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Citologia. —- Osservazioni sulle cellule nutrici di Dytiscus mar- 
ginalis: esperienze di centrifugazione. N o ta 0  di F il ip p o  C e c e r e  e 
M ario B uongiorno—N a r d e l l i , p re se n ta ta ^  dal Corrisp. P. P a s q u in i .

N ell’ovaio del D itisco, del tipo m eroistico poli trofico, si susseguono nei 
vari ovarioli gruppi di cellule nu tric i ed oociti in progressivi stad i di accre
scim ento. Come d im ostrato  da G iardina (1901), ogni oogonio dà origine ad 
un oocite ed a quindici cellule nu trici, che costituiscono una u n ità  germ inale. 
L a m orfologia nucleare delle cellule nu trici è m olto d iversa da quella della 
vescicola germ inativa dell’oocite; la differenza più appariscente è rappresen
ta ta  dal fa tto  che il nucleo delle cellule nutrici è Feulgen-positivo, m entre 
la stessa reazione è negativa a livello della vescicola germ inativa.

In un recente studio (U rbani e R usso-C aia, 1964) è s ta to  d im ostrato  
che la tim idina H 3 viene incorporata  nel nucleo delle cellule nu trici e che in 
uno stesso gruppo di cellule nu trici so ltan to  i nuclei di alcune assumono il 
precursore del DNA, m entre  tu tte  incorporano sim ultaneam ente i precursori 
dell’RNA. Ciò ha p o rta to  a concludere che in queste cellule il m etabolism o 
dell’RNA è sincrono, m entre  vi è asincronismo nel m etabolism o del DNA. 
L a ipotesi che in un  determ inato  m om ento non tu t ti  i nuclei delle quindici 
cellule nu trici si trovino nelle condizioni di po ter incorporare la tim idina 
ha avuto  una conferm a sperim entale: in iettando  ad un fem m ina di D itisco 
in un prim o tem po della tim idina H 3 ed a d istanza di giorni della tim idina 
C14, si sono p o tu ti osservare alcuni nuclei m arcati con il prim o isotopo ed 
altri m arcati con il secondo.

U rban i e R usso-C aia (1964) hanno anche visto che è possibile dim o
stra re  nel citoplasm a delle cellule nu trici la presenza di granuli F eulgen- 
positivi, m arcati con tim idina H 3. Questo risu lta to  è in accordo con le osser
vazioni di B rachet e Q uertier (1963) sugli oociti di Anfibi, dove con p a r ti
colari àccorgim enti tecnici si è riv e la ta  nel citoplasm a l ’esistenza di DNA sotto  
form a di granuli. E videntem ente sia nell’oocite di Anfibi che nelle cellule 
nu trici di D itisco una certa  q u an tità  di DNA nucleare passa nel citoplasm a 
assum endo il significato di DNA m etabolico labile, in contrapposizione al 
DNA gène ti co stabile.

Nel quadro delle ricerche sulla oogenesi di Dytiscus marginalis e sul 
m etabolism o delle cellule nu trici, abbiam o com piuto alcune osservazioni su 
cellule che sono s ta te  cen trifugate con la seguente tecnica. Si è preferito, 
anziché prelevare gli ovai e centrifugarli in soluzione di saccarosio di oppor
tuna densità, centrifugare l ’in tero  animale, immobilizzandolo nella p ro v e tta  (*) (**)

(*) Lavoro eseguito presso l’Istituto di Biologia e Zoologia generale, Facoltà di Medi
cina della Università Cattolica, Roma.

