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Blutphysiologie hochantarktischer Fische

Von Andreas Kunzmann®

Zusammenfassung: Wihrend der Polarstern-Expedition ANT-VII/4 (EPOS 3. 1989) wurden hochantarktische Fische des dstlichen und siidostlichen
Weddeilmeeres in Tiefen zwischen 200 und 2.000 m gefangen und in Aquarien gehiltert. An 16 verschiedenen Arten wurden viele Arten erstma-
lig. umfangreiche Untersuchungen zur Bluiphy OIO”IL vorgenommen, Im \’ordcrmund standen dabei die Bestimmung v hiedener Blutparameter
wie pH. p() pCO. (Sauer: stoff- baw. Kohlmmo\ulpmlm!dx uck). Hb (Hamnn]obm) RBC hrocyten), Guamtk.q) it des Blutes fiir O, sowic
Tunktionale und s turetle Untersuchungen am Hb. Da alle notothenioiden Fische die Tendenz haben, sowohl den Himoglobingehalt als auch dic
Menge der Erythrocyten zu reduzieren. kénnten die Daten Riickschliisse auf cinen moglichen Entw ickhungsstammbaum zulassen. Antarktische Teleostier
scheinen nur cin HAlllp(h()mo“lObm 7 haben. Das zweite Hb. das in fast allen Nolothenioiden "(,fl.ln(lul wurde. macht in der Regel nur 5-10 Vol%
aus, Ferner fast alle untersuchten Himoglobine. wic erwartet. deutliche Root- und Bohreftekte. Da der Besitz mehrerer Hb's mit funktionalen
Unterschieden d]u clie Notwendigkeit aufz ch an wechselnde Umweltbedingungen anzupassen, stimmen die hier gezeigten. einfachen Verhiiltmisse
gut iiberein mit den konstanten physikochemischen Bedingungen der hochantarktischen Mecre.

Dic Ubereinstimmung der Aminosiurensequenzen der lobine kann bei den antarktischen Fischen bis zu 90 % betragen. auch wenn die vergli-
chenen Arten aus verschiedenen Familien stammen. Dies spiegelt ihren gemeinsamen Ursprung wider. Die deutlich geringere Identitdt mit den
nichtantarktischen Fischen. bei gleicher Funktionsweise des Proteins, ist cin Hinweis auf den hohen Evolutionsdruck stidlich der antarktischen
Konvergenz.

Summary: High-Antarctic fishes from the castern and southeastern Weddell Sea were caught in depths between 200 and 2.000 m and maintained in
aquaria during Polarstern ANT-VII/4 expedition (EPOS 3. 1989). Investigations on the blood physiology were performed for 16 species: for most of
them it was the first time. Emphasis was put on the determination of various parameters such as pl, pO.. pCO, (partial pressure of O, and CO,), Hb
(Haemoglobin). RBC (red bleod cells) as well as on structural and functional studies of Hb. Since alf notothenioid fishes display the tendency to reduce
both the red blood cell number as wetl as the Hb content. the data allow conclusions aboul a possible tree of evolution. Antarctic 1eleosts scem 10
have onc nm]m haemoglobin. The second Hb. which has been found in nearly all notothenioids. accounts only for 5-10 % of the 1tal. Furthermore
nearly all investigated haemoﬂlobms display pronounced Root- and Bohr effects. As multiple Hb's with functional difference reflect the necessity 1o
cope with varying env ironmental conditions. the rather simple cases shown here fit well to the constant physico-chemical conditions of high-Antarctic
seas.

The sequence identity in aniino acids of haemoglobing can reach 90 % within Antarclic species. even if investigated species belong to different families.
This reflects their common origin. A clearly lower sequence identity with non-Antarctic fishes. although we find similar function. indicates a high
selective pressure south of the Antarctic convergence.

1. EINLEITUNG

Der antarktische Ozean beherbergt kaum mehr als 200 Fischarten (ANDRIASHEV 1965, 1987). Etwa die Hiilfte
davon sind ausschlieBlich in der Antarktis zu finden und gehéren nur einer einzigen Unterordnung, den
Notothenoidei an (DE WITT 1970). Dieser hohe Grad an Endemismus, verbunden mit einer ausgeprigten
Stenothermie (DE VRIES & EASTMAN 1981). hat seinen Ursprung in den mehr oder weniger konstant niedri-
gen Temperaturen (+3 bis -2° C; HELLMER & BERSCH 1985}, die den siidlichen Ozean seit ungefihr 30 Mil-
lionen Jahren charakterisieren (KENNETT 1977). Die antarktischen notothenioiden Fische sind Abktmmlinge
der hochentwickelten Barschartigen (Perciformes). Seit etwa dem friihen Tertiér hatten sie Zeit, sich an die fort-
schreitende Abkiihlung ihrer Umgebung anzupassen. Daher hat ein besonderer Seitenzweig der Evolution eine
ganze Reihe von Anpassungen hervorgebracht (WELLS et al. 1980). Herausragend unter den physiologischen
Besonderheiten der antarktischen Fische sind vor allem die Anpassungen im Bereich des Sauerstofftransportes
(WELLS et al. 1980). des Gefrierschutzes (DE VRIES 1988} und der Neurobiologiec (MACDONALD et al. 1987).

