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SUITTARY
During a year spavning, crowth and the amount of cnergy reservaes,
in particular glycogen, were investigated in a population of lugworins

(Arcaicola marina L.) collected on the II0Z-wad near 't Horatje, Toxel.

At least two genecrations could be distinguished, which arc called

Yrowig vorms® (< 2 g) and “old worng” (> 3 g)n 0f the young worns

growtll was followed from September 1973 to Junc 1975. Growth stagnated

from October 19735 to April 1974 (mean wvelght 0,77 g) and from Octobner

1974 to fApril 1975 (mean weight 1,85 ¢). In the sccond year of lifc

-

=

mean growth was 1.08 g. Growth only occurrcd at temperaturcs above
o . ; - \ " .
10 C, A clear connection was found between the appcarance of gamctos

in the coeclon (end of April) and the suddenly sharp fall in the clycogen

n

content of the tissues of about 25 to 35 mg glycogen/q ashrircee dry
~ ~/ 5

. A Da-

weight to about 5 to 15 mg glycogeq/g ashirce dry veicht, After this
fall a gradual raisc occurs till the old value, An excention forms
the chloragogene tissue of the young worms: from Sceptcember to Tovember
1973 the glycogen content decrcases from 155 to about 60 ng gLycogeQ/g
ashfree dry weight, till the end of April this last valuc remains
constant and after a sharp fall it follovs the nattern of the old wvorms.
The 1lipid contents of the diffcerent tissucs are low too, fron 35 mg/g
ashfrez dry weight (muscle) to 2621ng/g dry weight (trunk gut), The
chloragogene tissue had 2 to 4 times as nmuch linid as thoe muscle,
'he lipid content shows little variance in the coursc of the year.

In muscle 70% of the total lipid vas phospholipid and so was 577
of the lipid of the chloragogene tissue, 0Ff the remaining neutral

Y4

lipids the chloragogene tissue containcd morce triglyceride (1ﬂn9ﬁ)



o

than the muscle (3,9%).
The small amount of rescrve conpounds arce resnonsible for tho

el

fact that ia auvtunn and vinter wvhen the relation between anabolisn

and katabolism arce infavourable a decreass in welght can occur.

 SAMENVATTING

In dit onderzoek werd van de zeepicr, Arcnicola marina L., aflkomsiia

>t NI10Z-wad, 't Horatje, Texel, de voortplanting, dc ¢roci on

1=

van

dec hocveelheid rescrvestoffen, in het bijzonder glycogeen, nagegaan

jedurcende de loop van ccea jaar, or lkonden tenminste 2 gencraties ondor-—
X ~

scheiden worden, dic in het volgende “jonce wormen® worden cenoemd (< b

en “oude wormen® (>3 g), De groei van de jonge wormen werd gevolagd

1673

van september 1973 tot juni 1975. Do groci stond stil van october
tot april 1974 (gemiddcld gewicht 0,77 Q) en van october 1574 tot

april 1975 (gemiddeld gewicht 1.85 g). In hun tweede levensjaar

de groei gemiddeld 1.08 g, tervijl allecn croei »laats vond
& in 1 ) s - 5 T
raturen boven de 10 C, Ben duldelijk verband werd gevonden
verschijnen van de gameten in het cocloon (eind april) en de nlotsclingce
sterke daling van het glycogeengehalte van de wvecfsels van ongoveer

o -

25 tot 35 mg glycogeen per ¢ asvrij drooggewicht tot ongeveer 5 tot 15 mg

)

glycogeen per g asvrij drooggewicht, Ila deze daling treedt cen gelei-
R

delijk herstel op tot de oude vaarde, Eon uitzondering op deze vaarden

entemben

Ui

vormt het darm + chloragogeenwvecefscl van de Jjonge worinen, dat van

tot november 1973 daalde van 155 tot ongeveer 60 mg glycogee: DER

ze vaarde bchield, en na con

asvrij drooggevicht, tot cind april &
scnerpe daling het patroon van de oude wornen volgde, Het Lipidegchaltc

van de weefsels is evencens gering, van 35 tot 262 g per ¢ asvrdl]

drooggewicht, Het chloragogeenweefsel bevatte 2 tot A % zoveel linide

als de huidspicrzak: het lipidegchalte per weefsel vertoont cedurende
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het Jaar weinig veriatic, In de huidspierza’: bestond 70% van de totale

hoeveclheid lipide uit phospholipiden, in het chloragogecnwvecrscl tot
/%. Van de resterende neutralce liniden bevatte het chloragogecnveelsel

-1 % ~ O”/

meer triglyceriden dan de huidspicrzak, rcespectievelijk 14,7 tegen 3, 9%.

De geringe hoeveelheden reservestoffen maken dat in de late
en in de winter, wvannccer de verhouding tussen anabolisme en katabolisme
ongumstig liggen, con daling in gewicht on kam trodene

1-1~

De schrijver wilde Dr J.J. Zijlstra bedanken voor het ter beschikliing
stellen van de laboratoriumruimte voor dit onderzock en Dr Pel.7.J.

de Wilde en de Heer E.M, Berghuis voor hun belangstelling en huls bij

het onderzock,

UL ID TIIC

In deze inleiding zal allcen die literatuur besproken worden, dic
verband houdt met de in de titel genoemds onderwerpen. Morphologic @y
zuurstofopname, bloed, haemoglobincfunctic en osmorcgulatic zullen
weinig of nicet aan de orde komen,

n

Dc wadpier,; Arcnicola marina L,, leceft op slikkige ieden

in of beneden de getijzone., Zijn verbreidingsgebied ligt on het
noordelijk halfrond aan weerszijden vaa de Atlantische Occaan, van

a k]

de arctische gebieden tot de zdne waar de temperatuur van het water

ol : PR 4 O~ s Al s TS \
gedurende langere perioden boven de 20 C uitkomt (WELLS, 1963: Fig, 7).
Arenicola is een osmoconformer cn komt in cstuarién voor tot con
zoutgehalte van 40 tot 70% van dat van het zeewater; dit kan lager
zijn gedurende korte tijden,
40 cm

Arenicola leeft in ecen L-vormige buic tot ecen dicpte van 20 tot

in het wad (zie Fig, 2; XRUCER, 1959; WIAMDRUP, 1935; WELLS, 1950).
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De diepte van de buis hangt af ven de vastheid van de bodem (11.1“°UP
183 5), Aan het cinde van het horizontale been van de L bevindt zich cen
zuil zand, diec mecstal cen lichtare Xleur heeft dan hot (anaerobc)
omringende materiaal en die uit materiaal is gevormd dat van d¢ bovenste
1 tot 2 cm van het wad afkomstig is; dit is bevestigd door cxnerimentan
met gekleurd zaand (THAMDRUP, 1235). De worm vrect dit zand aan de

basis van de zuil op, waardoor aan de bovonkant vaa deze zuil cen

>
5]
=

trechter ontstaat dic in het water cen hellingshock van ongeveer 35

heeft (LINKE, 1939). De zuil bevat cen hoger percentage organisch

materiaal dan het omringende zand (JACODSEJ, 1)67)n
de verteerbare delen uit verdwenen zijn wordt als faeccs uitgescheiden
als de bekende picrenhoopjes; hicrtoc kruipt de worm achtcrsitevoren
naar boven tot de¢ staart aan de oppervlalite komt cn trekt zich direct
Aa het vrijkomen van de facces weer naar beneden terug. Door water

door zijn gang te pompen, en wel door de L-buis naar binnen e door

ic zandkolom weer naar buiten voorzict de worm zich van zuurstof,

af

Het voorkomen van Arenicola hangt af van de structuur van de rond,

wat vooral wil zceggen de stand van het crondwater Hij eb cn

aanwezig voedsel (vooral organische slikbestanddelen), Hogere waddel

die vit grof zand best taan die weinig slilk bevatten con waar net water
N

bij eb lager zakt dan 30 cm beneden de oppervlakte, bevatten wed

of geecn pieren, Z1ij kunnen zich dan niet vocden omdat de bovenste laag
van het zand hard wordt: de zuil werkt alleen als zand mot water ver—
zadigd 1is (AQ\WACA; 1955), Daarentegen Xwumen op la rc, slibrijke
wadden waar bij eb water Dlijft staan of de grondwaterstand niet ver
zakt grotc aantallen wormen vooriomen tot meccr dan 100 oer m%,ﬂrcnicol'
kan voorkomen van gebieden dic 10% van de tijd oader water staan t

gebieden dice de gehele tijd onder water staan ( {AMDRUP, 1935)0 In

no

het algemeen worden jonge dicren van minder dan 1 Jaar oud aancotrof




op hogere, slibrijke delen van het wad en de oudere dieren oD wat
lager gelegen wadgedeelten (THAMDRUP, 19355 WEWELL, 1948; SMIDT, 19
WERNER, 1956a, 1956b; CAZAUX, 1967).

Het aantal pierenhoopjes per oppavlaktcBenheid is geen julste maat
voor het aantal aanwezige wormen (NE?ELL, 1948), daar dit afhangt van
de mate waarin de wormen zich verplaatsen, wat weer afhangt van o.a,
de voedselrijkdom van de grond (THAMDRUP, 1935)o Vaargenomen werd dat
wormen op gunstige, rustige plaatsen 14 dagen op dezelfde plaats kunncn
blijven zitten; zelfs wordt door LINKE (1939) een verblijfsduur van 6
tot § maanden op dezelfde plaats gemcld,

Het voedsel van Arenicola bestaat waarschijnlijk uit organisch
materiaal in het slib, en de op dit slib aenwezige bacterién, XRUGER
(1959) veronderstelde dat de zandkolom het doorgepompte water zou £il-
treren, en dat dit de voedselbron zou zijn, De hoeveelheid water die
de worm per uur doorpompt (SO tot 200 ml/u) is cchter te gering dan dat
dit een aanzienlijke voedselbijdrage zou kumnen zijn., KRUGER (1959)
kon ook geen planktonorganismen in de darminhoud van Arenicola vinden,
JAKOBSEN (1967) constateerde dat Arenicola zijn encrgiebehocfie uit
filtratie niet kon dekken; bovendien haalt de worm 30 tot 50% van de
zuurstof uit het door hem verpompte water, wat niet overeenkomt met
de verhoudingen bij een filter feeder, Hij veronderstelde dat de micro-
fauna van het oppervlaktemateriaal, de bacteri&n en de diatomectn do
voornaamste voedselbron van Arenicola zouden zijn,

LONGBOTTOM (1970) toonde cen duidelijk verband aan tusscn de
korrelgrootte van het bodemmatcriaal, het bercentage organische stof
wat hierin aanwezig was en het voorkomen van Arenicola. In materiaal
met deeltjesgrootte kleiner dan 80 M, zcer rijk aan organisch materiaal,
kwamen alleen zeer jonge wormen in slijmbuizen voor, geen oudere wormen,

Waarschijnlijk is dit materiaal te slap om L-buizen te kunnen vormen,
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Zand met korrelgrootte groter dan 0,15 tot 0.2 mm bevatten weinig of
gecen plercn, Dit is cen voedselkwestic, dnar waar op plaa tson met

7

deze korrelgrootte vecel organisch materiaal aonwvezig is (bavq riool)
val picren voorkomen, Sen aanzienlijls deel van het aanwvezige organisch
materiaal zou ult bacteriZn kunnen bestaan,

Slachts een gering gedeelte van hot door Arcnicola opgoenomen

1 bodommateriaal

materiaal bezit voedingswvaarde, Do hooveclheid opgoenomer

< van het scdiment

r—i'

varicort voloens LITKER (1939 met hot voedselgchal
50 = At 5 ) .

cen zou op voedsclarm scdiment 230 maal zoveel lounnen zijn als op

voedselrijk sediment, In Toord Walcs word 0.75 tot 1,75 organisch

materinal, De vori moct

materiaal gevonden in al het opgenomcn

laarom grotc hoeveclheden zand cten om aan voldoende voedscl te komen,

et

o

0
-
¢

vocdscl passccert de derm dan ook vrij sncl: gemiddeld 1/ minuten
van de proboscis tot het rectum. In de mnag wvordt water aan het zand

toegevoegd door de maagwand; hierdoor kan het matcriaal gocd cecmengd

worden door cen ventrale groeve met cilién

1

dic de maaginhoud naan

achteren transporteert en verscheidenc laterale groevon mct cilisn
die de maaginhoud naar boven werken, Op deze wijze vindt in de maag
cen intensieve menging van de inhoud plaats, De vertering van het

orgcﬁisch materiaal vindt hoofdzakelijlz »laats door extracellulaire

cnzymen, In de ocsophagus worden geen cnzymen uitgescheiden, wel in

de ocsophagusblaasje (carbohydrascn) vaarschijnlijk naar dc maag
gaan. Dezc is het hoofdtoncel van do vertering: carbohydrascn (optinaWC
activiteit bij de pH van de maaginhoud, pH = 6,2, piid
activiteit bij de pH van de maaginhoud, pH = 6,2), proteasen (dineptidasc,

