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Biologia. — Varianti molecolari monomeriche di emoglobina in 
una specie sarda del genere Chironomus (D iptera: Nematocerà) (*\ 
Nota di U mberto B ianchi e G iu lietta  C h essa , presentata (**) dal 
Socio A. S t e f a n e l l i.

Summary. — M ultiple electrophoretic forms of larval haemoglobin have been found 
by  studying a Sardinian species of Chironomus. Studies of molecular size, carried out by 
gel filtration and electrophoresis, have suggested the exclusive occurrence of haemoglobin 
monomeric forms, the molecular weight of which has been plotted in a range of values of 
13,000-15,° ° ° . This finding supports the hypothesis stating tha t each electrophoretic variant 
is the product of a single structural gene.

Introduzione

L ’emoglobina è una delle poche proteine il cui studio a livello molecolare 
ha raccolto u n ’enorme m assa di contributi durante gli ultim i quindici-venti 
anni. Sono state finora infatti esam inate le emoglobine di diversi m ammiferi, 
uccelli, rettili, pesci ed anfibi e la valutazione del loro peso molecolare ha posto 
in evidenza straordinarie analogie poiché i valori ottenuti erano tu tti com­
presi tra  64,000 e 68.000. L ’unica eccezione era rappresentata dai Ciclostomi, 
i vertebrati più prim itivi, per l’emoglobina dei quali è stato trovato un peso 
molecolare di 17.000. Il suddetto reperto ha permesso ad alcuni A utori di 
considerare l’emoglobina dei Ciclostomi più simile alla mioglobina che non 
all’em oglobina propriam ente detta.

L a presenza di emoglobina non è com unque lim itata ai soli vertebrati 
poiché essa è stata reperita anche in alcune specie di insetti, tu tte  viventi in 
am bienti soggetti a tem poranee o perm anenti deficienze di ossigeno. A d esem­
pio possono essere citati il Gastrophilus intestinalis, che durante gli stadi di 
sviluppo vive parassita nello stomaco del cavallo, molti Em itteri acquatici 
e diverse spqcie di Chironom idi le cui larve vivono sul fondo di pozze di acqua 
dolce o salm astra.

L ’emoglobina delle forme larvali dei Chironomidi è stata oggetto di studi 
da parte, di num erosi ricercatori (Braun, 1964; Braun, Form anek e B raunit- 
zer, 1968) i quali hanno messo in evidenza che questa proteina si trova 
liberam ente disciolta nell’emolinfa e che rappresenta il 40 % delle proteine 
to tali di questa.

(*) Ricerca eseguita con il contributo del CNR nellTstituto di Genetica dell’U niversità 
di Cagliari.

(**) Nella seduta del 18 giugno 1971.
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Svedberg e Eriksson-Q uensal (1934) hanno trovato che il peso molecolare 
della emoglobina di una specie non identificata di Chironomus si aggira intorno 
a 31.400.

Questo valore ha fatto pensare ad una s tru ttu ra  molecolare complessa 
e, più esattam ente, ad un dim ero le cui subunità fossero paragonabili alle 
globine dei vertebrati.

Nel 1965 B raunitzer e B raun hanno trovato che il num ero di residui di 
am m inoacido nelle catene globiniche di Chironomus thummi è di 124-127.

Ancora più recentem ente Thom pson, English e Bleecker (1969) analiz­
zando quattro  ceppi di Chironomus tentans, hanno posto in evidenza resistenza 
entro ogni ceppo, di num erose varianti molecolari emoglobiniche, ciascuna 
delle quali, secondo i suddetti Autori, sarebbe rappresentata da un  semplice 
m onom ero avente un peso molecolare molto vicino a quello della mioglo- 
bina dei vertebrati.

I suddetti risu ltati sono stati ottenuti determ inando i coefficienti di sedi­
m entazione ed il com portam ento su colonna di Sephadex G 100 delle emoglo­
bine in esame.

Le implicazioni genetiche di simili risultati sono molto im portanti in 
quanto hanno permesso di postulare l’esistenza, nel genom a della specie di 
Chironomus studiata, di num erosi geni stru tturali ciascuno codificante la 
sintesi di una particolare variante emoglobinica.

In  base a questi dati abbiam o im postato alcune ricerche che giustificano 
la presente Nota, aventi lo scopo di porre in evidenza in una specie sarda del 
genere Chironomus {Chironomus affinis thummi) l’eventuale presenza di ete­
rogeneità elettroforetica delle emoglobine ed inoltre tendenti a valutare l’or­
dine di grandezza molecolare di queste cromoproteine.

