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Citologia. — Effetti della actinomicina D tritiata sui lampbrush 
chromosomes di T ritu ru s (Anfibi Urodeli) (*}. N ota di G i o r g i o  M a n c i n o , 

G i u s e p p i n a  B a r s a c c h i  e I r m a  N a r d i , presentata (**} dal Corrisp. 
M . B e n a z z i .

Su m m a r y . — Some experim ents have been carried out in order to establish the effects 
on Triturus lam pbrush chromosomes after treatm ent with H 3 actinomycin D following two 
methods:

1) By incubating intact oocytes in the antibiotic, all the norm al loops, which represent 
the overwhelming m ajority  of the loops, gradually  collapse into the chromomeres: these 
loops represent active sites in RNA synthesis. Some loops with dense, g ranular and fibrillar 
m atrix  (for instance the dense loops of T. alpestris apuanus chromosome I and the sub­
term inal g ranular loops of chromosome X I) are not so sensitive to actinomycin D; in fact 
they undergo only a light retraction even after a very prolonged incubation: these loops are 
the same which in medium and large size oocytes show a lower level of incorporation of H 3 
uridine. Spheres, which perform no RNA synthesis but only protein synthesis, do not retract 
nor decrease in size even after several hours of incubation. The autoradiographic technique 
has revealed appreciable radioactivity on lam pbrush chromosomes and nucleoli: this indicates 
tha t the retraction of the loops can be correlated with the binding of the antibiotic with the 
chromosomal DNA.

2) By incubating the nuclear content alone, no loop collapses and the morphology 
of lam pbrush chromosomes appears to be unaffected. However radioactivity is clearly evid­
ent on chromosomes and nucleoli: therefore the retraction of the loops is probably also 
connected to the vitality  and integrity of oocytes.

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

L ’azione dell’actinom icina D è principalm ente quella di privare le cellule 
dell’inform azione genetica contenuta nei nuclei: l’antibiotico impedisce infatti 
la sintesi dell’RNA D N A -dipendente combinandosi con il DNA ed inibendo 
l’azione della R N A-polim erasi. Ciò è stato verificato sperim entalm ente nei 
D N A -virus, il cui accrescimento è impedito dall’actinom icina D (Reich et 
al. 1961); nei batteri, nei pratisti, in molti organismi vegetali ed animali, 
e persino nelle cellule dei M am m iferi (cfr. H arbers et al. 1963; D ingm an e 
Sporn 1965; Fraccaro et al. 1966; Arrighi 1967). Per questa proprietà l’acti- 
nomicina D ha trovato interessanti applicazioni negli studi embriologici 
(cfr. Denis 1966) e nel campo citologico: così, ad esempio, usando actino­
micina H 3 o C14 quale m arcatore citochimico, de V itry (1964) ha individuato 
DNA nei cloroplasti di Acetabularia mediterranea, m entre Brachet e Ficq 
(1965) hanno confermato la presenza di DNA nelle placchette di deutoplasm a 
degli ovociti di Anfibi. In Chironomus tentans (Insetti Ditteri) la sommini-

(*) Ricerche eseguite nell’Istituto di Zoologia e Anatom ia Com parata dell’U niversità 
di Pisa, col contributo del C .N.R.

(**) Nella seduta del 14 dicembre 1968.
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strazione dell’antibiotico determ ina una tem poranea inibizione della sintesi 
di RNA e porta ad un corrispondente ritardo nella formazione di tu tti i puffs  
indotta dall’ecdisone (Clever 1964). Izawa, A llfrey e M irsky (1963) hanno 
sperim entato gli effetti dell’actinom icina D sul nucleo degli ovociti di Anfibi, 
notando che la sintesi dell’RNA viene bloccata e che tu tti i loops dei lamp- 
brush chromosomes scompaiono probabilm ente per retrazione nei cromomeri; 
questi Autori riportano anche che effetti simili sui lampbrush chromosomes 
isolati hanno la polilisina e gli istoni ricchi di arginina. F icq (1968) riferisce 
invece che solo l’actinom icina D inibisce l’incorporazione deH’uridina nell’RNA 
degli ovociti ovarici di Asterias rubens.