Die Schelfmeere der Hochantarktis sind gekennzeichnet durch besonders konstant niedrige Temperaturen von -
1,6 bis -2,1° C und hohe Sauerstoff-Gehalte von iiber 95 % Sittigung (HELLMER & BERSCH 1985). Acht bis
neun Monate pro Jahr sind diese Gebiete von Meereis bedeckt. Bis auf wenige Beobachtungen im Rossmeer ist
iiber die winterlichen Bedingungen unter der Eisdecke fiir die dort lebenden Fische nichts bekannt.

Frithere Untersuchungen an der antarktischen Fischfauna (u.a. KOOYMANN 1963, HUREAU et al. 1977,
WELLS et al. 1980, WELLS & JOKUMSEN 1982, TETENS et al. 1984) zeigten, dal3 Angehérige der typisch
antarktischen Unterordnung Notothenioidei generell die Tendenz haben, sowohl den Himoglobingehalt (Hb) als
auch die Anzah! der Erythrocyten (RBC) zu reduzieren. WELLS et al. (1980) sehen darin einen evolutiondren
Anpassungsmechanismus. Die Familie der Eisfische (Channichthyidae), gekennzeichnet durch vollstindiges
Fehlen von Hb und RBC’s, wire demnach die am speziellsten angepaBte Fischgruppe in der Antarktis. Die
Chanmchthylden zeigen bei vergleichbar grofien Kiemen ein gegeniiber anderen Fischen der Antarktis deutlich
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groferes Herz-, Gefif- und Blutvolumen (HOLETON 1976). Ferner sind das Herzminutenvolumen (HMV) er-
hoht, die Blutviskositit erniedrigt, die Sauerstoff-Partialdruckdifferenz (pO,) zwischen Blut und Zelle be-
triachtlich erhoht, sowie einige weitere kompensierende Anpassungen zu beobachten. Das fehlende Hb wird durch
diese Anpassungen, die temperaturbedingte vermehrte Loslichkeit von Sauerstoff im Plasma und die bis auf
wernige Ausnahmen trige Lebensweise dieser iberwiegend demersalen Fischgruppe kompensiert. Sie ktnnen,
wie ihre rotbliitigen Verwandten, beachtliche GroBen erreichen (z.B. Champsocephalus gunnari 60-70 cm, KOCK
1981).

Untersuchungen zur Kiemenmorphometrie zweier antarktischer Fischarten (Kiemenoberflichen etc.) im Zu-
sammenhang mit der Lebensweise zeigen im Vergleich zu Literaturdaten generell kleine Kiemenoberfldchen
(TGA = total gill area), auch bei einer pelagischen Art, und somit ein niedriges Aktivititsniveau der Fische
(KUNZMANN 1987, 1990). Eine kleine Sauerstoffaustauschflidche fiihrt in Kombination mit einer langen
Sauerstoffdiffusionsstrecke (WBD = water-blood-distance) zu niedrigen Diffusionsraten und 146t daher niedri-
ge Sauerstoffverbrauchswerte erwarten. Dies miifite sich auch in anderen Parametern wie der allgemeinen
Sauerstoffkapazitit von Blut und Gewebe sowie der Leistungsfahigkeit der Muskulatur und anderer Organe (Herz,
Leber, Niere) widerspiegeln. Der Begriff Sauerstoffkapazitédt meint hier die Belastbarkeit von Teilsystemen des
Sauerstofftransports (Lunge/Kiemen, Blut, Zelle) gegeniiber extremen Schwankungen der Sauerstoff-
konzentration. Nach DE JAGER & DEKKERS (1975) besteht zwischen der Aktivitdt und der Sauerstoffkapazitét
eines Fisches eine starke Koppelung. Hohe Aktivitit eines Fisches ist z.B. verbunden mit grofler TGA und kurzer
WBD sowie einer niedrigen Sauerstoffaffinitit des Himoglobins. Die Sauerstoffaffinitit eines Himoglobins wird
iiblicherweise angegeben als der P, , das ist der Sauerstoffteildruck, der nétig ist, um 50 % des Hiémoglobins mit
Sauerstoff zu sittigen.

Bis heute wurden Blutparameter von ungefiahr 25 Arten antarktischer Fische umfassend untersucht, im wesent-
lichen Arten der Gattungen Trematomus und Notothenia aus der Familie Nototheniidae sowie Arten der Familie
Channichtyidae. Eine neuere Arbeit (DI PRISCO et al. 1990) prisentiert einen umfangreichen Satz mehr
biochemisch orientierter Daten {iber Struktur und Funktion von Hidmoglobinen antarktischer Fische. Hier fehlt
jedoch der Bezug zur Lebensweise der betreffenden Arten. Ein dhulich Hickenhaftes Bild ergibt sich bei ver-
fligharen Daten {iber Sauerstoffverbrauch oder Kiemenoberfldchen (TGA) von antarktischen Fischen
(KUNZMANN 1986). Nur wenige Arbeiten prisentieren vollstindige Daten zur Sauerstoffkapazitit, meist wird
nur ein Teilbereich isoliert dargestellt. AuBerdem beschrinken sich bisherige Arbeiten hauptséchlich auf den
Vergleich zwischen rot- und weifibliitigen Arten und dabei im wesentlichen auf Fische aus der Subantarktis und
dem Rossmeer mit speziellen Formenkreisen. Nahezu vollstindig fehlen dagegen Informationen aus dem
Weddellmeer, wo der Formenkreis Pleuragramma, Chionodraco, Pagetopsis dominiert. Ferner fehlen Ver-
gleiche innerhalb einer Familie sowie Darstellungen der Abhingigkeiten bestimmter physiologischer Anpas-
sungen von der Umwelt und Lebensweise.

