toleranz gegenüber Sauerstoffmangel 

und Sulfid als bei N. virens. Beide Arten haben ähnliche ökologische Ansprüche und konkur

rieren daher miteinander im Biotop. In der Regel sind sie aber nicht am gleichen Habitat zu 

finden. Offensichtlich stellt die höhere Sulfidtoleranz von H. Jiversicolor einen Selektions

vorteil an sulfidischen Habitaten für die sonst gegenüber N. virens unterlegene Art dar. Auch 

Miron & Kristensen (l 993a. b) weisen auf den wichtigen ökologischen Faktor Schwefel

wasserstoff bei der Verteilung nereider Polychaeten hin. Hierbei könnte eine unterschiedlich 

ausgeprägte Fähigkeit zur Sulfidoxidation. <lie auch in den Mitochondrien abläuft, eine wichtige 

Rolle bei der Besiedelung sulfidischer Biotope spielen. Isolierte Mitochondrien der sulfidtole

ranten Arten Hediste (Nereis) diversicolor und Neanthes (Nereis) succinea zeigen höhere 

Sulfidoxidationsraten als die sulfidempfin<llichen Arten Neanthes (Nereis) virens und Nereis 

pelagica (Oeschger & Tschischka 1995, Tschischka & Oeschger 1995). 

Bei den nah verwandten Plattmuschelarten Macoma secta und Macoma nasuta wurden 

ebenfalls unterschiedliche Sulfidtoleranzen gefunden. die zu unterschiedlichen Besiedlungen der 

Habitate führen (Levitt & Arp 1991 ). Weitgehend unbekannt ist jedoch. ob auch Populationen 

derselben Art sich in ihrer Sulfidtoleranz unterscheiden. Hinweise hierauf gibt es bisher nur bei 

dem Echiuriden Urechis caupo (Arp et al. 1992). Bei dem Polychaeten Capitella capitata 

konnten Gamenick & Giere ( 1994) zwei morphologische Varianten mit verschiedener Ver-
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teilung im Sediment des S ylter Watts unterscheiden. Die in tieferen Sedimentschichten lebende 

größere Form zeigt eine höhere Toleranz gegenüber Sulfid als die kleinere in den oberen 

Schichten. Die Autoren schließen hieraus. daß es sich nicht um verschiedene Populationen, 

sondern um zwei Geschwisterarten handelt. die sich in ihrer Ökologie und Ökophysiologie 

voneinander unterscheiden. Neue genetische Untersuchungen. die noch eine dritte Population 

aus dem Mittelmeer mit einbezogen. bestätigten diese Vermutung (Gamenick & Giere 1996). 

Eine Reihe von Arten tritt sowohl an sulfidischen als auch an nicht sulfidischen Stand

orten auf, so daß sich die Populationen hinsichtlich ihrer Sulfidtoleranz durchaus unterscheiden 

könnten. Hierzu gehört die Baltische Plattmuschel Macoma haltlzica. die zu den häufigsten 

Muschelarten der Nord- und Ostsee zählt ( Beukema & Meehan 1985. Günther 199 l. Bons

dorff et a/. 1995 ). 

Spielt die Größe des Individuums eine Rolle bei der Resistenz gegenüber Schwefelwas

serstoff? Powell ( 1989) wies auf den Faktor Größe hinsichtlich der Sulfidentgiftung bei der 

Meiofauna hin. Es gibt bisher jedoch keine Untersuchungen. inwieweit die Tiergröße auch 

beim Makrozoobenthos die Sulfidentgiftung beeinflußt. 

In den letzten Jahren ist das Wissen über die ökophysiologischen Anpassungen des 

Makrozoobenthos an Schwefelwasserstoff wesentlich erweitert worden. doch liegen für das 

Meiobenthos bisher nur wenige Erkenntnisse vor. obwohl gerade Arten des Meiobenthos in 

hoch sulfidischen Habitaten siedeln (vgl. die "Thiobios-Problematik"). Ein häufiger Vertreter 

des Meiobenthos in Flachwasserhabitaten der Ostsee ist der Ostracode Cyprideis torosa (Heip 

1976, Herman & Heip 1982). Er tritt besonders an hochsulfidischen Standorten auf (Gamenick 

et al. 1996). Es liegen jedoch keine ökophysiologischen Untersuchungen an dieser Art vor. 

Die vorliegende Arbeit will dazu beitragen, die Kenntnisse der Anpassungsstrategien an 

den Umweltfaktor Schwefelwasserstoff zu vertiefen. Hierzu wurden Untersuchungen an zwei 

verschiedenen Arten des Zoobenthos. der Baltischen Plattmuschel Macoma haltlzica als 

Vertreter des Makrobenthos und dem Ostracoden Cyprideis torosa als Vertreter des 

Meiobenthos. durchgeführt. Dabei soll insbesondere auf folgende Fragen eingegangen werden: 

Worauf beruht die Toleranz der genannten Arten gegenüber Schwefelwasserstoff? 

Welche Entgiftungsmechanismen spielen für das Überleben in Sulfidhabitaten eine entschei

dende Rolle und welche sind von untergeordneter Bedeutung? 

Wie festgelegt sind die Mechanismen der Sulfidentgiftung auf Art-Ebene? Gibt es 

Unterschiede auch bei verschiedenen Populationen derselben Art? 
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Wie schnell dringt Schwefelwasserstoff in das Gewebe ein und wie wirkungsvoll wird er 

im Organismus entgiftet? 

Lassen sich diese Größen quantifizieren? 

Hängt die Sulfidentgiftung mit der Größe des Organismus zusammen? 

Gibt es grundsätzliche Unterschiede bezüglich der Sulfidentgiftung beim Meiobenthos 

und Makrobenthos? 

Die erzielten Ergebnisse sollen dazu beitragen. die Bedeutung von Schwefelwasserstoff 

als ökologischen Faktor und die daraus resultierenden Einnischungen der Arten in Sulfidbio

topen besser zu verstehen. 
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~Iaterial und ~Iethoden 

1 Versuchstiere 

Die Untersuchungen wurden an der Baltischen Plattmuschel Macoma balthica (L.) 

(Mollusca, Bivalvia, Eulamellibranchiata, Tellinidae; Abb. 1) sowie an dem Muschelkrebs 

Cyprideis torosa Jones (Arthropoda, Crustacea, Ostracoda; Abb. 2) durchgeführt. 

Die Plattmuschel Macoma balthica wurde aus einem Nordsee- und drei unterschied

lichen Ostseehabitaten entnommen, deren Lage aus Abb. 3a (Standort 1-4; Abb. 3b, c) ersicht

lich ist: 

1) Nordseewatt bei Darum-Neufeld, Weser-Ästuar, Sand (Abb. 3b). 

2) Sublitoralstation in der Kieler Bucht (Gabelsflach), Westliche Ostsee, 

54° 32,l'N, 010° 20,9'E, ca. 12 m Tiefe, Sand. 

3) Flaches Sublitoral Fährinsel, Insel Hiddensee, Südliche Ostsee, ca. 0,3 bis 1 m Tiefe, 

schlickiger Sand (Abb. 3c). 

4) Sublitoralstationen im Putziger Wiek der Danziger Bucht, Zentrale Ostsee: 

a) 54° 34,2'N, 018° 48,6'E, ca. 62 m Tiefe, Schlick; 

b) 54° 35,0'N, 018° 44,0'E, ca. 51 m Tiefe, Schlick; 

c) 54° 35,0'N, 018° 40,0'E, ca. 37 m Tiefe, Schlick. 

In der Kieler und der Danziger Bucht erfolgte die Probennahme von Bord der For

schungskutter "Littorina" und "Oceanograf 2". Mit einem van-Veen-Backengreifer bzw. mit 

einer Kastendredge wurde Sediment gesammelt, aus dem sich die Versuchstiere durch Sieben 

(Maschenweite 0,5 cm) gewinnen ließen. An den ufernahen Standorten wurden die Tiere von 

Hand gesammelt. 

Cyprideis torosa entstammte aus dem Eulitoral bei Boiensdorf (Wismarbucht, Westliche 

Ostsee, ca. 0 bis 0,3 m Tiefe, schlickiger Sand; Abb. 3a, Standort 5; Abb. 3d), wobei ein 

250-µm-Sieb zum Sammeln verwendet wurde. 

Macoma balthica wurde in temperaturkonstanten Räumen bei 5°C und 22%oS (Dorum

Neufeld und Kieler Bucht) bzw. 9%oS (Hiddensee und Danziger Bucht) mit Sediment vom 

jeweiligen Standort in belüfteten Aquarien gehältert. Die Hälterung von Cyprideis torosa er

folgte bei 16°C und 14%oS. 
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Abb. 1. Macoma balthica (Darum-Neufeld) 

Abb. 2. Cyprideis torosa, rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, Maßstab 100 µm (Foto: 
R. W indoffer) 
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Abb. 3. Karten der Probennahm estationen: (a) Übersichtskarte: (1) Dorurn-Neufeld, (2) 
Kieler Bucht. (3) Hiddensee. (4) Danziger Bucht und (5) Boiensdorf (Kartengrundlage : 
Seekarte Nr. 2613 "Nord- und Ostsee". Originalmaßstab 1:2.100.000, Verkleinerung auf 42%, 
mit Genehmigung des Bundesarn tes für Seeschiffahrt und Hydrographie - 8095.01/96 Z 1102) 
(b) Dorum-Neufeld (Kartengrundlage: Topographische Karte 2217 "Nordholz", Originalmaß
stab 1:25.000, Verkleinerung auf 42%, mit Genehmigung des Niedersächsischen Landesver
waltungsamtes -Landesvermessung- 84-659/96) 
(c) Hiddensee (Kartengrundlage: Topographische Karten N-33-51-A-c "Hiddensee" und N-33-
51-A-d "Schaprode", Originalmaßstab 1:25.000, Verkleinerung auf 42%, mit Genehmigung 
des Landesvermessungsamtes Mecklenburg-Vorpom mem vom 21.8.96) 
(d) Boiensdorf (Kartengrundlage: Topographische Karte N-32-72-C-c "Boiensdorf', Original
maßstab 1:25.000. Verkleinerung auf 42% , mit Genehmigung des Landesvermessungsamtes 
Mecklenburg-Vorpommern vom 21.8.96) 

" 

21 



22 Material und Methoden 

2 Abiotische Faktoren der Habitate 

Salinität und Temperatur des Meerwassers wurden beim Sammeln der Tiere mit einem 

Leitfiihigkeitsmeßgerät der Firma WTW (Conduktometer LF 191) bestimmt. Die Messung des 

Sauerstoffgehaltes erfolgte mit einem WTW Oximeter (Oxi 19 l ). ausgestattet mit einer WTW 

Tiefenelektrode EOT 190-4. In der Danziger Bucht wurden mit einem Wasserschöpfer 

Wasserproben gewonnen, deren Sauerstoffgehalt mit der Winkler-Methode bestimmt wurde 

(Grasshoff 1983, vgl. Kap. 3.3.3). 

Die Sulfidkonzentration wurde im Interstitialwasser der Probennahmestellen bestimmt. 

Hierzu wurden mit Hilfe eines Kernlotes nach Meischner & Rumohr ( 1974) oder mit einem 

van-Veen-Backengreifer Sedimentkerne genommen. Aus diesen Proben bzw. direkt aus dem 

Sediment der ufernahen Habitate wurde mit einem modifizierten Porenwasserheber nach 

Howes et a/. ( 1985) das Porenwasser extrahiert. Der Porenwasserheber (Abb. 4) bestand aus 

einem ca. 30 cm langen Glasrohr (Innendurchmesser ca. 1 mm) mit Skalierung zum Ablesen 

der Eindringtiefe. Am unteren Ende war eine mit mehreren Bohrungen versehene und mit 

Filterwatte gefüllte Kunststoffspitze aufgesetzt. Am oberen Ende wurde eine Einwegspritze 

zum Ansaugen des Porenwassers gesetzt. Über einen Hahn konnte die obere Öffnung ver

schlossen werden, so daß auch unter Wasser Proben genommen werden konnten. War das 

gewonnene Porenwasser trotz der Filterwatte getrübt, so wurde es mit einer Heraeus-Labora

toriumszentrifuge (Biofuge A) bei maximaler Drehzahl (ca. 14.500 g) eine Minute zentrifu

giert. Die Fixierung des Sulfids mit Methylenblau (s.u.) war innerhalb von fünf Minuten 

gewährleistet. 

Der Sulfidgehalt des Porenwassers wurde photometrisch nach der Methylenblau

Methode bestimmt (Cline 1969. vgl. Kap. 3.3.2). Im Vergleich zu den Ergebnissen anderer 

Arbeitsgruppen des Verbundprojektes zeigten sich am gleichen Habitat z.T. deutliche Unter

schiede in der Sulfidkonzentration im Sediment. Ein Methodenabgleich, der zwischen allen 

beteiligten Arbeitsgruppen des Verbundprojektes im Januar 1993 in Oldenburg durchgeführt 

wurde, bewies jedoch, daß diese Differenzen nicht auf Unterschiede in der Meßmethodik, son

dern auf die fleckenhafte Verteilung des Sulfids im Sediment zurückzuführen waren. 



Abiotische Faktoren der Habitate 23 

---- Einwegspritze 

----- Kunststoffspitze 

Abb. 4. Schema des verwendeten Porenwasserhebers. Weitere Erläuterung im Text 
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3 Experimentelle Inkubationen 

3.1 Hypoxische Inkubationen 

Unter "Hypoxie" wird in dieser Arbeit ein Sauerstoffgehalt von unter 10% Luftsättigung 

verstanden. Hypoxische Inkubationen mit und ohne Zugabe von Schwefelwasserstoff wurden 

in geschlossenen Erlenmeyerkolben (300 ml) durchgeführt. Hierzu wurde Meerwasser der 

entsprechenden Salinität (9 bzw. 22%cS) mit Stickstoff mindestens eine Stunde begast. An

schließend wurden die Gefäße mit Argon überschichtet. um eine Kontamination mit Luftsauer

stoff zu verhindern. Die gewünschte Sulfidkonzentration ( 100 oder 200 µM) wurde durch 

Zugabe von Na2S·9H20-Kristallen hergestellt. die zuvor zur Entfernung von Oxidations

produkten mit entgastem, destilliertem Wasser gewaschen und anschließend trockengerupft 

worden waren. Der pH-Wert des lnkubationsmediums wurde mit HCI auf 8.0 eingestellt. Vor 

dem Einsetzen waren die Platunuscheln einen Tag an die Versuchstemperatur ( IOcC) adaptiert 

worden. Sulfid- und Sauerstoffkonzentration sowie pH-Wert des Mediums wurden während 

des gesamten lnkubationszeitraumes regelmäßig kontrolliert (vgl. Kap. 3.3 ). Zu Beginn der 

sulfidischen Inkubationen sank der Sulfidgehalt schnell ab. so daß er stündlich durch Zugabe 

von Na2S korrigiert werden mußte. Hierbei wurde auch der pH-Wert überprüft und gegebenen

falls neu eingestellt. In der Regel war nach zwei bis drei Tagen der Restsauerstoff vollständig 

aufgebraucht. so daß auch der Sulfidgehalt dann mehr oder weniger konstant blieb. Um eine 

Vergiftung der Versuchstiere durch bakteriell entstehendes Sulfid zu verhindern (Levitt & Arp 

1991), wurde auch bei hypoxischen Inkubationen ohne Sulfid der H2S-Gehalt kontrolliert und 

das Inkubationsmedium mindestens alle drei Tage gewechselt. 

Bei dem Ostracoden Cyprideis torosa mußten die Inkubationsbedingungen wegen der 

geringen Tiergröße (Körperlänge ca. 1 mm) und der außerordentlich hohen Sulfidresistenz 

abgewandelt werden. Hypoxisch-sulfidische Experimente erfolgten hier in mit Argon über

schichteten Schnappdeckelgläschen (ca. 60 ml) mit künstlichem Meerwasser ( l6°C; J4%cS, 

gepuffert mit 10 mM HEPES. pH 7,8) bei I mM H2S (990±75 µM; 0 2<1 µM). 

Die Carapaxinnenseite von Cyprideis torosa ist durch Bakterien besiedelt (Giere & 

Windoffer 1994). Um den Einfluß dieser Bakterien auf die Sulfidakkumulation und -oxidation 

im Gewebe der Ostracoden zu untersuchen, wurden die Tiere zunächst einen Tag in norm

oxischem Meerwasser mit einem Antibiotikagemisch aus Chlorarnphenicol, Gentarnycin und 

Streptomycin (jeweils IO mg·mI- 1) vorinkubiert und dann unter hypoxisch-sulfidischen Be

dingungen zusammen mit Antibiotika weiter inkubiert. Elektronenmikroskopische Aufnahmen 

zeigten nach dieser Behandlung lysierte Bakterien (Giere et al. 1995). 
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3.2 Oxische Inkubationen 

Als "oxische" Bedingungen wird hier ein Sauerstoffgehalt von über 50% Luftsättigung 

verstanden. Da Schwefelwasserstoff durch Sauerstoff oxidiert wird. mußten die oxisch-sul

fidischen Inkubationen in einem Durchflußsystem durchgeführt werden (Abb. 5). Exemplare 

von Macoma balthica wurden. nachdem sie an die Versuchstemperatur ( 10°C) adaptiert waren. 

in eine Durchflußkammer (ca. 0.5 1) gesetzt. durch die belüftetes Meerwasser (9 bzw. 227ccS) 

mit einer regelbaren Peristaltikpumpe (lsmatec) geleitet wurde (Durchflußgeschwindigkeit ca. 

0.5 l·h-1 ). Über eine zweite regelbare Peristaltik pumpe wurde eine Sulfidstammlösung (5 mM: 

pH 8,0; hergestellt aus gewaschenen Na2S·9H:O-Kristallen und durch Stickstoff entgastem 

Meerwasser entsprechender Salinität) kurz vor der Kammer dazugemischt. so daß die gewün

schte Sulfidkonzentration ( 100 oder 200 µM) in der Kammer eingestellt werden konnte. Die 

Flasche der Stammlösung war durch einen mit Argon gefüllten Gasballon verschlossen. Die 

gesamte Anlage befand sich in einem temperaturkonstanten Raum ( 10°C). wobei die 

Durchflußkammer zur Erhaltung der Temperaturkonstanz zusätzlich in einem Wasserbad lag. 

Sulfid- und Sauerstoffkonzentration sowie pH-Wert des Inkubationsmediums wurden regel

mäßig kontrolliert (vgl. Kap. 3.3). Durch Oxidation des Schwefelwasserstoffs und durch den 

Sauerstoffverbrauch der Versuchstiere sank die Sauerstoffkonzentration in der Kammer ab, lag 

aber selbst bei Inkubationen mit 200 µM H2S noch deutlich über 50% Luftsättigung. 

Oxisch-sulfidische Inkubationen mit C_,prideis torosa wurden in einem ähnlichen 

Durchflußsystem (Kammervolumen l ml) bei l mM H2S ( 1046± 131 µM: 198± 7 µM 0 2 bzw. 

70,2±2,6% Luftsättigung) mit künstlichem. belüfteten Meerwasser ( 147ccS. gepuffert mit 

10 mM HEPES, pH 7.8) und einer 100 mM H2S-Stammlösung bei einer Gesamtdurchfluß

geschwindigkeit von 83 ml·h- 1 durchgeführt. Das Durchflußsystem befand sich in einem tem

peraturkonstanten Wasserbad ( l 6°C). 
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Abb. 5. Versuchsanlage für oxisch-sulfidische Inkuhationen. Die Versuchstiere hefanden sich 
in der Durchtlußkam mer. durch die über zwei Peristaltikpum pcn gleichzeitig helüftetes Meer
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3.3 Abiotische Parameter der Inkubationen 

3.3.1 pH-Wert 

Der pH-Wert wurde mit einer Mikro-pH-Einstabmeßkette der Firma Ingold (Typ LoT-

406-M6-DXK-S7) und einem WTW-pH-Meter (pH 196) gemessen. 

3.3.2 Sulfid 

Die Bestimmung der Sulfidkonzentration erfolgte mit der Methylenblau-Methode (Cline 

1969, Gilboa-Garber 1971. APHA 1976. Fonselius 1983. Howarth et al. 1983. van Handel 

1987). Hierzu wurden 10 µl Diamin-Reagenz (2 g N.N-Dimethyl-p-phenylen-diamin-dihy

drochlorid/500 ml 6 M HCl) mit 1000 µl Probe (nach Bedarf mit sauerstofffreien Wasser 

verdünnt) und 10 µ1 Eisen-3-chlorid-Lösung (8 g FeCly6H20/500 ml 6 M HCl) versetzt und 

ca zehn Minuten bei Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert. Es entsteht im sauren Milieu. 

durch Eisenchlorid katalysiert. Methylenblau (Fonselius 1983 ): 

~NH2 

(C~~~ 

HzS • 

+ 
HzN~ 

~N(CH) 
3 2 

+ HCl 

er 
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Die Extinktion des Methylenblaus wurde mit einem Photometer (UV-1202, Shirnadzu) 

bei 670 nm gemessen. Von jeder Probe wurden drei Parallelen genommen. Eine Meßreihe er

gab, daß das Produkt über eine Woche stabil bleibt. Es war daher möglich, Sulfid aus 

Porenwasseranalysen (vgl. Kap. 2) sofort mit Diamin zu fixieren und erst später zu messen. 

falls kein Photometer unmittelbar zur Verfügung stand. 

Die Kalibrierung erfolgte im Bereich von 5 bis ..io µM H 2S. Hierzu wurde eine etwa 

10 mM H2S-Stammlösung durch Lösen von gewaschenen Na2S·9H 20-Kristallen in mit 

Stickstoff begasten destillierten Wasser hergestellt. mit Argon überschichtet und für die 

Eichkurve entsprechend verdünnt. Aufgrund des wechselnden Anteils an Kristallwasser des 

Natriumsulfids läßt sich eine exakte H2S-Konzentration nicht gravimetrisch einstellen. Die 

genaue Konzentration der Stammlösung mußte daher durch jodometrische Titration ermittelt 

werden (APHA 1976. Jander & Jahr 1986). Etwa 50 ml Wasser wurden mit genau 10 ml 

10 mM Jodlösung (ca. 20 g KI + 2.5381 g I2 /!). 2 ml 6 M HCI und genau 5 ml der H2S

Stammlösung versetzt. Es entsteht 13-. das mit H 2S weiter reagiert: 

H I -3 

~ 3 r- + 2 H+ + S 

Das überschüssige, gelb gefärbte 13- wurde mit 20 mM Natriumthiosulfatlösung mit 

Stärke als Indikator ( l g/100 ml) bis zum Farbumschlag titriert: 

Die H2S-Konzentration es berechnet sich dann aus: 

= (1) 

Hierbei ist c1 die Konzentration der Jodlösung ( 10 mM). V1 das Volumen der Jodlösung 

(10 ml), er die Konzentration der Thiosulfatlösung (20 mM). Vr das verbrauchte Volumen an 

Thiosulfat und Vs das eingesetzte Volumen des Sulfidstandards (5 ml). 
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Da Thiosulfat mit der Zeit durch den Luftsauerstoff oxidiert wird, mußte die exakte 

Konzentration der Thiosulfatlösung vor der Titration bestimmt werden. Hierzu wurden 

ca. 50 ml Wasser mit l ml 50%iger H2S04, 0,5 ml alkalischer Kaliumjodidlösung (60 g KI + 

30 g KOH/100 ml), 0,5 ml 1,85 M MnCh·5H 20 und genau 10 ml l,6 mM Kaliumjodat

lösung (356,67 mg KIOy'l) versetzt. Auch hier entsteht 13-, das mit Thiosulfat titriert werden 

kann: 

~ 3 1,-

6 mol verbrauchtes Thiosulfat entsprechen I mol KI0 3. Für die Konzentration der ver

brauchten Thiosulf atlösung cr gilt dann 

Cr (2) 

mit der Konzentration cI03 (1,6 mM) und dem Volumen Vr03 (10 ml) der Jodatlösung. Bei 

einer 20 mM Thiosulfatlösung sollten genau 5 ml Thiosulfat verbraucht werden. Es läßt sich 

daher für die exakte Konzentration der Thiosulfatlösung ein Korrekturfaktor f bestimmen. der 

in Gl. (l) eingesetzt wird (Grasshoff 1983): 

f = (3) 

3.3.3 Sauerstoff 

Der Sauerstoffgehalt des Inkubationsmediums wurde nach Winkler (Grasshoff 1983) 

bestimmt. Da Sulfid die Winkler-Bestimmung stört, mußte bei sulfidischen Lösungen eine 

modifizierte Sauerstoffbestimmung nach Ingvorsen & J~rgensen ( 1979) durchgeführt werden. 

Hierzu wurde das Medium zunächst in Winklerflaschen (ca. 100 ml) luftblasenfrei mit einem 

Schlauch überführt und das Sulfid durch Zugabe von 0.5 ml l M ZnS04 und l ml l M NaOH 

gefällt. Nachdem sich das gefällte Zinksulfid bei Dunkelheit für mindestens eine Stunde ab

setzen konnte. wurde der Überstand über einen Schlauch luftblasenfrei in eine kleinere 

Winklerflaschen (ca. 30 ml) überführt und mit 0.5 ml 1,85 M MnCii·5H 20 und 0,5 ml alka-
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lischer Kaliumjodidlösung (60 g KI + 30 g KOH/100 ml) versetzt. Hierbei wird Sauerstoff als 

Manganhydroxid gefällt: 

4 Mn2+ + 8 OH- ~ 4 Mn(OH)i 

Nach Absetzung des Niederschlags wurde er mit I ml 50%iger H2S04 gelöst: 

Das entstehende 13- wurde wie bei der Sulfidbestimmung (Kap. 3.3.2) mit Natriumthio

sulfat titriert: 

Da 1 mol Sauerstoff 4 mol verbrauchtem Thiosulfat entspricht, berechnet sich die 

Sauerstoffkonzentration c02 durch: 

= (4) 

Hierbei ist er die Konzentration der Thiosulfatlösung (20 mM ). Vr das verbrauchte Volumen 

an Thiosulfat, VF das Volumen der Winklerflasche und VR das Volumen der zugesetzten Rea

genzien ( 1 ml). Die exakte Konzentration der Thiosulfatlösung wurde mit Hilfe von Kalium

jodat wie oben beschrieben (Kap. 3.3.2) ermittelt. Einsetzen der Thiosulfatkonzentration und 

des Korrekturfaktors /liefert: 

[µmol·I-1) (5) 
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4 Toleranzversuche 

Zur Ennittlung der Toleranz gegenüber Sauerstoffmangel und/oder Schwefelwasserstoff 

wurden die Versuchstiere unter hypoxischen. hypoxisch-sulfidischen und oxisch-sulfidischen 

Bedingungen. wie in Kap. 3 beschrieben. inkubiert und die Zahl der überlebenden Tiere täglich 

gezählt Als Überlebenskriterium diente die Bewegungsfähigkeit bzw. die Schließmuskel

aktivität nach mechanischem Reiz. Abgestorbene Tiere wurden aus den lnkubationskammem 

entfernt Der Zeitpunkt. nach dem die Hälfte der Tiere gestorben waren. wurde als LT50 ( "lethal 

time") bezeichnet (Clark 1992). 

