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ricerca e studio. Non è consentito l’utilizzo dello stesso per motivi commerciali. Tutte le
copie di questo documento devono riportare questo avvertimento.

Articolo digitalizzato nel quadro del programma
bdim (Biblioteca Digitale Italiana di Matematica)

SIMAI & UMI
http://www.bdim.eu/

http://www.bdim.eu/item?id=RLINA_1963_8_34_1_62_0
http://www.bdim.eu/


Ó2 Lincei -  Rend. Sc. fis. mat. e nat. -  Voi. XXXIV -  gennaio 1963

Embriologia chimica. — Ricerche prelim inari sulla presenza e 
la localizzazione di alcuni enzim i negli ovari d i Ascidie  (*}. Nota di 
E l e o n o r a  P a t r ic o l o , presentata (*#) dal Corrisp. P. P a s q u i n i .

Le ricerche intese a stabilire se nelle diverse fasi dello sviluppo del
l ’uovo di Ascidie vi è una localizzazione di enzimi in alcuni territo ri hanno 
p o rta to  ai seguenti risu lta ti.

L a citocrom o-ossidasi [1], la succino-deidrogenasi [2], alcune peros- 
sidasi [3] possono m ettersi in evidenza in epoche assai precoci dello sviluppo, 
sono legate ai m itocondri e, come questi, sono localizzate principalm ente 
nel territo rio  di origine della m uscolatura; le fosfatasi alcaline [4], la coli- 
nesterasi [5], la dopa-ossidasi [6] si m anifestano tard ivam ente  (alla neu- 
rulazione), non hanno nulla a che fare con i m itocondri e sono localizzate 
nel territo rio  dell’in testino  p rim itivo  (fosfatasi), o del sistem a nervoso e 
della m uscolatura (colinesterasi), o del cervello (dopa-ossidasi).

Q uesti r isu lta ti hanno aperto  il problem a della genesi di questi ed a ltri 
enzimi: allo scopo è sem brato  ovvio il portare  la ricerca in n an zitu tto  sul
l’uovo al principio del suo sviluppo. T ale ricerca, fino a questo m om ento 
non è s ta ta  fa tta , né con i m etodi chimici né con i m etodi citochimici.

R ecentem ente l ’applicazione dei m etodi citochim ici aH’ovario delle 
Ascidie è s ta ta  fa tta  da Cowden [7]; m a in generale si può afferm are che la 
ricerca della esistenza e della topografia degli enzim i nell’ovario degli In 
v erteb ra ti è s ta ta  poco curata , fa tta  eccezione per le fosfatasi (cfr. [8], [9], 
[io], [11]).

M a t e r ia l e  e  m eto d o .

Le ricerche sugli enzim i sono, com ’è noto, partico larm ente delicate 
a causa della loro instab ilità . M olte difficoltà al riguardo possono essere su
p era te ' evitando  i mezzi che li denaturano: il modo m igliore è l’uso delle 
basse tem perature. In  questa ricerca si fece, perciò, ricorso al criostato; il 
m etodo seguito fu  il seguente: disidratazione degli ovari in essiccatore per 
5 0 6  ore a o°; im mersione in soluzione di saccarosio 1,1 M per alcune ore: 
il saccarosio penetra  gradualm ente nell’interno degli ovari im bibendoli; 
congelam ento in saccarosio 1,1 M con C02 .

Le sezioni tag liate  a io  (J- riescono abbastanza bene e le s tru ttu re  ci
tologiche sono conservate. Sulle sezioni così o tten u te  furono condotte delle 
colorazioni specifiche, allo scopo di individuare le diverse s tru ttu re ; ciò fatto , 
furono eseguite alcune reazioni enzim atiche tipiche.

(*) Le presenti ricerche furono eseguite presso la Stazione Zoologica di Napoli con 
un contributo del C.N.R. Ringrazio il dr. P. Dohrn e il personale per la gentile ospitalità.

' (**) Nella seduta del 12 gennaio 1963.
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O s se r v a z io n i.

