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G. Giudice e V. Mutolo, Sintesi <jfe//’RNA ribosomiale, ecc. 41S

Citologia. —  Sintesi dfe/Z'RNA ribosomiale durante lo sviluppo 
del riccio d i m are{*\ Nota di G io v a n n i  G iu d ic e  e V in c e n z o  M u to lo ,  
presentata (**} dal Socio G . M o n t a l e n t i .

Summary. — The synthesis of ribosomal RNA, which can be recovered from the cyto­
plasm, starts at the stage of mid gastrula.

The suggestion is made of the synthesis of a precursor of the cytoplasmic ribosomal 
RNA.

A discussion about the extractive methods is presented. It is shown that the 18 s peak 
contains some DNA-like RNA.

Introduzione.

Le ricerche qui riportate  fanno parte  di uno studio sulla formazione dei 
ribosomi duran te lo sviluppo. È apparso im portante a ffin i di una tale indagine 
stabilire con esattezza il m om ento dell’inizio della sintesi dell’RNA riboso­
m iale (rRNA) duran te le prim e fasi dello sviluppo.

Esistono in proposito già dei dati nella le ttera tu ra (Nemqr, 1963; Gross 
et al., 1965), che indicano che la sintesi dell’rR N A  ha inizio negli embrioni 
di riccio di m are qualche tem po dopo la gastrulazione. A ltri dati però pongono 
in debbio una tale affermazione (Comb et al., 1965).

Materiali e m etodi.

Coltura degli embrioni:

Si sono raccolte le uova da Paracentrotus lividus agitando in acqua di 
m are le ovaie. Dopo ripetu ti lavaggi con acqua di m are, le uova sono state 
fecondate, lavate ancora due volte e sospese alla concentrazione di 3.700/cc 
in acqua di m are filtrata, contenente Too U I dj penicillina, 0,05 m g di strepto­
m icina e 0,05 m g di 3-sulfonam ide-ó-m etossipiridazina, per cc. Le uova si 
sono, lasciate sviluppare in rotazione a 20°C.

Marcatura con isotopi:

Ai tem pi scelti gli em brioni si sono sedim entati per centrifugazione, e 
risospesi in acqua di m are contenente antibiotici e sulfamidico nella quantità 
già indicata. Si aggiungevano a questo punto 0,5 [xc/òfc ' di u rid in a -H 3(U) 
(1,2 c/mmole) o di P32 (30-60 c/mg) (Radiochem ical Centre, Am ersham , 
England).

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Anatomia Comparata della Università di Palermo 
e Unità di' Embriologia Molecolare del Consiglio Nazionale delle Ricerche,

(**) Nella seduta dell’n  febbraio 1967.
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A lla fine della incubazione gli em brioni venivano sedim entati per centri­
fugazione ed usati subito per il frazionam ento cellulare, o congelati.

Frazionamento cellulare:

Alcuni" cam pioni sono stati om ogenati in tam pone T ris 0,01 M pH 7,4 
contenente desossicolato di sodio 0 ,3%  ed etilendiam inotetracetato (EDTA) 
io ~ 3M. Si centrifugava quindi a 700Xg per io  m inuti. Il supernatante veniva 
centrifugato a io5 .oooX g per 60 m inuti. L a superfice del sedimento si lavava 
con tam pone succinato 0,01 M pH 6, contenente acetato di magnesio io - 3 M 
(SM). Il sedim ento così ottenuto viene considerato sedimento ribosomiale.

Preparazione dell’KNA.

a) Estrazione delVRNA « totale »: Il m ateriale congelato proveniente da
10 mi di sospensione di em brioni veniva sospeso in 1 m i di SM contenente 
dodecilsolfato di sodio (SDS) 1 % e bentonite 0,1 % . Si agitava per io  m inuti 
con un volume di fenolo 85 % a 6o°C . A lla fase acquosa ottenuta per centri­
fugazione si aggiungeva NaCl o ,iM  finale e due volumi di etanolo a 2O0 C.
11 precipitato  veniva risospeso in SM e tra tta to  con io p g  di desossiribonu- 
cleasi (W orthington, purificata elettroforeticam ente), per io  m inuti a tem pera­
tu ra  am biente. Si prelevano campioni per la determ inazione dell’RNA (col 
metodo deirorcinolo) e per la determ inazione della rad ioattiv ità. Questi ultim i 
venivano essiccati in dischetti di carta da filtro, estra tti con acido tricloroa- 
cetico freddo, etanolo ed etere, secondo la tecnica di Bollum (1959), e contati 
in liquido écintillatore to luene-PP O — PO POP -  (Nuclear Chicago).

b) Estrazione col metodo SDS fenolo caldo, per Vanalisi su gradiente di 
saccaròsio: Il m ateriale proveniente da 150 cc. di sospensione di embrioni 
veniva om ogenato in 5 mi di SM contenente SDS 1 % e bentonite 0 ,1% .

