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Embriologia. — Ricerche sulla tunica larvale di Ciona intesti
nalis (Ascidia) (,). Nota di G. D ’A n c ona  L u n e t t a , presentata ^  dal 
Corrisp. P. P a s q u i n i .

Summary. — A histochemical study has been m ade of the composition of the larval 
tunic of the ascidian Ciona intestinalis. The tunic was found to contain (a) proteins, possibly 
stabilized by  S H -group  and by quinone groups, and (b) neutral and acid polysaccharides, 
with sulfate groups. Proteins and polysaccharides are likely to be combined into glycoproteins 
and m ucopolisaccharides of different kinds. No evidence of the presence of cellulose in the 
tunic has been obtained.

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

Le larve di Ciona intestinalis sono avvolte da una « tunica » (o mantello, 
o test), che lungo la coda si espande nelle pinne dorsale e ventrale e che, alla 
estrem ità della stessa, form a la pinna caudale, pure posta in un piano sagit
tale. L a disposizione delle pinne può essere diversa in altre specie [ 1 ].

L a tunica larvale si forma in due tempi. Negli ultim i stadi di vita em brio
nale l ’epitelio di rivestim ento secerne una sottile cuticola e poi uno strato di 
tunica provvisto delle pinne; successivamente, duran te la vita libera della 
larva, lo stesso epitelio form a un secondo strato di tunica più interno [2, 3].

A ll’inizio della m etamorfosi, lo strato esterno della tunica si apre lungo 
una linea ventrale nel cefalenteron e alla base della coda, e viene eliminato 
insieme a tu tta  la tunica caudale, lasciata vuota per la retrazione della coda. 
R esta così solo lo strato interno, di più recente formazione, che riveste la 
larva duran te la m etam orfosi, e che gradualm ente si sviluppa nella tunica 
definitiva.

Sono stati raccolti num erosi dati sulla formazione e sulla s tru ttu ra  della 
tunica adulta [4], che ha tra tto  l’attenzione per il suo contenuto in cellulosa. 
Invece non si conosce praticam ente nulla della n a tu ra  chimica della tunica 
larvale. H uxley [5] è stato forse l’unico a occuparsene, nel 1852, per affer
m are che la tunica di larve di Doliolum  presentava chiare e inconfondibili 
indicazioni della presenza di cellulosa, senza dire quali fossero queste indi
cazioni.

L a presente nota riferisce i risultati di osservazioni soprattu tto  istochi- 
miche, d irette alla conoscenza della s tru ttu ra  chimica della tunica larvale di 
Ciona in testinalis . (*) (**)

(*) Lavoro eseguito nellTstituto di Istologia ed Embriologia della U niversità di Palermo, 
e Gruppo di Ricerca per l ’Embriologia del C.N.R., sotto la direzione del prof. A. M inganti.

(**) Nella seduta del 14 gennaio 1967.
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M a t e r i a l i  e  m e t o d i .

Sono state adoperate larve di d o n a  intestinalis a vari tem pi dalla schiusa 
fino alLinizio della m etam orfosi.

Colorazioni e tra ttam en ti sono stati fatti su larve in  foto, non fissate, 
usando metodi secondo le m odalità descritte dagli A utori appresso citati.

L a tunica è abbastanza distin ta dal corpo della larva (specie nelle pinne) 
perché la sua colorazione non venga m ascherata da quella eventuale della 
larva. Com unque, colorazioni e trattam enti sono stati eseguiti, con risultati 
identici, anche su porzioni caudali della tunica rim aste vuote per la re tra 
zione della coda e su le porzioni di tunica elim inate alla metamorfosi.

O s s e r v a z i o n i .

I. -  Ricerca d i proteine.

Colorazioni. L a tunica si è colorata in modo uniform e con le seguenti 
colorazioni: con nero d ’amido B [6] per proteine in genere; con bleu di 
bromofenolo [7] per gruppi carbossilici di proteine; col metodo « DDD » [7] 
per gruppi SH in proteine; col m etodo W eigert [8] per, fibre elastiche. Non 
si è avuta alcuna colorazione della tunica: con il reattivo  di M illon [9] per 
proteine non istoniche; con il metodo U n n a-T änzer-L iv in i [8] per fibre 
elastiche.

