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P. Dott. Odilo Tramér, Ascona

Contributo allo studio dei valori osmotici
di alcune alghe e dell’acqua marine

Lo studio dei fenomeni osmotici nei vegetali ebbe inizio nell’anno
1871, quando il celebre botanico olandese De Vries misurdo per la
prima volta la concentrazione del succo cellulare delle barbabietole.
Il metodo da lui seguito fu quello della plasmolisi. Per molti anni
non si fece altro che misurare il valore osmotico di una cellula in via
di plasmolizzarsi. Pero a questo valore furono dati i piu diversi nomi :
pressione osmotica, pressione del turgore, forza di succhiamento, con-
centrazione del succo cellulare e via dicendo. E’ facile immaginarsi
la confusione che ne risulto. Per evitare simili inconvenienti e per
chiarire la terminologia in materia osmotica i Proff. Ursprung e Blum
della Universita di Friborgo elaborarono dei metodi nuovi e assegna-
rono il posto giusto ai metodi adoperati antecedentemente : in pro-
posito mi permetto di fare qualche breve cenno sulla nuova termi-
nologia. ‘

Soluzioni che in un osmometro producono la stessa pressione
osmotica si chiamano isotoniche ; se esercitamo una pressione mag-
giore, ipertoniche, se una minore, ipotoniche. In tutte le misurazioni
si tratta di cercare una soluzione isotonica con il succo cellulare. Come
mezzo osmotico si adopera preferibilmente una soluzione zuccherina
(saccarosio), perché mon danneggia le cellule, non passa attraverso la
membrana semipermeabile costituita dal citoplasma, e non é ionizzata.
Si preparano quindi delle soluzioni molari di saccarosio : 342 grammi
ogni litro d’acqua distillata. Facendo p.e. delle soluziomi diluite da
0,1 mole fino a 0,9 mole possiamo facilmente stabilire il grado di
isotonia del succo cellulare : il metodo & quello del De Vries ossia
della plasmolisi iniziale. Dopo breve tempo di immersione delle cel-
lule nel mezzo osmotico ipertonico si verifica una distensione delle
membrane cellulari ed in seguito il protoplasma incominecia a distac-
carsi dalle stesse. Nelle soluzioni ipotoniche mon si pud constatare
nessun cambiamento notevole. Immergendo 1'organo di cui si vuol
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conoscere l'isotonia gradatamente, nelle soluzioni di diversa concen-
trazione, si giungera presto ad un punto in cui le cellule cominciano
appena a plasmolizzarsi : lo stato della plasmolisi iniziale. Questo
valore osmotico non corrisponde affatto alla pressione osmotica nor-
male della cellula intatta, perche allo stato della cellula plasmolizzata
la pressione della membrana & zero.

La pressione osmotica della cellula allo stato normale si compone
di due forze opposte: una, quella del plasma, che cerca di assorbire
acqua dalle cellule vicine o dall’ambiente e P'altra, quella della pres-
sione della membrana sul contenuto cellulare, che cerca di espellerla.
Per conoscere esattamente quale sia la concentrazione del succo cel-
lulare della cellula normale o la cosiddetta forza di succhiamento
(Saugkraft) bisogna procedere diversamente : cioé misurare il volume
della cellula, immergerla in un mezzo osmoltico, constatare un even.
tuale aumento o diminuzione del volume dovuto ad assunzione o per-
dita di acqua. Quando si sara trovata la concentrazione nella quale la
cellula non aumenta ne diminuisce di volume, allora si potra par-
lare di isotonia ed esprimere il valore osmotico con il termine « forza
di succhiamento della cellula normale ».

Per illustrare la differenza che esiste tra il valore ottenuto col
metodo plasmolitico e quello della misurazione cellulare, ricorriamo
ad un esempio : Una cellula midollare del fusto della Impatiens Noit
tangere comincia a plasmolizzarsi in una soluzione di saccarosio alla
concentrazione di 0,35 mole, alla quale corrisponde una forza di suc-
chiamento di 10,6 Atm. Adoperando il metodo della misurazione cel-
lulare si ottiene per la forza di succhiamento allo stato mormale
4,4 Awm. Lo sbaglio, che si aggira sulle 6,2 Atm., ¢ dovuto al fatto
di aver trascurato la pressione della membrana sul contenuto cellu-
lare. Per questa ragione occorre indicare melle misurazioni con quale
metodo i risultati sono stati ottenuti, altrimenti si corre il rischio che
Perrore commesso ¢ piu grande del valore cercato.