Si aggiungeva un volume di fenolo 85 % e si estraeva a 6o° C per 5 m inuti. 
Dopo centrifugazione si scartava la fase fenolica e si estraeva tu tto  il rim anente 
ancora due volte con fenolo. L ’u ltim a centrifugazione era condotta a 10.000 x  g 
per allontanare la bentonite.

L ’RNA, precipitato  con N aCl-etanolo, veniva tra tta to  con desossiribo- 
nucleasi (20 fxg/cc), come descritto. Dopo precipitazione, l ’RNA veniva dia- 
lizzato contro SM prim a di essere analizzato per gradiente di saccarosio.

c) Estrazione col metodo del fenolo freddo, per Vanalisi su gradiente 
di saccarosio: Em brioni provenienti da 150 cc di sospensione venivano omo­
genati con 5 cc di SM freddo. L ’omogenato veniva sbattu to  per 5 m inuti 
con un volume di fenolo 85 % a freddo in presenza di bentonite 0,1 % . La fase 
acquosa veniva estra tta  ancora due volte con fenolo. Le operazioni succes­
sive venivano condotte come in b).

In  alcuni esperim enti il « sedimento ribosom iale » derivante da 250 cc 
di sospensione di em brioni veniva estratto  come qui descritto,
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A nalisi per gradiente d i saccarosio:

Si stratificavano 0,25 m g di RNA in SM, su di un gradiente lineare di 
saccarosio 5 -20%  in SM. Si centrifugava a 25.000 giri/m inuto per 12 h nel 
rotore SW  25 della u ltracentrifuga Spinco modello L. A lla fine della centri­
fugazione il m ateriale veniva raccolto goccia a goccia in campioni da 1 cc 
attraverso  un buco p raticato  sul fondo del tubo da centrifuga. Si analizzava 
la densità ottica a 260 m[x e la rad ioattiv ità di ogni frazione. Q uest’ultim a 
veniva m isurata  contando direttam ente in liquido scintillatore campioni 
da o ,i cc essiccati su carta da filtro.

Analisi della composizione nucleotidica percentuale:

Cam pioni scelti dal gradiente di saccarosio venivano precipitati con 
etanolo NaCl in presenza di un RNA « carrier » di riccio di m are, non m ar­
cato. Dopo idrolisi con R O H  0,3 M a 38° C per 20 ore, i campioni venivano 
neutralizzati con Dowex 50 in form a H + e chiarificati per centrifugazione. 
I nucleotidi venivano separati per elettroforesi su acetato di cellulosa (Sepra- 
phore II I) . Si otteneva una buona risoluzione dopo 70 m inuti a  400 V, in 
tam pone citrato  0 ,02M a pH 3,45. Le strisce di carta venivano tagliate sotto 
luce u ltravioletta, per individuare la posizione dei singoli nucleotidi. Ogni 
fram m ento veniva quindi essiccato e immerso in liquido scintillatore per 
la m isurazione della rad ioattiv ità.

Misurazione della radioattività:

E stato usato un contatore a scintillazione tipo-« N uclear Chicago ». Si sono 
ottenute efficienze del 100% con il P32 e del 5%  con l ’H 3.

R isultati e discussione.

E noto che m etodi che impiegano l ’SDS ed il fenolo caldo consentono 
una estrazione praticam ente totale dell’RNA, incluso l ’RNA messaggero 
(mRNA). D ’altra  parte  il m etodo del fenolo a freddo senza SDS, non estrae 
l ’RNA nucleare. Il m ateriale estratto  consiste fondam entalm ente di rR N A  ed 
sRNA (RNA di trasferim ento), insieme a piccole quantità  di m RN A  (Sibatani 
et al., 1962; Georgiev et al., 1962; N em er et al., 1965; S later et al., 1966).