5 Chemische Analysen im Gewebe der Versuchstiere 

5.1 Reduzierte Schwefelkomponenten 

Die Bestimmung der Gewebskonzentrationen an Sulfid, Thiosulfat, Sulfit und reduzier

tem Glutathion erfolgte mittels Hochleistungs-Flüssigchromatographie (High-performance 

liquid chromatography = HPLC) über Derivatisierung mit Monobrombiman (Fahey et al. 

1980, 1981. Newton etal. 1981. Imai et al. 1984. Vetter et al. 1989). Biman (C 10H 11 BrN20 2) 

bildet im neutralen Milieu mit reduzierten Schwefelkomponenten (Thiole) fluoreszierende 

Derivate, die stabil, aber lichtempfindlich sind (Newton et al. 1981 ): 

+ RSH + HBr 

Es wurden einzelne Exemplare von Macoma balthica ohne Schale und ohne Kristall

kegel homogenisiert. Bei Cyprideis torosa wurden für eine Probe etwa 100 Tiere (einschließ

lich Carapax} zusammen genommen und homogenisiert. Um die Masse der hierbei mit einge-
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gangenen Schalen zu bestimmen, wurden Exemplare gewogen, einen Tag bei 60°C getrocknet 

und erneut gewogen (Trockenmasse mit Schalen) und anschließend zwei Stunden bei 550°C 

erhitzt und wieder gewogen (Aschenmasse mit Schalen). Da die Asche der Weichteile im 

Vergleich zu den Schalen vernachlässigbar ist. konnte die Aschenmasse mit Schalen der 

Schalenmasse gleichgesetzt werden. 

Zur Analyse wurde das Gewebe der Versuchstiere (ca. 20 - 200 mg) trockengetupft. 

kleingeschnitten und in einem vorgewogenen Glashomogenisator (2 ml; Schütt) gewogen. 

Anschließend wurde es mit 20 µ130 mM Biman (0.8 mg/100 µl Acetonitril; Calbiochem) und 

200 µl HEPES-Puffer (Fluka: 200 mM: pH 8.0) mit einem Glaspistill (Schütt) homogenisiert 

und in einem Eppendorfgefäß zehn Minuten bei Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert. 

Das Gewebe wurde mit einer Heraeus-Laboratoriumszentrifuge (Biofuge A) bei maximaler 

Drehzahl (ca. 14.500 g) kurz abzentrifugiert. Vom Überstand wurden 110 µl mit 100 µl 

Acetonitril (Fluka) für zehn Minuten bei 56°C zur Proteinfällung inkubiert. Die Erhitzung 

führte nicht zu einer Zersetzung der Derivate. wie mit Standards ermittelt werden konnte. 

Anschließend wurden zur Stabilisierung der Derivate 290 µl 25 mM Methansulfonsäure 

(Fluka) hinzugegeben. Die Proben konnten dann dunkel und küW mehrere Tage gelagert wer

den. Unmittelbar vor Aufgabe auf die HPLC-Anlage wurden sie drei Minuten bei ca. 14.500 g 

zentrifugiert. Vom Überstand wurden 20 µl in die Anlage injiziert. 

Die Trennung erfolgte durch einen binären Gradienten mit folgenden Laufmitteln: 

Laufmittel A: 0,25%ige Essigsäure (Fluka); 

aus destilliertem. deionisierten (Seralpur Pro 90 C) Wasser: 

mit Natriumacetat (Sigma) auf pH 4.0 eingestellt 

Laufmittel B: Methanol (HPLC-grade: Biomol) 

Die Laufmittel wurden unter Vakuum im Ultraschallbad entgast. Zur Vermeidung von 

Kontamination durch Mikroorganismen. die zur Verstopfung der Kapillaren führt, wurde 

Laufmittel A vorher steril filtriert. Der Trennungsgradient ist aus Tab. 1 zu ersehen. 

Es wurde eine HPLC-Apparatur der Firma Kontron Instruments, ausgestattet mit dem 

Steuerprogramm Data System 450-MT (Version 3.01 ), verwendet. Das Programm steuerte 

über einen Multiport (Kontron PN 99-00290) die Zusammensetzung der Laufmittel und nahm 

gleichzeitig die Meßwerte auf. Die beiden Laufmittel wurden über zwei Zweikolbenpumpen 

(Kontron HPLC-Pumpe 420 mit Pumpenkopf 91-00504) in einer Mischkammer (Kontron 
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HPLC-Mixer 800; 91-00387) vermischt (Flußrate: 0.7 ml·min-1). Zur Probenaufgabe wurde 

ein Rheodyne lnjektionsventil mit einer 20-µ1-Probenschleife verwendet. Als Trennsäule diente 

eine 25 cm lange "reversed-Phase"-Cl8-Säule mit einer Korngröße von 5 µm der Firma Latek 

(250x4 Spherisorb Cl8-l 5µ) mit Vorsäule (Latek Kartuschensystem 3001-K mit ODS-1-5µ). 

Die Säule wurde nachts mit einer Flußrate von 0.05 ml·min- 1 mit Laufmittel B (Methanol) 

gespült Die Messung der Derivate erfolgte mit einem Spektralfluorimeter (Kontron SFM 25) 

bei einer Anregungswellenlänge von 380 nm. einer Emissionswellenlänge von 480 nm und 

einem Verstärkungsgrad von 400 V. 

Tab. 1. Trennungshedingungen der HPLC-Analyse rcdu1.icrtcr Schwefelkorn ponentcn. 

Laufmittel A: 0.257, ige Essigsäure (pH .i.m 
Laufmittel B: \1ethanol 
Injektionsvolumen: 20 µI 
Flußrate: 0.7 ml·min· 1 

Säule: 250x4 Spherisorh Cl8-l 5µ mitODS-1-5µ Vorsäule 
Anregungswellenlänge: 380 nm 
Emissionswellenlänge: 480 nm 

Zeit [min] Laufmittel B [ % ] 

0 12 

5 12 

7.5 18 

20 35 

29 39 

38 1 {)() 

39 1 ()() 

49 12 

50 12 

Zur Kalibrierung wurden Standards aus Na2S·9H 20 (in entgastem HEPES-Puffer; 

200 mM; pH 8,0), Na2S20 3 (in aqua dest.). Na2S03 und Glutathion (in 10 mM 

Methansulfonsäure) mit einer jeweiligen Konzentration von 10 mM hergestellt. Die exakte 

Konzentration des Sulfidstandards wurde jodometrisch ermittelt (vgl. Kap. 3.3.2). Von jedem 

Standard wurden 100 µl mit 100 µI 30 mM Biman und 300 µl HEPES-Puffer (200 mM: 

pH 8.0) versetzt und zehn Minuten bei Dunkelheit und Raumtemperatur inkubiert. Nach der 

Derivatisierung wurden 500 µI 50 mM Methansulfonsäure hinzugegeben. Die derivatisierten 
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Einzelstandards (1 mM) konnten bei Dunkelheit und -15°C gelagert werden. Aus jedem 

Standard wurden 10 µl entnommen und mit destilliertem, deionisierten Wasser auf 100 µ1 

aufgefüllt, so daß ein Multistandardgemisch mit einer Konzentration von 100 µM jedes Thiols 

entstand. Zu diesem Multistandard wurden 100 µl Acetonitril und 300 µl 25 mM Methansul

fonsäure hinzugegeben. Bei einem Injektionsvolumen von 20 µ1 wurden somit 400 pmol eines 

Thiols auf die Trennsäule auf getragen. Da der letzte Verdünnungsschritt der Aufbereitung der 

Gewebeproben glich (s.o.). brauchte er bei der Kalibrierung nicht berücksichtigt zu werden. 

Jeder Einzelstandard entsprach. da die Gewebeproben in 200 µl Puffer homogenisiert waren. 

einer Absoluunenge von 100 µmoJ.1- 1 • 200 µl = 20 nmol im Gewebe. Die berechnete Menge 

konnte dann auf die Gewebeeinwaage bezogen werden. Die Nachweisgrenze lag. je nach 

Fluoreszenzausbeute. bei etwa 0.1 µmol·l-l bzw. 0.02 nmol. Bei einer Einwaage von 100 mg 

konnten also noch 0.2 nmol·g-t Frischmasse nachgewiesen werden. Das Chromatogramm 

eines Multistandards zeigt Abb. 6 . 
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Abb. 6. Chromatographische Trennung eines Multistandardgemisches (100 µmoH·l bzw. 
20 nmol je Thiol). Der Verlauf des Gradienten ist mit eingezeichnet. Weitere Einzelheiten 
s. Tab. 1 
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Falls in einer Probe ein "Peak" nicht eindeutig einem Thiol zugeordnet werden konnte, 

wurde zur sicheren Identifizierung die Probe zusammen mit einem Einzelstandard noch einmal 

aufgegeben. Außerdem wurden einige Proben vor der Zugabe von Biman mit 2.2-Dithiodipy

ridin (2-Pyridyldisulfid: PDS: 50 mM) versetzt. PDS verhindert die Derivatisierung mit Biman 

(Vetter et al 1989). so daß es sich bei den "Peaks". die auch in den PDS-Kontrollen vorhanden 

waren. nicht um Thiole handeln konnte. 

5.2 Elementarer Schwefel 

Mit Monobrombiman werden nur reduzierte Schwefelverbindungen umgesetzt. andere 

potentielle Sulfidoxidationsprodukte. wie elementarer Schwefel. können mit dieser Methode 

nicht erfaßt werden. Um zu untersuchen. inwieweit auch elementarer Schwefel bei der Sulfid

oxidation gebildet wird. wurde der Schwefelgehalt von Gewebeproben nach Lauren & 

Watkinson (1985) und Nielsen (1994) mittels HPLC bestimmt. Elementarschwefel liegt in 

seiner stabilsten Form als S8-Ring vor und ist im Wasser praktisch unlöslich (Steudel et al. 

1987, 1988). Er muß daher mit organischen Lösungsmitteln extrahiert werden. 

Das trockengetupfte Gewebe (ca. 20 - 200 mg) wurde in flüssigem Stickstoff schockge

froren, in einem Porzellanmörser mit flüssigem Stickstoff gemörsert und in einem vorge

kühlten Glashomogenisator (Schütt) gewogen. Das Gewebe wurde unter Eiskühlung mit 

500 µl eiskalten Chloroform (HPLC-grade: Biomol) mit einem Glaspistill homogenisiert und 

quantitativ in ein gekühltes Eppendorfgefäß überführt. Das Gefäß wurde verschlossen und 

einen Tag unter Eiskühlung geschüttelt. Anschließend wurde es kurz bei etwa 10.000 x zentri

fugiert. Vom überstand wurden 20 µl in die HPLC-Anlage. die in Kap. 5.1 beschrieben ist. in

jiziert. 

Die Trennung erfolgte mit einer PRP-1 Säule (l50x4. 1 mm: Hamilton) mit Vorsäule 

(ODS-1-5µ; Latek). Als Laufmittel wurde ein Methanol-Chloroform-Gemisch (50:50: HPLC

grade, Biomol) verwendet. Ein Lauf dauerte 5.5 Minuten bei einer Flußrate von 1.5 ml·min-1• 

Über Nacht wurde die Säule mit 100% Methanol gespült (0,05 ml·min-1). Die Messung erfolg

te mit einem LDC UVIII Photometer bei einer Wellenlänge von 254 nm (Empfindlichkeit: 

0.002 a.u.f.s.). 

Zur Kalibrierung wurden 25.648 mg Schwefel (= 100 µmol S8) in 100 ml eiskaltes 

Chloroform gelöst und einen Tag unter Eiskühlung geschüttelt. Hiervon wurden 25 µl 
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(= 25 nmol S8) entnommen, mit Chloroform auf das Endvolumen von 500 µ1 aufgefüllt und 

auf die Säule aufgetragen. Die Nachweisgrenze lag bei etwa 0,1 nmol, so daß bei einer Ein

waage von 100 mg noch 1 nmol·g-1 Frischmasse gemessen werden konnten. Das Chromato

gramm eines Standards zeigt Abb. 7. 
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Abb. 7. Chromatographische Trennung von Elementarschwefel (25 nmol Sg). Laufmittel: 

Methanol-Chloroform (50:50): Injektionsvolumen: 20 µ!; Flußrate: 1.5 rnl·mm·l; Säule: PRP-1 
150x4.lmrn mit ODS-1-5µ Vorsäule: Wellenlänge: 254 nm 
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Hierbei ist ~E die Extinktionsdifferenz, E der millimolare Extinktionskoeffizient von NADH 

bei 340 nm (6.31 l·mmo1-1.cm- 1). d die Schichtdicke der Küvette ( l cm), VK das 

Gesamtvolumen in der Küvette und Vp das eingesetzte Probenvolumen in der Küvette. 

Für die Analyse wurde ein Puffer aus 0.1 M Triethanolamin (Fluka). 20 mM 

MgS04·7H20 (Fluka), 0,5 mM NADH (Biomol), 1,5 mM lnosin-5'-triphosphat (ITP: 

Boehringer Mannheim). 2,4 mM Phosphoenolpyruvat (PEP: Fluka) und 0.7 mM Coenzym A 

(CoA; Biomol) hergestellt und mit HCI auf pH 7.6 eingestellt. Hiervon wurden 600 µl mit 

100 µl Probe versetzt. Um das bereits in der Probe vorhandene Pyruvat zu entfernen. wurden 

zuerst 5 µl Pyruvatkinase/Lactatdehydrogenase (PK/LDH: Boehringer Mannheim) hinzuge

geben. Nach Ablauf der Vorreaktion wurde die Hauptreaktion durch Zugabe von 5 µ1 Succinyl

CoA-Synthetase (SCS; Boehringer Mannheim) gestartet. Die Extinktionsabnahme wurde bei 

340 nm mit einem Photometer der Firma Kontron (Uvikon 8 IOP) gemessen. Der Testansatz 

wurde zuvor durch Einsetzen einer l mM Succinat-Standardlösung überprüft. Nach Ablauf der 

Reaktion blieb durch eine Schleichreaktion eine kontinuierliche Extinktionsabnahme erhalten. 

die bei der Bestimmung von ~E rechnerisch berücksichtigt werden mußte. Aus dem korrigier

ten Extinktionswert wurde nach GI. (6) die Succinatkonzentration im Homogenat ermittelt. 

Unter Berücksichtigung von Extraktionsvolumen und Einwaage konnte daraus die Succinat

konzentration im Gewebe berechnet werden. 

5.4 Cytochrom-c-Oxidase 

Die Bestimmung der Aktivität der Cytochrom-c-Oxidase erfolgte nach Hand & Somero 

(1983). Hierzu wurde das kleingeschnittene Gewebe mehrerer Plattmuscheln (ca. l g) in 10 ml 

Kaliumphosphatpuffer (20 mM: pH 7.4) mit einem Heidolph-Homogenisator bei 300 rpm 

homogenisiert und 15 Minuten bei 2000 g und 0°C zentrifugiert (Heraeus Omnifuge). Das 

Pellet wurde in Puffer resuspendiert und erneut 15 Minuten (2000 g) zentrifugiert. Die Über

stände beider Zentrifugationen wurde zusammengegeben, mit I M Essigsäure auf pH 5,6 ein

gestellt (Säure-Präzipitation) und mit einer Ultrazentrifuge (Beckman Spinco LSO) 15 Minuten 

bei 5000 g und 0°C zentrifugiert. Das hierbei entstehende Pellet wurde in 500 µl Homogenisa

tionspuffer resuspendiert. 

Als Substrat wurde 25 mg Cytochrom c (Fluka) in 2 ml mit N2 begasten Kaliumphos

phatpuffer ( lO mM: pH 7,0; 1 mM EDTA) gelöst und mit einer Spatelspitze Natriumdithionit 

reduziert. Überschüssiges Dithionit und dessen Reaktionsprodukte mußten durch Gelfiltration 
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5.3 Succinat 

Der Succinatgehalt im Gewebe der Tiere wurde als Indikator für einen anaeroben Stoff

wechsel verwendet (Gäde & Grieshaber 1989). Bei Macoma balthica wurden dazu ganze Tiere 

(ohne Schale und Kristallkegel) untersucht. Für die Succinatanalyse von C_vprideis torosa wur

den etwa 300 Tiere für eine Probe zusammengenommen. 

Unmittelbar nach den experimentellen Inkubationen (vgl. Kap. 3) wurde das Gewebe 

(ca. 100 mg) trockengetupft und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Das tiefgefrorene 

Gewebe wurde in einem vorgekühlten Porzellanmörser mit flüssigem Stickstoff pulverisiert 

und einem vorgewogenen und vorgekühlten Glashomogenisator (Schütt) überführt. Nach der 

Massebestimmung wurde es mit dem etwa zehnfachen Volumen (m/V) an eisgekühJter 0.33 M 

Perchlorsäure unter Eiskühlung mit einem Glaspistill homogenisiert und anschließend zehn 

Minuten bei ca. 10.000 g unter Kühlung zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 5 M KOH und 

3 M KHC03 neutralisiert. Das entstandene schwerlösliche Kaliumperchlorat wurde in zwei 

Minuten bei ca. 10.000 g abzentrifugiert. Bei der Überführung des Überstandes in ein neues 

Gefäß erfolgte die Volumenbestimmung. Die Perchlorsäureextrakte konnten dann tiefgefroren 

gelagert werden. 

Die Succinatkonzentration der Extrakte wurde enzymatisch nach Beutler ( 1985) be

stimmt. Das Prinzip der Methode beruht auf der enzymatischen Umsetzung von Succinat, 

wobei im stöchiometrischen Verhältnis NADH zu NAD+ oxidiert wird: 

scs 
Succinat + ITP + CoA ~ Succinyl-CoA + IDP + P, 

PK 
IDP + PEP ~ ITP + Pyruvat 

I..DH 
Pyruvat + NADH + H+ ~ L-Laktat + NAD+ 

Im Gegensatz zu N AD+ absorbiert N AD H bei 340 nm, so daß es bei dieser Wellenlänge 

zu einer Extinktionsabnahme kommt. Über das Lambert-Beersche Gesetz kann die Konzen

tration c an verbrauchten NADH. das der Succinatkonzentration entspricht, berechnet werden: 

c = (6) 
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entfernt werden. Hierzu wurde Sephadex G-25 in Phosphatpuffer (10 mM; pH 7,0; 1 mM 

EDTA) äquilibriert und mit Stickstoff begast Anschließend wurde die Lösung auf Sephadex

röhrchen, die jeweils in einem Zentrifugenröhrchen saßen, verteilt und zwei Minuten bei 

2CXX) g und 0°C zentrifugiert. Jeweils 500 µl gereinigte Cytochrom-c-Lösung wurden durch 

Auftragen auf ein Sephadexröhrchen und Zentrifugation für zwei Minuten bei 2000 g und 0°C 

gewonnen. Die gereinigten Lösungen wurden gesammelt. mit Argon überschichtet und waren 

für mehrere Tage bei -15°C haltbar. 

Die Aktivitätsmessung erfolgte photometrisch mit emem Kontron-Uvikon-941-

Photometer. Hierzu wurden 500 µl Kaliumphosphatpuffer (200 mM: pH 6.0; l mM EDTA) 

mit 50 µl Cytochrom-c-Lösung versetzt. Die Reaktion wurde mit 10 bis 100 µl Probe gestartet. 

wobei das Gesamtküvettenvolumen mit destilliertem Wasser auf 1000 µl au~geglichen war. 

Die zeitliche Extinktionsänderung wurde bei 550 nm gemessen. Da das Substrat im Überschuß 

vorlag, lief die Reaktion mit konstanter Geschwindigkeit ab. Nach GI. (6) konnte die zeitliche 

Konzentrationsänderung (millimolarer Extinktionskoeffizient E für Cytochrom c = 

18,5 l·mmo1-1.cm- 1) und hieraus die Enzymaktivität in U·ml- 1 berechnet werden. wobei 1 U 

("unit") definiert ist als ein Substratumsatz von l µmol·min- 1• Parallel wurde der Proteingehalt 

der Proben bestimmt (vgl. Kap. 5.8). so daß die Enzymaktivität auf den Proteingehalt (U·mg- 1 

Protein) bezogen werden konnte. 

Zur Bestimmung der lnhibitionskonstante K1 für H2S (50% Hemmung) wurde die 

Enzymaktivität nach Zugabe verschiedener Sulfidkonzentrationen gemessen. Durch Auf

tragung der Enzymaktivität gegen die H2S-Konzentration konnte mittels eines Computerpro

gramms nach Job etal. (1978) die lnhibitionskonstante ermittelt werden. 

5.5 Katalase 

Katalase katalysiert den Abbau von Wasserstoffperoxid: 

Zur Bestimmung der Katalase-Aktivität wurde das Gewebe (ca. 100 mg) in flüssigem 

Stickstoff gemörsert. in vorgekühlte Eppendorfgefäße eingewogen. mit dem etwa zehnfachem 

Volumen (m/V) an Kaliumphosphatpuffer (50 mM; pH 7,0; 0.1% Triton X-100) versetzt und 
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mit Hilfe eines hochtourigen Zahnarztbohrers 30 Sekunden unter Eiskühlung homogenisiert 

Die Homogenate konnten dann bei -80°C gelagert werden. Vor der Messung wurde dru 

Gewebe zehn Minuten bei 14.500 g abzentrifugiert. 

Die Aktivitätsbestimmung erfolgte photometrisch (Kontron Uvikon 810P) nach Aeb: 

(1985). Als Substrat wurde eine 0,1 %ige H20rLösung aus 35 µ1 Perhydrol (30% H2Ü2, 

Merck) in 10 ml Phosphatpuffer (50 mM: pH 7 .0) verwendet. Die Extinktion der Substrat

lösung bei 240 nm wurde durch Zugabe von Puffer oder H20 2 auf etwa 1.35 Extinktions

einheiten eingestellt. Der Nullabgleich der Proben wurde mit einem Volumen von 10 bis 

100 µl, mit Phosphatpuffer auf 1000 µ1 aufgefüllt. durchgeführt. Zur Aktivitätsmessung wur

den 350 µ] der Substratlösung mit 550 bis 640 µ1 Phosphatpuffer versetzt. Die Reaktion wurde 

durch Zugabe der entsprechenden Probenmenge ( 10 bis 100 µl). bei einem Gesamtvolumen 

von 1000 µ1, gestartet. Der zeitliche Verlauf der Extinktionsabnahme (Verbrauch von H 202) 

wurde bei 240 nm gemessen. Der Testansatz wurde zuvor durch Einsetzen von 5 µ! eines 

Katalasestandards (Sigma: l mg/2.6 ml Phosphatpuffer = 1 U·m1- 1 nach Definition von 

Sigma, s.u.) überprüft. 

Katalase wird durch Substratüberschuß gehemmt (Aebi 1985). Die Messung konnte da

her nicht im Substratsättigungsbereich, sondern nur bei geringen H20rKonzentrationen durch

geführt werden. Es handelt sich dann nicht um eine Reaktion nullter Ordnung wie bei 

Cytochrom-c-Oxidase, bei der der Substratumsatz unabhängig ist von der Substratkonzen

tration, sondern um eine Reaktion erster Ordnung (Bergmeyer 1955). Hier ist der Substratum

satz proportional zur Substratkonzentration und ändert sich somit zeitlich. Es ist daher nicht 

möglich, nach GI. (6) die Enzymaktivität in U·mt- 1 zu berechnen. Stattdessen läßt sich die 

Enzymaktivität durch die Reaktionskonstante k ausdrücken. 

Für eine Reaktion erster Ordnung gilt: 

de 
= kc 

dt 
(7) 

Hierbei ist - dcldt die zeitliche Abnahme der Substratkonzentration c und k die Reaktions

konstante. 

Nach Integration zwischen der Anfangskonzentration c0 und der Endkonzentration c bzw. 

zwischen der Zeit t = 0 und t = t erhält man: 

c l 
-f-dc = kfdt 

c,, C O 
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k = .!.1n~ (8) 
t c 

Da über das Larnbert-Beersche Gesetz Konzentration und Extinktion proportional sind. 

ist GI. (8) äquivalent zu: 

(9) 

Die Reaktionskonstante k läßt sich also aus der Anfangsextinktion E0 und der Extinktion E 

nach einer gemessenen Zeit t bestimmen. 

Die Firma Sigma definiert für ihre Katalasestandards eigene "Sigma units". Hier ist I U 

definiert als l µmol H20rUmsatz pro Minute. der bei pH 7 .0. 25°C. einer Anfangsextinktion 

von 0,450 ( 10,345 µmol H20ymI- 1} und einer Endextinktion von OAOO 

(9,195 µmol H20 2·mI- 1) gemessen worden ist. Es ist dabei zu beachten. daß diese Definition 

nur für diese Randbedingungen, insbesondere für den gegebenen Extinktionsbereich gültig ist. 

Da in der Literatur jedoch häufig die Katalase-Aktivität in diesen "Sigma units" angegeben 

werden, wurde die nach GI. (9) ermittelte Reaktionskonstante in "units" wie folgt umgerechnet. 

Nach den Bedingungen von Sigma (Extinktionsabnahme von 0,450 auf 0.400) werden 

1,150 µmol H20 2·mI-I umgesetzt. Bei einer Enzymaktivität von 1 U·mI- 1 (=l µmol·min-1.m1-1 

= l µmol·6<rl s-LmJ-I) werden somit 1.150 µmol·mI- 1 / l µmol·60- 1 s-1.m1- 1 = 69 s benötigt. 

Einsetzen in GI. (9) ergibt ein k von 1.707· 10-3 -s- 1• Dieser Wert liefert reziprok einen Um

rechnungsfaktor von 585.82 s. Es konnte so neben den Reaktionskonstanten die Katalase

Aktivitäten in U·mI- 1 angegeben werden. Die Daten wurden auf den Proteingehalt bezogen 

(vgl. Kap. 5.8). 

Zur Ermittlung der Inhibition wurde die Probe bei unterschiedlichen Sulfidkonzentra

tionen 15 Minuten inkubiert und dann wie oben beschrieben gemessen. Hieraus wurde die 

Inhibitionskonstante K, für H2S. wie unter 5.4 beschrieben. berechnet. Zur Kontrolle wurde 

auch die Inhibition durch Natriumazid bestimmt. 
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5.6 Malatdehydrogenase 

Malatdehydrogenase (MDH) katalysiert folgende Reaktion: 

Oxalacetat + NADH + H+ -t Malat + NAD+ 

Das Gewebe (ca. 100 mg) wurde in dem etwa dreifachen Volumen (m/V) an Extrak

tionspuffer (50 mM Imidazol-HCI: 5 mM EDTA: 5 mM EGTA: 100 mM NaF: pH 7.0) mit 

einigen Kristallen von Phenylmethylsulfonylfluorid als Protease-Inihibitor in einem Glashomo

genisator (Schütt) homogenisiert. Das Homogenat wurde 30 Minuten bei 14.500 g zentrifugiert 

und der Überstand durch Gelfiltration gereinigt (Sephadex G-25: l Minute Zentrifugation bei 

1900 g). 

Die Aktivitätsmessung im überstand erfolgte photometrisch nach Meinardus-Hager & 

Gäde (1986). Hierzu wurden 775 µ! Triethanolpuffer (50 mM: pH 7.6) mit 15 µI NADH 

( 15 mM) und 10 µl Probe versetzt. Die Reaktion wurde mit 200 µl Oxalacetat (0.5 mM) gestar

tet. Der NADH-Verbrauch wurde bei 340 nm gemessen. Über GI. (6) konnte hieraus der zeit

liche Substratumsatz berechnet (vgl. Kap. 5.4) und auf den Proteingehalt bezogen werden (vgl. 

