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Citologia. —■ Studio delV incorporazione della tim idina-[H 3] durante 
la spermatogenesi d i Asellus coxalis (* (**)}. Nota di A n g e l a  R o c c h i  B r a - 

s i e l l o , p re s e n ta ta ^  dal Socio G. M o n t a l e n t i .

Summary. — The incorporation of [3H]-thymidine in the testes of Asellus coxalis 
(Crust. Isop.) has been studied by means of autoradiography. DNA synthesis was observed 
in spermatogonia and probably in primary spermatocytes. The time course of the labeling 
from primary spermatocytes to the spermatozoa occupies about 12 days. Some nutritive 
cells incorporate very rapidly [3H]-thymidine and remain labeled with the same intensity 
from 30 minutes to 14 days after injection.

Le tecniche autoradiografiche sono state usate da molti autori per s ta­
bilire la du ra ta  dell’intero ciclo sperm atogenetico e delle singole fasi cellulari 
di varie specie di anim ali; infatti l ’uso di un precursore radioattivo  che venga 
incorporato nel DNA delle cellule germ inali del testicolo, negli stadi premeio- 
tici, perm ette di seguire queste dallo stadio di incorporazione a quello di 
sperm atozoo m aturo .

C handley e B atem an (1962) e Olivieri e Oli veri (1965) hanno condotto 
una ricerca di questo genere su Drosophila melanogaster\ M uckenthaler (1964) 
su una cavalletta Melanoplus differentialis, M eusy (1964) su un crostaceo 
anfipode Orchestia gammarclla e Monesi (1962) sul topo. D a queste ricerche 
ed altre ancora si rileva una diversa du ra ta  del ciclo sperm atogenetico, cioè 
del tem po che intercorre perché dallo sperm atogonio I si arrivi a spermio 
m aturo, nelle varie specie di anim ali. Q uesta va da dieci giorni per la Dro­
sophila a venti per la Orckestia, a ventotto per l ’ortottero Melanoplus diffe- 
renzialis fino ai tren taquattro  e mezzo richiesti per il topo.

Nel quadro di alcune ricerche condotte su un crostaceo isopode Asellus 
(Proasellus') coxalis per studiare la funzione m etabolica delle grosse cellule 
nutrici che si trovano nel testicolo, abbiam o ritenuto  interessante studiare 
il m etabolism o del DNA in questa specie cercando anche di definire la durata  
del ciclo sperm atogenetico.

L ’assetto cromosomico di questa specie è stato recentem ente descritto 
(M ontalenti e Rocchi, 1964).

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

Per i nostri esperim enti abbiam o usato individui maschi di Axellus cosalis, 
presi in natura , di grandezza m edia intorno ai 7 m m  e quindi di età media, 
poiché, come si sa, essi crescono di mole ad ogni m uta per tu tto  il corso della

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Genetica della Università di Roma, presso il Centro 
di Fisiogenetica del C.N.R.

(**) Nella seduta dell’n  febbraio 1967.
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vita in modo talé che gli individui di m aggior mole sono anche i più vecchi. 
A  questi m aschi è sta ta  in ietta ta  con una m icropipetta una goccia di soluzione 
fisiologica p repara ta  tenendo presente la composizione inorganica del sangue 
di Procamharus clarkii (Florkin, i960) diluita a m età, nella quale era disciolto 
il radioisotopo (tim id ina-[H 3] ad a ttiv ità  specifica i,9c /m M , alla concentrazione 
di 250 (jic/ml).

L ’iniezione è stata fa tta  dorso-lateralm ente nell’intento di non ledere il 
sistem a nervoso che si trova dalla parte  ventrale e così gli epatopancreas e 
l ’intestino. Dopo l ’iniezione gli individui sono stati rimessi in acqua, tenuti 
a tem peratura costante, e quindi sacrificati a vari intervalli di tem po a comin­
ciare da m ezz’ora dopo l ’iniezione fino a quattordici giorni dopo.