Poiché lo scopo della nostra ricerca è fondam entalm ente lo studio del- 
l ’rRN A , abbiam o deciso di usare il metodo basato sulla estrazione con fenolo 
freddo, senza SDS. In esperim enti prelim inari, tu ttav ia , abbiam o paragonato 
i due m etodi di estrazione dopo m arcature degli em brioni in vivo con P32 
per periodi di 6 h (dalla fecondazione fino alla com parsa del blastocele) o 
di 2I5 h (dalla fecondazione allo stadio di giovane prism a). Secondo i dati 
della le ttera tu ra  (Nem er et al., 1963; Gross et al., 1965; Nem er et al., 1965) 
nel prim o esperim ento dovrebbero risultare m arcati solo sRNA e dell’RNA 
di tipo messaggero, m entre nel secondo dovrebbe m arcarsi anche l ’rRNA,
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NUMERO DEI TUBI

Fig. i. -  Profili di gradienti di saccarosio di RNA estratto con:
d) SDS -  fenolo caldo, dopo 6 h di marcatura; b) Fenolo freddo, dopo 6 h di marcatura;
c) SDS — fenolo caldo, dopo 25 h di marcatura; d) Fenolo freddo, dopo 25 h di marcatura.
Le linee tratteggiate indicano le densità ottiche e le radioattività degli stessi campioni dopo trattamento 
con RNAasi. La composizione in basi (mole%) si riferisce alle zone dei gradienti indicate dalle frecce.

Nella fig. i sono riportati i risu ltati delle analisi per gradienti di sacca­
rosio degli RNA estra tti. Se T R N A  è stato estratto  con-SDS e fenolo caldo, 
il profilo della densità ottica m ostra, accanto alle frazioni 4S , i 8 S e 2 8 S ,  una 
spalla nel lato pesante del picco 28 S ed una frazione che si porta  sul fondo 
del tubo.
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L a rad ioatti vita, dopo 6 h di m arcatura, è pressocché uniform em ente 
d istribu ita  in tu tto  il gradiente, eccettuato la zona del 4S , dove è molto 
elevata, ed una zona vicina al fondo del tubo. L a distribuzione del P32 tra  i 
quattro  nucleotidi indica la sintesi di un RNA. di tipo DNA. C iò,conferm a le 
preesistenti osservazioni di sintesi di RNA messaggero in questo periodo di 
sviluppo.

L ’estrazione con fenolo freddo dopo 6 h di m arcatu ra  dà dell’RNA molto 
scarsam ente radioattivo  (a parte  l ’alta rad ioattiv ità  della zona del 4S); il 
che conferm a come questa tecnica estragga molto meno m R N A  che la prece­
dente. È interessante notare che il profilo della densità ottica m ostra ora sol­
tanto  tre d istin ti picchi, riferibili a ll’sRNA ed all’rRN A , m entre la spalla 
del 28s e la frazione più pesante sono scomparse. Ciò suggerisce la localizza­
zione nucleare di queste frazioni pesanti. La composizione nucleotidica del- 
1 RNA m arcato  e ancora di tipo A—U; ciò che indica che in questo periodo 
non vi è sintesi di alcun rR N A  che venga almeno trasferito  al citoplasm a. 
L ’RNA m arcato potrebbe rappresentare RNA messaggero citoplasmatico.

Dopo 25 h di m arcatura, l ’estrazione con SDS-fenolo caldo dà lo stesso 
profilo di densità ottica descritto per la m arcatu ra di 6 h. L a radioatti vit à 
è molto più alta e segue solo grossolanam ente il contorno della densità ottica.

L ’estrazione con fenolo freddo dopo 25 h di m arcatu ra dà luogo ad un 
RNA la cui densità ottica m ostra un chiaro profilo di rR N A  in aggiunta al 
picco del 4S. L a rad ioattiv ità  segue abbastanza esattam ente il profilo della 
densità ottica, a parte  la zona del 4 S , sem pre più m arcata.

