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Embriologia. — Sulla  riproduzione per divisione mitotica delle 
cellule testali delle A scidie  (#). Nota di C a t e r in a  M a n s u e t o , 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 ’ovocita nelle Ascidie viene circondato fin da epoche m olto precoci 
dello sviluppo da due involucri cellulari: quello più in terno è costituito  dalle 
cellule testali, quello più esterno, dalle cellule follicolari. La le tte ra tu ra  riguar­
dante le cellule testali nelle diverse specie di uova delle Ascidie è m olto vasta: 
la loro origine, la loro morfologia, la loro costituzione chimica e la loro fun­
zione, sono sta te  oggetto di ricerca da parte  di numerosi A utori: sono ricapi­
to lati qui, in breve, i dati relativi più im portanti.

1. Circa la loro origine sono sta te  fa tte  almeno tre ipotesi: la più comune, 
sostenuta da quasi tu tti  gli A utori antichi, e accetta ta  oggi da Grassé [1] e 
Raven [2] e altri sostiene che queste cellule hanno origine dall’epitelio germ i­
nativo: le cellule di questo circonderebbero l’ovocita in accrescimento, poi 
alcune di queste cellule, distaccandosi, si porterebbero per m ovim ento am e­
boide sulla superficie dell’oocita stesso, e quivi darebbero luogo a un invo­
lucro definitivo, quello delle cellule testali. La seconda ipotesi, anch’essa con­
divisa da num erosi A utori, sostiene che queste cellule hanno origine dal 
m esoderm a [3]: alcune cellule di questo si porterebbero, sempre per m ovim ento 
ameboide, alla superficie dell’ovocita, quivi si m oltiplicherebbero e dareb­
bero così origine definitiva alle cellule testali. La terza ipotesi, sostenuta 
principalm ente da Pérès [4] e a cui accedono anche De V incentiis [5] e 
K alk [6], am m ette che le cellule testali derivano da cellule della linea sanguigna.

2. I dati concernenti la costituzione chimica delle cellule testali sono 
quanto  m ai abbondanti, m a slegati, incerti e spesso contradditto ri. Essi sono 
fondati principalm ente su colorazioni citologiche e reazioni istochimiche. 
Z av a tta ri [7] in Microcosmus sulcatus) vi ha descritto granuli di glicogeno; 
H arvey  [8] (ih d o n a )  vi ha descritto  inclusioni osmiofile di n a tu ra  lipidica: 
queste, presenti nelle cellule giovani, sarebbero sostituite, in seguito a svuo­
tam ento , da vacuoli; con la reazione di Bauer, Pérès [4] vi ha messo in evi­
denza notevoli q u an tità  di polisaccaridi: nelle cellule però all’ultim o stadio 
della loro evoluzione farebbero com parsa granuli e inclusioni rifrangenti; 
De V incentiis [9, io] vi ha riscontra to  granuli m etacrom atici col bleu di to-

(*) Ricerca eseguita nell’Istituto di Zoologia della Università di Palermo, sotto la 
direzione del prof. G. Reverberi.

(**) Nella seduta del 9 maggio 1964.
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luidina, granuli a fluorescenza giallo-arancio  alla luce u ltrav io letta , granuli 
rosso-arancio alla pironina, granuli Feulgen positivi e acido-resistenti con la 
reazione Ziehl-Nielsen; secondo Cowden [ n ]  esse contengono mucopolisacca- 
ridi acidi; secondo Gerzeli [12] esse conterrebbero una tram a alcianofila, m eta­
crom atica al bleu di toluidina e fucsinofila, pochi am inoacidi e proteine, abbon­
dan te reticolo endoplasm atico, polisaccaridi, lipidi, polifenoli e ossindoli; 
Kessel e Kem p [13] vi hanno descritto  polisaccaridi e s tru ttu re  m etacrom atiche; 
Kessel [14] vi ha messo in evidenza in uno stadio tardivo granuli di pigm ento; 
K alk [6] g ranuli con vanadio.

