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Embriologia sperimentale. — Effetti delVacqua di uova su l 
metabolismo degli spermi Ciona intestinalis (Ascidie). Nota di 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 .

Sum m ary . — A strong activating effect on oxygen uptake and on glycogenolysis of 
the sperms has been shown by  the egg w ater of d o n a  intestinalis . Investigations have also 
been carried out on the probable mechanisms of these effects.

Precedenti ricerche [1-4] hanno dim ostrato che l’acqua di uova di A sci
die (d o n a  intestinalis) a ttiva vivam ente il m ovim ento degli spermi. L a so
stanza responsabile di questo effetto è term ostabile, diali^zabile, non distilia
bile a ioo°C , non precipitabile con solfato di ammonio a saturazione, non 
attaccabile dagli enzimi proteolitici, resistente alle radiazioni U V  di m edia 
lunghezza d ’onda, adsorbibile su carbone attivato.

Nel presente lavoro si m ette in evidenza che l’acqua di uova di d o n a  
intestinalis ha un effetto attivan te sulla respirazione e sulla glicogenolisi degli 
spermi omospecifici; è stato, poi, indagato sul possibile meccanismo d ’azione 
nel determ inism o di questi effetti.

R i s u l t a t i .

1) L ’addizione di acqua di uova agli spermi produce sem pre un note
vole increm ento della loro attiv ità  respiratoria. I dati relativi sono esposti 
nella Tabella I: come si vede l’attiv ità respiratoria viene increm entata, nei 
prim i 30 min., in m edia del 795% .

Il diffusato di 6 ore dell’acqua di uova (dialisi in tubi V isking 18/32 contro 
acqua di m are) produce gli stessi effetti.

Il cianuro di sodio, alla concentrazione finale di 2,58 X io ~ 4M, blocca 
la respiraziofie.

L ’azide sodico, alla concentrazione finale di 2,58 X io _4;M, inibisce la 
respirazione solo del 16,8% , m entre a quella di 3,2 X iO“ xM provoca una 
inibizione del 94,4% .

L a fig. 1 m ostra gli effetti di queste due sostanze.
Negli esperim enti con NaCN furono osservate le precauzioni suggerite 

da Krebs [6]; il pH delle soluzioni di NaCN o di azide in acqua di uova veniva 
aggiustato con HC1 intorno ad un valore medio di 7,5.

(*) R icercatore presso il Gruppo di Ricerca per l’Embriologia del C.N.R. c/o Istituto 
di Zoologia deUTJniversità di Palermo.

(**) Nella seduta del 12 febbraio 1966.



SALVATORE M e t a f o r a ,  Effetti delVacqua di uova sul metabolismo degli spermi, ecc. 2 9 1

T a b e l l a  I.

Effetto delV acqua d i uova sull' attività respiratoria degli spermi d i Ciona.

Esperim ento Qo2 in acqua 
di m are

Qo2 in acqua 
di uova % A ttivazione

i ............................... 20,4 174,0 7 5 3 , 0

2 ............................... 20,4 209,0 9 2 4 , 5

3 ....................................... 24,5 209,0 7 5 3 , 0

4 ............................... 25,9 220,0 749,5

M e d i a ...................... 22,8 203,0 795,0

E rrore standard . =b i ,4 ±  i o

L ’acqua di uova veniva p reparata lasciando soggiornare le uova in  2 0-30  volumi d i acqua di mare; le uova erano 
poi allontanate m ediante centrifugazione: il pH  medio dell’acqua d i uova così ottenuta era d i 7,75. Gli spermi, prelevati 
direttam ente dallo sperm idutto, venivano lavati con acqua d i mare fredda e, infine, sospesi in un volume di acqua d 
mare tale da ottenere sospensioni contenenti in m edia 0,765 mg di azoto totale spermatico per mi. L ’N totale era deter
minato colorimetricamente dopo combustione microkjeldahl e nesslerizzazione diretta .

Il consumo di 02 veniva m isurato con il metodo diretto  d i W a r b u r g  [5] usando come fase gassosa l’aria  e una tem 
peratura d i 25°C . L ’acqua d i uova veniva versata dal braccio laterale al 30° minuto dal tempo zero. Q q ^  =  fil Oa/hr/m g 
N totale spermatico. Nel corso della sperim entazione non furono mai notati nè fenomeni d i autossidazione, nè « effetto d ilu i
zione », nè variazioni significative di pH .