(**) Nella seduta del io giugno 1964.
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della centrifuga ed orientandolo in m odo che la base degli ovarioli risultasse 
al polo centrifugo e la cam era term inale al polo centripeto. L a cen trifuga
zione, da 20.000 a 40.000 g per 15 m inuti, è s ta ta  e ffe ttu a ta  in una cen
trifuga M SE H igh Speed 18. T erm in a ta  la centrifugazione, gli anim ali, che 
non m ostravano  alcun segno di sofferenza per il tra ttam en to , sono s ta ti 
im m ediatam ente aperti e gli ovai sono s ta ti fissati in alcool acetico 3 : 1 .  In 
alcuni casi si sono adoperati anim ali ai quali un giorno prim a erano s ta ti 
in ie tta ti 5-10 (jlc di tim idina H 3. Gli ovai, inclusi in paraffina, sono s ta ti 
sezionati a 7 (x e sulle sezioni è s ta ta  eseguita la reazione di Feulgen con id ro 
lisi in HC1 1 N a tem pera tu ra  am biente (180 C circa) per 16-20 ore. A lle sezioni 
di ovai t r a t ta t i  con tim idina H 3 è s ta ta  applicata  la tecnica autoradio- 
grafica con le m odalità  seguite da U rban i e R usso-C aia (1964).

I risu lta ti da noi o tten u ti appaiono nelle m icrofotografie rip o rta te  nella 
presente N ota. Le figg. 1 e 2 (ogni u n ità  della scala è uguale a io  (x) m ostrano 
che nelle cellule nu tric i appartenen ti ad una stessa u n ità  germ inale il nucleo, 
Feulgen-positivo  non si s tratifica in eguale m aniera: in alcune cellule la cro
m atina  è in fa tti addensata  al polo centrifugo, m entre  in a ltre  non ha subito 
spostam enti. T ra  questi due casi lim ite si trovano num erose condizioni in te r
medie.

Q uesto risu lta to  d im ostra una diversa viscosità del carioplasm a che, 
sollecitato dalla stessa forza centrifuga, subisce una differente sed im enta
zione nelle varie cellule. In  rapporto  con questo dato  stanno alcune osserva
zioni di B run e C hevassu (1958) dalle quali risu lta  che i nuclei delle cellule 
nu tric i di Drosophila melanogaster reagiscono in m aniera uniform e ad alcuni 
fissativi citologici ed in m aniera diversa se t r a t ta t i  con a ltri fissativi. In 
a ltri term ini, i nuclei di uno stesso gruppo di cellule nu trici hanno una d i
versa sensibilità di fronte ad alcuni fissativi, che si traduce in im m agini 
differenti tra  nucleo e nucleo. Q ueste nostre prim e osservazioni non m o
strano però una relazione tra  viscosità della crom atina ed a ttitu d in e  ad 
incorporare la tim idina: si possono in fa tti trovare dei nuclei com pieta- 
m ente stra tifica ti che sono m arcati con il precursore del DNA, m entre  altri, 
egualm ente stra tifica ti, non lo sono affatto .

L a fig. 3 m o stra  i granuli F eulgen-positiv i localizzati nel citoplasm a di 
una cellula nu trice  non so ttoposta  a centrifugazione. Nella fig. 4 è rip ro d o tta  
una cellula cen trifugata  ed alla periferia del citoplasm a è visibile un ammasso 
di granuli F eulgen-positiv i che si sono raccolti al polo centrifugo (freccia). 
Q uesta  esperienza conferm a la localizzazione citoplasm atica dei g ranuli di 
D NA d im ostra ta  da U rban i e R usso-C aia (1964).

N ella fig. 5 è visibile un nucleo fortem ente sedim entato e m arcato  con 
tim idina H 3, m entre  in corrispondenza del citoplasm a (c) in regioni lontane 
dal nucleo non vi sono tracce dovute ad incorporazione del precursore. Nella 
fig. 6 appare Invece che la centrifugazione ha provocato una dislocazione nel 
citoplasm a (c) di num erosi granuli che hanno incorporato la tim idina H 3 
come la crom atina del nucleo (n); in questo caso non si è però o tten u to  un 
am m assam ento dei g ranuli stessi al polo centrifugo come nella fig. 4.
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In  conclusione, con la tecnica di centrifugazione da noi a d o tta ta  è s ta to  
possibile d im ostrare una  viscosità differenziale del carioplasm a delle cellule 
nu trici appartenen ti alla stessa u n ità  germ inale. E videntem ente le cellule 
nu tric i si trovano in condizioni m etaboliche differenti.

I granuli di DNA localizzati nel citoplasm a possono essere spostati al 
polo centrifugo della cellula, come è dim ostrabile sia con la reazione di Feul- 
gen che con rim piego  di tim idina tritia ta .
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