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Biologia. — A ssetti strutturali dell'A D N  e interazioni nucleo-cito
plasmatiche nella cellula pancreatica esocrina d i Discoglosso (Anfibio 
Anuro) n . Nota di G ia n fr a n c o  G h ia r a , G io v a n n a  P ro ta -M isu r a c a  
e C arlo  T a d d e i , presentata(**} dal Corrisp. M . B e n a z z i.

Le variazioni s tru ttu ra li del nucleo in interfase e il loro significato fun 
zionale nelle cellule anim ali sono s ta te  so p ra ttu tto  indagate  con riferim ento 
alla crom atina associata al nucleolo ( =  p a rti eterocrom atiche dei cromosomi) 
e al nucleolo stesso (cfr. Caspersson, 1950).

Come sotto linea Sirlin (i960), la p a rte  ancora valida della teoria di C a
spersson è probabilm ente l ’individuazione di uriinterfacies tra  crom atina- 
nucleolo-associata (ADN cromosomico) (1) e nucleolo, di a lta  im portanza per 
la sintesi dell’A R N  cellulare (si veda anche Sirlin, 1963).

Caspersson e t al. (1963) hanno recentem ente avanzato  l’ipotesi che il 
« sistem a nucleolare » p redetto  sia im plicato nella sintesi dell’A R N  s tru ttu ra le  
dei ribosomi, o quanto  meno di un A R N -m essaggero che in a ltre  sedi cellu
lari verrebbe trasform ato  in A R N -ribosom ico; gli A utori ribadiscono il con
cetto  che la crom atina nucleolo-associata sia un complesso poligenico, con
tenen te un g ran  num ero di geni simili, che perciò consente il rapido avvio di 
processi di sintesi q u an tita tiv am en te  rilevanti.

Nel nucleo in in terfase sono s ta ti invece poco indagati i rapporti s t ru t tu 
rali e funzionali tra  crom atina nucleolo-associata e restan ti p a rti dei crom o
somi, ove si eccettuino il peculiare caso dei cromosomi politepici dei D itteri, 
e qualche a ltra  condizione, in genere associata a poliploidia (si vedano ad 
esempio: M ontalen ti, 1949, e Siniscalco, 1951).

Si può dire che in generale il problem a non è s ta to  p o rta to  o ltre l’ind iv i
duazione, orm ai acce tta ta  da quasi tu t ti  gli A utori, di cromosomi interfasici 
costitu iti da lunghi t ra t t i  distesi o poco spiralizzati, con aspetto  di so ttili 
filam enti (cromonemi), in con tinu ità  con tra tt i  anche notevolm ente addensati 
o spiralizzati (crom ocentri), alcuni dei quali rappresentano appun to  la crom a- 
tina-nucleo lo-associata . L a vasta  bibliografia esistente è s ta ta  efficacemente 
riassun ta  da H ughes (1952) e d aM irsk y  e Osawa (1961): Le nostre conoscenze 
u ltra s tru ttu ra li in m ateria , sono in una fase prelim inare (cfr. Faw cett, 1964), 
come risu lterà  anche da quan to  avrem o modo di esporre più avanti.

(*) Lavoro eseguito nell’Is titu to  di Istologia ed Embriologia dell’U niversità di Napoli 
-  C attedra  di M eccanica dello Sviluppo (Titol.: prof. G ianfranco Ghiara), con un contributo 
del C .N.R.

(**) Nella seduta del 12 dicem bre 1964.
(1) A dotterem o, com ’è di uso generale, le sigle ADN e ARN per indicare, rispe ttiva

mente, l ’acido desossoribonucleico e l ’acido ribonucleico.

