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Embriologia. — Incorporazione di amino acidi marcati nei fram 
menti nucleati e anucleati deir uovo vergine di A  scidie (*b Nota di 
C a t e r i n a  M a n s u e t o , presentata (**} dal Corrisp. P .  P a s q u i n i .

1. Il valore del nucleo nella sintesi delle proteine citoplasm atiche è stato 
investigato da num erosi A utori. Il m etodo seguito per questa ricerca è stato 
quello di dividere la cellula in una porzione nucleata e in una anucleata; suc
cessivamente di esporre i due fram m enti a precursori m arcati; finalm ente di 
contare le tracce radioattive nei due fram m enti.

In  Amoeba il citoplasm a in presenza del nucleo incorpora amino acidi 
nelle proteine molto attivam ente: in assenza del nucleo però una certa incor
porazione è stata  no tata [1,2]. In Acetabularia [3,4], nell’uovo di riccio di 
m are [5] e nell’uovo di Anfibi [6], invece, la sintesi delle proteine si ha anche 
in assenza del nucleo. D ’altra parte in M ytilus il lobo polare, notoriam ente 
anucleato, separato dal resto dell’uovo, incorpora amino acidi m arcati (metio- 
n ina e glieina) molto meno che i blastom eri AB e CD [7].

Nei reticolociti l’incorporazione di amino acidi m arcati avviene anche in 
assenza del nucleo [8 - i i ].

2. Per quanto concerne le Ascidie [12] i fram m enti « scuri » dell’uovo 
vergine di d o n a  iutestinalis, o ttenuti a seguito della centrifugazione incorpo
rano (m etionina m arcata) attivam ente e sempre: quelli « chiari » invece incor
porano solo in alcuni casi. Questo com portam ento fu spiegato am m ettendo che 
il nucleo dell’uovo (in condizione m etafasica I meiotica) passa, a seguito della 
centrifugazione, a caso, o nel fram m ento scuro o nel fram m ento chiaro, più 
spesso però nel fram m ento scuro, che è più grande. Secondo questa in ter
pretazione il nucleo dell’uovo eserciterebbe una influenza nella incorporazione 
degli am ino acidi nelle proteine citoplasm atiche. Fu, però, anche prospettata 
l’ipotesi che la incorporazione possa essere dovuta alla presenza o meno, nei 
fram m enti, dei m itocondri: di fatto i fram m enti scuri posseggono quasi tu tti 
i m itocondri dell’uovo, quelli chiari, invece, ne sono privi, o ne posseggono 
solo eccezionalmente.

Allo scopo di portare più luce in questo problem a, gli esperimenti sono 
stati ripresi facendo uso di un altro  precursore m arcato (istidina) e utilizzando 
oltre le uova di Ciona anche uova di altre specie di Ascidie.

(*) Ricerca eseguita nellTstituto di Zoologia della U niversità di Palermo, sotto la dire
zione del prof. G. Reverberi.

(**) Nella seduta del 17 giugno 1965.
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M a t e r i a l e  e  m e t o d i .

U ova vergini di Phallusia mamillata, Ascidia malaca e d o n a  intestinalis, 
liberate dalle m em brane con aghi di ferro sottili, furono sottoposte a centrifu
gazione per io  a 13000 g, secondo il metodo di H arvey  [13]. Le uova furono 
in questo modo spezzate in due sorta di fram menti: chiari e scuri.

U n ’altra serie di esperim enti condotti su uova di Ascidia malaca fu ese
guita tagliando 1 uovo a m ano con aghi di vetro: poiché la presenza del nucleo 
nell’uovo di A . malaca è facile a determ inarsi, si può con certezza dire quali 
sono i fram m enti nucleati e quali gli anucleati. I fram m enti, separatam ente, 
furono incubati in soluzioni di m etion ina-535 (att. spec. 7 [x C/ml; conc. 0,68 
m M ) e di istid ina-C 14 (att. spec. iOfjiC/ml; conc. 4,5 X io~*M ) per 3 ore: 
quindi furono lavati nelle soluzioni degli amino acidi non m arcati e sottoposti 
alle usuali tecniche istologiche. Dopo spar affinamento le sezioni di 5 pi di 
spessore furono ricoperte con film K odak A R  io. L ’esposizione in cam era 
scura fu di 20-30 giorni. Il colorante usato fu il verde di m etil-p ironina.

