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Biologia.

Sugli effett: della fecondazione nella ripartizione
del ML-Hg*? incorporato nell’uovo vergine di Paracentrotus lividus .
Nota di Harry MaNEgLLI ©? e UmBERTO FERRINT ¢, presentata ™
dal Corrisp. P. PasqQuinI.

SUMMARY. — Redistribution of Mersalyl-Hg203, previously incorporated by unfer-
tilized Paracentrotus lividus eggs, has been studied following fertilization (1-10 minutes).
The radioactivities present in the eggs after the mechanical removal of the fertilization
membranes at different intervals, are 60-80% of that detected in the unfertilized egg.
Since the removed membranes retain only 2-79, of the total radioactivity, the difference
must be ascribed to the soluble material present in the perivitelline space.

According to these results it is conceivable that the sulphydryl-bearing proteins engag-
ed in the antipolyspermic mechanism are released into the perivitelline space mostly following
the rupture of the cortical bodies.

La localizzazione dei meccanismi di protezione contro la polispermia
negli strati periferici dell'uovo di riccio di mare & stata dimostrata da
numerose osservazioni (Runnstrém, 1961; Runnstrém e Manelli, 1964 ez al.).
Fra queste ¢ da ricordare anche la ridotta incorporazione di Mersalyl (ML)~
mercuriale dotato di elevata attivitd polispermica — da parte dell’uovo vergine
e integro di Paracentrotus lividus, rispetto alla elevata capacitad d’incorpora-
zione dell’omogenato (1 a 100) dello stesso uovo (Ferrini e Manelli, 1967);
tale fatto ¢ spiegabile soltanto ammettendo che il ML si distribuisca preva-
lentemente alla superficie dell'uovo, dove si combina coi gruppi sulfidrili,
essenziali per il meccanismo di difesa contro l'entrata di spermi soprannu-
merari. Inoltre il distacco di materiale contenente ML, provocato dal tratta-
mento con enzimi proteolitici ed ancor pili con urea 1M — i cui effetti sono
limitati prevalentemente ai plasmi corticali — dimostra che la perdita da parte
dell’'uovo di alcuni gruppi tiolici legati a strutture proteiche ostacola 'entrata
in funzione del meccanismo antipolispermico (Manelli e Ferrini, 1968; Ferrini
e Manelli, 1968 a e b). Poiché, come ¢ noto, le modificazioni morfo—funzionali
pil 'significative ed appariscenti, conseguenti all’inseminazione, si realizzano
sopratutto a carico degli strati superficiali (per esempio rottura dei corpi
corticali e fuoruscita del loro contenuto nello spazio perivitellino; sollevamento
della membrana vitellina; formazione dello strato ialino etc.), abbiamo rite-
nuto utlle studiare la ripartizione di ML, incorporato dall’'uovo vergine, in
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rapporto al formarsi di queste nuove strutture e piti precisamente si & misu-
rata quanta parte del mercuriale passa nella membrana di fecondazione e
quanta ne rimane nell’'uovo privato della membrana stessa.
L’incorporazione del ML-Hg20% in uova vergini di Paracentrotus livi--
dus, liberate dallo strato gelatinoso, & stata effettuata secondo le modalitd
gia descritte in lavori precedenti (Manelli e Ferrini, 1967; Ferrini e Manelli,
1967). Le uova sono state poi fecondate e, nei primissimi minuti dopo
I'inseminazione (tra il 1° e il 10°), si & provveduto alla rimozione della
membrana di fecondazione mediante ripetuti passaggi delle uova attraverso
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Fig. 1. — Rappresentazione diagrammatica delle percentuali di incorporazione del ML . Hg203
nelle vova vergini di Paracentrotus lividus (x), nelle uova fecondate con membrana (sse),
nelle uova fecondate private della membrana (s) e nelle membrane di fecondazione isolate (o).

un setaccio di seta di 16 mesh. Durante la filtrazione le uova sono state tenute
in acqua a 4°C. In alcune esperienze le uova sono state bloccate, ai vari
tempi dopo l'inseminazione, in acqua di mare contenente formalina al 4 9,
neutralizzata. I risultati ottenuti sono identici sia nelle uova trattate con
formalina sia in quelle bloccate con il freddo. Le uova, dopo il filtraggio,
venivano lavate 3 volte in abbondante acqua di mare, lasciate decantare e
quindi contate per la determinazione della radioattivita residua. Le membrane
isolate invece, sempre dopo la conta, sono state raccolte per filtrazione su
carta Whatman n. 1 e se ne ¢ determinata la radioattivitd dopo lavaggi, pit
volte ripetuti, del supporto filtrante.

I risultati si riferiscono a numerosi esperimenti compiuti su diversi lotti
di uova di Paracentrotus lividus, private della membrana di fecondazione;
essi sono riportati schematicamente nella fig. 1. In tali uova la radioattivita
residua (cio¢ quella dell'uovo privato della membrana) ¢ pari al 60-80 %,
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dei valori osservati nelle uova vergini; percio il valore medio di ML-Hg?203
perduto dall’'uovo, in seguito al distacco della membrana, si aggira intorno
al 309, del totale inizialmente incorporato. La concentrazione di ML -Hg230
trovata nelle membrane isolate va dal 2 al 7 9%, del valore totale di mercu-
riale presente nell’uovo vergine; pertanto la pilt gran parte del ML perduto
dall’'uovo, col distacco della membrana, non appartiene alla membrana stessa
ma piuttosto a quel materiale solubile, presente nello spazio perivitellino,
proveniente, almeno in parte, dai corpi corticali e che Immers (1961) ritiene
costituito da mucopolisaccaridi acidi.

Una cosi scarsa quantita di gruppi sulfidrili presenti nella membrana
di fecondazione, isolata colla nostra tecnica, fa pensare che il loro contri-
buto non sia determinante nel meccanismo di protezione contro la polisper-
mia; anche perché & da ritenere che almeno una parte di questi gruppi non
appartenga, in origine — cio¢ nell'uovo vergine — alla membrana vitellina,
ma che vi si sia aggiunta dopo la fecondazione insieme con le lamelle dei corpi
corticali. Un altro aspetto significativo dei risultati consiste nel fatto che il
distacco del 1/3 circa del mercuriale incorporato dall’'uovo vergine si compie
molto rapidamente e raggiunge il suo valore pil alto fin dal primo minuto;
cid conferma, e spiega nello stesso tempo, quanto in buona parte gid si
sa, e cio¢ che la membrana di fecondazione si forma rapidamente, perché
rapidamente il materiale corticale e soprattutto quello dei «corpi corti-
cali» si riversa nello spazio perivitellino determinando il sollevamento
della membrana vitellina. Un’altra deduzione che si pud ricavare dai risul-
tati, ed & forse la pit importante, ¢ che i gruppi sulfidrili reattivi con il Hg
e che fuoriescono nello spazio perivitellino, provengono certamente in buona
parte dai corpi corticali e sono con ogni probabilitd interessati al processo
antipolispermico, dato che il loro blocco ad opera del ML favorisce la poli-
spermia; non ¢ improbabile anzi che proprio questa aliquota di SH-pro-
teici sia la pil importante nella difesa contro la polispermia, in quanto
responsabile dell’attivitda di certi enzimi la cui azione verrebbe a mancare
in seguito al blocco di questi gruppi tiolici.
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