Kap. 5.8). Der Testansatz wurde mit MDH von Boehringer Mannheim überprüft. 

5.7 Glutamatdehydrogenase 

Glutarnatdehydrogenase (GDH) katalysiert folgende Reaktion: 

2-0xoglutarat + NADH + H+ + NH4+ -t Glutamat+ NAD+ + H20 

Der Gewebeaufschluß erfolgte wie unter 5.6 beschrieben. 

Die Messung erfolgte photometrisch bei 340 nm nach Meinardus-Hager & Gäde ( 1986). 

Hierzu wurden 980 µl eines Substratgemisches aus 20 mM 2-0xoglutarat. 100 mM Ammo

niumacetat und 1 mM ADP (pH 7.9) mit 10 µl NADH ( 15 mM) versetzt. Die Reaktion wurde 



Chemische Analysen 43 

mit 10 µ1 Probe gestartet Die Aktivitätsberechnung erfolgte wie bei MDH (Kap. 5.6). Der 

Testansatz wurde mit GDH von Boehringer Mannheim überprüft. 

5.8 Protein 

Die ermittelten Enzymaktivitäten wurden auf den Proteingehalt bezogen. Die Protein

bestimmung erfolgte nach Bradford ( 1976). Hierzu wurden die Proben l:100 mit 0.9l/ciger 

NaCl-Lösung verdünnt. 100 µl dieser Verdünnung wurden mit 1000 µl filtriertem Bradford

Reagenz (20 mg Coomassie Brilliant Blue G-250: 10 ml Ethanol: 20 ml 85%ige H3PO.,; mit 

aqua dest. auf 200 ml aufgefüllt) versetzt. kurz umgerührt und stehen gelassen. Der entstehende 

Proteinkomplex absorbiert bei 595 nm. neigt aber zur Präzipitatbildung. wodurch die Absorp

tion langsam wieder absinkt. Deshalb wurde die Extinktion bei 595 nm immer nach genau 

zehn Minuten gegen den Reagenzienblindwert ( 100 µl 0.9o/cige NaCl + 1000 µl Bradford

Reagenz) gemessen. Die Kalibrierung erfolgte mit einem Standard aus Rinderserumalbumin 

(BSA; Sigma; 200 µg·ml- 1 in 0,9o/cige NaCl) im Bereich von 0,4 bis 15 µg Protein. Die 

Eichkurve wurde einem Polynom zweiten Grades angepaßt. 

6 Apparenter DiffusionskoetrlZient und apparente Entgiftungskonstante 
ftir Schwefelwasserstoff 

6.1 Apparenter DiffusionskoefflZient 

Schwefelwasserstoff dringt durch Diffusion in das Gewebe der Tiere ein. Eine wichtige 

Kenngröße hierfür ist der Diffusionskoeffizient. Es wurde daher ein Verfahren zur Berechnung 

des apparenten Diffusionskoeffizienten für Gesamtsulfid entwickelt. das im folgenden be

schrieben wird. 

Wenn im Körper keine Sulfidentgiftung stattfindet. dann steigt die interne H2S

Konzentration gemäß der Sättigungskinetik nach Michaelis & Menten (1913) an und erreicht 
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schließlich die H2S-Außenkonzentration c0. Für die Innenkonzentration c zum Zeitpunkt t gilt 

daher: 

c(t) = C0 t 

r+r 
( 10) 

Hierbei ist 't analog zur Michaelis-Menten-Konstante die Zeit. nach der die Hälfte der Sätti

gungskonzentration c0 erreicht ist. 

Die Geschwindigkeit. mit der Sulfid in den Körper eindringt. wird zu Beginn. wenn kein 

Sulfid im Körper vorliegt. maximal sein. Mit Hilfe der Ficksehen Diffusionsgesetze 1:ißt sich 

diese Geschwindigkeit beschreiben. Nach dem ersten Ficksehen Gesetz ist der Fluß der Stoff

mengen in der Zeit t proportional zum Diffusionskoeffizienten D. zur Oberfläche A und zur 

Änderung der Konzentration c entlang der Diffusionsstrecke x: 

Jn 
Jr 

Je 
= -DA

Jx 
(11) 

Die Stoffmengen läßt sich über das Volumen V in Konzentration c umrechnen. 

n = cV 

Je A Je 
= -D--

Jr V Jx 
(12) 

Der Konzentrationsanstieg von Schwefelwasserstoff im Gewebe erfolgt also um so schneller. 

je höher der Diffusionskoeffizient D. das Oberflächen-Volumen-Verhältnis AIV und der 

Konzentrationsgradient 'iJdiJx ist. Um das Eindringen von Schwefelwasserstoff in den Körper 

bei gegebenen Konzentrationsgradienten zu verzögern. sollten benthische Tiere demnach ver

suchen. ihr Oberflächen-Volumen-Verhältnis oder den Diffusionskoeffizienten für Sulfid mög

lichst gering zu halten. Der geometrische Körper mit der kleinsten Oberfläche bei gegebenem 

Volumen ist die Kugel. Zur Bestimmung eines maximalen Diffusionskoeffizienten ist es also 

sinnvoll, den Tierkörper als Kugel zu beschreiben. 
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Das zweite Ficksehe Gesetz 

Je 
ar = 

45 

(13) 

beschreibt die Konzentrationsänderung in Abhängigkeit von der Steilheit des Konzentrations

gradienten. Hierfür gibt es eine Formulierung in Kugelkoordinaten (Berg 1993): 

Je = D-1 ~(r: Je) 
Jt r2 Jr Jr) 

Die Diffusionsstrecke x wird dabei durch den Kugelradius r ersetzt. 

( l .f) 

Ist die H2S-Innenkonzentration zu verschiedenen Zeitpunkten bekannt, dann läßt sich mit 

Hilfe der Differentialgleichung ( l.f) ein apparenter Diffusionskoeffizient für Gesamtsulfid. der 

alle Diffusionsbarrieren im Körper zusammenfaßt. berechnen. Hierbei muß berücksichtigt 

werden. daß der korrekte Diffusionskoeffizient nur zu Beginn. wenn die Diffusion maximal ist. 

bestimmt werden kann. Dann gilt: 

t << "C 

GI. (10) vereinfacht sich dann 

c (t) ~ Co 
-t 
r 

und läßt sich differenzieren: 

Je eil 
= ( 15) 

Jt r 

GI. (15) in GI. (14) liefert: 

D _l ±-(r2 Je) = 
r2 ar ar 

c 
" 
r 

(16) 
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Substitution mit 

liefert: 

u = 
, de 
r

dr 

J U C0 , 
D = -r 

J r r 

Material und Methoden 

Der Diffusionsweg beginnt an der Oberfläche ( r = 0) und läuft entlang des Radius bis 
~ ~ ~ 

zum Mittelpunkt mit dem effektiven Kugelradius r = r~. Die Gleichung wird daher zwischen O 

und u (r) bzw. zwischen O und '" integriert: 

UI rl r 

D f du 
1) 

e . 
= -" f r 2 dr 

r o 

D ,2 de = 
dr 

c 1 , 
-" -r 
r 3 ' 

An der Kugeloberfläche (r = 0) herrscht die Außenkonzentration c0, im Zentrum (r = re) 

die Innenkonzentration ci, die zu Beginn O ist. Dies sind die Grenzen der zweiten Integration: 

"· =() 

D f de I c, 1 's· - =i = --'r ,.--or 
3 r ' 

11 

-De ,, 
l c„ 1 1 = ---r 
3 r ' r, 

D = 
r, 

(l 7) 
3r 

Mit Hilfe von GI. ( 17) läßt sich der apparente Diffusionskoeffizient direkt aus meßbaren 

Größen. dem effektiven Radius re und der Sättigungshalbwertszeit t. bestimmen. 
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Der effektive Radius r~ kann aus dem Kugelvolumen und damit letztendlich aus der 

durchschnittlichen Frischmasse der Tiere m mit dem Wassergehalt w und der Dichte des 

Wassers p abgeschätzt werden: 

4 1 
V = -,r r 

3 

r = ~~ ~ 

V 
wm 

= 
p 

re = vffi . (18) 

Die Sättigungshalbwertszeit 't läßt sich aus der reziproken Form der GI. (10) bestimmen 

(Linearisierung nach Llneweaver & Burk 1934): 

r 1 1 
= --+- (19) 

c c0 t C0 

Hierbei wurde bei sulfidischen Inkubationen die Gesamtschwefelkonzentration nach unter

schiedlichen Inkubationszeiten. wie in Kap. 3 und 5 beschrieben, im Gewebe gemessen. Diese 

Gesamtschwefelkonzentration setzt sich zusammen aus den Gewebekonzentrationen von 

Sulfid (H2S + HS- + s2-). Thiosulfat (S 20/-). Sulfit (503
2-) und Elementarschwefel (S 8), 

abzüglich der Kontrollwerte (für t = 0) und unter Berücksichtigung der stöchiometrischen 

Verhältnisse. Der Kehrwert der Gesamtschwefelkonzentration 1/c wird gegen den Kehrwert 

der Inkubationszeit 1/t aufgetragen. Aus der resultierenden Geradengleichung (GI. 19) läßt sich 

die Halbwertszeit direkt berechnen. 
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6.2 Apparente Entgiftungskonstante 

Eingedrungener Schwefelwasserstoff wird im Organismus oxidiert und damit entgiftet. 

Da die Entgiftung im Gewebe unmittelbar nach dem Eindringen einsetzt. muß es sich hierbei 

um eine Reaktion erster Ordnung handeln (Powell 1989). Die Abnahme der 

Sulfidkonzentration c mit der Zeit t ist daher proportional zur aktuellen Sulfidkonzentration im 

Körper. Es gilt: 

de 
dt 

= kc (20) 

Hierbei ist die Proportionalitäts konstante k die apparente E ntgiftungskonstante. die die Wirk

sarnkeit der Sulfidentgiftung im Körper beschreibt. Wie beim apparenten Diffusionskodfi

zienten umfaßt diese Konstante alle entsprechenden Prozesse innerhalb des Organismus. 

Im Körper laufen beide Prozesse. Diffusion und Entgiftung. gleichzeitig ab. Es stellt sich 

ein Gleichgewicht ein. bei der Diffusion und Entgiftung mit entgegengesetzt gleicher Ge

schwindigkeit ablaufen, so daß sich die H2S-Innenkonzentration zeitlich nicht mehr verändert. 

Die Höhe dieser Gleichgewichtskonzentration entscheidet letztendlich über die Effektivität der 

Entgiftung. Aus der Kombination von GI. ( 14) und (20) erhält man: 

de = D-;.i_(/ dc)-kc = 0 
dt ,- d r dr 

D _l i_(,2 d c) = k c 
r 2 d r d r 

(21) 

Diese Differentialgleichung läßt sich analog zu GI. ( 16) lösen. Durch Substitution mit 

2 a c 
u = r -

dr 

und Integration zwischen O und u (r) bzw. zwischen O und re erhält man: 

u ( r) r, 
=> D f du = k cf r1 d r 

0 1) 

D , de 1 ' ,- - = k c-,-a, 3 < 



Diffusionskoeffi.zient und Entgiftungskonstante 49 

Die Grenzen der zweiten Integration sind der Beginn des Diffusionsweges, die Kugel

oberfläche (r = 0) mit der Außenkonzentration c0• und das Ende des Diffusionsweges. der 

Mittelpunkt der Kugel (r = re) mit der Gleichgewichtsinnenkonzentration c;: 

c, l l r, 

D f-Jc = -kr-'f,-~a, 
c 3 e 

C,; f) 

D ln ..s_ l 1 l 
= --k ,- -

Co 3 e r, 

I c, k rc 
e (22) n- = ---

Cq 3D 

k = 3 D l c,1 -, n- (23) 
r, c 

1 

Mit GI. (17) liefert G 1. (23 ): 

=> k = 
3 r} l c0 --n-

3 r r} c; 

k = .!. in S!_ (24) 
r c, 

Die Entgiftungskonstante läßt sich mit GI. (24) aus der gemessenen H2S-Gleichge

wichtsinnenkonzentration C; bei vorgegebener Außenkonzentration c0 und aus der ermittelten 

Sättigungshalbwertszeit 't (GI. 19) berechnen. 

Umformung von Gl. (22) liefert: 

- k r 2 / 3D 
C; = C0 e ' (25) 

Hieraus läßt sich die H2S-Gleichgewichtsinnenkonzentration c; in Abhängigkeit vom effektiven 

Radius re (GI. 18) und damit von der Größe des Tieres berechnen. 
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7 Elektronenmikroskopische Untersuchungen 

In Zusammenarbeit mit Dr. R. Windoffer (Universität Hamburg) wurden elektronenmi

kroskopische Untersuchungen an Exemplaren der Plattrnuschel Macoma halthica vom Stan

dort Hiddensee durchgeführt. Es wurden sowohl frisch gesammelte als auch oxisch und sul

fidisch gehälterte Tiere untersucht. Hierzu waren die Tiere zuvor in 20-1-Aquarien mit sulfid

freiem Sand (oxische Bedingungen) bzw. mit Originalsediment aus Hiddensee (oxisch-sulfi

dische Bedingungen) gehältert worden. In beiden Aquarien wurde das Wasser belüftet. Regel

mäßige Sulfidmessungen im Sediment der Aquarien (vgl. Kap. 3.3.2) ergaben bei der oxischen 

Hälterung kein Sulfid und bei der oxisch-sulfidischen Hälterung Konzentrationen Z\vischen 100 

und 200 µM H2S. 

Neben Strukturuntersuchungen durch konventionelle Transm issions-E lektronenm ikrn

skopie wurden Elementaranalysen auf ultrastruktureller Ebene (Egerton 1986) mit Hilfr rnn 

EELS (Electron Energy Loss Spectroscopy) und ESI (Electron Spectroscopic Imaging) an 

einem Zeiss EM902 durchgeführt. Hierbei sind jedoch nur qualitative Aussagen möglich. 

Quantitative Analysen der Elementarkonzentrationen in verschiedenen Geweben erfolgten in 

Zusammenarbeit mit Dr. R. Windoffer und Dr. F. Meyberg (Universität Hamburg) mit Hilfe 

einer ICP-AES (Ion Coupled Plasma-Atomic Emission Spectroscopy). Das Gewebe wurde 

unter Druck in HN03 aufgeschlossen und danach in einem Perkin Eimer Plasma II analysiert. 

Nähere Einzelheiten zur Methodik sind in W indoffer et al. ( in Vorbereitung) beschrieben. 

8 Statistische Auswertung 

Aus den gemessenen Daten wurden die arithmetischen Mittelwerte mit Standardab

weichung berechnet. Aufgrund der teilweise geringen Stichprobenzahl wurde statt des parame

trischen !-Testes der nichtparametrische V-Test von Mann & Whitney zur Signifikanzüber

prüfung verwendet (Clauß & Ebner 1982). Durch eine einseitige Fragestellung konnte der Test 

verschärft werden. Die angesetzte Irrtumswahrscheinlichkeit lag bei 5%. 
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Ergebnisse 

1 Macoma balthica 

1.1 Abiotische Faktoren der Habitate 

Die Plattmuschel Macoma balthica ist in ihren Siedlungsbereichen unterschiedlichen 

Schwefelwasserstoffkonzentrationen ausgesetzt (Tab. 2). Die Stationen Dorum-Neufeld im 

Nordseewatt und Gabelsflach in der Kieler Bucht (Westliche Ostsee) zeichnen sich durch 

ganzjährige niedrige Sulfidkonzentrationen im Porenwasser des Sediments aus. Mit 12 m 

Wassertiefe befindet sich die Station Gabelsflach in der Regel noch oberhalb der thermohalinen 

Sprungschicht, wie an der hohen Sauerstoffsättigung und dem niedrigen Salzgehalt erkennbar 

ist. Die Standorte Hiddensee und Danziger Bucht sind dagegen durch stellenweise hohe Sulfid

konzentrationen gekennzeichnet. Das Sulfid ist jedoch nicht gleichmäßig, sondern unregel

mäßig im Sediment verteilt. Deshalb werden in Tab. 2 statt der Durchschnittswerte die Minima 

und Maxima angegeben, die neben den räumlichen auch die zeitlichen Variabilitäten wider

spiegeln. An allen Probennahmestellen werden die niedrigsten Sulfidkonzentrationen im Winter 

gemessen, während es im Sommer oft zu einem drastischen Anstieg des Sulfidgehaltes kommt 

(Tab. 3). Auch mit der Sedimenttiefe variieren die Sulfidkonzentrationen. An der Station Hid

densee liegt das Sulfidmaximum meist in etwa 3 cm Sedimenttiefe (mit bis zu 500 µM H2S) 

und nimmt dann mit zunehmender Sedimenttiefe langsam ab. In der Danziger Bucht werden 

Maximalkonzentrationen meist erst ab 7 cm Sedimenttiefe gefunden. Abb. 8 zeigt exempla

risch drei Profile. 

Trotz der großen zeitlichen und räumlichen V ariabilitäten bleibt deutlich, daß insbeson

dere der Standort Hiddensee als sulfidisches Habitat gekennzeichnet werden muß. Die hohe 

Sulfidbelastung dieses und des Standortes Boiensdorf (vgl. Kap. 2) über mehrere Jahre wird 

auch aus dem Tabellenanhang des Schlußberichtes von DYSMON 1 (l 994) deutlich. Hier fin

det sich auch umfangreiches Datenmaterial über meterologisch-hydrologische Faktoren, Sedi

menttemperatur, Salinität, pH-Wert, Redoxpotential, mittlere Korngrößen und Sortierungsko

effizienten, organischen Kohlenstoffgehalt, Wassergehalt sowie Sulfat-, Thiosulfat-, Chlorid-, 

Phosphat-, Nitrat- und Methankonzentrationen des Sedimentes. 
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Tab. 2. Schwefelwa.sserstoffkonzentration (Minimum - Maximum) im Porenwasser in 5 cm 
Sedimenttiefe sowie Sauerstoffgehalt und Salinität des darüberstehenden Wasserkörpers. Zur 
geographischen Lage der Standorte s. Abb. 3 

Standort H2S JµMl O, 1% Sätt.l Salinitit 1%.l 

Dorum 4- 11 22 

Kiel l - 13 95 15 

Hiddensee l - 432 84 10 

Danzi2 (62-rn-Station) 191 - 193 83 7 

Tab. 3. Schwefelwasserstoffkonzentration im Porenwassers des Sediments am Standort Hidden
see von 1992 bis 1995. Einzeh\'erte in µmol i- 1 

Tiefe 
16.6.92 23.8.92 8.12.92 25.4.93 lcml 20.6.93 3.11.93 13.7.94 30.9.94 18.5.95 
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Abb. 8. Schwefelwasserstoflkonzentration im Porenwasser des Sediments der Standorte Hidden
see (23. 8. 1992 und 8. 12. 1992) und Danziger Bucht (62-m-Station: 5. 9. 1994) 
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Durch die unterschiedliche Schwefelwasserstoftbelastung in den Habitaten ergab sich die 

Frage, ob Tiere der verschiedenen Populationen gleich auf Schwefelwasserstoff reagieren. Da

her wurden Exemplare der verschiedenen Habitate unter Hypoxie allein (Abb. 9a) sowie hyp

oxisch mit 100 µM H2S inkubiert (Abb. 9b). Die untersuchten Populationen zeigen sich hierbei 

gleichermaßen empfindlich gegenüber Sauerstoffmangel. Unabhängig vom Sulfidgehalt liegen 

die Letalzeiten für 50% der Tiere (LT50) bei 10°C bei 8 bis 12 Tagen. 

Dagegen zeigen sich unter oxischen Bedingungen bei 100 µM H2S deutlich unterschied

liche Überlebensfähigkeiten (Abb. 9c): Während bei Exemplaren aus der Kieler Bucht und aus 

Dorum-Neufeld die LTso-Werte ebenfalls bei etwa 9 bis 12 Tagen liegen, überleben unter den 

gleichen Bedingungen 50% der Danziger Tiere mehr als drei Wochen, der Hiddenseer Tiere 

sogar mehr als vier Wochen. 
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Abb. 9. Macoma balthica, Populationen aus der Kieler Bucht (22%oS), Dorum-Neufeld (22o/ooS). 
Danziger Bucht (9%oS) und Hiddensee (9o/ooS). Überlebensfähigkeit nach (a) Hypoxie, (b) hyp
oxischer Inkubation bei 100 µM H2S und (c) oxischer Inkubation bei 100 µM H2S (10°C) 
(Tierzeichnung dieser und der folgenden Abbildungen aus Stresemann 1992) 
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Zur Klärung der Frage, ob es sich bei den unterschiedlichen Reaktionen der verschiede

nen Populationen gegenüber Schwefelwasserstoff um reine Adaptationsphänomene handelt, 

wurde bei Exemplaren aus der Kieler Bucht und aus Dorum-Neufeld der Sulfidgehalt des 

Inkubationsmediums innerhalb von 14 Tagen langsam erhöht und dann die H2S-Resistenz un

ter oxischen Bedingungen ermittelt. 

Nach einer derartigen Anpassung steigt die Überlebensfähigkeit bei Individuen aus der 

Kieler Bucht deutlich an (Abb. 10). Der LT50-Wert beträgt dann, wie bei frischgesammelten 

Tieren aus Hiddensee, etwa vier Wochen. Bei Exemplaren aus Dorum-Neufeld ist dagegen 

kein Anstieg der Überlebensrate zu verzeichnen. 
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Abb. 11. .\facoma balthica. Populationen aus der Danziger Bucht und von Hiddensee. Überle
bensfähigkeit nach oxischer Inkubation bei 100 µM H2S (10°C; 9o/ooS). Untersucht wurden Ex
emplare unmittelbar nach dem Fang aus dem sulfidischen Habitat sowie nach einer mindestens 
dreimonatigen Hälterung im sulfidfreien Medium (aus Theede et al. 1995). 
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Die sulfidresistenten Tiere aus der Danziger Bucht und von Hiddensee zeigen kaum 

veranderte Reaktionen nach Anpassung an ein sulfidfreies Medium. Selbst nach dreimonatiger 

Hälterung der Tiere im normox.ischen Milieu ohne Gegenwart von Schwefelwasserstoff bleibt 

die hohe Sulfidtoleranz weitgehend erhalten (Abb 11) Die Überlebensfähigkeit der Tiere geht 

nur geringfügig zurück. 

1.3 Elektronenmikroskopische Untersuchungen 

Nach sulfidischen Inkubationen färbt sich der Mantelrand der Plattmuscheln intensiv 

schwarz. Die gleiche Färbung kann auch an frisch gesammelten Exemplaren aus sulfidischen 

Biotopen beobachtet werden. Hier sind auch die Schalen der Tiere zum Teil schwarz gefärbt. 

Um den Charakter der Schwarzfärbung des Gewebes und eine eventuelle Beteiligung bei der 

Sulfidentgiftung näher zu analysieren, wurden in Zusammenarbeit mit Dr. R. Windoffer und 

Dr. F. Meyberg (Universität Hamburg) elektronenmikroskopische Untersuchungen unter Ein

beziehung von Elementaranalysen an Exemplaren vom sulfidischen Standort Hiddensee durch

geführt. 

Die Schwarzfärbung tritt nur bei sulfidexponierten Tieren auf und verschwindet nach 

mehrwöchiger ox.ischer, sulfidfreier Hälterung wieder. Sie ist im inneren Mantelrand lokalisiert 

und reicht von der Periostracumgrube bis zu den Sinnespapillen, die ebenfalls noch gefärbt sind 

(Abb. 12a, b ). Sie beruht auf elektronendichten Einschlüssen, die innerhalb der Epidermiszellen 

des Mantelrandes und in der darunterliegenden basalen Matrix auftreten (Abb. l 2b und 13a-d). 

In der Matrix liegen die Einschlüsse sowohl extrazellulär (Abb. 13 b) als auch intrazellulär in 

Fonn kondensierter Granula im Cytoplasma von Amöbocyten vor (Abb. 13c), wobei die 

makroskopisch sichtbare Färbung hauptsächlich auf extrazellulären Einschlüssen beruht. Die 

Amöbocyten sind durch lange Ausläufer gekennzeichnet, in denen elektronendichte Granula 

beobachtet werden können (Abb. 13d). Dies legt die Vermutung nah, daß die extrazellulären 

Präzipitate über Phagocytose von den Amöbocyten aufgenommen werden. Das Auftreten von 

Granula unterschiedlicher Dichte weist auf eine sukzessive Verdichtung der Präzipitate hin 

(Abb. 14a-c). 
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Abb. 12 . . \!acoma balthica. (a) Schema des Mantelrandes. (b) Innere Epidermis des Mantel
randes mit elektronendichten Einschlüssen in den Epidermiszellen, der basalen Matrix und den 
Arnöl:x>c)ten; Maßstab 2 µrn (aus Windoffer et a/ .. in Vorbereitung) 
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Abb. 13. Macoma balthica, Hiddensee. (a) Elektronendichte Einschlüsse (~ ) innerhalb einer 
inneren Epidermiszelle; (b) Elektronendichte Einschlüsse ( ~ ) in der basalen Matrix ; (c) 
Elektronendichte Einschlüsse ( ~ ) innerhalb einer Am öbocyte ; (d) Elektronendichte Ein
schlüsse (~) in einem Ausläufer einer Amöbocyte; Maßstab 1 µm ; am : Amöbocyte, ma: 
basale Matrix , mv: Microvilli (aus Windoffer et al. , in Vorbereitung) 
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Abb. 14. Macoma balthica, Hiddensee. (a-c) Fortschreitende Kondensation der elektronen
dichten Granula in den Amöbocyten des Mantelrandes; Maßstab 0,5 µm (aus Windoffer et aL , 
in Vorbereitung) 
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ICP-AES-Multielementanalysen zeigen im Mantelrand frisch gesammelter Muscheln aus 

dem sulfidischen Sediment von Hiddensee deutlich höhere Konzentrationen an Schwefel, 

Kupfer, Eisen, Zink und Kalzium als im Fuß der Tiere (Tab. 4). Erhöhte Kupfer-, Eisen- und 

Schwefelwerte im Mantelrand können auch nach zweimonatiger sulfidischer Hälterung der 

Tiere gefunden werden, während bei sulfidfrei gehälterten Tieren die Metallkonzentrationen 

deutlich niedriger sind (Abb. l Sa-c ). 

