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Fisiologia. — Adattamento respiratorio alla temperatura in 
Carassius a u ra tu s n . N ota ((*) **} di C o n c e t t a  O c c h i o n e r o , G i o r g i o  

M o r p u r g o , R o b e r t o  R a s c h e t t i , P a o l o  S a r t o r , A n t o n io  S e n n i  e 
A n n a  M a r i a  T o r r a c c a , presenta ta dal Socio G .  M o n t a l e n t i .

Summary. — The variation of the oxygen dissociation curves of haemolysates during 
acclim atation has been studied on Carassius auratus raised a t 40 C, 21 °C  and 370 C.

The results show that acclim atation produces a strong change of the affinity of 
haemolysates to O2.

The change is due to the presence of a small molecule with allosteric effect.
The observed variation has a physiological adaptive value if life at high tem perature 

causes a change in blood pH  as observed in other poikilotherm al animals.

Carassius auratus, il comune pesce rosso, è un anim ale acquatico capace 
di vita attiva in un am bito di tem peratura molto vasto e cioè tra  circa o°C  
e 40°C . Nel presente studio si esaminano i fenomeni di adattam ento  respi
ratorio, a livello dell’emoglobina, di Carassi allevati a differenti tem perature.

E ben noto che in una grande varietà di organism i [1] con il variare 
della tem peratu ra corporea varia profondam ente l ’affinità dell’emoglobina 
per l ’02. Inoltre con l ’aum entare della tem peratura diminuisce la solubilità 
dell’02 nell’acqua m entre aum enta il m etabolismo' dell’animale. Questi fatti 
congiunti portano certam ente, ove non intervengano meccanismi com pen
satori, a gravissim e difficoltà respiratorie.

Precedenti ricerche su Triton cristatus hanno tu ttav ia  dim ostrato la possi
bilità di m odificare l ’affinità delPHb per PO2 in seguito a stimoli am bientali.

Lo scopo della presente ricerca è quello di vedere se anche in u n ’altra 
specie anim ale si osservano fenomeni di adattam ento  del tipo di quelli osser
vati nel Triton cristatus.

M a t e r i a l i  e  m e t o d i

I Carassi sono stati allevati in vasche term ostatate ed areate alle tem pe
ra tu re  di 4°C , 2 i° C  e 37°C. T u tte  le osservazioni sono state effettuate dopo 
un periodo minim o di perm anenza di un mese alle tem perature suindicate.

II sangue prelevato da singoli anim ali è stato raccolto in una soluzione 
allo 0,9 % di NaCl (contenente EDTA come anticoagulante) e centrifugato 
una prim a volta per poter rim uovere il siero. Dopo u n ’ulteriore centrifuga-

(*) Istituto Superiore di Sanità: Laboratorio di Chimica Biologica. Istituto di Genetica 
dell’U niversità degli studi di Roma.

(**) Pervenuta  a ll’A ccademia il 19 ottobre 1972,
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zione in soluzione fisiologica avente per scopo il lavaggio delle emazie, queste 
sono state risospese in acqua distillata e centrifugate a circa 23.000 g in una 
centrifuga refrigerata SorvalL  per rim uovere gli emolisati dalle m em brane 
piasm atiche. Gli emolisati così ottenuti da 25 Carassi sono stati poi esam inati 
m ediante elettroforesi su gel d ’amido a pH 9 secondo Goldberg [2]. Gli em o
lisati di 2 cam pioni sono stati anche esam inati per elettroforesi su gel di polia- 
crilammide; in questo caso le corse elettroforetiche sono state eseguite in accordo 
ad Ornstein [3] e Davis [4]. L a concentrazione di acrilam m ide è stata  del 7,5 %; 
le composizioni delle soluzioni per i gel e per i tam poni sono descritte nei 
fogli inform ativi della Shandon Scientific Com pany, per un sistem a g e l- 
tam pone a pH  9,5.

In  tu tte  queste analisi il risu ltato  è stato che l ’H b di Carassius auratus 
presenta una singola banda elettroforetica.

In  alcuni esperim enti dove era necessario separare l ’H b dalle piccole 
molecole presenti nell’emolisato si è fatto uso della tecnica di filtrazione a ttra 
verso Sephadex G 25.

Le curve di dissociazione sono state determ inate facendo uso di tam poni 
fosfati ai pH  di 6 ,1 /6 ,4 , 6,8, 7, 7,4, e 6,8 m ediante una tecnica precedente- 
m ente descritta [5]. Per controllo si è sem pre esaminato, prim a e dopo aver 
fatto le curve di dissociazione, lo spettro dell’H b nella regione com presa 
tra  500 e 650 nm  (con uno spettrofotom etro Beckm an ACTA III)  allo scopo 
di accertare la presenza di metaemoglobina: Nei casi in cui vi fosse una q u an 
tità  apprezzabile di m etaem oglobina il dato non è stato utilizzato.