33. -  RENDICONTI 1964, Voi. XXXVII, fase. 6.
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U n contribu to  in teressan te è costitu ito  dalle ricerche di A ltm ann  (1952) 
sulla cellula pancreatica esocrina di Topo, du ran te  il ciclo secretorio stim o
lato con pilocarpina. Secondo i dati dell’A utore, con l’inizio dell’estrusione del 
secreto, m entre  si verifica un progressivo aum ento del volume nucleare, il 
nucleolo si rigonfia, i crom ocentri che vi sono addossati si allungano finché 
uno o più di essi giungono a co n ta tto  con la m em brana nucleare. Q uindi uno 
o piu crom ocentri si fendono longitudinalm ente in corrispondenza di apertu re  
della m em brana stessa: per la via che così si è is titu ita , che l’A. definisce 
« L eitbahn  » cromosomica, il m ateriale nucleolare è emesso nel citoplasm a, 
anche con l’ausilio di concom itanti fenomeni di contrazione dei cromosomi, 
che determ inerebbero una sp rem itu ra del nucleolo. Successivam ente, il nucleo 
continua a rigonfiarsi e si avrebbe la com parsa di ogni s tru ttu ra  all’in terno  
di esso, che l’A utore spiega con la m arcata  idratazione dei costituen ti nucleari 
e con l’accen tuata  despiralizzazione dei cromosomi. Il passaggio al quadro 
caratteristico  dello stadio di riposo -  grande nucleolo e grossi crom ocentri -  
avrebbe luogo con m odalità in sostanza non dissimili da quelle descritte  da 
Caspersson: la « L eitbahn  » cromosomica funzionerebbe in questa fase come 
via di conduzione cen tripeta , dal citoplasm a al nucleolo.

S tòcker (1962 b) ha ripreso queste ricerche con l’impiego di precursori 
rad ioa ttiv i dell’A R N  e delle proteine, ed ha conferm ato i da ti di A ltm ann, 
precisando che l’estrusione di m ateriale nucleolare nel citoplasm a attraverso  
la « L eitbahn  » cromosomica è una m odalità che si verifica quando la stim ola
zione della cellula è m olto in tensa, m entre, di regola, il passaggio di tali m a te 
riali nel citoplasm a avverrebbe per diffusione a ttraverso  il succo nucleare. 
Secondo l’A utore la più a ttiv a  incorporazione nucleare di c itid ina tr itia ta  ha 
luogo d u ran te  l’estrusione nucleolare, m a l’incorporazione nucleare di tale 
precursore dell’A R N  è cospicua anche negli stadi in cui m anca un nucleolo; 
il che indicherebbe che questo organulo non è la sola sede nucleare di sintesi 
dell’A R N . In  generale, l’incorporazione nucleare di precursori m arcati del- 
l’A R N  e delle proteine sarebbe in proporzione d ire tta  con le variazioni di vo
lum e del nucleo.

Nel corso di una ricerca su questi aspe tti di biologia cellulare nel ciclo 
secretorio della cellula pancreatica esocrina di Discoglosso, is titu ita  in prosegui
m ento di nostri precedenti lavori sul ciclo dei costituen ti ergastoplasm atici 
(Ghiara, 1962 a, by c\ G hiara e M isuraca, 1963), abbiam o rilevato  un insieme 
di da ti di m icroscopia o ttica  ed alcuni u ltra s tru ttu ra li, che, a nostro avviso, 
si prestano  ad u n ’u tile  discussione nel contesto della bibliografia esposta più 
sopra.

Le osservazioni sono s ta te  raccolte su circa 80 individui, $$  e $$, di Disco- 
glossus p ictus  O tth  (2), suddivisi in 5 cicli sperim entali, a lim entati in m odo 
controllato  e sacrificati scalarm ente secondo l’im postazione sperim entale

(2) Gli anim ali ci sono s ta ti forniti dal prof. A rturo Bolognari, D irettore dell’Is titu to  
di Istologia ed Embriologia dell’U niversità  di Messina, che ringraziam o molto vivam ente.
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descritta  in un precedente lavoro (Ghiara, 1962 a). I da ti essenziali sui m etodi 
im piegati, sono riferiti nelle «Spiegazioni» delle Tavole: notizie più esau
rien ti sono fornite in un altro  lavoro (G hiara e P ro ta-M isuraca, 1964). P reci
siamo che le osservazioni di m icroscopia o ttica  si riferiscono a p rep ara ti con 
i m etodi V erde di m etile -p iron ina see. B ra c h e tto  Feulgen. A bbiam o anche 
allestito  alcuni p rep ara ti per schiacciam ento, con il m etodo di p re - tra t ta -  
m ento con soluzione ipotonica, m odificato da M orescalchi (1962).