L’importanza fisiologica di una chiara distinzione dei singoli va-
lori osmotici e di una terminologia precisa appare evidente, se si
considerano le condizioni naturali in cui si trova p.e. un’alga marina.
Le cellule di quest’alga possono assorbire acqua dall’ambiente se da
un lato la forza di succhiamento del contenuto cellulare e superiore
alla pressione esercitata dalla membrana, ossia se la forza di succhia-
mento della cellula & positiva e se, dall’altro lato, I"'ambiente mon
oppone una resistenza superiore a tale forza. Per conseguenza si im-
pone la necessita di misurare, in primo luogo, la concentrazione del-
I'acqua marina. Cio & stato fatto finora col metodo crioscopico dal
Bottazzi e da altri studiosi. Egli trovo per Iacqua del Golfo di Napoli
un abbassamento del punto di congelamento di D = 2,30°C.
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1. La pressione osmotica dellacqua marina

misurata col metodo dei capillari

Per avere un punto di paragone tra le condizioni osmotiche del-
Pacqua marina e le cellule delle alghe ho adoperato il cosiddetto
metodo dei capillari, elaborato da Ursprung e Blum nel 1926 e pub-
blicato mel 1930. Questo metodo si basa sulla supposizione che solu-
zioni con una tensione di vapore uguale siano isosmotiche : caso veri-
ficabile soltanto sotto certe condizioni indicate da Ursprung (1935).
La tensione di vapore acqueo di una data soluzione viene paragonata
con quella di una soluzione di saccarosio, di cui conosciamo la forza
di succhiamento, alla medesima temperatura. A questo scopo la solu-
zione da esaminare si versa in un recipiente assieme alle soluzioni
conosciute, hadando a mantenere costante la temperatura sia delle
soluzioni sia del recipiente. Le soluzioni di saccarosio gradatamente
diluite vengono fatte entrare in minuscoli capillari Junghi ca. 1 em;
questi si fissano al coperchio del recipiente per mezzo di una striscia
di mastice, € si chiude il dispositivo ermeticamente con della vaselina.
Si misurano mediante il microscopio le distanze dei menischi forma-
tisi nei capillari e si rapportano a quelli di un capillare di controllo
riempito con la soluzione da esaminare, nel nostro caso, di acqua
marina. Dopo alcune ore o, almeno, dopo due o tre giorni, si potra
constatare una variazione degli intervalli dei menischi dovuta ad un
aumento dell’acqua ivi contenuta oppure ad una diminuzione di essa.
Quel tubo capillare, i cui menischi sono rimasti a intervallo costante,
contiene una soluzione di saccarosio che ha la stessa tensione di va-
pore come Tacqua marina oppure ¢ isosmotica con essa. Dato che
non si possono evitare tutte le variazioni di temperatura, basta tenere
conto del capillare di controllo. Come appare dalla tabella 1, bisogna
correggere tutti i valori ottenuti delle distanze dei menischi aggiungendo
4 umita, visto che il capillare di controllo segna + 4. Quindi il risul-
tato & : L’acqua del Golfo di Napoli, nella misurazione fatta nel giorno
9 agosto 1955, ¢ isosmotica con una soluzione di saccarosio di 0,9 mole,
la quale esercita mell’osmometro una forza di succhiamento di ca.
30 Atm.
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Tabella 1. - Misurazione della pressione osmotica dell’acqua marina

. Distanza dei menischi misurata ¢col micrometro - oculare
Contenuto dei
capillari in al ori d d d .
‘ l prin- opo . opo . opo : Differenza
vol. mole sacc. cipio 24 ore Diff. 48 ore Diff. | 79 ore Licht. effettiva
0.75 45.5 25 —205| 18 — 275 15 | —305| —265
0.80 45 35 —10 26 —19 23 | —22 —18
0.85 44 39 s o5 36 e § 34 |—10 — 6
0.88 42.5 39 — 35| 365 |-—— 6 33 |— 95| — 55
0.90 57 55 — 2 53 — 4 53 |— 4 0
0.95 43.5 49.5 + 6 51 + 7.5 52 |+ 85, + 45
capillare con 46.5 49 + 25| 50 + 35 505+ 4
acqua marina
per controllo