A) C o l o r a z i o n i .

a) Verde di metil pironina\ gli ovociti del i° e del 2° stadio presentano 
il citoplasm a e il nucleolo colorati di un  rosso intenso; gli ovociti del 30 stadio 
presentano il citoplasm a rosa e il nucleolo rosso intenso. Le cellule testali 
e follicolari sono incolori.

b) Emallume ed eosina: gli ovociti del i° e del 20 stadio presentano 
il citoplasm a ed il nucleolo viola scuro, m olto intenso; gli ovociti del 30 stadio 
hanno il citoplasm a viola chiaro e il nucleolo viola scuro. Le cellule testali 
prendono un  colore violaceo, colore che si riscontra anche nel nucleo delle 
cellule follicolari.

c) Rosso neutro', gli ovociti del i° e del 2° stadio presentano il 
citoplasm a e il nucleolo rosso chiaro; gli ovociti m atu ri presentano il cito
plasm a rosella e il nucleolo rosso. Le cellule testali e follicolari non si colo
rano.

d) Bleu di Toluidina\ si ha colorazione m etacrom atica. Gli ovociti del 
i° e del 2° stadio  presentano il citoplasm a e il nucleolo bleu scuro; gli ovociti 
del 30 stadio hanno il citoplasm a azzurro pallido. Le cellule testali presen
tano  granuli rosso violaceo; le cellule follicolari non si colorano.

e) Verde d i metile', colorazione m etacrom atica. Gli ovociti del i° e 
del 20 stad io  presentano il citoplasm a e il nucleolo verde-azzurro; gli ovociti 
del 30 stadio hanno il citoplasm a viola pallido. Le cellule testali presentano 
granuli rosso violaceo e le cellule follicolari restano incolori.

B) R e a z i o n i  s pe c i f  i c h e p e r  a le u  n  i e n z i m  i.

Sono s ta ti presi in considerazione questi enzimi; perossidasi e fosfa
tasi alcaline. Furono o tten u ti i seguenti risu ltati.

a) Perossidasi'. per le perossidasi fu seguito il m etodo della benzi- 
dina. F u  p rep ara ta  una soluzione acquosa di benzina acidificata con acido 
acetico glaciale [12]. Al m om ento della reazione, sulle sezioni, alla benzi- 
d ina si aggiungevano alcune gocce di H 20 2 a 20 voi.

U na colorazione bleu apparve so ltan to  nel citoplasm a degli ovociti del 
i° e del 20 stadio; gli ovociti m atu ri non presentarono reazione alcuna. D e
bole colorazione delle cellule testali.

b) Fosfatasi alcaline', per le fosfatasi furono im piegati due m etodi, 
e cioè, del n itra to  di cobalto secondo Gomori con la variante di Danielli [13] 
e del n itra to  di argento secondo von Kossa nella modificazione di Osawa [14]. 
Il su b stra to  usato  fu il (3—glicerofosfato di sodio che fu omesso nei controlli. 
Le sezioni furono controcolorate con eosina. Con entram bi i m etodi la 
reazione fu positiva, differendo so ltan to  in una gradazione di colore; nera
s tra  per il n itra to  di cobalto, m arrone per il n itra to  di argento.



64 Lincei -  Rend. Sc. fis. mat. e nat. -  Voi. XXXIV -  gennaio 1963

Presenza di fosfatasi alcaline risultò  nel nucleo di tu tti  gli ovociti, nelle 
cellule testali circondanti gli ovociti m aturi, nella zona centrale delle cellule 
follicolari. Il citoplasm a e il nucleolo degli ovociti a tu tti  gli stadi di sviluppo 
non dettero  reazione.

C o n s id e r a z io n i.

I risu lta ti su esposti sono da considerarsi solo come orien ta tiv i.
L a  presenza di fosfatasi alcaline nel nucleo degli ovociti trova spiega

zione (se non si t r a t ta  di un a rte fa tto  di tecnica) am m ettendo  una relazione 
dell’enzim a con il m etabolism o degli acidi nucleici [15].

Per le perossidasi, l’assenza dell’enzim a nell’ovocita m atu ro  potrebbe 
spiegarsi supponendo che l’enzim a è in q u an tità  così m inim e da non essere 
rivelabile con la reazione.

U lteriori prove, com unque, daranno la risposta definitiva alla localiz
zazione di questi e di a ltri enzimi. È  da sottolineare in ogni m odo il van- 
taggio della tecnica adoperata.
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