FTANIAN

tripeptidase, trypuine), esterasen en zwalkle Llipascactiviteit (FERMACK,

)

1955; LOSGS30TTOM, 1970)o In de darm komt zwalke activiteit van carbehydra

w1

esterase en lipase voor. In het rectun viandi geen vertcring plaats.

br werd geen cecllulase aongetoond:; materiaal van plantaardige
zou door Arcnicola nict verteerd kunnen worden (LONGBOTTOM, 1970),

XERMACK (1955) mecnde intracellulaire vertering (phagocytose) te
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unnen vaststellen; dit werd later echter weer in twijfel getroliien
(LONGBOTTOM, 1970% Arenicola’s van onccveer 6 g defacceren Dij cen

-

e i T
watertemperatuur van 13 tot 267 C cens DL ongevecr /45 minuten (AuRHMCA,

1955).
Arenicola wordt ceslachtsriijp in het tweede levensjaar (NEUELL? 19483
SHIDT, 1951: DUNCALT, 19605 CAZAUK, 1967). De geslachten zijn gescheiden,
Volgens verrcveg dce meeste autours vindt het afzetten van cieron cens
ner jaar in het najaar plaats (zic Tabel I)o nrozijn echtor ealkele
auteurs <A¢Lu, 1096¢ HOUIE, 1959) dic vernelden dat sommige popula

5

paaitijd zoud

N hiebhbeile

zowel in het voorjaar als inm het najaar

(”laminarian“) ponulatics

-

NUYIE (1959) vermcldt dit voor sublittora
Doordat de temperatuwr 's vinters daar hoger 1s, zou gamctenvorming
dan door kummen gaan: do reserves hicrvoor zouden beschikbaor zijn
omdat dezc diercn zich voortdurend kunnen vocdon, Dat Arenicola i dc

getijzéne allcen in het najaar paait, zou verklaard kunnen vorden

<

doordat de larven hoog in de getijzdne do hogo zomerteaperaturen nict

overleven, zeker niet aan de zuidorens van zZijn verspreidingesae

(oI, 1959).

Het merendeel van de auteurs

vindend in de maanden scptember, october of NOVCMbEY , paaien

zou in 2 tot 1/ dagen plaats vinden., In het terrein is het paaicit her-

kenbaar door de acawvezigheid van kleine sherimanoeltjes (DUUCAH, 19480
HOUIE, 1959; DUNCAN, 1960: tcvens waargenonen door G,C, CADRI: op lhet

Sl
i

NIOZ—Uad)o Bipoeltjos worden maor weini¢ gevonden, waarschijinlijl:

doordat dc wijfjecs diep in hun gang zittcn cn daardoor minder romakkelijlh

opvallen en daarom ook weinig of nict in dezce tijd worden covang

het cocloom te verschijne:n

o)

(HOWIE, 1959), De geslachtscellen beginnen i:
in maart (DUNCAN, 1960), juni (MBELL, 1948; SMIDT, 1951; DUIICAIT, 19G0)

of juli (THAMDRUP; 1 J)) De eiercen eon spermadisci grocien sacl in
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de zomer cn hebben cnkele weken voor het paaien hun maximale crootte
bereikt (HDU“LJ, 1948y HOVIE, 1959)0 Lr bestant goen verband tusson

de crootte van de oocyten als ze rijp zijn con de grootte van het dier

T -+ =\ il i 3 B — o L hoay = -
(DUNCATT, 1960; BRENHMING, 1965). Er zoudsn 2 uitwendige stimulanscn
voor het paaien zijn: get Jhooac;vrr schillen (spring— en doodtij) en

cen snel dalende zeewatortemperatuur., Don bagin van het naaien bij
springtij en een hoogtepuat bij dood tij werd beschreven door IBYELL

(1948), HOWIE (1959) cn DUNCAH (1660), Dit zou gunstig ziju voor dc

~

)

bevruchting daar onnodige verdunning vanr do zaadvlocistof zo vermeden

wordt; bovendien komen do cicren zo

mo [al

Daar tegenover vonden PIRLOT 1933) wa HOUIZ (1959, St. Androws) het
% 7 7

hoogtepunt van het paaien bij springtij, HOJID (1959) vend ecn verband

tussen ploselinge daling van de luchttenperatuur (vor ') en hot becin

na.

van het paaien, Deze lucntccmocracuuvd alingen gecft hij op als 3.5 tot

. o . i : :
C in 2 weken; en 6 C in 1 weck, L1y derlaminarian® populatics

is blijkbaar de verandering van temperatuur in de lente de priXkkeal

a )

tot paaien; ze reageren op minder croto veranderingen in

i ] T a

dan littoralc ponulatics. In experimenten verd covonden Jdat littoralc
Arenicola’s niet paaien bij tomperaturen van 14 € of hoger, Do resul-
taten werden aanzienlijk beter bencden de 12° ¢, E1% jaar vond hot

" o1

in hetzelfdo jdsbesteX plaats: do corste

pPaalen in hetzelfde gebiec
grote daling in de temperatuur in de herfst vond gedurcende ¢
of 21 dagen elk jaar plaats,

DUNC 1T (1960) meent cchter dat de temperatuurdaling gecn oorzaal
van het paaien kan zijn omdat paaicn in de herfst plaats vindt waar

vocrtdurend temperatuurdaling plaats vindt., Bovendien heeft clke

populatiec zijn eigen karakteristicke naaiti 1jd in wecrwil vean do

~—

temperatuurvariaties; zo vond bij WIITSTADLE (K et paailen
gedurende 5 jaar in october plaats, ondan’ts verschillen in de

. e
cemperatuwr yan 5 O,

te hoog in de getijzdne torech

C

©
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Pogingen tot bevruchting van eieron uvit het cocloom dic volgroeid
varen leverden weinig succes op, cn 1n de cinlge gevallen wvaar de be-
vruchting optrad blcef dc ontwiklkeling in cen vroeg stadiwn steken

(PIRLOT, 1933

NEVELL,

met gepaaide cicren die
194.9;
deling van de cice

trachter van do

Q

chijfjes samengeplakt

0

nephromixia laten allecn
duidelijk te zien of ze rij

de dooier,

bovendien in coupaes vaak
Volgens HOWIZ (1963, 19
in het proces van vorming

1948
bevrucht warcn (DLEGVAD, 1023 WEVE
HOWIZ, 1961), HOUIE (1
reén pas cnicle

nenhromixia

virijc snermatozoiden door,

<
o)
H
]
N
=
l,—..l .
i_l
cr
o
o
l—l
o
@)
I__l
s

~n vrijkomen van

HOVIE, 1961), Resultaten werden gebocekt

961) stelde vast, dat de cerste rijpings-—

uren voor het »aaien plaats vindt, De
lan: 2lleen rijne ciercn door. De spermato-

vten bevinden zich in het cocloom van de manlijke dicren in ovale

rijping vrij. Dc

o
=2

komen ze

Aan do cicren is

ijn; de vorm, in het bijzonder dic van
vail ¢ van cen nict rijp ei, terwijl

zichtbaar is
HeCLENAGIHAN (1965) zouden

goeslachtscellen in het

cocloom van Arcnicola en het rijpen van de cicren 2 hormoneinn ccn rol
spelen, Het rijpen van het ei zou veroorzaakt worden door ccn in dc
postale lobben van d¢ hersenen aawezig rijpingshormoon, Dit hoymoon
is alleen aanwezlig als er ¢gameten in het cocloom aanwezlg zijn (HOVIS,

1966).,

OLIVE (1972&, 1972b) onderzochit de activit:it van de mitose 1in dc
testis van Arenicola, In de periode na het naaicn tot februari trad
zeer veinig ccldeling in de teostis op, Van februari tot juni treedt

cen tocnemende mitose in

tot september hecrst in de

stcady state: de mitosesncelheild is go-

1ijx aan de hoeveelheid spermatocyton dic in het cocloom vrijkomen, Vam scb
ber tot de paaitijd wordt de mitosesnclheid geremd door de gametocyten
dic in het coeloom amwezig zijn. Dit tweede hormonalce regdings
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mechanisme wverd ontde loor HOVIE & HcCLSHNAGIAW (1965); zij conste-

teerden dat na het kumstmatig verwijderen van spermatocs
cocloom een mitoscstoot (“burst®) in de testis optrad, OLIVE (1972a)
toonde aan dat dit effcct allecn optrad in de periode van scpicmber

tot de paaitijd, In tcgenstelling met HOUID &

b=t
=

cCLENAGIIAIT (1965) vond
OLIVE (1972a) dat de mitose in de testis nict door cen cerebraal hormoon

veroorzaakt wordti,

Do cieren en de spermatozoiden 1 tijdens het panicn via de
nephronmixia uvitgescheiden, De cicren con spermaccllen zijn zvaardenr

dan zecevater cn zinken spocdig naar do bodem, De eicren worden na

tot 3 wwr kleverig cn plakken vast aan de zandkorrals (IDVIGLL, 1943 ) .
Dz cieren komen ult na 1 tot 7 dagem, mecst na /4 dagen ( ILEVAD, 1923
WAUBLL, 1948; DWICAT, 1949; DUNCAI, 1960). De larve zou geen pelagisch

stadium hebben maar zich van het bogin af aan op de boden ontwilklwelen

(”uJLLL, 1948), Do larven zouden cchicr wel in staat zijn om zich

over liorte afstanden zwemnend te verplaatsen (BLEGVAD, 1025, HAVELL,
194.8).

Verschillende onderzockers licten ¢epaaide cicren uiltlkomen in
bakjes met zeewater ca vervolgden de ontwikkeling van de larven (J,Tx/;u7

19235 HEWELL, 1948; DUNCAIT, 1979 HOUIE, 1961)° De ciercn kwamen wit
2otot 7 dagen na hot paaien; het ccersts paar borstels wverd gevormd na
6 tot 15 dagen, de larve is dan 0,29 ma ¢root; $ tot 11 dacen later

werd het tweede borstelpaar gevormd, 11 tot 15 dagsen hicrna het dorde

264
(P
i

borstelpaar., In h laboratoriuwm zijn goeen ontwilkkelingsstadia, verder

dan het derde borstelstadium vaargenon

Duiten verden larvenstadia gevonden in zecwater, vaarin het boenste
laagjc van de bodem was opgewocld, Dezo boden waar larven voorlkomen
hevond zich aan de zeewaarisc zijde van de fucuszone, hoger dan do

. 5 - Sy #a N s ;
de oudere wormen zich bevonden (HLUMLL, 1943, PIRLOT

J
—
a1}
{65}
o
0
]
£

(1933) vond bij Blankenburghc 2 wecken na het paalcen larven met 1 paar
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borstels, NIVILL (1948) vond na 14 dacen larven met paar borstels,
na 21 dagen larven met 3 paar borstels; de larven varen toon 0,35 mm
groot, SMIDT (1951) vond op Skallingen larven met 3 maar borstels van
0644 yam groot, BLEGVAD (1923) vond bij ITybors in sevtember larven et
5 paar borstels, Ur zijn noocit larven met meer dan 5 paar borstcls
gevondcn? De verdere ontwikkeling van de larve gedurende o wintoer is
onbckend, In het voorjaar werden door voerschillende aut ure nostlarvalc
stadia gevonden (BL TIAM, 18933 KYL, 192G . LSINORTH, 1904 ALLZT, 1915:

NEVILL, 1943)7 dic naar degenc dic do corste bosg schrijving or vasn gal

ook wel “Denhamstadium? genoamd wvordain,

21 en lijkeh in alle opzichten op cen

. 5 . \
geringere afmeting (3 tot 6.0 mn), het

ontwikkeld zljn van kieuwen, cn het
geen L-buis maakt als de grotere dicren, maar lecft aan de ONDCTVIa
van de bodem in cen slijmbuis langer dan hoet dier zelf is., Dc slijmbuis

vordt afgescheiden door kliercellen dic op clk scgment aaavezig zijn,
et dier kan met de buis wrikken als cen naling en zelfs zvonmon (AILH7

1896).

c2

Jonge Arenicola's die cen L-buis hebben vorden voor het cerst aam-—

(')

getroffen in mei-juni, Ze leven in hetzelfde cobied als de larven,

hoog in de getijzéne., in con “hroedwad™ (TIAMDRUP, 1035¢ UO”JSHDT“.
o g ? 7

1937; LINKZ, 1939; NEWE LELL, 1248; SMIDT,; 1951: WERITER, 1955)0 Zc hebbon

dan een lengte berdkt van 1 tot 3 cm, e vindt trel plaats naar lager

gelegen waddelen, hetzij kort na de i nnorphose (N“”TLL? 1949), h tzi]
als zec ongeveer 1 jaar oud zijn (”‘“‘fT 19485 CHAPMAIT & I3307LL, 1949¢
SHIDT, 1951; LONGBOTTOM, 19"’0)o Er wordt ook trolr van Arcnicolals
beschreven die optreedt wannecr het vater godurende cnige tijd

erg hoog geweest is; cr vindt dan trek von hoge naar lagere waddelen

plaats (SMIDT7 195 1) Ook kan trek van hoge naar lagere waddelon voor—
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komen in de winter, wameer bij lage watcrstanden bevreiezing dreilgt.

