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Salvatore Minafra, Studio elettroforetìco di fosfatasi alcalina di uova, ecc. 81

Embriologia, — Studio elettroforetìco dì fosfa tasi alcalina di uova 
ed embrioni di Phallusia mamillata (,). Nota di S a l v a t o r e  M i n a f r a , 

presentata/**' dal Corrisp. P. P a s q u i n i .

Summary. ■— Homogenates of Phallusia mamillata eggs and embryos were analyzed 
by electrophoresis on starch gels. Three distinct bands with alkaline phosphatase activity 
were identified histochemically, using glycerophosphate, phenylphosphate, p-nitrophenul- 
phosphate and substituted naphthol phosphates as substrates. A first band was present on 
all stages, except the early tail bud; a second band occurred from gastrula stage to hatching, 
and a third from late tail bud stage to hatching.

In t r o d u z io n e .

Precedenti analisi quan tita tive su uova ed em brioni di ascidie hanno 
m ostrato delle variazioni dell’a ttiv ità  enzim atica di fosfatasi alcalina nel corso 
dello sviluppo ( i ,2). T ali variazioni hanno un andam ento simile, m a non 
identico, quando l ’a ttiv ità  enzim atica è determ inata su diversi substrati, 
quali glicerofosfato, p-nitrofenilfosfato e fenilfosfato.

Nella ipotesi che queste differenze siano dovute alla presenza di fosfa­
tasi m ultiple, si è provato a separare tali fosfatasi m ediante elettroforesi su 
gel d ’amido.

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

Preparazione degli omogenati. È stata usata l ’ascidia Phallusia mamillata 
(Cuvier) raccolta nel golfo di Napoli nei periodi luglio-settem bre 1964 e Set­
tem bre-O ttobre 1965 (D.

Gli anim ali adulti e gli em brioni durante lo sviluppo sono stati fatti sog- 
giornàre in acqua di m are m antenu ta term ostaticam ente a i8 °C .

U ova e sperm i sono stati ottenuti m ediante pun tu ra  dei rispettiv i dotti. 
Le uova erano fecondate in vitro per aggiunta di una sospensione diluita di 
spermi. Dopo 20—60 m inuti le uova fecondate venivano lavate e trasferite 
in acqua di m are. A  stadi determ inati, gli em brioni venivano concentrati 
m ediante centrifugazione a m ano e conservati in freezer alla tem peratura di 
— 25°C. U na parte  degli em brioni veniva lasciata com pletare lo sviluppo per 
controllarne la norm alità; di solito il 90-95%  delle uova si sviluppava nor­
m alm ente fino alla schiusa.

(*) Lavoro eseguito nellTstituto di Istologia ed Embriologia di Palermo, e Gruppo di 
Ricerche per Embriologia del C.N.R., sotto la direzione del prof. A. Minganti.

(**) Nella seduta del 14 gennaio 1967.
(1) Desidero ringraziare vivamente il dott. Pietro Dorhn per la generosa ospitalità 

presso la Stazione Zoologica di Napoli, e tutto il personale che ha contribuito alla raccolta 
del materiale.
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Sono stati usati i seguenti stadi: uova vergini; uova a 30 m inuti dalla 
fecondazione; uova allo stadio di 32 blastom eri (3 ore dopo la fecondazione); 
gastru la (5 ore); neurula (7 ore); bottone caudale precoce (io  ore); bottone 
caudale tardivo (12 ore); larve natan ti (18 ore).

Al m om ento dell’uso uova ed em brioni venivano scongelati e omogeniz- 
zati a freddo in un om ogenizzatore di Po tter-E lveh jem , con due volte il loro 
volume di acqua distillata. L ’omogenato così ottenuto veniva sottoposto a 
sonicazione a freddo in un apparecchio «A coustica« DR50AH 50 W, fre­
quenza 40 Kc/sec, per 20 m inuti e quindi centrifugato a 40.000 X g a 40 C 
per io  m inuti.

