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Embriologia. — Ricerche sulla struttura del corion di uova di 
Ascidie n . N o ta 0  di G io v a n n a  L e o n a r d i , presentata dal Corrisp. 
P . P a s q u i n i .

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

Le uova di A scidie sono rivestite da involucri complessi, dentro i quali 
esse sono fecondate e si sviluppano fino alla schiusa delle larve natanti. E ster­
nam ente vi è uno strato di cellule follicolari, di forma e grandezza diverse 
a seconda della specie. Queste cellule si im piantano su una m em brana anista, 
detta corion, separata da ll’uovo da un liquido perivitellino, che si accum ula 
dopo l ’oviposizione. A contatto dell’uovo sono le cellule testali, in uno strato 
più o meno continuo. Nelle Ascidiidae queste cellule sono tenute aderenti 
a ll’uovo da una seconda m em brana anista, distinta dal corion [1].

Questi involucri, e in particolare il corion, non perm ettono il passaggio 
di spermi di a ltra specie, e in alcune specie, come in d o n a  iu testira lis , nep­
pure agli spermi dello stesso individuo. La rimozione degli involucri rende 
possibile l’ibridazione interspecifica [2, 3] e in d o n a  anche l’autofeconda­
zione [4]. Per spiegare questi fatti si è rivolta l ’attenzione alla costituzione 
chim ica del corion.

Le conoscenze attuali al riguardo consistono nel fatto che esso è costi­
tuito principalm ente di proteine. Ciò è stato per lo più dedotto dalla sua sensi­
bilità alle proteasi. Per prim o Berrill [1] attribuì attiv ità proteolitica a ll’acqua di 
schiusa, che ha effetto litico sul corion. Tale effetto è stato in seguito studiato 
da T yler [5] e da Osti [6], la quale ne ha messo in evidenza la relativa speci­
ficità. Più recentem ente Leonardi [7] ha dim ostrato che l ’acqua di schiusa 
di d o n a  idrolizza em oglobina e caseina. Anche il succo gastrico di Crostacei 
{4, 8] ed estratti del loro epatopancreas [9] attaccano il corion, presum ibil­
m ente per il loro contenuto in enzimi proteolitici. D im ostrazioni più dirette 
della na tu ra  proteica del corion di d o n a  sono date dalla sua sensibilità alla 
tripsina [4 ,9] e dalla reazione xantoproteica positiva [4]. A ltri dati speri­
m entali sono da connettere con la natu ra chimica del corion. 11 trattam ento  
con acqua di m are porta ta  a pH  2,3 [4] o a pH 9,4 (M. Bucaria, non pubbli­
cato), o con versene 0,001 M [io] rende possibile l’autofecondazione in d o n a . 
Invece il trattam ento  con tioglicolato 0,0005 M per 30 secondi modifica gli 
involucri di d o n a  (ma non l ’uovo né gli spermi) in modo da im pedire anche 
la norm ale fecondazione incrociata [3].

(#) Lavoro eseguito nell’Istituto di Istologia ed Embriologia della Università di Pa­
lermo, e Gruppo di Ricerca per l’Embriologia del C.N.R., sotto la direzione del prof. A. Min- 
ganti.

(**) Pervenuta all’Accademia il 27 luglio 1965.
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Nella presente ricerca è stata  stud iata la composizione del corion di d o n a  
ìntestinalis e (in parte) di A scidia  malaca m ediante trattam ento  con enzimi 
ed altre sostanze, e con colorazioni istochimiche. È risultato che il corion è 
composto di proteine stabilizzate al chinone, con differenze tra  le due specie, 
e (almeno in d o n a )  da polisaccaridi neutri ed acidi.

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

Sono state adoperate uova vergini di d o n a  Ìntestinalis, prelevate dagli 
ovidutti m ediante puntura. U no studio più lim itato è stato fatto anche su uova 
di A scidia  malaca, o ttenute nello stesso modo. Le uova sono state sottoposte 
in  toto ai vari trattam enti, senza precedente fissazione. Per le colorazioni il 
corion è stato anche isolato m anualm ente. Ogni trattam ento  e colorazione 
è stato ripetuto da 5 a 15 volte su altre ttan ti lotti di uova.

1. Trattamenti con enzim i. — Sono state usate le seguenti proteasi: tr ip ­
sina 0,2 % (Sigma Chem. Co., tipo III); chim otripsina 1 % (Sigma, tipo III); 
pepsina 0,2 % (Sigma, 1 : 60000); e le seguenti carboidrasi: taka-d iastasi 1% 
(Park  & Davis); a-am ilasi (Sigma, tipo II); lisozima 1 % (Sigma, grado I). 
Gli enzimi vennero disciolti in acqua di m are (pH 7,8), tranne la pepsina, 
che fu disciolta in 0,1 N HC1. La papaina fu attivata  con cisteina 0,03 M. 
Le uova furono immerse in queste soluzioni e osservate periodicam ente al 
microscopio. I trattam enti per d o n a  furono eseguiti in bagno term ostatico 
a 24°C; per A . malaca alla tem peratura am biente di circa 28°C;

2. Trattamenti con altre sostanze. -  Sono stati adoperati: periodato di 
sodio NaIC>4 (soluzione satura in acqua distillata, diluita 1 : io  con acqua 
di m are), come solvente, per ossidazione, di legami tra  gruppi alcolici secondari. 
Ipoclorito di sodio (soluzioni contenenti da 0,2 % a io  % di cloro attivo, 
ottenute diluendo con acqua di m are la soluzione concentrata Carlo E rba) 
come sòlvente di legami al chinone. Tioglicolato di sodio 2 % e m ercaptoetanolo 
(non diluito) come riducenti di legami - S -S -  in gruppi -S H . Questi trattam enti 
sono stati fatti alla tem peratura am biente di 200 C circa.