Deze trek omvat hoofdzakelijk jonde, nict geslachtsriipe dicrea cn vindt
o) c . .

laats als de zeewatertemperatuur bencden de 1 tot 3 C cgoweest is,

Als aa temperatuur daarna iets stcoeg vond trek plaats 's nachts

er springtij was (VDRIER, 1955).

Groei van Arcnicola vindt allcen 's zomers plaats on staat fs winters
vrijwel stil (SMIDT, 1951), of hct gewicht loopt in najaar en winter
achteruit (HFW LL, 1948) of het gewicht neomt in deze periode langzoanm
toe (vooral jonge wormen) (THAMDR WP, 1235; CAZAUX, 1967;

1970)9 De mate van groci hanct 0., de veoedselr
bodem. In zand, arm aan organische stoffen gaan de wormen in gewicht
achteruit,; ondanks goede primairc productic, In slibrijk crondmateriaal,

afkomstig uit de Mokbaai, rijk aan organische stof, bleck cen goede

groel van Arcnicela on to

e . aN B s, L
van Arenicola is (nog/ niet mogelijlz, al

—

De lecftijdsbhenalin

kan men wel door lengie- of gewichitsklassen tegen de aantallen individucs

in die Xlassen uilt te zetten, cen indru: van het aantal aanvezige gonera-

tics krijgen (CAZAUX, 196 Uit dit typc onderzoclk blisikt, dat Arcnicola
-\) A EEA 7

v}

tenminste 3 jaar oud kan worden,

is waargenomen, dat
Arenicola temminste 6 jaar oud kim worden (TIAuJRUP 1?35). Br ois
meermalen wvaargenomen dat als de dicren 3 Jnar oud zijn en voor dc
T

tweede maal gepaaid hebben, cen sterke verminderine van het aantal

7

[an

1970)? dic wegmigrercn of sterven. Do laatste mogelijkheid is de mecst

vaarschijnlijke, MEVELL (1948) vond na du paaitijd veel aangespoclde
dode wornmcii, Do voornaamsts predatoren von Arenicola zijn vogcls cn
(pl:t)v ssen, bij heel jonge Arcnicola’s vallicht ook lereis-soorten,
Deze predatie richt zich on het staarteinde van de 1ormcil, B31ig hot

i1cfacceren komt het staarteinde con kortoe €iid de opnervlalktc

on de predatoren maken van deze gelacenhcid gebruilk om het uiteinde

ren in de populatie optreedt (NEUELL, 1948y CAZAUX, 19067%7; LCIGDOTTOI!



van dc staart te grijpen. Wu is dc bouv van de staart zodanl g dat

het achterste stuk van de staart afgcsnosrd cn losgelaten kan worden,

¥

dat dc predator allcen het laatste stu staart heeft en do worm ont—
snappen kan (WELLS, 1947)o Dit gaat zonder blocdverlics cn in de
staart zitten geen essentiélc orgamcn. ila het verlics van het staart-

!

uitcinde gaan de nu laatste ringcn van dc staart zich stop! verlongon

o

\
Jo Ook wanncor wen de

zodat de staart weer langer wordt (WﬂLLS,
gehele staart afsnijdt grocit or woer cen nicuwe staart aan, mits de

temperatuur nict te hoog is (ORTOW, 1”"‘))u

PROBLEEMS r‘LLIi‘TC‘ VAN HET IIGEN ONDERZOLI

Bij vele cvertebraten zijn reservestoffon

en onergievoorziening kunncn dicnen in tijden waarin velnlg vocedscl

temperaturen, of als bouwstencn

opgenomen kan worden in verbaad met
voor de vorming van de gameten. Vele Loaellibranchiaten hobben glycoccen
als rcservestof (D V., dc zeamossel Mytilus cdulis), Veor sonmiige

grocpen insecten dicnen koolhyvdraten hicrvoor (Dip‘ccray Hymcnoptcra)7

voor anderc dgrocpen weer diglyceriden (ST“inkhanen),

Bij Mytilus edulis werd ccn zcor duidelijke variatic in het scizocn
vastgesteld, die verband hield mot de voortplantingscyclus (hct al of
niet vormon van elercn en spoermacellc ) (D’ ZYAANTT & ZANDELR, 1¢72: CADRBOLT
& BAYNE, 1973).

In dit onderzock is nagegaan, in hocverre koolhydraten en liniden

als rescrvestoffen aanwezig warcn in de zeconier Arenicola marina on

of 1in de hoeveeclheid van deze eventuelo reservestoffen verandoringon

in de loop van het Jjaar optraden, Om

waarschijnlijk verband met de voort tplantingscyclus

,

tovens de aanwezigheid of afwezighcid van gameten nagegami, Daor
tijdens het onderzoek in de uitgespittc Arcnicola-monsters con duideli ficc

verschuiving in de aantallen pPer cewichtsklasse et do tijd bleels,
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werd de groeil mede in het onderzoclk betrokken,

IV, MATERIALEN EN METHODEN

1. Herkomst cn voorbechandeling procefdicren

Arenicola marina L., werd uitgespit op ccn gedeclte van het wad ton

noordcn van de polder 't Horntje, Texel, In het algemecn wernd cen
2 . : s

oppervlaktc van 3 tot 4 m ultgespit, Dit wad was gelegen tussen de
NIOZ-haven, de noordelijke dijk van de polder 't Horntje en de oostelijke
dijk van de Prins Headrikpolder, Naar het oosten en het grootstce decl
van het noorden was het gebied door zaondwallen afgegrensd, vaaron zich
slechts weinig Arenicola's bevonden, De Xom hierbimnen was rijk aan
slik en er bevonden zich veel Pieren (tot ongeveer 100 stuks per m')°

De¢ gevangen wormen werden uitwendic met zecewater schoongespocld

. -

en in bekerglazen overnacht in de ijskast gezet bij * 40 C. In dezc
tijd werd het grootste gedeclte van het zand in de darm ( 20%) uit-
gescheiden, Er bleef wat zand in de darm achter; om de darm cgcheel
zandvrij te krijgen is cchter veel tijd nodig (tot 1 maand) cn de
dieren bleven, zelfs bij 40 C, slechts 2 tot 3 dagen goed, Mcn kan zc
veel langer goed houden door ze cll afzonderlijk in een bekerglas met
zeewater te bewaren, maar in verband met dc grote aantallen benodigde
wormen was dit hier nict mogclijlk,

De wormen werden nu met bchulp van klecnex~-tissue van hun aanhangond
water ontdaan en op ecn horlogeglas gowogen, et gewicht wverd als
maat verkozen boven de¢ lengte (in tegenstelling tot b.ve HRUELL (1948),
SMIDT (1951) Coa ) omdat door predatic de lengte van de staart sterk
kan vari&ren, wat bij cen gewichtsbepaling cen kleincre fout maalct
dan bij cen lengtebepaling en daar de picr zich rhythmisch blijft
samentrekken is een juiste lengtebepaling, zelfs van het rompgedeclte,

nict mogelijk, Voor de bepaling van dc reservestoffen in dc wecfsels
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Wrd de pier nu ecrst verdoofd door hen + 4 minuten in het vriesval
v cen 1jskast te leggen. Daarna werd de verstijfde picr

gedeclte een klein stulkje oocAgLA_ Pty de uitlopende cocloomvloeistof

wverd in een horlogerlas ODJCVANCC, De »icr werd au onder

zcewater op ecen stuk polystyrcen vastoeprikt en de ocsophagus, maag

cn darm tot aan het rectum gelsoleerd: dit is de “darm - chloragogecn-—

=

weefsel® fractic, De rest is de “huidspicrzak™ fractic, Van ccn groot

5

wgogeen' fractics en de “huid-

s

aantal dieren werden de “darm -+ chlor
spicrzak” fractics elk gecombincerd verzamcld in voorgewogen bekerglazen
in een ijsbad. Daarna werd met behulp van kleenex—tissucs do aanhangendae
vlocistof weggenomen cn werd het natgcwicht van het weefsel bepaald,
ilet weefscel werd, wannecr de bepaling niet aansluitend I plaats kon

. . . . o
vinden, in een vricskist (-20" C) bewaard,

2. Voortplanting, bepalen geslachtscellen

De opgevangen cocloomvloeistof verd onder ccn microscoop bekeken
met lage vergroting (60 x) of eventucel bij 270-maligc Vergrocing,
Dec aanwezigheid van cieren of spermadisci (JOPU11C> wverd genoteerd,
Tevens werd de grootte van de clercn genotcord (groot met dooier,
klein zonder dooier) en of er veel of weinig aanwezig waren, In ecn
enkel geval werd cen groot aantal cicren opgemcten: de tijd onthral
al-a

helaas om in de loop van de groeci van de geslachtscellen con reelis

metingen te doen,

3. Reservestoffe:

A, Xoolhydraten

Het glycogeen (Fic, 3) werd als onderstaand bepaald (zic ook schema I),
g ¢ y I y

er experiment werden van de oude wormon 6 tot 14 stuks gebruikt, van

g

de jonge wormen 10 tot 25 stuks, De verhouding tussen de natgewichten

5

van de huidspierzakfractic cn de darm -- chloragogeenfractic bedroeg
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voor zowel grote als kleinc wormen ongevecr een factor 4,

De weefsels werden £ijn geknipt cn cor werd het vicrvoudige volune
30% XxoH oplossing aan tocegevoegd, Dit gehecl werd gchomogeniscerd it
cen Ultraturrax homogenisator (2 X minuut) cn het homogenaat gedurend:
o - | $ $ 1 Aot & g o 1 - - » S - -~ LT
< W vervarmd in een waterbad bij 50 C. Daarna werden dc vastc
bt n - 2 Py, 3 % 8 n a [} Ty /to N
bestanddelen argecentrifugeerd bij 23000 g gedurende 30 min, bij 4 C,
Het supcrnatant werd nu ontciwit door ann de centrifugebuizen, dic
in cen ijbad stonden, gelijke volumina 6 I IC1 on 6 trichloorazi jnzuur
toc te voegen, Het neerslag werd afgeccntrifugeerd-bij 12900 ¢g gedurendn
, . s+, O . . - T
20 min, bij 4° C. Ilot supernatant verd nu met gedestillceerd vator
verdund al naar gelang dc hoceveclheid glycogeen dic men in hot monster
verwachtte, Van elk monster verdund supcrnatant werden nu in dricvoud
in glazen Core:x centrifugecrbuizen 1 @l gepipettecrd, hicraan worden
3 mLl 95% alcohol cn 0.05 ml van cen verzadigde natriumsulfaatoplossing
als copreccipitant tocgevoegd, De buizen wverden, na goed mengen op de
whirlmix, gedurende 3 minuten in ecn kokend waterbad verhit, daarna
gedurende temminste 1 uur in cen ijshad cekoeld, Daar de Corcx buizen
niet pasten in de gekxoelde MSH centrifuge, en de beschikbarc Sorvall
centrifuge niet gekoeld was, werden de buizen cerste enkele uren in
e T > : o T . O { . ) 5] % § 1 . 3 oo == 3
cen vrieskist bij -20° C gezt. Daaraan werden de buizen gedurends 15 min,
gecontrifugeerd bij 15500 g. et supcrnatant werd nu voorzichitic gede-
cantcerd cn de buizen bij kamertemperatuur aan de lucht gedroogd, Do

5

‘cdestilleerd vater (gocd

s
4

ncerslag wverd nu yeer opgclost in 0,2 ml

<
4

mengen op whirlmix)° Hicraan werd au 3 nl anthronrcagens tocgevoegd,

dat vers bereid wordt, Het was als volgt samengesteld: 100 nl ceecon—

centreerd zvavelzuur, 30 ml water en 200 mg anthron (0,15%, Pig, 5),

Na goed mengen Op de vhirlmix werden de buizen nu in het donker gedurcnde
. - ) . o - . 0 ’

20 min, in een waterbad op 90 C verwvarmd, Hicrna werden de buizen in

stromend water gekoeld, De buizen werden in het donker gechouden cn



argelezen bij 620 pm op een Coleman jr, spectrophotomcter, modcl 6/?0,
met ronde cuvetten met 1 com ®o Hicrnaast werdaen 2 1jklijnen comaakt
mct behulp van zulver glycogeen (ﬁcrck)a In het ene geval werd van
cen standaard die 100 pg glycogeen per wml gedestillecrd water bevatts
cen verduningsrecks gemaakt, Het glyvcogeen werd als boven beschreven
neergeslagen en bepaald. Iliernaast werd van cen standaard dic 100 pg
glycogeen per ml bevatte cen rechtstreclkse ¢lycogeenbepaling codoan,
De resultaten kwvamen overcen, waaruit blijkt dat de¢ necrslagprocedurc

CRE S, . o e TR S \
cen quantitcaties wursce opbl"cnijL gax (F.L';,‘u S/u

o)
.