Aus diesen Griinden liegen Schwerpunkte der hier vorgesteliten Untersuchungen zur Sauerstoftkapazitit und
Blutphysiologie antarktischer Fische auf:

- der physiologisch eher unberiihrten Weddellmeerfauna,

- der Vervollstindigung bereits existierender Daten,

- dem Vergleich von Daten auch innerhalb von Formenkreisen mit engem Bezug zur Lebensweise der Fische,
- der Interpretation im Zusammenhang mit der Evolution der endemischen Familien.

2. MATERIAL UND METHODEN

Wihrend der Polarstern-Expedition Ant VII/4 (EPOS 3, 1989) wurden Fische mit verschiedenen Netzen (Agassiz-
Trawl, Grundschleppnetz, Benthopelagisches Netz) in drei Gebieten des ostlichen und siidostlichen
Weddellmeeres in Tiefen zwischen 200 und 2.000 m gefangen. Genauere Angaben beziiglich Fanggerit, Posi-
tionen, Artenzusammensetzung sowie der Fangmenge konnen dem Fahrtbericht von EPOS 3 (HUREAU et al.
1990) entnommen werden. Die Fische wurden nach dem Fang sofort in Aquarien iiberfithrt. Zur Erholung vom
Fangstrel wurden, bis auf wenige Ausnahmen, innerhalb der ersten 48 Stunden keine Blutproben entnommen.
Im Falle von Wiederholungsmessungen wurden Fische auch mehrere Wochen gehiltert bzw. werden noch
gehiltert.
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Die Blutproben wurden aus der Schwanzvene von unbetiubten Fischen in heparinisierte Spritzen aufgezogen,
was selten ldnger als 20 Sekunden dauerte. Die Bestimmung verschiedener Blutparameter wie pH, pO,, pCO,
(Sauerstoff- bzw. Kohlendioxidpartialdruck), Hb (Hdmoglobingehalt), RBC (Erythrocyten), MCHC (mittlere
korpuskulire Hb-konzentration, MCH (mittlerer Hb-gehalt eines Erythrocyten), O,-CC (Gesamtkapazitdt des
Blutes fiir O,) stand bei den Untersuchungen an Bord im Mittelpunkt (RANKIN et al. 1990). Die RBC wurden
dann isoliert und fiir spétere Untersuchungen bei -80° C eingefroren.

Die weitere Bearbeitung erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. di Prisco vom Institute for Protein Biochemistry
and Enzymology (IBPE) in Neapel. Verschiedenen Verfahren zur Charakterisierung des O,-Bindungsverhalten
der jeweiligen Himoglobine (Hb), wie Rooteffekt- und Bohreffekt-Studien, wurden angewéndt‘ Der Rooteffekt
beschreibt die Tatsache, daf} bestimmte Hb’s bei niedrigen pH-Werten nicht vollstindig mit Sauerstoff gesattigt
werden konnen (Abb. la, 1b). Vermutet wird ein Zusammenhang mit der Fiillung der Schwimmblase oder/und
der Sauerstoffversorgung des Fischauges (BRITTAIN 1987). Der Bohreffekt dagegen beschreibt generell das
Sauerstoffbindungsverhalten eines Hb's abhéngig vom jeweiligen pH. Er dient der Kontrolle des Gasaustausches
(RIGGS 1988). Beide Effekte sind vor allem durch Organophosphate, aber auch durch Cl Ionen forderbar (Abb.
2a, 2b). Da Hidmoglobine in der oxygenierten bzw. deoxygenierten Form deutlich voneinander verschiedene
Absorptionsspektren besitzen, lassen sich die Bestimmungen mit einem Photometer vornehmen. Fiir eine genaue
Beschreibung der Methodik siche DI PRISCO et al. (1988).

Hinweise zur Quartdrstrukour (Globinuntereinheiten) ergaben sich aus elektrophoretischen Studien. Eine relativ
einfache Méglichkeit, Auskunft iiber die Anzahl der Hdmoglobine zu erhalten, ist die Elektrophorese auf
Celluloseacetatfolien (CAE). Hierbel werden die Hb’s hauptsdchlich aufgrund ihrer unterschiedlichen Ladungs-
eigenschaften aufgetrennt. Sehr viel aufwendiger ist die Trennung der Globinuntereinheiten mittels PAGE-SDS-
Elektrophorese (PolyAcrylamidGelElektrophorese; SodiumDodecylSulfat). Die Trennung erfolgt hier aufgrund
von Ladungs- und Molekulargewichtseigenschaften. Die hier angewandten Methoden sind beschrieben bei
D*AVINO & DI PRISCO (1988).

