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ACTION DU pH ET DE LA TEMPERATURE
SUR L’AFFINITE POUR L'OXYGENE
DE L’HEMOGLOBINE D' ARENICOLA MARINA (L.),
ANNELIDE POLYCHETE @

par André TouLmoOND *

Laboratoire de Zoologie, Université Pierre et Marie Curie, Paris;
Station Biologique de Roscoff;
Laboratoire de Physiologie Respiratoire, C.N.R.S., Strasbourg, France

ABSTRACT

The oxygen affinity of a respiratory pigment changes with tempe-
rature and blood pH. Moreover, in poikilotherms, in vivo, blood pH
is also temperature dependent. The effects of pH and temperature
changes on the oxygen affinity of an extracellular hemoglobin were
studied in the lugworm, Arenicola marina (L.). The possible conse-
quences of these effects on blood oxygen transport are discussed.

Le sang de I’Arénicole, Arenicola marina (L.), contient un
pigment respiratoire dont le poids moléculaire élevé (ca 3. 108
daltons, SVEDBERG et ERIKSSON-QUENSEL, 1933) est caractéristique
des hémoglobines extracellulaires si fréquentes chez les Annélides
(Fox et VEVERS, 1960; FLORKIN, 1969; MaNcuM, 1976 a). Longtemps

(*) Laboratoire de Zoologie, Université Pierre et Marie Curie, Bitiment A,
4, place Jussieu, 75230 Paris Cedex 05, France.

(1) Cet article est dédié 4 Monsieur le Professeur Pierre DracH, & I’occa-
sion de son jubilé scientifique, le 23 mars 1978.
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contesté (WELLS, 1966), le role joué par ’hémoglobine d’Arénicole
dans le transport de I'oxygéne est maintenant parfaitement établi
(KriiGEr, 1960; TourLmonp, 1973, 1975; Mancum, 1976 b). Cette
hémoglobine manifeste une trés grande affinité pour l'oxygéne :
mesurée dans le sang entier, & 15 °C et & pH = 7,5, la pression par-
tielle d’oxygéne correspondant 4 la demi-saturation des molécules
de pigment, P;,, ne dépasse pas 2 torr.

Cette affinité est susceptible de varier en fonction de plusieurs
facteurs. L’action de deux de ces facteurs, pH et concentration du
sang en sels, a déja été étudiée chez I’Arénicole. Aux valeurs phy-
siologiques de pH, l'affinité est d’autant plus faible que la concen-
tration du sang en protons est plus forte, c’est-a-dire que le pH du
sang est plus acide (TourLMonDp, 1970; WEBER, 1972). Inversement,
cette affinité est d’autant plus grande que la concentration du sang
en sels, et plus spécialement en cations divalents Ca++ et Mg+,
est plus élevée (EVERAARTS et WEBER, 1974).

Un troisiéme facteur est susceptible de modifier de facon
importante Daffinité d’'un pigment respiratoire pour I'oxygéne.
La fixation d’une molécule de ce gaz est une réaction exother-
mique correspondant, chez la plupart des hémoglobines de Ver-
tébrés, 4 la libération de 9 a4 14 kcal (Rossi-FANELLI, ANTONINI et
Caputo, 1964). L’affinité d’un pigment pour l'oxygéne est donc
d’autant plus faible que la température est plus élevée. Chez
I’Arénicole, d’aprés une analyse succinte de WEBER (1972), la tem-
pérature n’aurait que peu d’effet sur Daffinité de I’hémoglobine
pour l'oxygéne, la chaleur apparente d’oxygénation de la molécule
de pigment, AH, étant de l'ordre de -5,3 kcal.mole—! entre 10 et
15 °C. I1 nous a semblé intéressant de reprendre cette analyse.
En effet, les résultats de WEBER ont été obtenus in vitro et 4 pH
constant. Or, on sait que chez les Poikilothermes, in vivo, les
variations de la température ambiante se traduisent par des réajus-
tements importants de I’équilibre acide-base du sang (RAHN, REEVES
et HoweLr, 1974, 1975). En plus de son effet propre sur I'affinité
du pigment pour l'oxygene, la température est donc susceptible
de moduler I'action de I'un des deux autres facteurs agissant sur
cette affinité, le pH. La présente étude a été réalisée en tenant
compte de cette possibilité.

