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Embriologia sperimentale, — Sullo sviluppo di uova « invec
chiate » nelle A sc id ie {* (**)\  Nota di N u n z i a  F a r i n e l l a - F e r r u z z a ,  

presentata (*#) dal Corrisp. P. P a s q u in i .

In t r o d u z io n e .

1. L ’uovo dopo il suo distacco da ll’ovario va incontro, se non viene 
fecondato, a una serie di cam biam enti che ne abbassano le capacità di svi
luppo, fino al m om ento in cui esso non si sviluppa più. In term ini generali 
questi cam biam enti sono indicati con la denom inazione di «invecchiam ento » 
dell’uovo, e come tali ripo rta ti ai fenomeni di invecchiam ento di tu tte  le 
cellule. Q uesta generalizzazione non aiu ta però a risolvere il problem a fon
dam entale dello sviluppo em brionale, e cioè che cosa è richiesto perché un 
organism o si sviluppi in modo norm ale.

L ’im portanza di questa indagine è d im ostrata, tra  l ’altro, dal fatto che 
ad essa fu già dedicata l ’attenzione dei prim i embriologi sperim entali: Loeb [1], 
Pfùger [2]. In  seguito, e dopo che i fatti più fondam entali furono stabiliti, 
la ricerca fu piuttosto  tralasciata; non sem bra tu ttav ia  che, con lo sviluppo 
delle tecniche chim iche e m icrochim iche, non ci sia ulteriore m argine di 
indagine.

I fa tti stabiliti fin da tem pi orm ai lontani sulle uova invecchiate possono 
com pendiarsi come segue: a) la v italità  dell’uovo dim inuisce col tempo: ciò 
è dim ostrato dal fatto  che più tem po passa d a ll’epoca della deposizione e 
più difficilmente l ’uovo diventa fecondabile; ò) dalle uova invecchiate hanno 
origine organism i anom ali; le anom alie sono più gravi quanto più le uova 
sono, invecchiate: esse non sono specifiche e sono a carico di tu tti gli organi 
e sistemi; c) nel caso degli Anfibi vengono spostate le percentuali dei sessi, 
con produzione di m aschi anche al 100%.

2. È  natu ra le  che si sia cercato di collegare questi fa tti con delle m o
dificazioni fisico-chim iche dei costituenti dell’uovo: ma, nonostante le num e
rose ricerche al riguardo i risu ltati sono stati scarsi [3]. Queste m odifica
zioni sono talvo lta rilevanti m a è il loro esatto significato che sfugge: esse 
riguardano la perm eabilità , l ’indice ^di rifrazione, la viscosità: a loro volta 
esse sono connesse con una modificazione più generale dello stato colloidale. 
A  questa m odificazione colloidale si è voluto dare particolare significato. 
Ogni colloide spontaneam ente « invecchia »: le particelle disperse tendono ad 
aggregarsi, a form are dei complessi meno dispersi; la fase liquida e la fase

(*) Lavoro eseguito presso l’Istituto di Zoologia dell’Università di Palermo, sotto la 
direzione del prof. Giuseppe Reverberi.

(**) Nella seduta del 13 novembre 1965.
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solida tendono a separarsi; la deidratazione favorisce Faggregazione. T utto  
deve sicuram ente verificarsi anche nell’uovo che invecchia; perché, però, ciò 
sia causa di anom alie in un organism o che da esso si sviluppi, non è chiaro.

3. Le ricerche su ll’invecchiam ento delle uova sono state com piute sulle 
uova degli Inverteb ra ti m arin i, e soprattu tto  nel riccio di m are; però un 
notevole contributo è venuto anche dallo studio delle uova degli Anfibi.

N ell’uovo di riccio di m are [4-7] l ’invecchiam ento produce a seconda 
della gravità: polisperm ia, segm entazione anom ala, arresto di sviluppo, ano
malie generali; l ’uovo perde il coat gelatinoso, diviene facilmente ag g lu tin a r le  e 
ta lvo lta  le uova si fondono insieme; i blastom eri si separano a causa, evidente
mente, della perd ita del « cemento » che le collega, e infine segue la citolisi.

Nel caso dell’uovo di Anfibi, un invecchiam ento prolungato (facendo 
soggiornare le uova per 5-6 giorni negli uteri) causa dim inuzione delle uova 
fecondate e arresto di sviluppo; un ipvecchiam ento meno forte porta alla 
form azione di em brioni più o meno anom ali, con escrescenze, tum ori ecc. 
[8-12, 13]. A nche nel caso dell’uovo di Anfibi la ricerca delle cause respon
sabili delle anom alie m orfologiche non ha dato m olti fru tti. Le recenti r i
cerche di W itschi [11] che riferiscono queste anom alie a dissesti cromoso
mici sono molto convincenti.