Fiir die Bestimmung der Primérstruktur der Hdmoglobine, also der Menge und Abfolge der einzeinen
Aminosduren im Molekiil, wurden die beiden Ketten mittels Phasenumkehr-HPLC zunéchst getrennt und ge-
reinigt. Die anschlieende Sequenzierung nach dem Prinzip des Edman-Abbaus von Aminosduren (AS) auf einem
Autoanalyzer lieferte die genaue Abfolge der AS bei beiden Globinketten. Genaue Angaben zur Methodik fin-
den sich bei D’AVINO & DI PRISCO (1988, 1989); D’AVINO et al. (1989). Bisher sind die genauen AS-
Sequenzen der Hamoglobine erst von einigen wenigen antarktischen Fischarten bekannt (DI PRISCO et al. 1990),
meist sind sie noch unverdffentlicht (KUNZMANN et al. im Druck). In der vorliegenden Arbeit soll die neu-
bestimmte Sequenz der Globinketten von Bathydraco marri beispielhaft vorgestellt werden. Zur Zeit werden die
einzelnen Globinketten von Pleuragramma antarcticum sequenziert, ferner sind die Sequenzierung sowje
Analysen zur Sekundér-, Tertidr- und Quartirstruktur weiterer Hamoglobine aus dem Expeditionsmaterial durch
die Arbeitsgruppe in Neapel geplant. Die Ergebnisse aus den Strukturanalysen sind unbedingt erforderlich, um
die Funktion zu verstehen.

3. ERGEBNISSE und DISKUSSION
3.1 Blutparameter. Aufbau und Funktion von Hdmoglobin

Die Erythrocyten von einigen wenigen Arten (z.B. Plewragramma antarcticum, Racovitzia glacialis und be-
sonders alle untersuchten Pogonophryne-Arten) scheinen wesentlich zerbrechlicher als die Zellen der tibrigen
Arten zu sein. Die Erythrocyten mufiten besonders sorgfaltig gewaschen und zentrifugiert werden, um einer
Hiamolyse vorzubeugen. Aufierdem hatte das Blut der Pogonophryne-Arten eine auffallend hellrote Farbe und
wurde nach einiger Zeit im Eppendorfgefd3, unabhéngig von der Menge zugesetzten Heparins, schleimig. Es
handelt sich dabei also nicht um eine Blutgerinnung. Das Blut einiger Pogonophryne-Vertreter sowie einiger
weniger Gerlachea australis wies eine deutlich sichtbare Fettbande nach der Zentrifugation in Mikrokapillaren
auf (2-3 Vol%). Vertreter nahezu aller Taxa konnten nach einigen Tagen Hélterung im Aquarium fast vollstin-
dig den anfinglich sehr hohen CO,- Gehalt im Blut abbauen. Einige eliminierten ihr CO, nach ein bis drei
Stunden erstaunlich schnell (Racovitzia glacialis, Aethotaxis mitopteryx, Gymnodraco acuticeps).
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Die Ergebnisse der von mir untersuchten 16 Arten aus dem Weddelmeer sind in Tabelle | zusammengefalt.
Eine austiihrliche Darstellung und Diskussion aller Ergebnisse. vor allem aus den Root- und Bohreffektstudien.
wiirde an dieser Stelle zu weit fithren. Die Abbildungen 1 und 2 sollen daher auch nur beispielhaft fiir dhnliche
Verhiltnisse bei den anderen Arten sein. Abb. la und 1b zeigen Abwesenheit bzw. ausgeprigtes Vorhandensein
eines Rooteffektes. Abb, 2a und 2b zeigen ,.ideale Bohreffekte bei zwei verschiedenen Arten. Fiir andere Arten
sei daher auf eine Dissertation verwiesen. die in Kiirze abgeschlossen sein wird (KUNZMANN unveréffentlicht).
Die wichtigsten Befunde sind nachfolgend kurz im einzelnen aufgefiihrt.

Fam. Nototheniidae, untersuchte Arten:

Pleuragramma antarcticum, Aethotaxis mitopteryy, Dissostichus mawsoni, Trematomus lepidorhinus.
Trematomus eulepidotus. Trematomus scotti. Pagothenia hansoni.

T. scorri hat vermutlich mehr als zwei Hiamoglobine. Das zweite Hidmoglobin (Hb2) liegt bei P. anrarcticiom in
hoheren Konzentrationen vor (bis 25 %), beide Hamoglobine zeigen keinen Rooteffekt und nur einen leichten
Bohreffekt, zumindest im untefsuchten pH-Bereich. A. mitopreryx hat nur ein Himoglobin, das keinen Root- und
keinen Bohreffekt aufweist (Abb. 1a). Dies stellt eine grofie Ausnahme dar und wurde deshalb detailliert weiter
untersucht (D"AVINO et al. 1990, KUNZMANN et al. im Druck). Es ist unklar, wie die Sauerstoffabgabe in
den Geweben ohne Root- und Bohreffekte reguliert wird.