Elettroforesi su gel d'amido . Circa io  pii di sopranatante venivano assor­
biti su inserti di carta W hatm an N. 1, posti in una fessura del blocco di gel 
d ’amido. E  stato usato il metodo di elettroforesi orizzontale, con un sistema di­
scontinuo di tam poni, secondo il metodo di Poulik [3] parzialm ente modificato.

Il gel veniva preparato  con amido dei Connaught Labs, di Toronto, 
nella concentrazione consigliata, in tam pone di Tris 0,076 M -acido  maleico 
0,005 M pH 8,6 nel gel; per la vasca tam pone di acido borico 0,225 M - 
NaOH 37,5 mM  pH 7,9.

Il gel era sottoposto ad elettroforesi per 7 ore a 40 C, applicando una cor­
rente continua di circa 2oV/cm , 7 mA per gel della m isura di 8 X 12X0,6 cm. 
Dopo elettroforesi il gel veniva tagliato orizzontalm ente a m età, e le due parti 
venivano poste nel mezzo di incubazione.

Colorazione istochimica. Per la rivelazione delle bande con a ttiv ità  enzi­
m atica sono stati usati due diversi m etodi istochimici:

d) m etodo di accoppiamento simultaneo di naftoli con sostanze d ia­
zotate: al tam pone T ris-m aleato  0,05 M pH 8,6 veniva aggiunto 1 mg/ml 
di a-naftilfosfato (M ichrome) e 1 mg/ml di 5-cloro-o-to luidina. I gels ve­
nivano incubati a 370 C per 20 m inuti.

Sono stati provati anche alcuni esteri di naftoli sostituiti: fosfato di N af­
tolo A S-M X  e di Naftolo A S -T R , con lo stesso risultato, m a con colorazione 
meno intensa.

b) M etodo di Gomori, nella modificazione di A lien [4], con D L -gli- 
cerofosfato di sodio (Sigma Grade II I )  come substrato. Il mezzo di incuba­
zione conteneva i seguenti reagenti nelle concentrazioni finali indicate: 0,05 M 
DL-glicerofosfato, 15 m M  cloruro di calcio; 33 m M  Tris, pH 9,5 . Dopo incu­
bazione a 370 C per 15', i gels venivano lavati e 'p assa ti per 30', a tem pera­
tu ra  ambiente, in una soluzione contenente i seguenti reagenti alla concentra­
zione indicata: 0,08 M tam pone T ris-m aleato  pH 7; 3 m M  nitrato  di piombo. 
Successivamente, i gels erano lavati per u n ’ora con ripetuti cambi di acqua 
distillata e passati in una soluzione di solfuro di ammonio al 5 % per 2 m inuti, 
seguita da un  abbondante lavaggio finale.

c) È  stato usato anche il p-nitrofenilfosfato (Sigma) nella concentra­
zione 6,3 m M , sciolto in tam pone T ris-m aleato  pH 8,6. Il p-nitrofenolo 
liberato nella reazione rim aneva a lungo ben localizzato, senza effetti di dif­
fusione.
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R is u l t a t i e d is c u s s io n e .

Gli zim ogramm i della fosfatasi alcalina hanno presentato delle varia­
zioni in relazione agli stadi di sviluppo (fig. 1).

Con omogenati dell’uovo vergine è apparsa una banda (banda 3), la 
quale è s ta ta  pure presente negli stadi successivi fino a quello di neurula. 
Tale banda era assente per lo stadio di bottone caudale precoce. Essa è riap ­
parsa dallo stadio di bottone caudale tardivo fino alla schiusa. Dallo stadio 
di gastru la fino alla schiusa, era presente una seconda banda (banda 1) più 
m obile verso l ’anodo e meno intensa della prim a. Dallo stadio di bottone 
caudale tardivo, fino alla schiusa era presente u n ’altra banda (banda 2) in­
tensa come la banda 3, e posta tra  la banda 1 e la banda 3.

Fig. i. -  Schema dei zimogrammi di omogenati di Phallusia 
marni Hata a vari stadi di sviluppo.