R i s u l t a t i .

a) Frammenti dell'uovo di Ciona intestinalis.

A  seguito della centrifugazione si ebbero due tipi di fram m enti: « chiari » 
di 40-70 [i di diam etro, fatti di plasm a ialino e con una goccia di lipidi ad un 
polo; e « scuri » di 90-140 fi. di diam etro, contenenti granuli di tuorlo, pigm enti 
e m itocondri.

L ’assenza, rispettivam ente la presenza, nei fram m enti ialini o scuri, dei 
m itocondri fu stabilito con la reazione Nadi [14,15].

I fram m enti ialini e scuri messi ad incubare in istidina—C14 si sono com
portati nel seguente modo: i fram m enti chiari non presentano alcuna radio- 
attività; i fram m enti scuri sono tutti radioattivi.

b) Frammenti di uovo di Phallusia m am illata.

II fram m ento chiaro è un po ’ meno della m età dell’uovo ed è costituito 
da un citoplasm a ialino, omogeneo, interrotto nella porzione equatoriale da 
una fascia granulare, costituita da m itocondri [14,16]. Il pezzo scuro è legger
m ente più grande della m età dell’uovo intero, e ha una s tru ttu ra  granulare: i 
suoi com ponenti sono dati principalm ente da granuli di tuorlo e di pigm enti.

Il nucleo dell’uovo, in m etafase I meiotica, in seguito alla centrifugazione 
può essere dislocato indifferentem ente nel pezzo ialino o in quello scuro.

E ntram bi i fram m enti furono incubati in m etionina-S35 per 3 ore. Lo studio 
delle sezioni al microscopio ha m ostrato che i fram m enti chiari (Tav. I, fig. 1) 
e quelli scuri incorporano: questi ultim i nero meno dei pezzi chiari (Tav. I, 
fig. 2).
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c) Frammenti d i uovo d i Ascidia m alaca.

Il fram m ento chiaro è circa 80-90 jx di diametro; possiede ad un  polo 
granuli gialli, grossolani e, equatorialmente^ una m assereha di granuli più 
piccoli. L ’altro fram m ento, quello scuro, è grande circa 100 [x: possiede una 
piccola calotta di plasm a ialino, e, per il resto, granuli di tuorlo e pig
m ento distribuiti uniform em ente su tu tta  la sua superficie. U rban i e U rb a n i-  
M istruzzi [14], con m etodi istochimici, hanno m ostrato che entram bi i fram 
m enti presentano reazione positiva per la indofenol ossidasi (che probabil
m ente si identifica con la citocromo ossidasi) e che quindi posseggono 
m itocondri.

I fram m enti furono incubati separatam ente in m etionina-S35 o in isti- 
d ina-C 14.

II risultato fu che i fram m enti chiari (Tav. I, fig. 3) e scuri (Tav. I, fig. 4), 
presentano rad ioattiv ità.

Nel caso in cui, invece che per centrifugazione ! fram m enti furono otte
nuti con taglio a m ano e si potè stabilire in quale fram m ento si trova il nucleo, 
fu potuto stabilire quanto segue: le m età nucleate (Tav. I, fig. 5) e quelle 
anucleate (Tav. I, fig. 6) sono radioattive.

D i s c u s s i o n e .

i °  L a condizione del nucleo nell’uovo vergine appena deposto delle 
Ascidie è la seguente: la vescicola germ inale è già sfasciata ed è presente la 
figura m etafasica in preparazione all’emissione del i° globulo polare. È. p ro
babile che in queste condizioni il nucleo non abbia alcuna funzione m etabolica 
per riguardo alla costruzione delle proteine. L ’uovo vergine, d ’altra  parte, 
possiede un  metabolism o, anche se non elevato; infatti esso respira [17, 18] e, 
come gli esperim enti precedentem ente fatti con l’uso di m etionina m arcata  
m ostrano, [12] incorpora.

20 I risu ltati sopra riportati m ostrano che l’incorporazione in Phallusia 
è abbastanza attiva in am bedue le sorta di fram menti.

I risu ltati o ttenuti con Ascidia malaca precisano che l’incorporazione è 
uguale sia nelle parti nucleate che nelle anucleate.

Per quanto riguarda d o n a  intestinalis i nuovi risultati assicurano che 
solo i fram m enti scuri incorporano.

