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Embriologia chimica. — Fosfati inorganici, fosforici labili,
A T P  e glucosio—6—fosfato nelVovario di Ciona intestinalis (* (**)}. Nota di 
T o m m a s o  D ’A n n a  e S a l v a t o r e  M e t a f o r a ,  presentata (*#) dal Corrisp. 
P . P a s q u i n i .

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

Poche ricerche sono s ta te  eseguite nel campo della embriologia chimica 
delle Ascidie. In particolare m olto poco si conosce sui processi di produzione 
e di im m agazzinam ento dell’energia. L a ricerca e il dosaggio di alcune m ole­
cole tipiche di vie m etaboliche im plicate nel ricam bio energetico è di fonda- 
m entale im portanza per m ettere  luce sul ruolo giocato da queste vie nell’ovo- 
genesi e nello sviluppo em brionale.

In base a tali considerazioni ci è sem brato u tile  in traprendere uno studio 
sul contenuto  in fosfato inorganico, A T P, fosfato labile e G lucosio-6-fosfato 
dell’ovario di Ciona in testinalis .

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

a) Prelievo del materiale.

Gli ovari p relevati d a ll’anim ale vivo furono accuratam ente lavati a 
freddo con acqua di m are filtra ta . Successivam ente furono om ogenizzati in 
tam pone barb ita l 0,01 M, pH  8,6 contenente saccarosio o ,2 jM . L ’omogeniz- 
zazione fu eseguita a freddo con om ogenizzatore vetro-teflon tipo P o tte r 
azionato a m otore, per 2 m inuti.

b) Preparazione d e li estratto acido-solubile.

L ’om ogenato fu centrifugato  a 18.000 g. per 30 min. in centrifuga re ­
frigerata  In ternational. Le proteine del sovranatan te  così o tten u to  furono 
p recip ita te  con TCA (concentrazione finale : 4 %). Dopo centrifugazione ed 
elim inazione del « pellet » proteico il sov ranatan te  fu neutralizzato  con KOH, 
centrifugato  ancora per elim inare il perclorato di potassio form atosi ed infine 
essicato a freddo e sotto  vuoto. L a sostanza secca, ripresa in acqua bid istilla ta , 
fu u tilizzata  come cam pione per il dosaggio del fosfato, dell’A T P, degli esteri 
fosforici labili e del G lucosio-6-fosfato. T u tte  le operazioni p repara tive  furono 
condotte a 4°C .

(*) Lavoro eseguito presso l ’Istituto di Zoologia dell’Università di Palermo, sotto 
la direzione del prof. G. Reverberi. Il dott. S. Metafora è Ricercatore presso il Gruppo di 
Ricerca per l’Embriologia del C.N.R. per lo studio del differenziamento.

(**) Nella seduta del 13 febbraio 1965.
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c) Dosaggio dei fo s fa ti  inorganici e degli esteri fo sfo ric i labili totali.

A lcune aliquote del campione furono d ilu ite con TCA 5 % e, previo 
tra ttam en to  con carbone a ttiv a to  DARCO G -60 per la rim ozione dei pigm enti, 
adoperate per il dosaggio dei fosfati inorganici.

A ltre  aliquote furono idrolizzate con HC1 iN  (conc. finale) a ioo°C  per 
7 m inu ti in fiale chiuse sotto  vuoto. L ’idrolizzato essicato fu sciolto in TCA 
5 %, purificato con carbone a ttiv a to  DARCO G -60 per rim uovere i pigm enti 
form atisi nel corso della idrolisi, e dosato per il contenuto in fosfato.

Il dosaggio del fosforo fu eseguito col m icrom etodo descritto  da Glick [1]. 
A  300 pi di cam pione furono aggiunti 300 [A di reagente (m olibdato di am m o­
nio +  solfato ferroso) e, lasciato sviluppare il colore per io  m in., l’assorbim en­
to fu le tto  a 720 m p in uno spettrofo tom etro  Beckm an DU m edian te l ’uso di 
m icrocuvette . Il contenuto  in esteri fosforici labili fu calcolato per differenza 
fra il contenuto  di fosforo dei campioni idrolizzati e quello dei non idrolizzati.

d) Dosaggio delVA T P  e del Glucosio-6-fo sfa to .