O, origine. 1, 2, 3: bande di attività enzim atica. V , uova vergini; F, 30 m i­
nuti dopo la fecondazione; B, blastula; G, gastrula; N , neurula; B P , bot­
tone caudale precoce; BT , bottone caudale tardivo; L, larva natante.

Abbiam o quindi ottenuto una sola banda di a ttiv ità  enzim atica nelle 
uova vergini fino a blastula (banda 3), e bottone caudale precoce (banda 1); 
due bande a gastru la e a neurula (bande 1, 3); e tre bande a bottone caudale 
tardivo e larva natan te (bande 1, 2 e 3).

'Gli zimogrammi relativi ad ogni stadio em brionale non hanno m ostrato 
alcuna differenza dipendente dal substrato adoperato per la rivelazione della 
attiv ità enzim atica.

Inoltre in tu tti gli stadi di sviluppo fino a neurula, una debole a ttiv ità  
enzim atica era presente anche nel posto di inserz ione, del campione, sulla 
faccia rivolta verso l ’anodo. La presenza di questa a ttiv ità  è stata conferm ata 
ancl^e con m etodo quantitativo  su eluito del gel.

|La presenza di fosfatasi alcaline m ultiple riscontrato duran te lo sviluppo 
em brionale non è esclusiva di Phallusia. Nel gasteropode polm onato di acqua 
dolce Limnea palustris, Norris e M orrill [5] hanno messo in evidenza la 
com parsa di tre  bande di attiv ità  enzim atica in due periodi successivi di svi-
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luppo. Nel riccio di m are, Pfohl e M onroy [6] e Pfohl [7] hanno messo 
in evidenza due bande di attiv ità nei prim i stadi di sviluppo: una prim a 
presente dall’uovo vergine fino a  blastula m esenchimale, e una seconda a 
partire  da questo stadio. Questi dati sono stati messi # in relazione sia con 
quelli quantitativ i di M azia et al. [8], e Gustafson e H asselberg [9], i quali 
hanno rilevato che l ’attiv ità  della fosfatasi alcalina presenta un incremento 
dallo stadio di gastru la fino a pluteo; sia con quelli istochimici di Hsiao e 
Fujii [io] che hanno messo in evidenza due diverse localizzazioni di attiv ità 
enzim atica che compaiono alla gastrulazione: una nell’archenteron e una 
nel m esenchim a prim ario, e successivamente, fino a pluteo, nell’intestino e 
nelle cellule scheletogene. Questi ultim i dati hanno conferm ato quelli di E vo la- 
M altese [11] che in precedenza aveva ottenuto identici risultati.

Per quanto riguarda gli embrioni di ascidie, oltre ai dati quantita tiv i su 
accennati (1 ,2 ) ricerche istochimiche di Leonardi (non pubblicate) hanno 
m ostrato in em brioni di Ciona intestinalis a ttiv ità  di fosfatasi alcalina nei 
derivati ectodermici ed endodermici, e non in quelli mesodermici (mesenchi- 
ma, m usculatura), se viene usato come substrato un fosfato di naftolo; m entre 
M inganti [12], usando come substrato ß-glicerofosfato, ha messo in evi­
denza, sia in Ciona che in Phallusia, una localizzazione di a ttiv ità  nell’ento- 
derm a e poi nell’intestino, a partire da fine neurulazione. I dati elettrofo- 
retici m ettono in evidenza la com parsa di nuove bande di fosfatasi in stadi 
di sviluppo em brionale dove hanno luogo im portanti m ovim enti morfogene- 
tici (gastrula e neurula) e in stadi in cui si compiono processi di differenzia­
m ento e organogenesi (periodo bottone caudale tardivo -  larva natante).

Quindi questi dati, oltre a conferm are la presenza di fosfatasi m ultiple, 
indicano una relazione tra  la loro presenza e determ inati processi.

A  quali dei processi metabolici che si svolgono nei diversi territori del­
l ’em brione siano connesse le varie fosfatasi e a quali fattori genetici sia dovuta 
la loro sintesi successiva, sono problem i di im portanza fondam entale, che 
aspettano ancora una soluzione.
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