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Biologia. — Incubazione in vitro con Tim idìna  Hd di ghiandole 
salivari d i Drosophila hydei St. {Diptera), isolate a vari stadi di 
sviluppo n . Nota di G ian A ntonio  D a n ie l i  e E manuele  R o d in o , 
presentata ̂  dal Socio G. M ontalenti.

Sum m ary. ■— The pattern  of H 3 Thym idine incorporation in different stages of larval 
developm ent was investigated by  short term  incubation of Drosophila hydei salivary glands 
in vitro.

There is new evidence for cellular synchronization in DNA synthesis just after the 
second moult.

Some aspects in the study of the polytene cell cycle are discussed.

Negli anni recenti, l’applicazione della tecnica autoradiografica ha por
tato  notevoli risu ltati nello studio del metabolismo cellulare. In  particolare, 
l’autoradiografia dopo incorporazione di precursori radioattivi specifici degli 
acidi nucleici ha consentito di chiarire im portanti aspetti del ciclo cellulare 
(Defendi e M anson [ 1 ]) e del metabolism o del DNA (Taylor et al. [2]) e del- 
l’RNA (Clever [3]). Q uesta tecnica è stata  applicata più volte anche per 
indagini sulla s tru ttu ra  molecolare del cromosoma, adottando come m ateriale 
sperim entale i cromosomi salivari delle larve di D itteri (Swift [4]). Alcuni 
di questi lavori sono stati eseguiti con incorporazione in  vivo dei precursori 
radioattivi, altri, invece, con tecniche di incubazione in  vitro  di ghiandole 
salivari isolate.

P lau t e N ash [5] hanno riscontrato che, in incubazioni in  vitro di 15' 
con tim idina tritia ta , la percentuale di cellule m arcate per ghiandola è molto 
variabile da p reparato  a preparato  (da 40 a 70% ). Tale variabilità è stata  
attribu ita  da questi A utori a fattori non ancora determ inati.

Nel nostro esperim ento abbiam o voluto studiare le conseguenze di incu
bazioni in vitro di ghiandole salivari isolate a diversi stadi di sviluppo, nella 
speranza di poter dare un quadro abbastanza preciso del com portam ento 
dell’organo in queste condizioni e di accertare le cause della variabilità  dei 
risu ltati cui si è accennato sopra.

Per [’esperim ento sono state usate larve di Drosophila hydei St. (wild 
stock). D a una coltura sincrona venivano prelevati gruppi di larve coetanee, 
in tem pi successivi dello sviluppo, a partire dalla fine del secondo stadio 
larvale fino all’inizio del periodo prepupale. Le larve venivano dissezionate 
in soluzione di Ringer, ciascun paio di ghiandole veniva im m ediatam ente 
trasferito  in 0,1 m i del mezzo di incubazione costituito da tim idina tritia ta  (*) (**)

(*) Ricerca com piuta presso VIstituto di Zoologia, A natom ia C om parata e Genetica 
dell’U niversità di Padova, con un contributo del C.N.R. (Contratto 115/0263/11222) asse
gnato al prof. Bruno Battaglia.

(**) Nella seduta del 13 gennaio 1968.
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(New E ngland N u. Co., att. sp. 2C/mM), sciolta in m edium  di Schneider per 
Drosophila  (G .I.B .Co.) alla concentrazione finale di io  p.C/ml. T u tte  le ope
razioni sono state eseguite in condizioni di sterilità. Per ognuno degli stadi 
studiati sono state eseguite varie repliche. Dopo 15' di incubazione il mezzo 
radioattivo veniva allontanato e sostituito con 0,2 m i di soluzione di R inger 
contenente tim idina non rad ioattiva in eccesso (8 m gr/m l) onde bloccare 
ogni ulteriore incorporazione di rad ioattiv ità. Questo lavaggio veniva ripe
tu to  per tre  volte consecutive. Le ghiandole venivano poi prefissate in una 
goccia di alcool etilico 950 ed acido acetico glaciale (3 : 1) e successivamente 
schiacciate in acido acetico 45% . I preparati venivano congelati su ghiaccio 
secco e, dopo l’asportazione del coprioggetto, d isidratati in alcool etilico asso
luto per 5' e fatti poi asciugare all’aria. Sono stati quindi conservati al riparo 
della polvere fino al m om ento in cui sono state eseguite le autoradiografie 
su tu tta  la serie dei p reparati, secondo la tecnica descritta da Prescott [6].

T ra  i p reparati, sono stati scelti per il conteggio soltanto quelli che non 
presentavano lacerazioni o perd ita di m ateriale dovuti allo schiacciamento; 
su di essi, l’a ttiv ità  di sintesi di DNA della ghiandola è stata  valu tata  con
tando  la percentuale di nuclei che, avendo incorporato il precursore, appa
rivano m arcati. L ’omogeneità dei dati o ttenuti da ciascuna serie sperim entale 
è stata  controllata calcolando gli errori standard  delle m edie.

