
ATTI ACCADEMIA NAZIONALE DEI LINCEI

CLASSE SCIENZE FISICHE MATEMATICHE NATURALI

RENDICONTI

Giovanna Leonardi

Attività proteolitica dell’acqua di schiusa di Ciona
intestinalis (Ascidia)

Atti della Accademia Nazionale dei Lincei. Classe di Scienze Fisiche,
Matematiche e Naturali. Rendiconti, Serie 8, Vol. 35 (1963), n.1-2, p.
130–133.
Accademia Nazionale dei Lincei

<http://www.bdim.eu/item?id=RLINA_1963_8_35_1-2_130_0>

L’utilizzo e la stampa di questo documento digitale è consentito liberamente per motivi di
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_35_1-2_130_0
http://www.bdim.eu/


130 Lincei -  Rend. Sc. fis. mat. e nat. -  voi. XXXV -  Ferie 1963

Biologia. — Attività  proteolitica dell’acqua di schiusa di Ciona 
intestinalis (Ascidia) r). Nota ((*) **} di G io v a n n a  L e o n a r d i , presen
ta ta  dal Corrisp. P . P a s q u in i .

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

L ’uovo di Ciona intestinalis è rivestito  da un triplice involucro, e preci
sam ente da uno s tra to  in terno di cellule « testali », da uno s tra to  esterno di 
cellule «follicolari», e dalla m em brana coriale, o chorion, anista, s ituata  
fra i due (cfr. M organ, 1938) [1]. D a questi involucri fuoriesce la larva n a
tan te , per un processo di schiusa al quale prendono p arte  enzimi che la larva 
stessa produce. Berrill (1929) [2] per prim o a ttr ib u ì ad a ttiv ità  enzim atica 
il potere litico che l ’« acqua di schiusa » esercita sugli involucri di uova vergini 
della stessa e anche di a ltre  specie di Ascidie. Q ueste osservazioni sono sta te  
conferm ate più recentem ente da Osti (1950) [3].

Sulla n a tu ra  e sulle p roprie tà  dell’« enzim a di schiusa » delle Ascidie non 
era s ta ta  fa tta  finora alcuna ricerca. T u ttav ia , il fa tto  che il chorion dell’uovo 
di Ascidie fosse a ttacca to  da enzimi pro teolitici [4, 5, 6] e le lim itate  conoscenze 
sulla composizione essenzialm ente proteica di tale m em brana (cfr. M organ, 
1939) [$]> davano indicazione che l ’acqua di schiusa avesse a ttiv ità  proteoli
tica. Ciò è sta to  d im ostrato  nella ricerca riferita nella presente N ota.

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

1° L ’acqua di schiusa è s ta ta  o tten u ta  facendo sviluppare in un lim itato  
volume di acqua di m are em brioni di Ciona intestinalis dallo stadio di bottone 
caudale fino alla schiusa spontanea. Con centrifugazione a m ano venivano 
allon tanate le larve e la m aggior parte  delle cellule testali e follicolari. I cho
rion rim asti in sospensione sono s ta ti separati centrifugando a 5000 X g 
per 20 m inuti, ed e s tra tti con 0,6 M KC1 in mezzo alcalino, a freddo per 24 ore, 
per ricuperare l’enzim a rim asto ivi adsorbito. L ’es tra tto  è s ta to  aggiunto 
al supèrnatan te, e il tu tto  è s ta to  dializzato contro acqua d istilla ta  e concen
tra to  a pressione rido tta .

2° L ’a ttiv ità  proteolitica dell’acqua di schiusa è s ta ta  determ inata  con 
l’idrolisi sia di em oglobina d en a tu ra ta  con urea, secondo il m etodo di Anson [7] 
per la tripsina, sia di caseina, secondo il metodo di K unitz [8]. In  entram bi 
i m etodi l’incubazione è s ta ta  p ro tra tta  per 4 1/2 ore a 38° C. Dopo precipi-

(*) Lavoro eseguito presso l’Istituto di Istologia ed Embriologia della Università di 
Palermo, sotto la direzione del prof. A. Minganti.