Tenendo conto di questi reperti abbiam o esaminato gli effetti prodotti 
dalla actinom icina D tritia ta  sia su ovociti integri che su lampbrush chro?no- 
somes isolati di Anfibi Urodeli. Inoltre, poiché nel corso di ricerche con 
radioisotopi (M ancino, Barsacchi e N ardi 1967, 1968 a e b) è risultato
possibile caratterizzare alcune stru tture dei lampbrush chromosomes oltre che 
m orfologicamente anche funzionalmente, abbiam o ritenuto interessante sta­
bilire il com portam ento di vari tipi di loops e delle sfere di fronte all’actino- 
m icina D. Nel presente lavoro segnaliamo i prim i risultati conseguiti.

M a t e r i a l e  e  t e c n i c a .

A bbiam o utilizzato esemplari di Triturus alpestris apuanus (Bonaparte 
1839), raccolti in natu ra a Levigliani (Alpi A puane) a 600 m t circa sul livello 
del mare, e di T. cristatus carnifex (Laurenti 1768), provenienti dai dintorni 
di Napoli.

Le ricerche sono state condotte seguendo due metodi:
1) Incubazione di ovociti ovarici, bagnati da liquido celomico, in H 3 

actinom icina D preventivam ente essiccata a tem peratura am biente. Campioni 
di ovario prelevati dalla $ P di T. a . apuanus sono stati incubati in 30 pg 
di H 3 actinom icina D (attiv. spec. 2,97 c/m M ) per tem pi compresi tra  1' 
e io  hr; altri ovociti prelevati dalla $ B sono stati incubati in 37 pg di H 3 
actinom icina D (attiv. spec. 3,38 c/mM ) per tem pi compresi tra  3 hr. e 26 hr. 
Per quanto riguarda T. c. carnifex, ovociti prelevati dalla $ I sono stati 
incubati in 37 fxg di H 3 actinomicina D (attiv. spec. 3,38 c/mM ) per tempi 
compresi tra  2 h r e 57 hr.

2) Incubazione dei lampbrush chromosomes di T. a . apuanus (Ç P, 
$ Pi e Ç B) in H 3 actinom icina D. Nuclei isolati da ovociti di varie dimensioni 
sono stati liberati della m em brana in una celletta contenente una soluzione 
fisiologica (CaCL io~4M in K/NaCl o ,iM  5 :1 ) ,  cui era stata aggiunta H 3 
actinom icina D (attiv. spec. 2,97 c/m M ) nella concentrazione di io  pg/ml (Ç P) 
e 20 fxg/ml (Ç Pi). In  questa soluzione i cromosomi hanno soggiornato per 
tem pi compresi tra  3 1/2 h r e 2 ih r  per la Ç P, e tra  ih r  e 24 hr per la Ç Pi. 
Il contenuto nucleare di ovociti prelevati dalla 2B è stato incubato nella 
stessa soluzione fisiologica contenente 37 pg/ml di H 3 actinom icina D (attiv. 
spec. 3,38 c/m M ) per tem pi compresi tra  1A/2 h r e 31 hr.
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Il prelievo dei nuclei e l’asportazione della m em brana nucleare sono 
stati eseguiti secondo i m etodi da noi già sperim entati. I preparati sono stati 
osservati in vivo al contrasto di fase, fotografati e quindi fìssati. Per la tecnica 
autoradiografica abbiam o utilizzato pellicole K odak A R -10, sviluppo K odak 
D 19, fissatore K odak Unifix. Il tempo di esposizione, a bassa tem peratura, 
è stato di 25-30 giorni circa. È  stata  usata H 3 actinom icina D prodotta dalla 
Schwarz Bioresearch, Inc., O rangeburg, N. Y. Nel corso di questi espe­
rim enti abbiam o allestito preparati di controllo da ovociti non incubati nel­
l’isotopo.