3. I dati morfologici sulle cellule testali sono s ta ti arricchiti recentem ente 
dallo studio a l microscopio elettronico. Per quello che riguarda queste cellule 
duran te  il periodo dell’oogenesi vanno ricordate le ricerche di De V incentiis [15], 
Kessel e Kemp [13], Kessel [14] e K alk [6]. De V incentiis in d o n a  vi ha 
descritto  num erosi granuli aggregati e vescicole di n a tu ra  ergastoplasm atica. 
Kessel su Stye la vi ha trovato  m itocondri, reticolo endoplasm atico, apparato  
del Golgi, vacuoli e granuli, questi ultim i a corona di rosario e probabilm ente 
rappresen tan ti l’u ltra s tru ttu ra  dei granuli di pigm ento osservati in vivo. Kessel 
e Kemp [13] in M olgula  vi hanno descritto abbondante reticolo endoplasm a­
tico, reticolo di Golgi e inclusioni, di cui alcune dense agli elettroni e altre 
meno dense.

Infine K alk [6] ha no ta to  che in esse, poco prim a che en trino nell’ovo- 
cita, si formano, a partire  dal reticolo endoplasm atico, corpi lam ellati per 
divisione di un corpo centrale che poi si evolvono e si riem piono d i composti 
di vanadio.

4. In quanto  alla funzione  esplicata da queste cellule du ran te  l’ovogenesi, 
quasi tu tti  gli A utori sono concordi nel ritenere che esse, almeno in un prim o 
tem po, esercitino una funzione n u tritiv a  nei riguardi dell’ovocita [16, 8, 17, 
4, 13]. E sta to  da questi A utori osservato che i p rodo tti contenuti nelle cel­
lule testali giovani vengono rinvenuti, in seguito a svuotam ento, nel cito­
plasm a o voci tario; alcuni di questi p rodotti compaiono nell’ovocita airinizio 
della vitellogenesi e sono sta ti ritenu ti precursori del tuorlo [8, 17]. In  tempi 
successivi (sviluppo em brionale, larva natan te) queste cellule, il cui aspetto  
in tan to  è profondam ente cam biato, avrebbero funzione di galleggiam ento [18].

5. Come è sta to  precedentem ente esposto, le cellule testali, qualunque 
sia l’origine ad esse a ttrib u ita , sono ritenu te  capaci, in epoche giovanili almeno, 
di riprodursi. Gli A utori spesso non sono molto chiari nell’affermare se esse 
si riproducono alla superficie dell’uovo, invadendola com pletam ente, o se 
esse si riproducano nell’in terno  del citoplasm a ovulare, nel quale penetrereb­
bero pier m ovim ento ameboide. Certo è, comunque, che, concordem ente, è 
ritenu to  che esse si m oltiplicano per divisione d ire tta  o am itosi. A  formare 
questa convinzione probabilm ente deve avere contribuito  il loro com porta­
m ento ameboidico e la som iglianza che presentano con alcune cellule sangui-
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gne. U n solo A utore, il Davidoff [19J, che d ’altra  parte  ammise per esse u n ’ori­
gine oggi del tu tto  inaccettabile (per gem m azione dal nucleo), ha figurato, 
più che descritto, alcuni loro aspetti m itotici. Q uesta osservazione però non 
sem bra essere s ta ta  m ai conferm ata dagli A utori successivi. Che essa però 
corrisponda a verità, è docum entato  appunto  dal presente lavoro, che fu 
eseguito prim a che fosse consultato  il lavoro di Davidoff, dal quale, dunque, 
è indipendente. Lo studio da me iniziato aveva per oggetto sopra tu tto  il 
m etabolism o delle cellule testali, indagato  esso con l’impiego di amino acidi 
rad ioattiv i: fu nel corso di questo studio che fu scoperto che le cellule testali, 
una volta penetra te  nel citoplasm a ovulare periferico, si riproducono a ttiv a ­
m ente per cariocinesi, dando luogo a quei complessi discreti, così bene raffi­
g u ra ti da Conklin [20] nell’uovo di d o n a , nella sua m onografia classica.