3. Colorazioni e reazioni istochimiche. — (a) Per proteine: reazione di 
Gram  [11] per gruppi carbossilici; colorazione DDD di B arrnett & Selig- 
m an [12] per gruppi sulfidrilici legati a proteine; (b) per polisaccaridi: rea­
zione PAS [13] per polisaccaridi neutri (idrolisi per 15 m inuti a 20° C e colo­
razione per 5 m inuti); per polisaccaridi acidi: colorazione con alcian blu [13], 
reazione, di H ale [13], colorazione con blu di toluidina 0,015 %  a pH 5 e 
pH  3,4, anche dopo blocco dei gruppi acidi per m ediazione e sblocco per 
saponificazioiie [13]; (c) per polifenoli; colorazione di Fontana al nitrato  
argentico am m oniacale. Per polifenolossidasi: reazione di Bloch nella m odi­
ficazione di Laidlaw  [14] (incubazione con DOPA 0,1 % a pH 7,4 per 6 
ore a 370 C).
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R is u l t a t i.

A) Corion di d o n a .

1. Azione d i enzim i. -  Le carboidrasi adoperate (taka-diastasi, oc-ami- 
lasi, lisozima) non hanno causato alcuna apparente modificazione nel corion, 
neppure in 24 ore di trattam ento .

Delle proteasi, la chim otripsina 1 % non ha avuto alcun effetto visibile. 
La tripsina 0 ,2%  e la pepsina 0 ,2%  hanno disciolto il corion in un punto, 
aprendo una breccia attraverso la quale l’uovo è fuoriuscito; il tempo im pie­
gato è stato in m edia di 75 m inuti per la tripsina, e 25 m inuti per la pepsina. 
Con la tripsina, dopo 5 m inuti di trattam ento  il corion è apparso distinto in 
due foglietti, l’uno vicino all’altro; l’azione dell’enzim a è stata uguale su 
entram bi. La papaina 2 % in 6 ore ha prodotto nel corion diverse brecce, con 
fuoriuscita dell’uovo attraverso una di esse. Nessuno degli enzimi ha disciolto 
com pletam ente il corion di d o n a .

L ’uovo e andato in citolisi per effetto di ognuno di questi trattam enti, 
ad eccezione di quello con la tripsina.

2. Azione d i altre sostanze. -  Nessuna apparente modificazione è stata 
causata nel corion da tioglicolato di sodio e da m ercaptoetanolo.

Il periodato di sodio lo ha reso meno resistente: dopo u n ’ora e mezza 
di trattam ento  esso era più facilmente lacerato con aghi.

L ’ipoclorito di sodio, in soluzioni contenenti da 0,2 % a io  % di cloro 
attivo, lo ha disciolto in un punto, causando la fuoriuscita dell’uovo (andato 
presto in citolisi); il tempo, da 2 a 35 m inuti, è stato proporzionale alla concen­
trazione di ipoclorito.

T ra ttando  le uova prim a con periodato di sodio per io  m inuti e poi con 
ipoclorito con 0,5 % di cloro attivo per 30 m inuti, il corion si è disciolto com ple­
tam ente.

3. Colorazioni e reazioni istochiMiche. -  La colorazione di Gram  e quella 
DDD hanno colorato il corion in modo debole ed uniform e. Dopo trattam ento  
con tripsina 0,2 % per io  m inuti, la colorazione di Gram  è risultata indebo­
lita; essa non è avvenuta affatto dopo trattam ento  con papaina 2 % per 3 ore. 
E invece apparsa più intensa dopo trattam ento  con versene 0,001 M per 20 
m inuti.

Le reazioni PAS e di H ale sono state positive. Dopo trattam ento  con 
tripsina 0,2 % per io  m inuti la reazione di H ale è stata  del tu tto  negativa; 
al contrario, essa è stata più intensa dopo trattam ento  con versene 0,001 M 
per po m inuti. Il corion non si è colorato in modo evidente con alcian blu.

Il blu di toluidina ha colorato il corion m etacrom aticam ente. L a m edia­
zione ha soppresso ogni colorazione; alla successiva saponificazione, lo strato 
esterno del corion ha presentato di nuovo m etacrom asia, m entre quello interno
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non si è colorato. La m etacrom asia è stata soppressa anche da trattam ento  
con tripsina 0,2 % per io  m inuti. Essa invece è apparsa più intensa dopo tra t­
tam ento con versene 0,001 M per 20 m inuti.

