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Em briologia sperim entale. —  L e  fe r tiliz in e  delVuovo d iA sc id ie  (*\ 
N ota di S a l v a t o r e  M e t a f o r a  e F r a n c e s c a  R e s t i v o ,  presentata (**} 
dal Corrisp. P. P a s q u i n i .

I n t r o d u z io n e .

In  ricerche precedenti [ i—8] è s ta to  d im ostrato  che le uova vergini di 
alcune specie di Ascidie, se lasciate soggiornare per un certo tem po in acqua 
di m are, liberano in essa delle sostanze che giuocano un ruolo im portan te 
nella fecondazione (fertilizine) : l’acqua di m are contenente tali sostanze 
è com unem ente d e tta  « acqua di uova ».

M inganti [8] da una serie di esperienze concernenti le p roprie tà  posse­
dute dall’« acqua di uova » di Ascidie ha tra tto  le seguenti conclusioni: a) 
l ’acqua di uova possiede le capacità  di a ttiv a re  e agglutinare gli spermi ; 
b) queste p roprie tà  sono re la tivam ente speciospecifiche ; c) il principio « a t t i ­
vante » è term ostabile e sensibile alla luce ; d) l ’acqua o tten u ta  da uova 
p rivate  dalla loro m em brana, possiede anch’essa potere agglu tinante ed 
a ttivan te .

Nella presente N ota  sono riferiti i risu lta ti di alcune esperienze intese 
a po rtare  una conoscenza m aggiore sulle fertilizine dell’uovo di Ascidie.

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

Le esperienze sono s ta te  condotte su uova e spermi di d o n a  intestinalis.
a) L ’adqua di uova è s ta ta  o tten u ta  lasciando soggiornare (più o 

meno) uova provviste o prive delle m em brane in acqua di m are equiva­
lente a 20-30 volte il loro volum e; le uova vennero elim inate dall’acqua 
con centrifugàzione a mano.

b) Gli om ogenati sono s ta ti o tten u ti a partire  da una sospensione 
in H aO di m are di uova o em brioni (omogenizzazione in P o tte r per 2 min. a 
freddo); l’om ogenato fu successivam ente centrifugato e il supernatan te, rac­
colto, fu messo a confronto con gli spermi.

c) Le prove di a ttivazione e agglutinazione degli spermi furono fa tte  
aggiungendo una o due gocce di sperm a ad una o più gocce di acqua di uova; 
le pro^e di a ttivazione furono eseguite anche con il m etodo ben conosciuto 
dei capillari.

(*) Lavoro eseguito presso l’Istituto di Zoologia dell’Università di Palermo, sotto la 
direzione del prof. G. Reverberi.

(**) Nella seduta del 20 aprile 1963.
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R is u l t a t i .

I. -  U na prim a serie di esperienze è s ta ta  seguita adoperando acqua 
di uova o tten u ta  a p a rtire  rispettivam ente  da uova (con o senza m em brana) 
vergini, fecondate e a vari stadi d i sviluppo.

i° Acqua d i uova da uova vergini. Le uova m unite di m em brana, 
furono fa tte  soggiornare in acqua di m are pura o addizionata di antibiotici 
per 6 h, 12 h, 24 h e 72 h ; successivam ente l’acqua senza le uova venne sag­
g ia ta  su spermi freschi. Il risu lta to  è im ponente : in pochi secondi si ha 
vivissim a attivazione del m ovim ento e in tensa agglutinazione degli spermi.

L ’attivazione ha inizio con un im m ediato e vivace aum ento  della m o­
tilità  degli spermi. Questi ordinariam ente presentano lievi m ovim enti ondu­
latori con scarsa capacità di traslazione ; in presenza di acqua di uova invece 
si determ ina in essi un am pio m oto di traslazione che li po rta  a spostarsi, 
in m aniera via via sem pre più frenetica, da un pun to  all’altro  del campo 
di osservazione. Dopo un acme il m ovim ento gradualm ente diminuisce.

L ’agglutinazione avviene quasi contem poraneam ente al fenomeno del­
l’attivazione: il num ero degli spermi che si agglutinano va progressivam ente 
aum entando  fino a raggiungere un massimo in corrispondenza dell’acme 
di a ttivazione. A  questo punto , so tto  il campo microscopico, i fiocchetti 
sfrecciano in ogni direzione.

I fiocchetti sono costitu iti da spermi un iti esclusivam ente per la testa, 
in num ero variabile da 3-4  fino a ió - i8 .

Col dim inuire del m ovim ento frenetico degli spermi (uno-due m inuti 
dall’inizio) i fiocchetti perdono il loro m oto traslatorio.

L ’agglutinazione è irreversibile: dopo u n ’ora i fiocchetti sono ancora 
come al principio.

2° Acqua d i uova da uova fecondate. L ’acqua di queste uova (provviste 
di mepabrana) non esercita alcuna attivazione o agglutinazione sugli spermi.