SPECIES ROOT- BOHR- Hiimoglobine Globine
Effekt Effekt CAE* PAGE-SDS**

Fam. Nototheniidae

Aethotaxis mitopterys - - 1 2
Pleuragramma antarcticun + leicht + leicht 2(75/25) 3
P.antarcticum Hbl + Jeicht + leicht / 2
P.antarcticum Hb2 + leicht + leicht / 2
Dissostichus mawsoni ot +++ 1 2
Trematomus eulepidotus + + 2 2-3
Trematomus lepidorhinis + leicht + 2 (90/10) 2
Trematomis scotti + / 3 (85/10/3) 34
Pagothenia hansoni + + 2 2
Fam. Bathydraconidae

Bathydraco marri A+t +++ 1 2
Bathydraco macrolepis +++ / 1 2
Gerlachea australis + leicht / 1 2
Racovitzia glacialis +++ / [ 2
Fam, Artedidraconidae

Pogonophryne spec. 1 + / I 2
Pogonophryne spec. 2 + + i 2
Pogonophryne spec. 3 + / i 2
Fam. Macrouridae

Macrourus holotrachys ++ / 1 3
Fam. Anotopteridae

Anotopterus pharao ++ / 3-4 (50/40/10) 3-4

Tabelle 1: Himoglobine von antarktischen Fischen des Weddellmeeres. Sauerstofbindung und struknurelle Komponenten (teilweise aus KUNZMA
& DIEPRISCO 1990} AE = Cellulose Acetate Elektrophorese. (Verhilinis Hb1/Hb2 in Klammern): #¥ PAGE = Polyacrylamidgelelekirophorese.
SDS = Sodiumdod ifat, generelle Beobachtung: starker IHP-Effeki. geringer Ct-Effekt, Ausnahmen sind angegeben. / = nicht untersucht. + =
normaler Effekt. + starker Effekt. - = kein Effekt.

Table 1: Hacmoglobins {rom antarctic fishes of the Weddell Sea. Oxygen binding and structur:
1990). * CAE = Cellulose Acetate Electrophoresis. (relation Hb1/Hb2 in brackets): *
Sodiumdodecylsulfate: general observation: strong THP-effect. weak Cl-Effekt. exception:
= strong effect. - = no elfect.

omponents (partly from KUNZMANN & DI PRISCO
PAGE = Polyacrylamidgciclectrophoresis: SDS =
¢ indicated, /= not investigated. + = normal effect. +++
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Fig. la: Oxygen saturation of Aethotavis
mitopteryx haemoglobin as a function of pH
(Root effect). Haemolysate in the absence () or
presence (+) of 3 m¥t inositol hexaphosphate
(IHP).

AbD. 1b: Sauerstoffsittigung von Barhvdraco
marri Himoglobin in Abt Keit vom pH
(Rooteffekt), Himolysat mit {(+) und ohve ()
infiuf von 3 mM Triositothexaphosphat (THP).

Fig. 1b: Oxygen saturation of Bathvdraco maryi
haemoglobi a function ol pil (Root effect).
Haemolysate in the absenee () or presence (+)
of 3 mM inositol hexaphosphate (IHP).

Abb. 2a: Sauerstoffaffinitit (P
Bathydraco marri Himoglobin in Abha
vom pH {Bohreffeke). Hdmol\ sat mit (+) und
ohne (07 EinfiuB von 0.1 M NaCl/3 mM
Inositolhexaphosphat ( (1HP) Sowic nur unter dem
Einflufs von 0.1 M NaCl (A).

) von

Fig. 2a: Oxygen affinity (P,) of Bathydraco
marri h'\unoﬂlobm as a function of pH (Bohr
effect). Haemolysate in the absence (_f

pxcsence (Ayof (.1 M NaCl and (+) of 0.1 M

NaCl. 3 mM inosito} hexaphosphate (IHP).
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1 Abb. 2b: Sauerstoffaffinitdt (P_) von
Tremaiomus lepidorhinus Himoglobin in Ab-
hiingigkeit vom plf {Bohreffekt). Hamolysat mit
(+) und ohne (3 Emnflufl von 0.1 M NaCl/3 mM
0.5 Inositolhexaphosphat (IHP) sowie nur unter dem
: Einflufd von 0.1 M NaCl (A).

Fig. 2h: Oxygen affinity (P,) of Trematomus
lepidorhinis haemoglobin as a function of pH

0 T T y T T T

) Bolir effect). Hagmolysate in the absence (—)or
55 6.0 6.5 7.0 75 80 8.5 9.0 ;)resence (A)) of 0.1 M NaCl and (+)[ of 0.1 \]I
pH NaCl. 3 mM inositol hexaphosphate (IHP).

Fam. Bathydraconidae, untersuchte Arten:

Bathyvdraco marri, Bathydraco macrolepis, Gerlachea australis, Racovitzia glacialis.

B. marri hat ein Himoglobin mit extrem deutlichem Phosphat- und ClH-Einflufl auf das Sauerstoffbindungs-
verhalten (Abb. 1b). Das Hamoglobin von G. australis zeigt keinen Rooteffekt.

Die drei Pogonophryne-Arten, vermutlich P. mentella, P. scotti und P. marmorata, haben alle normale
Rooteffekie, leider war hier das Material zu knapp fiir ausfiihrlichere Bohreffektstudien. Bej der Elektrophorese
zeigen sich einige Besonderheiten in der Proteinzusammensetzung.