Lo stadio di riposo, «Stapelzelle », (stadio A dello schema di ciclo cellulare 
proposto da uno di noi: G hiara, 1962 c) è di regola caratterizzato  da un  
nucleo con ADN addensato  in grosse zolle (crom ocentri), in rapporto  più
0 meno lasso con un nucleolo di dim ensioni m edie o cospicue, denso, a contorni 
netti, con accen tuata  pironinofilia da A R N  (Tav. I, figg. 3, 4, 5, 6). I crom o
centri possono apparire  isolati o congiunti da sottili filam enti Feulgen-posi- 
tivi; nei p rep ara ti allestiti per schiacciam ento (Tav. I, fig. 13) sono evidenti 
sottili filam enti, di regola ad andam ento  rettilineo o appena incurvato , che 
collegano i crom ocentri a zollette di ADN regolari per form a e disposizione, 
addossate alla m em brana nucleare (Tav. I, figg. 4, 5). In stadi che precedono 
di poco quello di « Stapelzelle », e che sono già di netto  avviam ento  alla fase di 
riposo cellulare, l’A D N  si p resen ta spesso addensato in form a di segm enti 
cromosomici (Tav. I, figg. 1, 2) che hanno rapporti p iu tto sto  lassi con il n u 
cleolo già di dim ensioni cospicue.

Con l’inizio dell’estrusione del secreto, m entre le s tru ttu re  ergastopla- 
sm atiche sono espanse in gran  p arte  dell’area citoplasm atica (stadio C del ciclo: 
G hiara, 1962 b, c), si m anifesta un cospicuo rigonfiam ento del nucleolo, e un 
rim aneggiam ento, più o m eno concom itante, dei crom ocentri, da cui trae  
origine un  anello perinucleolare di ADN, apparen tem ente continuo e di spes
sore irregolare (fig. 7) (è verosimile che la figura ad anello sia l’im m agine di 
sezione di un guscio di ADN, probabilm ente non continuo e certam ente di 
spessore m olto irregolare). In  uno stadio ulteriore l’anello perinucleolare di 
ADN risu lta  collegato alla m em brana nucleare da raggi di ADN, che sem brano 
bracci cromosomici (Tav. I, figg. 8-9): si determ ina cosi un  assetto  simile a 
quello descritto  da M ontalen ti (1949) e da Siniscalco (1951) nei nuclei di cel
lule ghiandolari di un C im otoide in fasi ritenu te  di a ttiv e  sintesi cellulari.

L ’anello o guscio perinucleolare si espande, e, per raccorciam ento ap p a
ren te  in direzione centrifuga di uno o più dei bracci cromosomici prim a de
scritti, assum e rap p o rti più in tim i con la m em brana nucleare (si veda nella 
T av. I Ja fig. io, e la si confronti con la fig. 8). D uran te  questo processo, di 
regola si a tten u a  sensibilm ente e spesso scom pare la pironinofilia da A R N  del 
nucleolo: non possiam o dire se in questi stad i si dissolva effettivam ente 
l’in tero  nucleolo.

Le figg. q  e 12 presen tano  un assetto  dell’ADN che nel nostro  m ateria le  
è caratteristico) delle cellule nella fase che segue l’estrusione del secreto, m entre
1 costituen ti ergastoplasm atici si vanno riaddensando alla base cellulare (forse 
stadio  E  del ciclo: G hiara, 1962 b). Il cercine perinucleolare di ADN risu lta  
aperto  in corrispondenza di una  r is tre tta  zona della m em brana nucleare, e il m a-
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teriale nucleolare sem bra in contigu ità con essa. A differenza di quan to  hanno 
descritto  A ltm ann  (1952) e S tocker (1962 a) in Topo, nel nostro m ateriale solo 
di rado abbiam o rinvenuto  simili assetti nella fase di estrusione del secreto.

Nei p rep ara ti verde di m etile-pironina, all’in terno  dell’anello di ADN, 
a ridosso di partico lari t ra t t i  di esso, si notano irregolari accum uli di A R N , e 
spesso, in tu tto  lo spazio nucleolare, una pironinofilia da A R N  diffusa e di 
regola omogenea, o più in tensa a ridosso di qualche tra tto  dell’anello di ADN. 
S o p ra ttu tto  questi da ti depongono per una fase di sintesi e di accumulo, e 
non di emissione nel citoplasm a, di m ateriale nucleolare. Q uesta in te rp re ta 
zione è con fo rta ta  anche dalla presenza, nel nucleo, di grandi zolle di ADN, 
alcune apparen tem ente isolate dall’anello perinucleolare (Tav. I, fìgg. 11, 12), 
che in ogni caso indicano l’inizio di un processo di contrazione e di addensa
m ento dei cromosomi, quale è caratteristico  delle fasi di « R estituzione » della 
cellula.