De verkregen resultaten uit de weefscls woron op ¢ bovengenoende

4
ijklijn afgelezen: de hoeveelheid ¢lycogecen per gram wveefscl (ﬂatjowicht)
wverd berckend volgens de formulc:

1 cindvol. verzepindgsmengscl Vol,. supcrnatant na onteiv,
_— N/ - e e - - o
natgew, in g 7 vol, verzepingsmengsel gebr, - Vol, verzopingsmondscl
per bepaling
vol., na verduwming met aqg,.dest aantal pg
RO .
N

vol,supcrnatant na onteiwitten

¢ glycogeen per g natgewichi,
~ \J L o J

Deze resultaten werdeon omgerckend per ¢ drooge

jewicht (zic IV, 4),

b, Liniden

De lipiden werden bepaald als onder beschreven (zic ook schona IT),
De wecfsels werden £1jn geknipt on daarna cehomogeniseerd met bcehulp
van een Ultra-Turrax homodcnisator in ceon extracticemengscel volgons
BLIGH & DYER (1959), gevijzigd naar VAT DER HORST, VAN CRITIIP & VOOGT
(1969), Dit cxtractiemengsel heeft de volgende samenstelling: water

(weefsel) : chloroforn : methanol = 0,8 : 1 3 2, Het homogeniscren nam



X 7 min, in beslag.

Het ex in cen

tractiemengsel werd daarna

en cr werd water en chloroforim tocgevoecd to

bercikt was, Hierbij ontstaat cen twee-phasi

g5 0
werd meeriialen goed geschud en bij 4

schziding verkrcgen vas, De¢ aanwvezige pigmen

dc methanol-wvatcernhase had

dc 2 nhasen:

chlorophormphasc cen sterk gele klcur. Do (o

werd afgetapt en in cen voorgowogen kolfljc

J

indamper drooggedampt in vacuo bi tempo

CCly

was d

Deze totaal-lipidfractic

aanvezigheid van de verschillende lipidlklass

behulp van dunnelaagchromatographic op silic

S

wonder fluoresceinc (Bakcr cn HMerc sil

door hem tonminste 1 uuwr bij 110 € in cen 4

e

daarna monsters cn referentics (opgclo t in

met behulp van cen geijkt glascapilla

pge bracth hoecveelheden varicerden van

(monsters), De plaat werd nu ontwikklkeld in

o .
cther (60 tot 80 )-cther-mierenzuur 60 : 40
gedurende 35 minuten, Bij het uitnemen werd

aangegeven cn de pl atuur

&L

aat bij kamcrtemper

De plaat werd nu bespoten met cen oplossing

1

in water als detectiemiddel. De plaat werd (

U.V, 2 5366 m

(,3

door

s

licht bij de golflengt n 254 cn

In dit systeem vinden we de volgende RF's

van opbrengstpunt tot de vlick, gedeeld

punt tot het loopfront) voor de verschillend

met slijpstuk

verd nu qualitatief

.-;. r <(J (& LJA(a

]

scheitrechter gebracht

t de Vﬁrhoag_ﬂr 16 * 2 ¢ 2
sch systeaem. Het mengscel

T tot een duidclijke phasc-

ten scheidden
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C1l,

un:ge
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C

J
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Y
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)
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R lipidklasse RF lipidklassc

0 fosfolipiden 0,61 vrijc vetzuren
0,09-0,1 monoglyceriden 0,9 triglyceriden

0,71 diglyceriden (1—3) 0,97 koolwvaterstoffen cn

0,45 diglycefiden (1—2) chobesterolasters

en cholesterol

D¢ aanwezigheid van cholesterol cn cholesterolesters verd 104
cens apart gecontroleerd door cen strook van de plaat te bespuiten met
cen oplossing van 253 trichdoorazijnziwr in watcer, dit 10 min, Dij 110" ¢
te verhitten en dit onder U.V, licht to bekijken: deze Vcrbindingenv
vertonen geelgrocin oplichtende vilekken tegen een paarse achtercrond,

Uit het qualitaticve onderzock Dlijkt dat zowel in de huidspicrzali-
fractic als in de darm + chloragogccavecfselfractie de structuurlipiden
koolwaterstoffen, phospholipiden, cholesterol en cholesterolesters,

o

zice ['ig, 6) sterk overvegen, Vooral de phospholipiden warcn zoer siork

vertegenwvoordigd, zodat het voordelen had cerst de phospholir

verwijderen voordat de qualitatieve analysc werd doorgcvocrd(21u Schemn

II). Haast de structuurlipiden Xumncon bii de huidspierzalifractic
in veel geor ngor hoeveclheden triglyceriden en vr ije vetzuren vordon

aangetoond (Fig, 6), Bij de darm + chloragogeenvecfselfractic komdon
naast de structuurlipiden vrije vetziuren, triglyveeriden on diglyceridoen
worden aangetoond,
De phospholipiden werden van de aadere (noutralc) lipiden goscheiden
¥ 3 . . Rt & o 1 ¥ QTS T . #
door middel van ncerslag met aceton bij -20 C volgens LIPSKI et al,
(1957). Hicrtoc werden de totaal-lipiden opgelost in zo min mogelijk
- a— - P N . - 0 o 1 1 2 1 N
(meestal 1 ml) petrolewacther (60 tot 807) en werd hicr 30 ml accton
aan toegevoegd, dic tenminste 2 dagen in een vricskast bij -20 € had
gestaan, De phospholipiden slocgen ncer, Het supernatant dat de neutralc

lipilen beavatte werd voorzichtig arfgeschonken en de gehele behandeling

naar behoef® nog 1-2 maal herhaald, Do naeergeslagen phospholiniden
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konden worden afgefiltreerd over diatomccEnaarde (Celite nr. 503).

Dc¢ vloeistof met de neutrale lipiden werd, cvenals de phospholipiden,
mct bcehulp van ecn Blichi rotavapor in cen voorgewodgen kolfje in vacuo
. e

ingcdampt bij cen temperatuur lager dann 45 C, Bij dc quantitaticve

analysce van dce lipidklassen van de neutrale lipiden werd in corstc

instantic getracht, de boven beschroven dunnclaagmethode te quantificcren

Ll 1

volgens AMIHNTA (1964)n Deze methode berust op de oxydatic van het

materiaal van dc vl

Het restant van het biochromaat wordt dan bepaald, Deze restbepaling

van bichromaat is cen factor 40 gevecliger dan het bepalen van de

ontstanc gereducaerde VOrine

kken door ccn oplossing van bichromaat in zwvavelzour,

Na het chromatograferen werd de aan de lucht gedroogde dunnclaagplaat

1n 30 mine bij 1OOO C verhit om d¢ laatstoe SPOren mlarenzuur or uit
te verwijderen, Daarna werd een strook van het chromatogram met de
Rhodamine~6G oplossing bespoten, terwijl de rest van de plaat met
aluniniumfoliec was afgedekt, In de banen van de anderc onbrengpunten
werd op dezelfdc hoogte ecn oppervlakte ter grootte van con muntstuk

afgekrabd en in een buisje mct ingeslepen ¢lazen stop ¢ebracht en

-~

fijngemaaki, Hicraan werd nu 3 ml van con oplossing van bichromaat in
geconcentreerd zwavelzuur (795 g bichromaat per l) toegevoegd, Na

goud mengen werden de buisjes gedurcnde 45 min, in cen kokend watcrbad
verhit, Daarna werden de buizen in stromend water gekoeld, het silicaat

afgecentrifusecrd bij 15500 g gedurcnde 10 min., en werd # ml van dc

z,

bichromaat oplossing tot 20 ml verdund mct gedestillceerd water, Doz

verdunde oplossing werd spectrophotomatrisch bepaald bij 350 pm.

ilet tocpassen van de boven beschreven methodo leverde grote mocilijkhede

OPe 1} ac cerste plaats bleken de afgckrabde vlekken+silicaat, cvenals
de silicaatblanco's, hct bichromaatrcagene in de oorspronkcli jka

concentratic (2,5 g biochromaat per 1 geconcentreerd zwavclzuur)

)

n
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volledig te reduccren, Dit werd waarschijnlijk veroorzaakt door het
plakmiddel, dat in de silicagel verwerkt 1s, waarvan dc samenstelling

het

nict wordt opgegeven (bedrijfsgehgim), Door de¢ conccntratic
bichromaat in het rcagens tot het dricvoudige te verhogen kon cen
voldoende bichromaatoverschot boven de blanco worden verkroegen, Fen
tweede moeilijkheid was, dat pcr cxperiment wel rechte 1jklijnen ver-—
kregen konden worden maar dezc blcken nict gocd reproduccerbaar, Bover-—
dicn was de gevoelicgheid ven de gewiljzigde methode de helft minder

dan zoals die oorspornkelijk was beschroven, Daar vermoecd werd, dat
zeer kleine silicageldeeltjes dic bij het centrifugercn nict werden
ncergeslagen, cen rol konden spclen bij de verkregen wissclende re-
sultaten, werd silicagel, gesuspendecerd in chloroform, na hct contri-
fugeren gefiltreerd door cen glasvezelfilter <L ), n daarna in-
gedampt in een voorgewogcn centrifugebuisje, Dozelfde proccdure werd
uitgevoerd met cen bactericglasvezelfiltor (GF—F)° Gecconstateerd moust
cchiter worden dat in allc gevallen ecn restant van wisselend gewiciit
overbleof, Het filter alleen leverde goen gcwichtsvcrmcerdcriﬂg van

dc buizecn op na in lamping. Dit vers chijnscl maakte ook con cventucle

gravimctrische bepaling van lipiden na cluering van het silica
mocilijk. Het restant is nict het plakmicdel van de 0171catulplatcn,

laar ook cen plaat gemaakt met silicagel zonder bindemiddel sterk wisse—

dus nict mogelijk bleck de

;-..l

ende resultaten opleverde, Ofschoon ho:
lipidklassen quantitaticf te bepalen mot de scheiding door middel van

dunnelaagchromatografic als ultgangspunt, bleek het wel mogelijk de

neutrale lipiden te scheiden met bchulp van kolomchromatografic volgias

CAROLL (1961), Op cen kolom Florisil . (scactiveerd mag nesiwnsilicaat)
werd het opgebrachte neutralc lipid ge%luccerd in verschillende lipid-
klasscn door loopmiddelen van toenemende polaritecit door te leiden,

. . 5 o)
25 g Florisil wera geactiveerd door het gedurcende 24 uur bij 200 C

in cen droogstoof te plaatsen., Na aflkoclen in een exsiccator wverda het
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in cun erlenmeyer met geslepen stop gedean, werd 1,75 ml water toc-
gevoegd en het geheel cesloten overnacht bij kamertemperatuur bowaard,
De volgende dag werd hot gocd geschud,
D& nu volgende cxperimenten vonden plaats in cen koclcel bij con
: . o ~ ) - - 1 = 55
constantc temperatuur van 5.5 C. fcn gcheel glazen kolom, 1.2 x 40 Chile 4

wverd voor de exporimenten gebruikt, Op de glassinterplaat wverd cen

schijfje glasvezelfilter (GF«C) gebracht, met dezelfde diamcter als

,ﬁ
=

™~ 1, ', 0 o O oy
dc kolom. De kolom werd gevuld met setrolceunacther (60 tot 80 ) en
Plorisil met kleine becetjes tegelijk er in gebracht, zorgend dat cr
geen luchtbellen in de kolom ontstamn, Daarna werd op de top van dc