L a colorazione con ninidrina [7] per amino acidi liberi ha interessato 
solo lo strato  interno (definitivo) della tunica del cefalenteron in larve pros
sime alla m etam orfosi.

Trattamento con enzim i proteolitici. Pepsina (Bayer 1 : 10.000) 0 ,2%  in 
o , iN  HC1:-le tuniche tra tta te  per 24 ore a 25°C  sono apparse più rigonfie, 
e presentavano una m inore m etacrom asia con bleu di toluidina rispetto ai 
controlli tra tta ti con o, iN H C l.

T ripsina (Sigma Tipo II I)  0 ,2%  in acqua di m are (pH 7,8). Dopo 6 ore 
a 2 5°C la tunica è stata  parzialm ente disciolta e la m etacrom asia con bleu 
di toluidina ridotta. Dopo 24 ore a 2 5°C la tunica è apparsa m aggiorm ente 
d istru tta , specie nella regione tra  tronco e coda; la m etacrom asia è stata  del 
tu tto  soppressa.

Papaina (M erck 1 : 350) 0 ,2%  , a ttivata  con 0,03 M cisteina (pH 7,8): 
dopo, 24 ore a 250 C la cuticola esterna è stata ro tta  in qualche punto; la tunica 
propria non è apparsa m odificata. L a m etacrom asia con bleu di toluidina è 
rim asta im m utata.

Pronasi (Calbiochem) 0 ,2%  in acqua di mare. Il tra ttam ento  per 24 ore 
a 2 5°C ha disciolto parzialm ente la tunica; questa ha perduto ogni colora- 
bilità con nero d ’amido e con bleu di toluidina.

Allo scopo di accertare la eventuale stabilizzazione al chinone di proteine, 
è stata  ricercata la presenza di polifenoli m ediante il m etodo di F ontana [9] e 
di polifenolossidasi con incubazione con dopa [io]. Nessuno dei due m etodi
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ha dato alcuna colorazione nella tunica. Invece una colorazione positiva si è 
avu ta  nelle cellule testali, come già trovato  da Leonardi [11] negli involucri 
di uova vergini.

2. — Ricerca d i polisaccaridi.

Colorazioni. L a tunica ha presentato una netta  colorazione con il metodo 
PAS [9] per polisaccaridi neutri; con alcian bleu [9] e col m etodo di H ale [9] 
per polisaccaridi acidi. Con bleu di toluidina (0,015% , pH  5) la tunica si è 
colorata in m odo chiaram ente m etacrom atico. L a m etacrom asia è stata sop
pressa da metilazione e non è stata ristabilita da saponificazione [9]. Nessuna 
colorazione si è avuta con la reazione di Langhans [8] che utilizza il liquido 
di Lugol per la dim ostrazione di gliocogeno.

Trattamento con enzimi. -  Il trattam ento  con a-am ilasi (Sigma Tipo II) 
1% in buffer fosfato 0,02 M, pH 7 [9] per 1 ora a 370 C; con taka-d iastasi 
(Parke-D avis) 1%  in acqua di m are per 24 ore a 25°C; con jaluronidasi 
(W ister) 0 ,15%  in buffer acetato 0,1 M, pH 5 [12] per 2 ore a 6o°C , non 
hanno modificato visibilm ente la tunica né alterato la m etacrom asia con bleu 
di toluidina. Invece il tra ttam ento  con lisozima (Arm our) 1 % in acqua di 
m are per 2 ore a 25°C  ha causato la perd ita com pleta della m etacrom asia.

Ricerca di cellulosa. — Sono state applicate alcune reazioni, usate in 
passato per m ettere in evidenza la cellulosa, m a di specificità non accertata. 
U na di queste è la reazione di Molisch, con oc-naftolo e acido solforico, usata 
da Schulze e K unike [13] per la tunica di ascidie adulte: applicata alla 
tunica larvale non ha dato alcuna colorazione. Pure negativa è stata la colo
razione col reattivo di H erzberg [14] usato nell’industria della cellulosa. La 
tunica si è disciolta com pletam ente in acido solforico concentrato e si è colo
ra ta  in giallo con KOH 35% e con NaOH 10%: questi sono stati interpretati 
come criteri della presenza di cellulosa da S ain t-H ilaire  [15] per la tunica 
di ascidie adulte.