Nelle Ascidie una ricerca sull’invecchiam ento non sem bra essere stata  
com piuta: è sem brato perciò u tile  am pliare le conclusioni dedotte da altri 
studi con una ricerca condotta sopra di esse.

M a t e r ia l e  e t e c n ic a .

Per questa ricerca furono usate uova di A scidia  malaca, Phallusia m a - 
m illata  e d o n a  intestinalis . Le uova, prelevate dagli ovidutti, furono lasciate 
soggiornare in acqua di m are per 24, 48, 72, 96 ore. Dopo il soggiorno esse 
furono fecondate con sperm a fresco e ne fu seguito lo sviluppo.

Fiirono annotate le m odificazioni dell’aspetto delle uova, la loro fecon- 
dabilità , le percentuali di sviluppo norm ale per ogni singola categoria, le 
anom alie morfologiche.

Le uova venivano fa tte soggiornare a tem peratura am biente ( i 8-20°C ). 
L ’acqua veniva ad esse cam biata ogni giorno e ciò allo scopo di evitare infe
zione batterica. In ogni caso veniva usata  acqua filtrata su candela e pasto- 
rizzata.

R is u l t a t i .

A) M odificazioni dell'aspetto esterno delle uova .

Con l ’ai]m entare del tem po di soggiorno nell’acqua le uova vanno sog
gette a num erose modificazioni. U na di queste é data  dal distacco in d o n a  
e Phallusia  delle cellule follicolari: a seguito di ciò l ’uovo rim ane avvolto 
esclusivam ente dal chorion e dalle cellule testali.
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U n ’altra  modificazione è data  dal cam biam ento di trasparenza; ciò é 
più evidente nelle uova di Phallusia e di A . malaca che sono trasparenti, 
dato che con la citolisi il p lasm a ovulare diviene bruno ed opaco. Ciò è forse 
dovuto a disidratazione perché col soggiorno in acqua l ’uovo si va riducendo 
sempre più in volume e si distacca sempre più d a l chorion. Questa d isid rata
zione apporta una modificazione della s tru ttu ra  citoplasm atica (molto evidente 
nell’uovo di A scid ia  malaca e di Phallusia) la quale diviene, in fatti, gros
solana e reticolata. E probabile che con l ’acqua anche altre sostanze vadano 
perdute da ll’uovo. U na modificazione im portante di notevole valore è quella 
del cortex come è dim ostrato dal fatto che l ’uovo se fu in precedenza liberato 
dei suoi involucri si dim ostra adesivo: dopo un soggiorno di 48-72 ore, le 
uova nude, se vengono a contatto  si uniscono insieme e talora riescono a 
fondersi dando uova giganti. L ’adesività si nota però anche nelle uova p rov 
viste di m em brane.

B) Fecondabilità delle uova.

Questa dim inuisce col tempo (fig. 1): le uova di d o n a  la perdono com
pletam ente dopo 48 ore; le uova di A . malaca dopo 72 e quelle di Phallusia  
dopo 96 ore. Q uesta resistenza m aggiore probabilm ente è da riportare agli

Fig. 1. -  Rappresentazione grafica dell’andamento nel 
tempo della percentuale di fecondabilità per ogni specie.

-----------------  dona iniestinalìs',
------------- _  scidia malaca ;

---------------- Phallusia mamìllata.

involucri, la cui costituzione in d o n a  e nelle altre due specie di Ascidie è d i
versa. In d o n a  sono meno com patti e sono disciolti facilm ente con la tripsina, 
quelli invece di A . malaca e di Phallusia  non sono attaccabili alla tripsina.
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Lo sperm io nel caso che entri nell’uovo produce, come può osservarsi 
sulle uova previam ente dem em branate, le modificazioni corticali tipiche della 
fecondazione: vengono emessi i globuli polari, le uova si segm entano. La 
segm entazione spesso è ritarda ta : ta lvo lta  alla seconda divisione si hanno 
di colpo 3 blastom eri anzicché 4: ciò è dovuto probabilm ente a disperm ia, 
la quale non sem bra rara.

Fig. 2. -  Alcuni stadi di segmentazione anomala: a) prima divisione;
b) e c) terza divisione.

Il pattern  di segm entazione non è modificato: la segmentazione è spesso 
anom ala, come può vedersi in fig. 2, m a non si è riscontrata una m odifica
zione sistem atica.

Nelle uova che hanno soggiornato 48, 72 ore, lo sviluppo si arresta p re
cocemente e non si ottiene m ai una larva norm ale.

C) Le anomalie delle larve.