Se quan to  abbiam o ora descritto  può essere preso come dim ostrativo  di 
una « L eitbahn  » cromosom ica nel senso di A ltm ann, supponiam o che debba 
tra tta rs i dello stadio a funzionalità centripeta, ammesso anche dall’A. In  
via di ipotesi si po trebbe anche am m ettere che l’assetto  ora descritto  possa 
corrispondere ad una fase di estrusione nel citoplasm a, e di concom itante resin
tesi, dell’A R N  nucleolare, in rapporto  con i fenomeni di ricostituzione alla 
base cellulare di quei grandi addensam enti ribosomici che sono i paranuclei, 
partico larm ente im ponenti in Discoglosso (cfr. G hiara, 1961, 1962 b, c).

Che nella specie da noi s tu d ia ta  l’estrusione di A R N  nucleolare possa 
aver luogo, nel succo nucleare o nel citoplasm a, in assenza di un dispositivo 
tipo « L eitbahn  >> cromosomica, è indicato da quanto  abbiam o riscon tra to  nei 
prim issim i m om enti del ciclo digestivo nel m ateriale di due dei cicli sperim en
tali is titu iti. Poco dopo l’alim entazione degli anim ali, d u ran te  la p rim a ora 
del ciclo digestivo (quando il m ateriale alim entare è appena a ttacca to  dai 
processi digestivi) e in assenza di ogni fenomeno di estrusione di secreto, m icro
scopicam ente rilevabile, il quadro nucleare si modifica, e dall’assetto  tipico 
della « Stapelzelle » si passa ad una s tru ttu ra  simile a quella della T av . I, 
fig. 7, Si ha un rigonfiam ento del nucleolo e, a ll’in terno  del cercine perinu
cleolare di ADN, la pironinofilia da A R N  si indebolisce e in m olti casi scom 
pare del tu tto . Successivam ente, m entre il m ateriale alim entare perm ane 
nello stom aco e viene digerito, si ricostituisce un assetto  nucleare simile a 
quello della « Stapelzelle », che verrà di nuovo e più profondam ente m odifi
cato, come già si è descritto , con l’inizio della fase di in tensa estrusione del 
secreto, al passaggio del chimo nel duodeno.

Sem bra dunque che d u ran te  ogni ciclo secretorio della cellula pancreatica 
esocrina di Discoglosso (le cui m anifestazioni citoplasm atiche corrispondono 
bene alle classiche descrizioni di Hirsch: cfr. H irsch, 1961), m entre  i costi
tuen ti ergastoplasm atici presentano un ciclo unico in rapporto  ai fenomeni di 
sintesi, di accum ulo e di estrusione del secreto, i costituen ti nucleari compiano 
due successivi cicli, sul cui significato non possiamo form ulare, in questa sede, 
alcuna ipotesi (cfr. G hiara e P ro ta-M isuraca, 1964).
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In  base ai dati sperim entali finora raccolti, in Discoglosso sem brerebbe 
assente, almeno nei suoi ca ra tte ri estrem i, la fase di accen tuata  decondensa
zione e di apparen te  scom parsa dei costituen ti nucleari, descritta  da A ltm ann  
(1952) in Topo. Ciò, u n itam en te  alle a ltre  cara tteristiche differenziali, che prim a 
abbiam o descritte , può essere forse posto in relazione, sia con l’im postazione 
sperim entale da noi a d o tta ta  (alim entazione controllata, e non som m inistra
zione di pilocarpina), che com porta una stim olazione m eno drastica della 
cellula pancreatica esocrina, sia con caratteristiche biologiche degli Anfibi, 
tra  cui va an n o ta ta  la m aggior q u an tità  di ADN per nucleo rispetto  agli altri 
V erteb ra ti (cfr. M irsky e Osawa, 1961; W addington, 1962, p. 59).

Secondo K aufm ann (i960) ogni u n ità  riconoscibile al m icroscopio ottico 
-  cromosoma, crom atidio o mezzo crom atidio -  all’analisi u ltra s tru ttu ra le  
si rivela costitu ita  da un num ero variabile di sottili elem enti fibrillari, sub
cromonemi, disposti a spirale, e costitu iti ciascuno, di regola, di due subfila
m enti appaiati. I sub-cromonemi hanno uno spessore di 100-120 A, e i fila
m enti che li costituiscono, di 35-40 A (cfr. anche Jacob e Sirlin, 1963; L a 
Fontaine e C houinard, 1963).

