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Biologia. — Sviluppo di ibridi androgenetici Ascidia malaca (9) 
X Ciona intestinalis c? (Ascidiè) (*\ Nota (**} di A n t o n i o  M i n g a n t i ,  

presentata dal Corrisp. P . P a s q u i n i .

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

U n m ateriale che bene si p resta  allo studio delle interazioni tra  nucleo 
e citoplasm a nello sviluppo em brionale è dato  dagli ibridi androgenetici, 
dove il citoplasm a di una specie è com binato al nucleo di u n ’altra.

Nelle Ascidie è s ta to  finora stud iato  lo sviluppo e il com portam ento cro
mosomico degli ibridi androgenetici Ascidia malaca ( 9 ) X Phallusia mamil- 
laya $  [1] e Asctdtella aspersa ( Q)  X Phallusia mamillata $  [2]. Nella presente 
N ota  viene descritto  lo sviluppo di uova anucleate di Ascidia malaca fecondate 
con spermi di Ciona intestinalis ; lo studio citologico di questi ibridi verrà 
fa tto  in seguito.

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

E sta to  adoperato  il m etodo già descritto  in precedente lavoro [1] : 
uova di Ascidia malaca, prelevate per p u n tu ra  degli ovidotti e liberate m anual
m ente dagli involucri ovulari, sono s ta te  p rivate  della ca lo tta  anim ale conte
nente il pronucleo (indicato dalla « m acchia polare ») m ediante taglio con 
ago di vetro. Alle uova così anucleate è s ta ta  aggiunta una sospensione densa 
di sperm a di Ciona intestinalis, sim ilm ente prelevato per p u n tu ra  degli sper
m idotti.

O ltre ai norm ali controlli delle due specie, sono sta ti o tten u ti anche 
ibridi alloploidi con i gam eti degli stessi individui usati per gli androgenetici : 
cioè, uova di A . malacay p riv a te  degli involucri m a lasciate in ta tte , sono sta te  
fecondate con spermi di Ciona.

Gli esperim enti e i risu lta ti sono ripo rta ti nella Tabella I.

R is u l t a t i .

i p Frammenti nucleati. -  I fram m enti asporta ti dal polo anim ale delle 
uova di A . malaca e contenenti il pronucleo femminile, hanno avuto  in ogni 
caso un d iam etro  inferiore a 1 /$ di quello dell’uovo : perciò la diminuzione 
di volume su b ita  dall’uovo è s ta ta  trascurabile. Ricordiam o al proposito 
che qualsiasi fram m ento dell’uovo vergine di A . malaca appena m aggiore della

(*) Lavoro eseguito presso l’Istituto di Istologia ed Embriologia della Università di 
Palermo.

(**) Pervenuta all’Accademia il 24 luglio 1963.
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m età è capace, una volta fecondato, a svilupparsi in modo del tu tto  norm ale 
(R iverberi & O rtolani, 1962) [3]. L a presenza della «m acchia polare» nei 
fram m enti aspo rta ti è s ta ta  presa come criterio dell’esattezza dell’operazione ; 
il fa tto  che i fram m enti contenessero il pronucleo dell’uovo è sta to  conferm ato 
dalla emissione dei globuli polari, dopo fecondazione con spermi di d o n a . 
A lcuni fram m enti si sono segm entati in modo anomalo in poche cellule di 
grandezza diversa, producendo piccole m orule irregolari e indifferenziate. 
In  a ltri fram m enti si sono osservati so ltanto  ten ta tiv i di segmentazione.

T a b e l l a  I.

I b r i d i  a n d r o g e n e t i c i I b r i d i  a l l o p l o i d i

Lotto
Uova Polisper.

Sviluppate
Uova Polisper.

Sviluppate

a morula a larva a morula a larva

i 30 4 30 4
2 30 30 3 1

3 2 4 4 1 1 2 4 2 1 1

4 30 1 30 3
5 ì 8 1 1 18 1

6 33 33
7 2 8 35 1 1

Totali 193
1

IO 2 1 2 0 0 13 2 3

2° Ibridi androgenetici. — Di 193 uova di A . malaca anucleate e fecondate 
con spermi ài dona , 13 hanno m ostrato  evidenza di a ttivazione o di feconda
zione. Q ueste uova, dopo un tem po variabile da pochi m inuti a m olte ore 
dalla insem inazione, si sono m odificate di forma, di solito in m odo irregolare, 
ed hanno ta lvo lta  prodo tto  delle protuberanze allungate, che venivano rap i
dam ente riassorbite. In  nessun caso si è osservata la formazione dei globuli 
polari. Di queste 13 uova, io  non si sono segm entate. Alcune di esse hanno 
avuto  ten ta tiv i di segm entazione, form ando solchi irregolari che sparivano 
prim a di com pletarsi. Nelle pause tra  queste divisioni abortive le uova, 
to rnate  più p meno sferiche, presentavano in ternam ente delle m acchie chiare 
in continua) modificazione visibili nel citoplasm a pigm entato  dell’uovo : in 
almeno un  caso si è av u ta  l ’apparenza di un fuso tripolare. Q uesta a ttiv ità , 
del tu tto  simile a quella causata da polispermia, si è pro lungata per m olte 
ore, term inando con la citolisi dell’uovo.
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Le altre  3 uova, dopo deform azioni p iu ttosto  irregolari, si sono segm entate 
in modo normale, con la tipica sim m etria bilaterale. L ’intervallo  di tempo 
tra  l’inizio delle deform azioni (causate norm alm ente dall’en tra ta  dello spermio 
e dal conseguente riprendersi della meiosi : cfr. Reverberi, 1936) [4] e la
prim a segm entazione è sta to  lo stesso che nei controlli norm ali di A . malaca ; 
così pure il ritm o delle successive segm entazioni è s ta to  quello proprio di 
A . malaca, che è sensibilm ente più veloce di quello di d o n a  [5].