Il tra ttam ento  con cellulasi (Sigma Tipo I) 1%  in buffer acetato o ,i M, 
pH  4,6 per 4 ore a 47° C, non ha prodotto modificazioni evidenti nella tunica 
larvale, e non ne ha alterato la m etacrom asia con bleu di toluidina. È stata 
fa tta  una ricerca quan tita tiva di glucosio eventualm ente liberato in seguito al 
trattam ento  con cellulasi; per questa ricerca è stato usato il m etodo di P ark  & 
Johnson [16]. I risu ltati non sono stati soddisfacenti, per la presenza di 
grande quan tità  di sostanze riducenti nella cellulasi: inoltre non è esclusa 
la contam inazione con altre carboidrasi dell’enzim a non purificato.

3- — Trattamento con altre sostanze.

Il tra ttam ento  con periodato di sodio (soluzione satura in acqua distillata) 
per 24 ore a 25°C  non ha modificato visibilmente la tunica, m a ne ha ridotto 
notevolm ente la m etacrom asia. L ’ipoclorito di sodio (10%  in acqua distil
lata) a 20° C, in 45 m inuti di trattam ento  ha parzialm ente distru tto  la tunica,
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e ne ha com pletam ente soppresso la m etacrom asia. Lo stesso effetto sulla 
m etacrom asia è stato causato da tioglicolato di sodio 0,5 M, pH 7,8 per 24 ore; 
la tunica non è apparsa visibilmente modificata.

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

Benché la specificità di molti dei m etodi adoperati sia discutibile, i dati 
portano alla conclusione che la tunica larvale di d o n a  intestinalis contiene 
proteine e polisaccaridi neutri e acidi. Le diverse parti della tunica (cuticola, 
strato interno ed esterno) si sono com portate nello stesso modo con la maggior 
parte dei m etodi m a non con tu tti, m ostrando così di avere una composi
zione simile, m a non identica.

Le proteine sono alm eno in parte  stabilizzate da gruppi SH, e cioè sono 
cheratinizzate, come indicano la colorabilità col m etodo « DDD » e la sensibilità 
al tioglicolato di sodio. L ’effetto dissolvente dell’ipoclorito di sodio potrebbe 
dipendere da una stabilizzazione al chinone, sebbene questa non sia conferm ata 
da presenza di polifenoli e polifenolossidasi.

Le proteine sono verosim ilmente com binate con polisaccaridi a form are 
glicoproteine e m ucopolisaccaridi di vario tipo. L a presenza di mucopolisac- 
caridi acidi è indicata dalla colorabilità con alcian bleu e col reattivo  di Hale, 
e dalla m etacrom asia con bleu di toluidina. L a m etacrom asia può essere a ttri
buita principalm ente a gruppi solforici (che probabilm ente esterificano i poli
saccaridi), perché essa, soppressa da mediazione, non viene rip ristinata  da 
saponificazione [9]. Inoltre viene rido tta o soppressa da carboidrasi quale 
il lisozima, e da agenti che attaccano i carboidrati, come il periodato di sodio. 
A lla m etacrom asia partecipano anche gruppi carbossilici di proteine, perché 
essa viene a lterata  da enzimi proteolitici, quali la tripsina e la pronasi.

Del resto la presenza di proteine e di m ucopolisaccaridi è stata recente
m ente accertata anche nella tunica adulta di molte specie di Ascidie, tra  le 
quali d o n a  [4]-

Resta da accertare se nella tunica larvale di d o n a  sia presente della cellu
losa come in quella adulta. Questa ricerca non ha dato risultati conclusivi, e 
perciò deve essere ripetu ta  con altre tecniche. U na differenza tra  la tunica la r
vale e quella dell’adulto è che la prim a viene secreta unicam ente dall’epitelio 
ectodermico, m entre alla formazione dell’altra partecipano anche vari tipi di 
cellule provenienti dal sangue [4, 15]. È stato supposto che la sintesi della 
cellulosa sia effettuata da un particolare tipo di queste ultim e e precisam ente 
dai vanadociti [17].
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