H ay  e Revel (1963) hanno descritto  un assetto  u ltra s tru ttu ra le  m olto 
diverso nel nucleo di alcuni tipi cellulari nell’arto  rigeneran te di alcune specie 
di U rodeli. Le desossiribonucleopro teine costituirebbero un gel reticolare tr i
dim ensionale di filam enti di 50-75 A  di diam etro. Nei cromosomi, e nei cro
m ocentri (eterocrom atina) del nucleo interfasico, Passetto sarebbe m olto 
addensato , e le desossiribonucleopro teine sarebbero in a ttiv e  nella sintesi 
delPADN; Pin verso si verificherebbe -  nei nuclei in interfase -  nelle zone 
ad assetto  più finem ente disperso, corrispondenti alle p a rti eucrom atiche, 
che incorporano a ttiv am en te  la tim idina tritia ta .

A lcune nostre osservazioni di m icroscopia elettronica consentono di p o r
tare  un con tribu to  a questo problem a.

La fig. 4  è una m icrografia d ’insieme di una cellula pancreatica esocrina 
di Discoglosso, in uno stadio funzionale vicino a quello di « Stapelzelle ». Non 
ci soffermiamo sulla s tru ttu ra  del citoplasm a, che d ’altro  lato  ci sem bra chiara 
(G indica la zona di Golgi, e, in alto, Z, un granulo di secreto): in cellule con
tigue, colpite dalla sezione a livello dell’ergastoplasm a, questo ha già un 
assetto  m olto addensato.

Il nucleo, compreso nella m età  inferiore del campo, presen ta partico lari 
u ltras tp u ttu ra li di notevole interesse. Lungo la m em brana in te rn a  dell’invo
lucro nucleare (3> sono presenti accum uli di m ateriale, la cui n a tu ra  fibrillare 
(fibrille o filam enti di circa 120 A  di spessore) è ben evidente in qualche zona 
(si veda, ad esempio quella com presa tra  le due sbarre nere). Questi accumuli, 
che contornarlo i pori dell’involucro nucleare, corrispondono, per dim ensioni e 3

(3) La m em brana appare di s tru ttu ra  duplice. A più forte risoluzione (Tav. I l , fig. 19) 
tale duplicità risu lta  dovuta airallineam ento , a  distanza abbastanza regolare dalla m em brana, 
delle estrem ità o di tra tt i  dei filam enti subcromonemici.
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disposizione, alle zollette Feulgen-positive, che si rilevano a ridosso della 
superficie in te rn a  della m em brana nucleare nei p repara ti per microscopia 
o ttica  (cfr. in particolare, la T av. I, figg. 5? 7)- A nche in base ai d a ti di a ltri 
A utori, prim a citati, riteniam o che si tra tt i  di fibrille o filam enti di ADN o di 
desossiribonucleoproteine. Il nucleolo è situato  nella p arte  inferiore della 
micrografia; m a, nel presente lavoro, non ci occuperemo dei suoi ca ra tte ri 
u ltras tru ttu ra li.

U na s tru ttu ra  a disposizione chiaram ente spiralizzata è evidente nella 
zona ind icata  dalle due frecce corte. Il medesimo campo è rip rodo tto  a più 
forte risoluzione nella T av. II, figg. 16 {freccia a sinistra) e 17: il filam ento 
(o i filam enti ?) spiralizzato appare costitu ito  da due sub-filam enti appaia ti. 
Poco più sopra un tra tto  della spirale risu lta  tagliato  longitudinalm ente dal 
piano di sezione. Si può rilevare resistenza di una spirale m inore , che a sua 
volta si atto rc ig lia  su se stessa form ando una spirale maggiore. A  livello di 
questi filam enti, che, anche in base alla loro s u b -s tru ttu ra  sono da ritenersi 
subcromonemi (come sono s ta ti descritti da altri A utori in altre  specie anim ali 
e vegetali), si avrebbe quindi lo stesso tipo di avvolgim ento, che al microscopio 
ottico si riscontra  nei cromonem i e nei crom atidi.