In  due delle uova segm entate lo sviluppo si è arresta to  prim a dell’inizio 
della gastrulazione : i due em brioni sono rim asti a m orule irregolari e indiffe
renziate, le cui cellule non hanno presen tato  ulteriori divisioni. U na  di queste 
m orule è an d a ta  rap idam ente in degenerazione ; l’a ltra  è rim asta  in condizioni 
apparen tem ente buone per almeno 24 ore.

U n solo em brione ha continuato  a svilupparsi. Esso ha superato la ga
strulazione, che tu tta v ia  non si è com piuta in modo del tu tto  norm ale, poiché 
ne è risu lta ta  una gastru la  p iu tto sto  asim m etrica. L a chiusura delle pieghe 
neurali è s ta ta  incom pleta. Ne è risu lta ta  una larva di form a anom ala, m a con 
organi d istin ti e almeno in parte  differenziati : essa presentava un cephalen- 
teron tondeggiante, con in testino provvisto di cavità, con due organi pig- 
m en ta ti esterni, e privo di palpi ; e una coda breve e rip iegata dorsalm ente, 
con una fila di grosse cellule cordali ben visibili. Q uesta larva, che non pre
sen tava m ovim ento, è an d a ta  in degenerazione dopo 24 ore.

30 Ibridi alloplóidi. -  In  questi ibridi, derivanti da uova norm ali di 
A . malaca fecondate con spermi di d o n a , la coesistenza dei due assetti crom o
somici paren tali è s ta ta  rileva ta  in precedenza [5]. Su 200 uova così ib ridate  
usando i gam eti degli stessi individui degli androgenetici (cfr. Tabella I), 
17 si sono m odificate di form a a tem pi vari dalla inseminazione, e quasi tu tte  
hanno emesso i globuli polari. Solo 5 di esse si sono segm entate in modo tipico 
e con lo stesso ritm o dei controlli di A . malaca ; le a ltre 12, a parte  l ’emissione 
dei globuli polari, si sono com portate come le « polisperm iche » descritte  nel 
paragrafo precedente, e non si sono divise.

Delle 5 uova segm entate, 2 sono rim aste morule indifferenziate. T re 
invece hanno superato  la gastrulazione ed hanno proceduto nello sviluppo. 
In  uno di questi em brioni le pieghe neurali si sono chiuse solo in parte , e si è 
av u ta  una larva poco allungata, con cephalenteron privo di palpi e di macchie 
sensoriali, e con una coda corta e tozza. Gli a ltri due em brioni hanno neurulato 
norm alm ente ed hanno dato  larve ben differenziate, con cervello intèrno 
provvisto dei due organi sensoriali p igm entati, e con un unico grosso palpo ; 
la coda, più corta del norm ale, era d ritta  e a ttivam en te  mobile.

D is c u s s io n e .

i °  I risu lta ti indicano che uova anucleate di A . malaca sono capaci di 
svilupparsi in ibridi androgenetici vitali con spermi di dona . Q uesta capacità  
di sviluppo non è dissimile da quella dei corrispondenti ibridi alloploidi, otte-
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nuti con i gam eti degli stessi paren ti : i dati della Tabella I dicono che non 
vi sono differenze significative, tra  i due gruppi, nel num ero di uova a ttiv a te  
(P <  0,05 ; s ta tis tica  t) né in quello degli embrioni sviluppatisi (P <  0,02). 
D ato  lo scarso num ero di casi, non possiamo essere sicuri che gli ibridi andro
genetici abbiano u n a  morfogenesi meno com pleta di quelli alloploidi, come forse 
è il caso : la questione richiede ulteriori dati sperim entali. A lcune delle ano
malie osservate po trebbero  anche essere dovute a traum atism o operatorio.

L a forte variab ilità  che esiste tra  i gam eti dei diversi individui e tra  i 
singoli gam eti dello stesso individui ha, con ogni probabilità, base genetica. 
M a purtroppo  siamo del tu tto  all’oscuro della costituzione genetica del m a
teriale adoperato, a p arte  il num ero di cromosomi [6].

2° Per spiegare la capacità di sviluppo degli ibridi o tten u ti in questa 
ricerca, si potrebbe supporre che si stabiliscano norm ali interazioni tra  cito
plasm a di A.'malaca  e nucleo di Ciona. U n ’altra  spiegazione, che ci sem bra 
più attendibile, è che il citoplasm a di A . malaca elabori, nel corso dell’oogenesi, 
i meccanismi necessari per compiere lo sviluppo in una re la tiva indipendenza 
dal nucleo. Q uesta ipotesi tiene conto anche del fa tto  che le uova di A . ma
laca sono capaci di svilupparsi in larve alloploidi vitali anche con spermi di 
Phallusia mamillata e di Ascidia mentula [5] e in larve androgenetiche vitali 
con spermi di Phallusia [1], e trova conferm a nei cara tteri esclusivam ente 
m atroclini (quali il ritm o di segm entazione) riscontra ti in tu tti  questi ibridi.

B ib l io g r a f ia .
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