I. — MATERIEL ET MESURES

Les Arénicoles utilisées ont été récoltées a la sortie du Vieux-Port
de Roscoff (Nord-Finistére, France) et conservées au laboratoire, a
15-16 °C, en eau de mer courante constamment aérée. Le prélévement
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du sang prébranchial a été effectué sur les animaux non anesthésiés,
par ponction dans le vaisseau ventral (AsHEworTH, 1904) a l'aide de
micropipettes en verre. Le sang obtenu a été centrifugé a faible vitesse
et 4 4 °C pendant 10 minutes, de maniére a éliminer les leucocytes.

Les valeurs de pH ont été mesurées a I'aide d’une microélec-
trode thermostatée (Radiometer type G299A) et d’'un pH-métre
Radiometer type PHM 72. L’étalonnage de I'électrode a été effectué,
pour chacune des températures, 4 l'aide de tampons phosphates
(Radiometer S1500 et S1510).

Les valeurs de So,, pourcentage de saturation de I’hémoglobine,
ont été déterminées selon une technique décrite par ailleurs (TouL-
MOND, 1973). Les mesures de Pg, requises par cette technique ont
été réalisées a 1'aide d’une électrode 4 oxygéne thermostatée (Radio-
meter type E5046/0).

Les valeurs de Pvg,, pression partielle de CO, dans le sang pré-
branchial, ont été mesurées en utilisant la méthode d’AsTruUP (1956).

Les phases gazeuses d’équilibration, de compositions connues,
ont été réalisées A partir de gaz purs, a4 ’'aide de pompes Wasthoff.

II. — PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

L’action du pH et de la température sur I'affinité de I’hémo-
globine d’Arénicole pour l'oxygéne a été analysée dans deux situa-
tions expérimentales différentes.

1) Situation <«in vifro» : un échantillon unique de sang
prébranchial a été constitué par prélévement chez des animaux
naturellement acclimatés a4 15-16 °C. Les valeurs de P, mesure
de cette affinité, ont été mesurées a 5-10-15 et 25 °C sur des frac-
tions aliquotes de cet échantillon. Ces fractions ont été équilibrées,
pendant 30 minutes, dans un microtonometre Radiometer BMS2,
contre des phases gazeuses de P, connu (0,3-2-4-7-10 ou 20 torr).
La valeur de Py, dans ces phases gazeuses a été calculée de maniére
4 obtenir, pour chaque température et pour chaque P, deux ou
trois valeurs de S,, aussi peu différentes que possible de 50 %.
Les valeurs correspondantes de pH ont été mesurées. Les valeurs
de P;, et pH;, (correspondant & S,, = 50 %) ont été obtenues par
interpolation graphique linéaire.

2) Situation «in vivo » : huit échantillons de sang prébran-
chial ont été prélevés chez des animaux expérimentalement accli-
matés pendant 96 heures (voir TourLmonp, 1977 b) i huit tempé-
ratures différentes (5,3-6,5-7,5-10,5-14,1-18,2-22 et 25,7 °C). Les me-
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sures de Py, et pH;, ont été effectuées a ces températures, P,
dans la phase gazeuse d’équilibration étant égal & Pvgo,, pression
partielle de CO, mesurée in vivo dans le sang prébranchial des
animaux acclimatés.

III. — RESULTATS

Les résultats correspondant & la situation in vitro apparais-
sent dans le tableau I et dans la figure 1, qui montrent I'effet
du pH et de la température sur laffinité de I’hémoglobine pour
loxygéne : pour une méme température, les valeurs de Pj, sont
d’autant plus élevées que le pH est plus acide. L’affinité du pig-
ment diminue donc en méme temps que le pH et dans des propor-
tions sur lesquelles la température semble n’avoir que peu d'in-
fluence (Alog P;,/ApH compris entre — 0,73 et — 1,08 pour { com-
pris entre 5 et 25 °C). Dans I'intervalle de pH considéré, qui corres-
pond & l'intervalle de pH physiologique (TouLmMoND, 1973), et quelle
que soit la température, I’'hémoglobine d’Arénicole présente donc
un effet Bohr « normal » tout a fait classique.