Nella T av. I, figg. 14 e 15, T av. II, figg. 16 e 18 si possono osservare altri 
partico lari di s tru t tu ra  dei subcromonemi. Nella fig. 15, la freccia  indica la 
sezione longitudinale di uno di essi: i due sub-filam enti che lo costituiscono 
hanno uno spessore sui 35—4°  A, e risultano connessi da tra t t i  trasversi, che 
hanno l’aspe tto  di spire, a livello delle quali i due sub—filam enti si attorcig liano 
tra  di loro. Secondo Steffensen (i960) sarebbe quasi certo che i sub-filam enti 
di 3S“ 4°  A  rappresentino ciascuno una singola molecola di AD N  associata a 
proteine, come nello schem a proposto da W ilkins (1956).

Nel nostro m ateriale resta  da chiarire come 1 subcrom onem i si associno a 
costitu ire un crom onem a, risolvibile a  livello ottico almeno al contrasto  di 
fase. Nella fig. 14, nella zona ind ica ta  dalla freccia  a doppia b arra  term inale, si 
può riconoscere una s tru ttu ra  (il cui contorno sinuoso è delim itato  da altre  

frecce), che sem bra costitu ita  da più subcromonemi. Nella T av. II, fig. 16 
(.freccia nella zona all’incirca centrale), in uno di tali subcrom onem i sono p re
senti alcune spire, la cui disposizione apparen tem ente ragg ia ta  sem bra riferi
bile ad un ripiegam ento ad ansa della spirale maggiore.

I filam enti subcromonemici, di circa 120 A di spessore possono anche 
rinvenirsi poco o non spiralizzati (Tav. I, fig. 15 e Tav. II, fig. 16, e, in p a r
ticolare, fig. 18). Q uesti assetti sono presenti, per lo più, in zone alle quali 
sem bra di dover a ttrib u ire  un significato particolare, sia per la s tru ttu ra , che 
per la loro posizione nel nucleo. Si consideri ad esempio la zona ind icata  con 
ere nella T av. I, fig. 14 (cfr. anche fig. 16). In essa i cromonemi (o i subcro
monemi) non presentano una individualità ben riconoscibile, come invece 
hanno nella zona, s itu a ta  più in alto a sinistra, dove sono disposti in rapporti 
reciproci più lassi, a costitu ire un intreccio irregolare. In base a quanto  sap 
piam o sulle p roprie tà  dell’eterocrom atina (cfr. F erguson-Sm ith , 1964), è vero
simile ritenere che ere rappresenti l’insieme delle zone eterocrom atiche, in ti-
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inam ente, adese, di cromonemi i cui segm enti eucrom atici almeno in p arte  
costituirebbero l’intreccio irregolare sopra detto  (4).

I nostri dati u ltra s tru ttu ra li consentono dunque di concludere che anche 
nel nucleo interfasico di cellule di Anfibi, le desossiribonucleoproteine -  e i 
cromonemi -  presentano una s tru ttu ra  analoga a quella descritta  per altre  
specie di anim ali e di p ian te  superiori (cfr. K aufm ann, i960), e da Pappas et 
al. (19S9) in Amoeba proteus. Anche le possibilità di individuazione, a livello 
u ltra s tru ttu ra le , delle p arti eterocrom atiche ed eucrom atiche dei cromosomi 
in interfase, offerte dal nostro m ateriale , portano  a conclusioni diverse da 
quelle di H ay  e Revel (1963). D ’altro  lato, la presenza di subcrom onem i, poco
0 non spiralizzati, -  e quindi in assetto  u ltra s tru ttu ra le  rispondente, per quanto  
in generale è noto in le tte ra tu ra , ad uno s ta to  di m aggiore a ttiv ità  funzionale -  
in zone da noi in te rp re ta te  come eterocrom atiche è in buon accordo con il 
concetto, orm ai suffragato da una larga m assa di dati sperim entali, che a 
livello dell’eterocrom atina del nucleo in interfase siano partico larm ente a ttiv e  
le sintesi di A R N  e di proteine (cfr. p a rte  in trodu ttiva ).

Dai nostri dati risu lta  in tan to  che non tu tte  le zolle di m ateriale adden
sato, Feulgen-positivo, riconoscibile nel nucleo interfasico, possono essere 
in te rp re ta te  come eterocrom atiche, come già avevano indicato precedenti 
A utori (Schultz, 1947, M ontalen ti, 1949).