Tab . .a. Jlacoma balthica. Hiddensee Konzentration YOn Kalzium. Kupfer. Eisen. Schwefel und 
Zink in µg·g·l Frischmasse im Fuß und Mantelrand fnschgefangcner Tiere (aus Windoffcr et a/. 
in Vorbereitung. verändert) 

Element Fuß Mantel 

(ul?.0 1?.-l FMJ [µg·1:ct FM) 

Ca 148.l 360. l 

Cu 6.1 214.7 

Fe 27.7 31 l.2 

s 981.4 1328.6 

Zn 28.2 112,7 

Mit Hilfe von EELS-Analysen konnte die Elementverteilung lokalisiert werden. Es zeigt 

sich, daß die elektronendichten Einschlüsse in den Epidermiszellen aus Schwefel und Zink oder 

aus Schwefel, Zink und Kupfer bestehen. In den Granula der Amöbocyten liegt meist Schwefel 

und Kupfer vor. In selteneren Fällen tritt hier an Stelle von Kupfer auch Eisen auf 

1.4 Schwefelkomponenten 

Die hohe Sulfidbelastung des Standortes Hiddensee zeigt sich auch an einem erhöhten 

Sulfidgehalt im Gewebe frischgefangener Plattmuscheln (Tab. 5). Insbesondere zum 

Jahresende steigt bei diesen Tieren der Sulfidgehalt des Gewebes stark an. Werden die 
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Muscheln unter oxischen Bedingungen gehalten, geht die Sulfidkonzentrationen im Gewebe 

signifikant zurück. 

Bei den Oxidationsprodukten Thiosulfat und Sulfit werden vor allem im Sommer höhere 

Konzentrationen im Gewebe gefunden. Im Sommer tritt demnach eine stärkere Sulfidoxidation 

auf als im Winter. 

Tab. 5 . . \lacoma balthica. Hiddensee. Konzcntrat10n Yon Sulfid. Thiosulfat und Sulfit 1m Grnc
be frisch gefangener Muscheln m nmol g·I Fnschmasse ± Standardabweichung (Anzahl der 
Meßwerte). *: Signifikanter Unterschied rur oxisch gehälterten Kontrolle (~0.05. ygl. Tab. 6d) 

23.8.92 8.12.92 24.4.93 23.6.93 3.11.93 U.7.94 30.9.94 
(n=5) (n=4) (n=o) (n=IO) (n=5) (n=5) (n=5) 

Sulfid 18± 8 * 322±239 173±69 * 78±42 * 55±6 * 62±61 112±60 * 

Tbiosulfat 65±66 * 22±46 0±0 4±9 0±0 218±87 * 2±3 

Sulfit 55±33 * 110±175 0±0 3±8 0±0 0±0 0±0 

Zur Untersuchung der Sulfidoxidationskapazität wurden Exemplare der unterschied

lichen Habitate aus der Kieler Bucht, dem Nordseewatt bei Dorum-Neufeld, der Danziger 

Bucht sowie von der Insel Hiddensee bei hypoxisch-sulfidischen und oxisch-sulfidischen 

Bedingungen inkubiert und anschließend die Konzentrationen an Sulfid sowie dessen Oxida

tionsprodukten im Gewebe analysiert. 

Nach hypoxisch-sulfidischen Inkubationen liegen bei den Plattmuscheln aller untersuch

ten Standorte signifikant erhöhte Sulfidkonzentrationen im Gewebe vor (Abb. 16a, Tab. 6a-d) 

Die Tiere sind also unter diesen Bedingungen nicht zu einer effektiven Sulfidentgiftung in der 

Lage. Insbesondere bei den sulfidempfindlichen Tieren aus der Kieler Bucht ist ein starker An

stieg des Sulfidgehaltes im Gewebe zu verzeichnen (Abb. 16a, Tab. 6a). Bereits nach einem 

Tag hypoxischer Inkubation bei 200 µM H2S steigt bei diesen Tieren die Konzentration signifi

kant an und erreicht nach vier Tagen knapp 400 nmol·g- 1 Frischmasse (FM). Bei den anderen 

Populationen ist der Sulfidanstieg nicht so stark ausgeprägt (Abb. 16a, Tab. 6b-d). 
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Abb. 16. Macoma balthica, Populationen aus der Kieler Bucht, Darum-Neufeld, Danziger Bucht 
und Hiddensee. Konzentration von (a) Sulfid und (b) Thiosulfat im Gewebe nach hypo:rischer 
Inkubation bei 200 µM H2S. Weitere Angaben wie Standardabweichungen, Anzahl der Meßwer
te und signifikante Unterschiede s. Tab. 6 
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Abb. 17. Macoma balthica, Populationen aus der Kieler Bucht, Dorum-Neufeld, Danziger Bucht 
und Hiddensee. Konzentration von (a) Sulfid und (b) Thiosulfat im Gewebe nach oxischer 
Inkubation bei 200 µM H2S. Weitere Angaben wie Standardabweichungen, Anzahl der Meßwer
te und signifikante Unterschiede s. Tab. 6 
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Tab. 6a. Afacoma balthica. Kieler Bucht. Konzentration von Sulfid. Thiosulfat, Sulfit, Gluta
thion und Elementarschwefel im Gewebe nach hypoxischer und oxischer Inkubation bei 
200 µM H2S (10°C, 22%oS) in nmol·g·1 Frischmasse± Standardabweichung (Anzahl der Meß
werte). *: Signifikanter Unterschied zum Kontrollwert (~0.05) 

Inkubation Sulfid Thiosulfat Sulfit Glutathion Schwefel 

[nmol·if 1 FM] lnmoh?-1 FMl lnmoh?:1 FMl lnmoh(1 FMl [nmol·g·1 FMJ 

Kontrolle 17± 6 (5) 41± 4 (5) 0± 0 (5) 759±160 (5) 10± 7 (10) 

1 d hooxisch 209±87 (5) * 5± 11 (5) 66±67 (5) 801±644 (5) 7± 8 (5) 

3 d hyooxisch 65±83 (5) 

4 d hvpoxisch 379±66 (5) * 0± ü (5) 119±110(5) * 1152±606 (5) 

6 d hypoxisch 325±53 (4) * 24± 19 (4) 51±74 (4) 799±656 (4) 13:t: 6 (6) 

3 h oxisch 54±27 (5) * 124± 99 (5) * Ü± 0 (5) 576± 92 (5) * 17± 8 Hl 

6 h oxisch 50±14 (5) * 169±107 (5) 0± 0 (5) 349± 98 (5) * 28± 18 (5) * 

8 h oxisch 44± 8 (5) * 2-16±102 (5) * 0± 0 (5) 397±140 (5) * 26±23 (-1) 

1 d oxisch 40±15 (9) * 164± 76 (9) * 0± 0 (9) -140±243 (9) * 19± -1 (5) * 

3 d oxisch 38±19 (5) * 87± -15 (5) 0± 0 (5) 675±112 (5) 27±10 (5) * 

6 d oxisch 94± 9 (5) * 340±125 (5) * 0± 0 (5) 669± 79 (5) 38±17(6)* 

Tab. 6b . • \facoma ba/thica, Dorum-Neufeld. Konzentration von Sulfid. Thiosulfat, Sulfit. Gluta
thion und Elementarschwefel im Gewebe nach hypoxischer und oxischer Inkubation bei 
200 µM H2S (l0°C. 22o/oo.S) in nmol-g-I Frischmasse± Standardabweichung (Anzahl der Meß
werte). •: Signifikanter Unterschied zum Kontrollwert (~0.05) 

Inkubation Sulfid Thiosulfat Sulfit Glutathion Schwefel 

lnmol·g·l FMl lnmol·g·l FMJ lnmol·1(1 FMl fnmol·g·l FMl Inmol·2:·1 FMJ 

Kontrolle 9±10 (8) 29± 30 (8) 0± 0 (8) 366±141 (8) l 9± 19 (5) 

1 d hyooxisch 2± 3 (5) 

2 d hyooxisch 69±29 (5) * 43± 21 (5) 238±236 (5) * 281± 95 (5) 

J d hyooxisch 131±52 (5) * 130± 45 (5) * 0± 0 (5) 325± 52 (5) 8± 9 (5) 

6 d hypoxisch 125±91 (4) * 69± 53 (4) 187±217 (4) 314±142(4) 8±10 (5) 

3 h oxisch 16±7(4) 75± 28 (4) * 0± 0 (4) 146± 42 (4) * 

6 h oxisch 20± 8 (4) 121±83(4)* 0± 0 (4) 250±53(4) 

9 h oxisch 23±16 (5) 161±106 (5) * 0± 1 (5) 252± 54 (5) 

1 d oxisch 33±29 (9) * 170±195 (9) * 4± 6 (9) 512±285 (9) 

2 d oxisch 33±37 (5) 176±132 (5) * 20±29 (5) 818±311 (5) 

4 d oxisch 16± 6 (3) 64± 14 (3) * 19±33 (3) 749±357 (3) * 
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Tab. 6c. )facoma ba/thica, Danziger Bucht. Konzentration von Sulfid. Thiosulfat, Sulfi~ Gluta: 
thion und Elementarschwefel im Gewebe nach hypoxischer und oxischer Inkubat.Ion bei 
200 µM H2S (l0°C. 9%oS) in nmoi-g- 1 Frischmasse ± Standardabweichung (Anzahl der Meß
werte). *: Signifikanter Unterschied zum Kontrollwert (p:50.05) 

Inkubation Sulfid Tbiosulfat Sulfit Glutathion Schwefel 

(nmol·g-t FM) [nmol·g-1 F:\1] lnmol·g-t FM) [nmol·g-1 FM) [nmol·i(1 FM) 

Kontrolle 1± 2 (5) 0± 0 (5) 0±0 (5) 218± 77 (5) 12± 9 {10) 

1 d bvooxiscb 28±10(5)* 0± 0 (5) 0±0 (5) 206± 58 (5) 21±37 (5) 

3 d bvpoxiscb 45±36 (5) * 0± 0 (5) 0±0 (5) 261±64(5) 11±8(5) 

6 d bvooxisch 23±14 (4) * 0± 0 (4) (}±{) (4) 156± 65 (4) 23± 16 (7) 

3 h oxisch 19±16 (5) * :12±27 (5) * 0±0 (5) 367±112 (5) * 

6 h oxisch 14±11 (5) * 30±26 (5) * 0:::0 (5) 333± 96 (5) * 

9 h oxisch 15± 6 (5) * 55±34 (5) * (}±{) (5) 485±168 (5) * 

1 d oxiscb 15±12 (10) * 68±80 (10) * 0±0 (10) 341±113 (10)* 15± 8 (5) 

2 d oxisch 23±16 (5) * 34±25 (5) * 0±0 (5) 261± 66 (5) 

3 d oxiscb 31±42(3) 

5 d oxiscb 41±23 (5) * 37±25 (5) * 0±0 (5) 191±47(5) 

6 d oxisch 35±12 (4) * 

Tab. 6d. Afacoma balthica. Hiddensee. Konzentration von Sulfid. Thiosulfat. Sulfit. Glutathion 
und Elementarschwefel im Gewebe nach hypoxischer und oxischer Inkubation bei 200 µ!v1. H2S 
(10°C, 9%oS) in nmol·g- 1 Frischmasse ± Standardabweichung (Anzahl der Meßwerte) 
*: Signifikanter Unterschied zum Kontrollwert (ps0.05) 

Inkubation Sulfid Thiosulfat Sulfit Glutatbion Schwefel 

(nmol·g-1 FM) (nmol·g-l FMI [nmol·g-1 FM) (nmol·g-1 FM] (nmol·g-l FMl 

Kontrolle 31±10 (5) 0± 0 (5) 0±0 (5) 408± 78 (5) 10± 6 (10) 

1 d hvooxisch 45±27 (5) 54± 37 (5) * 0±0 (5) 324± 90 (5) 7± 7 (5) 

3 d hyooxisch 112±46 (5) * 117±77(5)* 0±0 (5) 405± 84 (5) 11±9(5) 

6 d hypoxisch 83±13 (5) * 58± 24 (5) * 0±0 (5) 325±137 (5) 22±12 (6) * 

3 b oxisch 30±14 (5) 42± 38 (5) * 0±0 (5) 334± 30 (5) * 20±20 (5) 

6 b oxiscb 23± 8 (5) 46± 30 (5) * 0±0 (5) 290± 37 (5) * 12± 8 (5) 

9 h oxisch 21±8(5) 102± 33 (5) * 0±0 (5) 295±147 (5) 17±7(5) 

1 d oxisch 36±23 (10) 122±119(10)* 0±0 (10) 288± 63 (10)* 21± 4 (5) * 

3 d oxisch 61±24 (5) * 123± 27 (5) * 0±0 (5) 323± 54 (5) * 18±13 (4) 

6 d oxiscb 78±37 (4) * 179± 50 (4) * 0±0 (4) 329±110 (4) 39±24 (8) * 
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Als Oxidationsprodukte treten unter hypoxischen Bedingungen Thiosulfat (S„03"·) meist 

nur in geringen Konzentrationen (Abb l 6b, Tab. 6a-d) und Sulfit (S03"-) unregelmäßig in 

stark schwankenden Mengen auf (Tab. 6a-d). Es können auch geringe Elementarschwefelkon

zentrationen (S 8) nachgewiesen werden (Tab 6a-d) Der Anstieg ist jedoch in der Regel nicht 

signifikant. 

Steht den Tieren Sauerstoff zur Verfügung, so sind sie in der Lage, einen Teil des einge

drungenen Schwefelwasserstoffs zu oxidieren. so daß dann deutlich geringere Sulfidkonzen

trationen im Gewebe vorliegen (Abb l 7a, Tab 6a-d) Goer langere Zeit können die \fuscheln 

jedoch einen Anstieg des Sulfidgehaltes in ihrem Gewebe nicht verhindern. So ist bereits nach 

drei Stunden oxischer Inkubation bei 200 µM H2S bei den sulfidempfindlichen Plattmuscheln 

aus der Kieler Bucht ein signifikanter Anstieg der Sulfidkonzentration zu verzeichnen Im 

Verlauf von sechs Tagen steigt der Gehalt dann nur noch leicht auf fast 100 nmol g· 1 FM an 

(Abb. l 7a, Tab. 6a). Auch bei geringerer Sulfidkonzentration des Inkubationsmediums können 

die Kieler Tiere längerfristig einen Anstieg des internen Sulfidgehaltes nicht verhindern Bei 

oxischer Inkubation mit nur 100 µM H2S liegt der interne Sulfidgehalt in etwa der gleichen 

Größenordnung wie bei 200 µM H2S (maximal 150±76 nmol·g· 1 FM, n=5, nach zehn Tagen). 

Bei Exemplaren aus Hiddensee, die die höchste Sulfidresistenz aufweisen, tritt dagegen 

bei 200 µM H2S innerhalb von 24 Stunden noch keine signifikante Sulfidanreicherung im 

Gewebe auf (Abb. 17a, Tab. 6d). Erst nach drei Tagen steigt der Gehalt signifikant auf 

ca. 60 nmol·g-1 FM ari. 

Bei den Nordseetieren (Darum-Neufeld) wird nach einem Tag etwa 30 nmol·g· 1 FM er

reicht, während bei den toleranteren Tieren aus der Danziger Bucht 40 nmol·g·1 FM erst nach 

fünf Tagen zu finden sind (Abb l 7a, Tab. 6b, c). Nach sechstägiger Inkubation mit 

60 µM H2S liegen im Gewebe der Danziger Tiere sogar nur 12±9 nmol·g-1 FM (n=4) vor. 

Thiosulfat ist bei Macoma balthica ein wichtiges Sulfidoxidationsprodukt (Abb. l 7b, 

Tab. 6a-d). Alle untersuchten Populationen sind bereits innerhalb der ersten Stunden oxisch

sulfidischer Inkubationen in der Lage, einen Teil des eingedrungenen Sulfids zu Thiosulfat zu 

oxidieren. 

Ein signifikanter Anstieg von Sulfit kann bei den Populationen nicht nachgewiesen wer

den, dagegen tritt als weiteres Oxidationsprodukt elementarer Schwefel auf (Tab. 6a-d). Die 

Konzentrationen sind jedoch im Vergleich zu Thiosulfat gering und steigen nur langsam an. 

Im Glutathiongehalt ergeben sich unter Hypoxie keine und unter oxischen Bedingungen nur 

kurzfristige signifikarite Veränderungen (Tab. 6a-d). 
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1.5 Apparenter Diffusionskoeffizient und apparente Entgiftungskonstante 
für Schwefelwasserstoff 

Um ein Maß für die Eindringgeschwindigkeit von Schwefelwasserstoff in das Gewebe 

der Tiere zu finden, wurde über GI. ( 17) 

D 
3 r 

(17) 

der apparente Diffusionskoeffizient für Gesamtsulfid D bestimmt. Der effektive Radius re kon

nte über GI. (18) aus dem Wassergehalt (w = 0,84; Bordin et al. 1992), der Dichte des 

Wassers (p ~ l g·cm-3) und der Frischmasse m der Tiere ohne Schale abgeschätzt werden. Die 

Sättigungshalbwertszeit t wurde durch Auftragung des Kehrwertes der Gesamtschwefelkon

zentration 1/c (H2S + S20 3
2- + S03

2- + S8) nach oxischer Inkubation bei 200 µM H2S gegen 

den Kehrwert der Inkubationszeit 1/t gewonnen (Linearisierung von GI. 10 nach Lineweaver 

& Burk 1934). In Abb. 18 ist dies beispielhaft für die Population aus der Danziger Bucht 

dargestellt. Aus dem Schnittpunkt mit der Abszisse bzw. aus der Geradengleichung ( 19) kann 

die Halbwertszeit ermittelt werden. In Tab. 7 sind die Geradengleichungen, die berechneten 

Halbwertszeiten -r, die durchschnittlichen Frischmassen m, die daraus berechneten effektiven 

Radien re (GI. 18) sowie die Diffusionskoeffizienten D (GI. 17) für die untersuchten Popula

tionen zusammengestellt. 

Tab. 7. Macoma balthica. Populationen aus der Kieler Bucht. Dorum-Neufeld, der Danziger 
Bucht und Hiddensee. Berechnung der apparenten Diffusionskoeffizienten und Entgiftungskon
stanten. Die Daten \\Urden durch oxische Inkubation bei 200 µM H2S (10°C 9 trzw. 22o/ooS: 
pH 8,0) gewonnen. Weitere Erläuterung im Text 

Kiel Dorum Danzig Hiddensee 

((x) = 0.0033x+0,0024 O,Ol 18x+0.0045 0.0274x+0,0050 0,0150x+0,0026 

• [hl 1,4 2,6 5,5 5,7 

m [mg) 48 150 188 I04 

r,,!cml 0.213 0.311 0.335 0,275 

D !cm2·s-1] 3,00·10-6 3,4,M0-6 1,89·10-6 1,23·10-6 

Cmax 94 33 41 78 ( nmol g- l fMl 

Ci lumol-i-11 112 39 49 93 

k rs-11 1,15·10-4 l,75·10-4 7,10·10-5 J,73·10-5 
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Abb. 18. Macoma balthica. Danziger Bucht. Erminlung der Sättigungshalbwertszeit 't durch 
Linearisierung nach Lineweaver-Burk. Die Daten wurden durch oxische Inkubation bei 
200 µM H2S gewonnen. Weitere Erläuterung im Text 

Es zeigt sich, daß die Populationen aus der Kieler Bucht und aus Dorum-Neufeld jeweils 

einen etwa doppelt so hohen Sulfiddiffusionskoeffizienten wie die Populationen aus der Danzi

ger Bucht und von Hiddensee haben (Tab. 7). Bei den sulfidempfindlicheren Tieren dringt also 

Schwefelwasserstoff doppelt so schnell in das Gewebe ein. 

In Tab. 7 sind zusätzlich die maximal gemessenen Sulfidkonzentrationen des Gewebes 

Cmax nach oxischer Inkubation bei 200 µM H2S (vgl. Tab. 6a-d) aufgeführt. Aus diesen Werten 

wurde unter Berücksichtigung von Wassergehalt (84%) und Dichte des Wassers (ca. 1 kg·l-1) 

die H2S-Gleichgewichtsinnenkonzentrationen C; bestimmt. Mit Hilfe dieser Größen sowie der 

H2S-Außenkonzentration c0 = 200 µM kann über GI. (24) 

k = .!.1n ~ (24) 
't' c, 

die Sulfidentgiftungskonstante k berechnet werden. Diese beschreibt die Geschwindigkeit, mit 

der eingedrungener Schwefelwasserstoff entgiftet wird. Da hierbei sämtliche Entgiftungs

mechanismen in die Berechnung mit einfließen. handelt es sich, wie beim Diffusionskoeffi-
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ziemen, um eine apparente Größe. Die ermittelten Entgiftungskonstanten für die verschiedenen 

Populationen sind in Tab. 7 ebenfalls angegeben. Hierbei ergeben sich bei den sulfidempfind

lichen Plattmuscheln aus der Kieler Bucht und von Dorum-Neufeld gegenüber den sulfidre

sistenteren Tieren aus der Danziger Bucht und von Hiddensee erhöhte Werte. 

1.6 Größenabhängigkeit der Schwefelwasserstoffentgiftung 

Die Geschwindigkeit der Sulfiddiffusion wird auch durch die Größe der Tiere beeinflußt. 

Mit Gl. (25) 

0 

- k r. 2 I 3D 
c, = c0 e ' 

Macoma balthica 
Danziger Bucht 

- k r. 2 / 3D 
c, = c0 e ' 

0,5 

(25) 

r [cm] 
a 

Abb. 19. Macoma balthica. Danziger Bucht. Abhängigkeit der H2S-Gleichgewichtsinnenkon
zentration c; vom effektiven Radius 'e· Die Daten wurden durch oxische Inkubation bei 
200 µM H2S gewonnen. Weitere Erläuterung im Text 
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kann die H2S-Gleichgewichtsinnenkonzentration c1 in Abhängigkeit vom effektiven Radius r~ 

und damit von der Größe der Tiere berechnet werden. Abb. 19 zeigt den Kurvenverlauf, ermit

telt aus den Daten der Danziger Population, aus der eine exponentielle Abhängigkeit der inter

nen Sul.fidkonzentration von der Tiergröße deutlich Mrd !vfit abnehmendem Radius nähert 

sich die H2S-Gleichgewichtsinnenkonzentration der Außenkonzentration an. Kleine Tiere sind 

also unter den gegebenen Bedingungen nicht in der Lage, Schwefelwasserstoff effek."tiv zu 

entgiften. 

Um diese theoretische Abhängigkeit der Sulfidentgiftung von der Tiergröße experimen

tell zu überprüfen, wurden unterschiedlich große Exemplare von Afacoma baltluca aus der 

Danziger Bucht bei 200 µM H:S unter oxischen Bedingungen einen Tag inkubiert Abb 20 

zeigt die Sulfid- und Thiosulfatakkumulation bei drei verschiedenen Größenklassen Bei 

großen Muscheln mit einer Schalenlange von mehr als 16 mm ist nur wenig Sulfid im Gewebe 

zu finden, und entsprechend niedrig bleibt die Thiosulfatproduk.'1ion. Dagegen dringt bei 

kleinen Tieren mit einer Schalenlänge von unter 12 mm Sulfid schneller in das Gewebe ein, so 

daß in der gleichen Zeit und unter gleichen Bedingungen wesentlich mehr Thiosulfat produ

ziert wird. 

~ 
u.. 
Cl 400 --0 
E 
E. 
c: 

.Q 

~ c 
~ 200 N c: 
0 
~ 

0 

5 . 

6-12 mm 

Macoma balthica 
Danziger Bucht 

9 • 

9 

12-16mm 
Schalen lange 

•Sulfid 

IIThiosulfat 

13 

16-22 mm 

Abb. 20. Macoma balthica. Danziger Bucht. Konzentration von Sulfid und Thiosulfat im 
Gewebe nach einem Tag oxischer Inkubation bei 200 µM H2S (10°C; 9o/ooS) dreier verschiedener 
Größenklassen in nmol·g·I Frischmasse + Standardabweichung (Anzahl der Meßwerte). 
*: Signifikanter Unterschied zur Kontrolle (~0,05) 
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1. 7 Cytochrom-c-Oxidase 

In das Gewebe eingedrungener Schwefelwasserstoff blockiert das Atmungsenzym Cyto

chrom-c-Oxidase (National Research Council 1979). Zur Ermittlung der Sulfidinhibitions

konstante wurde das Enzym aus Plattmuscheln der verschiedenen Habitate isoliert und unter

schiedlichen H2S-Konzentrationen ausgesetzt. Es zeigt sich, daß die Cytochrom-c-Ox.idase bei 

allen untersuchten Populationen von Macoma balthica schon durch sehr geringe Sulfidkonzen

trationen gehemmt wird (Tab. 8) Die Inhibitionskonstanten liegen alle im nanomolaren Be

reich. Eine sulfidunempfindliche Form der Cytochrom-c-Oxidase liegt folglich bei M. balthica 

in keinem Fall vor. 

Tab. 8. Jfacoma balthica. Populationen aus der Kieler Bucht. Dorum-Neufeld. der Dannger 
Bucht und Hiddensee. Inhibitionskonstante K1 der Cytochrom-c-Oxidase für H2S. Angegeben ist 
die Sulfidkonzentration in µM H2S. bei der das Enzym zu 50% gehemmt ist (n=3 mit jeweils 
mehreren Messungen zwischen 0.1 und 5 µM H2S). 

Pooulatioo Kr htM H,SI 

Kiel 0.65±0,41 

Dorum 0,56±0,22 

Danzig 0.25±0.02 

Hiddensee 0.13±0.01 

Um zu untersuchen, ob die Inhibition auch in vivo stattfindet, wurden in einer weiteren 

Versuchsreihe statt isolierter Enzympräparate die lebenden Tiere mit Schwefelwasserstoff un

ter ox.ischen Bedingungen inkubiert. Nach unterschiedlich langer Inkubationsdauer bei 

200 µM H2S wurde die Cytochrom-c-Oxidase isoliert und deren Aktivität gemessen. 

Hierbei ergibt sich, daß die spezifische Aktivität der Cytochrom-c-Oxidase bei Individu

en aus der Kieler Bucht und aus Dorum-Neufeld schon nach wenigen Tagen signifikant 

zurückgeht (Abb. 2la). Bei Exemplaren aus der Danziger Bucht und aus Hiddensee ist 

dagegen über den gesamten lnkubationszeitraum kein Rückgang der spezifischen Aktivität der 

Cytochrom-c-Oxidase zu beobachten (Abb. 21 b). 
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Abb. 21. Macoma balthica, Populationen aus (a) der Kieler Bucht und Dorum-Neufeld (22%oS) 
und (b) der Danziger Bucht und Hiddensee (9%oS). Spezifische Aktivität der ()10Chrom-c
Oxidase nach oxischer Inkubation bei 200 µM H2S (10°C). Dargestellt ist die Aktivität in 
U·mg·l Protein± Standardabweichung. 
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In welchem Zeitraum wird die volle spezifische Aktivität der Cytochrom-c-Oxidase nach 

Sulfidinkubation wieder hergestellt? Zur Untersuchung dieser Frage wurden Exemplare der 

sulfidempfindlichen Populationen zunächst fünf Tage in Gegenwart von 200 µM H2S unter 

moschen Bedingungen inkubiert. Die spezifische Cytochrom-c-Oxidase-Aktivität geht hierbei 

erwartungsgemäß signifikant zurück (Abb. 22). Dann wurde die Sulfidzufuhr unterbrochen, 

nach unterschiedlicher Dauer im oxischen Medium ("Erholung") die Cytochrom-c-Ox.idase aus 

den Tieren isoliert und deren Aktivität gemessen. 

oxisch + 200 µM Hß 

-5 0 

---------·--------

Macoma balthica 
Cytochrom-c-Oxldase 

normoxisch 

Inkubationszeit [Tage] 

5 

Darum 
............... 