1 het vliecistofniveau

Horisilkolom cvencens eccn GF'-C, schijfjc gelegd c

lipiden, ongelost

(@)

tot dit punt omlaag gebracht, Het monstor ncutral
. .. , , "0 ;
1 cen zo gering mogelijk volume petrolcumether (60 tot 80 ) werd on

de kolom gebracht, Daarna werden per 450 mg ncutraal lipid de volgende

loopmiddelen in deze volgordce doorgclceid:

clutievloecistof vol(ml) ge€lucerde componcnton

o T -1 0 o 1 - . [T o W g
petroleuncther 60-30 200 koolwaterstolffon
i 47, 0 o s . =
petr.eth, 60-80 +5% ether 250 sterolesters

o . e 0 e/ = . . & &
petr.cth, 60-80 +15% cther 250 triglyccriden

. o o p ;

petr.cth, 60-80 +25% cther 4200 sterolen

5 = e} % = MS =T [a) : s 3
petre.eth, 60-80 +50% cther 300 diglyceriden
ether + 2% methanol <00 monoglyccriden
cther + 4% azijnzuur 200 vrije vetzuren

o
I

De hocveelheia loopmiddel werd cvenredig aangepast aan de hoeveelheid

q E

opgcbracht neutraal lipid; dec hoeveclheid Florisil werd tot de helfe

van de opgegeven hocveelhcid verminderd, Do loopvlocistol vierd door

o

5

cen slangcepomp (LKB 12000 varionerpex peristaltic pump) doorgevoerd

—

(90 ml/ﬁur), die verbonden was met cem DTI fraction  collector, dic
voorzicn was met voorgewogen reageerbuizen; de fraction collcctor was

afgesteld op 3,5 ml per buis, Het indampen van de buizcn gal amvankeli jk



cnige mocilijkheden, Indampen op ccn waterbad in ecn droogstoof bij 400 E
leverde slechte resultaten op., Tenslottc werd gekozen voor stikstof-
doorleiding via een multi-slangverdceler en pastcurpipetten bij kamer-
temperatuur, D drooggedamptc reageerbuizen werden teruggewvogen, &r
werden 2 experimenten gedaan, met neutrale lipiden van de huidspierzak-
fractie cn van dc darm + chloragogecnfractie van grotc wormcil, De
resultaten werden omgerckend per ¢ droog¢rewicht (zie IVef-’.-)u
Co, Biwitten
Voor de bepaling van ciwitten werd uitgegaan van het verzeepte mengsel,
verkregen in de eerste phasc van de glycogecenbepaling (zio aldaar).
Ben halve ml van het afgcccntrifugcord; verzepingsmengscel werd met
gedestilleerd water verdund tot 200 ml, ifa goed mengen wverd in dricvoud
met 1 ml het ciwit bepaald volgens LOVRY ct al, (1951)u Dc bepaling
berust op een blauw-paarse kleurvorming tussen ringverbindingen van
aminozuren in hct eitwit (tyrosine i phenylalaninc) cn het koperrcageis
met het reagens van Folin-Ciocalteu (Mcr k)= Het koperrcagens was
als volgt samengesteld:
Ao 2% natriuncarbonaat in 0.1 I natriumhyvdroxyde
Be 0.5% kopersulfaat (gehydratecrd) in 1% kaliwmatriumtartraat.
50 mlI A + 1 ml B bijecnvocgen,

De bepaling werd als volgt uwitgevoerd: in recageerbuizen vordt bij
1 ml monster (dat tussen 20 cn 80 Mg ciwit per ml moet bevatten) 5 ml
van het koperrcagens gevoegd, op de whirlmisx gemengd, in het donker

bij kamertemperatuur gedurende 10 min, vcggezet, Daarna wordt 0.5 ml

T ¢ 1 met gedestillecrd water verdund Folin~Ciocalteu reagens tocgevoogd
fa goed mengen op de whirlmix worden de huizen gedurende 30 min, in
het donker bij kamertcmperatuur wveggezet, De gevormde blauw-paarsc

kleur werd afgelezen op cen spectrophotometer bij 750 wa.



Het verdunde homogenaat zelf gal gecn hogerc optische dichtheid

dan de blanco van de albuminestandaard, Waast de procfbuizen werd ccei
standaardlijn gemaakt mcet behulp van runderscrumalbumine van O — 100 |4
(Figs 7).

D¢ hoevcelheid ciwit per g wcefscl (natgcwicht) werd berckend met

behulp van de formule:

1 volume verzeept mengscl in ml
X X 400 X pg gevonden
gewicht in g % vordunnlngsfactor

Mg clwit per g natgewicht,

Dezce resultaten werden omgerckend per ¢ drooggewicht (zic IVoﬂ),
Vameer de resultaten van dc eiwitbepalingen op hct drooggovichi werde
omgerckend, werd in cen deel van de bepalingen uitgekomen op waardaon

dic hoger kwamen dan 1004, Vermoed werd dat dit veroorzaakit zow wordon

door declname van pigment(en) aan dc¢ klcurrcactics, dic cen ri:
verbinding bevatten, Getracht werd daarom, cvencens cen eivitbepaling
te doen met behulp van de biurcetreactic, Dit werd gedaan met con
totaalpakket voor deze recactic van Boechringer (Mannhcim)7 volgens
voorschrift van Bochringer., Dezc reactic is echter eun factor 60 minde
gevoelig dan de rcactic met het Folin-Ciocaltcurcagens, zoals blijkt
ult het onderstaande:
albuminestandaard 0-100 ug ciwit, bcpaald volgens Folin-ciocaltecu:
Optische dichtheid 0,025-0,29
albuninestandaard 0-6000ug eiwit, bepaald met biurcetreactice:
Optische dichtheid 0.032-0.37".
De biurcetmethodc was te weinig gevoelig om met het tot 1:400

verdunde verzepingsmengscel te kunnen gebruiken, Het onverdunde ver-—

zepingsmengsel bleek cchter nict geleidelijk met 6 I HC1 onder ncngen

gencutraliscerd te kunnen wordcn, daar neerslag optrad, Haast de hoge

g/

CLw2

=1

T




wellicht onmogelijk hebben gemaakt, Damr de structuur van de pPigmenten
nog niet bekend is, kan dc cventucle invioca doarvesn op de Xlevrvorming

nict worden aangegeven,:

“+o Bepaling drooggewichten

Vain diercn dic na cen nacht in de ijskast + 90% van het zand in hun

darm verloren hadden (zic IV.1) werden de huidspierzakfractic ca de

darm + chloragogcenweefselfractic afzonderlijk verzameld en het natgoewic
bepaald, Daarna werden zZ1j op voorgewogen Petrischalen in con droogstoof
bij 600 C gedurcnde 3 etmalcn vervarmd, Ma afkoclen werd opnicuw hot
gewicht bepaald, In verband met de aanwezigheid van zand, vooral in

de darm =+ chloragogeenfractic, werd ool het asvrij drooggewicht bepaald.
Het monster werd daartoe in cen voorgewogen, ult aluminiunfolic ver—
vaardigd bakjc, dat in con porscleinen balkjec geplaatst wvas, in ccn

: . ot o) . \
verbrandingsoven gedurende 3 uur bij 550 C verhit en na afkocling

in cen exsiccator opnicuw gewogen, In hot begin van het onderzock

o

werden geen resultaten hicrmee verkregen, omdat de bodem van het
aluminium bakjc oxydccrde, zodat er gaten in vielen, Door do tomperatuur

9] ; o ; 3 S
van 600 C tot 550" C tc verlagen werden gocde resultaten verkrogen,

5. Groei
Dc levengewichten van de uit ecn vangst afkomstige diercn werden in
klasscn van 0.5 g ingedeceld en de aantallen per klassc uitgezet in

cen blokdiagram, De aldus verkragen gevichtsverdeling werd op waar-

cn de toppen van de verdelingen bepaald,
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V. RESULTATEN VAN HET ZIGEN ONDERZOEX

1. Voortplanting

Zowel klcine wormen (1—2 Jaar oud, minder dan 2 g) als grotc wormen

(mccr dan 3 jaar oud, mcer dan 2.5 g) werden uit clk monster onderzochit
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op aanwezigheid van geslachtscellen in Mot cocloon, Per monstcr wverden

van de kleine wormen cr ongevecr 40 onderz ocit, van dc ¢grote wormen 30,

Het aantal dicren dat manlijke geslachtscellen (spcrmadisci), vrotmreLi

2

geslachtscellen (cicren) of gecen geslachtsccellen bevatte, werd in

proccenten van het totaal aantal oaer ochte dicren uitgedrikt, Do rosul—

taten zijn uitgedrukt in Figs 8 cn <.
Opvallend was, dat bij de kleine wormen, dic in hun twocde lovons—

jaar warcn, het aantal kleine, weinig ontwikkelde cicren vrij hoog

vas. Als percentage van het totaal aantal dicren met eilcren was het

bij de kleine wormen in alle monsters boven de 505 n in 2 gevalleon 100%.
Bij d¢ grote wormen lag dit percentage vecl lager, omstrccks 20 tot 30%.
D¢ grotere wormen bevaticn nict allcc; grotere, meer ontwilklclde cicron,

- o7

I verband met de tijd konden

ook het aantal eicren was vecl groter,

hierover cchter geen tellingen en metincen worden gedaa
In &én geval werden dc grootte van zowcel cicren als spermadisci
van 2 Jgrotc wormen gometen, en wel op 3 octobor 1973, dus ruim ccn
maand voor de paaitijd. De geslachtscellen zullen dus vrijwcl volgrocid
zljn goweest, De groottc van de cicren werd bepaald or 0,171 + 0.023
(sed.) mm (n = 25) cn de grootte van de sperimadisci op 0,048 + 0.016 (s.d.
mn (n = 24),
Zowcl in 1973 (dc periode van 9 tot 20 novcmbcr) als in 1974 (dc
pcriode van 29 october tot 13 novembcr ) werd een zecr snelle daling
van het percentage aanwezige geslachtsccellen tot nul vaargenomen in do

monsters opgegraven dieren, Deze paaitijd in de herfst komt overcen met

de opgaven in de literatuur (Tabel I)o Ha deze paaitijd ncomt het
aantal grote dieren met ongeveer 7574 af, 0f dezc dicren na het paaien

sterven, dan wel of ze naar anderc gebieden trekken, is niet beokend

Bij de Xlcine wormen stijgt het percentage dat geslachtscelleon

bevat van eind mei tot cind Juli gelceidelijk van ongevecr 307 tot



ongeveer 80%e Daarna treedt cchter con geleidelijke daling op van hct
percentage wormen mct geslachtscellen tot cen percentage van 10 tot 200

cind october, waarna cen vrij abrupt cinde tot 0% volgt,

31j de grote wormen zict men cen gehicel ander beeld, Recds midden

£y

Juni is het percentage wormen dat geslachtscellen bevat tot boven de 30
gestegen, waarna cen langzame verdere stijging optreedt tot 7% begin
scptember, Do tocname van het percentage dicron met manlijke geghchts—

Jk van 205 tot ongeveer 500

cellen stijgt in dezc periode
begin scptamber, Het percentage dicron met cicellen is cchter reeds

begin juni 60% ca ncemt tegen begin september icts af tot 50%, iTa baegin
september vindt cen sterke daling van het percentage dicren met manlijke

geslachtscellen plaats tot minder dan 20%, gevolgd door cen stijging

507 eind october, Bij de dicren met cicellen is dit nict hot acval:

Iy

to

zeer geleldelijke daling tot 40%., Tusson 6

1=

¢r is in deze periodce cer
en 15 november trecdt cen zeer sinclle afname van de dicren dic geslachts—
ccllen bevatten op tot 0¥%. Do aantallen wormen, grote cn kXleinc, per
nmonster waren in de periode tot medio sceptember ongeveer evell groot,
Daarni, en vooral na cind october na het paa alen, treedt cen duddelijke
daling in het aandecl van de aantallen grote wormen in hot totaal oD

tot cen percentage van 11 tot 13%. Daar de grote wormcn vecl mecr

eiercn bevatiten dan de kleine wormen on daarlij de grote vormen in

4

tcgenstelling tot de kleine cen zecer snolle daling van hct aacntal
dicren dat geslachtscecllen bevat optreccdt in ecn kort tijdsbestck,

zijn vooral de grotc wormen bepalend voor het becld van de fpaaitijd

lat een Arcnicola pooulatice oplevert.

2. Reserve stoffen

A, Glycogcocen
De gevonden hocveelheden glycogeen in de huidspiecrzakfractic on i: de

darm -+ chloragogeenfractic werd voor Jonge zowel als veoor oudc wormen
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per gram asvrij drooggewicht uitgedrukt vitgezet tegen de tijd

(Fig. 10 en 11). De kleine wormen waren in september 1973 in hun
eerste levensjaar. Ze waren toen nog niet geslachtsrijp, in geen enkel
dier werden geslachtscellen gevonden. Dit is in overeenstemming met
de literatuur (zie inleiding). In het volgende (tweede) levensjaar
verschijnen in mel de geslachtscellen in het coelcoim.

Cpvallend is dat in de darm+chloragogeenfractie in september 1973
hoge waarden optraden, tot 155 mg/g drooggewicht. In october trad cen
snelle daling op van het glycogeengehal te van deze fractie tot een
niveau van ongeveer 40 mg/g drooggewicht, hetgeen gedurende de winter
zo bleef en medio april opliep tot 50 mg/g asvrij drooggewicht. Dan
treedt in mel een zeer sterke daling op tot § mg/g asvrij drooggewicht
(10% van eerdere waarde), waarna tot september 1974 een geleidelijk
herstel optreedt tot ongeveer 20 mg/g asvrij doorggewicht.