Die beiden untersuchten Exoten, Anotopterus pharao und Macrourus holotrachys, die nicht zu den typisch
antarktischen Arten gehdren, zeigen beide einen ausgepriigten Rooteffekt. A. pharao besitzt 3-4 Hamoglobine.

Die hier untersuchten Arten (Tabelle 1) decken zusammen mit den von di Prisco untersuchten Arten (Tabelle 2)
einen grofien Teil der antarktischen Fischfauna ab. Mit Ausnahme der nichtendemischen Vertreter wie Zoarciden,
Macrouriden und Anoropterus scheinen antarktische Teleostier nur ein Haupthdmoglobin zu haben. Die zweite
Komponente, die in fast allen Notothenioiden gefunden wurde, macht in der Regel nur 5-10 Vol% aus. Ferner
zeigen fast alle untersuchten Hb’s, wie erwartet, deutliche Root- und Bohreffekte. Die O,-Versorgung der Ge-
webe ist damit fein regulierbar.

Abb, 3: Bathvdraco marri Norman. Ein Exem-
plar wird scit Februar 1988 erfolgreich im In-
stitut fiir Polardkologie in Kiel gehiltert.

Fig. 3: Bathydraco marri Norman. Specimen
has been successfully maintained in aquaria at
the Tnstitut fir Polardkologie in Kiel since
February 1988.
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SPECIES Herkunft Himoglobine BOHR- ROOT-

CAE Effekt Effekt
Fam. Nototheniidae
Notothenia coriiceps neglecta AP 2 + +
Notothenia rossii AP 2 + +
Notothenia gibberifrons AP 2 + +
Notothenia nudifrons AP 2 / /
Notothenia larseni AP 2 / /
Pagothenia hansoni AP RS 2 / /
Pagothenia bernacchii RS 1 / +
Pagothenia borchgrevinki RS 2 / /
Trematomus newnesi RS 2 +/- +/-
Trematomus nicolai RS 2 / /
Trematonius centronotis RS 2 + +
Trematomus loenbergi RS 2 / /
Trematomus eulepidotus RS 2 / /
Dissostichus mawsoni RS 1 / +
Fam. Bathydraconidae
Parachaenichthys charcoti AP 1 + +
Gymnodraco acuticeps RS 1 - -
Cygnodraco mawsoni RS 2 + +
Fam. Harpagiferidae
Harpagifer antarcticus AP 1 / /
Artedidraco skottsbergi AP 1 / /
Harpagifer velifer RS 1 / +
Fam. Rajidae
Raja georgiana AP 1 / /
Fam. Zoarcidae
Lycenchelys nigripalatum AP 4 / /
Rogophilia dearborni RS 4 / -+
Australycichthys brachycephalus RS 5 / -t

Tabelle 2: Zusammenstellung der Hamoglobincharakterisierung antarktischer Fische (aus DI PRISCO 1990 und DI PRISCO unverdifentlicht). A.P.
= Antarctic Peninsula, RS = Ross Sea. / = nicht untersucht, “CAE = Cellulose Acctate Elektrophorese.

Table 2: Summary of haemoglobin characterization of antarctic fishes (from DI PRISCO 1990 and DI PRISCO unpubl.). AP = Antarctic Peninsula,
RS = Ross Sca, / = not investigated, “"CAE = Cellulose Acetate Electrophoresis

Die Arbeiten von MACDONALD et al. (1987) und WELLS & JOKUMSEN (1982) in Neuseeland bestétigen
diese Ergebnisse. Die ermittelten Werte, insbesondere das Fehlen multipler Himoglobine, weichen deutlich ab
von der Mehrzahl der Untersuchungen an Fischfamilien geméBigter und tropischer Breiten, wo nach RIGGS
(1970) multiple Komponenten zu finden sind. Manche Fischarten weisen bis zu vier Hb’s auf, die in unter-
schiedlichen Mengen vorliegen konnen und bei Bedarf synthetisiert werden. Schnelle Schwimmmer z.B. haben
einzelne Komponenten mit oft deutlich voneinander verschiedenen O,-Bindungseigenschaften, die den O,-
Transport selbst unter extremen pH-Bedingungen garantieren. ’ ’

Als gemeinsame Merkmale fiir alle Notothenioiden lassen sich zusammenfassend herausstellen:

a) der Besitz von einem Haupt-Hamoglobin (Hb1, 90-95 Vol%}), das oft von einem zweiten, mengenmafig
untergeordnetem, Himoglobin (Hb2, 5-10 Vol%) begleitet wird und

b) ein ausgeprigter Root- und Bohreffekt, stark forderbar durch Organophosphate (ATP, GTP, IHP etc.), weniger
forderbar durch Chloridionen (Cl).
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Da der Besitz mehrerer Hb’s mit funktionalen Unterschieden auf die besondere Anpassungsfiahigkeit an wech-
selnde Umweltbedingungen hinweist, passen die hier gezeigten, einfachen Verhiltnisse mit nur einem funktional
relevanten Hamoglobin gut zu den weitgehend konstanten physikochemischen Bedingungen der
hochantarktischen Meere. Nur unter diesen Rahmenbedingungen konnte es zur Entwicklung einer Fischfamilie
wie den Eisfischen kommen, die bei der O,-Versorgung ausschlieBlich auf die physikalische Losung im Blut-
plasma angewiesen ist.