Kiel 

---------------------- ~----~-- ----- --------------

Abb. 22. Jfacoma balthica. Populationen aus der Kieler Bucht und aus Dorum-Neufeld. Er
holung der spezifischen Akthität der C)tochrom-c-Oxidasc Die Tiere \\urden fünf Tage bei 
200 µM H2S unter moschen Bedingungen inkubiert und dann ohne H2S weiter gehalten ( l 0°C 
22o/ooS). 

Es zeigt sich, daß sich die spezifische Enzymaktivität in den Tieren beider Populationen 

nur langsam erholt (Abb. 22) Nach neun Tagen hat die Aktivität ihren Ausgangswert noch 

nicht wieder vollständig erreicht. 
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1.8 Katalase 

Schwefelwasserstoff inhibiert nicht nur C~1ochrom-c-Oxidase, sondern auch andere 

metallhaltige Enzyme, wie das an der Sauerstoffradikalentgiftung beteiligte Enzym Katalase 

(Bagarinao 1992). Es könnten jedoch bei den Populationen von Macoma balth1ca jev .. ·eils un

terschiedlich sulfidempfindliche Katalasen vorliegen. Zur Untersuchung dieser Frage \\Urde die 

Katalase-Aktivität sowie deren Sulfidinhibitionskonstante in Plattmuscheln aus der Kieler 

Bucht, Dorum-Neufeld und aus Hiddensee gemessen Zum Vergleich \-..urde auch die Katala

se-Aktivität und Inhibitionskonstante bei dem sulfidresistenten Priapuliden Ha/Jcr;ptus sp111u

/osus sowie bei den Polychaeten Ht!dtstt! (Nat!ts) dn·t!rstcolor, Ht!taomasllls f1ltform1s und 

Phemsa plumosa bestimmt. 

Tab. 9 . .\!acoma balthica. Ha/icn,ptus spinulosus. Hediste (.\'erezs) iherszco/or, Heteromastus 
filiformis und Pherusa plumosa. Katalase-Aktintat und Sulfidinhib1t1onskonstante K1 Angege
ben ist die Reaktionskonstante k in s- 1 mg- 1 Protein bzw die E~maktintat in U mg- 1 Protein::: 
Standardabweichung SO\\ie die Sulfidkonzentration in m!vl H2S. bei der Katalase zu 50% ge
hemmt wird (Anzahl der Meßwerte) 

Art Population Aktivität K1 

1s-1·m2-1 Prot./ U·m1(1 Prot.J (mM H2SJ 

Macoma bahhica Kiel 0.076±0.024 / 45±14 0,10 
(8) (7- 8) 

Dorum 0.046±0.013 / 27± 8 0.11 
(13) (3- 6) 

Hiddensee ().105±0.026 / 61±15 0.10 
(5) (5) 

Halicryptus spinulosus 
Hautmuskelschlauch 0.075±0.017 / 33±10 0.22 

(6) (8-11) 

Hämolymphe 0.104±0.082 / 61±48 0.31 
(5) (4-13) 

Hedistediversicolor 0.106±0.094 / 62±55 0,68 
(4) (6-10) 

Heteromastus filiformis 0.059±0.028 / 34±16 0.55 
(8) (5- 8) 

Pherusa plumosa 0.286±0,061 / 167±36 0,10 
(9) (6- 9) 
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Die Inhibitionskonstanten liegen bei den verschiedenen Populationen von Macoma 

balthica wie auch bei den anderen Arten im mikromolaren Bereich (Tab. 9). Katalase ist damit 

um drei Größenordnungen weniger empfindlich gegenüber Schwefelwasserstoff als Cyto

chrom-c-Oxidase (vgl. Tab. 8 in Kap. 1.7) Eine spezifisch sulfidunempfindliche Form der 

Katalase kann jedoch bei keiner Art nachgewiesen werden. 

1.9 Malatdehydrogenase und Glutamatdehydrogenase 

In welchem Maße werden auch Enzyme des Energiestoffwechsels durch Schwefel

wasserstoff beeinträchtigt" Zur Untersuchung dieser Frage wurden Enzympräparate von 

Malatdehydrogenase (MDH) und Glutamatdehydrogenase (GDH) von Macoma balthica aus 

der Kieler Bucht in vitro 15 Minuten mit l mM H2S inkubiert. Die Enzymaktivität wird hierbei 

nur unwesentlich beeinflußt; MDH ist noch zu 88,6±10,4% (n=7) und GDH zu 87,1±23,8% 

(n=S) aktiv. Schwefelwasserstoff hat offensichtlich keinen wesentlichen Einfluß auf die Aktivi

tät dieser Enzyme des Energiestoffwechsels. 

1.10 Anaerober Stoffwechsel 

Über den Metaboliten Succinat kann das Umschalten auf einen anaeroben Stoffwechsel 

nachgewiesen werden (Gäde & Grieshaber 1989) Zur Untersuchung, wann Macoma balthica 

in Gegenwart von Schwefelwasserstoff zu Anaerobiose übergeht, wurde der Succinatgehalt im 

Gewebe von Exemplaren nach hypoxischer, hypoxisch-sulfidischer und oxisch-sulfidischer 

Inkubation gemessen. 

Bei allen untersuchten Populationen zeigt sich ein schneller Anstieg der Succinatkon

zentration im Gewebe der Tiere (Abb. 23a-d, Tab. 10). In wenigen Tagen werden hohe Succi

natwerte sowohl unter Hypoxie ohne Sulfid als auch unter hypoxischen Bedingungen bei 

200 µM H2S erreicht. Auch bei gleichzeitiger Anwesenheit von Sauerstoff und Sulfid liegen 

die Succinatkonzentrationen in der gleichen Größenordnung. Die Tiere haben offensichtlich 

trotz oxischer Bedingungen auf einen anaeroben Stoffwechsel umgeschaltet. 
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Abb. 23. Jlacoma balthica. Populationen aus (a) der Kieler Bucht. (b) Dorum-Neufeld, (c) der 
Danziger Bucht und (d) Hiddensee. Konzentration von Succinat im Gewebe nach Hypoxie sowie 
nach hypoxischer Inkubation bei 200 µM H2S und oxischer Inkubation bei 200 µM H2S. Weitere 
Angaben wie Standardabweichungen. Anzahl der Meßwerte und signifikante Unterschiede 
s. Tab. 10 
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Tab. 10 • .\facoma balthica. Populationen aus der Kieler Bucht. Dorum-Neufeld. der Danziger 
Bucht und Hidden.see. Konzentration von Succinat im Gewebe nach Hypoxie SO\\ie nach hyp
oxischer Inkubation bei 200 µr..1 H2S und oxischer Inkub.1tion bei 200 µM H2S (10°C 22 bz,.\ 

9%oS) in µmol·g·l Frischmasse± Standardabweichung (Anzahl der Meßwerte) *: Sigrufi.kantcr 
Unterschied zum Kontrollwert (~0.05) 

Inkubation Kiel Dorum Danzig Hiddenstt 

Kontrolle 0.71±0.20 (2) 0.22±0.20 (8) l.07±0.95( 10) 0.19±0.05 (5) 

1 d byoox.iscb. 3.01±0.71 (4) 5.72±1.65 (5) * 4.47±\l.82 (5) * 

2 d bvoox.iscb 7.98±2.08 (5) • 

3 d bvpox.iscb 9.23±1.85 (5) • 6.81:::Lrn (4) * 7.17:tl.18 (5) • 

4 d b~·oonsch 4.62±1.74 (5) * 

6 d hyoox.iscb 5.65±3.84 (3) 5.83±4.48 (4) * 6.87±2.05 (3) * 6.07±2.80 ( 4 l • 

1 d hypoL-SUlf. 3.26±0.91 (3) 6.58±2.55 (4) * 5.66±2.32 (5) • 

2 d byl)OL·SUlf. 7.20±1.48 (5) * 

3 d hYPOL-sulf. 5.64±2.30 (4) * 5.62±2.26 ( 5) * 6.40±0.95 (5) * 

4 d hVPOL-sulf. 4.47±2.21 (5) * 

6 d hYPOL-sulf. 4.36±1.96 (4) 5.96±3.03 (4) * 6,70±0.48 (4) * 4.38±0.73 (4) * 

J b OL-SUlf. 0,50±0,29 (5) 3. 18± 1.67 (5) * l.44±0.49 (5) 0,37±0.21 (4) 

6 b OL-sulf. 0.83±0.43 (3) 3,05±0,86 (5) * 2.52±0,25 (4) 0,72±0,66 (3) * 

9 b OL-sulf. 0,49±0.17 (5) 3.83±0.38 (5) * 2,48±0.52 (5) * 0.73±0.55 (5) 

1 d OL-SUlf. 1.09±0,51 (8) 4.68±2. 79 (9) * 6.70±3.23 (9) * 2,98±2.14 (10) * 

2 d OL-sulf. 6.02±2.0 l (3) * 9.72± l.13 (5) * 

J d OL-SU(f. 3.66±1.59 (4) 8.10±2.58 (5) * 

4 d OL-sulf. 7.15±3.57 * 

5 d OL-sulf. 6.49±1.46 (5) * 

6 d OL-sulf. 5.4 7±0.64 (5) * 9.84±0.37 (4) * 

. r 

Auch unter geringeren Sulfidkonzentrationen produzieren die Plattmuscheln Succinat. 

So liegt die Succinatkonzentration nach sechs Tagen oxischer Inkubation bei 100 µM H2S bei 

den Kieler Tieren bei 6,27±0,47 µmol·g-1 FM (n=3). Bei den Danziger Tieren werden in der 

gleichen Zeit bei 60 µM H2S unter oxischen Bedingungen 8,73±4,00 µmol·g- 1 FM (n=4) er

reicht. 
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2 Cyprideis torosa 

2.1 Toleranzversuche 

An den Standorten Hiddensee und Boiensdorf konnten regelmäßig hohe Sulfidkonzen

trationen im Sediment gemessen werden (DYSMON I 1994). An solchen stark sulfidischen 

Flachwasserhabitaten der Ostsee tritt der Ostracode Cypndeis torosa in hohen Abundanzen 

auf (Gamenick et al. 1996) Daher wurde in Zusammenarbeit mit lnez Gamenick (Universität 

Hamburg) die Überlebensfähigkeit der Muschelkrebse unter Sauerstoffmangel und Schwefel

wasserstoflbelastung im Labor untersucht. 

Es zeigt sich hierbei eine außerordentlich hohe Toleranz der Tiere gegenüber Sauerstoff

mangel (Abb. 24). Bei Hypoxie überleben 50% der Exemplare etwa vier Wochen. Auch unter 

extrem hohen Schwefelwasserstoflkonzentrationen liegen hohe Überlebensraten vor. Der 

LT50-Wert für 1 mM wie auch für 1,8 mM H2S beträgt etwa drei Wochen. 
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Abb. 24. C,prideis torosa. Überlebensfähigkeit nach Hypoxie sowie nach hypoxischer Inkuba
tion bei l mM und l.8 mM H2S (l6°C 14o/oo.S: n=S mit jeweils 20 Tieren: aus Gamenick et al. 
1996: Tierzeichnung dieser und der folgenden Abbildungen aus Sars 1925) 
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2.2 Schwefelkomponenten 

Zur Untersuchung der physiologischen Grundlagen dieser hohen Sulfidresistenz \\Urden 

die Tiere unterschiedlich lange bei 1 mM H2S unter hypoxischen und oxischen Bedingungen 

inkubiert. In Zeitreihen wurden die Gehalte an Sulfid und seinen Oxidationsprodukten im 

Gewebe bestimmt. 

Bereits nach einer Stunde hypoxisch-sulfidischer Inkubation steigt der Sulfidgehalt signi

fikant an und erreicht nach zwei Stunden den Maximalwert von über 600 nmol g- 1 F\1 

(Abb. 25a, Tab. 11). Im Verlauf von sieben Tagen verändert er sich dann kaum noch 

Der Thiosulfatgehalt des Gewebes steigt innerhalb von sechs Stunden leicht auf et\va 

200 nmol·g-1 FM (Abb. 25b, Tab. 11), sinkt aber in den folgenden Tagen wieder ab Als weite

res Oxidationsprodukt ist Sulfit nur in geringen Konzentrationen nachweisbar (Tab 11) 

Auch wenn den Tieren Sauerstoff zur Verfügung steht, steigt der Sulfidgehalt des 

Gewebes schnell an und erreicht etwa die gleichen Mengen wie unter hypoxischen Bedingun

gen (Abb. 25a, Tab. 11). Es ergeben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen oxischen 

und hypoxischen Inkubationen. 

Dagegen ist beim Thiosulfat unter oxischen Bedingungen eine wesentlich stärkere An

reicherung im Gewebe im Vergleich zu hypoxischen Inkubationen zu erkennen (Abb. 25b, 

Tab. 11). Nach einem Tag wird der äußerst hohe Wert von über 2500 nmol g- 1 FM erreicht 

Sulfit ist dagegen wiederum nur in niedrigen Konzentrationen zu finden (Tab 11 ). Im Gluta

thiongehalt ist unter oxischen Bedingungen ein leichter Anstieg nachweisbar, jedoch ohne 

zeitlich zunehmende Tendenz (Tab 11 ) . 



Qprideis torosa 

800 

~ 600 LL 
Cl -ö 
E .s 400 
"'C 
!E 
:J 
(/) 

200 

0 

a 

3000 

b 

0 12 

0 12 

Cyprideis torosa 

oxisch + 1 mM H:zS 

. / 
hypoXJsch + 1 mM Hz$ 

24 36 48 

Inkubationszeit [Stunden] 

' oxisch + 1 mM HiS 

/ hypoxisch + 1 mM ~ 

24 

Inkubationszeit [Stunden] 

36 48 

Abb. 25. Cyprideis torosa. Konzentration von (a) Sulfid und (b) Thiosulfat im Gewebe nach 
hypoxischer und oxischer Inkubation bei 1 mM H2S. Weitere Angaben wie Standardabweichun
gen, Anz.ah1 der Meßwerte und signifikante Unterschiede s. Tab. 11 (aus Jahn et a/. 1996) 

83 



84 Ergebnisse 

Tab. 11. Cyprideis torosa. Konzentration von Sulfid. Thiosulfat. Sulfit und Glutathion im 
Gewebe nach hypoxischer und oxischer Inkubation bei l mM H2S (16°C. 14%oS) in 
nmol·g·l Frischmasse ± Standardabweichung (Anzahl der Meßwerte mit jeweils 100 Tieren). 
*: Signifikanter Unterschied zum Kontrollwert; #: signifikanter Unterschied zwischen hyp
oxischer und oxischer Inkubation (p~0.05) 

Inkubation Sulfid Thiosulfat Sulfit Glutathion 

lnmol·g·t FM) [nmol·g·l FMJ tnmol·g·t FM) [nmol·g·1 FMI 

Kontrolle 18± 6 (3) 10±17(3) 0± 0 (3) 149± 38 (3) 

1 h h,·poxisch 392± 82 (4) * 103± 45 (4) * 15±10 (4) 319± 56 (4) * 

2 h hvooxisch 613±109 (4) * 86± 60 (4) * 10±14 (4) 213± 80 (4) 

6 h h,·poxisch 469± 38 (3) * 206± 59 (3) * 47±16 (3) * 376± 25 (3) * 

12 h hrnoxisch 420±19(3)* 177± 17 (3) * 40±11 (3) * 288±1140) 

1 d hvooxisch 537±182 (9) * 108± 69 (9) * 9± 9 (9) 263±118(9) 

2 d hvooxisch 476± 81 (3) * 113±70(3)* 39±42 (3) 239±62(3) 

3 d hvooxisch 426± 96 (3) * 82± 28 (3) * 28±26 (3) 250± 98 (3) 

7 d hvooxisch 551±16(3)* 52± 22 (3) 0± 0 (3) 86± 35 (3) 

1 h oxisch 461±150 (3) * 353± 50 (3) *# 27± 3 (3) * 377± 79 (3) * 

6 h oxiscb 448±139 (3) * 1009±102 (3) *# 72±30 (3) * 269± 39 (3) *# 

1 d oxiscb 584± 58 (3) * 2549±32 l (3) *# 74±15 (3) *# 257± 16 (3) * 

2.3 Beeinflussung durch Bakterienbesiedlung 

Die Carapaxinnenseite der Ostracoden ist von Bakterien dicht besiedelt. Es war daher zu 

klären, ob diese Bakterien einen Einfluß auf die Sulfid- und Thiosulfatakkumulation der Ostra

coden haben. Hierzu wurden die hypoxischen Inkubationen mit Antibiotika zur Abtötung der 

Bakterien wiederholt. Es ergibt sich hierbei kein Einfluß auf den Sulfid- (Abb. 26a) oder den 

Thiosulfatgehalt (Abb. 26b). Das gebildete Thiosulfat wird also von den Ostracoden und nicht 

von den Bakterien produziert. 
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2.4 Erholungsversuche 

Cyprideis torosa lebt in einer Umwelt mit starken Fluktuationen der abiotischen Parame

ter. Wie schnell kann sich der Ostracode an wechselnde Sauerstoff- und Sulfidverhältnisse 

anpassen? Zur Klärung dieser Frage wurde nach eintägiger hypoxisch-sulfidischer Ink.-ubation 

das Inkubationsmedium durch normoxisches Meerwasser ohne Sulfid ersetzt. Der Sulfidgehalt 

im Gewebe der Tiere sinkt dann rasch innerhalb der ersten beiden Stunden ab (Abb 27) 

Auch beim Thiosulfat ist insgesamt ein schneller Rückgang der Gewebskonzentration zu 

erkennen (Abb 27). Der Gehalt steigt nur zu Beginn der Erholung lrnrzfristig an, sinkt dann 

aber wieder ab, so daß bereits nach zwei Stunden der Ausgangswert fast wieder erreicht ist. 

Ein ähnlicher Verlauf zeigt sich auch für Sulfit. 
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Abb. 27. Cyprideis torosa. Konzentration von Sulfid und Thiosulfat im Gewebe nach eintägiger 
hypoxischer Inkubation bei l mM H2S (16°C 14o/oo.S) und nachfolgender Inkubation in nonn
oxischem Meerwasser in nmol g-t Frischmasse± Standardabweichung (aus Jahn et al. 1996) 
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2.5 Schalenmasse und Wassergehalt 

Für die oben beschriebenen Analysen (Kap. 2.2 bis 2.4) wurden die Ostracoden ein

schließlich ihrer Schalen homogenisiert, so daß in die Konzentrationsberechnungen die 

Schalenmassen mit eingingen. Um abschätzen zu können, ob die im Gewebe gemessenen Sul

fidwerte der Sulfidkonzentration des äußeren Mediums entsprechen, wurden daher die 

Schalenmassen und der Wassergehalt des Gewebes benötigt. 

Aus der Bestimmung von Frisch-, Trocken- und Schalenrnassen (Tab. 12) ergibt sich, 

daß die Schalen 37,8% zur Frischmasse beitragen. Aus dem resultierenden Frischmasseanteil 

von 62,2% kann abgeschätzt werden, daß eine maximale Sulfidkonzentration von etwa 

600 nrnol·g-1 FM im Gewebe einschließlich Schalen (vgl. Kap. 2 2) einer Konzentration von 

600 / 0,622 ::::: 960 nrnol·g-1 FM ohne Schalen entspricht. Die Trockenmasse ohne Schalen be

tragen 13,5% der Frischmasse ohne Schalen. Der Wassergehalt des Gewebes liegt also bei 

86,5%. Bei einer angenommenen Dichte des Wassers von 1 kg·l- 1 entspricht die Sulfidgewebs

konzentration von 960 nrnol·g-1 FM einer Konzentration von 960 I 0,865 ::::: 1100 µmol·l-1, 

also der Konzentration des Inkubationsmediums von l mM H2S. Das bedeutet, die Tiere sind 

nicht in der Lage, den Sulfidgehalt ihres Gewebes unterhalb der äußeren Sulfidkonzentration 

zu halten. 

Tab. 12. Cyprideis torosa. Bestimmung der Frisch-. Trocken- und Schalenmassen. Die Tiere 
wurden gewogen (a). einen Tag bei 60°C getrocknet und erneut gewogen (b) und dann zwei 
Stunden bei 550°C erhitzt und wieder gewogen (c) Aus den Differenzen (a-c bzw. b-c) lassen 
sich Frisch- und Trockenmasse ohne Schalen berechnen. 

Anzahl Frischmasse Trockenmasse Schalenmasse Frischmasse Trockenmasse 
der mit Schalen mit Schalen ohne Schalen ohne Schalen 

Tiere 
(a) (b) (c) (a-c) (b-c) 

n fm2I lm2I 1%1 lm2I 1%1 lm2l lm2/nl (m2l 1%1 

54 20,0 7.2 36.0 6,0 30,0 14,0 0.259 1,2 8,6 

20 5,3 2.5 47.2 2.1 39.6 3.2 0,160 0,4 12,5 

20 5.1 2.6 51,0 2, l 41.2 3,0 0,150 0,5 16,7 

20 5,2 2.6 50,0 2.1 40,4 3.l 0,155 0,5 16.l 

46.0±6.9% 37.8±5,2% 0.181±0.052 13,5±3,8% 
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2.6 Apparenter Diffusionskoeffizient für Schwefelwasserstoff 

Mit Hilfe der Daten der sulfidischen Inkubationen ist es möglich, den apparenten Diffu

sionskoeffizienten D für Gesamtsulfid mit GI. (17) zu bestimmen. Hierzu werden der effektive 

Radius re und die Sättigungshalbwertszeit 1: benötigt. 

Aus den Angaben in Tab. 12 ergibt sich die Frischmasse emes Ostracoden mit 

m = 0,181 mg. Zusammen mit dem Wassergehalt w = 0,865 und der Dichte des Wassers 

p::::: 1 g·cm-3 liefert GI. ( 18) einen effektiven Radius von re = 0,033 cm. 

Durch Linearisierung nach Lineweaver & Burk ( 1934; GI. 19) läßt sich die Sattigungs

halbwertszeit 1: berechnen (vgl. auch Kap 15). Aus den Daten der hypoxischen Inkubationen 

(Kap. 2.2) ergibt sich eine Geradengleichung von 

j(x) 1,768 10-4 X+ 1,412 10"3 

Hieraus errechnet sich die Halbwertszeit mit 1: = 1,768· 10-4 / 1,41210-3 = 0,125 h = 450 s. 

Diese Werte, in GI. ( 17) eingesetzt, ergeben für Cyprideis torosa einen apparenten Dif

fusionskoeffizienten für Gesamtsulfid bei pH 7,8 von D = 8, 1 10-7 cm2 ·s-1. Dieser Wert ist 

somit deutlich niedriger als die bei den Populationen von Macoma balthica ermittelten Diffu

sionskoeffizienten (Tab. 7 in Kap. 1.5). 

2. 7 Anaerober Stoffwechsel 

Als Indikator für einen anaeroben Stoffwechsel wurde der Succinatgehalt im Gewebe der 

Tiere nach eintägigen Inkubationen unter Normoxie, Hypoxie, 70% Luftsättigung und 70% 

Luftsättigung mit 1 mM H2S gemessen. Unter normoxischen Bedingungen wird nur wenig 

Succinat im Gewebe gefunden (Abb. 28). Auch bei einem erniedrigten Sauerstoffgehalt liegt 

der Succinatgehalt auf dem gleichen Niveau. Unter Hypoxie steigt der Gehalt jedoch signifi

kant an. Bei oxisch-sulfidischen Bedingungen ist ebenfalls ein signifikanter Anstieg zu 

verzeichnen, wenn auch nicht das gleiche Niveau wie unter Hypoxie ohne Anwesenheit von 

Schwefelwasserstoff erreicht wird. Die Tiere haben also trotz der Anwesenheit von Sauerstoff 

zumindest teilweise auf Anaerobiose umgeschaltet. 
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Diskussion 

1 Sulfidbelastung der untersuchten Habitate 

Schwefelwasserstoff ist ein wichtiger ökologischer Faktor, der in unterschiedlichen, stark 

variierenden Konzentrationen in marinen Sedimenten auftritt. So wurden im Sylter Watt in 

4 cm Sedimenttiefe Konzentrationen bis zu 150 µM H2S, in 14 cm Sedimenttiefe sogar bis zu 

600 µM H2S gefunden (Thiermann et al. 1996). Extremfälle des Wattenmeeres sind die soge

nannten "Schwarzen Flecken". Hier können sogar an der Sedimentoberfläche Konzentrationen 

von 20.000 µM H2S vorliegen (Höpner & Michaelis 1994). Die Plattmuschel Macoma balthi

ca ist jedoch in ihren Siedlungsbereichen im Nordseewatt bei Darum-Neufeld nur geringen 

Sulfidkonzentrationen von bis zu 10 µM H:S ausgesetzt (Tab. 2). 

Ebenfalls sehr gering sind die Sulfidkonzentrationen im Sediment der Station "Gabels

flach" in der Kieler Bucht (Tab. 2). Diese Station liegt oberhalb der thermohalinen Sprung

schicht und wird daher in der Regel gut mit Sauerstoff versorgt. Die Plattmuscheln werden hier 

kaum oder nur mit sehr geringen Schwefelwasserstoffkonzentrationen konfrontiert. 

Im Gegensatz dazu liegen in den Flachwassersedimenten bei der Insel Hiddensee in den 

Siedlungsbereichen von Macoma balthica hohe Sulfidkonzentrationen bis zu 500 µM vor 

(Tab. 2, 3, Abb. 8). Nur wenige Meter entfernt wurden auch noch weit höhere Konzen

trationen, teilweise bis 10.000 µM H2S. gefunden (DYSMON 1 1994, Rethmeier 1995). Der 

Standort Hiddensee ist somit wie der Standort Boiensdorf (hier lagen in 3 cm Sedimenttiefe 

Konzentrationen von 230 µM H2S vor: DYSMON I l 994 ). ein typisches Beispiel für die 

Boddengewässer der Küste von Mecklenburg-Vorpommern, bei denen zeitweilige Algen

bedeckung sowie Ablagerung organischer Substanzen zu anoxisch-sulfidischen Verhältnissen 

führen können (Nehring 1996). Auch wenn die Sulfidkonzentrationen des Sedimentes hohe 

räumliche und zeitliche Variabilitäten aufweisen (vgl. Tab. 3. Abb. 8). kann davon ausgegangen 

werden, daß die hier siedelnden Organismen wie M. balthica und C_iprideis torosa zumindest 

in den Sommermonaten hohen Sulfidbelastungen ausgesetzt sind. 

Auch in der Danziger Bucht muß sich Macoma balthica mit Schwefelwasserstoff aus

einandersetzen. Die hohen Sulfidkonzentrationen. die hier im Sediment vorliegen (Tab. 2, 

Abb. 8 ), sind auf organische Belastungen zurückzuführen, die über die Weichsel eingetragen 

werden. 



92 Diskussion 

2 Sulf"'idtoleranz 

Die in sulfidischen Bereichen siedelnden Arten des Zoobenthos müssen in der Lage sein. 

Schwefelwasserstoff zu entgiften. Diese Fähigkeit kann bei verschiedenen Arten unterschied

lich ausgeprägt sein und deren Einnischung im Biotop beeinflussen. Die vorliegenden Unter

suchungen an der Plattmuschel Macoma balthica zeigen nun überraschenderweise. daß unter

schiedliche Sulfidtoleranzen nicht nur bei nah verwandten Arten vorliegen. sondern auch bei 

Populationen derselben Art auftreten können. Unter oxisch-sulfidischen Bedingungen haben 

Exemplare von nur gering mit Schwefelwasserstoff belasteten Standorten (Kieler Bucht. 