2) L ’aum ento dei valori della respirazione si accom pagna con una 
dim inuizione del quantitativo  di glicogeno. I dati relativi sono esposti in T a 
bella II. Nella fig. 2 si può seguire l’andam ento della glicogenolisi in uno 
degli esperim enti eseguiti; già dopo 5 min. il consum o di glicogeno è pari al 
50%  circa m entre nel controllo, nello stesso tempo, si realizza solo il m odesto 
valore di circa il 5% .

3) Allo scopo di chiarire le cause responsabili dell’aum ehto-respiratorio 
si è esam inata l’azione dell’acqua di uova sull’attiv ità citocromossidasica di 
m itocondri isolati dall’ovario. L a tecnica adoperata per l’isolamento della fra 
zione m itocondrìale fu descritta in un precedente lavoro [9]. I risultati dim o
strano che l ’acqua di uova non ha effetto significativo sull’attiv ità di questo 
enzima (Tabella III).

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

L a forte stimolazione m otoria e respiratoria prodotta negli spermi dal
l’acqua di uova dim ostra chiaram ente che il sistema fornitore di energia è 
fondam entalm ente di tipo aerobio: convengono con ciò i risultati o ttenuti col 
trattam ento  con cianuro ed azide.

20. -  RENDICONTI 1966, Voi. XL, fase. 2.
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Fig. 1 . -  A ttiv ità respiratoria di spermi di d o n a  ìntestinalis in presenza di acqua di uova 
o di cianuro ed azide in acqua di uova.

A bbreviazioni: A, spermi in  acqua d i uova; B, spermi in acqua d i mare (controllo); C, "spermi in acqua d i uova
+  Azide sodico (3,2 X io  1 M c.f.); D, spermi in acqua d i uova +  C ianuro sodico (2,58 X io  4 MCc.f.). L ’add i

zione delle soluzioni sperim entali è stata eseguita al 30° minuto.

Fig. 2. -  A ndam ento della glicogenolisi sperm atica in acqua di m are (controllo) o in acqua
di uova.
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T a b e l l a  I I .

Consumo in  % del glicogeno contenuto negli spermi di Ciona sospesi in acqua 
f d i mare o in acqua di uova della stessa specie (*).

Tem po Consumo in % del glicogeno 
di sperm i in acqua di mare

Consumo in % del glicogeno 
di spermi in acqua di uova

0 . . . . . . . . . 0 0

5' . . . . . . . .  . 4/ 6 ±  1,2 44,4 ±  6,7

io ' ............................... 9.3 ±  2,5 57.3 ±  3 ,o

i h  ............................... 20,1 ±  2,1 73.5 ±  2,7

3 h . . . . . . . . 38,4 ±  2,4 80,0 ±  1,2

6 h . . . . . . . . 57 ,5  ±  3, 0 81,0 ± 2 ,3

20 h . . . . . . . . 8 l,6  ±  2,2 83,0 ±  2,6

(*) I dati riportati rappresentano la media di 4 esperimenti. Il quantitativo d i glicogeno presente nei vari campioni 
è stato calcolato in [xg/mg N totale spermatico e il suo consum o nel tempo espresso in %. Il glicogeno, estratto dagli spermi 
mediante il metodo d i Pfluger modificato da G o o d  et al. [7 ], è stato determ inato colorimetricamente con il metodo dell’an- 
trone usando come standard il glucosio e come fattore d i conversione glucosio-glicogeno il valore di 1 : 1,11 [8]. La tem pera
tu ra di incubazione era d i 25°C.

T a b e l l a  I I I .

Effetto delV acqua d i uova sulV attività citocromossidasica di mitocondri isolati
da ovari d i Ciona (*).