I risu ltati sono espressi nella T abella e nel grafico.

T a b e l l a  I.
Percentuale d i cellule in  sintesi d i  DNA, nella ghiandola salivare 

d i Drosophila hydei, a diversi stadi dello sviluppo larvale.

Ore dalla 
ovoposizione

No di 
preparati

Percentuale media 
di nuclei m arcati

Errore st. 
della media

93 3 67.74 ±  i-32
io 5 5 22.44 ±  2.60

i l  7 5 27.23 ±  3-04
129 3 73.96 db 5-83
141 6 64.79 ±  i-96
153 4 55-34 ±  2.90
165 9 27.93 ±  2.33
177 8 8.56 dz i .56
189 6 3.53 di I.39

A ppare evidente che, in tem pi diversi dello sviluppo, la ghiandola sali
vare dim ostra un  com portam ento differenziale per quanto riguarda la sintesi 
di DNA. Infatti, m entre alia fine del secondo stadio larvale essa si può con
siderare praticam ente tu tta  in sintesi, nel m om ento precedente la m uta il 
num ero di cellule in sintesi diminuisce bruscam ente.
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Subito dopo la m uta, tu ttav ia , la percentuale di cellule che sintetizzano 
aum enta progressivam ente fino a raggiungere un valore molto simile a quello 
iniziale; a questa fase fa poi seguito una diminuzione graduale del num ero 
di cellule m arcate, tan to  che, all’inizio della prepupa, solo una percentuale 
bassissim a di cellule fcirca il 3% ) sta ancora sintetizzando DNA

Fig. i “  Sintesi di DNA nella ghiandola salivare di Drosophila kydei a 
stadi successivi dello sviluppo larvale, valutata come percentuale m edia 
di cellule m arcate per ghiandola, dopo incubazione con tim idina tritiata.

Questa discontinuità nel com portam ento della ghiandola era stata messa 
in luce in una nostra precedente ricerca eseguita som m inistrando il p recur
sore, radioattivo  attraverso  il cibo, secondo uno schema di esperimento ana
logo a quello testé descritto [7]. E ra stata avanzata l ’ipotesi che tale com por
tam ento fosse im putabile ad una sincronizzazione delle cellule della ghiandola: 
esse passerebbero tu tte  dalla condizione di attività, caratteristica della fine 
del secondo stadio, ad una condizione di riposo, e riprenderebbero a sinte
tizzare, in un breve intervallo di tempo, all’inizio del terzo stadio.

N onostante ci fossero prove della opportunità e della liceità del program m a 
sperim entale seguito (Lee [8]), rim anevano tu ttav ia  alcuni in terrogativi sulla 
reale po rta ta  dei risu ltati o ttenuti, data  la lunga d u ra ta  dell’incubazione 
(8 ore^ ado tta ta  nell’esperim ento in vivo. L a conferma ottenuta con il presente
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esperim ento ci perm ette di affermare che all’inizio del terzo stadio larvale 
praticam ente tu tte  le cellule della ghiandola cominciano a sintetizzare DNA; 
questo fatto è perticolarm ente interessante perché* proprio nello stesso periodo 
i nuclei delle cellule, partendo da valori di ploidia pari a 472 e $n, raggiungono 
valori superiori distribuendosi in num erose classi di politenia, in modo tale che, 
alla fine dello sviluppo larvale, è possibile riconoscere nell’organo un  gradiente 
di politenia, diretto  secondo l’asse m aggiore della ghiandola (Rodm an [9]).

Il fatto che cellule tra  loro uguali e di comune derivazione em briologica 
inizino contem poraneam ente a sintetizzare e si arrestino poi a livelli diversi 
di contenuto di DNA, suggerisce la possibilità che esistano delle alterazioni 
del ciclo cellulare.

N ell’ipotesi che le cellule politeniche avessero cicli regolari e in accordo 
con i concetti-base di analoghi esperim enti com piuti su colture di cellule, 
P lau t e N ash [5] avevano calcolato la d u ra ta  della fase di sintesi S dai dati 
ottenuti contando il num ero di cellule m arcate su autoradiografie di ghiandole 
salivari incubate in  vitro con tim idina rad ioattiva. E noto infatti che, in tali 
condizioni sperim entali, in una popolazione asincrona la percentuale di cel
lule che assumono il precursore radioattivo in un breve intervallo  di tem po, 
è proporzionale alla du ra ta  della fase di sintesi di DNA rispetto alla d u ra ta  
dell’intero ciclo cellulare.

Il nostro esperimento, dim ostrando che la popolazione cellulare della 
ghiandola salivare si com porta in m odo sincrono nell’inizio della sintesi di 
DNA, indica che il calcolo della du ra ta  di S deve essere affrontato per altra  
via e che, d ’altra parte, non si può scartare a priori l ’ipotesi che i cicli cellu
lari di queste cellule politeniche possano essere irregolari o perturbati da 
qualche fattore esterno.
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