I testicoli di Asellus sono due organi sim metrici dorsali ciascuno form ato 
da tre lobi che sboccano a varie altezze in un deferente, il quale term ina 
nell’ultim o segmento toracico. Essi sono stati estratti e fissati per 24 ore in 
Bouin quindi inclusi in paraffina e tagliati a 5 pi di spessore. I p reparati sono 
stati ricoperti con emulsione NTB2 K odak e lasciati al buio a  40 C per quattro  
settim ane. Al term ine dell’esposizione sono stati tra tta ti con sviluppatore 
D -19  K odak a 170 per quattro  m inuti, sciacquati in acqua di fonte e tenuti 
per otto m inuti in Acidofix K odak sempre a 170. A  questo punto i preparati 
sono stati colorati con Em allum e di M ayer.

Sono stati condotti tre  esperim enti nei quali sono stati esam inati comples­
sivam ente circa 100 individui.

R is u l t a t i .

T utti gli autori sono concordi nell’affermare che il radioisotopo iniettato 
rim ane a disposizione delle cellule per essere incorporato, soltanto per poche 
ore dalla som m inistrazione, perciò è molto interessante osservare quali 
sono gli stadi cellulari che risultano m arcati in questo periodo e che quindi 
incorporano direttam ente il precursore radioattivo. N ell’asello, come del resto 
in Drosophila e in m olte altre specie di animali, non è facile distinguere gli 
sperm atogoni prim ari dai secondari e identificare con certezza gli sperma- 
tociti I intercinetici. M a, m entre nella drosofila per valutare lo stadio e l ’età 
di queste cellule ci si può riferire alla loro posizione nel testicolo e al num ero 
in cui sono presenti allo stesso stadio nella stessa cisti, in asello questo non 
è possibile, perché, se gli sperm atogoni prim ari sono sem pre disposti alla base 
dei follicoli, m an m ano che procede la m aturazione le cellule vengono spinte 
nel centro dei follicoli senza per altro creare una seriazione. È possibile 
com unque che in futuro si possa giungere a queste identificazioni.

Dopo 30' d a ll’iniezione di tim id in a-[H 3] i goni cominciano a m ostrare 
una leggera m arcatu ra nucleare; dopo 1 Ora la m arcatu ra goniale è notevole. 
Doìpo 24 ore appare m arcata la precocissima profase m eiotica, queste cellule 
procedendo nella m aturazione giungono al 40 giorno dall’iniezione allo stadio 
di pachitene, infatti dopo' 4 giorni si trovano m arcate tu tte  le cellule che si 
trovano in questo stadio. Questa fase deve durare molto a lungo poiché la
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si osserva in più della m età dei testicoli e la si trova m arcata fino a  otto 
giorni da ll’iniezione. Dopo io  giorni si trovano m arcati gli sperm atidi piu 
giovani, l ’undicesim o giorno gli sperm atidi m arcati posseggono già un abbozzo 
di coda e lo stesso giorno cominciano a com parire alcuni spermatozoi m arcati. 
Dopo 14 giorni si trovano ancora sperm atidi a ll’ùltim o stadio e spermatozoi 
m arcati.

Sin dalla prim a m ezz’ora, si notano alcune delle grosse cellule nutrici 
m arcate, questa m arcatu ra si continua ad osservare in quasi tu tti i testicoli 
fino a quattordici giorni e dal principio alla fine si m antiene di intensità quasi 
costante.

Nella Tabella I si può vedere uno schema di quanto sopra è riportato.

T a b e l l a  I.

Giorni dopo 
l’iniezione i 4 6 8 IO il 12 14

Stadio
Spermatogoni

Spermatociti?

Spermatociti I 

inizio 1
pro- 1 pachitene
fase 1 1 1

Sper­
matidi

Spermatidi
e

Spermatozoi

D is c u s s io n e .

È orm ai acquisizione comune che le cellule della spermatogenesi che 
sintetizzano direttam ente DNA, oltre agli spermatogoni, sono gli sperm ato­
citi I. Nel topo (Monesi, 1962) 2 ore dopoTiniezioriè di tim id in a-[H 3] si tro ­
vano m arcati m olti nuclei in precoce leptotene. In Melanoplus differentialis 
(M uckenthaler, 1964) le cellule in periodo sintetico premeiotico sono m arcate 
dopo circa 4 ore. In  drosofila invece (Olivieri e Olivieri, 1965) si sono potuti 
osservare in pochi casi gli sperm atociti più giovani m arcati solo dopo 8 ore 
dalViniezione m entre nelle prim issim e ore, cioè quando si suppone che sia 
a disposizione la m aggior parte del precursore m arcato non si è no tata incor­
porazione da parte  di questo stadio cellulare.