Materiale

Gli individui utilizzati per i nostri esperimenti erano forme larvali al 
IV  stadio, appartenenti ad una specie affine al Ch. thum m i, ca ttu rate in pozze 
d ’acqua salm astra presso Capoterra (CA).

U tilizzando una m icropipetta e lavorando al binoculare veniva prelevata 
l’em olinfa di num erosi individui che veniva im m ediatam ente utilizzata per 
gli esperimenti, oppure congelata e conservata in frigorifero alla tem peratura 
4i —- 20° C.

Tecniche

Elettroforesi.

Le separazioni elettroforetiche delle diverse forme molecolari di emoglo­
bina venivano eseguite su strisce di acetato di cellulosa gelatinizzato (Cellogel, 
Chem etron Chimica, M ilano) aventi una superficie di circa 170 cm2. Su tali 
supporti era possibile analizzare contem poraneam ente almeno dieci campioni



[205] U. B ianch i e G. Chessa, Varianti molecolari monomeriche di emoglobina, ecc. 817

(0,01 mi di emolinfa ciascuno). Le corse elettroforetiche venivano eseguite 
in tam pone di glieina, pH 8,6 (gr 53 di glieina e g r 3 di NaOH sono disciolti 
in 500 mi di acqua distillata e successivamente, prim a dell’uso, questa solu­
zione viene diluita 1 13). U na tensione di 5 V/cm, fornita per circa due ore 
determ inava soddisfacenti separazioni elettroforetiche.

Le frazioni emoglobiniche venivano poste in evidenza im mergendo il 
supporto di acetato di cellulosa in 100 mi di una soluzione contenente:

-  g r 0,2 di benzidina;
-  gr 0,2 di sodio nitroprussiato;
- m i  1,0 di acido acetico;
-  mi 2,0 di acqua ossigenata c i  12%.

Questo tipo di colorazione è specifico per le emoglobine, la m ioglobina 
ed in genere per tu tte  quelle proteine coniugate contenenti un gruppo pro- 
stetico ferro-proto-em e.

Gel filtrazione (crom atografia su gel di Sephadex).

E  stata  usata  la colonna SR/25 LK B , riem pita con Sephadex G 200, 
un gel fortemente idrofilo ed insolubile in tu tti i solventi. L a fase mobile del 
sistema era rappresenta ta da tam pone fosfato 0,15 M, pH  7,4. L ’omogeneità 
del letto di gel veniva verificata versando una soluzione colorata di Blu 
destrano 2000 che, avendo un alto peso molecolare (2 X io6), a ttraversa la 
fase liquida e perm ette di calcolare il volume del liquido escluso dal gel. 
Frazioni di 0,5 mi, raccolte con collettore « U ltrorac LK B  » venivano quindi 
esam inate allo spettrofotom etro alla lunghezza d ’onda di 4150 A.

Liofilizzazione.

Per eseguire alcuni esperimenti, i cui risultati saranno più oltre illustrati, 
è stato necessario ricorrere alla liofilizzazione di frazioni contenenti emoglo­
bina, précedentem ente desalificate m ediante passaggio su « Sephadex G io  ». 
E stato utilizzato un liofilizzatore da laboratorio della D itta  «T erzano» 
(Milano).

R isultati e discussione

Nelle nostre condizioni sperim entali l’emolinfa prelevata da diversi ind i­
vidui al IV  stadio larvale si è separata dopo elettroforesi, in num erose fra­
zioni pseudo-perossidasico positive. Queste frazioni sono state da noi consi­
derate come emoglobine in possesso di diversa carica netta e quindi differen­
ziabili anche 4 livello molecolare (Tav. I, fig. 1).

L a molteplicità emoglobinica posta in evidenza nella specie sarda di 
Chironomus presa in considerazione era com unque in linea con i risu ltati 
ottenuti da altri ricercatori nel corso di questi ultim i anni: Thom pson e 
English (1966); Thom pson, English e Bleecker (1969).
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L a sopracitata eterogeneità elettroforetica si contrapponeva invece ad 
un altro risultato  sperim entale da noi ottenuto. Infatti, eseguendo numerose 
gel-filtrazioni su colonna di Sephadex G 200, abbiam o sempre potuto osser­
vare una assoluta omogeneità cromatografica. In  altri term ini, la frazione 
emoglobinica o ttenuta per filtrazione su gel era sempre una sola.