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

L a morfologia dei dodici bivalenti lampbrush del corredo di T. alpestris 
apuanus è ben nota (M ancino e Barsacchi 1965): essi sono contraddistinti 
da num erosi landmarks, rappresentati da loops estesi forniti di m atrice g ra­
nulare o fibrillare, da loops a m atrice densa; da granuli assiali e da globuli. 
T re cromosomi sono dotati .di una sfera (cromosomi I, IV  e IX), uno presenta 
due sfere (cromosoma II). Nella maggior parte dei cromosomi è stato  inoltre 
individuato il centromero, rappresentato da un granulo o da una sbarretta  
assiale privi di loops. Le femmine utilizzate pér il presente studio m ostravano 
il corredo lampbrush tipico della specie e un puffing norm alm ente sviluppato, 
come risulta anche dai p reparati di controllo (Tav. I, A  e B). È  stato perciò 
possibile controllare le modificazioni provocate dalla actinom icina D a carico 
delle varie stru ttu re cromosomiche.

L ’incubazione degli ovociti in H 3 actinom icina D causa una graduale 
retrazione dei loops norm ali, che è già evidente dopo 2 h r e tende a divenire 
totale con l’aum entare del tem po di incubazione. A d ogni tempo, comunque, 
il grado di retrazione dei loops dipende dalle dimensioni dell’ovocita: infatti 
brevi tem pi di incubazione sono sufficienti a provocare la totale scom parsa 
dei loops in ovociti di grande diam etro, m entre occorrono tem pi prolungati 
per ovociti di piccolo diam etro (Tav. II, C e D). Con i m etodi e le dosi da noi 
usati nella m aggioranza degli ovociti viene raggiunta la totale retrazione dei 
loops norm ali dopo circa 30 h r di incubazione (Tav. II, F). Occorre però 
rilevare che ovociti prelevati da femmine prossime alla deposizione presen­
tano una completa retrazione dei loops poco tempo dopo l ’inizio dell’incuba­
zione (Tav. I l l ,  A  e B).

Com portam ento diverso m ostrano i loops a m atrice densa, di cui sono 
un esempio quelli inseriti sul cromosoma I tra  104.7 e 132.7 unità; i loops 
a m atrice granulare presenti sul cromosoma I in posizione subterm inale 
sinistra; i loops a m atrice fibrillare, che sono inseriti su alcuni cromosomi 
in posizione interm edia e su altri in posizione subterm inale: tra  questi ultim i 
sono1 evidenti i loops subterm inali di destra del bivalente X I. Questi diversi 
tipi di loops appaiono ben sviluppati anche quando i loops norm ali m ostrano 
chiari segni di retrazione, e persistono perfino dopo la loro totale scom parsa 
(Tav. I, C; T av. II , A, C, D e E; Tav. I l i ,  A, B e C). Con il prolungarsi
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del tempo di incubazione, tu ttavia , anche questi loops appaiono ridotti rispetto 
alle dimensioni originarie (Tav. I, D e F ) . .

Nel corso della retrazione dei loops gli assi cromosomici appaiono con­
tornati da num erosi globuli e granuli, costituiti probabilm ente dalla m atrice 
di R N A -proteine dei loops che si accum ula in prossim ità delle inserzioni; 
globuli e granuli si distaccano quindi dai cromosomi, arricchendo il conte­
nuto del succo nucleare (Tav. I, C; Tav. II, E). Con il procedere dell’incuba­
zione, infatti, gli assi cromosomici rim angono costituiti solo dalla successione 
dei cromomeri divenuti più evidenti (Tav. II, F).

Le sfere, a differenza dei loopsì perm angono im m utate per morfologia 
e dimensioni (Tav. I, F).

L  esame dei p reparati ottenuti da ovociti incubati in H 3 actinom icina D 
e sottoposti a tecnica autoradiografica ha messo in evidenza che cromosomi 
e nucleoli erano m arcati (Tav. I l l ,  D).

R isultati identici sono stati ottenuti incubando ovociti di T. cristatus 
carnifex in Et3 actinom icina D. L a morfologia dei lampbrush chromosomes 
di questa specie è stata  resa nota da Callan e Lloyd (i960).