.. ■■■ — 1----------------
N° esperim enti

E rrore
Medie ±

S tandard
/  P

M itocondri +  bu f
fer S.P.V. - * . 4 5 3 .7  ± 1 , 6 1 \

M itocondri ±  ac
1 j 2,68 <  0,05

qua di m are 4 5 8 ,4  ±  0,7 ' / 1,17  >  0,20

M itocondri +  Ac j ] 2,30 <  0,10
qua di uova 4 5 5 .6  ± 1 ,0

(*) Il sedimentò finale di mitocondri, o ttenuti con la tecnica indicata nel testo, veniva sospeso in S.P.V. (Saccaro- 
sio-Fosfato-V èrsene): 6,25 M; 0,04 M; io - 3 M c.f. a pH  7,4) ed utilizzato per il saggio enzimatico. L ’attiv ità  della citocro-, 
mossidasi era determijnata a 25°C con il metodo gasometrico nei respirometri W arburg, adoperando 0,5 mi di substrato 
(Citocromo c +  Parafenilendiam ina 2,5 X i o - 4 M e 0,03 M c.f.) posto nel braccio laterale e 0,3 mi d i sospensione mitocon- 
driale +  0,2 mi di S.P.V. (Bianco), o d i acqua di m are o di acqua di uova nelle vaschette; 0,1 mi d i K OH 15% era messo 
nel pozzetto centrale. Dopo 5 ' per equilibrare la tem peratura, l’enzima e il substrato erano m escolati e la reazione seguita 
per 1 ora prendendo letture ogni 6 '. Fase gassosa: aria. L ’a ttiv ità  specifica è espressa in jxl 02/hr/m g di proteine mitocondriali.
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L ’assenza di un effetto diretto dell’acqua di uova sull’attiv ità citocromos- 
sidasica dei m itocondri porta a considerare come probabile l’esistenza di un 
m eccanism o indiretto nel determ inism o dell’effetto respiratorio. A ppare molto 
verosimile una attivazione respiratoria conseguente alla attivazione motoria. 
In  tale caso, allora, il m eccanismo con cui le sostanze attive dializzabili deb 
l ’acqua di uova agirebbero nel determ inare l’increm ento m otorio e respiratorio 
potrebbe essere il seguente: esse molto probabilm ente hanno la capacità di 
interferire con il meccanismo regolatore del battito  flagellare producendo 
o il blocco di un eventuale sistem a inibitore o la semplice attivazione del si
stem a capace di dare il via all’onda flagellare [io]. L ’energia indispensabile 
per l ’aum entata attiv ità  flagellare verrebbe fornita, con tu tta  probabilità, 
dalla scissione dell’A T P ad opera dell’A T P -asi flagellare [11, 12]. L ’accumulo 
di A D P che così si verrebbe a determ inare sarebbe poi direttam ente respon
sabile dell’increm ento respiratorio osservato [13, 14].

Che l ’acqua di uova sia capace di stimolare la respirazione sperm atica 
è stato anchè dim ostrato in molte specie di Echinoderm i [15-19] e in M ega- 
th u ra  [20,21]. Non m ancano d ’altronde dati afferm anti assenza di effetti o 
add irittu ra  effetti depressivi dell’acqua di uova sugli spermi omologhi [22]: 
risu ltati contrastanti dovuti molto probabilm ente a differenze del m ateriale 
o delle tecniche adoperate. Im portan te fra l ’altro è il controllo del pH  nel 
corso della sperim entazione: in questi esperimenti il costante controllo del pH 
ci perm ette di escludere che la variazione di esso sia responsabile degli effetti 
respiratori riscontrati. Anche l ’« effetto diluizione» e i fenomeni di auto-ossi
dazione sono da escludere.

Il notevole grado di glicogenolisi notato in contem poraneità con la stim o
lazione respiratoria e m otoria, ci induce inoltre a ritenere che il glicogeno sia 
il substrato fondam entale utilizzato dagli spermi per fare fronte alla brusca 
richiesta di energia indotta dalla stimolazione con acqua di uova. Con ciò 
convengono non solo precedenti ricerche [23, 24] sul significato del glicogeno 
hello spermio di Giona, m a anche gli esperimenti d im ostranti la incapacità 
degli spermi a rispondere ulteriorm ente all’acqua di uova quando sono stati 
in precedenza depauperati del loro carico glicogenico m ediante trattam ento  
con acqua di uova. A  questo riguardo infatti è stato osservato che sperm a 
pre tra tta to  con acqua di uova (nei rapporti volum etrici da 1 : 0,5 a 1 : 100) 
per tem pi variabili da 2 a 6 ore, oltre a m ostrare i singoli elementi molto al
tera ti m orfologicamente (leggero rigonfiamento della testa, variazione della 
rifrangibilità, com parsa di protuberanze laterali lungo il flagello, apparente 
spostam ento laterale del pezzo intermedio), non è più capace di reagire a fresca, 
ulteriore addizione di acqua di uova; il controllo non pretratta to , invece, anche 
dopo 6 ore di perm anenza a tem peratura ambiente, risponde ancora norm al
m ente allo stimolo da acqua di uova.
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