R i s u l t a t i

Le figg. i, 2 e 3 esprimono la variazione del logaritm o della pressione 
di sem isaturazione (log P 50) in funzione del pH in Carassi adattati, rispetti
vam ente, a zj.°C, 2 10 C e 37°C.

R isulta chiaro come la differente acclimatazione produca una profonda 
variazione nell’andam ento delle curve che esprimono l’affinità dell’H b per 
l’ossigeno in funzione del pH . L ’esperimento è stato condotto a due o tre  tem 
perature di term ostatazione per poter vedere contem poraneam ente anche la 
variazione d ’affinità in relazione alla tem peratura cui si effettua la m isura.

Poiché le profonde variazioni nel com portam ento dell’H b non corrispon
dono ad una variazione elettroforetica della velocità di migrazione della mo.- 
lecola, tali variazioni si devono attribuire, verosimilmente, alla presenza di 
piccole molecole che alterano il com portam ento della Hb.

Si e potuto esam inare il com portam ento dell’H b dopo passaggio su 
colonne di Sephadex G 25 equilibrate ai vari pH (fig. 4). Il sangue è stato  
prelevato da Carassi allevati a 2 i°C . Come si vede le curve risultano p ro
fondam ente modificate rispetto a quelle dell’emolisato di partenza, confer
m ando l’ipotesi che il com portam ento dell’H b è determ inato dalla presenza 
di piccole molecole con azione allosterica.
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Q uanto dipenda la curva di affinità dell’emolisato di Carassio dalla p re
senza di piccole molecole di vede ancor più chiaram ente nella fig. 5 ove ven
gono d irettam ente confrontate le curve di dissociazione di un Carassio adatta to  
a 4°C  prim a e dopo passaggio per Sephadex. L a tem peratu ra cui è stato 
effettuato resperim ento  è di 4°C .
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Fig. i. -  V ariazione del log P 50 in funzione del pH  in Carassi 
adatta ti a 4°C . L a variazione è stata m isurata a 40 C ed a 37° C.

D a un punto di vista fisiologico i dati su riportati spiegano l ’adattam ento  
respiratorio  dei Carassi purché si am m etta che ad una variazione della tem pe
ra tu ra  di acclim atazione corrisponda anche una variazione di pH , nel senso 
di un abbassam ento di questo nei pesci allevati ad alte tem perature. In fatti 
i pesci acclim atati a 4°C  hanno un massimo di effetto Bohr tra  i pH  di 7 
e 7,4 m entre i pesci acclim atati a 3 70 C presentato un massimo tra  i pH di 
6,4 e 6,8.

Per quanto  m anchino i dati a riguardo, è plausibile che ciò sia quanto 
realm ente avviene. È noto infatti [6], [7], che gli anim ali eteroterm i non
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carassio adattato 21°C
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Fig. 2. -  Variazione del 
log P 5 0  in funzione del pH  
in Carassi adatta ti a 2 i°C . 
La variazione è stata m i
surata a 4°C, 2 i°C  e 37°C.
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Fig. 3. -  Variazione del 
log P 50 in funzione del pH  
in Carassi adatta ti a 370 C. 
La variazione è sta ta  m i
surata a 4°C  e 370 C.
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Fig. 4. -  Variazione del log P 50 in funzione del pH  in emolisati di Carassius 
purificati m ediante Sephadex. La variazione è stata m isurata a 40 C e 37° C.

Fig. 5. -  Curve di dissociazione di emolisati di Carassius adattato  a 4°C: 
▲ prim a di Sephadex; •  dopo Sephadex.
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hanno come gli anim ali om eotermi la costanza del pH corporeo e sem bra che 
sia h aum ento della tem peratura, sia Pipossia portino ad una dim inuzione di 
questo, forse a causa di u n ’aum entata  produzione di lattato  ed u n ’aum entata  
liberazione di CO2.

Ove si considerino i risu ltati raggiunti sui Triton cristatus [8] e Pesperi- 
m ento riportato  precedentem ente [9], in cui filtrato di emolisato di T ritone 
è stato aggiunto a emolisato di Carassio filtrato per Sephadex, si. può conclu
dere 1) che il sistem a generale di adattam ento  delPHb negli anim ali etero
term i avviene attraverso  variazioni nella concentrazione di una piccola m ole
cola che agisce allostericam ente sulPHb; 2) che il sistema è largam ente 
« specie aspecifico ».

E  orm ai ben noto [io ], [ l i ] ,  che i fosfati organici agiscono come effettori 
allosterici delPH b in tu tti i vertebrati. È tu ttav ia  praticam ente certo [12], 
[13], [14], che esiste un secondo sistem a di n a tu ra  sconosciuta capace anch’esso 
di regolare l’affinità delPH b per PO2. Saranno com unque necessarie ulteriori 
ricerche per poter stabilire con esattezza la n a tu ra  di questo secondo sistem a 
di regolazione.

Ringraziamenti. -  Si ringrazia il sig. Giuseppe Conti per l’abile assi
stenza tecnica.
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