Per quanto riguarda l ’asello, noi osserviamo i prim i sperm atociti m arcati 
24 ore dopo l ’iniezione, essi sono però già in precoce profase m eiotica, siamo 
perciò propensi a credere che essi non derivino da sperm atogoni che hanno 
precedentem ente m etabolizzato il precursore m arcato m a che abbiano essi 
stessi sintetizzato DNA. Questo punto potrà essere chiarito quando si potranno 
riconoscere con assoluta certezza gli sperm atociti I intercinetici.

M eusy (1*964) nel suo lavoro su Or'chestia gammarella, crostaceo anfi- 
pode, non è m olto chiaro su questo punto affermando che « . . . l ’incorpora- 
tion a lieu au plus tard dans les noyaux des sperm atogonies II à la fin de
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la phase 4, puisque ces cellules entrent en prophase de méiose dès la phase 
suivante et que T incorporation n ’a plus lieu au-delà  du stade préleptotène ». 
Ci sem bra che ciò non sia molto chiaro a meno che l ’autore non chiam i sper- 
m atogonio II  quello che è già uno sperm atocita I intercinetico.

Com unque ammesso nel nostro caso che gli sperm atociti I incorporino 
direttam ente la tim id in a-[H 3] e cioè che sintetizzino DNA possiamo cercare 
di fare una m isurazione della lunghezza almeno di una parte  del ciclo sperm a- 
togenetico.

Abbiam o visto che a 11 giorni dall’iniezione cominciano a com parire i 
prim i spermatozoi m arcati, a 12 giorni lo sono orm ai tu tti. Possiamo quindi 
dire che dallo stadio di sperm atocita I a quello di spermatozoo intercorre una 
m edia di 12 giorni. D a questa valutazione è esclusa la dura ta  delle divisioni 
goniali che precedono la com parsa dello sperm atocita I. L a fase di pachitene 
è certam ente molto lunga, come abbiam o osservato, in quanto appare m ar­
cata per 4 giorni consecutivi dal 40 a ll’8° giorno da ll’iniezione. D a ll’8° al 
io 0" giorno si passa dal pachitene agli sperm atidi m arcati. Dal io 0 al 140 giorno 
sono presenti sia sperm atidi che spermatozoi m arcati. Le nostre osservazioni 
non vanno oltre il 140 giorno.

Per quanto riguarda le cellule nutrici il fatto che un piccolo num ero 
di esse si trovi m arcato e che la loro m arcatura non dim inuisca di intensità 
dopo 14 giorni ci fa pensare o che esse subiscano dei processi di endoredupli- 
cazione o forse che si dividano, sebbene molto raram ente.
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SPIE G A Z IO N E  D ELLA  TAVOLA I

Fig. I . -  Asellus coxalis, testicolo fissato 2 h dopo l’iniezione di timidina-[H3]. La marcatura 
interessa le cellule goniali della base testicolare. X 1.400.

Fig. 2. -  A . coxalis, testicolo fissato 7h  dopo l’iniezione di timidina-[H3]. Le cellule nutrici 
mostrano una buona marcatura. X 1.400.

Fig*. 3- — A. coxalis, testicolo fissato 6gg. dopo l’iniezione di timidina-[H3]. Tutti gli sperma- 
tociti allo stadio di pachitene sono marcati. X 1.400.

Fig. 4. — A . coxalis, testicolo fissato 12 gg. dopo l’iniezione di timidina-[H3]. La marcatura 
interessagli spermatidi. X 1.400.

Fig. 5. —A . coxalis, testicolo fissato 12 gg. dopo l’iniezione di timidina“ [H3]. Le cellule nutrici 
mantengono invariata la loro marcatura. X 1.400.

Fig. 6. - A .  coxalis, testicolo fissato 14 gg. dopo l’iniezione di timidina-[H3]. Compaiono 
i primi spermatozoi maturi marcati. X 1.400.