L’effet de la température se manifeste par une translation
verticale des droites de régression le long de l'axe des ordonnées
quand la température augmente (Fig. 1). La figure 2, obtenue &

TaBLEAU [

Variations de log Py, et de pH;, en fonction de la température et

de la pression partielle de CO., Py, dans la phase gazeuse d'équili-

bration. Régressions calculées par la méthode des moindres carrés.
r = coefficient de corrélation.

Pm, Température, °C
torr 5 10 15 25
log Fy, pHy, log Py, pH,, log By, PH,, log E, PH,
03 - 0,10 7.61 0,19 7,53 0,34 7,46 0,64 7,29
2 - 0,05 7.55 0,24 7,50 0,41 742 0,66 7,28
4 0,03 7,50 0,30 743 0,45 737 0,69 726
7 0,26 7,38 0,36 7,36 0,52 7.30 0,76 7,19
10 0,28 7.31 0,44 7.29 0,59 728 0,79 7,14
20 0,38 7.11 0,57 7,14 0,66 T.12 083 7,03
Régression | log P, = -1,08 pH log l”D = 0,96 pH, log P, = -096 pH log P, = 0,73 pH,
+ 8,13 + 741 + 7,52 + 599
(r = -0976) (r = -0,998) (r = -0,997) (r = -0,964)
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Fic. 1. — Influence de pH sur ’affinité pour l'oxygéne (P;) de 1I’hémoglobine

d’Arenicola marina (Py, = pression partielle d’oxygene pour laquelle le pigment
respiratoire est 4 demi saturé). Mesures effectuées a 5, 10, 15 et 25 °C sur du
sang entier prélevé chez des animaux naturellement acclimatés a 15-16 °C
( “acclimatization temperature”, ScHMIDT-NIELSEN, 1975, p. 283). Pour chaque
température, les variations de pH sont dues 4 des variations de la pression
partielle de CO, dans la phase gazeuse d’équilibration (Pgg. = 0,3-2-4-7-10 et
20 torr). Parameétres des droites de régression calculés par la méthode des
moindres carrés : la pente de ces droites, Alog Pg,/ApH, est la mesure du
coefficient de Bohr moyen dans lintervalle de pH considéré (voir texte et
Tableau I).

partir des données du tableau I et de la figure 1, montre que, 4 pH
constant, 'affinité du pigment respiratoire pour l'oxygéne diminue
fortement lorsque la température augmente. La méme observation
peut étre faite lorsque les variations de l’affinité sont mesurées a
valeur constante de Pg,, pression partielle de CO, dans la phase
d’équilibration (Fig. 3). On notera cependant que dans ces condi-
tions, pour une variation identique de P, la variation d’affinité
est d’autant plus forte que la température est plus basse.

Dans les deux cas, la chaleur apparente d’oxygénation de
I’hémoglobine d’Arénicole, AH, a été calculée en utilisant I’équation
de VAN’T HoFF modifiée (WymaNn, 1964) :

AH = 2,303 R Alog Py, /A(T—1)
dans laquelle
R = constante des gaz parfaits
et T — température absolue, en °K.
On voit que AH varie avec l'intervalle de température considéré,
étant plus élevé pour ¢ compris entre 5 et 10 °C que pour { compris
entre 15 et 25 °C. D’'une maniére générale, AH est également plus
élevé lorsqu’il est mesuré & valeur constante de Py, dans la phase



448 A. TOULMOND

e 5
25 20 15 10 5
1 1 1 1 1 1 ~10
e S pH -
o o L
s 50 5p
|Og Pso 05_ ___-____-_'O-\-‘g\‘-—__ 71 : 2%
\%g 7-2 i tOrr
o .73 [2
0 T T T 1
340 350 360
(1/T °K)10°
Fi. 2. — Influence de la température sur l’affinité pour l'oxygéne (Py) de

I’hémoglobine d’Arenicola marina. Valeurs de P, obtenues graphiquement a
partir des courbes de la figure 1 et comparées a ‘!-JH constant. La pente des
courbes (log Py) vs (T?) mesure, & une constante prés, la valeur de AH, chaleur
apparente d’oxygénation de la molécule de pigment (voir texte et Tableaux

I et ID).
t,°C
2|5 2]0 1|5 19 E"I>
14 510
% Peco, torr E 5
05 :—‘\\?% 30 F. P
4 509
log Ps, H 10 b2y
7
o 4 ;g ]
2
03 05
3 340 350 360
(1/TK)10°
Fie. 3. — Influence de la température sur l’affinité pour l'oxygéne (Pg) de

I’hémoglobine d’Arenicola marina. Valeurs de Py, tirées de la figure 1 et compa-

rées A valeur constante de P, dans la phase gazeuse d’équilibration. La pente

des courbes (log Py) vs (T-)) mesure, & une constante prés, la valeur de AH,

chaleur apparente d’oxygénation de la molécule de pigment (voir texte et
Tableau II).
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gazeuse d’équilibration que lorsqu’il est mesuré &4 valeur constante
de pH du sang (Tab. II).

