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Radiobiologia. — L’azione dello spermio irradiato nella feconda-
zione normale e nella psevidogamia delle planarie ™. Nota " del
Corrisp. Mar1o Benazzi,

Nel 1911 O. Hertwig mise in luce un fatto di notevole rilevanza bio-
logica: fecondando uova di rana con spermi esposti all’azione del radio con-
statd che fino ad una certa dose I'aumento della irradiazione determina un
incremento nella mortalita embrionale e nella produzione di anomalie, mentre
‘¢con dosi pitt elevate lo sviluppo si compie regolarmente, dando larve apparen-
temente normali. Il grande embriologo tedesco spiegd questo risultato parados-
sale, ammettendo che gli spermi meno danneggiati siano in grado di effet-
tuare la singamia e determinare cosi la formazione di costituzioni letali o
abnormi, mentre gli spermi piti gravemente danneggiati possono solo pene-
trare nell’'uovo e stimolarne lo sviluppo ginogenetico. La irradiazione permette
quindi di dissociare la funzione attivatrice dello spermio da quella legata
all’apporto del materiale cromosomico paterno. ‘

L'« effetto Hertwig» & stato confermato da successivi sperimentatori,
ad esempio da Rugh (1939) in Rana pipiens; egli ha stabilito che irradiando
gli spermi con raggi X in dosi comprese tra 15 e 10.0007 si ha un graduale
aumento della mortalita, fino a raggiungere il 98,4 °/,, mentre con dosi di
50.000 7 il 90,5 °/, degli embrioni schiude; lo sviluppo di questi ultimi & evi-
dentemente ginogenetico ed infatti il loro aspetto ricorda quello degli aploidi
ottenuti per altre vie. Una conferma ancor pil evidente della interpretazione
di Hertwig ¢ stata data poi dalle esperienze di irradiazione combinata con
la fecondazione ibrida. G. Hertwig (1913) vide infatti che fecondando uova
di Bufo vulgaris con spermi normali di Rana temporaria lo sviluppo si arresta
alla gastrulazione, mentre se gli spermi sono prima intensamente irradiati
si ottengono larve simili a quelle di Bufo, ovviamente originate per ginoge-
nesi. Risultati simili sono stati conseguiti nell’incrocio tra R. pipiens e R. ca-
tesbiana, (Rugh e Exner 1940), come pure in Urodeli (Fischberg 1947) ed in
altri animali. '

In tutti i casi ora ricordati si tratta di ginogenesi sperimentale, realiz-
zata cio¢ in organismi che, normalmente, si sviluppano solo per anfigonia.
Mi ¢ parso quindi interessante studiare gli effetti della irradiazione sperma-
tica'in organismi in cui la ginogenesi (pseudogamia) rappresenta la modalita
normale di riproduzione, come accade in certe razze di planarie.

Ricerche mie e di miei collaboratori (G. Benazzi Lentati, Lepori) hanno
dimostrato appunto che in alcuni Tricladi d’acqua dolce (Dugesia lugubris,
D. benazzii del gruppo gonocephala, Polycelis nigra e P. tenuis) esistono

(*) Ricerche eseguite nell’Istituto di Zoologia e Anatomia comparata dell’Universita
di Pisa con un contributo del C.N.R.
(**) Presentata nella seduta del 10 marzo 1962. .
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biotipi anfimittici e biotipi pseudogamici, questi ultimi (almeno per quanto
finora noto) tutti poliploidi. Nei biotipi anfimittici la testa spermatica evolve
normalmente dando un pronucleo che si fonde con quello femminile; nei bio-
tipi pseudogamici la testa spermatica presenta solo una iniziale evoluzione in
pronucleo, poi degenera (in qualche caso puod essere emessa con un polocita).

Io mi sono quindi proposto di stabilire quale azione esplichi la irradia-
zione dello spermio, a seconda che esso sia destinato a compiere la normale
anfimissi, oppure agisca solo come attivatore dell'uovo. A tale scopo ho
compiuto una serie di esperienze consistenti nella irradiazione zz fofo di un
individuo adulto, che veniva poi immediatamente accoppiato con un individuo
adulto normale di biotipo anfimittico oppure pseudogamico. E opportuno
ricordare al riguardo che lo spermio proveniente da individuo di biotipo
pseudogamico & atto ad evolvere in pronucleo ed a dare normale singamia
se penetra in uovo anfimittico, mentre lo spermio proveniente da individuo
di biotipo anfimittico non di singamia se penetra in uovo pseudogamico. Cio
significa che I'evoluzione dello spermio & condizionata dall'uovo e pertanto
nelle mie esperienze non ha importanza se lo spermio proviene da biotipo
anfimittico o pseudogamico, ma solo la modalitd di sviluppo dell’uovo.