L ’emoglobina presente nella suddetta frazione cromatografica veniva 
identificata sia, come si è già riferito, m ediante lettura allo spettrofotom etro, 
ed inoltre ponendo in ciascuna frazione alcune gocce (0,01 mi) di una solu­
zione contenente: benzidina, tam pone fosfato 0,15 M a pH 7,4, etanolo ed 
acqua ossigenata.

E ntram bi i m etodi ponevano in evidenza l’emoglobina, nella m edesim a 
frazione cromatografica.

L ’analisi dei risultati sperim entali da noi ottenuti e sopra illustrati ci 
ha suggerito la seguente considerazione. L ’emolinfa della specie di Ghiro- 
nomus da noi considerata sem bra contenere numerose e differenti frazioni 
emoglobiniche le quali, comunque, dovrebbero avere tu tte  lo stesso peso 
molecolare. U na  situazione di questo tipo porta con sè interessanti im plica­
zioni genetiche che verranno più avanti illustrate. In  questo contesto, avendo 
lo scopo di controllare sperim entalm ente la validità della sum m enzionata 
conclusione, abbiam o deciso di intraprendere ulteriori esperimenti.

Come si è già riferito l’emoglobina di Chironomus veniva restituita dalla 
colonna di Sephadex G 200 in u n ’unica frazione. Abbiam o pertanto  deciso 
di sottoporre ad elettroforesi la suddetta frazione cromatografica allo scopo 
di osservare quante e quali frazioni elettroforetiche di emoglobina fossero in 
essa contenute.

E stato necessario risolvere alcuni problemi tecnici. Infatti la concentra­
zione dell’em oglobina presente nella frazione cromatografica era troppo bassa 
per perm ettere esperim enti elettroforetici. D ’altra parte, liofilizzando la sud­
detta  frazione si otteneva un residuo costituito da poca emoglobina dispersa 
nella f componente cristallina dei sali fosfati presenti nel sistema tam pone 
eluente. Q uando si cercava di riprendere il liofilizzato con una piccolissima 
quan tità  di acqua distillata (50 X) si otteneva in pratica una soluzione salina 
talm ente concentrata da danneggiare l’esperimento elettroforetico stesso. 
E  stafo però possibile ovviare a questo inconveniente operando nel seguente 
modo: la frazione cromatografica recuperata dal Sephadex e contenente 
praticam ente tu tta  l’emoglobina in esame, veniva im m ediatam ente ricrom a- 
tögrafata  m ediante passaggio attraverso una colonna di Sephadex G io  che 
escludeva la componente proteica m entre tratteneva tu tta  la parte salina. 
L a frazione em oglobino-positiva o ttenuta in tal modo, forniva, m ediante 
liofilizzazione, una parte proteica praticam ente esente da sali. Questo liofi­
lizzato ripreso con circa 20-30 X di acqua bidistillata, forniva una soluzione 
emoglobinica molto concentrata m a lim pida e, naturalm ente, desalificata. 
Piccole quantità di tali soluzioni seminate su « Cellogel », sottoposte ad 
elettroforesi e colorate con benzidina, si risolvevano in 5 frazioni elettro­
foretiche.
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Nella fig. 2 della T avola I è rappresentato un esperimento di questo 
tipo. Due ferogram m i rappresentano un controllo poiché ciascuno di essi è 
stato ottenuto sottoponendo ad elettroforesi Temolinfa fornita da un solo 
individuo al IV  stadio larvale. N aturalm ente gli altri ferogram m i della stessa 
figura sono stati ottenuti dal liofilizzato della frazione cromatografica conte­
nente T emoglobina.

Osservando la fig. 2 è quindi possibile fare almeno tre considerazioni 
principali.

1) Evidentem ente esistono, nella nostra specie di Chironomus, diverse 
forme molecolari di em oglobina aventi però tu tte uguale peso molecolare.

2) Il doppio trattam ento  cromatografico e la successiva liofilizzazione, 
non sem brano danneggiare le molecole di emoglobina poiché le 5 bande 
elettroforetiche ottenute dal liofilizzato, corrispondono alle prim e 5 bande 
ottenute dall’emolinfa di singoli individui.

3) A pparentem ente duran te i passaggi di gel filtrazione e di liofiliz­
zazione, abbiam o perduto le 3 bande anodicam ente più veloci presenti nei 
ferogram m i dell’emolinfa.

Le prim e due osservazioni non abbisognano di commenti; esse sono 
constatazioni di dati sperim entali. Non sappiam o invece interpretare l’osser­
vazione num ero 3.

R im ane com unque il fatto che noi siamo riusciti a dim ostrare che almeno 
5 delle diverse frazioni molecolari emoglobiniche si pongono nello stesso am bito 
di valori per quanto riguarda il loro peso molecolare.