(**) Pervenuta all’Accademia il 24 luglio 1963.
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tazione delle proteine con acido tricloroacetico 0,3 M, i fenoli liberati sono s ta ti 
determ inati colorirnetricam ente dopo aggiunta del reattivo  di Folin-Ciocàlteu, 
e rip o rta ti a uno standard  di tirosina.

Nelle determ inazioni col m etodo di Anson i valori di tirosina sono sta ti 
riferiti al num ero di larve da cui era s ta ta  p rodo tta  l ’apqua di schiusa. Questo 
num ero è sta to  calcolato dal contenuto  di azoto to tale delle larve, determ inato  
con m icrokjeldhal e nesslerizzazione d ire tta . Conteggi e determ inazioni preli
m inari avevano stabilito  un contenuto medio di y 158 ± .2  di N to tale per
10.000 larve.

!

In  p arte  delle determ inazioni col m etodo di K unitz i valori di tirosina 
sono sta ti riferiti alle proteine to tali presenti nell’acqua di schiusa, determ inate 
col m etodo di Low ry e t al. [9]. Nelle determ inazioni riguardan ti l’azione 
di alcune sostanze sulla a ttiv ità  proteolitica, le q u an tità  di tirosina liberate 
nelle varie condizioni sperim entali sono s ta te  raffron ta te d ire ttam en te  con 
quelle dei relativi controlli.

R is u l t a t i.

i° L a determ inazione dell’a ttiv ità  proteolitica col m etodo di Anson è 
s ta ta  fa tta  su 6 lo tti di acqua di schiusa, in triplicato per ogni lotto. È risul
ta to  che in 4 1/2 ore di incubazione a 38° C l’acqua di schiusa di 10.000 larve 
idrolizza in media, da em oglobina d en a tu ra ta  con urea, y 16,45 ±  2 di. tirosina. 
Per com parazione abbiam o trovato  che la stessa q u an tità  di tirosina è libe
ra ta , dallo stesso substra to  e in pari condizioni sperim entali, da y 1,4 di 
tripsina 2X cristallizzata e priva di sali (Sigma Chem. Co.).

20 L ’influenza del pH è s ta ta  p rova ta  in 6 lo tti di acqua di schiusa, di 
ognuno dei quali è s ta ta  determ inata  l’a ttiv ità  proteolitica col m etodo di 
K unitz, su caseina in tam pone di fosfati a qu a ttro  pH  diversi. L a q u an tità  
di tirosina libera ta  è s ta ta  riferita  al contenuto di proteine to tali dell’acqua 
di schiusa. Le medie delle diverse determ inazioni (ognuna in triplicato) sono 
s ta te  le seguenti :

pH 7 6,5 6 s,8

Tirosina v /m g-prot. . . . .  32,6 ±  8,7 26,7 ±  6,6 15 ± 4,4 n , 7 ± 2,9

Valori relativ i . . . . . . . ioo 82 46 36

Questi da ti indicano una dim inuzione di a ttiv ità  proteolitica del 1 8 % , 
54 %  e 64 °/0 quando il pH  da 7 è p o rta to  rispettivam ente a 6,5 ; 6 e 5,8. 
Q ueste dim inuzioni sono statisticam ente significative, come pure significative 
sono le differenze tra  le a ttiv ità  a pH  7 e pH 6,5, e tra  quelle a pH 6,5 e pH  6 
(P < 0 ,0 5  ; s ta tis tica  t). Invece non è significativa la differenza tra  le a t t i 
v ità a pH  6 e pH  5,8 (P <  0,2).

30 Gli effetti dell’ovomucoide (inibiture della tripsina), del p-idrossim er- 
curibenzoato di sodio (inibitore dei gruppi SH) e degli ioni M g++ sull’a ttiv ità
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pro teolitica dell’acqua di schiusa sono sta ti s tud ia ti m ediante l’aggiunta di 
tali sostanze al substra to  di caseina secondo il m etodo di K unitz, a pH  7. 
L ’ovomucoide (Sigma Chem. Co.) e il p-idrossim ercuribenzoato sono s ta ti 
aggiunti nella concentrazione finale di 0,1 %  ; ed è sta to  adoperato M gCl2 
alla concentrazione finale di 0,2 %. Sono sta te  fa tte  6 determ inazioni (ognuna 
in triplicato) di a ttiv ità  pro teolitica in presenza delle prim e due sostanze, 
e 3 per l ’altra . I risu lta ti sono qui rip o rta ti in percentuali medie di tirosina 
libera ta  rispetto  ai controlli :