La colorazione di F ontana per polifenoli e la reazione per polifenolos- 
sidasi hanno dati risu ltati negativi nel corion. Invece reazione positiva con 
entram bi i metodi si è avuta nelle cellule testali, le quali si sono dim ostrate 
anche m etacrom atiche.

B) Corion di A . malaca.

1. Azione d i enzim i. -  Sono state usate tripsina, pepsina e papaina. 
L a tripsina 0,2 % ha disciolto il corion in un punto, provocando la fuoriuscita 
dell’uovo, in un tem po medio di u n ’ora e mezza; in 30 ore lo ha disciolto com­
pletam ente. La pepsina 0,2 % ha ugualm ente aperto il corion in un punto, 
in 45 m inuti in m edia, senza ulteriori modificazioni. La papaina non ha pro­
dotto alcun effetto apparente.

2. Azione d i altre sostanze. — Nessuna apparente modificazione è stata 
causata dal tioglicolato di sodio 2 %. Il periodato di sodio ha indebolito il 
corion, in modo che dopo 7 ore di trattam ento  esso presentava una minore 
resistenza alla lacerazione con aghi. L ’ipoclorito di sodio, in soluzioni con 
2 % a 5 % di cloro attivo, lo ha disciolto com pletamente in meno di un m i­
nuto; con soluzioni con 0 ,2 %  a 0,5 % di cloro attivo il corion si è aperto in 
un punto in circa 2 m inuti, e poi in breve tempo (pochi m inuti) si è comple­
tam ente disciolto.

3. Colorazioni e reazioni istochimiche. -  Il metodo DDD non ha affatto 
colorato il corion.

Con la reazione PAS esso si è presentato debolmente colorato, m entre 
su di esso e p n o  fortem ente colorati dei contorni esagonali, verosim ilmente 
in corrispondenza dei limiti tra  aree di attacco sul corion delle singole cellule 
follicolari.

La colorazione di Fontana per i polifenoli e la reazione per la polifeno- 
lossidasi hanno dato risultati negativi sul corion. L ’ultim a reazione è stata 
invece positiva nelle cellule testali.

D isc u ssio n e  e c o n c l u s io n i.

I risultati o ttenuti trattando  il corion con enzimi ed altre sostanze si 
lim itano alle sue modificazioni visibili,- e non tengono conto di cam biam enti 
puram ente chimici. Nonostante ciò, i dati raccolti perm ettono di dedurre utili 
inform azioni ! su questa stru ttu ra.

II corion di d o n a  e di A . malaca è costituito da proteine e da polisacca­
ridi, con notevoli differenze tra  le due specie. Il corion di d o n a  è più suscet­
tibile agli enzimi proteolitici, m entre quello di A . malaca è disciolto più rapi-
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dam ente da ipoclorito. Ciò indica che le proteine del corion hanno diversa 
composizione nelle due specie, e che sono stabilizzate al chinone, m aggior­
m ente in A . malaca che in d o n a .  Al processo di stabilizzazione pare in ter­
vengano le cellule testali, che presentano polifenoli e attiv ità di polifenolossi- 
dasi. In entram be le specie le proteine del corion sono povere di amino acidi 
arom atici, poiché non vengono attaccate dalla chim otripsina; non sono chera- 
tinizzate da legami -S -S - ,  altrim enti verrebbero attaccate da tioglicolato e 
da m ercaptoetanolo. In d o n a  esse contengono gruppi -S H  (colorazione DDD), 
che m ancano in A . malaca, e gruppi carbossilici (colorazione Gram). A  queste 
differenze di composizione si può attribuire il blocco alla fecondazione in ter­
specifica [3].

I polisaccaridi del corion di d o n a  si m ostrano eterogenei. La reazione 
PAS positiva è data  da polisaccaridi neutri; quella di H ale e la m etacrom asia, 
da mucopolisaccaridi acidi; dal com portamento della m etacrom asia dopo m ed ­
iazione e saponificazione l ’acidità pare dovuta a gruppi carbossilici nello strato 
esterno del corion e da gruppi solforici in quello interno. La m ancata  colo­
razione con alcian blu dipende forse da fattori tecnici. In A scidia  nigra ed 
Ecteinascidia turbinata  il corion si colora tanto con la reazione PAS che con 
alcian blu, e da ciò Cowden [15] ha dedotto la coesistenza di m ucopolisacca­
ridi neu tri ed acidi. A lla presenza di polisaccaridi nella stru ttu ra  del corion 
di d o n a  è dovuto anche l ’indebolimento prodotto dal periodato di sodio, già 
osservato da D alcq [16] in altra specie.

II rafforzam ento delle colorazioni di Gram, di H ale e m etacrom atica 
causato dal versene 0,001 M si può spiegare con la liberazione di gruppi carbos­
silici, forse per rimozione di ioni metallici con cui erano combinati: potrebbe 
essere questo processo a produrre lo sblocco dell’autosterilità di d o n a , eser­
citato dal versene (Ortolani [io]).
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