Questo fatto apre im m ediatam ente, a livello genetico, il problem a concer­
nente il num ero di geni stru ttu rali esistenti nel pool genico della specie esa­
m inata, deputati alla sintesi delle diverse emoglobine osservate.

U n  simile argom ento è stato recentem ente tra tta to  da Thom pson e coll. 
(1969) i quali, avendo dim ostrato che le diverse forme molecolari di emoglo­
bina presenti in Chironomus tentans avevano semplice stru ttu ra  monomerica, 
hanno potuto concludere che, con ogni probabilità, esisteva un num ero di 
geni stru tturali almeno uguale a quello delle emoglobine. I suddetti A utori 
hanno inoltre discusso la possibilità secondo la quale questi diversi geni 
stru ttu rali si fa rebbero  originati per duplicazione nel corso dell’evoluzione 
della specie. Simili interpretazioni sono possibili anche nell’uomo. A d esempio 
i geni stru ttu rali specificanti la sintesi delle catene ß e § delle emoglobine 
um ane, sono così strettam ente concatenati da sem brare uh tandem  dupli- 
cativo, Baglioni (1962).

I nostri risultati si accordano perfettam ente con quelli ottenuti da T hom p­
son e coll. (19^9) anche perché altri dati in nostro possesso ci spingono ad 
attribuire una semplice stru ttu ra  m onom erica alle emoglobine della specie 
sarda di Chimnomus da noi studiata. A bbiam o infatti eseguito u n ’ulteriore 
serie di esperimenti aventi lo scopo di fornire una stim a più precisa del peso 
molecolare delle emoglobine da noi analizzate elettroforeticamente. A  questo 
scopo diverse proteine globulari a peso molecolare noto, purificate e reperi-

59. — RENDICONTI 1971, Vol. L, fase. 6.
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bili in forma cristallina, sono state poste su colonna di Sephadex G 200 e 
di ciascuna e stato calcolato il valore del coefficiente di ripartizione (K flW) 
tra  la fase liquida e la fase di gel applicando la seguente formula:

_  Ve — Vo 
^ av V t — Vo

dove

Ve =  volume di eluizione (corrispondente alla frazione nella quale la 
sostanza in esame è stata eluita).

V ° =  volume occupato dal liquido escluso dal gel (questo volume 
coincide praticam ente con il volume di eluizione del Blu de­
strano la cui macromolecola viene esclusa dal gel).

V t =  volume totale (in pratica il volume del letto del gel).

Le proteine già citate il cui K av è stato calcolato e riportato nel grafico 1, 
sono: citocromo c, chimotripsinogeno, ovoalbum ina, album ina, aldolasi e 
catalasi. O sservando il grafico 1 è possibile notare che il K av dell’emoglobina 
di Chironomus coincide con quello del citocromo c.

Grafico 1. -  Correlazione tra  com portam ento all’eluizione e proprietà molecolari di proteine 
globulari: KAV contro peso molecolare (su scala logaritmica). C urva costruita in accordo

a P. Andrews (1964).

L a curva da noi o ttenuta è stata determ inata ripetendo il medesimo espe­
rim ento per 5 volte. Desideriam o sottolineare il fatto che non abbiam o pra ti­
cam ente m ai osservato deviazioni significative da un esperimento all’altro 
per cui i punti della curva non rappresentano medie di valori.

In  conclusione noi crediamo quindi di poter affermare che, nelle nostre 
condizioni sperim entali il peso molecolare delle diverse emoglobine reperite
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Fig. i. -  F erogrammi ottenuti da emolinfa di Chiro?iomns (colorazione 
alla benzidina). Ogni singola frazione elettroforetica rappresenta una 

diversa variante molecolare emoglobinica.
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Fig. 2. -M olteplicità  elettroforetica delle emoglobine contenute in un ’unica frazione 
crom atografica (i, 2, 3, 4 e 7). I ferogramm i 5 e 6 sono stati invece ottenuti 

utilizzando emolinfa prelevata da singoli individui al IV stadio larvale.
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in questa specie di Chironomus dovrebbe essere collocabile intorno a valori 
di 13-15.000. Come abbiam o già osservato simili valori sostengono forte­
m ente d ’ipotesi secondo la quale le diverse emoglobine di Chironomus hanno 
tu tte  una semplice stru ttu ra  monomerica.

Gli autori desiderano esprim ere la propria gratitudine al prof. Ugo L au ­
dani che ha contribuito alla ricerca m ediante discussioni, critiche e suggeri­
m enti di grande utilità.
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