Controlli . . . . . . . . . . . . . . . .  . é . 100

Ovom.ucoide 0,1 °/0 . . .    71

p-idrossim ercuribenzoato 0,1 °/0 . . . . . . .  73

M gCl2 0 ,2 %  . . . .  . . . .  . . . . . .  . . 100

L ’ovomucoide ha dunque prodotto  una inibizione m edia del 29 °/0, 
s ta tisticam ente significativa (P <  0,05) ; il p-idrossim ercuribenzoato una 
inibizione del 27 °/0 , pure significativa (P <  0,02). Gli ioni M g ++ non hanno 
p rodo tto  alcun effetto.

Questi dati sono soltanto  indicativi, perché, non essendo s ta ta  fa tta  alcuna 
determ inazione sulla q u an tità  di enzima contenuto nell’acqua di schiusa, non 
è possibile conoscere il rapporto  quan tita tivo  tra  le sostanze adoperate e l ’en
zim a stesso. .Nelle singole determ inazioni l’inibizione ha  variato , per entram bi 
gli iriibitori, dal 100 °/0 nei lo tti a debole a ttiv ità  enzim atica (e cioè a m inore 
concentrazione di enzima) al 10-15 %  'm  quelli a più alta  a ttiv ità .

D is c u s s io n e .

C II substra to  natu ra le  dell’azione proteolitica dell’« enzim a di schiusa » 
di d o n a  è, secondo ogni evidenza, la m em brana coriale, della cui costitu 
zione proteica abbiam o già accennato. È incerto che la schiusa in d o n a  
sia dovu ta so ltan to  ad una pro teolisi del chorion, non potendosi escludere 
che l’acqua di schiusa contenga altri enzimi attiv i, per esempio, sulla compo
nènte glicidica che ricerche personali hanno rilevato nel chorion. Ino ltre è 
possibile che alla com pleta ro ttu ra  del chorion prendano parte  le contrazioni 
m uscolari che la larva presen ta tan to  più attivam en te  quanto  più vicina è 
la schiusa. Ciò spiegherebbe perché l’a ttiv ità  proteolitica dell’acqua di schiusa 
sia tan to  piccola : in fa tti è sufficiente che l’enzima indebolisca un solo punto  
del chorion, perché questo possa venire aperto dai m ovim enti della larva. 
Quesfo punto  di ro ttu ra  dovrebbe corrispondere alla regione em brionale dalla 
quale! l ’enzim a viene p ro d o tto ; m a su un eventuale «organo della schiusa» 
nelle Ascidie non vi sono che delle supposizioni contradditorie [2, 3, io].

20 L ’enzim a di schiusa di d o n a  è poco specifico, se idrolizza em oglobina 
e caseina ; questa scarsa specificità era già s ta ta  osservata da Berrill [2] e



GIOVANNA L eonardi, Attività  proteolitica deir acqua di schiusa, ecc. 133

da O sti [3]. Del resto, come abbiam o detto , il chorion di d o n a  è a ttacca to  
da tripsina e da altri .enzimi proteolitici.

Circa le p roprie tà  dell’enzim a, esso ha un pH ottim o d ’azione in torno a 7, 
è inibito  da ovomucoide ed ha gruppi SH nel luogo a ttivo  ; è indifferente agli 
ioni M g + +. In  confronto, notiam o che una a ttiv ità  proteolitica è s ta ta  rile
v a ta  anche nell’acqua di schiusa di riccio di m are [11 ], del Polm onato di acqua 
dolce Physa fontinalis  (Rizzo, non pubblicato) e di Anfibi anuri [12]. In 
Physa e negli Anfibi l ’ovomucoide non produce alcuna inibizione, probabil
m ente in relazione con la grande q u an tità  di glicoproteine (quale è pure l’ovo- 
mucoide) nei loro involucri ovulari.
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