Il num ero delle larve norm ali che si hanno dalle diverse categorie di 
uova invecchiate g ià dopo 24 ore di soggiorno in acqua è ridotto  al 70 e anche 
al 5°% . L a percentuale va dim inuendo sempre più col tempo.

M olte larve sono anom ale. In fig. 3 sono riportate larve con anom alie 
leggere: come si vede esse posseggono tu tti i sistemi organici, solo che questi 
sono abnorm i; spesso si nota fusione di palpi e di organi di senso e storture 
più o meno grav i della coda. Non si sono potute riscontrare anom alie organo- 
specifiche. Queste anom alie sono probabilm ente da a ttribu ire  a spostam enti 
di blastom eri alla gastrulazione. Le larve con anom alie più gravi sono r i
portate in fig1. 4. Come si vede esse m ancano di coda e sono ridotte ad 
am m assi più o meno inform i, provvisti, in qualche caso, di macchie pig- 
m entate in superficie.

D) Fusione d i uova.

Come fu sopra indicato le uova nude (di A . malaca dopo un soggiorno 
di 48 ore) si dim ostrano adesive e se sono a contatto  possono fondersi dando 
uova giganti. Q uesta situazione è sta ta  colpita in atto più di una volta.
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La fecondazione di alcune uova doppie ha avuto  esito positivo: si sono 
osservate le modificazioni m orfologiche tipiche; e si è constatata la em is
sione su regioni corticali diverse dei globuli polari. Al riguardo va ricordato 
che Tuovo di A scidìe  pronto ad essere fecondato possiede il nucleo in stato

metafasico in preparazione alla emissione del prim o globulo polare: le uova 
doppie devono dunque possedere due fusi m etafasici e devono em ettere 4 glo
buli polari: ciò di fatto  fu osservato.

E possibile che le uova doppie siano fecondate da due spermi; m a forse 
l ’en tra ta  di un solo sprem iò è la regola. Nel prim o caso le uova dovrebbero 
esserè tetraploidi, nel secondo triploidi.

Fig. 4. -  Larve fortemente anomale.

Il fatto più im portan te è che queste uova doppie sono capaci di sv ilup 
parsi; fu riscontra ta  in esse una segm entazione a pattern  norm ale, come di 
uova! uniche più grandi delle altre: form arono m icrom eri allo stadio 16, riu 
scirono a gastru lare.

T rattandosi di uova invecchiate di 48, 72 ore il loro sviluppo si arrestò 
dopo la gastrulazione.
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Non è escluso, però, che possano ottenersi, nei casi migliori, delle larve: 
in questo caso, dato che le uova vergini di Ascidie  sono dei sistemi equipo
tenziali, è da aspettarsi la form azione di larve norm ali giganti.

D is c u s s io n e .

Le m anifestazioni che accom pagnano Finvecchiam ento delle uova di 
A scidte  non sono diverse da quelle che sono state descritte su altro m ate
riale. D al punto di vista embriologico il fatto  veram ente saliente di questa 
situazione di invecchiam ento è rappresentato  dalla com parsa di anom alie 
m orfologiche tan to  più gravi quanto più prolungato fu Finvecchiam ento.

A  che cosa esse sono dovute ?
Per quanto concerne i p rim i stadi di sviluppo, a parte  le uova che non 

sono fecondate, sem bra che essi non siano m olto colpiti: l ’uovo, riesce a d iv i
dersi e né il ritm o m itotico né il pattern  vengono modificati; l ’uovo « invec
chiato » non si sviluppa neppure più lentam ente dell’uovo norm ale, come 
forse avrebbe potuto supporsi. Nei casi più gravi lo sviluppo si arresta, però 
anche qui uno studio critico non è stato  individuato: lo sviluppo può a rre
starsi a tu tti gli stadi. Può darsi che le cause delle anom alie debbano riportarsi 
alle m odificazioni fisico-chim iche che si riscontrano sempre nell’uovo invec
chiato e morente; m a forse la causa vera ed unica di tu tte  le anom alie, dalle 
più gravi alle più leggere, è dovuta a delle anom alie cromosomiche, come negli 
Anfibi, recentem ente, W itschi [14] ha m ostrato.

W itschi, nelle uova invecchiate degli Anfibi ha descritto cromosomi di 
varia forma.

È  probabile che le condizioni di disidratazione, di aum entata viscosità, 
di abbassam ento del m etabolism o generale dell’uovo, influiscono sulla s tru t
tu ra  dei cromosomi e ne causino delle anomalie; queste a loro volta sarebbero 
responsabili delle anom alie morfologiche. Purtroppo le Ascidie non costi
tuiscono il m ateriale più indicato per una ricerca a livello cromosomico.
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