Les résultats correspondants a la situation « in vivo » apparais-
sent dans le tableau III et dans les figures 4 et 5. Les valeurs de
P;y, mesurées sur le sang d’animaux expérimentalement acclimatés
a diverses températures, correspondent a une situation mixte dans
laquelle varient 4 la fois pH et P, (Tabl. III). Dans ces conditions,
la valeur moyenne de AH calculée pour des valeurs de ¢ comprises

TaBLEaUu II

Valeurs de AH, chaleur apparente d’oxygénation de Uhémoglobine

d’Arenicola marina, calculées, pour les intervalles de température consi-

dérés, a pH constant (donnée de la figure 2), @ P.,, constant (données

de la figure 3), @ pH et P, variables (données de la figure 5 et du
tableau III).

Intervalle de 5-10 10 - 15 15 - 25 53 - 25,7
température
considéré
21
AH, Kecal 7.1 - 89 - 90 - 39
mole
T2 - 11,5 - 75 - 43
pH = cte
7.3 - 12,2 ] - 47
(Fig. 2)
AH - 10,8 - 80 - 43
0,3 - 157 - 11,2 - 11,8
2 20,9 - 12,7 98
AH, Kecal
mole 4 - 194 - 11,2 - 94
sz = cte 7 - 712 - 119 - 94
(Fig. 3) 10 - 11,5 - 11,2 - 79
20 - 13,7 - 6,7 - 6,7
AH o 10 9,3 ]
AH, Kcal
mole
in vivo (pH et - 114
Pco, variables)
(Fig. 5)
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TasLeEAau III

Variations de log Py, et de pH,, mesurées sur le sang d'animaux

expérimentalement acclimatés aux températures indiquées pendanlt

96 heures. Mesures effectuées @ ces lempératures. Pvy,, = pression

partielle de CO, dans la phase gazeuse d’équilibration = pression par-

tielle de CO, dans le sang prébranchial des animaux acclimatés
(TouvLmonp, 1977 b).

e Ry e R e

et de mesure
e & torr
5.3 - 0,02 7,59 0,64
6,5 0,04 351 1,64
5] 0,10 7,56 1,26
10,5 0,22 Tl 1,22
14,1 0,29 7,46 0,54
18,2 0,43 7,38 0,86
22,0 0,52 733 1,70
2527 0,61 7,28 1,46

entre 5,3 et 25,7 °C est élevée (ca— 11,4 keal . mole—1, tabl, II).
Cette valeur de AH apparait plus proche de celles calculées, «in
vitro », 4 pH variable et Py, compris entre 0,3 et 2 torr (Fig. 5,
zone hachurée), que de celles calculées, également « in vitro », mais
4 valeur constante de pH (Fig. 5, courbe A).