3.2 Primdrstruktur und Himweise zur Evolution am Beispiel von Bathvdraco marri.

Da die Darstellung struktureller Untersuchungen und ihre Verbindung zu funktionalen oder evolutiven Aspekten
fiir alle oben aufgefiihrten Arten sehr umfangreich werden wiirde, sollen die Ergebnisse fiir Bathvdraco marri
(Abb. 3), beispielhaft fiir andere antarktische Fischarten mit &hnlicher Lebensweise, im folgenden kurz dargestellt
werden.

Die Untersuchung der Blutparameter Hamatokrit (Het), Erythrocyten (RBC) und Himoglobingehalt (Hb) ergab
bei B. marri mit Het = 14,6 %, RBC = 0,59%10'/1 und Hb = 29,6 g/t Werte (Tab. 1), die im Vergleich zu ande-
ren notothenioiden Fischen niedrig sind. Hier gelten ein Het von 17-30, RBC von 0,6-1,0%10"/t und Hb von 30-
40 g/t als durchschnittliche Werte (WELLS etal. 1980, DI PRISCO et al. 1990). Im Vergleich zu Fischen anderer
Meeresgebiete sind die Blutparameter aller antarktischer Fische sehr niedrig, was unter anderem die ansonsten
erhohte Blutviskositit in kaltem Wasser in Grenzen hilt (MACDONALD et al. 1987). Aus den genannten
Parametern und der Kenntnis der OZ—L‘cislichkeit im Plasma (0,8%, GRIGG 1967) kann die Gesamtkapazitit des
Blutes fiir O, berechnet werden. Fiir Vollblut von B. marri ergibt sich ein Wert von 4,76 Vol%, fiir die roten
Blutzellen allein 27.9 Vol%. Daraus 148t sich berechnen, daf} 17 %, also rund 1/6 der Gesamtmenge an O:
physikalisch gelost im Plasma transportiert wird. Dies ist ein Wert, der erstaunlich hoch ist und bei Fischen ge-
méfligter und niederer Breiten nur 5-8 % betrigt (LOVE 1980). Dies zeigt einerseits die grofle Bedeutung des
O,-Transports durch reine Diffusion fiir B. marri und 148t einen hohen Anteil der Hautatmung an der Gesamt-
atmung vermuten, dhnlich der Situation bei den hiimoglobinlosen Eisfischen. Andererseits 146t sich daraus
schlieffen, daB das O,-Transportsystem nicht besonders effizient ist, zumindest was lingeranhaltende Hochst-
leistung angeht. In diesem Zusammenhang sind Videoaufnahmen der Fische vor Ort zu erwihnen. die zeigen,
dal3 ein ausgepriigtes Fluchtverhalten, wie wir es fiir viele perciforme Fischarten kennen, fehlt. Tab. 3 gibt einen
Uberblick tiber alle Blutparameter von B. marri. Tab. 4 zeigt einige Parameter im Vergleich mit anderen An-
gehorigen der Familie Bathydraconidae.

Eine SDS-PAGE Electrophorese des B. marri Hamolysates ergab zwei Polypeptidketten (o und 8 Kette) mit
unterschiedlichem Molekulargewicht, beide nahe 16.000 Dalton. Das exakte Molekulargewicht (MG) der 0-Kette

Parameter Wert Finheit SD
Hamatokrit 14,6 % 2.9
Erythrocyten 0.59 10t 1 0,12
Hédmoglobin 29.6 gl 8,6
MCHC 202,7 gl! 15,8
MCH 50,2 pg 11,2
0O,-CC Blut 476 Vol % 1
0,-CC Zellen 279 Vol % 3
Plasma Beitrag zu OZ~CC 16,7 Vol % 3
pH 7,73 1 0,26
Peoa 3.8 mm Hg 1,9
P, 58.5 mm Hg 9.9

Tabelle 3: Blutparameter von Bathydraco marri (aus Kunzmann et al. im Druck). MCHC = mittlere korpuskuldre Himoglobinkonzentration: MCH
= mittlerer zellulirer Himoglobingehalt: 0,-CC = O, Gesamtkapazitit: P_= Partialdruck von O, und CO,: SD = Standardabweichung: n = 13.

Table 3: Blood parameters of Bathivdraco marri (from Kunzmann et al. in press). MCHC = mean corpuscular haemoglobin concentration: MCH =
mean cellular haemoglobin content: 0,-CC = carrying capacity for O, P_= partial pressure of O, and CO,: SD = standard deviation: n = 13.
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SPECIES Het RBC Hb Hb ROOT BOHR

(Referenz) (%) (1021 (g/D) Komp.