2. Misurazioni dei valori osmotici di alcune alghe marine
a. Ricerche anteriori

Ricerche sui valori osmotici delle alghe marine furono eseguite
e pubblicate da Hofler (1932), da Hoffmann (1932), da Biinning
(1935) e da altri. K. Hofler compi parte dei suoi esperimenti sulle
specie Cladophora e Chaetomorpha e Griffithsia
alla Stazione Zoologica dell’Acquario di Napoli. Miro in primo luogo
allo studio delle condizioni fisiologiche del protoplasma durante la
plasmolisi. Secondo luli i protoplasti si staccavano prevalentemente
dalle pareti longitudinali delle cellule formando una o parecchie in-
senature tra le quali il plasma resta attaccato. Alle pareti traversali
i protoplasti restano di solito aderenti alla membrana... Il plasma e
molto vischioso, ma il suo potere adesivo & debole. Come mezzo
osmotico per produrre la plasmolisi Hofler adopero acqua marina
concentrata dopo aver provato infruttuosamente con diversi sali, come
NaCl e Urea, oppure con il saccarosio. Per ottenere il mezzo osmo-
tico che porta meno pregiudizio allo stato normale delle cellule segui
il metodo seguente : « Reines, draussen im freien Meer geschopftes
Seewasser, wie es in den Kiistenlaboratorien in Neapel... in Ver-
wendung steht, wurde auf dem Wasserbad bei 60 - 70°C auf die Halfte
bis ein Drittel eingedampft, das Volumen gemessen und entweder die
zufillig hergestellte Konzentration verwendet oder gewdhnlich durch
Mischung mit einfachem Seewasser auf bestimmte Konzentrationen
gebracht ». Lavorando con la specie Griffithsiea opuntioi-
d es poté constatare che anche una plasmolisi normale puo causare
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la morte del vegetale, se mon si procede all’immersione della mede-
sima mel mezzo plasmolitico con estrema precauzione, aumentandone
lentamente e progressivamente la concentrazione.

C. Hoffmann cerco di misurare la pressione osmotica con me-
todi nuovi, essendo, secondo il suo parere, il metodo plasmolitico
causa di non pochi errori, soprattutto a cagione della tumefazione
delle membrane che impedisce il distaccarsi del plasma. Tutti i valori
osmotici indicati dagli autori sarebbero allora troppo alti. Secondo
Hoffmann bisogna osservare il raccorciamento delle cellule, oppure
Uinizio della tumefazione delle membrane, per ottenere un valore
osmotico esatto. In una wulteriore pubblicazione dello stesso anno
(1932) precisa che, secondo la nomenclatura di Ursprung e Blum, il
valore osmotico ottenuto mediante il metodo del raccorciamento cel-
lulare sarebbe uguale alla forza di succhiamento della cellula allo
stato nmormale anziché allo stato di plasmolisi iniziale. Indica come
valore per le cellule basali della specie Chaetomorpha aereec
9,4 Atm. chiamandolo pressione della tumefazione. Il valore osmotico
per le cellule della medesima specie, allo stato della plasmollisi ini-
ziale, sarebbe uguale a 0,75 mole, prendendo saccarosio come mezzo
plasmolitico sciolto mell’acqua marina, la cui pressione osmotica &
stata constatata con 14,5 Atm. Si tratta di esperimenti eseguiti nel
Mare Baltico, dove la salsedine & assai piu bassa che nel Golfo di
Napoli.

E. Biinning (1935) ritiene che le forze positive di succhiamento
nelle cellule delle alghe (specie Elachistea), trovate da Hoff-
mann, siano da attribuirsi ad una tecnica sbagliata. Secondo le sue
esperienze (il raccorciamento della cellula incomincia probabilmente
gia con un aumento minimo della pressione osmotica della soluzione
esterna, dato che ogni minimo aumento causa una diminuzione del
volume cellulare. Essa puo essere constatata soltanto se si fissano prima
i contorni della cellula per misurarne poi il volume. Inoltre la dimi-
nuzione del volume cellulare, secondo Biinning, non & mai propor-
zionale all’aumento della concentrazione del mezzo osmotico. Questo
aumento causa piuttosto un cambiamento della permeabilita del plasma
cellulare nel senso che, con I'aumento della concentrazione del mezzo
osmotico, coincida una maggiore permeabilita. Del resto Teffetto dan-
noso della plasmolisi delle alghe rosse sembra essere dovuto al pro-
lungarsi del protoplasma entro le lamelle della membrana.
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b. Ricerche proprie

Specie esaminate : Claedophora prolifera, Chaeto-
morpha tortuosa e aerea, Griffithsia opuntioides.