IV. — DISCUSSION

1. AcTioN pu pH SUR L’AFFINITE.

L’hémoglobine extracellulaire d’Arenicola marina manifeste
une trés forte affinité pour I'oxygéne (BARCROFT et BARCROFT, 1924;
WoLvEKaMP et VREEDE, 1941; ELiAssEN, 1955; JoNEs, 1955), ce qui
se traduit par des valeurs de P;, qui comptent parmi les plus
faibles jamais mesurées chez les Annélides (MANGUM, 1976 a).
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Cette affinité varie de maniére appréciable avec le pH du sang.
Cest « I'effet Bohr », dii 4 la compétition, de type allostérique hété-
rotropique, existant entre les molécules d’oxygeéne et les protons
vis-a-vis de la molécule de pigment (SIGGAARD-ANDERSEN et GARBY,
1973). Les résultats exposés ci-dessus confirment I’existence, chez
Arenicola marina, d’un effet Bohr déja mis en évidence antérieure-
ment in vifro (WEBER, 1970, 1972; TouLmoxp, 1970) et dont la
signification physiologique in vivo a été démontrée par ailleurs
(TouLmonp, 1973). La valeur absolue du coefficient de Bohr,
Alog P;,/ApH, permet une évaluation quantitative de cet effet Bohr.
Chez Arenicoln marina, cette valeur est élevée, comprise entre
— 0,73 (5 °C) et — 1,08 (25 °C). La comparaison statistique de ces
deux coefficients montre que leur différence n’est que faiblement
significative (P = 10 %). On peut en conclure que l'effet de la tem-
pérature sur le coefficient de Bohr est faible chez Arenicola marina.
Du point de vue adaptatif, un effet Bohr important quelle que soit
la température, favorisant la libération de I'oxygéne au niveau des
tissus, peut étre considéré comme avantageux pour une espéce
intertidale eurytherme comme I’Arénicole, soumise pendant la
marée basse 4 des périodes anoxiques conduisant &4 une acidose
respiratoire et métabolique (TouLmonp, 1973). On notera que chez
des espéces voisines, infralittorales et supposées sténothermes
(Abarenicola claparedei Levinsen et Arenicolides branchialis Au-
douin et M. Edwards), les valeurs du coefficient de Bohr sont beau-
coup plus faibles, de I'ordre de — 0,30 (WEBER, 1972).

2. ACTION DE LA TEMPERATURE SUR L’AFFINITE.

L’action directe de la température sur 'affinité est évidente et
importante. Lorsque la température augmente, I’affinité du pigment
pour l'oxygene diminue, ce qui se manifeste par une translation
verticale des droites (log P5,) vs (pH;,) le long de I'axe des ordon-
nées. On peut quantifier cette action en calculant la chaleur appa-
rente d’oxygénation de la molécule d’hémoglobine, AH, mesurée
4 un facteur constant prés par la pente de la courbe (log Pj,) vs
(T-1) (Fig. 2, 3 et 5). Cette chaleur d’oxygénation est négative, ce
qui traduit bien le caractére exothermique de la réaction. Calcu-
lées & partir des données obtenues in vitro, soit a4 valeur constante
de pH, soit 4 valeur constante de Peo,, et pour les trois intervalles
de température considérés (Tabl. II), les valeurs de AH sont trés
différentes et comprises entre — 20,9 et — 3,9 kecal . mole—1, valeurs
extrémes. D’aprés ces données on peut conclure que l'effet de la
température sur l'affinité du pigment pour l'oxygéne, mesuré in
vitro sur un échantillon de sang de composition constante, est
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Fi1G. 4. — Influence de pH sur ’affinité pour l'oxygéne (P5) de 1’hémoglobine
d’Arenicola marina. Sur la famille de droites de la figure 1 on a reporté les
valeurs de P, mesurées sur le sang d’animaux expérimentalement acclimatés
pendant 96 heures (« acclimation temperature », ScHMIDT-NIELSEN, 1975, p. 283)
a diverses températures comprises entre 5,3 (extréme droite) et 25,7 °C (extré-
me gauche). Mesures effectuées a la température d’acclimatation. Pour chaque
température, la valeur de Py dans la pEase gazeuse d’équilibration (comprise
entre 0,54 et 1,70 torr), est égale a celle qui a été mesurée dans le sang in vivo

(Tabl. III).
t,°C
215 2|0 1|5 110 ?
14 -10
i -
0 "5
@ ——ttiny \'_“——-_ 55
e “““““\\\\\m\\\\\
05 0\.;\_\3\\“\\\\\0\\\\\\\\\\\\\\ o\-ﬁ A = Pso,
log Py, MW%M "2 torr
0- i -1
—05
-05 T T =T
340 350 360
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Fic. 5. — Influence de la température sur l’affinité pour loxygéne (P,) de