De huidspierzakfractie toont een veel gelijkmatiger beeld, met
een maximum van 30 mg/g asvrij drooggewicht en een minimuin van 14 mg/g
asvrij drooggewicht in de periode september 1973 - april 1974. Ook hicr
vindt ecen duvuidelijke daling plaatssin mei tot 9 mg/g asvrij drooggewicht
(40% van eerdere waarde) en daarna een geleidelijke stijging tot
september 1974,

De grote wormen hadden een leeftijd van 3 jaar of ouder (zie
hoofdstuk “groei™ V. 4.). Hier is een ander beeld te zien, met name wat
de darm+chloragogeenweefsel fractie betreft. In de periode september
1973 - april 1974 is het glycogeengehal te van de darmichloragogeen: -
fractie en de huidspierzakfractie even hoog, ongeveer 20-25 mg/g asvri]j
drooggewicht. In meli zien we ook hier een sterke daling van het glyco-
geengehal te van zowel de darm + chloragogeenfractie als van de huidspier-
zakfractie (respectievelijk tot 27% en 44% van de eerdere waarde),
waarna een geleidelijke stijging optreedt en het nivean van voor april

weer ongeveer bereikt wordt.
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Het verschijnsel dat de darm + chloragogeenfractie cen duideli jk
hoger gehalte aan glycogeen vertoont dan de huidspierzakfractie doet
zich blijkbaar alileen in de eerste 1% Jaar van het »even van Arenicola
voor; dat wil zeggen tot het moment waarop bij het dan geslachtsrijp
geworden dier de geslachtscellen in het coeloom verschijnen. Ma de sterke
daling van het glycogeengehalte in mei treedt cen geileidelijk toename
op, waarbij de glycogeengehalten ven de darm + chloragogeenfractie en de
huidspierzakfractie parallel en vrijwel gelijk lopen. De jonge wormen
gaan blijkbaar hier het patroon volgen dat voor de oude, geslacatsrijpe
dieren geldt.

Met vitzondering van de hoge waarden van het darm -+ chioragogeen -
weefsel in de jonge dieren in september eh october 1973 zijn de glycogeen: -
gchal ten van Arenicola vrij laag. Als men de waarden uitdrukt als pPro-

centen van het totale asvrije drooggewicht verkrijgt men:

Huidspierzakfractie jonge wormen 0,72-3,;14%
Darm + chloragogeenfractie jonge wormen 0,71--5,71%
Huidspierzakfractie oude wormen 1,16-2,96%

Darm + chloragogeenweefselfractiec oude wormen  1,25-3,25%

b. Lipiden
Op vier tijdstippen in 1974, nl 4 februvari, 13 maart, 30 mei en 23 Juii
wverden de totaal-lipiden bepaald in de huidspierzakfractie en de darm
+ chloragogeenveefselfractie van zowel jonge als oude wormen. Per
experiment werden van de oude wormen gemiddeld 17 exemplaren, van de jonge
wormen gemiddeld 12 exemplaren gebruikt. De resultaten zijn weergegeven
in Fig. 12.

In het darm + chloragogeenweefsel is altijd meer lipid aanwezig
(in mg per g asvrij drooggewicht) dan in de huidspierzak. Bij de oude
wormen is dit een factor 1,5-4,2, bij de jonge wormen cen factor 2.

De huidspierzakfractie bevat sterk gele pigmenten, de darm -+

chloragogeenfractie bevat duideiijk minder van deze pigmenten. De oudere
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dieren bevatten veel meer gele pigmenten dan de johge dieren.
De hoeveelheid totaal-lipid in de weefsels van Arenicola is gering.
Uitgedrukt als het percentage lipiden van het totale asvrij drooggewicht.

geven deze bepalingen het volgende resultaat:

Huidspierzakfractie grote wormen 3,5 :6,2%
Darm + chloragogeenfractie grote wormen 5,426, 2%
Huidspierzakfractic kleine wormen 5,2~ 8,0%
Darm + chlcragogeenfractie kleine wormen 10,8-15,9%

De hoeveelheid phospholipid op de totale hoeveelheid 1lipid werd
bepaald in 2 experimenten, in de totaal-lipidfracties van 30 mei en 23
juli 1974, en de resultaten zijn weergegeven in Tabei II. In de huidspier-
zakfractie, zowel bij grote als bij kleine wormen, bedraagt het percentagc
phospholipiden ongeveer 70% van het totaal. In de darm + chloragegeen-
fractie liggen de percentages veel lager, bij de grote wormen 44--54% en
bij de kleine wormen 34%. In Tabel III wordt een vergelijking gemaakt
met de resultaten van VAN DER HORST (1972) met Cepaca nemoralis (L)
(Mollusca, Gastropoda), welke lipiden uit het gehele dier gezameniijk
werden verkregen. Men dient bij de vergelijking te beseffen, dat de
totale hoeveelheid weefsel in de huidspierzakfractie ongeveer cecen factor

4 groter is dan dat van de derm + chloragogeenfractic.

/i

De laatste verkregen fracties van neutraal-lipid van 23 juli 1974
werd gebruikt voor de kolomscheiding., Hiertoe werd van de grote wormen
de huidspierzakfractie (93 mg nevtraal 1ipid) en de darm + chloragogeen--
fractie (86,5 mg neutraa! 1lipid) gebruikf, De resultaten zijn weer-
gegeven in Fig. 13 en 14.

Br kon een redeiijke scheiding tussen de verschiliende lipid-
klassen worden verkregen. De gebruikte hoeveelheid neutraal--lipid is
voor deze methode wat klein; de resultaten zouden met een grotere hoe-
veelheid materiaal duidelijker zijn geweest (VAN DER HORST (1972)
gebruikte 450 mg voor een kolom). Bij de laatste twee fracties (mono--

glyceriden en vrije vetzuren) zijn gele pigmentfracties aanwezlg van
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onbekende hoeveelheid en structuur. De bepaalde hoeveclheid in deze
fracties zijn dus hoogstwaarschijniijk veel te hoog.

Opvallende verschillen tussen de lipidsamenstelling van de huid--
spierzakfractie en de darm + chioragogeenfractie zijn: de aanwezigheid
van koolwaterstoffen in de huidspierzakfractiec en de afwezigheid hierven
in de darm + chloragogeenfractie; meer triglyceriden in de darm + chliora-
gogeenfractie vergelcken met de huidspierzakfractie, en meer diglyceri. -
den in de huidspierzakfractie, vergelcken met de darm + chioragogecen--
fractie,

De verschillende lipidkilassen, nitgedrikt in procenten ven de totaic
hoeveelheid neutraal lipid voor zowel de huidspierzakfractie als de darn
+ chioragogeenfractic is weergegeven in Tabel IV. De verkregen resuliaten
worden hier tevens vergeleken met die welke door VAN DER HORST (1972)
werden verkregen bij Cepaea nemoralis, die uit het geheie dier werden
verkregen. Het blijkt dat Cepaea meer koolwaterstoffen, sterclosters
en vooral sterolen heeft dan Arenicola. De hoeveelheid diglyceriden is
echter veel geringer dan bij Arenicola, terwijl het verschil tussen de
fracties monoglyceriden en vrije vetzuren in beide dieren waarschijn-
1ijk aan het pigmentgehalte van deze fracties bij Arenicola moet worden
toegeschreven. De hoeveelheid pigment in de fractie ven de nevtrale
lipiden wordt door VAN DER HORST gevonden op 8,4% van het totaal. Daar bij
Arenicola vooral de oude wormen sterk gepigmenteerd zijn. mag verwacht
wvorden dat het percentage pigment hier hoger zal zijn dan 8,4%.

Over de pigmenten in Arenicola marina is enig onderzoek verricht.
VAN DUYN (1931) onderscheidde tenminste 3 pigmenten. (1) Een groen
pigment, dat in korrels in de epiteelcellen voorkomt werd door hem
arenicochroom genoemd. De totaalformule hiervan werd aLls kaliumzout
bepaald op C21H1552014K3 (VAN DUYN, HAVINGA & LIGNAC 1951). (2) Een
geelbruin tot donkerbruin pigment, dat in korrels in het bindweefsei

aanwezig is en wat morphologisch en histochemisch de eigenschappen wvan
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een melanine vertoont. (3) Een geel pigment, wat diffuus verspreid is,
en door de huid (c.a. bij het henteren van Arenicolal) wordt uitge-
scheiden. Het zou dit laatste pigment kunnen zijn vat in de iipidfractic

aanwezig is.

c. DBiwitten
De gevonden eiwitgehalten, uitgedrukt in procenten van het natgewicht.

zijn hieronder weergegeven:

Huidspierzakfractic grote wormen 20, 6%

. ! 6 bepalingen
Darm + chloragogeenfractie grote wormen 13, 3% ve g
Huidspierzahfractie kleine wormen 15,7%

. ; _ bepalingen
Darm + chloragegeenfractice kleine wormen 13, 3% 7 e =

Het darm + chloragogeenweefsel bevat minder eiwit per gewichts-
cenheid dan de huidspierzakfractie. Dit verschil bedraagt bij de grotc
wormen 2,3%, bij de kleine wormen 2,4%. Dit verschil houdt verband met
het verschil in watergehalte van beide weefseis (zie V. 3.), gedcel.-
telijk met de opslagfunctie voor reservestoffen die de chlioragogeencerlen
vervulien.

De kleine wormen bevatten duidelijk minder eiwit per gewichts-
hoeveelheid den de grote wormen. Dit houdt verband met het verschil in
wvatergehalte van de weefsels (zie V. 3°) en zou verband houden met
het grote verschil in pigmentgehalte tussen oude en jonge wormen.

WVanneer de gevonden waarden aan eiwit per gewichtshoeveelheid
natgewicht omgerckend worden op asvrij drooggewicht, vindt men getallen
die boven de 100% uitkemen, hetgeen wijst op te hogc'waarden voor eivit,
Zoals in het hoofdstuk methodicken reeds vermeid werd, houdt dit verband
met de grote hoeveelheid pigment.

WVanneer men de geringe hoeveelheid aanwezige reservestoffen in
aanmerking neemt en de asvrije drooggewichten van de weefsels (zie Vo

Y

3°)7 dan kan gesteld worden dat de eciwitbepalingen in grote lijnen cen
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bevestiging geven van deze resultaten.

3. Drooggewichten
De asvrije drooggewichtsbepalingen, uitgedrukt als procent van het
natgewicht, zijn weergegeven in Fig. 15. De gemiddciden van deze be-

palingen geven het volgende resultaat:

Huidspierzakfractie grote wormen 16,9%
Darm + chloragogeenfractie grote wormen 16,0%
Huidspierzakfractie kieine wormen 15, 3%

Darm + chloragogeenfractie kleine wormen 14, 0%

Hieruit blijkt dat het darm + chioragogeenwecefsel. meer wvater bevat
dan de huidspierzak; het verschil! bedraagt respectievelijk voor de grote
wormen 0,9% en voor de kleine wormen 1,3%. Tevens blijkt dat klieine
wormen een hoger vatergenalte hebben in beide weefsels dan grote wormen.
De verschilien bedragen voor de huidspierzak 1,6% en voor de darm -+
chloragogeenfractie 2.0%.

Uit Fig. 15 blijkt, dat in de ioop van het seizoen weinig variatics
in het asvrij drooggewicht optreden. Dit zou alleen te verwachten zijn
bij sterke variaties in de saliniteit van het water, hetgeen op de

monsterplaats echter slechts bij vitzondering voorkomt.

4. Groel

De hoogste piek in de gewichtsverdeling werd als verwvachtingswaarde voor
de groei genomen. Verwacht kan immers worden dat ecen monster opgespitte
wormen per generatie meer of minder een normale verdciing benaderts

Uit de verdelingen (Fig. 17) bilijkt, dat de Jjaarkliasse geboren in
november 1972 op het NIOZ-wad, een sterke jaarklasse was. Mede omdat
deze voor het giycogeenonderzoek nodig was, werd de groei van deze jaar-

kliasse gevolgd van september 1973 tot mei 1975. De monsters van de

winter 1973 bevatten te kleine aantallien wormen, dan dat zij met he!l

van waarschi jnlijkheidspapier geanalyseerd konden worden.
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Vamneer men de hoogste piek (met ecn pickbreedte van 1/%-9 of %g)
tegen de tijd uitzet, verkrijgt men cen becld als Fig, 17, In totaal
werden in de bovengenoemde periode 26 monsters genomen, Uit Fige. 16
blijkt dat groci optrecedt vanaf medio april tctmcdio october, en dat
in de winter de groei stilstaat. Als mcn dit vergelijkt met de zocwater-—
temperaturen in deze periode (Fig. 16), dan blijkt dat de groci optrocedt
bij temperaturen boven de 100 C, terwijl Dij toemperaturen hicr bencden
de groeil vrijwel stopt. De onrcgelmatigheden in Fig, 16 kunnen verklaard
worden doordat tusscn de monsters verschillen kunnen optreden, Echter
ook kunnen bepaald: onregelmatigheden door levensverschijnselen verklaard
worden. De sterke stijging in de maand meil kan worden verklaard doordat
Jjuist dan de geslachtsccllen in het cocloom vrijkomen., Hot inzakken
van dec groeilijn in de winter zou kunnen vijzen op een ongunstige ana—
bolisme-katabolisme verhouding bij dec dan heersende temperatuur .

Men kan de pieken, in plaats van tegen de tijd, ook uitzetten tegen het
aantal daggraden (OD)” Hieronder wordt verstaan het product van de gemid-—
delde temperatuur over een bepaald tijdsbestek, bijv. cen maand, cn het

aantal dagen binnen dat tijdsbestek., Dit is tocgepast in Fig, 18.