Come mezzo osmotico ho adoperato in primo luogo il saccarosio
sciolto nell’acqua marina e poi anche l’acqua marina concentrata
secondo il metodo di Hofler. 200 em® di acqua marina fresca e pura
furomo fatti evaporare alla temperatura di 60-70°C fino ad arrivare
ad una concentrazione del 200 9/s. Con questa soluzione ho riempito
una buretta millimetrata; mi sono servito dell’acqua marina comune
per preparare le diverse concentrazioni da 1,1 fino a 1,95 mole. Con
queste diverse comcentrazioni di acqua marina concentrata ho riem-
pito dei piccoli recipienti, della capacita di 30 cm?®, chiudibili con
un tappo di vetro. Ogni due giorni le soluzioni furono rimmovate, pa-
rimenti le soluzioni di saccarosio che si guastano piu facilmente ancora.
Ho potuto constatare che T'acqua marina comncentrata costituisce il
migliore mezzo osmotico, soprattutto per le Rodoficee, le quali
sono plasmolizzabili soltanto con esso.

Per applicare il metodo pit adatto, nelle condizioni in cui mi
trovavo alla Stazione Zoologica dell’Acquario di Napoli, — mi per-
metto di ringraziarme la Direzione per Pappoggio e l’interessamento —
ho cercato di misurare la lunghezza e la larghezza di alcune cellule
prima e dopo una immersione nel mezzo osmotico. Se vi fosse stato
un cambiamento di volume, avrei potuto comnstatarlo facilmente; pero
in messuno dei tanti casi esaminati mi € stato possibile, con i mezzi
ottici a mia disposizione, di trovare un aumento, sia pur minimo,
della lunghezza o larghezza delle cellule di Cladophora o delle
altre specie. La tumefazione della membrana cellulare, che si verifica
nelle concentrazioni sia di saccarosio sia di acqua marina, mi ha
sempre impedito 'osservazione di un cambiamento di volume in senso
positivo o megativo. Che io non abbia potuto comstatare un raccorcia-
mento di piccole entita, puo essere attribuito alla mancanza di mezzi
ottici adatti. D’altra parte, persistere mell’esperimento dopo i lavori
di Hoffmann e di Biinning, mi parve di non impellente necessita.
Debbo quindi confermare quanto hanno detto questi studiosi sulle
difficolta delle misurazioni osmotiche delle alghe marine coi metodi
finora elaborati per le piante terrestri.

Secondo il mio parere si potrebbe magari risolvere T'arduo pro-
blema ricorrendo al metodo dei capillari esposto sopra. In questo
caso si dovrebbe estrarre il succo cellulare dalle cellule ¢ misurarne
la pressione osmotica mella maniera descritta per ’acqua marina. Sol-
tanto cosi mi sembra possibile decidere la dibattuta questione delle
forze di succhiamento positive melle alghe. Estrarre il succo cellulare
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dalla cellula richiede perdo uma tecnica speciale che permetta di con-
servarlo inalterato.

Applicando il metodo plasmolitico alle suddette specie di alghe
ho ottenuto i seguenti risultati :

Il valore osmotico delle cellule di Cladophore in via di
plasmolizzarsi & uguale a 1,55 mole di acqua marina concentrata, pari
ad una forza di succhiamento di 46,5 Atm.

Le altre specie hanno mostrato i seguenti valori :

Chaetomorpha aerea

Chaetomorpha tortuosa

Griffithsia opuntioides

1,52 mole o 45,6 Atm.
1,55 mole o 46,5 Atm.
1,51 mole o 45,3 Atm.

L'influsso dei fattori estermi, quali luce, salsedine risulta dalle ta-
belle 2 - 4.