I’hémoglobine d’Arenicola marina. Valeurs de Pj mesurées sur le sang d’ani-
maux expérimentalement acclimatés pendant 96 heures (« acclimation tempe-
rature », ScHMIDT-NIELSEN, 1975, p. 283) A diverses températures comprises
entre 5,3 et 25,7 °C. Mesures effectuées a la température d’acclimatation. Pour
chaque point, la valeur de Pgg dans la phase gazeuse d’équilibration est égale
a celle qui a été mesurée in vivo (Tabl. III). La pente de la droite de régres-
sion mesure, 4 une constante prés, la valeur moyenne « physiologique » de AH,
chaleur apparente d’oxygénation de la molécule de pigment travaillant, in vivo,
a valeurs de pH et Pgo. variables (v. Tabl. III). A titre de comparaison : courbe
A : variations de Py pour pH =17,1 = constante (Fig. 2); surface hachurée :
variations de Bm pour Pgo. compris entre 0,3 et 2 torr (Fig. 3).
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d’autant plus faible i) que le pH est plus acide, ii) que P, est plus
élevé, iii) que la température est plus élevée, cette derniére conclu-
sion étant en contradiction avec les résultats de WEBER (1972)
d’aprés lesquels AH ne varie pas avec la température (AH =
— 5,3 kcal.mole—1 entre 5 et 20 °C). Cette discordance n’est
cependant pas trés surprenante compte tenu de ce que représente
AH et compte tenu de la maniére dont ce paramétre est mesuré,
Du point de vue thermodynamique, AH constitue la somme algé-
brique d’'un nombre indéterminé de variables pour la plupart dépen-
dantes et comprenant, non seulement la chaleur réelle d’oxygéna-
tion AH, mais aussi la chaleur de dissolution de l'oxygéne, les
chaleurs d’ionisation des radicaux <« oxygen linked » responsables
de la libération des protons de Bohr (Wyman, 1948), les chaleurs
d’ionisation des différents systémes tampons présents dans le milieu
et qui vont réagir avec ces protons (RoucHTON, 1935). Dans le cas
de I'hémoglobine d’Arenicola marina, ce dernier facteur est peut-
étre parmi les plus importants, compte tenu du pouvoir tampon
particulier de ce pigment (TouLmonp, 1971, 1977 a). AH apparait
donc comme une somme de variables dont I'importance relative est
susceptible de varier en raison de facteurs intrinséques (origine
du pigment) et extrinséques. En particulier, comme AH varie avec
le pH, il est d'usage de mesurer la chaleur d’oxygénation d’un
pigment 4 pH constant et en I'absence de CO,. Malgré ces précau-
tions, la comparaison des chaleurs apparentes d’oxygénation de
pigments respiratoires d’origine différente reste trés délicate. De
plus, la signification physiologique des valeurs ainsi mesurées
apparait assez douteuse. On sait en effet que, chez la plupart des
animaux a respiration aquatique, les variations de la température
ambiante induisent des changements appréciables du pH sanguin,
la pression partielle de CO, restant faible et pratiquement constante
(RANDALL et CAMERON, 1973; TouLmonDp, 1977 b). Dans ces condi-
tions, il nous est apparu utile d’évaluer un AH fonctionnel, calculé
4 partir des valeurs mesurées in vivo dans le sang d’animaux
acclimatés a différentes températures (pH variable et Pg,, compris
entre 0,5 et 1,7 torr, Tabl. III). On trouve alors AH = — 11,4 keal .
mole—1, Cette valeur n’est évidemment comparable 4 aucune de
celles qui sont citées dans la littérature, puisqu’elle est mesurée a
pH variable. Par contre, elle s’accorde trés logiquement avec les
valeurs de AH trouvées précédemment in vitro, lorsque Po, est
compris entre 0,3 et 2 torr (Fig. 5). Ces derniéres valeurs ont donc
en elles-mémes une signification physiologique qui fait défaut aux
valeurs de AH mesurées a pH constant.

On notera par ailleurs que les valeurs de P;, mesurées in vivo
sont cohérentes avec celles qui ont été mesurées a diverses tempé-
ratures, in pitro, sur le sang d’animaux acclimatés a 15 °C (Fig. 4).
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L’acclimatation n’a donc pas d’effet sur I'affinité du pigment respi-
ratoire. Chez I’Arénicole, il semble done qu'il n’y ait pas de régula-
tion physiologique de cette affinité, contrairement a ce qui a pu
étre mis en évidence chez le crabe Carcinus maenas (TRUCHOT,
1975).