L ’A T P fu dosato m edian te m etodo enzim atico, e il q u an tita tiv o  calco­
lato sulla base del coefficiente di estinzione m olare del T P N H  a 340 mp. L a 
m iscela di reazione, in 3 mi di volume finale, consisteva di: Glucosio 20 p,M, 
T PN  0,6 [xM, MgCL 60 pM , T ris-H C l buffer 0,04 M a pH 7,5; la tem pera­
tu ra  era quella am biente. Gli enzimi adoperati: Esochinasi 2,7 u n ità  K .M . e 
G lucosio-6-fosfato deidrogenasi 20 u n ità  [2].

Il glucosio—6-fosfato  fu dosato con lo stesso m etodo enzim atico usato  per 
il dosaggio dell’A T P previa esclusione dalla miscela di reazione dell’esochi- 
nasi e del glucosio. Il contenuto  proteico nei campioni analizzati è s ta to  d e te r­
m inato  col m etodo di Low ry et al. [3] usando come standard  album ina di 
siero.

Reagenti. -  T P N  sale sodico, Tris, esochinasi cristallina e siero-albm  
m ina furono o tten u ti dalla Sigm a Chemical Co.; MgCL e Folin-C iocalteau 
furono forniti dalla M erck D arm stad t; la G lucosio-6-fosfato deidrogenasi 
fu forn ita dalla B oehringer M annheim  Germ ania.

R is u l t a t i .

I dati relativ i ai dosaggi eseguiti sono raccolti nella tabella riassuntiva 
ed espressi in fjig/mg di proteine del sovranatàn te a i8ooog .

II contenuto  in G lucosio-6-fosfato non è compreso tra  gli esteri fosforici 
labili totali; questi com prendono PATP, L ’U D P, gli a ld o si-i-fo sfa to , fru tto - 
s io - |-fo s fa to , fru tto s io -i ,6-difosfato e pirofosfato [4]. Il valore o tten u to  per 
differenza tra  gli esteri fosforici labili to tali e il contenuto  di A T P  rap p re­
sen ta il q u an tita tiv o  di esteri fosforici labili qualita tivam en te  non determ i­
nati: Fosf. la b -A T P  =  0,62 pg/m g P rot.
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T a b e l l a  r ia s s u n t iv a .

Contenuto in fosfa to  inorganico, E steri fosforic i labili, A  T P  e Glucosio-6-  
fosfa to  in  ovario d i Ciona intestinalis.

Esper. n° Fosf, inorg. Est. fosf. 
labili totali A T P G - ó - P

1 4,92 _ _’ _

2 5,18 — — —

3 4,12 1,03 — —

4 4,40 — —

5 4,57 — — —

6 5,27 0,99 — —

7 5,05 q ,43 — —

8 3,88 1,00 o ,55 0,46

9 4,5 I , I 0,41 0,63

IO 3,6 0,85 0,34 0,62

11 3,54 0,98 0,45 o,ó

Media 4,45 1,06 o ,44 0,58

a ±  0,24 db 0,02 ±  0,014 ±  0,013

Sulla babe dei da ti cosi o tten u ti si deve am m ettere resistenza ne irovario  
di Cioqa di un pool di fosfati inorganici che probabilm ente viene g ra d a ta ­
m ente utilizzato  dagli ovociti in sviluppo. L a presenza dell’A T P e di a ltri 
esteri fosforici labili oltre che del G lucosio-6-fosfato ci po rta  a supporre la 
presenza nell’ovario delle norm ali1 vie m etaboliche connesse con la produzione 
e l’im m agazzinam ento dell’energia.

A ttu a lm en te  abbiam o in corso una ricerca sul « p a tte rn  » di d is trib u ­
zione di questi m etaboliti nel corso dello sviluppo em brionale di Ciona intesti­
nalis.

C o n c l u s io n i .

Nella presente ricerca è s ta to  eseguito il dosaggio del fosfato inorganico 
e di alcuni composti organici fosforati nell’ovario di Ciona intestinalis .

I risu lta ti o tten u ti sono espressi sulla base del q u an tita tiv o  di p roteine 
del sov ranatan te  a iBooog. È sta to  riscontrato  un pool di fosfato inorganico
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pari a 4,45 fxg/mg P ro t., un  contenuto di A TP pari a 0,44 fxg/mg P ro t., un 
q u an tita tiv o  di esteri fosforici labili (qualita tivam ente non determ inati) di 
0,62 (jig/mg P ro t. e infine un contenuto  di G lucosio-ó-fosfato di 0,58 fxg/mg 
P ro t.
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