Dorum-Neufeld) eine deutlich höhere Sulfidsensitivität als Tiere. die in ihrem Habitat mit ho

hen Sulfidwerten konfrontiert werden (Danziger Bucht. Hiddensee: Abb. 9c). Unter Sauerstoff

mangelbedingungen treten diese Unterschiede nicht auf (Abb. 9a. b). Hier liegen die L T,tr 

Werte unabhängig vom Sulfidgehalt bei allen Populationen bei etwa zehn Tagen (Temperatur: 

l0°C). Es gibt also keine Populationsunterschiede bezüglich der Sauerstoffmangeltoleranz. 

Diese ist im Vergleich zu anderen Arten (z.B. Macoma calcarea) zwar relativ hoch (vgl. auch 

von Oertzen 1973, Dries & Theede 1974 ), der Stoffwechsel von M. balthica reagiert jedoch 

empfindlich auf Veränderungen der Sauerstoffkonzentration ( Dries & Theede 1976 ). Daher 

schalten die Tiere schnell auf Anaerobiose um. wie am Anstieg des Succinatgehaltes erkennbar 

ist (Abb. 23). Aufgrund der gleichen Sauerstoffmangeltoleranz der Populationen treten auch 

unter hypoxisch-sulfidischen Bedingungen keine unterschiedliche Überlebensraten auf. Bei 

gleichzeitiger Anwesenheit von Sauerstoff und Sulfid zeigt sich jedoch, daß die Tiere der re

sistenteren Populationen offensichtlich bessere Schutzmechanismen gegenüber Sulfid besitzen. 

Sie sind daher bei ihrem Energiestoffwechsel nicht vollständig auf Anaerobiose angewiesen. so 

daß sie unter oxisch-sulfidischen Bedingungen länger überleben können. Bei den sulfidsensiti

ven Plattmuscheln verhindert dagegen die vollständige Inhibition der Cytochrom-c-Oxidase 

jeglichen oxidativen Stoffwechsel, so daß die Tiere in der gleichen Zeit absterben wie unter 

Sauerstoffmangelbedingungen. 

Es stellt sich nun die Frage, ob die Populationsunterschiede bezüglich der Sulfidtoleranz 

genetisch fixiert oder durch individuelle Adaptation bedingt sind. Macoma balthica zeigt eine 

große genetische Variabilität (Meehan 1985). und genetische Unterschiede zwischen verschie

denen Plattmuschelpopulationen aus der Ostsee sind durchaus vorhanden (Väinölä & V arvic 

1989). Auch die Tatsache. daß die hohe S ulfidresistenz der toleranten Tiere auch nach drei· 

monatiger Hälterung im nonnoxischen Milieu ohne Gegenwart von H2S nicht verlorengeh 

( Abb. l l ), spricht für eine genetische Fixierung der Sulfidtoleranz. Andererseits ist jedoct 

zumindest bei den Tieren aus der Kieler Bucht eine Anpassung an Schwefelwasserstoff mög 

lieh (Abb. 10). Entsprechendes wurde auch beim Zahnkarpfen Fundulus parvipinnis gefun 

den. Bei dieser Art ging ebenfalls die Sulfidtoleranz nach mehrmonatiger Hälterung im sulfid 
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freien Medium nicht verloren, konnte aber durch vorherige Akklimatisation an Sulfid gesteigert 

werden (Bagarinao & Vetter 1993). Ob der Umweltfaktor Schwefelwasserstoff die genetische 

Variabilität einer Population fördert. können nur direkte genetische Untersuchungen klären. 

Bei Voruntersuchungen an der Sandklaffmuschel Arenomva (Mva) arenarw. zeichneten 

sich auch bei dieser Art unterschiedliche Sulfidtoleranzen verschiedener Populationen ab. Bei 

einer Population von Hiddensee überlebten 50% der Tiere 43 Tage oxische Inkubation bei 

100 µM H2S. Bei Exemplaren aus der Danziger Bucht blieben nach 44 Tagen sogar noch mehr 

als 60% der Tiere am Leben ( l0°C: eigene unveröffentlichte Daten). Die Art. die im Sediment 

wesentlich tiefer als die Plattmuschel siedelt und dadurch auch mit höheren Schwefelwas

serstoffkonzentrationen konfrontiert wird. ist also deutlich sulfidtoleranter als Macoma halthi

ca. Insbesondere die Danziger Population zeichnet sich durch eine hohe Sulfidtoleranz aus. In 

der Danziger Bucht sind. im Gegensatz zum Standort Hiddensee. hohe Sulfidwerte im Poren

wasser erst ab Sedimenttiefen von mehr als 5 cm zu finden. wobei die Konzentrationen dann 

die von Hiddensee übersteigen können (Abb. 8). Daher erscheint es ökologisch sinnvoll. daß 

die Danziger Sandklaffmuscheln mit einer höheren Sulfidtoleranz ausgestattet sind als ihre Hid

denseer Artgenossen. Das Phänomen. daß sich Populationen hinsichtlich ihrer Sulfidtoleranz 

voneinander unterscheiden. ist wahrscheinlich verbreiteter als bisher vermutet. 

Im Gegensatz zu Macoma balthica weist der Ostracode Cyprideis torosa eine extrem 

hohe Hypoxie- und Sulfidtoleranz auf. Selbst bei Konzentrationen von 1,8 mM H2S überleben 

50% der Tiere drei Wochen (16°C: Abb. 24). Da in den Kontrollexperimenten durch das 

Hungern der Tiere die Überlebensrate ebenfalls zurückgeht. ist zu vermuten. daß im Habitat 

unter günstigen Nahrungsbedingungen die Toleranz noch größer ist. Die extrem hohe Hypoxie

und Sulfidtoleranz ist für einen Krebs sehr ungewöhnlich. Viele andere Crustaceen reagieren 

äußerst empfindlich gegenüber Schwefelwasserstoff. So wurde beispielsweise für die Garnele 

Crangon crangon ein LT50-Wert von nur zwei Stunden unter hypoxischen wie auch unter hyp

oxisch-sulfidischen Bedingungen (200 µM H2S: l0°C) gefunden (Theede et a/. 1969). Auch 

Hagerman & Vismann ( 1995) zeigten die hohe Empfindlichkeit von C. crangon gegenüber 

Sauerstoffmangel und Schwefelwasserstoff. Für den Schlickkrebs Corophium volutator. der 

im selben Habitat wie C. torosa vorkommt. beträgt die Überlebensrate bei Hypoxie nur vier 

Stunden und bei hypoxisch-sulfidischen Bedingungen (90 µM H2S; l6°C) sogar nur zwei 

Stunden (Gamenick et a/. 1996). Diese Art reagiert daher empfindlich gegenüber plötzlich auf

tretenden Sauerstoffmangelerscheinungen im Biotop und kann nur aufgrund ihrer hohen Mobi

lität dem Schwefelwasserstoff ausweichen und sulfidfrei gewordene Habitate schnell wiederbe

siedeln. C. torosa ist dagegen aufgrund ihrer hohen Hypoxie- und Sulfidtoleranz sehr gut an 

die Flachwasserbiotope der Ostsee mit ihren ständig fluktuierenden abiotischen Faktoren ange

paßt und stellt hier die dominierende Benthosart dar (Herrnan & Heip 1982, Herman et al. 
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1983). Auch Freilandexperimente bestätigen dies. Nach Abdeckung von Teilen des Sedimentes 

mit PVC-Folien war C. rorosa die am längsten überlebende Art der Gemeinschaft in dem 

anoxisch und hochsulfidisch werdenden Milieu (Garnenick et al. in Vorbereitung). Anderer

seits erschien der Ostracode als erste Art nach Entfernen der Plane (Gamenick & Giere 1995. 

Garnenick et aL 1996). Offensichtlich handelt es sich um eine Pionierart. die klein räumig und 

periodisch auftretende anoxische. hochsulfidische Sedimentbereiche sehr schnell besiedeln 

kann. 

Unterschiedliche Sulfidtoleranzen bei verschiedenen Arten und Populationen beruhen auf 

unterschiedlichen Mechanismen des Sulfidausschlusses und der Sulfidentgiftung. Die wichtig

sten bisher bekannten und in der Einleitung beschriebenen Anpassungsmechanismen sind in 

Abb. 29 schematisch zusammengefaßt (vgl. hierzu auch Reviews: Somero et al. 1989. Vis

mann 199lb. Bagarinao 1992): Die Tiere können zunächst versuchen. beispielsweise durch 

Schalenschluß, ein Eindringen von zuviel Sulfid zu verhindern oder zumindest zu verzögern 

(G); Oeschger & Storey 1993). Dringt H2S in die Epidermis ein. so können einige Arten es in 

Form ausgefallter Metallsulfide ablagern (@: Oeschger & J anssen 1991, J anssen & Oeschger 

1992). Bis zum Innenmedium vorgedrungener Schwefelwasserstoff wird (eventuell unter 

Beteiligung respiratorischer Pigmente) oxidiert(@; Vismann l 99la, Jahn et al. 1992. Oeschger 

& Vetter 1992, Völkel & Grieshaber 1992). Weitere Sulfidoxidation kann in den Mito

chondrien erfolgen. Dabei sind einige Arten auch in der Lage. diese Oxidation energetisch zu 

nutzen(©; Oeschger & Vismann 1994. Völkel & Grieshaber 1994. 1996. Oeschger & 

Tschischka 1995, Tschischka & Oeschger 1995 ). Bei Überforderung der genannten Schutz

mechanismen erfolgt ein Umschalten auf anaerobe Stoffwechselwege(®: Jahn et al. 1992. 

Oeschger & Vetter 1992, Völkel & Grieshaber 1992, 1994 ). Im folgenden sollen diese 

Mechanismen am Beispiel von Macoma baltlzica und Cyprideis torosa diskutiert werden. 
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3 Sulf"Kloxidation 

Der wichtigste Entgiftungsmechanismus für Schwefelwasserstoff scheint die Oxidation 

von eingedrungenem Sulfid zu nichttoxischen Verbindungen zu sein. Bei Belastung mit 

Schwefelwasserstoff konnte sowohl bei der Plattmuschel Macoma balthica als auch bei dem 

Ostracoden Cyprideis torosa die Bildung von Thiosulfat (S _Oi -) nachgewiesen werden 

(Abb. l7b, 25b). Sulfit (SO/-) tritt bei beiden Arten nur in Spuren auf (Tab. 6. 11 ). Auch von 

anderen marinen Evertebraten ist bekannt. daß Thiosulfat das Hauptoxidationsprodukt der 

Sulfidentgiftung ist. während Sulfit nur eine untergeordnete Rolle spielt (Vismann l99la. Jahn 

etal. 1992. Oeschger & Vetter 1992. Völkel & Grieshaber 1992. Hagerrnan & Vismann 

1993). Die Produktion von Sulfit ist im Vergleich zur Thiosulfatbildung stöchiometrisch un

günstiger, da beim Thiosulfat im Vergleich zum Sulfit mehr Schwefelatome pro Sauerstoff

atom gebunden werden (Somero et al. 1989. Vismann 199lb). Wahrscheinlich ist Sulfit ein 

Zwischenprodukt, das während der Thiosulfatproduktion entsteht: Eingedrungenes Sulfid wird 

zunächst zu Sulfit oxidiert, dann wird in einer Komproportionierungsreaktion (Übergang von 

einer höheren und niederen zu einer mittleren Oxidationsstufe) ein zweites Sulfidmolekül zur 

Bildung von Thiosulfat angefügt (O'Brien & Vetter 1990). 

Bei Macoma balthica wurden auch geringe Mengen an elementarem Schwefel (S 8) 

nachgewiesen (Tab. 6). Elementarschwefel als Sulfidoxidationsprodukt ist bisher nur selten ge

funden worden. Neben einigen Arten der Meiofauna (Powell et al. 1980, Dr. F. Thiermann, 

Universität Hamburg, pers. Mitt.) konnte es auch bei der Sandklaffmuschel Arenomya (Mya) 

arenaria nachgewiesen werden (Nielsen 1994). Bei einer weiteren reduzierten Schwefelkom

ponente, dem Membranbestandteil Glutathion (GSH ). treten signifikante Veränderungen nach 

Sulfidinkubation meist nur unter oxischen Bedingungen und ohne sich deutliche abzeichnende 

Tendenzen auf (Tab. 6. 11). Die Reaktion von H 2S mit Glutathiondisulfid (GSSG) unter Bil

dung von GSSH und GSH wird zwar auch als Schutzmechanismus gegenüber Sulfid bei Wir

beltieren diskutiert, da jedoch im Gewebe nur geringe Mengen an GSSG vorliegen und die 

weitere GSSG-Bildung durch Hypoxie gehemmt wird. spielt Glutathion wahrscheinlich keine 

wichtige Rolle bei der Sulfidentgiftung (Vismann 199lb). 

Die Sulfidoxidation hängt von der Sauerstoffverfügbarkeit ab. Unter hypoxischen Bedin

gungen werden interne Sauerstoffvorräte schnell verbraucht. so daß nur wenig Thiosulfat und 

Sulfit gebildet werden. Der Sulfidgehalt des Gewebes steigt daher schnell an (Abb. 16). Die 

Tiere sind demnach auf die Versorgung mit sauerstofführendem Wasser durch lrrigationsströ

me angewiesen. Macoma balthica versorgt sich über den Einstromsipho mit frischem, sauer

stoffhaltigen Wasser. Die Sulfidoxidation bleibt somit gewährleistet, auch wenn die Platt

muschel im Sediment dem sulfidhaltigen Porenwasser unmittelbar ausgesetzt ist (Abb. 30). 
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Abb. 30. Macoma balthica. Aus dem Sediment ragender Einstrom- (lang) und Ausstromsipho 
(kurz). Hierüber ist eine Versorgung mit frischem, sauerstoffhaltigem Wasser auch bei hoher 
Sulfidbelastung des Sedimentes möglich. 
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Der Ostracode Cyprideis torosa zeichnet sich durch eine besonders hohe Sulfidoxida

tionsleistung aus. Die Tiere produzieren unter oxischen Bedingungen große Mengen an Thio

sulfat (Abb. 25b), obwohl sie damit einen raschen Sulfidanstieg nicht verhindern können 

(Abb. 25a). Da sie an der Sedimentoberfläche leben, werden sie jedoch in der Regel nur kurz

fristig mit Sulfid konfrontiert, so daß dann eine schnelle Oxidation durchaus sinnvoll sein kann. 

Eventuell können die Ostracoden die Sulfidoxidation sogar energetisch nutzen. Die vollständige 

Oxidation des stark reduzierten Moleküls Sulfid zu Sulfat liefert 716 kJ·mo1- 1 (Huxtable 1986). 

Diese Energie wird nicht nur von chemolithoautotrophen Schwefelbakterien genutzt (Felbeck et 

al. 1981), sondern auch eukaryote Organismen können einen energetischen Nutzen aus der 

Oxidation von Sulfid erzielen. Powell & Somero (1986) konnten bei der Muschel Solemya 

reidi erstmalig die Kopplung der Sulfidoxidation an die oxidative Phosphorylierung in den Mi

tochondrien nachweisen. Die Fähigkeit zur mitochondrialen Sulfidoxidation, gekoppelt mit der 

Bildung von Adenosintriphosphat (A TP), ist inzwischen auch bei anderen marinen Evertebra

ten gefunden worden 8(0eschger & Vismann 1994, Völkel & Grieshaber 1994, 1996, Oesch

ger & Tschischka 1995, Tschischka & Oeschger 1995). Hierbei wird die Existenz einer alter

nativen terminalen Oxidase postuliert, die wie Cytochrom-c-Oxidase Elektronen auf Sauerstoff 
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überträgt, aber nicht sulfidsensitiv ist. Bei freilebenden Nematoden wurde eine alternati\'e Oxi

dase bereits nachgewiesen (Mendis & Evans 1984). Bei Turbellarien ist ein sulfidinsensiti\'er 

oxidativer Stoffwechsel ebenfalls bekannt (Fox & Powell 1987). Es ist daher möglich, daß 

C. torosa ebenfalls über eine sulfidinsensitive Oxidase verfügt und die Sulfidoxidation energe

tisch nutzen kann. Hierbei bleibt jedoch zu bedenken, daß eine effektive A TP-Bildung nur bei 

niedrigen Sulfidkonzentrationen abläuft (Oeschger & Vismann 1994, Oeschger & Tschischka 

1995). Die Leistungsfähigkeit diese Prozesses erreicht somit nicht die Kapazität der bakteriellen 

Chemolithoautotrophie. Die Fähigkeit der Mitochondrien zur Sulfidoxidation ist wahrscheinlich 

primär ein Erbe ihres bakteriellen Ursprungs (vgl. "Endosymbiontentheorie", de Duve 1996), 

dem die Adaptation an ein sulfidisches Habitat nachgeordnet ist. 

4 Geschwindigkeit von Sulfiddiffusion und -entgiftung 

Entscheidend für die Effektivität der Sulfidentgiftung ist das Verhältnis der Geschwin

digkeit, mit der Schwefelwasserstoff in das Gewebe eintritt zur Geschwindigkeit der Sulfid

oxidation. Um diese Geschwindigkeiten bestimmen zu können, wurde ein neues Verfahren 

entwickelt, das es erlaubt, den Diffusionskoeffizienten für Gesamtsulfid aus den im Gewebe 

gemessenen Summen der Schwefelkomponenten zu ermitteln. Der so erhaltene Koeffizient 

beinhaltet nicht nur die Sulfiddiffusion durch die Epidermis, sondern er faßt alle Diffusionsbar

rieren im Körper (einschließlich einer eventuell vorhandenen Schale) zusammen. Es wird daher 

der Begriff "apparenter Diffusionskoeffizient" vorgeschlagen. Schutzreaktionen, wie zeitweili

ger Schalenschluß, führen im Gegensatz zum "echten" Diffusionskoeffizienten zu einem An

stieg des apparenten Koeffizienten. Durch den apparenten Diffusionskoeffizienten können also 

derartige Schutzmechanismen mit erfaßt werden. Auch Unterschiede im pH-Wert zwischen 

der Körperflüssigkeit und dem äußeren Medium sind im apparenten Diffusionskoeffizienten 

mit berücksichtigt, da er aus der Gesamtsulfidkonzentration berechnet wird. Da ein Absenken 

des inneren pH-Wertes zu einer geringeren Sulfidkonzentration im Körperinneren führt 

(Groenendaal 1981, Völkel & Grieshaber 1992, Zimmermann & Jahn 1996), vermindert sich 

auch der apparente Diffusionskoeffizient entsprechend. 

Beim Vergleich der Diffusionskoeffizienten der Populationen von Macoma balthica zeigt 

sich, daß die Plattmuscheln aus der Kieler Bucht und von Darum-Neufeld einen etwa doppelt 

so hohen apparenten Diffusionskoeffizienten für Gesamtsulfid haben wie die Populationen aus 
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der Danziger Bucht und von Hiddensee (Tab. 7). Das bedeutet, daß bei den Muscheln aus Kiel 

und Dorum Schwefelwasserstoff schneller eindringt als bei Exemplaren aus Danzig und Hid

densee. Dies ist auch an den wesentlich kürzeren Sättigungshalbwertszeiten erkennbar. Den 

niedrigsten Diffusionskoeffizienten haben die Hiddenseer Tiere. Sie können also am effektiv

sten Sulfid ausschließen, so daß auch die Entgiftung langsamer ablaufen kann. 

Die sulfidempfindlicheren Tiere aus Kiel und Dorum versuchen das schnellere Ein

dringen von H2S in den Körper durch eine schnellere Entgiftung zu kompensieren. Die 

Geschwindigkeit dieser Entgiftung kann rechnerisch durch eine Konstante erfaßt werden. Da 

bei diesem Wert, wie beim apparenten Diffusionskoeffizienten. alle Sulfidentgiftungsmecha

nismen mit eingehen. wird hierfür parallel zum apparenten Diffusionskoeffizienten der Begriff 

"apparente Entgiftungskonstante" vorgeschlagen. Es zeigt sich nun. daß die apparenten Ent

giftungskonstanten der sulfidsensitiven Populationen höher sind als bei den sulfidresistenten 

Plattmuscheln (Tab. 7). Das bedeutet. daß der Stoffwechsel der empfindlicheren Tiere bei 

Sulfidbelastung durch aktive Prozesse stärker belastet wird. Ein Sulfidausschluß ist jedoch 

langfristig nicht möglich. wie die hohen Sulfidwerte im Gewebe der Kieler Tiere zeigen 

(Abb. 16a). Die hohe Belastung des Stoffwechsels führt letztendlich zu einer niedrigeren Über

lebensrate unter Sulfidstreß (Abb. 9c), während bei den resistenteren Tieren der Stoffwechsel 

weniger beeinträchtigt ist. Diese Tiere sind somit besser an ihren sulfidischen Standort ange

paßt Hier liegt offensichtlich die Erklärung für die unterschiedlichen Sulfidtoleranzen der Platt

m uschelpopulationen. 

Im Vergleich zu anderen Arten sind die Diffusionskoeffizienten von Macoma balthica 

(zwischen 1,2 und 3,4·10-6 cm2-s- 1) sowie von dem Ostracoden Cyprideis torosa 

(8, l · 10-7 cm2-s- 1) verhältnismäßig niedrig. Julian & Arp ( 1992) geben für den Echiuriden 

Urechis caupo eine Permeabilität von Gesamtsulfid durch den Hautmuskelschlauch von 

0,068 cm·h- 1 bei pH 8.0 an. Unter der Annahme einer Diffusionsstrecke von 0,2 cm durch den 

Hautmuskelschlauch (Yölkel & Grieshaber 1992) berechnet sich hieraus ein Diffusionskoef

fizient von 3,8·10-6 cm2·s- 1. Völkel & Grieshaber ( 1992) nennen für den Hautmuskelschlauch 

des Sipunculiden Sipunculus nudus einen Diffusionskoeffizienten für undissoziiertes H2S von 

4.10-s cm 2·s-t, wobei sie allerdings für die Berechnung eine nicht-differentielle Form des ersten 

Fick'schen Gesetzes verwendeten. Der von den Autoren angegebene Wert ist sogar höher als 

der theoretische Wert von Powell ( 1989). der den Diffusionskoeffizienten von H2S dem von 

Sauerstoff in Wasser gleichsetzt (Dms :::: D02 :::: 5 · l o-6 cm 2·s- 1 ). Beim Vergleich der in der vor

liegenden Arbeit bestimmten apparenten Diffusionskoeffizienten mit Literaturdaten ist zu be

denken, daß sich die Autoren auf unterschiedliche Diffusionsstrecken (meist nur den Hautmus

kelschlauch) und unterschiedliche Sulfidspezies beziehen. Powell (1989) und Völkel & Gries

haber ( 1992) betrachten nur undissoziiertes H2S, das aufgrund seiner Ladungsneutralität einen 
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höheren Diffusionskoeffizienten als Gesamtsulfid hat. Dennoch wird deutlich, daß die Sulfid

diffusion bei M. balrhica und C. torosa langsamer erfolgt als bei U. caupo und S. nudus. 

Dies könnte auf zeitweiligen Schalenschluß der Tiere zurückzuführen sein. Längerfristig 

kann jedoch auch das Schließen der Schale ein Eindringen von H2S nicht verhindern. wie der 

Anstieg des Sulfidgehaltes bei Macoma halthica und C_\prideis torosa zeigt. Auch bei der 

Islandmuschel Arctica islandica kommt es trotz zeitweiligen Schalenschlusses zu einem 

Anstieg des Sulfidgehaltes im Gewebe (Oeschger & Storey 1993). Während der experimentel

len Inkubationen waren die Schalen von M. halthica sogar meist geöffnet. Der Sipho war weit 

ausgestreckt; die Tiere suchten offenbar nach besseren Bedingungen. Schutz vor Schwefelwas

serstoff durch Schalenschluß kann also nur kurzfristig erfolgt sein. Auch bei dem Muschel

krebs C. torosa schützt der Carapax nicht vor Schwefelwasserstoff. Die Tiere behalten unter 

Sulfidexposition ihre Bewegungsfähigkeit bei. so daß die Schalen zumindest zeitweilig geöffnet 

sein müssen. So wird selbst unter oxischen Bedingungen nach einer Stunde die Sulfidkonzen

tration des äußeren Mediums erreicht (Abb. 25a). 

Trotz des sehr niedrigen apparenten Diffusionskoeffizienten ist der Ostracode Cyprideis 

torosa im Gegensatz zu Macoma balthica nicht in der Lage. den Sulfidgehalt im Gewebe un

terhalb der Sulfidkonzentration des äußeren Mediums zu halten. wenn die Belastung länger als 

eine Stunde dauert. Nach dieser Zeit war unter den gegebenen Bedingungen ein Gleichgewicht 

der Sulfidkonzentration zwischen innen und außen erreicht (Abb. 25a). Die Sättigungshalb

wertszeit liegt sogar nur bei acht Minuten. Dies ist eine Konsequenz aus der geringen Größe 

der Tiere. Mit einer durchschnittlichen Länge von nur etwa l mm wird C. torosa bereits zur 

Meiofauna gezählt (Herrn an et a/. 1983 ). Solch kleine Organismen haben im Vergleich zum 

Volumen eine sehr große Oberfläche. Da die Diffusion nach dem ersten Ficksehen Gesetz 

(GI. 12) vom Oberflächen-Volumen-Verhältnis abhängt. muß dies zu einer hohen Sulfiddiffu

sion führen, selbst bei einem niedrigen Diffusionskoeffizienten. Aus der Berechnung des appa

renten Koeffizienten D 

D = 
r, 

(17) 
3r 

wird unmittelbar deutlich, daß die Sättigungshalbwertszeit t direkt proportional zum Quadrat 

des effektiven Radius re ist. Verzehnfacht sich beispielsweise die Tiergröße, so daß die 

Größenordnung von Makrofauna wie beispielsweise M. balthica vorliegt, dann wird es bei 

gleichem Diffusionskoeffizienten lOOmal so lange dauern. also statt acht Minuten mehr als 

zwölf Stunden, bis die halbe Sättigungskonzentration erreicht ist. Die S ulfiddiffusionskoeffi-
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zienten von M. balthica sind jedoch gegenüber C. torosa deutlich größer, so daß sich die Sätti

gungshalbwertszeiten um den Faktor 10 bis 50 statt 100 unterscheiden. 

