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Embriologia chimica.

Ricerche preliminari sulla presenza e
la localizzazione di alcunt enzimi negli ovari di Ascidie ©. Nota di
ErLeonorA PatricOLO, presentata ¢? dal Corrisp. P. PasqQuint.

Le ricerche intese a stabilire se nelle diverse fasi dello sviluppo del-
I'uovo di Ascidie vi & una localizzazione di enzimi in alcuni territori hanno
portato ai seguenti risultati.

La citocromo-ossidasi [1], la succino-deidrogenasi [2], alcune peros-
sidasi [3] possono mettersi in evidenza in epoche assai precoci dello sviluppo,
sono legate ai mitocondri e, come questi, sono localizzate principalmente
nel territorio di origine della muscolatura; le fosfatasi alcaline [4], la coli-
nesterasi [5], la dopa—ossidasi [6] si manifestano tardivamente (alla neu-
rulazione), non hanno nulla a che fare con i mitocondri e sono localizzate
nel territorio dell’intestino primitivo (fosfatasi), o del sistema nervoso e
della muscolatura (colinesterasi), o del cervello (dopa-ossidasi).

Questi risultati hanno aperto il problema della genesi di questi ed altri
enzimi: allo scopo ¢ sembrato ovvio il portare la ricerca innanzitutto sul-
I'uovo al principio del suo sviluppo. Tale ricerca, fino a questo momento
non & stata fatta, né con i metodi chimici né con i metodi citochimici.

Recentemente l’applicazione dei metodi citochimici all’ovario delle
Ascidie & stata fatta da Cowden [7]; ma in generale si pu&; affermare che la
ricerca della esistenza e della topografia degli enzimi nell’ovario degli In-
vertebrati ¢ stata poco curata, fatta eccezione per le fosfatasi (cfr. [8], [9],

[10], [11]).

MATERIALE E METODO.

Le ricerche sugli enzimi sono, com’¢ noto, particolarmente delicate
a causa della loro instabilita. Molte difficolta al riguardo possono essere su-
perate' evitando i mezzi che li denaturano: il modo migliore ¢ l'uso delle
basse temperature. In questa ricerca si fece, percio, ricorso al criostato; il
metodo seguito fu il seguente: disidratazione degli ovari in essiccatore per
5 0 6 ore a 0% immersione in soluzione di saccarosio 1,1 M per alcune ore:
il saccarosio penetra gradualmente nell’interno degli ovari imbibendoli;
congelamento in saccarosio 1,1 M con CO, .

Le sezioni tagliate a 10 W riescono abbastanza bene e le strutture ci-
'tologiche sono conservate. Sulle sezioni cosi ottenute furono condotte delle
colorazioni specifiche, allo scopo di individuare le diverse strutture; cio fatto,
furono eseguite alcune reazioni enzimatiche 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 ospitalita.
(**) Nella seduta del 12 gennaio 1963.
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OSSERVAZIONI.

A) Colorazioni.

a) Verde di metil pironina: gli ovociti del 1° e del 2° stadio presentano
il citoplasma e il nucleolo colorati di un rosso intenso; gli ovociti del 3° stadio
presentano il citoplasma rosa e il nucleolo rosso intenso. Le cellule testali
e follicolari sono incolori. ’

b) Emallume ed eosina: gli ovociti del 1° e del 2° stadio presentano
il citoplasma ed il nucleolo viola scuro, molto intenso; gli ovociti del 3° stadio
hanno il citoplasma viola chiaro e il nucleolo viola scuro. Le cellule testali
prendono un colore violaceo, colore che si riscontra anche nel nucleo delle
cellule follicolari.

) Rosso neutro: gli ovociti del 1° e del 2° stadio presentano il
citoplasma e il nucleolo rosso chiaro; gli ovociti maturi presentano il cito-
plasma rosella e il nucleolo rosso. Le cellule testali e follicolari non si colo-
rano.

d) Blewn di Toluidina: si ha colorazione metacromatica. Gli ovociti del
1° e del 2° stadio presentano il citoplasma e il nucleolo bleu scuro; gli ovociti
del 3° stadio hanno il citoplasma azzurro pallido. Le cellule testali presen-
tano granuli rosso violaceo; le cellule follicolari non si colorano.

e) Verde di metile: colorazione metacromatica. Gli ovociti del 1° e
del 2° stadio presentano il citoplasma e il nucleolo verde-azzurro; gli ovociti
del 3° stadio hanno il citoplasma viola pallido. Le cellule testali presentano
granuli rosso violaceo e le cellule follicolari restano ' incolori.

o

B) Reazioni specifiche per alcuni enzimi.

Sono' stati presi in considerazione questi enzimi: perossidasi e fosfa-
tasi alcaline. Furono ottenuti i seguenti risultati.

a) Perossidasi: per le perossidasi fu seguito il metodo della benzi-
dina. Fu preparata una soluzione acquosa di benzina acidificata con acido
acetico glaciale [12]. Al momento della reazione, sulle sezioni, alla benzi-
dina si aggiungevano alcune gocce di H,0, a 20 vol. '

Una colorazione bleu apparve soltanto nel citoplasma degli ovociti del
1° e del 2° stadio; gli ovociti maturi non presentarono reazione alcuna. De-
bole colorazione delle cellule testali.

b) Fosfatasi alcaline: per le fosfatasi furono impiegati due metodi,
e cio¢, del nitrato di cobalto secondo Gomori con la variante di Danielli [13]
e del nitrato di argento secondo von Kossa nella modificazione di Osawa [14].
I1 substrato usato fu il B-glicerofosfato di sodio che fu omesso nei controlli.
Le sezioni furono controcolorate con eosina. Con entrambi i metodi la
reazione fu positiva, differendo soltanto in una gradazione di colore; nera-
stra per il nitrato di cobalto, marrone per il nitrato di argento.
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Presenza di fosfatasi alcaline risultd nel nucleo di tutti gli ovociti, nelle
cellule testali circondanti gli ovociti maturi, nella zona centrale delle cellule
follicolari. Il citoplasma e il nucleolo degli ovociti a tutti gli stadi di sviluppo
non dettero reazione.

CONSIDERAZIONI.

I risultati su esposti sono da considerarsi solo come orientativi.

La presenza di fosfatasi alcaline nel nucleo degli ovociti trova spiega-
zione (se non si tratta di un artefatto di tecnica) ammettendo una relazione
dell’enzima con il metabolismo degli acidi nucleici [15].

Per le perossidasi, I'assenza dell’enzima nell’ovocita maturo potrebbe
spiegarsi supponendo che ’enzima ¢ in quantitd cosi minime da non essere
rivelabile con la reazione.

Ulteriori prove, comunque, daranno la risposta definitiva alla localiz-
zazione di questi e di altri enzimi. E da sottolineare iri ogni modo il van-
taggio della tecnica adoperata.
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