DISCUSSIE

In 1974 werden in meil de eerste geslachtscellen in het cocloom aangetrof
zowcl in twee jaar oude als in ouderc wormen., Dit is in overcenstemning met
ac literatuur (THAMDRUP, 1935; NEWELL, 1543; DUNCAN, 1949; SMIDT, 1951),
cvenals met waarnemingen van pierenspitters in de Mokbaai dic in heot VOOr ji
(mci—juni) gele geslachtsproducten in piercn aantroffen., Het viel op dat dc
cieren die bij de tweejarige wormen in de loop van de zomer cn de herfst
werden aangetroffen vaak klein ean minder ontwikkeld waren., let was nict na
te gaan of het geleidelijk verdwijnen van dezoe eieren na juni door rcsorp-
tic kwam, of dat ze werden uitgeschceiden, Dat de wormen in hun tweede love:.
Jaar geslachtsrijp worden is in overeenstemming met de literatuur (NEUELL,

19485 SMIDT, 1951; DUNCAN, 1960; CAZAUX, 1967).



Twintig procent van de kleine wormen heeft in het geheel geen

geslachtscellen gehad; dit waren vooral de kieinsten van deze groep.

In de wadbak van het NIOZ werd geconstateerd, dat Arenicola die in +

10 maanden bij 16°C was gegroeid van het ei- of larvestadium tot ongeveer

6 g, geslachtsrijp waren. Na aanleiding hiervan is de vercnderstelling
gerechtvaardigd dat de geslachtsrijpheid niet alleen door de leeftijd bepe-
wordt, maar ook door de grootte.

In de literatuur werd het paalien toegeschreven aan de invlced van
drie factoren: een bepaalde temperatuurgrens, waar beneden (1) ecn
duideli jke temperatuurdaling in cen korte tijd optreedt: (2) een duide--
1ijk wverschil in hydrostatische druk optreedt (springtij)a

In de populatie op het NIOZ-wad die in dit onderzoek werd bestudeerd,
werden over twee paaitijden waarnemingen gedaan. In 1973 werd waarge-
nomen, dat tussen 9 en 20 november de geslachtscellen ult het coelcom
verdwenen. In deze periode trad springtij op te 1213 november, en dood
tij te 17 en 18 november. De gemiddelde zeewatertemperatuur, gemeten in
de NIOZ-haven bij "t Horntje, daalde van 9;5500 op 13 november tot
6,7OC op 18 november, dat is 2,8500 in 5 dagen. Dit valt dus ook binnen
het tijdsverioop van het paailen.

In 1974 werd waargenomen, dat de grote wormen tussen 29 october en
13 november de geslachtscellen uit het coeloom uitstcotten. In deze
periode kwam springtij voor op TOgOOC op 29 october tot 7,9)00 op 2
november, dat is 2,OSOC in 4 dagen. Beide verschijnselen vallen binnen
het tijdsverloop, waarin het paaien moet hebben plaats gevonden.

Het samenvallen van springtij en het optreden van een temperatuur-
daling van het water kan verklaard worden doordat met eb ongeveer 50%
van het wad droogvalt, en het grote verschil in de oppervliakte diec met
water bedekt is met het getij sterke invioa heeft op de temperatunr ven
het water. Doordat de getijperiode 12 wur en 20 minuvten is, treedt per

dag een verschuiving van 50 minuten op in de tijden van eb en vioed.
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Als midden overdag en midden 's nachts vlioed optreedt,; zijn de instreal-
ing en het verlies van warmte maximaal, dwz dat het netto effect op de
temperatuur van het zeewater maximaal is. In het omgekeerde geval

(midden overdag en midden 's nachts eb) zal het netto effect op de
temperatuvr van het water minimaal zijn. Deze tijdstippen verschillen
ongeveer 7 dagen, dus er treedt een neriode in de watertemperatuut op

per 14 dagen. Dit zijn de frequenties van springti]j (VUGTS & ZIMMERMAN
1975)° Men zal bij de constatering, dat een bepaald levensverschijnsel
samenvalt met springtij, rekening moeten houden met een gelijktijdig
optreden van cen duidelijke verandering in de zeewatertemperatuvr. In

de Waddenzee bestaat een grote invloed van de windsterkte en -richting

op de waterhoogte. Deze inviced is duidelijker aanwezig dan het verschi:
tussen springtij en dood tij. Bij Den Helder bedraagt het getijverschil
gemiddeld 1,30 m,het verschil tussen springtij en dood tij maximaal 40

cme De invioed van de wind kan al gauw 50 cm verhoging of verlaging geven.
In de Waddenzee zal er, gezien de toch al geringe verhoging bij springtij,
geen duidelijk effect van de hydrostatische druk optreden. Daareentegen
is er wel een duidelijke daling van de temperatuur te zien; samenvallend
met springtij. Deze daling van de temperatuur nan een aanvang Cp een

niveau dat beneden de 10°C lag, en bedroeg gemiddeld meer dan O;SOC

per dag. Deze temperatuur ‘‘shock” zou wellicht de voornaamste stimulans

tot paaien kunnen zijn geweeste.

Bepaling over de hoeveelheid glycogeen in de weefsels van Arenicola
wverden tot nu toe verricht door VON BRAND (1927) en door DALES (1957,
1958). De door VON BRAND (1927) onderzochte dieren, die uit Napels
afkomstig waren, zijn hoogstwaarschijnlijk geen Arenicola marina L
geweest, daar deze soort niet bij Napels voorkomt. Arenicola marina L
is gebonden aan een temperatuurgrens van 20°C (WELLS 1963). De wormen

van VON BRAND zijn waarschijnlijk Arenizola branchialis AUDOIN et MILNE



EDWARDS 1838 geweest, of Arenicola cristata Stimpson 1856. De¢ levenswijzc
van deze wormen komt echter overeen met Arenicola marina L, met het
verschil echter dat, daar in de Middellandse Zee slechts geringe tij-
verschillen voorkomen, de wormen in het sublittoralé:gebied leven.

VON BRAND (1927) vond bij de door hem onderzochte dieren ( in
september) een hoeveelheid glycogeen van 0;38% van het natgewicht, over:-
eenkomend met 4,8% ven het asvrij drooggewicht. De gebruikte wormen
hadden een gemiddeld gewicht van 1.34 J.

DALES vond in 1957 bij in april verzamelde Arenicola marina L voor
de huidspierzak 23,3 mg glycogeen/g natgewicht en voor het darm + chlora-
gogeenweefsel 11,6 mg glycogeen/g natgewicht. Dit komt overeen met
respectievelijk 141.4 mg/g.aSvrij drooggewicht en 72,5 mg/ g asvri]
drooggewicht. De huidspierzak van de gebruikte wormen wogen gemiddeld
3,8 g, de darm woog gemiddeld 0,6 ge.

In 1958 vond DALES bij “kleine™ wormen in october voor de huldspier-
zak 16,82 mg glycogeeq/g natgewicht en voor de darm + chloragogcenweefsel
8,32 mg glycogeeq/g natgewicht, dit is respectieveiijk 99,5 en 52,0 mg

glycogeen/ g asvrij drooggewicht. Tezamen genomen blijkt dat DALES vcor

natgewicht, en 5,2-14,1% van het asvrij drooggewicht.

Er bleek in DALES' onderzoek geen verband tussen de grootte van de
de onderzochte dieren (372«11,8 g) en de hoeveelheid in de huidspierzak
aanwezige glycogeen'(6,3~1596 mg/g natgewicht).

De hoeveelheden giycogeen gevonden door DALES (1957, 1958) zijn
veel hoger dan die, gevonden in dit onderzoek, voor zover afkomstig van
wormen van meer dan 1 jaar oud (O,1~074% van het natgewicht)? z1j
komen echter overeen met die ven VON BRAND (1927). De redenen ven dit
verschil zouden in de bepaling van de glycogeen kunnen liggen. DALIES
bepaalde het glycogeen, na verzeping in sterk loog en neerslag met

alcohol, met behulp van de methode van HAGEDORN & JENSEN (1922),
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Deze methode behelst, na hydrolysatie met zuur en neutralisatie, de
oxidatie van de glucose met behulp van ferricyanide. Het overschot

aan ferricyenide reageert nu met HJ, waarbij Jodium vrijkomt. Omdat

deze reactie een evenwichtsreactie is, moet om de reactie te laten
verlopen het ontstane ferrocyanide als zinkverbinding worden neerge-
slagen. Het ontstane Jodium wordt met natriumthiosulfaat getitreerd. Het
is denkbaar een methode als de boven beschrevene, die ontworpen is om
het suikergehalte van bloed te bepalen, niet zonder meer geschikt is om
gehydrolyseerd glycogeen uit weefsels van wormen te bepalen, b.v. door-
dat verbindingen aanwezig zijn die de bepaling storen en zodoende glucose-
hoeveelheden simuleren die in werkelijkheld niet in het weefsel aanwezig
731 Jhe

VON BRAND (1927) isoleerde het glycogeen en bepaalde het, na om-
kristalliseren, gravimetrisch.

Het duidelijke verband dat in dit onderzoek blijkt tussen het tijd-
stip van het verschijnen van de gesiachtsceilen in het coeloom (eind
april - begin mei) en de plotselinge sterke afname van de hceveelheid
glycogeen in zowel de huidspierzak als in het darm + chloragogeenweefscl
doet verondersiellen dat het glycogeen voor de groei van de gesiachts -
celien wordt gebruikt. Vooral de eerste tijd groeien de geslachtscellen
snel en is de "drain® op de reservestoffen het grootst.

De in het darm + chloragogeenweefsel gevonden hoge glycogeenwaarden
bij Arenicola's van minder dan twee jaar oud (21,8 mg/g natgewicht in
september, 6--8 mg/g natgewicht in februari - april) iiggen maximaal
hoger dan die gevonden door DALES (1957, 1958). Na de eerste paaitijd
van deze dieren vertonen de glycogeengehalten hetzelfde patroon als die
van de oude dieren. De dgiycogeengehalten van de huidspierzak van deze
jonge dieren echter ligt gedurende de gehele tijd op hetzelfde niveau
als die van de oudere dieren (1~4 mg glycogeen/g natgewicht)u Men kan

zich afvragen, wat de reden is van deze hoge glycogeenconcentraties in



de darm + chloragogeenweefselfractie in het eerste levensjaar van
Arenicola. Dit verschijnsel zou verband kunnen houden met de periode

van droogliggen tijdens eb. DALES (1958) onderzocht het glycogeengehalte
van de huidspierzak van “kleine” wormen (gewicht niet opgegeven) direct
na de vangst, na 40 uur vasten, en na 40 uur vasten in een anaeroocb
milieu; dit laatste werd verkregen door stikstof door het water te leiden.
De gevonden hoeveelheden glycogeen bedroegen respectievelijk 16,82 ,
11,95 en 7,03 mg/g natgewicht, een daling met 29% en 58% ten opzichte van
de uiltgangswaarde. In de darm + chioragogeenweefselfractie bedroeg het
verschil tussen het glycogeengehaite van pas gevangen dieren en dieren
die 40 uur in een anaerobe omgeving hadden doorgebracht, respectievelijk
8,32 en 7,11 mg/g natgewicht, een daling van 14, 5%. Al eerder was
gebleken dat Arenicola marina het in een anaerobe omgeving lang kan vol-
houden: HECHT 6932) nam in een aquarium waar, dat Arenicola bij voliedig
ontbreken von zuurstof gedurende 6 dagen in lieven bleef.

Het blijkt dus dat reeds bDij een betrekkelijk korte tijd vasten het
glycogeengehalte van de huidsgpierzak vermindert. Het is bekend; dat
wormen in ecen bodem met een gering gehalte aan organisci materiaal in
gewicht achteruit lopen; het is dus begrijpelijk dat bij een korte tijd
van vasten de voorraad reservevoedsel wordt aangesproken. Bij anaerobie
echter daalt in dezeifde tijd de hoeveelheid glycogeen in de huidspier--
zak met de dubbele snelheid. Dit wijst op een althans gedeeltelijk
anaercbe stofwisseling van Arenicola tijdens het droogliggen. Nu bleek
reeds dat de eenjarige dieren zich op een hoger deel van het wad bevinden
("broedwad”) dan de oudere dieren (zie inleiding)n Zij zullien dus met eb
langer droogliggen, en zij lopen, ccrder dan de cudere dieren, de kans
dat zij een of meer getijden “overslaan® doordat door ongunstige omstan--
digheden, b.v. Oosten-of Zuidenwind een verlaging ven de waterstand
optreedt. De hoge hoeveelheid giycogeen in het darm + chloragogeenweefsel

zou een energievoorraad kunnen zijn om dergelijke perioden te kunnen
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overbruggen. Wanneer na het eerste levensjaar migratie optreedt naar
lagere waddelen, zou deze extra reserve niet meer nodig zijn. Daar de
wadpier met een levensjaar nog niet geslachtsrijp is, kan er geen verband
met de vorming van geslachtscellen bestaan.