D4 questi risu ltati appare evidente che il nucleo, nelle condizioni sopra 
descritte, non è im plicato nell’incorporazione dei precursori delle proteine. 
Queste ricerche non sono in contraddizione con quanto già visto da altri sulle 
uova di Echiikodermi e di Anfibi [5, 6].

30 Esclusa l ’azione del nucleo nell’incorporazione degli amino acidi 
da parte  dell’uovo vergine, va considerata se la incorporazione può essere 
determ inata dalla presenza nei fram m enti dei mitocondri.
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Come esposto precedentem ente i fram m enti ialini dell’uovo di d o n a  
intestinalis non incorporano: ora tali fram m enti non posseggono mitocondri 
[r4>15]? è anche noto che tali fram m enti non sono capaci di svilupparsi [19, 15].

N ell’uovo centrifugato di Ascidia malaca i m itocondri si rinvengono in 
am bedue i tipi di fram m enti [14]: in questo caso i pezzi chiari sono capaci di 
svilupparsi e di dare origine a larve complete [20, 21]. In concordanza con 
questi dati am bedue i pezzi incorporano gli amino acidi m arcati.

Per quanto riguarda i fram m enti di Phallusia mamillata nei quali è stata 
no tata  una incorporazione più vistosa nei fram m enti ialini, questi appunto 
posseggono la m aggior parte dei mitocondri rispetto ai pezzi scuri; essi sono 
anche capaci di dare larve complete [16].

D a queste ricerche, dunque, emerge, che, indipendentem ente dal ruolo 
del nucleo nell’incorporazione degli amino acidi -  ruolo che verrà u lterior
m ente indagato -  i m itocondri sono necessari perché tale incorporazione 
avvenga. L a incorporazione degli amino acidi nelle proteine evidentem ente 
richiede energia: ed è ben conosciuto che le particelle deputate alla costitu
zione delle molecole di A T P, le molecole energetiche, sono appunto i mito- 
condri.
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Sommario. — Nella presente ricerca è stata studiata l’incorporazione di m etionina-S35 
e di istid ina-C 14 nei fram m enti dell’uovo vergine di d o n a  intestinalis, Phallusia m amillata  
e A scid ia  malaca, o ttenuti per centrifugazione. I risultati mostrano che in d o n a  la incorpora
zione avviene esclusivam ente nel pezzo scuro; che in Phallusia  è più abbondante nel pezzo 
chiaro; e che in A scid ia  malaca è presente in entram bi i fram m enti.
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I risu ltati suggeriscono che il nucleo, in  condizione meiotica metafasica, non è respon
sabile dell’incorporazione, m a la presenza dei mitocondri nei fram m enti.

Ricerche precedenti hanno m ostrato che il fram m ento ialino di d o n a  è com pletam ente 
sprovvisto di mitocondri, m entre am bedue i fram m enti -  chiaro e scuro -  dell’uovo di Phal- 
lusia  e di A scia lia  malaca, ne posseggono in grande quantità: nel caso dei fram m enti scuri 
dell’uovo di P hallusia  la incorporazione è più debole che nei fram m enti chiari: in correlazione 
essi posseggono meno m itocondri che i fram m enti chiari.

Questi risu lta ti non escludono l’influenza del nucleo nella sintesi delle proteine cito
plasmatiche: dicono solo che una condizione necessaria per tale sintesi è la presenza dei mito- 
contri. Q uesti probabilm ente ne forniscono l’energia necessaria.

SPIE G A Z IO N E  D ELLA  TAVOLA I

Fig. 1. -  Fram m ento chiaro di Phallusia m am illata  tra tta to  con m etionina-S35.

Fig. 2. -  Fram m ento scuro di P hallusia m am illata  tra tta to  con m etionina-S35.

Fig: 3. -  Fram m ento chiaro di A scid ia  malaca , dopo trattam ento  con is tid ina-C 14.

Fig. 4. -  Pezzo scuro di A scid ia  malaca tra tta to  con istid ina-C 14.

Fig. 5- — Fram m ento nucleato dell’uovo vergine di A scid ia  malaca tra tta to  con m etio
n in a -S 35.

Fig. 6. -  Fram m ento anucleato dell’uovo di A scid ia  Malaca dopo trattam ento  con m etio
n in a -S 35.
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