Tabella 2. - Influsso dell’esposizione al sole

D Valore osm, Forza
. urata . . .
Specie : 1 v s alla plasm. iniz. | di succhiamento
dell’esposizione :
1) | d.cell. plasm.
2)
Cladophora 1 ora 1,65 mole 49,5 Atm,
» 2 ore 1,70 mole 51,0 Atm.
» 3 ore 1,75 mole 52,5 Atm,
Chaetomorpha 1 ora 1,60 mole 48,0 Aum,
» 2 ore 1,62 mole 48,6 Atm,

La Griffithsia mnon sopporta nessuna esposizione al sole.

Tabella 3. - Influsso della temperatura

Forza di
succhiamento
d. cell. plasm.

Valore osmotico

Variazioni della temp. ofls plasm, iniy

Specie :

Cladophora 10 gradi C. + t.normale | 1,55 mole 46,5 Atm.

Chaetomorpha 10 gradi C. - t. normale | 1,52 mole 45,6 Atm,

Cladophora 10 gradi C.—t.normale | 1,55 mole 46,5 Atm,
3)

') plasm. iniz. = plasmolisi iniziale; cell. plasm. = cellule plasmolizzate.

*) come mezzo osmotico ho adoperato per lo pit acqua marina coneentrata,
salvo mei due casi menzionati nella tabella 4, dove mi somo servito dello
sacoarosio,

%) . normale = temperatura dell’acqua tra 25-28 gradi di Celsius.
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Ho cercato di aumentare di piu la temperatura dell’acqua in cui
si trovavano le alghe ma allora mon & stato possibile provocare la
plasmolisi data la tumefazione della membrana che in queste condi-
zioni anormali sembra aver subito qualche alterazione. Lo stesso ho
potuto constatare per una esposizione che si protraeva oltre tre ore
per Cladophora e oltre due ore per le altre specie esaminate.

Tabella 4. - Influsso della salsedine

‘. 5§ ; Forza di
. Variazioni Valore osmotico R
Specie : ‘ . .. succhiamento della
della salsedine alla plasm. iniz.
cellula plasm.

Cladophora aumento del 75 % | 1,80 mole 54 Awm,

» diminuz. del 25 9% | 0,40 mole sacc. 41,2 Atm.

» diminuz. del 50 % | 0,40 mole sacc. 41,2 Atm,
Chaetomorpha diminuz. del 50 % | 1,50 mole 45 Atm,

Da questa tabella risulta che il maggior influsso ¢ dato dall’espo-
sizione al sole, cosa comprensibile, visti i risultati ottenuti nelle mi-
surazioni delle piante terrestri.

Riguarndo alle variazioni della permeabilita ho potuto fare le
stesse osservazioni come il Biinning (vd. sopra). I miei risultati cor-
rispondono anche approssimativamente a quelli di Héofler in quanto
riguardano la Griffithsia.

Riassunto

1. Il metodo dei capillari, elaborato dai Proff. Ursprung e Blum,
per misurare la concentrazione osmotica di liquidi composti (solu-
zioni salate), & applicabile anche all’acqua di mare e ha dato come
risultato per quella del Golfo di Napoli, nell’agosto 1955, una pres-
~ siome osmotica di 30 Atm., corrispondente ad un abbassamento del
punto di congelamento di D = 2,300C.

2. La tumefazione delle membrane cellulari delle alghe marine
impedisce una misurazione coi metodi usati finora per le piante ter-
restri. Si potrebbe forse arrivare a conoscere la forza di succhiamento
del contenuto cellulare col metodo dei capillari a condizione che sia
elaborata una tecnica speciale per estrarre il succo cellulare dalle
cellule.
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3. Il metodo plasmolitico applicato ad alcune specie di alghe
verdi (Cladophora, Chaetomorpha, Griffithsia) ha
confermato le esperienze del Hofler, Hoffmann e i.p. Biinning in
quanto alla forma della plasmolisi, alle variazioni della permeabilita,
alle difficolta opposte dalla tumefazione delle membrane che fa salire
abbastanza il valore osmotico delle cellule (ca. 1,51 -1,55 mole di
acqua marina concentrata, oppure 0,45 mole di saccarosio sciolto mel-
I’acqua marina).

4. Tra i fattori esterni che possono influire sulla concentrazione
del contenuto cellulare ho riscontrato che Desposizione al sole, entro
un recipiente di vetro, causa un notevole aumento del valore osmotico.
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