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Embriologia. — Comportamento elettroforetico della fosfatasi alca­
lina dell’intestino di Rana esculenta nei vari stadi della metamorfosi (,). 
Nota (  ̂ di V irgilio B otte e G iovanni D elrio, presentata dal Socio 
G. M ontalenti.

Sum m ary . — The authors have studied the intestinal alkaline phosphatase from tadpoles 
and. adults of Remo, esculènto,. The starch gel electrophoresis showed a change m isoenzyme 
pattern  during metam orphosis.

D urante la metam orfosi gli Anfibi presentano profondi cam biam enti 
oltre che morfologici anche biochimici, tra  cui i più noti sono quelli riguar­
danti i pigm enti retinici, l ’emoglobina e le proteine seriche. Sia l’emoglobina 
che le proteine seriche presentano caratteristiche elettroforetiche peculiari 
dei vari stadi della metam orfosi (Chieffi, Siniscalco e Adinolfi, i960; Bennet 
e Frieden 1962; Frieden 1967; D euchar 1966).

Negli Anfibi anuri la fosfatasi alcalina intestinale m ostra una notevole 
flessione di a ttiv ità alla metamorfosi critica (Chieffi e Carfagna, 1959; Botte 
e Buonanno, 1962). Tale com portam ento potrebbe essere legato ad una m odi­
ficazione delle caratteristiche della proteina enzim atica nel corso della m eta­
morfosi. Abbiam o, perciò, studiato la mobilità elettroforetica della fosfatasi 
estratta dall’intestino di girini di R ana esculenta, sacrificati a vari stadi della 
m etamorfosi.

Gli intestini, prelevati a gruppi di 50 girini agli stadi 27-28, 30, 31, 
32 e 33 delle tavole di seriazione del W itschi (Witschi, 1956) venivano lavati 
con soluzione fisiologica per gli anfibi ed omogenizzati in acqua distillata 
a freddo. L a fosfatasi veniva estratta con alcool butilico norm ale seguendo 
la tecnica di Griffin e Cox (1966). L ’estratto veniva crom atografato su una 
colonna di Sephadex G200 (cm 1,5 0Xcm 20 di altezza). L ’enzima veniva 
eluito con buffer Tris PICI, 0.05 M pH 7.4. L ’attiv ità enzim atica era valutata 
incubando 50 p.1 di eluato in 2 mi di buffer Tris-H Cl, 0.05 M pH 9.2 con 
M gS p4 0.001 M, contenente 1 mg di /-n itro fen o lo  fosfato. L ’incubazione 
era condotta per 30' a 2 5°C e bloccata con 3 mi di N aO H o.02 N. Il / -n i tro -  
fenolo form ato veniva determ inato a 400 mp.. Le frazioni contenenti l’attività 
enzimatica, eluita sem pre in un picco unico, venivano riunite e concentrate 
contro Ficoll (Pharm acia) e quindi utilizzate per l’elettroforesi su amido. (*) (**)

(*) Lavoro eseguito presso la II C attedra di A natom ia Com parata, Facoltà di Scienze 
(con un  contributo del C .N .R .) e la  C attedra di Istologia ed Embriologia Generale, Facoltà 
di M edicina V eterinaria, U niversità di Napoli. Ringraziamo il Sig. Carlo Basile per la sua
preziosa assistenza tecnica.

(**) Pervenuta a ll’Accademia il 27 settem bre 1969.
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Per l’elettroforesi si utilizzava il metodo di Smithies (1955) nel sistema 
discontinuo di Poulik ( 1957 )• L ’amido idrolizzato (Connaught) era sospeso 
al 14%  in buffer Tris—HC1, 0.05 M pH 8.6. Le camere degli elettrodi conte­
nevano un buffer H3BO3—NaOH, 0.3 M pH 8.2. Le separazioni migliori 
si ottenevano a 280 V e 2.2 m A dopo io  ore di corsa a I2°C . L a fosfatasi 
veniva sviluppata direttam ente su gel secondo il metodo di Boyer (1961). 
Con lo stesso metodo veniva analizzata la fosfatasi alcalina estratta dall’inte­
stino di alcuni esemplari adulti

Fig. i. -  Comportamento elettro- 
foretico su gel di amido della 
fosfatasi alcalina estratta  da ll’in­
testino dell’adulto (A) e di girini
di Rana escule?tta prim a (B) e 
dopo la 1 metamorfosi (C).

*

La fosfatasi alcalina dell’intestino dell’adulto si è risolta nel campo elet- 
troforetieo in cinque bande da noi indicate come a, b, c, d, e, in ordine di 
decrescente m obilità verso l’anodo. P rim a della metamorfosi (stadi 27-28) 
non §i mettono in evidenza le bande a, d; la banda b presenta una maggiore 
m obilità (banda bi), m entre compare, nella parte di c più vicina al catodo, 
una frazione; più attiva c 1. Alla metamorfosi critica (stadio 31) è già ricono­
scibile una »distribuzione di bande identica a quella che si precisa meglio 
negli stadi successivi (stadi 32 e 33). Sono, infatti, presenti le bande bi e c 
ed appare una banda caratteristica d i con m obilità interm edia tra  c e d. 
M ancano le bande a, ci e d  (fig. 1).

16. — RENDICONTI 1969, Vol. XLVII, fase. 5.
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Questi risultati stanno a indicare che F intestino di R ana esculenta presenta 
nel corso della m etam orfosi oltre a modificazioni quantitative dell’attiv ità 
fosfatasica alcalina, anche notevoli modificazioni della composizione in isoen­
zimi. Tali variazioni si inquadrano nelle notevoli trasform azioni, anche 
morfologiche che interessano l’apparato digerente durante la metamorfosi.
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