L  altro m etodo da noi applicato, cioè l’incubazione del contenuto nucleare 
in H 3 actinom icina D dà risultati com pletam ente diversi: i cromosomi infatti 
non subiscono alcuna apparente modificazione morfologica, in quanto i loops 
non si retraggono neppure dopo lunga incubazione. T u ttav ia  lo studio dei 
p reparati sottoposti a tecnica autoradiografica indica che, anche in queste 
condizioni, l ’H 3 actinom icina D si lega al DNA dei cromosomi: risultano in­
fatti m arcati sia gli assi cromosomici che quelli della m aggior parte dei loops. 
Anche i nucleoli m ostrano grani di Ag, conferm ando la presenza di DNA 
in questi organuli (Tav. I l i ,  E e F).

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

L ’actinom icina D provoca la retrazione dei loops dei lampbrush chromo­
somes quando in essa vengano incubati ovociti integri. T u ttav ia  i vari tipi 
di loops non sem brano essere ugualm ente sensibili all’antibiotico: infatti, 
m entre i loops di morfologia normale si retraggono com pletam ente poco 
tem po dopo l ’inizio dell’incubazione, i loops a m atrice densa (come quelli 
del cromosoma I di T. alpestris apuanus) e certi loops a m atrice fibrillare 
e granulare non si riducono se non dopo incubazione assai prolungata. T e­
nendo conto anche di precedenti osservazioni sull’incorporazione di H 3 uri- 
dina, appare evidente che la retrazione interessa principalm ente i loops che, 
negli ovociti di medie e grandi dimensioni, sintetizzano attivam ente RNA, 
m entre riguarda in m isura minore quei loops che presentano una incorpora­
zione scarsa q più lenta di H 3 uridina. A  loro volta le sfere, che hanno un 
elevato metabolismo proteico m a non sintetizzano RNA, non risentono 
apparentem ente dell’azione dell’actinom icina D anche dopo tem pi prolungati 
di incubazione.
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La tecnica autoradiografica ha messo in evidenza che l’H 3 actinom icina D 
penetra nel nucleo durante riricubazione degli ovociti: i cromosomi e i nucleoli 
infatti risultano m arcati. L a retrazione dei loops potrebbe quindi essere in 
rapporto al legame 'deirantibiotico con il DNA cromosomico. T u ttav ia  questa 
interpretazione ha bisogno di ulteriori verifiche, poiché, contrariam ente a 
quanto osservato da Izawa, Allfrey e M irsky (1963), l’incubazione del solo 
contenuto nucleare in actinom icina D non provoca retrazione dei loops né 
altra apparente modificazione morfologica: anche in questo caso, però, i cro­
mosomi e i nucleoli risultano m arcati, indicando che l’H 3 actinom icina D 
si è legata al DNA nucleare. A questo proposito Ebstein (1967) precisa che 
l’actinom icina D si lega al DNA cromosomico soprattu tto  a livello dei cromo- 
meri; secondo le nostre osservazioni, anche gli assi dei loops sono m arcati. 
I diversi risultati o ttenuti con i due metodi di incubazione farebbero quindi 
pensare che la retrazione dei loops sia legata anche a condizioni di vitalità 
e integrità degli ovociti.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE ï —III  

T a v o l a  I .

A -  T. alpestrìs apuanus, $ B. Ovocita di mm 0,92 non incubato in H 3 actinomicina D. -  
550X .

B — T. alpestris apuanus, P- Ovocita di mm 0,84 non incubato in H 3 actinomicina D.
Sono evidenti i loops a m atrice fibrillare (FF)  inseriti in posizione subterm inale destra 

sul bivalente X I. — 550X.

C - T .  alpestris apuanus, $ B. Ovocita di mm 0,92 incubato per 9 1/2 h r in H 3 actinom i­
cina D. I loops norm ali sono parzialm ente retratti; i loops a matrice fibrillare (L F ) 
sono ancora ben sviluppati. Numerosi globuli e granuli sono presenti lungo Passe 
cromosomico e nel succo nucleare. -  550X.
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D “  T. alpestris apuanus, $ B. Ovocita di mm 0,76 incubato per 26 hr. I loops norm ali 
sono quasi del tu tto  retratti; i loops a m atrice fibrillare (LF)  sono ancora presenti. -  
5 5 0 X.