Ci sem bra inoltre verosimile che la m odalità con cui si evidenziano, in 
determ inati m om enti del ciclo, i bracci cromosomici disposti a raggio tra  la 
crom atina nucleolo-associata e la m em brana, possa consistere nella progres
siva spiralizzazione (anche a livello dei costituen ti u ltra s tru ttu ra li)  di seg
m enti eucrom atici di cromosomi aventi già tale disposizione, e nel m arcato  
e progressivo loro accostam ento, probabilm ente in rapporto  a concom itanti 
riassestam enti dei rispettiv i segm enti eterocrom atici, in tim am ente adesi a 
costituire la crom atina nucleolo-associata (5).

Non disponiam o di dati che consentano di identificare a livello u ltra s tru t
tu rale  una « L eitbahn  » cromosomica nel senso di A ltm ann  (1952), quale 
probabilm ente si a ttu a , con le lim itazioni che abbiam o indicato, anche nel 
tipo cellularé da noi s tud iato .

(4) E probabile che due localizzazioni, di assetto  u ltrastru ttu ra le  così sensibilmente 
diverso, come quelle descritte nella Tav. I, fig. 14, si presentino al microscopio ottico -  dati
1 lim iti di risolvibilità -  con un aspetto  sostanzialm ente simile, come zolle Feulgen-positive 
più o meno omogenee: cioè come crom ocentri. In  questo caso però, solo uno dei due sarebbe 
costituito  da s tru ttu re  aven ti le caratteristiche dell’eterocrom atina.

(5) E assai problem atico un confronto con i da ti sulle zone eterocrom atiche di cromo
somi metafasici, s tud ia ti in a ltri tessuti som atici della stessa specie (il reperto di m itosi nel 
pancreas di Discoglosso adulto  è eccezionale). Secondo Morescalchi (1964) il corredo crom o
somico (2n — 28) risu lta  di 26 cromosomi m etacentrici e 2 acrocentrici; una zona chiaram ente- 
eterocrom atica è presente soltanto in una coppia di cromosomi m etacentrici (la 7a). L ’etero 
crom atina nei nuclei interfasici delle cellule esocrine del pancreas, intesa anche re s tr ittiv a 
m ente come crom atina associata al nucleolo, risu lta  molto più abbondante , e non vi sono dati 
che facciano sospettare, in queste cellule, resistenza  -  almeno con frequenza significativa -  
di condizioni di poliploidia.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVO LE I E  II

Le microfotografie e le micrografie elettroniche si riferiscono a cellule pancreatiche' 
esocrine di Discoglosso.

T avola I.

Fig. 1. -  Fissaz. Stieve. Coloraz. Verde di m etile-p iron ina see. Brachet. Individuo alim en
tato: stomaco vuoto, chimo in in testino  oltre l ’ansa duodenale. Cellule esocrine con 
ergastoplasm a in via di riaddensam ento alla base cellulare. Nucleo con grosso nucleolo, 
pironinofilo, denso a  contorni ne tti. C rom atina generalm ente in form a di filam enti spessi 
e corti, in rapporti lassi con il nucleolo. 1000 X .
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Fig. 2. -  Fissaz. C arnoy I. Coloraz. e a ltr i da ti, come il precedente. 1000 x .

Fig. 3. -  Fissaz. e coloraz. come i precedènti. Individuo digiuno da 6 giorni. Cellule in stadio 
di « Stapelzelle », con ergatoplasm a basale molto addensato (freccia). Nucleoli più grandi 
e più pironinofili dei dùe p reparati precedenti. 1200 X.

Figg. 4-12. -  Fissaz. Carnoy I. Coloraz. Feulgen.

Fig. 4. -  Individuo digiuno da 6 giorni. Nucleo con ADN a grandi crom ocentri situa ti nella 
zona centrale a tto rno  allo spazio nucleolare: piccole zolle di ADN disposte assai regolar
m ente a ridosso della superficie in terna della m em brana nucleolare. 1200 X.

Fig. 5. -  Individuo digiuno da 6 giorni. A ssetto dell’ADN simile al caso precedente. Si noti 
la disposizione regolare delle zollette dell’ADN a ridosso della m em brana nucleare. 
1500 X .

Fig. 6. -  Individuo digiuno da 6 giorni. A ssetto  dell’ADN come nei due casi precedenti. 
1200 x .

Fig. 7. -  Individuo rialim entato ; chimo in stomaco: digestione iniziale. Cellule in fase di 
stim olazione iniziale. Nucleo con anello irregolare di ADN atto rno  allo spazio 
nucleolare. Si noti la disposizione m olto regolare delle zollette di ADN a ridosso della 
m. nucleare. 1300 X.