L a composizione nucleotidica dell’RNA radioattivo  estratto  con fenolo 
freddo dopo il lungo periodo di m arcatura, indica la sintesi di un RNA di 
tipo ribosom iale, m entre l ’RNA estratto  con SDS-fenolo caldo non ha una 
composizione di tipo G -C  nel picco 18 S. Ciò dim ostra che in qualche m om ento 
tra  6 e 25 ore dalla fecondazione ha luogo la sintesi di rR N A . Ciò è partico lar­
m ente evidente quando si impieghi la tecnica di estrazione con fenolo freddo. 
L  ußo dell SDS causa l ’estrazione anche di RNA di tipo messaggero che 
modifica il profilo della densità ottica ed altera la composizione nucleotidica 
specialm ente del picco 18 S.

Il tra ttam ento  delle nostre preparazioni con 0,02 m g di ribonucleasi 
pancreatica (cristallizzata 5 volte) per m g di RNA per 20 m inuti a 37°C, 
spo’sta sia la densità ottica che la rad ioattiv ità totalm ente alla som m ità del 
g radiente in tu tti i casi; m entre l ’incubazione in analoghe condizioni con l ’om is­
sione dell’enzim a è assolutam ente priva di effetto.

Per stabilire più accuratam ente il m om ento dell’inizio della sintesi 
dell RNA ribosom iale duran te  le prim e fasi di sviluppo si è som m inistrata 
della urid ina H 3 per periodi di 6 h a vari stadi di sviluppo. A lla fine di ogni 
periodo di m arcatu ra  l ’RNA, estra tto  con fenolo freddo, è stato analizzato 
peri g radiente di saccarosio. Gli stadi studiati saranno indicati da I a IV, 
come spiegato nella fig. 2.

Come prevedibile, si è trovata  scarsa rad ioattiv ità  in tu tte  le frazioni 
nello stadio I. Nello stadio II  si ha un notevole aum ento della rad ioattiv ità
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a livello del picco 18 S e del 4 S; vi è però scarsa a ttiv ità  al livello del picco 
28 S. Nello stadio I I I  la rad ioattiv ità  del picco 18 S è ancora aum entata, 
m entre comincia ad apparire una certa rad ioa ttiv ità  anche in coincidenza 
del picco 28 S. Nello stadio IV  il picco 28 S è diventato intensam ente ra ­
dioattivo e tu tto  il quadro parla evidentem ente per una sintesi di rRNA.

NUMBRO DBI TUBI

Fig. 2. “ Profili di gradienti di saccarosio di RNA estratto con fenolo freddo, dopo 6 h 
di marcatura con uridina H3, durante i seguenti periodi:

Stadio I) da o a 6 h, cioè dalla fecondazione fino alla prima comparsa del blastocele; Stadio II) da 6 a 12 h, cioè fino alla bla­
stula natante; Stadio HI) da 12 a 18 h, cioè fino alla gastruia media; Stadio IV) da 12 a 24 h, cioè fino allo stadio di prisma.
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Sorge dunque la questione del perché la frazione 18 S si m archi prim a 
della 28 S. E ciò perché il 18 S ha una sintesi più veloce, o contiene un precur­
sore del 28 S o perché contiene qualche altro RNA diverso d a ll’rRNA?

Per risolvere questa questione si è ripetuto lo stesso tipo di esperim ento 
usando però P 32 come m arcatore in modo da rendere possibile u n ’analisi 
della composizione nucleotidica dell’RNA sintetizzato. I risultati, riportati 
nella T abella I, d im ostrano che la frazione 28 S, in tu tti gli stadi in cui è 
m arcata, è chiaram ente di tipo ribosomiale. D ’altro canto, la composizione 
nucleotidica dell’RNA m arcato del picco 18 S è inequivocabilm ente di tipo 
A -U  nello stadio II e si sposta verso il tipo G-C negli stadi successivi. D unque 
prendendo la m arcatu ra  del piccò 28 S come spia della sintesi dell’rRNA, 
si può concludere che l ’rR N A  di nuova sintesi è chiaram ente dim ostrabile 
nel citoplasm a tra  lo stadio I I I  e IV. Esso raggiunge valori consistentem ente 
più elevati nello stadio IV,

T a b e l l a  I.

Composizione nucleotidica percentuale dell’KN A di riccio d i mare marcato 
durante diversi stadi d i sviluppo.