E ■ -  T. alpestris apuanus, $ B. Bivalente I appartenente allo stesso ovocita della fi g. D. 
Sono evidenti i loops a matrice densa (LD)  e i loops subterm inali di sinistra a matrice 
granulare (LG). -  550X.

F -  T. cristatus carnifex, $1 . Ovocita di mm 1,2 incubato per 35 hr. I loops norm ali sono 
completam ente retratti; le sfere (S) non hanno risentito dell’azione dell’actinomicina D. -  
5 5 0 X.

T a v o l a  I I .

A ~ T. alpestris apuanus, $ B. Ovocita di mm 0,69 incubato per 3 hr in H 3 actinomicina D; 
bivalente X L I loops norm ali appaiono ridotti, m entre i loops a m atrice fibrillare inse­
riti in posizione subterm inale destra (ZA) sono ancora ben sviluppati. -  550X.

B — T. alpestris apuanus, $ B. Ovocita di mm 0,96 incubato per 3 1/2 hr. I loops normali 
sono ridotti. I centromeri sono indicati dalle frecce. -  550 X.

C -  T. alpestris apuanus, $ B. Ovocita di mm 0,84 incubato per 5 hr. I loops normali 
mostrano evidenti segni di retrazione, mentre i loops a m atrice densa (LD) inseriti sul 
bivalente I sono norm alm ente sviluppati. -  550X.

D -  T. alpestris apuanus, $ B. Ovocita di mm 1,1 incubato per 5 hr. I loops norm ali sono 
com pletam ente retratti, m entre sono ancora presenti i loops a m atrice granulare (LG) 
inseriti sul bivalente I in posizione subterm inale sinistra. -  550X.

E -  T. alpestris apuanus, $ B. Ovocita di mm 0,84 incubato per 9 ^ 2  hr. I loops normali 
sono quasi com pletam ente retratti, mentre sono ancora ben sviluppati i loops a matrice 
granulare (LG) inseriti sul bivalente I in posizione subterm inale sinistra. Molti granuli 
e globuli sono presenti intorno a ll’asse cromosomico e nel succo nucleare. -  550X.

F -  T. alpestris apuanus, $ B. Ovocita di mm 0,76 incubato per 26 hr. I loops normali 
sono com pletam ente retratti; gli assi cromosomici risultano costituiti esclusivamente 
dalla sequenza dei cromomeri. -  550X.

T a v o l a  III .

A -  T. alpestris apuanus, $ P. Ovocita di mm 0,76 incubato in H 3 actinomicina D per 
9 V2 hr. I loops norm ali sono completam ente retratti; sono presenti solo loops subter­
minali a matrice fibrillare (LF).  -  350X .

B -  T. alpestris apuanus, $ P. Ovocita di mm 0,80 incubato per 9 V2 hr. I loops normali 
sono com pletam ente retratti, mentre alcuni loops a m atrice fibrillare (LF)  sono ancora 
estesi. -  350 X.

C -  T. alpestris apuanus, $ P. Ovocita di mm 1,00 incubato per 3 3/4 hr. M entre i loops 
norm ali sono quasi completam ente retratti, i loops a matrice densa del bivalente I (LD)  
sono norm alm ente sviluppati. -  550 X.

D -  T. alpestris apuanus, $ B. Ovocita di mm 0,92 incubato per io  h r in H 3 actinom i­
cina D e successivamente sottoposto a tecnica autoradiografica: gli assi cromosomici 
risultano m arcati, -  1340 X.

E -  T. alpestris apuanus, $ B. Ovocita di mm 0,92: i lampbrush chromosomes, isolati e incu­
bati per 24 h r in soluzione fisiologica contenente H 3 actinomicina D, non mostrano 
alcuna retrazione dei loops. -  5 50 X .

F -  T. alpestris apuanus, $ B. Ovocita di mm 0,96: i bivalenti lampbrush, isolati e incubati 
per 6 h r in soluzione fisiologica contenente H 3 actinomicina D, non m ostrano retrazione 
dei loops', dopo autoradiografia, appaiono m arcati. -  1340 X.
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