In de Mokbaai kon in de zomer van 1975 worden waargenomen, dat bij
warm weer en geen wind jonge wormen van minder dan 1 jaar oud bij eb met
de staart uit hun hol kwamen en deze een sinusoide beweging vertoondeii;
dit zou kunnen wijzen op zuvrstoftekort (luchtademhaling), WVannecr geen
zuirstof in het milieu beschikbaar is kan de zuursiof gebenden in het
bloed slechts korte tijd voorzien in de behoefte: ongeveer 7 minuten
(ELIASSEN 1955) tot ongeveer 15 minuten (TOULMOND 1973). De Laatste auteur
toonde aan; dat bij wadpieren tijdens eb een duidelijke daling ven de
bloed-pll optreedt (pH 7,48-pH 7,35 in 4 uur) en cen stijging van de
pCO2. De zuurstofdruk in het bioed is na 1 uur emersic al op z1ljn
laagste punt aangeland. Hij veronderstelde dat anaeroob gevormde zure
metabolieten tijdens emersie werden gevormd. DALES (1958) veronderstelide,
dat deze metabolieten door de lichaamswand ge&xcreteerd konden worden:
resynthese tot giycogeen of verbranding achtte hij minder waarschijnlijk
omdat BORDEN (1931) geen zuurstofschuid kon aantonen bij wadpieren, die
tot twee uur in een anaeroob milieu waren geweest. DALES (1958) vond
geen stijging van het lactaatgehalte in de huidspierzak en vrijwel geen
lactaat in het omringende milieu. De anaeroob gevonde zure metabolieten
zullen waarschijnlijk van andere aard zijn, b.v. welke COLES (1970) wvond
bij de in tropische moerassen Jevende worm Alma emini : azijnzuur,

propionzuur,

methyiboterzuir,

De hoeveelheid gevonden totaal=lipid was gering: de huidspierzak
bevatte 6,0-12,3 g lipi@/g natgewicht; de darm + chloragogeenfractic
8,7--41,9 mg lipi@/g natgewicht. DALES (1957) vond voor de huidspierzak
12,3 mg 1ipid/g natgewicht en voor de darm + chloragogeenveefsel fractic

28,7 mg lipid/g natgewicht.



Deze geringe hoeveelheid maakt het al weinig waarschi jnlijk; dat
het lipid als reservestof een belangrijke rol zal spelen. De totale
hoeveelheid lipide geeft, na het verschijnen van de gesiacntscellen in
het coeloom, geen daling te zien. De duidelijk hogere waarde ven de
hoeveelheid 1ipid in de darm + chloragogeenveefseifractie cind mei en
de daling in juli vindt allieen bij gtote wormen plaats.

De totale hoeveelheid Lipid is, zowel bij grote als bij kieine
wormen, per g drooggewicht in de darm + chioragogeenfractic noger dan
in de huidspierzak (zie Fig. 12)° Hoewel de- darm + chloragogeenfractic
per g drooggewicht meer glyceriden bevat dan in de huidspierzak, en als
dit orgaan waarschijniijk wat meer gespecialiseerd is voor opslag van
reservestoffen dan de huidspierzak (vgln glycogeen bij jonge wormen),
is de totale massa weefsel van de huidspierzak naturrlijk een factor 4
groter dan die van de darm + chioragogeenweefsel fractic. Zc er al sprake
is van depdtvet, zullen beide weefsels hierin een rol vervuallen.

DALES (1957) vond bij Arenicola’s van ongeveer 3 g, die gedurende
6 weken gehongerd hadden, een stijging van de hoeveelheid lipide in de
huidspierzak met 76% en in de darm + chloragogeenfractie met 331%. Ook
dit wijst op een grotere specialisatie van de darm + chloragogeenweef-
selfractie voor opslage.

Anaeroob bewaren gedurende 48 vur bij 18°¢ gaf slechts een zeer
geringe afname van de hoeveelheid lipide (%0il®) te zien bij “grote®
dieren (--2%) en een zeer geringe toename bij "kleine” dieren (+1,3%)
OALES 1958).

De asvrije drooggewichten gedurende de jaarcyclus zijn, zover
gemeten, voor de betrokken organen vrij constant (zie Fig. 15). Dit is
begrijpelijk in verband met de geringe hoeveelheden reservestoffen.

De blokdiagrammen over de aantal-gewichtskl assesamenstelling
kunnen verder geanalyseerd worden volgens HARDING (1949) en CASSIL

(1954)° Wanneer een bepaalde populatie verscheidene generaties heeft,
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zal, als men de gewichten of de lengte van de individuen in klassen
indeelt en de aantallen per klasse tegen de klassen ultzet,; per gene-
ratie een normale verdeling kunnen worden verwacht, als men een onbeperkt
aantal dieren zou kunnen verzamelen. Daar het aantal dieren dat per keer
verzameld werd uiteraard beperkt was (meest om en bij 150 stuks) kan
slechts een benadering van een normale verdeling worden verwacht. Daar
de groeisnclheid met de leeftijd en grootte afneemt zullen de normale
verdelingen van de hogere jaarklassen steeds meer over elkaar gaan vallens
Het uiteenhalen van deze o&er elkaar vallende verdelingen en het bepalcen
van de grootte van elk van deze verdelingen kan op eenvoudige wijze
worden bereikt met behulp van een graphische methode die gebruik maakt
van waarschijnlijkheidspapier, die door de bovengenoemde auteurs wordt
beschreven. In deze methode wordt het aantal dieren van elke klasse

uitgedrukt als het percentage van het totaal aanteal dieren. Dezc

per klasse weergegeven. Deze werden nu op waarschijniijkheidspapier
tegen de Kkiassen uitgezet. De “knikken” in deze kurve werden aangegeven.
Nu werden van elke sector de percentates zd omgerekend, dat zij een
traject van nul tot honderd procent bestreken. Deze nieuwe percentages
werden op dezelfde grafiek uitgezet. Deze blijken op rechte Lijnen te
liggen; aan de uiteinden komen afwijkingen vocr als gevolg van de over--
lapping van de verdelingen, hiervoor kan gecorrigeerd worden (CASSIE
1954).

De loodlijnen uit de snijpunten van deze ‘ijnen met de 50% verde-
lingslijn op de as waarop de klassen zijn ultgezet, geven de gewichteq/
lengten van de toppen van de verdelingen. Dit zijn dus de verwachtings-
waarden van de verschillende jaarklassen per tijdseenheid. In dit onder-
zoek werd speciaal de jaarklasse, gcboren in november 1972, gevolgd.
Het resultaat is uitgezet in Fig. 16.

Over de maanden october, november 1973 en januari 1974 waren de
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aantallen dieren pef monster te gering on deze graphische methode te
kunnen toepassen. Het blijkt dat gedurende de winter van 1973 de groei
stilstond, en het is mogelijk dat er gewichtsveriies optrad. Een begin
van groei treedt in 1974 op in de maand april bij watertemperaturen van
8 tot 11°C. De groei wordt in 1974 weer be&indigd in de maand cctober
. . ‘ o] i s e .

bij watertemperaturen van 9 tot 13 C. Groei vindt blijkbaar plaats als
de watertemperatuur boven de 10°¢ stijgt; hier beneden vindt geen groei
plaats. Een terugval in gewicht kan plaats hebben gevonden in de winter
19741975 (Fig. 16).

Het gemiddelde levensgewicht van de bestudeerde Arcnicola-generatie
ven september 1973 tot april 1974 was 0,77 g; het gemiddelde gewicht van
september 1974 tot april 1975 was 1,85 g, zodat in de zomer van 1974

(het tweede levensjaar) een gemiddelde groei van 1,08 g is opgetreden.
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De wvoortplantingstijd van de zeepier Arenicola marina L, in diversce ge-
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bieden in Groot-Brittamni& cen Buropa volgens verschillende autcurs,
Auteur Afkomst wormen J ¥ M A M J J A S 0 N O
DUNCAN Port St. Mary X
Strandhall X
Whitstable X
I'ort Dale X
St. Andrews bid
Plymouth X
Millport X
Aberffraw X
Llanfairfechan X
Derbyhaven X
Belfast X
NEWVELL WVhitstable X
HOWIE St. Andrevs X X
OLIVE Booterstouwn L X
CUNN INGHAM IPirt of Forth X X
KYLE Ste Andrews X X
ASHVORTH Lancashire X
STORROW Cullercoats X
PIRLOT Blankenberge X
TIIAMDRUP Skallingen X
RULLIER, CORNET Roscoff X
CAZAUX Arcachon X
KRUGER Sylt X X
SMIDT kallingen X
BRENN ING Vismar (Oostzee) X X X X X




Tabel II

Verhouding phospholipid--totaal lipid

Totaal fosfolipid % van

Wormen 30 meili 1974

Huidspierzak oude wormen 285 mg 161 mg 74
Darim + chlorago- oude wormen 272 mg 89 mg 57
geen weefsel
Uormen 23 juli 1974
Huidspierzak oude wormen 237 mg 207 mg 69
Darm + chlorago~ oude wormen 154 mg 69 mng 44
geen weefsel
Huidspierzal jonge wormen 146 mg 110 mg 66
Darm + chlorago- jonge wormen 93 ing 30 mg 34
geen weefsel
Tabel IIT

Vergelijking Arcnicola marina (L) (oude wormen, 23 juli 1974)

en Cepaea nemoralis (L),

% var. rotaal-lipid

Fosfolipiden sterolen tezamen

Arenicola marina L

huidspierzak 69 6 75
darm -+ chloragogeen-- 44 10 54
weefsel

Cepaca nemoralis L

gehele dier 67 13 80




Tebel TV

Neutrale lipiden

Arenicola marina L Cepaca nemoratis
Huidspierzak darm+chloragogeen. -
weefsel gehele dier
ing % ng % %
Koolwaterstoffen 5,3 4,8 04 0,37 1,63
Sterolesters 559 5,4 3,4 3:1 10,77
Triglyceriden 4,3 3,9 15,9 14,7, 8,04
Sterolen 19,4 17,0 19,5 18,1 40,01
Diglyceriden 31,0 25,4 17,6 16,3 2. 54
Monoglyceriden _) b 5,34 }
Ny é (. Lo
Vrije vetzuren i 50,1 46,0 50,6 47 1 14,69 }' 28,4
Pigmenten ,} 8.4 j




Schema 1

Schema glyccgeenbepaling

Aleefsel

/ |  Homogeniseren met 4-voudig vol 30% KOH(g/v)
;\‘/
Homogeni saat

, -0
2 uur verwarmen op waterbad 50 C

. . . 0
1 event. afcentrifugeren weefsel restanten 30 min 16000 tﬂn 4°C
W
Supernatant

onteiwitten met 6 N HCl(neutraiiseren) en 6% trichloorazijnzuur

\ (onteivitten)
\ R
Centrifugeren 20 min 10.000 tﬂn 4°C

.

‘Supernatant
1:10 verdunnen met H2O¢ toevoegen: 0,05 ml verzadigd Na2SOﬂ

3 mi 95% al.cohol
4
Gl.ycogeen + Na2804 suspensie

whirimix

: o .
vervarmen 3 min 100 C (kokend waterbad)

I 7
%Glycogeenoplossing

1 uur bij o°c (ijsbad)
afcentrifugeren 30 min 16.000 @An 4°¢ in glazen buizen

R
Corexe
v
Glycogeenncerslag

voorzichtig decanteren. Drogen aan de lucht.

I 0,2 ml gedest, water toevoegen, neerslag oplossen (whirlmix)

Glycogeenoplossing

g

toevoegen 3 ml anthronreagens.

S —

: o o
20 min. verwarmen 90 C (waterbad).

—
—
—
°

I koelen in stromend leidingwater
W
Glycogeen—anthron complex, blauwgroen.

P e

optische dichtheid meten bij 620 mu
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B¥E. The geographical distribution of the forms. The firm lines are the summer

surface-water isotherms for 209 and 100

C., the latier.in the Southern Hemisphere

only. An additional subspecies (Abarenicola affinis clarki Wells 1963, from T:xs_mania)
F’ G{T ' has been named since this fig'u_rr." was drawn, : '
e .~ Key to the forms:

genus Arenicola

- marina marina (1..) .
marina schantarica Zachs 1929
marina glacialis Murdoch 1885

loveni loreni Kinberg 1066
loveni sudaustreliense Stach 1944

6@ 00le

Wasserausiritt

-the “aistala group " -

O eistata S-llimpsorx 1856
@ brasiliensis Nonato 19358

- & glasselii Berkeley & Berkeley 1939

© lombayensis Kewalramani ef af, 1959

" Kolhaufen |

Trichter "

FiG.2

TERF. Schema des Wolnlaues von renicola

des \\’.'mscrstrmncs, die hellen Plcile

marina. Die schwarzen Plojle geben' die Ricitung
die Bcwcgungsrichtung des Sandes an, |
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