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Embriologia. — Su  alcune singolari cellule « a perossidasi » delle 
larve d i A scidie n . Nota di G is e p p e  R e v e r b e r i ,  G iu s e p p in a  . O r t o 

l a n i  e M a r ia  F e r n a n d e z ,  presentata ^  dal Corrisp. P . P a s q u i n i .

Summary. — Swimming larvae of Phallusia mamillata, Ascidia malaca and Ascidiella
aspersa, show, as a result of certain treatments (Nadi and benzidin-reaction; toluidin-blue 
colouration) some peculiar cells between the ventral surface of the intestine and the epidermis. 
These cells, which have been described by Ries in the past, are not, as supposed, mesenchymal 
cells in migration from the tail to the base of the palps, but entodermal cells. They contain 
peroxidases, which probably are implicated in the elaboration of a mucopolysaccharide sub
stance which is utilized for the construction of the tunic of the metamorphosing ascidia.

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

U n fatto interessante, messo in evidenza alcuni anni fa (i, 2) nell’uovo 
di Ascidie, è quello che si riferisce alla costituzione enzim atica del p lasm a 
formativo della sem iluna gialla. Ries [1], con l’impiego di reazioni cito
chimiche (Nadi e benzidina con H2O2) mostrò che esso è ricco in « fenolasi » 
e « perossidasi ». Queste, insieme con tale plasma, vengono segregate, lungo 
lo sviluppo, nei territori destinati a dare la m uscolatura della larva.

Ries cerço di intendere il significato di questa singolare localizzazione 
enzimatica, e allestì, al riguardo, diversi esperimenti (dislocazione del plasm a 
m ediante centrifugazione; distruzione dei blastomeri portatori di esso); una 
soddisfacente spiegazione venne però solo a seguito di alcuni esperimenti che 
facevano uso di inibitori specifici [3, 4]: i risultati di tali esperimenti preci
sarono che gli enzimi messi in evidenza da Ries erano enzimi m itocondriali, 
e che la loro segregazione nei territori destinati a dare origine alla m uscolatura 
della larva, era am piam ente giustificata dalla funzione esercitata dai mito- 
condri stessi.

Nel corso della sua ricerca Ries aveva rilevato che i blastom eri destinati 
a dare il m espnchim a non posseggono fenolasi e perossidasi; e perciò deve 
essere rim asto , alquanto interdetto nel constatare che le cellule mesenchimali 
delle larve natan ti ne erano provviste. Al proposito egli scrive: [2] « Von der 
ersten Furchungsteilung bis zur geschlüpften L arve bleiben N ad i- und 
B enzidin-R eaktion im M yoplasm a unverändert kräftig. Eine S tunden nach 
dem  Schlüpfen, aber tritt eine neue Erscheinung ein: es beginnt eine sehr 
intensive B enzidin-R eaktion in den winzigen Drüsenzellen an der Spitze 
der drei H aftzäpfchen am  V orderende der L arve (fig. 14). N ach einigen 
weiteren Stunden, etwa 10-15 S tunden nach dem Schlüpfen, klingen die (*) (**)

(*) Lavoro eseguito presso l’Istituto di Zoologia della Università di Palermo.
(**) Nella seduta del 15 novembre 1969.
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R eaktionen in dem  M uskelzellen des Schwanzes ab, und  nun  tritt ganz allmäh
lich zunehmend eine kräftige Reaktion in  dem sich vermehrenden Mesenchym- 
zétten ein ». E nella citata fi g. 14, che riporta una larva di Ascidia m entula 
tra tta ta  con la benzidina, pone a spiegazione le seguenti parole « . . .  dann 
s e tz . . .  eine m axim ale A nfärbung in dem  M esenchymzellen ein, die ihre 
Lage zwischen D arm anlage und  Schwanzwurzel verlassen, und  sich in ganz 
besonderer Weise anordnen». Secondo l’Autore, dunque, la cellule messe 
in evidenza dalla reazione con la benzidina non sarebbero che cellule mesen- 
chimatiche in via di migrazione.

Nel corso delle nostre num erose ricerche sulle Ascidie noi abbiam o rilevato 
molte volte, nelle larve, le cellule descritte da Ries, m a non abbiam o m ai 
potuto convincerci della loro na tu ra  mesenchimale.

Il presente lavoro è stato eseguito allo scopo di definire la natu ra  di queste 
cellule e possibilm ente la loro funzione.

M a t e r ia l e  e t e c n ic a .

L a ricerca fu condotta su larve natan ti da alcune ore e su larve in via di 
m etam orfosi di A scidia m alaca, Phallusia m am illata, Ascidiella aspersa e 
Ciona intestinalis.

Il trattam ento  col N adi reattivo e la Benzidina e l’acqua ossigenata fu 
fatto secondo le indicazioni di Ries [2] con lievi modificazioni.