Fig. 8. -  Individuo rialim entato : chimo in duodeno. Cellula in fase di intensa estrusione 
del secreto. Nucleo con ADN disposto ad  anello peri nucleolare, dal quale si dipartono 
raggi, che si congiungono a zollette di ADN situa te  a ridosso della m. nucleare, alcune 
delle quali appaiono cone rigonfiate. 900 X .

Fig. 9 -  Medesimo campo della fig. 8 a  maggiore ingrandim ento. 2200 X.

Fig. io. -  Individuo rialim entato : chimo in 3° inferiore dell’intestino. Cellule con ergasto- 
plasm a in via di riaddensam ento basale. Nel nucleo in alto l ’anello perinucleolare è a 
più intim o con ta tto , su di un lato, con la m. nucleare. 1150 X.

Fig. 11. -  Stesso individuo della fig. io. L ’anello di ADN perinucleolare risu lta aperto 
a ridosso della m. nucleare, contro la  quale si notano masserelle irregolari di ADN. 
1200 X .

Fig. 12. -  Medesimo campo della fig. 11 a maggiore ingrandim ento. 2400 X.

Fig- 13- —' Fissaz. Carnoy I dopo tra ttam en to  con soluz. ipotonica. Schiacciamento. Coloraz. 
Feulgen. C ontrasto di fase. Individuo digiuno da 6 giorni. Nel nucleo in basso a sinistra 
è evidente il nucleolo (spazio chiaro rotondeggiante), cui sono addensati grossi cromo
centri. Negli a ltri 2 nuclei sono evidenti numerosi cromonemi, Feulgen-positivi, in 
genere a disposizione radiale tra  i crom ocentri addensati al nucleolo e corrispondenti 
masserelle di ADN, a ridosso della m. nucleare. 1600 X.

Figg- I4~J9 “  Sono date  qui le spiegazioni essenziali: una descrizione più esauriente è da ta  
nel testo. Le micrografie sono sta te  eseguite con il m.e. H itach i H S-6  del nostro Is titu to .

Fig. 14. -  D oppia fissaz. G lutaraldeide in tam pone cacodilato -  Acido osmico (cfr. Saba
tini, et al. 1963). Coloraz. Pb c itra to  see. Reynolds (1963). 23000 x .

Fig. 15. -  Particolare della fig. 14 nella regione nucleare indicata dalla freccia  corta a sinistra. 
L4 freccia  indica un filam ento subcromonemico. 78000 X .

T a v o l a  I L

Fig. 16. -  Particolare della fig. 14 in una regione nucleare delim itata  .a sin istra dalle frecce 
corte appaiate. La freccia  a  sin istra  indica un filamento sub-crom onem ico spiralizzato, che 
si continua in alto. È evidente la presenza di una spirale m inore, co stitu ita  dalle spire
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del filamento, e una spirale maggiore, che si origina per attorcigliam ento della spirale 
maggiore su se stessa. La freccia  a destra indica alcuni filam enti subcromonemici despi
rai izzati. 42OCO X.

Fig. 17. -  Stesso particolare della fig. 14 a maggiore ingrandim ento. Sono meglio evidenti 
i particolari s tru ttu ra li del subcromonema spiralizzato, tra  cui la sua s tru ttu ra  duplice. 
65000 X .

Fig. 18. -  Particolare della fig. 14: m età inferiore sin istra della regione nucleare. La freccia 
superiore indica una s tru ttu ra  spiralizzata che si prolunga verso l ’alto e in basso verso 
la massa densa del nucleolo. La freccia  in basso indica alcuni filam enti, in uno dei quali 
è evidente una s tru ttu ra  duplice. 42000 x .

Fig. 19. -  Particolare della fig. 14, a livello dell’involucro nucleare. Le due frecce corte indi
cano due pori dell’involucro. Si notino i ribosomi disposti regolarm ente sulla m em brana 
esterna dell’involucro. I pori appaiono a ttraversa ti da un setto: ma probabilm ente si 
tra tta  dell’im magine di sezione di una zona del bordo porale. La freccia lunga indica 
alcuni filam enti subcromonemici disposti con direzione obliqua rispetto  alla m em 
brana in terna dell’involucro: i filamenti non sem brano giungere a con ta tto  di essa. 
6 5000 X .