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

Come m ateriale furono usati ovari di d o n a  intestinalis o A scidia  malaca. 
In uno stadio precoce di sviluppo dell’ovario gli ovociti sono quasi tu tti  della 
stessa grandezza [30-35 [x] e cominciano ad essere circondati dalle cellule 
testali, che poi per m ovim ento am eboide si porteranno nel citoplasm a ovu­
lare periferico. Le tecniche seguite per questo studio furono diverse: d) in 
alcuni casi gli ovari vennero fissati in alcool acetico, e furono p repara ti 
per le comuni m anipolazioni citologiche (inclusione in paraffina, sezioni a 
7 (x): la colorazione fu eseguita con la Feulgen e verde luce; b) alcune sezioni 
di uova previam ente t ra tta te  con tim idina m arcata  furono sottoposte alla 
tecnica autoradiografica con film K odak A R  io, e dopo sviluppo, colorate 
con verde di m etil pironina; c) infine ovociti isolati, prelevati dagli ovari 
freschi, furono sottoposti a tra ttam en to  per 40' con carm inio acetico, e 
successivam ente schiacciati.

R is u l t a t i.

a) Il m ateriale fissato, sezionato e tra tta to  con la Feulgen ha dato  
buoni risu ltati: nell’ovocita medio le cellule testali sono situate  all’interno 
del citoplasm a in una zona periferica, incolore; a ll’esterno dell’oocita sono 
ben visibili le cellule follicolari, app ia ttite  e non colorate. Le. cellule testali 
sono spesso in divisione m ito tica con cromosomi ben visibili, colorati in rosso; 
nelle cellule in m itosi viste di fianco i cromosomi appaiono am m assati all’equa­
tore di un piccolo fuso; nelle cellule in m itosi viste dall’alto la presenza di 
p iastre equatoriali m etafasiche è m olto evidente. Sono sta te  riscontra te anche 
figure di anafase o di telofase (fìg. 1).

L a m itosi probabilm ente non cade contem poranea in tu tte  le cellule 
testali perché1 in alcune di esse è sta to  riscontrato  il nucleo in sta to  di riposo 
e cioè vescicolare con grosso nucleolo colorato in verde. Le cellule testali 
riun ite  in gruppo, sono invece in mitosi: e ciò è indice che gli aggruppam enti 
derivano appunto  in questo modo.
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Fig. 1. -  Giovane ovocita in cui cinque cellule testali sono in cariocinesi.
(Schema ricavato da un preparato trattato con Feulgene verde luce).

b) La ricerca eseguita con la tim idina tr itia ta  ha dato  risu lta ti che si 
accordano con i precedenti, almeno nel senso che dim ostrano che le cellule 
testali giovani hanno il DNA in m etabolism o m olto attivo; il che non si verifica 
nellei cellule che sono sta te  espulse dal citoplasm a ovulare. Gli ovari furono 
posti per u n ’ora in soluzione di tim id ina-H 3 (a ttiv ità  specifica io  \Lcjm\; concen.

Fig. 2. -  Giovane ovocita trattato con timidina-H3.
Alla periferia del citoplasma ovulare si notano tracce di radioattività a 

livello del nucleo delle cellule testali.
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0,0003 mM ): questo composto com ’è noto è un precursore specifico dell’acido 
deossiribonucleico. Dopo lavaggi in soluzione di tim idina non m arcata , i 
fram m enti furono fissati in alcool acetico e tra tta ti  con le norm ali tecniche 
istologiche. Le sezioni furono, dopo sparaffinam ento, ricoperte con film K odak 
A R  io ed esposte per 30 giorni. L ’osservazione al microscopio m ostra che le 
cellule testali m traovulari hanno tracce rad ioattive molto numerose; il num ero 
delle tracce, nelle cellule testali peri—ovulari, è, invece, assente. L a tim idina 
m arcata, è, in altre parole, incorporata  assai intensam ente dai nuclei delle 
cellule testali giovani (fig. 2).

c) O ttim i risu lta ti sono s ta ti o tten u ti fissando ovociti giovani con 
carm inio acetico e schiacciandoli. Ovociti di uno stadio giovanile, isolati

Fig. 3. -  Aspetto di piastra equatoriale di metafase in cellule testali 
di dona intestinalis (ovociti preparati per schiacciamento).

Abbreviazioni: et =  cellula testale; cf =  cellula follicolare; n — nucleo.

accuratam ente da ll’ovario, furono posti in un vetrino p o rta -o g g etti e t r a t ­
ta ti con alcune gocce di carm inio acetico: il tra ttam en to  durò 30-40; il p re­
parato  fu ricoperto quindi con coprioggetto e schiacciato. Col microscopio 
(ingrandim ento 1500 X ) è possibile vedere nel bordo periferico ovocitario le 
cellule testali; m olte di esse hanno il nucleo vescicolare e cioè in riposo: m a 
in casi frequenti è sta to  possibile trovare cellule in divisione e di esse vedere 
e contare i cromosomi. Questi sono m olto piccoli: per quanto  la conta sia 
difficile si può asserire con certezza che il loro num ero si avvicina a 18 (fig. 3).