Die Abhängigkeit der Sulfiddiffusion von der Tiergröße gilt jedoch nicht nur für Meio

fauna sondern generell für alle Arten des Zoobenthos. Dies konnte bei Macoma baithica ex

emplarisch nachgewiesen werden. Unter der Annahme, daß sich ein Gleichgewicht zwischen 

Sulfiddiffusion und -entgiftung einstellt. bei der sich die Sulfidinnenkonzentration zeitlich nicht 

mehr ändert, läßt sich die sich einstellende Sulfidgleichgewichtsinnenkonzentration c1 rn 

Abhängigkeit vom effektiven Radius r„ und damit von der Tiergröße berechnen: 

c = Cq l! 
-kr}l:\D 

(25) 

Aus der Funktion (GI. 25) und aus dem Kurvenverlauf ( Abb. 19) wird deutlich. daß der 

Term der e-Funktion bei einem großen Radius gegen O geht. so daß auch die Gleichgewichts

innenkonzentration gegen O geht. Das bedeutet. daß große Tiere. bei gegebener Diffusion und 

Entgiftung, Sulfid wirkungsvoll detoxifizieren können. Bei kleiner werdendem Radius steigt 

jedoch die Innenkonzentration exponentiell an und erreicht schließlich die Sulfidaußenkonzen

tration c0• Unterschreitet re beispielsweise den Wert 0.235 cm. dann ist c1 bei der Population 

aus der Danziger Bucht größer als cc/2 (mit k = 7. 1 · 10-5 s- 1: D = 1,89· 10-6 cm2-s- 1; Tab. 7). 

Das Verhältnis zwischen dem effektiven Radius und der Schalenlänge beträgt etwa l :4,5. Das 

bedeutet, die Muscheln müssen unter den gegebenen Bedingungen mehr als 1 cm lang sein, 

um die innere Gleichgewichtskonzentration im Vergleich zur Außenkonzentration wenigstens 

halbieren zu können. Bei Größenordnungen im Millimeterbereich sind Innen- und Außenkon

zentration des Sulfids praktisch gleich. Es zeigt sich somit daß bereits bei derartigen Größen

ordnungen eine unter normalen physiologischen Bedingungen ablaufende Sulfidentgiftung mit 

dem schnellen Eindringen von Schwefelwasserstoff nicht mehr Schritt halten kann. wie auch 

von Powell ( 1989) für Meiofauna postuliert. 

Diese Größenabhängigkeit konnte experimentell bestätigt werden. Während bei Platt

muscheln mit einer Schalenlänge von 16 bis 22 mm die interne Sulfidkonzentration nach H2S

Inkubation nur gering ist. erhöht sich bei kleinen Muscheln mit einer Schalenlänge von 6 bis 

12 mm der Sulfidgehalt in ihrem Gewebe deutlich (Abb. 20). Noch offensichtlicher wird diese 

Größenabhängigkeit beim Sulfidoxidationsprodukt Thiosulfat. Die kleineren Muscheln ver

suchen offensichtlich. das schnellere Eindringen von Sulfid durch eine erhöhte Oxidations

leistung zu kompensieren. Diese Kompensation reicht aber auf Dauer nicht aus. Feldunter

suchungen an Muscheln aus der Danziger Bucht zeigen. daß die kleineren Größenklassen an 

besonders hoch mit Sulfid belasteten Standorten deutlich zurückgehen (U. Janas, Universität 

Danzig, pers. Mitt.). Hohe Sulfidbelastungen im Habitat können also zu einer Überalterung der 

Population führen. Es zeigt sich somit sowohl theoretisch als auch experimentell, daß bei Un

terschreitung einer bestimmten Minimalgröße im Grenzbereich zwischen Meio- und Makro-
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fauna eine effektive Sulfidentgiftung aufgrund der Diffusionsgesetze nicht mehr möglich ist. 

Dies gilt auch für die Larvenstadien der sulfidtoleranten Makrofauna, die daher deutlich emp

findlicher auf Schwefelwasserstoff als ihre Adulniere reagieren (Binkau et a/. l 994. Schneider 

1995). Interessanterweise deuten sich jedoch auch bereits bei Larvenstadien von Macvma ba/

thica aus unterschiedlich mit Sulfid belasteten Standorten unterschiedliche Sulfidtoleranzen an 

(Bittkau etaL 1996). 

5 Sulfidfällung 

Durch Fällung und Eliminierung von eingedrungenem Sulfid an der Körperoberfläche 

könnte der apparente Diffusionskoeffizient gesenkt und dadurch die Sulfidtoleranz gesteigert 

werden. So färbt sich der Mantelrand von Macoma balthica nach Sulfidexposition schwarz. 

Ähnliche Beobachtungen konnten auch bei dem Nematoden Tobrilus g racilis (Nuß 1984 ), der 

Plattmuschel Macoma nasuta (Levitt & Arp 1991 ), dem Priapuliden Halicryptus spinulosus 

(Oeschger & Janssen 1991, Janssen & Oeschger 1992), dem Polychaeten Pherusa plumosa 

(Jahn et al. 1992), der Pfeffennuschel Scrobicularia plana (Oeschger & Pedersen 1994) und 

dem Oligochaeten Tubificoides benedii (Dubilier et al. 1995) gemacht werden. Bei P. plumosa 

und H. spinulosus beruht die Schwarzfärbung auf ausgefälltem Eisensulfid auf der äußeren 

Kutikula. Da die Färbung wieder verschwindet. wenn die Tiere mit Sauerstoff in Berührung 

kommen, wurde vennutet. daß es sich hier um einen Schutzmechanismus handelt. der. "ver

gleichbar mit einer Batterie". wieder regenerierbar ist (Oeschger & Vetter 1992). 

Bei Macoma balthica ist die Schwarzfärbung hauptsächlich auf extrazelluläre Kupfer

Schwefel-Präzipitate in der basalen Matrix des Mantelrandes zurückzuführen (Abb. 12-15, 

Tab. 4). Es könnte hier eine "Sulfid-Falle" vorliegen, wie sie auch für Scrobicularia plana 

postuliert wurde (Oeschger & Pedersen 1994 ). Das erste Ficksehe Gesetz (Gl. 11) ermöglicht 

eine Abschätzung der Effektivität einer solchen Sulfidfällung im Mantelrand. Die Annahme, 

daß der Mantelrand etwa 0, l cm breit ist und sich über eine Länge von 1,5 cm erstreckt, liefert 

eine Eintrittsfläche A von 0, 15 cm 2. Bei einer Mantelranddicke von etwa 20 µm (Dr. R. Win

doffer, Universität Hamburg, pers. Mitt.). einer äußeren Sulfidkonzentration von 100 µM 

(=lü-7 mol·cm-3) und einem apparenten Diffusionskoeffizienten von l,23·10-6 cm2-s-1 (s. 

Tab. 7, Hiddenseer Population) werden demnach 9,23· 10-12 mol H2S s-1 bzw. 33,2 nmol·h-1 

durchtreten. 



S ulfidfällun g 103 

Nach Sulfidinkubation liegen etwa 200 µg Cu g- 1 FM mehr im Mantel vor als nach rein 

oxischer Inkubation (Abb. l5a). Bei einer Masse des Mantels von ca. 10 mg entspricht diese 

Konzentration einer Absolutmenge von etwa 2 µg bzw. 32 nmol Cu. Es kann also angenom

men werden. daß dies die Menge ist. die der Organismus zur Fällung von Sulfid bereitstellen 

kann. Wenn das eindringende Sulfid zu CuS gefällt wird, werden somit 32 nmol H 2S immobi

lisiert. Das bedeutet. daß bei einer Außenkonzentration von 100 µM H2S nach spätestens einer 

Stunde die Kapazität des Kupfers erschöpft ist. 

Da der apparente Diffusionskoeffizient auch zeitweiligen Schalenschluß bereits mit 

berücksichtigt (s.o.). handelt es sich hierbei um eine untere Abschätzung. Nach Powell ( 1989) 

beträgt der Koeffizient für undissoziiertes H2S bei ungehinderter Diffusion etwa 5· I o-n cm 2.s-1. 

Hierbei muß jedoch auch noch die Dissoziation des H:S mit berücksichtigt werden. Unter 

Abwandlung von GI. ( 11) lautet dann das erste Ficksehe Gesetz: 

fl n 

fl t 
(26) 

Unbekannt sind die Diffusionskoeffizienten für HS- (DHs-> und s2- (D5.J. Julian & Arp 

( 1992) geben jedoch Permeabilitätskoeffizienten für H2S (PH2s) und Hs- (PH5.) an. aus denen 

der Diffusionskoeffizient DHs- abgeschätzt werden kann: 

= (27) 

0.17 cmh·' 
= 

0.063 cmh I 

DHs- = 0.371 DH2s (28) 

Weiterhin werden die Konzentrationen der Sulfidspezies H2S, HS- und s2- benötigt. Die 

Konzentration des vollständig dissoziierten s2--Ions kann bei einem pH-Wert kleiner als 12 

vernachlässigt werden (c5 .. ~ 0). Da auch D5_ wesentlich kleiner als DH2s und DHs- ist, entfällt 

der letzte Tenn der Gl. (26). 

Die Konzentration des undissoziierten H2S cH2s läßt sich aus der Definition der ersten 

Dissoziationskonstante K1 für H2S in Abhängigkeit von der Protonenkonzentration cH+ berech

nen (Goldhaber & Kaplan 1975): 
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(29) 

Die Konzentration des HS--Ions cHs- ergibt sich aus der Gesarntsulfidkonzentration cT: 

(30) 

= 

CH~ ( 31) 

Mit er= lOOµmoI-1- 1.cH+= 10-s moJ-1- 1 und K1 = 9.77·10-8 mo1-1- 1 (aus pK1 = 7.01: Millero 

1986) ergibt sich cH2s = 9.3 µmol·l- 1 und cHs- = 90.7 µmo1-1- 1. 

Zur Berechnung der Flußrate können also folgende Daten in GI. (26) eingesetzt werden: 

A = 0,15 cm2, ~x = 2-10-3 cm. DH2s = s-10-0 cm 2·s-1 (Powell 1989). ~cH2s = 

9,3· 10-9 mol·cm-3, DHs- = l.86· l0-6 cm2-s- 1 und ~cHs- = 9.07· lQ-8 moI-cm-3. Es ergibt sich 

somit eine Flußrate von l ,6 l · 10- 11 mol·s-1 bzw. 58 nmol·h- 1• Bei ungehinderter Diffusion ist 

das Kupfer (32 nmol. s.o.) also bereits nach 34 Minuten verbraucht. Hierbei wurde jedoch von 

einem pH-Wert von 8,0 ausgegangen. Im Sediment liegt aber ein niedrigerer pH-Wert vor, der 

zu einer höheren Sulfiddiffusion führt. Für pH 7.0 berechnet sich aus den GI. (26 - 31) eine 

Flußratevon2,58·l0-l 1 mol·s- 1 bzw. 93 nmol·h-'. lm diesem Fall ist bereits nach 21 Minuten 

die Kapazität des Kupfers erschöpft. 

Diese Abschätzung ist natürlich sehr grob und berücksichtigt nicht die Fällung mit ande

ren Metallen wie Eisen und Zink. die wahrscheinlich ebenfalls stattfindet. Unbekannt ist auch. 

inwieweit der Körper zusätzlich Metalle zum Mantelrand nachliefern kann. Die langsame 

Bildungs- (innerhalb von Tagen) und Abbaurate der Präzipitate (innerhalb von Wochen) 

sprechen für einen langsamen Prozeß. Es kann also nicht ausgeschlossen werden, daß die 

Metallfällung ein rein chemischer Vorgang ist, der sogar einen zusätzlichen Streßfaktor für das 

Tier darstellt. Es bleibt deutlich. daß die Fällung zu Metallsulfiden bei höherer Sulfidbelastung 

nur einen kurzfristigen Schutz des Organismus darstellen kann, wie dies auch schon von ande

ren Autoren vermutet wurde (Dubilier et a/. 1995). Andererseits wird der Sulfidgehalt im 

Habitat normalerweise nicht plötzlich, sondern nur langsam ansteigen. Bei einer Außenkonzen

tration von lO µM H2S dauert es unter den obigen Annahmen immerhin bis zu zehn Stunden, 

bis das Kupfer im Mantelrand für die Sulfidfällung verbraucht ist. Das kann bedeuten, daß bei 

einer langsam ansteigenden Sulfidbelastung die Tiere durch Fällungsreaktionen Zeit gewinnen. 
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um ihren Stoffwechsel umzustellen. Während dieser Zeit könnten die Präzipitate von Amöbo

cyten phagocytiert und über die Mitteldanndrüse exportiert werden. Ein ähnlicher Mechanis

mus ist bei der Auster Ostrea edulis bekannt (George et al. 1978). Da normalerweise nur der 

Mantelrand dem sulfidhaltigen Porenwasser unmittelbar ausgesetzt ist, während die Muscheln 

sich über ihren Sipho mit sauerstoffualtigem Wasser versorgen, bleibt eine Sulfidoxidation 

auch bei Sulfidbelastung im Sediment gewährleistet (Abb. 30). Eine Sulfidfällung im Mantel

rand und der Abtransport der gebildeten Metallsulfide über Amöbocyten könnte daher zumin

dest zu Beginn der Sulfidbelastung ein sinnvoller Entgiftungsweg sein. 

6 Inhibition von Enzymen 

Wenn ein Ausschluß von Sulfid nicht mehr möglich ist und die Sulfidoxidationskapa

zitäten erschöpft sind, dann blockiert eingedrungener Schwefelwasserstoff die Cytochrom-c

Oxidase. Sulfidinkubationen von Enzympräparaten zeigen. daß die Cytochrom-c-Oxidase von 

Macoma balthica bereits durch sehr geringe Sulfidkonzentrationen gehemmt wird. Auch bei 

anderen marinen Arten aus sulfidischen Biotopen liegen die Inhibitionskonstanten meist im 

nanomolaren Bereich und unterscheiden sich nicht wesentlich von denen nichtmariner Spezies 

(Tab. 13). Es ist bisher bei keiner Art eine sulfidunempfindliche Form der Cytochrom-c

Oxidase gefunden worden (Hand & Somero 1983). 

Die unterschiedlichen S ulfidtoleranzen der Plattm uschelpopulationen beruhen dem nach 

nicht auf einer unterschiedlichen Sulfidsensitivität der Cytochrom-c-Oxidase. Populationsunter

schiede spiegeln sich jedoch wider. wenn die ganzen Tiere und nicht das isolierte Enzym 

Schwefelwasserstoff ausgesetzt werden. Dann geht bei Individuen aus der Kieler Bucht und 

aus Darum-Neufeld die spezifische Aktivität der Cytochrom-c-Oxidase schon nach wenigen 

Tagen zurück (Abb. 2 la). Im Gegensatz dazu ist bei Plattmuscheln aus der Danziger Bucht und 

aus Hiddensee kein Rückgang zu erkennen (Abb. 2lb). 

Der Rückgang der spezifischen Aktivität muß nicht unbedingt auf einen unmittelbaren 

Aktivitätsrückgang der Cytochrom-c-Oxidase zurückgeführt werden. sondern kann auch auf 

eine verminderte Konzentration des Enzyms beruhen. Eventuell wird bei den empfindlichen 

Populationen die Neusynthese des Enzyms gehemmt. So ist bekannt. daß das Schlüsselenzym 

der Hämsynthese. o-Aminolävulinsäuredehydratase, durch Schwermetalle wie Blei inhibiert 
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wird (Kendo et aL 1983). Es ist daher denkbar, daß Sulfid die Neusynthese der Cytochrom-c

Oxidase bei den Plattmuscheln aus Darum und der Kieler Bucht hemmt Im Gegensatz dazu 

verhindern die Hiddenseer und Danziger Tiere durch Venninderung des apparenten Diffu

sionskoeffizienten eine derartige Hemmung. so daß die Konzentration der Cytochrom-c

Oxidase aufrechterhalten bleibt und nach Entfernung des Sulfids der normale oxische Stoff

wechsel sofort wieder einsetzen kann. 

Die Erholungsversuche untermauern diese Hypothese. Es zeigt sich hierbei. daß die 

spezifische Ausgangsaktivität der Cytochrom-c-Oxidase bei den sulfidem pfindlichen Platt

muscheln auch neun Tage nach Unterbrechung der Sulfidzufuhr noch nicht wieder vollständig 

erreicht ist (Abb. 22). Es kann daher angenommen werden. daß die Tiere diese Zeit für eine 

Neusynthese benötigen. 

Tab. 13. Inhibitionskonstanten K1 der Cytochrom -c-Ox.idase für H ~S verschiedener Arten 
(Zusammenstellung nach Theede et al. 1995) 

Art K1 [µM HzSJ Autoren 

Marine Fische. versch. Arten 0.028 - 0.463 Bagarinao & Vetter 1990 

Katzenwels l 

Echiuride 0,5 

Rind 0.02 - 0.24 

BvthoRrea thermvdron 0.002 Hand & Somero 1983 

Riftia vachvvtiln 14 

Halicrvvtus svinulosus 1.05 Oeschger & Vetter 1992 

Heteromastus filiformis 0.31 Oeschger & Yismann 1994 

Macoma balthica: Kiel 0.65 diese Arbeit 

Dorum 0.56 

Danzig 0,25 

Hiddensee 0.13 
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Auch das bei Sauerstoffradikalentgiftung beteiligte Enzym Katalase wird durch Schwe

felwasserstoff inhibiert. Die Empfindlichkeit ist jedoch bei weitem nicht so hoch wie bei 

Cytochrom-c-Oxidase. Während dieses Enzym bereits bei nanomolaren Sulfidkonzentrationen 

gehemmt wird (vgl. Tab. 13), liegen die Sulfidinhibitionskonstanten der Katalase bei den unter

suchten Arten Macoma balthica, Halicryptus spinulosus, Hediste diversicolor, Heteromastus 

filiformis und Pherusa plumosa im mikromolaren Bereich (Tab. 9). Dennoch liegt selbst bei 

dem äußerst sulfidresistenten Priapuliden H. spinulosus keine sulfidinsensitive Form der Kata

lase vor, wie dies bei "thiobiotischer" Meiofauna nachgewiesen werden konnte (Morrill et al. 

1988). 

Hypoxische und hypoxisch-sulfidische Inkubationen bewirken bei den Muscheln Maco

ma balthica und Arenomya ( Mya) arenaria einen Rückgang der Katalase-Aktivität (eigene un

veröffentlichte Daten). Da bei den Aktivitätsänderungen keine Unterschiede zwischen hyp

oxischen und hypoxisch-sulfidischen Bedingungen vorliegen. scheint Sauerstoffmangel und 

weniger der Sulfidgehalt des äußeren Mediums zu einer Veränderung der Enzymaktivität zu 

führen. Abele-Oeschger & Oeschger ( 1995) konnten den gleichen Effekt bei Astarte borealis 

und Arenicola marina nachweisen. Bei Hediste (Nereis) diversicolor nimmt die Katalase

Aktivität nach anoxisch-sulfidischen Bedingungen wie auch nach Anoxie ohne Sulfid zu 

(Abele-Oeschger et al. 1994 ). 

Ein Einfluß von Schwefelwasserstoff auf die Enzyme des Energiestoffwechsels Malat

dehydrogenase und Glutamatdehydrogenase wurde bei Macoma balthica nicht gefunden. Das 

bedeutet. daß Sulfid zwar den oxidativen Stoffwechsel zum Erliegen bringt, eine Energiebereit

stellung durch Anaerobiose wahrscheinlich aber noch möglich ist. 

7 Anaerober Stoffwechsel 

Erhöhte Succinatgehalte im Gewebe der Tiere weisen auf einen anaeroben Stoffwechsel 

hin (Gäde & Grieshaber 1989). Die Succinatanreicherungen bei Macoma balthica und 

C~prideis torosa unter hypoxischen wie auch unter sulfidischen Bedingungen zeigen, daß die 

Tiere unter diesen Bedingungen auf anaerobe Stoffwechselwege umschalten (Abb. 23, 28). 
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Erkenntnisse über den anaeroben Stoffwechsel sind zunächst an parasitischen Nematoden. wie 

dem Spulwurm Ascaris lumbricoides. dessen Adultstadiurn im Darm von Wirbeltieren ohne 

Sauerstoff lebt. gewonnen worden (Bueding & Saz 1968. Saz & Lescure 1969. Fairbain 1970. 

Saz 1971. Hochachka & Mustafa 1972. Hochachka et al. 1973). Beim anaeroben Metabolis

mus ist ein wichtiger Schritt die Reduktion von Fumarat zu Succinat. die vom Komplex II der 

mitochondrialen Elektronentransportkene katalysiert wird. Hierbei ist also Fumarat und nicht 

Sauerstoff der terminale Elektronenakzeptor. Cytochrom-c-Oxidase wird nicht benötigt. so daß 

der Stoffwechsel auch unter Sulfidbelastung ungehindert ablaufen kann. Die entsprechenden 

Stoffwechselwege liegen auch bei marinen Evertebraten vor. wenn auch andere Stoffwechsel

endprodukte. wie beispielsweise Opine. nachgewiesen wurden (Gäde & Zebe 197>. Gäde 

1980, Schöttler 1980. Grieshaber et al. 1994). Aufgrund dieser Endprodukte ist es sogar mög

lich. zwischen funktionsbedingter ( bei erhöhter Muskelaktivität) und biotopbedingter ( bei 

Sauerstoffmangel im Habitat) Anaerobiose zu unterscheiden (Zebe et al. 1981. Gäde 198.3. 

Pörtner et al. l 984b, Meinardus-Hager & Gäde l 986). 

Die Succinatproduktion des Ostracoden Cyprideis torosa ist für einen Krebs durchaus 

ungewöhnlich. Normalerweise ist bei Crustaceen Lactat das Hauptprodukt der Anaerobiose 

(Zebe 1982, Gäde 1983. Hagerman & Szaniawska 1990. Grieshaber et al. 1994. Hagerman & 

Vismann 1995). Allerdings reagieren viele Crustaceen relativ empfindlich auf Sauerstoff

mangel (Theede et al. 1969. Theede 1973), so daß die meisten Arten wahrscheinlich nur zur 

funktionsbedingten Anaerobiose fähig sind. dessen typisches Endprodukt Lactat ist. Auch die 

resistenteren Arten Upogebia pugettensis und Callianassa ca/iforniensis (Zebe 1982) sowie 

Saduria entomon (Hagerman & Szaniawska 1990) haben bei weitem nicht die extrem hohe 

Sauerstoffmangeltoleranz von C. torosa (Abb. 24). Der Abbau zu Succinat liefert mehr ATP 

als die Lactatproduktion ( Fields 1983. Grieshaber et al. 1994 ). so daß dieser Stoffwechselweg 

eine bessere Anpassung an längeren Sauerstoffmangel darstellt. 

Hohe Succinatwerte im Gewebe finden sich nicht nur nach hypoxischen Inkubationen. 

sondern auch, wenn die Versuchstiere gleichzeitig mit Sulfid und Sauerstoff inkubiert werden 

(Abb. 23, 28). Die Tiere schalten also trotz oxischer Bedingungen auf Anaerobiose um. Diese 

Beobachtung konnte auch bei anderen marinen Invertebraten gemacht werden (Jahn et al. 1992. 

Oeschger & Vetter 1992. Völkel & Grieshaber 1992. 1994. Dubilier et al. 1994 ). Grieshaber et 

al. ( 1992) und Oeschger & Vetter ( 1992) prägten für dieses Phänomen den Begriff "sulfidbe

dingte Anaerobiose" und stellten diese neben die funktionsbedingte und biotopbedingte An

aerobiose als eine weitere Form des Energiestoffwechsels ohne Beteiligung von molekularem 

Sauerstoff. Da Schwefelwasserstoff jedoch den oxidativen Stoffwechsel blockiert, kann ein 

aerober Stoffwechsel unter Sulfidbedingungen auch bei Anwesenheit von Sauerstoff nicht ab

laufen. Es sind bisher auch keine "typischen" Stoffwechselendprodukte der "sulfidbedingten 

Anaerobiose", die eine Differenzierung rechtfertigen würde, nachgewiesen worden. Insofern 
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stellt "sulfidbedingte Anaerobiose" wahrscheinlich biochemisch nichts anderes als biotopbe

dingte Anaerobiose dar. 

Hierbei ist auch zu bedenken. daß Schwefelwasserstoff im Biotop meist gleichzeitig mit 

Sauerstoffmangel auftritt. Die in Sulfidbiotopen lebenden Arten sind jedoch zur Anaerobiose 

befähigt und können so überdauern. bis sich die Umweltverhältnisse wieder bessern. Die 

Energieausbeute ist gegenüber dem oxidativen Stoffwechsel zwar deutlich herabgesetzt, ein 

überleben ist jedoch auch durch die starke Drosselung des Energieverbrauchs. z.B. bei 

Halic1yptus spinulosus auf unter 29'c des aeroben Verbrauchs (Oeschger et al. 1992). lange 

gesichert. Unter Sauerstoffmangelbedingungen spielt die Toxizität des Schwefelwasserstoffs 

nur eine untergeordnete Rolle. Sulfid inhibiert neben Cytochrom-c-Oxidase zwar auch andere 

Enzyme. es handelt sich jedoch hierbei vor allem um Enzyme der Sauerstoffradikalentgiftung. 

wie Superoxiddismutase und Katalase sowie Oxidasen ( Bagarinao 1992 ).' Wichtige Wege des 

Energiestoffwechsels sind aber offensichtlich nicht betroffen. Zumindest bei den Enzymen 

Malatdehydrogenase und Glutamatdehydrogenase konnte bei Macoma halthica kein negativer 

Effekt von Schwefelwasserstoff nachgewiesen werden (vgl. Ergebnisse Kap. 1.9). Offensicht

lich stellt die Fähigkeit zur Langzeit-Anaerobiose und der damit verbundenen Stoffwechselre

duktion die wesentliche Voraussetzung für ein Überleben in sulfidischen Biotopen dar. Daher 

zeigen Arten mit einer hohen Toleranz gegenüber Sauerstoffmangel auch eine hohe Sulfidtole

ranz (Theede et al. 1969). 

Für "thiobiotische" Meiofauna aus hochsulfidischen Sedimenthorizonten wurde von 

Powell (1989) ein sulfidinsensitiver aerober Stoffwechsel postuliert. Der Lebensraum ist je

doch frei von Sauerstoff. so daß ein aerober Stoffwechsel gar nicht ablaufen kann. Es ist daher 

anzunehmen, daß die Arten durch permanente Anaerobiose überleben können. wie dies bereits 

für frei lebende Protozoen nachgewiesen werden konnte (Fenchel et al. 1977). Da der anaerobe 

Stoffwechsel von Sulfid nicht oder nicht wesentlich beeinträchtigt wird. entfällt die Notwendig

keit der Sulfidentgiftung. die aufgrund der Kleinheit der Organismen sowieso nicht möglich ist. 

Ökophysiologisch entscheidend ist also nicht die Anwesenheit von Schwefelwasserstoff. son

dern die Abwesenheit von Sauerstoff (vgl. auch Zimmermann et al., in Vorbereitung). 

Insofern sollte der Begriff "Thiobios" besser durch "Anoxybios" ersetzt werden. Auch eine 

Energiekonservierung durch Sulfidoxidation. die den Begriff "Thiobios" rechtfertigen würde, 

kann von "thiobiotischer" Meiofauna (im Gegensatz zu "sulfidtoleranten, oxiphilen" Spezies, 

s.u.) nicht durchgeführt werden. da auch hierfür der nötige freie Sauerstoff fehlt. 
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8 Besonderheiten bei Cyprideis torosa 

Der Ostracode C)prideis torosa lebt auf der Sedirnentoberfläche und kommt daher nor

malerweise mit Sauerstoff in Berührung, so daß er nicht zur "thiobiotischen" Meiofauna 

gezählt werden kann, sondern nach der Klassifizierung von Giere ( 1992) als "sulfidtolerante. 

oxiphile" Art einzustufen ist. Der Ostracode kann jedoch keine effektive Sulfidentgiftung be

treiben. Bereits nach einer Stunde ist im Gewebe auch unter oxischen Bedingungen trotz inten

siver Oxidationsleistung die Sulfidkonzentration des äußeren Mediums erreicht (Abb. 25a). 