La specie scelta ¢ stata Dugesia lugubris, particolarmente idonea a tali
studi, per la notevole feconditd in laboratorio (almeno di certe popolazioni),
per la varieta dei fenotipi cromatici (che permette di scegliere per I'accoppia-
mento individui facilmente distinguibili) e per la costante assenza di casi di
autofecondazione (i quali ovviamente altererebbero i risultati). Ho usato popo-
lazioni del biotipo diploide anfimittico e dei due biotipi pseudogamici: triplo—
esaploide e triploide asinaptico nella linea femminile (cfr. Benazzi 1957).

Animali sottoposti a dosi anche notevoli di raggi X ® sono all’inizio
del tutto normali e possono compiere la copula. Gli esemplari non irradiati
venivano quindi separati, dopo qualche giorno, dal partner irradiato ed i
primi bozzoli da loro deposti esaminati per controllare se la fecondazione
fosse avvenuta; in caso positivo i bozzoli successivi erano conservati fino
all’epoca della schiusa, oppure aperti dopo un vario numero di giorni per
studiarne il contenuto. Come ho ricordato in una Nota precedente (Benazzi
1962), I'esame del bozzolo al binoculare permette di accertare se lo sviluppo
procede regolarmente o se si arresta.

I risultati finora conseguiti dimostrano chiaramente che l'effetto della
irradiazione ¢ diverso a seconda che lo spermio penetri in uovo anfimittico
oppure pseudogamico. Nel primo caso, spermi di individui che hanno rice-
vuto da 2000 a 30007 possono compiere una normale anfimissi; lo zigote si
segmenta e talora giunge a dare piccoli embrioni sferici, ma poi lo sviluppo
si arresta. L’esame microscopico dimostra infatti la presenza di blastomeri
morti, col nucleo degenerato, mentre ben conservato & il nucleo delle cel-

(1) Nelle prime esperienze mi sono valso di un apparecchio Siemens dell’Istituto Radio-
logico dell’Universita di Pisa a 200 KV e 15 mA; dallo scorso anno usufruisco invece di un
apparecchio « Gilardoni Dermoplesio MD », 100 KV e 10 mA, fornitomi dal C.N.R.
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lule vitelline. Ovviamente lo spermio irradiato origina una costituzione gene-
tica letale, la quale determina il precoce arresto dello sviluppo.

Finora un solo uovo anfimittico, fecondato da spermio che aveva avuto
un irraggiamento di 30007, ha proceduto nello sviluppo dando un nato nor-
male. Ulteriori ricerche potranno meglio chiarire la natura ed i limiti del-
leffetto letale della irradiazione spermatica, anche in rapporto alle dosi;
fin d’ora pero ¢ interessante rilevare che tale effetto si manifesta con moda-
lita simili a quelle della irradiazione diretta dell’uovo appena fecondato od
all'inizio dello sviluppo, che io ho illustrato in una Nota precedente (1962).

Ben diverso & invece il comportamento dell'uovo pseudogamico, che
puo svilupparsi normalmente e dare nati vitali anche se ha ricevuto uno
spermio irradiato con dosi da 3000 a 5000 7. Ovviamente la funzione attiva-
trice dello spermio non viene alterata dall’irraggiamento, e questo si accorda
con quanto era noto dalle sopracitate ricerche degli Hertwig e di altri stu-
diosi: ad esempio, sec. Rugh e Exner (loc. cit.) gli spermi di R. catesbiana
conservano [l’azione attivante anche dopo trattamento con 120.0007 di
raggi X @. Nel caso delle planarie i limiti di tale resistenza non sono stati
ancora precisati. Si deve poi tener presente che nelle uova pseudogamiche,
come in quelle anfimittiche, 'azione attivatrice dello spermio non si mani-
festa solo nel provocare la segmentazione, ma determina anzitutto la rego-
lazione delle attivita centromerico-fusali e, conseguentemente, lo svolgi-
mento della maturazione, che nell’'uovo vergine resta bloccata alla prometa-
fase I (cfr. Benazzi Lentati 1960, Puccinelli 1961). Sara quindi interessante
indagare se la irradiazione possa avere una azione inibitrice differenziale
su tali attivitd dello spermio.

Desidero infine rilevare che nelle esperienze ﬁno ad ora realizzate sulle
planarie non ho potuto ottenere I'« effetto Hertwig », provocare cioé lo svi-
luppo ginogenetico di uova anfimittiche mediante l'azione di spermi suffi-
c1entemente irradiati; anche su tale questione sono in corso ulteriori indagini,
faccio tuttav1a presente, che da ricerche di altro tipo compiute nel nostro
Istituto ¢ risultata la incapacitad di uova aploidi a svilupparsi.
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