V. — CONCLUSIONS

Pour remplir efficacement son réle de transporteur d’oxygéne,
un pigment respiratoire doit avoir une affinité variable pour ce gaz,
telle qu’elle permette 4 la fois la fixation de I'oxygéne au niveau
des branchies ou des poumons (Pj, minimum) et sa libération au
niveau des tissus (P;, maximum). Chez I’Arénicole, les variations
de Pj, apparaissent uniquement liées a celles du pH, de la tempé-
rature et de la composition en ions du sang. Ce dernier facteur
étant considéré comme constant, quelle peut étre 'influence du pH
et de la température sur le transport de I'oxygeéne par le sang ?

Lorsque la température augmente, au-dessus d’'une température
moyenne comprise entre 10 et 15 °C, I'affinité du pigment pour
Poxygeéne diminue. Aux températures les plus élevées (25 °C), cet
effet thermodynamique tend & s’annuler, le phénoméne étant ren-
forcé par la chute correspondante du pH sanguin. Cependant, cette
méme chute du pH a pour effet propre de diminuer I'affinité du
pigment. Au total, la fixation de 'oxygéne au niveau des branchies
est rendue plus difficile. Au contraire, au niveau des tissus, la libé-
ration de ce gaz est favorisée, 'effet Bohr étant trés important et
I'acidose respiratoire et métabolique maximale du fait d’un méta-
bolisme accru.

Inversement, lorsque la température diminue, l'affinité du
pigment pour l'oxygéne augmente. Le phénoméne est accentué par
I'augmentation corrélative du pH sanguin. La fixation de I'oxygeéne
au niveau des branchies est donc trés favorisée. Aux températures
les plus basses (entre 0 et 5 °C), 'affinité devient telle qu'on peut
se demander si la libération de 'oxygéne au niveau des tissus reste
possible. En effet, 4 ces températures extrémes, I’acidose doit dimi-
nuer considérablement du fait de 'augmentation de la solubilité
du CO, et du fait de la réduction du métabolisme cellulaire. Dans
ces conditions, l'effort Bohr, bien que potentiellement important,
peut ne plus étre fonctionnel. Le pigment reste alors saturé en
oxygéne dans toutes les parties du compartiment circulatoire et ne
joue plus aucun role dans le transport de ce gaz.
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Les données qui permettraient de tester ce double schéma sont
peu abondantes. L’Arénicole, Arenicola marina (L.), est une espéce
d’eaux tempérées a froides, trés commune sur toutes les cotes de
I’Atlantique Nord situées entre le 40° et le 75° parallele. D’apres
WELLs (1963), la limite sud de son aire de répartition coincide
avec I'isotherme de 20 °C, température des eaux de surface en été.
Cependant, la trés forte mortalité qui peut étre observée chez des
Arénicoles élevées a 25,7 °C n’est pas due a une incapacité du pig-
ment respiratoire a4 fixer I'oxygéne au niveau des branchies : chez
les survivants, ’hémoglobine contenue dans le sang prébranchial
est saturée a 93 % (TourLmonDp, 1977 b). A 15 °C, ce pourcentage
varie entre 88 et 91 %, les deux tiers de 'oxygéne consommé étant
transportés sous forme d’oxyhémoglobine (TouLmonp, 1973, 1975).
Par contre, il est possible qu'aux températures plus basses régnant
par exemple en hiver dans la partie la plus septentrionale de I’aire
de répartition de I'espéce, le pigment ne joue plus aucun role dans
le transport de I'oxygéne, D’aprés KriiGer (1964), la demande méta-
bolique en oxygéne de I’Arénicole est divisée par quatre lorsque la
température passe de 25 a 5 °C. En méme temps, la solubilité de
I'oxygéne dans le sang est multipliée par 1,5. Dans ces conditions,
il est possible que 'oxygene transporté du milieu extérieur vers les
cellules sous forme dissoute suffise a satisfaire la demande. L’Aré-
nicole illustrerait alors parfaitement ’hypothése de ManGcum (1976 a)
selon laquelle, en ’absence de régulation ventilatoire, circulatoire
ou biochimique, les pigments respiratoires des Poikilothermes
aquatiques des régions tempérées ne peuvent fonctionner correcte-
ment comme transporteurs d’oxygéne que pendant une partie de
I’année.