Dies steht im krassen Gegensatz zu Macoma ha/thica. die zumindest bei Anwesenheit von 

Sauerstoff die interne Sulfidkonzentration unter der externen halten kann. Die extrem hohe Sul

fidtoleranz beruht bei Arten der Meiofauna nicht auf S ulfidentgiftung, da sie wegen der gerin

gen Tiergröße wirkungslos bleiben muß. Insofern könnte die Unterscheidung zwischen Makro

und Meiofauna, die im Grunde nur auf das quantitative Merkmal der Größe zurückgeführt 

wird, zumindest in dieser Hinsicht auch qualitativ begründet sein. C. torosa zeichnet sich durch 

eine außerordentlich hohe Anaerobiosekapazität aus. bei der der Muschelkrebs seine Bewe

gungsfähigkeit beibehält. Er kann daher überleben, auch wenn die Cytochrom-c-Oxidase und 

damit der oxidative Stoffwechsel durch Schwefelwasserstoff blockiert ist. Auch hier zeigt sich 

also, daß in der Fähigkeit zur Langzeit-Anaerobiose, zumindest bei Meiofauna, der Schlüssel 

für das überleben in sulfidischen Biotopen liegt. 

Ein weiteres Beispiel für eine "sulfidtolerante, oxiphile" Art der Meiofauna ist der Cope

pode Cletocamptus conjluens, der im gleichen Habitat wie CJprideis torosa vorkommt. Yopel 

et al. (1996) fanden bei C. conjluens ebenfalls eine hohe Sulfidtoleranz, die auch nicht durch 

das Absenken des äußeren pH-Wertes vermindert wurde. obwohl dann der Anteil an undisso

ziiertem, leicht diffundierbarem H2S wesentlich größer wird. Wahrscheinlich kann auch diese 

Art aufgrund ihrer Kleinheit das rasche Eindringen von H2S nicht verhindern. sondern nur 

durch Anaerobiose überleben. 

Cyprideis torosa kann zwar ein schnelles Eindringen von Sulfid in das Gewebe nicht 

verhindern, dennoch zeichnet die Art sich durch eine hohe Sulfidoxidationsleistung aus. wenn 

Sauerstoff vorhanden ist (Abb. 25b). Dies ermöglicht dem Ostracoden bei Verbesserung der 

äußeren Bedingungen, eingedrungenes Sulfid wieder zu eliminieren. Die Erholungsversuche 

zeigen nach Austausch des sulfidischen Mediums mit norrnoxischem Meerwasser einen Rück

gang des internen Sulfidgehaltes (Abb. 27), bedingt einerseits durch Diffusion, andererseits 

durch Oxidation zu Thiosulfat. Der Thiosulfatgehalt nimmt daher in der ersten Stunde der 

Erholung etwas zu. bevor auch er abfällt. Die Fähigkeit zur schnellen Eliminierung von Sulfid 

und seinen Oxidationsprodukten ist offensichtlich eine besondere Anpassung des Ostracoden 

an sein Habitat mit starken Fluktuationen der abiotischen Faktoren. 
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Bei der Eliminierung der Oxidationsprodukte könnten Bakterien. die auf der Carapax

innenseite des Ostracoden siedeln, eine Rolle spielen. Die Dichte dieser Bakterienkolonien ist 

sulfidabhängig. d.h. je höher die Sulfidkonzentration des Mediums ist, desto höher ist die 

Besiedlungsdichte (Giere & W indoffer 1994 ). vergleichbar mit ektosymbiotischen Bakterien 

auf Nematoden und Oligochaeten aus Sulfidhabitaten (Ott & Novak 1989, Ott et al. 1991, 

Giere 1992. Ott 1995). Es handelt sich hier jedoch nicht um eine obligate Bakteriensymbiose, 

denn nach Antibiotikabehandlung zur Bakterienabtötung ergibt sich keine herabgesetzte Sulfid

toleranz der Ostracoden (Giere et al. 1995) wie auch kein Einfluß auf die Sulfidoxidations

leistung (Abb. 26a). Die Bakterien haben aber unter normoxischen Bedingungen die Fähigkeit. 

Thiosulfat zu Sulfat. und unter hypoxischen Bedingungen zu Elementarschwefel. Tetrathionat 

und anderen (noch zu identifizierende) Schwefelkomponenten zu oxidieren, wobei sie Nitrat zu 

Nitrit reduzieren (Im hoff et al. 1995 ). Da die Bakterien nur langsam wachsen und dabei sehr 

viel Thiosulfat verbrauchen. handelt es sich wahrscheinlich um Kommensalen. die innerhalb 

des Carapaxes von Cyprideis torosa eine Nische gefunden haben. in der sie nicht dem starken 

Konkurrenzdruck anderer freilebender Thiosulfatoxidierer ausgesetzt sind. Hier können sie di

rekt das vom Ostracoden produzierte Thiosulfat als Energiequelle nutzen. Auch bei sulfatredu

zierenden Bakterien auf den Schalen von Arctica islandica wird eine Nutzung des von den 

Muscheln produzierten Succinats vermutet (Bussmann & Reichardt 1991). Aufgrund der lang

sameren Wachstumsrate unter hypoxischen Bedingungen und der Limitierung durch zu 

geringe Nitratkonzentrationen als Elektronenakzeptor (A. Schneider, HM Kiel. pers. Mitt.) 

konnte kein Effekt auf den Thiosulfatgehalt der Ostracoden unter Hypoxie ohne Bakterien ge

funden werden (Abb. 26b). Unter normoxischen Bedingungen werden die Bakterien vermut

lich zu einer schnelleren Eliminierung des Thiosulfates beitragen. Es könnte sich somit bei dem 

System Ostracode-Bakterien um eine in dem geologisch jungen Meer Ostsee noch entstehende 

Symbiose handeln. 

9 Ausblick 

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen. daß die Anpassung an den Umwelt

faktor Schwefelwasserstoff bei Arten der Makro- und Meiofauna unterschiedlich ausgeprägt 

ist. Während beim Makrozoobenthos eine Entgiftung (Oxidation) von eingedrungenem 

Schwefelwasserstoff noch möglich ist, kann dies beim Meiobenthos aufgrund der schnellen 
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Diffusion von H2S in die kleinen Organismen nicht mehr effektiv verlaufen. Hier stellt die gut 

ausgeprägte Fähigkeit zur Anaerobiose die wichtigste Adaptation an sulfidische Habitate dar. 

Die durchgeführten Experimente an der Meiobenthosart Cyprideis torosa erreichen je

doch hier ihre methodischen Grenzen. Aufgrund der geringen Größe der Organismen mußten 

für eine Probe 100 Tiere zusammen homogenisiert werden. Da C. torosa bereits an der Grenze 

zur Makrofauna steht. wird deutlich. daß bei noch kleineren Arten physiologische Unter

suchungen an Gewebshomogenaten nicht mehr möglich sind. Differenzierungen zwischen un

terschiedlichen Organen sind bereits bei C. torosa ausgeschlossen. Für ökophysiologische Un

tersuchungen an Arten der Meiofauna müssen also neue Methoden entwickelt werden, die die 

Reaktionen der Organismen möglichst in vivo schnell erfassen können. Hierbei scheint die Ent

wicklung von Mikroelektroden. \vie sie bereits für interne pH-Messungen möglich ist (Zim

mermann & Jahn 1996). ein vielversprechender Weg zu sein. 

Auch bei Arten der Makrofauna könnten mit Hilfe derartiger Methoden neue Erkenntnis

se gewonnen werden. So laufen wahrscheinlich in den Körperflüssigkeiten wichtige Entgif

tungsprozesse ab, die dazu beitragen, daß nur geringe Sulfidkonzentrationen die Mitochondrien 

erreichen. Bei Arten. die über ein geschlossenes Blutgefäßsystem verfügen. sind jedoch diese 

Mechanismen aufgrund der geringen Blutmenge mit herkömmlichen Methoden schwer zu er

fassen und daher nahezu unbekannt. Hier könnten beispielsweise mit Hilfe von Mikropipetten 

kleinste Gewebeproben aus den Tieren entnommen und untersucht werden. 

Am Beispiel der Plattmuschel Macoma balthica konnte nachgewiesen werden. daß un

terschiedliche Anpassungsleistungen an Schwefelwasserstoff nicht nur bei verschiedenen 

Arten, sondern auch bei verschiedenen Populationen derselben Art auftreten können. Diese 

Erkenntnis führt zu der Frage, inwieweit der Umweltfaktor Schwefelwasserstoff die Art

bildung und damit die Evolution beeinflußt. Hier sollten genetische Untersuchungen zeigen. in 

welchem Maße sich die Populationen bereits genetisch voneinander entfernt haben. Weiterhin 

machen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deutlich. daß Untersuchungen an Exemplaren 

einer Population nicht unbedingt die artspezifische Reaktionsnorm gegenüber dem untersuchten 

ökologischen Faktor in ihrer vollen Breite erfassen. Dies muß bei zukünftigen ökophysiolo

gischen Untersuchungen berücksichtigt werden. 
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Summary 

Marine benthic species, living in sulphidic habitats, show species-specific degrees of sul

phide tolerance. If oxygen is available, they are able to detox.ify penetrated hydrogen sulphide 

by ox.idation to non-tox.ic thiosulphate in different ways. Production of sulphite and elemental 

sulphur is of minor importance. 

Different degrees of sulphide tolerance exist not only at the species level but can also be 

found at the population level. Specimens of the Baltic clam Macoma balthica from sulphidic 

habitats show distinct higher survival capacities during sulphide exposure than those from low 

sulphide contaminated environments However, at hypoxic-sulphidic incub_ations, specimens of 

the populations do not differ in their tolerances Different sulphide tolerances are not based on 

production of sulphide insensitive enzymes of the oxidative metabolism. As in other species, 

cytochrome c ox.idase and catalase of the studied populations are sulphide sensitive. However, 

enzymes of ( anaerobic) energy metabolism such as malate dehydrogenase and glutamate dehy

drogenase are not influenced by hydrogen sulphide. 

The rate of sulphide influx is crucial for sulphide tolerance. Sulphide diffusion into the 

tissues can be reduced, at least temporary, by valve closure or by precipitation reactions within 

the epidermis. 

The rate at which sulphide diffuses can be described by the apparent diffusion coefficient 

for total sulphide D which is calculated from the effective radius of the animal re and the half

saturation time -c: 

D 
3 r 

Sulphide-sensitive specimens of the clam Macoma balthica from low sulphidic habitats 

have sulphide diffusion coefficients which are roughly twice as high as sulphide tolerant speci

mens. Higher sulphide influx rate will negatively effect the metabolism, combined with a Ionger 

inhibition of cytochrome c ox.idase, resulting in a higher mortality. 
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Sulphide concentration within the tissues depends on the ratio of the rates of sulphide 

diffusion and sulphide detoxification. For a given extemal sulphide concentration c0, an equili

brium between diffusion and detoxification will be established at a certain intemal sulphide 

concentration c,: 

- k r1 I 3 D c c e e 
1 0 

In this equation the apparent detoxification constant k describes the velocity of sulphide de

toxification. 

For an given diffusion coefficient and detoxification constant, internal sulphide concen

tration depends on the radius, and therefore on the size, of the animal. This size dependence of 

sulphide detoxification could be demonstrated experimentally with different size classes of 

Macoma balthica. Whereas only low intemal sulphide concentration can be found in !arge 

clams after specific sulphide incubations, small ones contain much more sulphide in the tissues. 

Thus, an efficient sulphide detoxification seems impossible if the body size falls below a certain 

size threshold (about macrofauna/meiofauna). 

The ostracod Cyprideis torosa shows an extraordinarily high tolerance to hydrogen sul

phide and oxygen deficiency. Although the sulphide diffusion coefficient can be reduced by 

temporary valve closure, as happens in Macoma balthica, and a high capacity for sulphide 

oxidation, sulphide penetrates very quickly into the tissues due to the small body size (about 

1 mm length). Thus, the animals are not able to detoxify hydrogen sulphide effectively 

When environmental conditions improve Cyprideis torosa is able to eliminate penetrated 

sulphide. Probably, commensalic bacteria are involved in the elimination of the oxidation 

product thiosulphate. 

During high sulphide contarnination Cyprideis torosa changes to anaerobiosis, as does 

Macoma balthica, even under oxic conditions. Due to this high tolerance to oxygen deficiency 

the ostracod can survive for extremely long periods, even if the oxidative metabolism is 

blocked. This high capacity of long-term anaerobiosis is one of the most important prerequi

sites for colonisation of sulphidic habitats. 
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Fig. 1. J/acoma balthica. (Dorum-Neufeld) 

Fig. 2. Cyprideis torosa. scanning electron microscopic micrograph. scale 100 µm (photograph: R. Windoffer) 

Fig. 3. Maps of sampling Stations: (a) survey: (!) Dorum-Neufeld. (2) Kiel Bight. (3) Hiddensee. ( 4) Gulf of 
Gdansk. and (5) Boiensdorf (based on sea map No. 2613 "North and Baltic Sea". original scale 12.100.000. 
reduction to 42%. by authorization ofBundesamt für Seeschiffahrt und Hydrographie - 8095.01/96 Zl 102) 
(b) Dorum-Neufeld (based on topographical map 2217 "Nordholz". origmal scale 125.000. rcduct10n to 42%. 
by authorization of Niedersächsisches LandeS\ erwaltungsamt -Landvermessung- 84-659/96) 
(c) Hiddensee (based on topographical maps N-33-51-A-c "Hiddensee" and N-33-51-A-d "Schaprodc". original 
scale 1:25.000, reduction to 42%. by authorization of LandeS\·ermessungsamt Mecklenburg-Vorpommern. 
21.8.96) 
(d) Boiensdorf (based on topographical map N-32-72-C-c "Boiensdorf'. origmal scale 125.000. rcduction to 
42%. by authorization of Landesvennessungsamt Mecklenburg-Vorpommern. 21 8 96) 

Fig. 4. Scheme ofused pore water sampler. For further explanation see text 

Fig. 5. Schematic diagram of experimental set-up for OXIc-sulphidic incubations. Animals werc set in the flow
through chamber, which was connected via peristaltic pumps to oxygenat!!{i seawater and a sulphide stock 
solution. In order to measure sulphide and oxygen concentration, samples could be taken before and after the 
chamber. 

Fig. 6. Chromatographie separation of multi-standard mixture ( 100 µmo1-1- 1 respectively 20 nmol per thiole) 
with gradient of solvents. Further details see Tab. 1 

Fig. 7. Chromatographie separation of elemental sulphur (25 nmol S8) Solvent: methanol-chloroform (50:50): 
injection: 20 µ1: flow rate: 1.5 ml·min- 1: column PRP-1 150x4. l mm \\ith ODS-1-5µ precolumn: wavelength: 
254 nrn 

Fig. 8. Concentration of hydrogen sulphide in the pore water of the sediment of the sampling stations Hidden
see (23. 8. 1992 and 8. 12. 1992) and Gulfof Gdarisk (62-m-station: 5. 9. 1994) 

Fig. 9. Macoma balthica, populations from the Kiel Bight (22o/ooS). Dorum-Neufeld (22o/ooS). Gulf of Gdailsk 
(9%o.S), and Hiddensee (9%o.S). Sunival capacity after (a) hypoxia. (b) hypoxic incubation with 100 µM H2S, 
and (c) oxic incubation with 100 µM H2S ( l0°C) (The scheme of the animal from this and the follo,...ing 
figures derived from Stresemann 1992) 

Fig. 10. lvlacoma balthica. populations from the Kiel Bight and Darum-Neufeld. Survival capacity under oxic 
conditions after adaptation of the animals to a step,...ise increasing sulphide content over two weeks (10°C: 
22o/ooS) 

Fig. 11 . .\facoma balthica. populations from the Gulf of Gdailsk and Hiddensee. Survival capacity after oxic 
incubation with 100 µM H2S (10°C: 996oS). Specimens were studied immediately after capture from their sul
phidic habitat as weil as after adaptation to a sulphide-free medium for at least three months (from Theede et 
al. 1995). 
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Fig. 12 . .\facoma balthica. (a) Scheme of mantle edge. (b) Inner epiderrnis of mantle edge \\ith electron dark 
inclusions \\ithin epiderrnis cells. basal matrix. and amoebo0tes: scale 2 µm (from Windoffer et al.. in prep.) 

Fig. 13 . .\facoma balthica. Hiddensee. (a) electron dark mclus1ons (--)) mtlun inner ep1dermis celL 
(b) electron dark inclusions (--)) in basal matrix: (c) electron dark inclus1ons (--)) mtlun amoeboc)te: 
(d) electron dark inclusions (--)) in process of amoeOOC)te: scale 1 µm: am: amoe0001e: ma basal matrix: 
mv: micro\illi (from Windoffer et al.. in prep.) 

Fig. 14. Afacoma balthica. Hiddensee (a-c) Proceeding condensation of clectron dark granula in amocboc)tes 
of the rnantle edge: scale O 5 µm (from Windoffcr et al.. in prcp ) 

Fig. 15 . .\facoma balthica. Hiddensee Concentrat1on of (a) copper. (b) 1ron. and (c) sulphur in µg g- 1 fresh 
mass ± standard de\iation of different tissues after oxic and sulphidic mcubauon (100 - 200 µ:\.1 H2S: n=3: 
from Windoffer et al.. in prep.) 

Fig. 16 . .\lacoma balthica. populat1ons from the Kiel Bight. Darum-Neufeld. Gulf of Gdansk. and Hiddensee 
Concentration of (a) su1phide and (b) thiosulphatc m the ussues after hyp-0:tic incubation ,nth 200 µM H2S 
For further details such as standard de\iation. number of values. and significant diffcrences sec Tab 6 

Fig. 17. Macoma balthica. populations from the Kiel Bight. Darum-Neufeld. Gulf of Gdahsk. and Hiddensec. 
Concentration of (a) su1phide and (b) thiosu1phatc in the tissues after oxic incubation \\ith 200 µM H2S. For 
further details such as standard de\iation. number ofvalues. and significant differences see Tab. 6 

Fig. 18. Macoma ba/thica, Gulf of Gdansk. Determination of half-saturation time ,. Data from oxic incuba
tions with 200 µM H2S. For further explanation see text 

Fig. 19 . .\lacoma balthica. Gulf of Gdansk. Dependence of internal sulphide cquilibrium concentration er from 
effective radius re, Data from oxic incubations with 200 µM H2S For further explanation see text 

Fig. 20 . .\lacoma balthica. Gulf of Gdansk. Concentration of sulphide and thiosulphate in the tissues after one 
day of oxic incubation with 200 µM H2S (10°C: 9o/ooS) of three different size classes in nmol,g-1 fresh mass + 
standard deviation (number of values). •: Significant difference to control (~0.05) 

Fig. 21. Macoma balthica, populations from (a) the Kiel Bight and Darum-Neufeld (22%oS) and (b) the Gulf 
of Gdansk and Hiddensee (9o/ooS). Specific activity of cytochrome c oxidase after oxic incubation v.ith 
200 µM H2S (10°C) in U·mg-1 protein ± standard dC\iation 

Fig. 22. Jlacoma ba/thica, populations from the Kiel Bight and Darum-Neufeld. Recovery of specific activity 
of cytochrome c oxidase. Animals were incubated with 200 µM H2S under oxic conditions and further kept 
without su1phide (l0°C: 22o/ooS). 

Fig. 23 • .\lacoma balthica. populations from (a) Kiel Bight. (b) Darum-Neufeld. (c) Gulf of Gdansk. and 
(d) Hiddensee. Concentration of succinate in the tissues after hypoxia as also hypoxic incubation with 
200 µM H2S and oxic incubation with 200 µM H2S. For further details such as standard deviation, number of 
values, and significant differences see Tab. 10 



Figures and tables 129 

Fig. U. Cyprideis torosa. Suni•,al capacity after hypoxia as well as after hypoxic incubation with 1 mM H2S 
and 1.8 mM H2S (16°C; 14%oS: n=5 with 20 animals each: from Gamenick et al. 1996: the scheme of the 
animal from this and the follo"ing figures derived from Sars 1925) 

Fig. 25. Cyprideis torosa. Concentration of (a) sulphide and (b) thiosulphate in the tissues after hypoxic and 
oxic incubation with l mM H2S. For further details such as Standard deviation. number of values. and signifi
cant differences see Tab. 11 (from Jahn et al. 1996) 

Fig. 26. Cyprideis torosa. Concentration of (a) sulphide and (b) thiosulphate in the tissues after hypoxic in
cubation with l mM H2S (l6°C: 14%oS) without and \Üth antibiotics (chloramphenicol. gentamycin. strep
tomycin: 10 mg·rn1-1 each) in nmolg- 1 fresh mass ± standard de\iation (from Jahn et al. 1996) 

Fig. 27. Cyprideis torosa. Concentration of sulphide and thiosulphate m the tissues after hypox1c incubation 
"ith l mM H2S (16°C; 14o/ooS) for one day and subsequent mcubation with normoxic seawater in nmol-g-1 

fresh mass ± standard deviation (from Jahn et al. 1996) 

Fig. 28. Cyprideis torosa. Concentration of succmate in the tissues after normoxic (283 µM Oi). oxic 
( 198 µM Oi). oxic-sulphidic ( 198 µM Oi + l mM H2S ). and hypoxic (Üi < l µM) incubation for one day 
(l6°C; 14%oS) in µmol-g- 1 fresh mass + standard deviation (n=3 with 300 animals each). *: Significant dif
ference to oxic incubation. #: significant difference to hypoxic incubation (p::;0.05: from Jahn et al. 1996) 

Fig. 29. Adaptation mechanisms of marine invertebrates to hydrogen sulphide. For explanation see text 

Fig. 30. Macoma ba/thica. Influx (long) and efflu.x siphon (short). protruded from sediment. Herewith, the 
clams can extract fresh, oxygenated water, even at high sulphide contarnination of the sediment. 

Tab. 1. Separation conditions for HPLC analysis of reduced sulphur compounds. 
Solvent A: 0.25% acetic acid (pH 4 0) 
Solvent B: methanol 
Injection: 20 µI 
Flow rate: 0.7 rnl·min·l 
Column: 250x4 Spherisorb Cl8-l 5µ with ODS-1-5µ precolumn 
Excitation: 380 nm 
Emission: 480 nm 

Tab. 2. Concentration of hydrogen sulphide (rninimum - maximum) in the pore water at 5 cm sediment depth 
as also oxygen content and salinity of the water column. For geographical position of sampling stations see 
Fig. 3 

Tab. 3. Concentration of hydrogen sulphide in the pore water of sediment at the sampling station Hiddensee in 
1992 through 1995. single values in µrnol·i-1 

Tab. 4 . . \/acoma balthica. Hiddensee. Concentration of calcium. copper. iron. sulphur. and zinc in µg-g-1 fresh 
mass m foot and mantle edge offreshly captured animals (from Windoffer et al .. in prep.) 
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Tab. 5. Jfacoma balthica, Hiddensee. Concentration of sulphide. thiosulphate. and sulphite in the tissues of 
freshly captured clarns in nmol·g·l fresh mass ± standard de\iation (number of values). •: Significant dif
ference to oxic control (p~0.05. cp. Tab. 6d) 

Tab. 6a. Jlacoma balthica, Kiel Bight. Concentration of sulphide. Ihiosulphate. sulphite. glutath1on. and ele
rnental sulphur in the tissues after hypoxic and oxic mcubation mth 200 µM H2S ( 10°C. 22o/ooS) in nmoJg"l 
fresh mass ± standard de\iation (number ofvalues) • Significant difference to control (p-;:0.05) 

Tab. 6b. Macoma balthica. Dorum-Neufeld Concentration of sulphtde. thiosulphate. sulphitc. glutath1on. and 
elemental sulphur in the tissuesafter hypox.ic and ox.ic incubation nith 200 µM H2S (10°C. 22u.ooS) m nmol·g·l 
fresh mass ± standard deviation (number ofvalues) • Significant diffcrcnce to control (p-;:0 05) 

Tab. 6c. Afacoma balthica. Gulf of Gdansk Concentration of sulphtde. thiosulphate. sulphllc. glutath10n. and 
elemental sulphur in the tissues after hypoxic and ox1c mcubat10n \\ith 200 µ.\1 H2S (10°C. 9u.oo51 in nmol·g· 1 

fresh mass ± standard ooiation (number of values) • Significant differcncc to control (p-;:0 05) 

Tab. 6d. Macoma balthica. Hiddensee. Concentration of sulphide. thiosulphate. sulphite. glutath1on. and ele
rnental sulphur in the tissues after hypoxic and ox.ic mcubation with 200 µM H2S (l0°C. 9o/ooS) in nmolg" 1 

fresh mass ± standard deviation (number of values) • · Significant difference to control (p-;:0.05) 

Tab. 7. Jfacoma ba/thica, populations from the Kiel Bight. Dorum-Neufeld. Gulf of Gdaflsk and Hiddensee. 
Calculation of the apparent diffusion coefficients and the detoxification constants. Data from oxic incubations 
with 200 µM H:2S (l0°C, 9 and 22%oS respectively. pH 8.0). For further explanation see text 

Tab. 8. Macoma balthica, populations from Kiel Bight. Dorum-Neufeld Gulf of Gdafisk. and Hiddensee. Sul
phide inhibition constant K1 of cytochrome c oxidase. Values are sulphide concentrations in µM H2S which 
lead to 50% inhibition (n=3 with various measurements between 0.1 and 5 µm H2S each). 

Tab. 9. Macoma balthica. Halicryptus spinulosus. Hediste (.\'ereis) divers1color. Heteromastus filiformis. and 

Pherusa plumosa. Activity of catalase and sulphide inhibition constant K1. Values represent reaction constant k 
in s·l.mg·1 protein respectively enzyme activity in U mg·I protein ± standard de.iation as well as sulphide 
concentrations in mM H2S which lead to 50% inhibition of catalase (number of values) 

Tab. 10. Macoma balthica. populations from the Kiel Bight. Dorum-Neufeld Gulf of Gdansk and Hiddensee. 
Concentration of succinate in the tissues after hypox.ia as weil as hypoxic incubation with 200 µM H:2S and 
oxic incubation with 200 µM H2S (10°(; 22 respectively 9o/ooS) in µmolg" 1 fresh mass ± standard deviation 
(number ofvalues). •: Significant di.fference to control (p-;:0.05) 

Tab. 11. Cyprideis torosa. Concentration of sulphide, thiosulphate, sulphite, and glutathion in the tissues after 
hypoxic and oxic incubation with 1 mM H2S (16°(: 14%oS) in nmol·g·I fresh mass ± standard de\iation 
(number of values with 100 animals each). •: Significant difference to control. #: significant di.fference 
between hypoxic and oxic incubation (p~0.05) 

Tab. 12. Cyprideis torosa. Determination of fresh. dry. and valve masses. Animals were weighed (a). dried at 
60°C for one day and weighed anew (b). subsequently combusted at 550°C and weighed again (c). Fresh and 
dry masses without valves can be calculated from the di.fferences (a-c and b-c respectively). 