3° Acqua di uova ottenuta da uova (^provviste d i membrane) in segmenta­
to n e  e da embrioni a vari stadi d i sviluppo (4 blast., morule, blastule, gastrule, 
neuruje, larve arro to la te , larve n a tan ti, larve m etam orfosate). Q uest’acqua 
non ha alcun potere a ttiv an te  nè agglutinante.

4° Gli esperim enti (1—2-3) rip e tu ti con uova o em brioni privi d i mem­
brana, forniscono risu lta ti rispettivam ente identici. ^

5° Le membrane ovulari isolate m eccanicam ente esercitano una attrazione 
sugli spermi, che vi si condensano: se però le m em brane sono sottoposte più 
volte a lavaggio, gli spermi non vi si addensano più. L ’acqua nella quale 
soggiornano per 24 h m em brane di uova previam ente lavate, non causa alcun 
fenomeno di attivazione e di agglutinam ento.

Dja questo prim o lo tto  di risu lta ti può dedursi : a) che la fertilizina
è secréta dall’uovo e non dalle m em brane ; b) che essa è presente in notevoli 
q u an tità  nell’uovo vergine; c) che essa, o non è presente o non diffonde nel­
l’uovo fecondato e negli em brioni di diversi stadi di sviluppo: negli espe-
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rim enti in II verrà d im ostrato  che essa è presente anche nell’uovo fecondato 
e negli em brioni, m a che non diffonde all’esterno.

IL  -  U n a  seconda serie di esperim enti è s ta ta  eseguita utilizzando il 
supernatante di omogenati di uova (con o senza m em brane) vergini, fecondate 
o a vari stad i di sviluppo.

i° Supernatante da uova vergini (con membrane). A ttiv a  il m ovim ento 
degli spermi e li agglutina in piccole stelline.

2° Supernatante da uova fecondate {munite di membrane). A ttiv a  il 
m ovim ento degli spermi e li agglutina in piccole stelline.

30 Supernatante da uova (con membrane)'a vari stadi di sviluppo (4 blast., 
m orula, blastu la, gastru la , neurula, larva arro to la ta, larva natan te , larva 
m etam orfosata). A ttiv a  e agglutina in piccole stelline gli spermi.

40 Supernatante da uova previamente private di membrana {vergini, fecon­
date e a vari stadi di sviluppo). Si ha sem pre attivazione e agglutinazione a 
piccole stelline degli spermi.

Q uesti risu lta ti suggeriscono che la fertilizina è presente anche nelVuovo 
fecondato, e perfino nelle cellule degli embrioni fino a larva m etam orfosata.

I I I .  -  U n a  terza serie di esperim enti è s ta ta  eseguita utilizzando il su­
pernatante d i omogenati di ovario e di Ciona adulta.

i° Supernatante d i ovario. Non a ttiv a  e non agglutina gli spermi freschi.
2° Supernatante da animale adulto (p rivato  di uova, spermi, gonadi, feci 

e tunica). Non a ttiv a  e non agglutina spermi freschi.
I dati o tten u ti sono riassunti nella tabella seguente :

T a b e l l a  r ia s s u n t iv a .

Supernatante 
da omogenati 
di uova con 

Membrana

Supernatante 
da omogenati

Acqua 
di uova con

Acqua 
di uova

Stadi di uova nude membrane nude Supernatante Attiv. Aggi-

Attiv. Aggi. Attiv. Aggi. Attiv. Aggi. Attiv. Aggi.

Verg. . . + A A A A A A A
Da ovario

Fee. + A A A — — — —

L. Blast. . A A' A  - A — — — —
Da Ciona adulta

Mor. . . A •A A A — ■—■ — —

Bl. . . .

Gastr. . .

A

A

,A

. A

A

A

A  • 

A : : : : Acqua 
di membrane Attiv. Aggi-

Neur. . . A .+ A A — — — — Acqua
di membrane __ __

L. Arr.. . A A A A — — — -— lavate

L. Nat. . A A A A — — — — Acqua
di membrane d= A

L. Metani. A A A A non lavate
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C o n c l u s io n i .

In  base ai da ti così raccolti, possiamo concludere :
i° che i due fa tto ri, a ttiv an te  e agglutinante, sono entram bi contenuti 

nell’uovo vergine e da questo vengono versati nell’acqua circostante ;
2° che i due fa tto ri sono presenti anche nell’uovo fecondato e negli 

em brioni a vari stad i di sviluppo, m a che essi non passano nell’am biente 
esterno ;

30 che la fecondazione blocca la emissione delle fertilizine nell’am biente 
e che ciò non è a ttribu ib ile  ad alterazione della perm eabilità delle m em brane 
periovulari ;

40 che le m em brane non secernono la fertilizina ; la fertilizina secreta 
dall’uovo, però, le im pregna e può renderle, così, attive.
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