RESUME

L’action du pH et de la température sur l'affinité pour l'oxy-
géne de I'hémoglobine extracellulaire d’Arenicola marina a été
analysée dans deux situations expérimentales différentes : i) situa-
tion « in vitro », dans laquelle 'affinité a été mesurée dans diverses
conditions de température et de pH, sur des fractions aliquotes
d’un échantillon unique de sang prébranchial, prélevé chez des
animaux naturellement acclimatés a 15-16 °C; 1i) situation «in
vivo », dans laquelle I'affinité a été mesurée sur huit échantillons
de sang prébranchial prélevés chez des animaux expérimentale-
ment acclimatés 4 huit températures différentes, les mesures d’affi-
nité étant effectuées aux températures d’acclimatation et aux valeurs
de P, observées in vivo.
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Les résultats obtenus montrent que Paclimatation n’a pas
d’effet sur I'affinité du pigment. La température n’a que peu d’in-
fluence sur l'effet Bohr, qui est important a toutes les températures
comprises entre 5 et 25 °C. L’effet propre de la température est par
contre modulé par le pH : «in vitro», la valeur de AH, chaleur
apparente d’oxygénation de la molécule de pigment, varie considéra-
blement entre 5 et 25 °C, étant d’autant plus élevée que la tempé-
rature considérée est plus basse et que le pH est plus alcalin.
Mesurée dans les conditions qui prévalent in vivo, c’est-a-dire a
Poo, faible et constant et 4 pH variable, la valeur de AH est de
l’orflre de — 11,4 kecal . mole—!. L’influence possible des variations
de l'affinité du pigment sur le transport de I'oxygéne par le sang
est analysée en fonction des données obtenues.
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Note ajoutée sur épreuves (5 novembre 1980).

Depuis I’acceptation de notre manuscrit, nous avons eu connaissance
de plusieurs résultats nouveaux concernant la valeur de AH, chaleur
apparente d’oxygénation de I’hémoglobine de plusieurs espéces d’Aréni-
colidés.

ManeuMm, C.P., 1978 (Communication personnelle) trouve chez Areni-
cola cristata des valeurs de AH comprises entre —4,9 et — 13,3
kcal . mole—1 pour des températures comprises entre 6 et 21 °C. D’aprés
ces résultats, la valeur absolue de AH est d’autant plus élevée que la
température est plus basse.

RasmusseN, K.K. et R.E. WEBER, 1979, Ophelia, 18 : 151-170, confir-
ment les résultats déja cités de WEBER (1972). D’aprés ces auteurs, chez
Arenicola marina, AH est constant (— 6 kcal . mole—1 entre 5 et 20 °C.

WEeLLs, R.M.G., 1980 (Communication personnelle) trouve que chez
I’espéce néo-zélandaise Abarenicola affinis, AH est constant (— 8,6 kcal .
mole—1) entre 15 et 25 °C.

Tous ces résultats ont été obtenus in vifro, a pH constant, et
doivent étre comparés aux valeurs de AH que nous avons mesurées
dans des conditions similaires (Fig. 2, Tabl. II). Cette comparaison
conduit 4 opposer nos résultats et ceux de Mangum aux résultats de
RasmusseEN, WEBER et WELLs. Cette opposition est peut-étre réelle. Elle
peut aussi résulter simplement du fait que RasMusseN, WEBER et WELLS
donnent une valeur moyenne de AH, calculée pour un seul intervalle
de température. Dans ces conditions, AH ne peut étre que constant,
quelle que soit la température, et sa valeur ne peut étre que moyenne,
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comprise par exemple entre les valeurs extrémes trouvées par MaNgum
(—4,9 et —13,3 kecal . mole—1) et par nous-méme (— 4,3 et — 10,8 keal .
mole—1).

En définitive, ces résultats confirment certaines de nos conclusions :
1) il est difficile de comparer des valeurs de AH mesurées par des
auteurs différents; 2) il est hasardeux de déduire de ces valeurs, ob-
tenues in vifro et 4 pH constant, des conclusions d’ordre physiologique
et concernant l'influence, in vivo, de la température sur le transport
de l'oxygéne par le pigment réspiratoire; 3) de telles conclusions ne
peuvent étre utilement tirées que de I'analyse de valeurs de AH mesu-
rées in vivo, dans des conditions de pH et Py, physiologiques ou, a la
rigueur, de valeurs de AH mesurées in vifro mais a valeur constante et
physiologique de P, (Fig. 5). :