A U G C G + C

28 $  Stadio III . . 22,7 18,3 34,8 24,2 59>o
Stadio IV . . 24,4 16,2 33,8 25,6 59.4

18 S  Stadio II . . 21,6 43 >° 23,0 12,2
-

35,2

Stadio III . . 25,0 27,3 30,3 17,3 47,6

Stadio IV . . 24,6 25,5 • 30,7 19,2 49,9

Per rispondere alla dom anda se l ’rR N A  di nuova sintesi sia nel citoplasm a 
ancora libero o già associato alle proteine in form a di ribosomi completi, si 
sonò condotti esperim enti di frazionam ento cellulare in seguito a m arcatura. 
L a fig. 3 m ostra che l ’RNA estratto  con fenolo freddo dai ribosomi isolati 
dopo 6 h di m arcatu ra con urid ina H 3 allo stadio IV  è radioattivo. In  p a r ti­
colare va notato che anche il 28 S m ostra una buona rad ioattiv ità . Ciò dim ostra 
che l ’rR N A  sintetizzato duran te lo stadio IV  viene, almeno in parte, durante
10 stesso stadio associato alle proteine in forma di particolato ribosomiale. 
Periodi di m arcatu ra  più brevi (1 ora) non riescono a rendere radioattivo
11 picco 28 S, neanche duran te lo stadio IV . Questo fatto potrebbe suggerire 
la sintesi di un precursore dell’rRN A  non estraibile con fenolo freddo.

Per provare questa ipotesi si sono m arcati con P 32 per 6 h degli em brioni 
duran te lo stadio IV  e si è paragonata la rad ioa ttiv ità  raggiunta da ll’RNA
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estratto  con fenolo freddo con quella o ttenuta dopo periodi di m arcatura 
di 3 h effettuati duran te la prim a o duran te la seconda m età dello stesso 
stadio IV. Come si vede nella fig. 4, la somma della rad ioattiv ità  dei picchi 
28 S dopo ciascuna delle m arcature da 3 h è inferiore alla rad ioattiv ità  rag ­
g iunta nello stesso picco dopo una singola m arcatu ra di 6 h. D ’altra  parte, 
la somma della rad ioattiv ità  dei picchi 18 S e 4 S  dei due periodi più brevi 
uguaglia esattam ente quella raggiunta negli stessi picchi nella singola m arca­
tu ra  più lunga. D unque, per ottenere una buona rad ioa ttiv ità  del picco 28 S, 
e necessario un periodo di m arcatu ra tn vivo superiore a 3 h. Questo risultato

NUMERO DEI TUBI

Dg. 3. -  Analisi per gradiente di saccarosio delPRNA estratto da 
ribosomi isolati da prismi, dopo 6 h di marcatura con uridina H3.

è in accordo con l ’ipotesi della sintesi di un precursore dell’rR N A  citopla­
smatico (almeno del. 28 S) non estraibile con fenolo freddo, probabilm ente 
a causa della sua localizzazione nucleare.

Non si può pensare che il ritardo  della com parsa della radioattiv ità 
nel picco 28S sia dovuto"ad una diluizione prelim inare dell’isotopo nel «pool », 
perché questo dovrebbe essere vero anche per i picchi 18 S e 4 S, il che non è.

U na dom anda che si può ancora porre è se il m arcato aum ento della 
sintesi dell’rR N A  citoplasm atico che ha luogo nello stadio IV  sia indicativo 
di una sintesi preferenziale di questo tipo di RNA duran te questo stadio o 
se sia l ’espressione di u n ’aum ento di sintesi di tu tte  le classi di RNA.

Per rispondere a questa dom anda si è paragonato il grado, di rad ioat­
tiv ità  raggiunto d a ll’RNA « to ta le»  estratto  col m etodo a), dopo un periodo 
di m arcatu ra  di 6 h duran te lo stadio I I I ,  con quello raggiunto dopo un ana­
logo periodo di m arcatu ra  durante lo stadio IV. Esperim enti prelim inari hanno
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RUMERÒ DEI TUBI

Fig. 4. -  Profili di gradienti di saccarosio di RNA estratto con fenolo freddo dopo i 
seguenti periodi di esposizione al P32:

a) da 18 fino a 21 h dopo la fecondazione; b) da 21 fino a 24 h dopo la fecondazione; c) da 18 fino a 24 h 
dopo la fecondazione. In d) è riportata la somma delle radioattività mostrate in c) e in b), insieme alla media delle

densità ottiche dei due gradienti.

dim ostrato che la rad ioattiv ità  dell’RNA totale, in queste condizioni sale
linearm ente fino ad almeno 6 ore.!