V. infuscipinnis / 0.36 / / / /
(Hureau 1977)

P. charcori / 0.44 / 1 + +

(Hureau 1977; di Prisco
et al. 1990)

P. georgianus / 0.21 8 / / /
(Everson & Ralph 1968)
G. acuticeps 24 0,78 22.4 1 - -

(Wells et al. 1980; di

Prisco et al. 1990)

C. mawsoni 24.9 0,69 264 2 + +
(di Prisco et al, 1990;

Kunzmann unver-

offentlicht)

G. australis 17,1 0,38 28.0 [ + /
(Kunzmann unver-

offentlicht)

R. glacialis 14,0 0,51 30,0 1 + /
(Kunzmann unver-

offentlicht)

B. macrolepis 20,0 0,55 30,0 1 + +
(vorliegende Arbeit)

B. marri 14,6 0,59 29.6 1 + +
(vorliegende Arbeit)

Tabelle 4: Vergleich der Blwparameter und Saverstoftbindungseigenschaften {itr Arten der Familie Bathydraconidae (aus Kunzmann et al. im Druck).
/= nicht untersucht: Het = Hamatokrit: RBC = Anzahl der Erythrocyten: Hb = Hiamoglobingehait; Hb Komp. = Himoglobin-Komponenten.

Table 4: Blood parameters and oxygen binding properties of members of the family Bathydraconidae (from Kunzmann ct al. in press). / = not
investigated; Het = heamatocrit: RBC = number of red blood cells; b = hacmoglobin concentration: Hb Komp. = hacmoglobin components.

mit 142 AS betrigt 15.552 Dalton und das der §-Kette mit 146 AS 16.048 Dalton, womit sich das Gesamt MG
des Hamoglobins mit ~63.200 Dalton errechnet. Die Himoglobine aller Vertebraten sind erstaunlich einheitlich
in Bezug auf ihiren Aufbau (4 Globinuntereinheiten) und ihr MG, das hédufig um 65.000 Dalton liegt.

Ein Vergleich der Sequenz mit der anderer antarktischer Fischarten zeigt eine hohe Ubereinstimmung von bis
zu 90 % (Tab. 5). auch wenn die verglichenen Arten unterschiedlichen Familien angehoren. Zieht man Fischarten
aus gemiBigten oder niederen Breiten heran, ergibt sich immerhin noch eine Ubereinstimmung bei ca. 50-70 %
der Aminosduren, obwohl die verglichenen Arten unter vollig verschiedenen Umweltbedingungen leben und
systematisch weit voneinander entfernt sind (Tab. 5). Die hohe Sequenzidentitit innerhalb der antarktischen Fische
spiegelt den gemeinsamen Ursprung wider. Die deutlich geringere Identitdt mit den nichtantarktischen Fischen,
bei gleicher Funktionsweise des Proteins, ist ein Hinweis auf den hohen Evolutionsdruck siidlich der antarktischen
Konvergenz.

Bel den Bathydraconiden 146t sich der Besitz von nur einem Hidmoglobin mit besonders konstanten Umwelt-
bedingungen hinsichtlich des O,-Gehaltes erkliren. Sie gelten als charakteristisch fiir das Gebiet des
Filchnergrabens (EKAU 1988, SCHWARZBACH 1988), dessen Wassermasse (kaltes Eisschelfwasser) konstant
tiber reichlich O, verfiigt (HELLMER & BERSCH 1985). Diese Anpassung an den abiotischen Faktor O, wird
iiberlagert von dem oben erwéhnten evolutiven Prozel3 der Reduktion von Hédmoglobin bei allen antarktischen
Fischen. Die Notothenioiden stammen primér von demersalen, barschartigen Vorldaufern (mit multiplen Hb’s)
ab. Eine Verminderung von Hédmatokrit, Erythrocyten und Himoglobingehalt ist, wie schon erwihnt, bei allen
Notothenioiden zu beobachten. Die Channichthyiden (Eisfische) stellen méglicherweise den Héhepunkt dieser
Entwicklung dar. Eine systematische Einordnung auf Grund von anatomischen Merkmalen gruppiert die
Bathydraconiden an die Spitze der rotbliitigen Arten IWAMI 1985), also als letzte Stufe vor den Eisfischen.
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SPECIES T. thynnus C. carpio S.rideus B. marri* N. coriiceps

neglecta Hp2*
o-chains
N. coriiceps neglecta 73 59 57 84 63
Hbl*
N. coriiceps ne- 58 63 53 71 /
Hb2*
B. marri* 79 65 53 / /
S. irideus HbIV 50 63 / / /
C. carpio 56 / / / /
f3-chains
N. coriiceps neglecta 56 57 63 90 /
Hbl, 2*
B. marri* 56 57 61 / /
S. irideus 51 73 / / /
C. carpio 50 / / / /

Taliel_le SD:SL‘({ucnzidenli(iit (%} der ¢r- und B- Kette von Fischhiimoglobinen antarktischer” und nicht-antarktischer Fische im Vergleich (aus Kunzmann
ct al. im Druck).

‘Table 3: Sequence identity (%) of the ¢~ and B~ chain of fish haemoglobins from Antarctic” and non-Antarctic fishes (from Kunzmann et al. in press).

Dies erklért die niedrigen Werte fiir die Blutparameter und den Besitz von nur einem Hiémoglobin. Die Richtig-
keit dieser Hypothese wird zur Zeit an weiteren Vertretern der Bathydraconiden mit dhnlicher Lebensweise
getestet.
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