C o n sid e r a z io n i.

In  base ai risu lta ti o tten u ti da m olti A utori e a quelli o tten u ti in questo 
laboratorio , come pure in base a quanto  sopra riportato , si può tracciare una 
breve storia delle Cellule testali. P robabilm ente esse sono elem enti che appar-
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tengono alla linea sanguigna; la loro grandezza, la loro morfologia, il loro 
com portam ento ameboidico, la presenza in esse di granuli p igm entati p rov­
visti di vanadio come gli elem enti del sangue, rendono m olto accettabile 
questa ipotesi.

L ’oocita in accrescim ento forse esercita su di esse una particolare a t t ra ­
zione: esse, per m ovim enti ameboidi vi ci si portano  sopra e in seguito vi 
penetrano; è frequente il colpirne gli aspetti ameboidici (forma allungata o 
quadrangolare con prolungam enti).

Nel citoplasm a periferico esse cominciano a m oltiplicarsi: la divisione 
avviene, come ora è sta to  descritto , per cariocinesi. Il num ero dei cromosomi, 
allo stadio diploide, è di 18, come M inganti [18] ha d im ostrato  nell’uovo 
m aturo. L ’incorporazione di tim id in a-H 3 testim onia d ’a ltra  parte  u n ’a ttiv a  
sintesi di DNA nel loro nucleo.

A  seguito della divisione si formano, nell’interno dell’oocita, (periferica­
m ente) dei « nidi », costitu iti da più cellule. Prim a della divisione in ogni caso, 
esse versano nel citoplasm a ovulare m olti dei loro contenuti. L a prim a fun­
zione che espletano pare che sia quella di arricchire l’ovocita in accrescimento 
di diverse sostante nu tritive , tra  cui RNA. Che esse allo stadio giovanile pos- 
seggano RNA è d im ostrato  dalla reazione positiva con la pironina: questa 
reazione non è più p resen ta ta  dopo un certo soggiorno nell’oocita. D ’altra  
parte , alla periferia di questo è possibile riscontrare, in rapporto  topografico 
con esse, dei granuli basofili che il tra ttam en to  con ribonucleasi digerisce: 
è probabile che questi granuli ribonucleici siano appunto  il p rodotto  di ver­
sam énto delle cellule testali; questa ipotesi è s ta ta  sostenuta (per gli acidi 
nucleici in genere) anche da Konopacki [17].

E probabile che la loro funzione sia anche quella di versare nel citoplasm a 
altre sostanze, come per esempio polisaccaridi [13], granuli osmiofili [8], g ra ­
nuli di n a tu ra  lipoidica [9, io], vanadio [6].

L a loro s tru ttu ra  e il loro contenuto, a seguito di questo versam ento, 
cam bia enorm em ente, come particolari reazioni citochim iche e alcune colo­
razioni m ostrano [22]: ne segue una vacuolizzazione e l’elaborazione di m ate ­
riali di diversa composizione (m ucopolisaccaridi acidi e granuli m etacrom atici 
al bleu di toluidina).

Le cellule testali, a questo punto, sono espulse dalla periferia dell’oocita 
e passano all’esterno assum endo nuove funzioni.

N ell’uovo distaccato  dell’ovario le cellule testali espleterebbero funzioni 
assai più elem entari, anche in rapporto  alla loro semplificazione e riduzione. 
Esse sono rido tte  orm ai a cellule rudim entali, con plasm a ricco di vacuoli, 
di granuli di pigm ento giallo, di granuli lipidici: la loro funzione è quindi 
quella di alleggerire l’uovo per il galleggiam ento. Nella larva che esce dalle 
m em brane le cellule testali rim angono a ttaccate  per qualche tem po alla guaina 
che le riveste: la larva ne è avvan tagg iata  per la sua flottazione [18]. M an 
m ano, con i m ovim enti della larva, esse si distaccano e vanno perdute: m a 
in tan to  la larva cadu ta sul fondo (e le cellule testali ne regolano la caduta 
orien ta ta) inizia i processi della metam orfosi.
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