I risu ltati di una serie di sei esperim enti hanno dim ostrato che l’aum ento 
dell’a ttiv ità  specifica dell’RNA totale m arcato durante lo stadio IV, rispetto 
a quello m arcato duran te lo stadio I I I  è del 35%  ( ± 2 6 ) .  D ’altro canto,
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l ’aum ento della m arcatu ra dell’rR N A  estratto  con fenolo freddo, m isurato 
dalla a ttiv ità  specifica raggiunta negli stessi stadi a ll’apice del picco 28S, è del 
116% ( ±  20). D unque l ’aum ento dell’a ttiv ità  specifica dell’RNA «totale » dallo 
stadio I I I  allo stadio IV  è m arcatam ente e significativam ente (P <  0,02 >  0,01) 
più basso di quello del 28 S. Si può dunque prospettare che il notevole 
aum ento della sintesi dell’rR N A  nello stadio IV  non riflette solam ente un 
aum ento della sintesi dell’RNA « totale » in questo stadio, m a sem bra essere 
espressione della attivazione preferenziale della trascrizione di cistroni re la­
tivi a ll’rR N A . Due fatti però devono essere tenuti in considerazione: i° la 
valutazione della m arcatu ra del nostro RNA « to ta le»  può essere in qualche 
modo inficiata dal ricam bio attivo dei nucleotidi term inali dell’RNA di t ra ­
sferimento; 2° i nostri risu ltati dim ostrano che duran te lo stadio IV  ha luogo, 
per la prim a volta duran te lo sviluppo, una a ttiva  sintesi di rR N A  seguita 
da trasferim ento di q uest’ultim o al citoplasm a; essi però non escludono che 
in uno stadio precedente possa aver luogo la sintesi di un precursore dell’rRN A  
citoplasm atico, non estraibile con fenolo freddo.

Conclusioni.

I risu ltati dim ostrano che nel periodo tra  la gastru la  m edia ed il prism a 
dell’em brione di Paracentrotus lividus la sintesi dell’rR N A  citoplasmatico 
diviene particolarm ente attiva. Essi sottolineano l ’im portanza della estra­
zione con fenolo freddo dopo lunghi periodi di m arcatu ra  e della purificazione 
per gradiente di saccarosio quando si voglia rivelare la sintesi dell’rRN A  
in questo m ateriale. L ’uso dell’SDS com porta l ’estrazione di forti quantità 
di rad ioa ttiv ità  legata ad RNA non ribosomiale, che oscura il profilo dei g ra ­
dienti. Perfino dopo estrazione con fenolo freddo una p arte  della rad ioattiv ità  
legata al picco 18 S è dovuta ad un RNA di tipo A—U . Ciò può spiegare 
perché non si riesca ad ottenere una composizione nucleotidica di tipo riboso­
m iale analizzando l ’RNA di nuova sintesi con m etodi, come la crom atografia 
su album ina m etilata, che non consentono, almeno nelle cellule anim ali, una 
buona separazione del 28 S dal 18 S. E interessante notare in proposito che 
anche in altri m ateriali si è trovato che l ’RNA 18 S contiene dell’RNA m es­
saggero (Brown et al., 1965; L atham  et al., 1965; H enshaw  et al., 1965).

Poiché il m etodo del fenolo freddo consente l ’estrazione preferenziale 
dell’RNA citoplasm atico, i nostri esperim enti non escludono la possibilità 
teorica che in stadi precedenti al IV, possa aver luogo nel nucleo una sintesi 
di rR N A  non seguita da trasferim ento di quest’ultim o al citoplasm a.

L a cinetica di m arcatu ra del picco 28 S suggerisce invero l ’esistenza di 
un precursore dell’rR N A  non estraibile con fenolo freddo.

L ’rR N A  sintetizzato nello stadio IV  viene incorporato nei ribosomi duran te 
lo stesso stadio, almeno in parte.

Si può ragionevolm ente prospettare che nello stadio IV  la sintesi del- 
FrR N A  divenga p iù  a ttiva  che la sintesi di altri tipi di RNA, rispetto agli 
stadi precedenti.
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