R is u l t a t i .

a) Se si trattano  con benzidina acetica +  H2O2 delle larve da alcune 
ore natan ti di A. m alaca, Phallusia m am illata e Ascidiella aspersa, si nota 
una im m ediata e intensa colorazione bleu metallico della m uscolatura; con 
lievissimo scarto di tem po si colorano, anche, delle grosse cellule situate tra  
T intestino e l’epidermide. Queste sono le cellule descritte dal Ries. L a  loro 
disposizione è molto singolare, formando esse due file parallele che corrono 
dalla radice della coda alla base dei palpi, in prossim ità dei quali si voltano 
alquanto dorsalm ente. L ’aspetto complessivo è quello di una doppia bottoniera. 
Ogni fila della bottoniera è costituita di circa 14-16 cellule. L a  colorazione 
bleu che prendono a seguito del trattam ento  è viva e perm anente, a diffe
renza di quella della m uscolatura, invece, che dopo alcuni m inuti si attenua 
e scompare.

In  Tav. I, figg. a, b\ Tav. II, figg. a , b, sono riportate alcune larve; da 
notare la notevole grandezza delle cellule, la loro ubicazione, la loro disposi
zione regolare.

Gol N ad i-reattivo  (questo trattam ento  non sem bra che sia stato fatto 
dal Ries), si h a  pure, una intensa, m a tardiva, colorazione di queste cellule: 
con tale trattam ento , però, esse non si colorano in bleu m a in rosso vinoso 
(Tav. I l i ,  figg. a , b)\ la colorazione è inoltre piuttosto unita. L a  colorazione
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è del tu tto  diversa da quella della m uscolatura che è bleu ed è im mediata: 
si sa che essa è dovuta a una reazione enzim atica (citocromossidasi).

Queste annotazioni valgono principalm ente per la larve di Phallusia 
e A. m alaca: meno per quelle di Ascidiella aspersa (nella quale la reazione è 
molto tenue) e non per le larve di Ciona nelle quali la reazione è del tu tto  
negativa.

Le cellule ora descritte sono bene evidenti anche nelle larve vive al contra
sto di fase (Tav. IV, figg. a , b).

b) Se il trattam ento  con la benzidina o con la N adi è portato su larve 
che stanno entrando in metam orfosi il quadro è diverso: le cellule di Ries 
non sono più disposte in doppia fila m a sono riunite in piccoli gruppi: 
la loro ubicazione è, inoltre, più superficiale e precisam ente sull’epiderm ide 
(Tav. I l l ,  fig. b).

Nelle larve che, poi, hanno già riassorbito la coda e sono in metam orfosi 
avanzata, le cellule di Ries si rinvengono nella tunica in via di costruzione 
(Tav. I l i ,  fig. c).

c) Per quanto riguarda la n a tu ra  mesenchimale di queste cellule vanno 
fatti i seguenti rilievi. Senza dubbio le cellule mesenchimali presuntive non 
danno reazione positiva né con la benzidina né con la Nadi; ciò non esclude che 
la possano dare le cellule m esenchimali definitive', però secondo queste nostre 
ricerche ciò non è vero. Oltre tu tto  le cellule mesenchimali definitive tanto 
morfologicamente quanto dim ensionalm ente sono del tu tto  diverse dalle 
cellule descritte da Ries. L a  stessa disposizione in due file parallele fa escludere 
che esse siano cellule mesenchimali in migrazione.

Piuttosto il fatto che esse siano localizzate sulla parete dell’intestino, 
o im m ediatam ente tra  esso e l’epidermide, porta a ritenere che esse derivino 
dall’entoderm a.

d) Per quanto riguarda il significato funzionale di queste cellule è da 
far rilevare che il modo con cui reagiscono al trattam ento  con la benzidina 
ha  il carattere tipico di una reazione enzimatica: e poiché tale reazione è 
quella delle perossidasi si può, dunque, asserire che le cellule in questione 
sono « cellule a perossidasi ».

Questa supposizione è suffragata dai risultati che si ottengono con l’im
piego di alcuni inibitori specifici di tali enzimi (KCN, azide sodica, idrossi- 
lamina). U ova messe in questi inibitori (1/100M  in KCN; 1/10M azide; i / i o  

idrossilamina) allo stadio di neurula dettero larve che al trattam ento  con 
la benzidina non dettero reazione colorata.

e) A l contrario, la colorazione che le cellule prendono con la N adi non 
ha  alcun carattere di reazione enzimatica; essa ha  invece tu tti i caratteri di 
un secreto cellulare. Si presenta così il problem a della na tu ra  di questo secreto.

Fu detto che nelle larve in corso di metamorfosi le cellule di Ries non 
hanno più la disposizione a bottoniera e non sono più localizzate ventralm ente 
all’intestino m a che si rinvengono nella tunica che si va costruendo. Ciò porta
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a dom andarci se esse non siano implicate, appunto, nella costruzione della 
tunica: la quale, come si sa, è fa tta  di mucopolisaccaridi. Allo scopo di verifi
care questa ipotesi le larve furono tra tta te  con il bleu di toluidina che è spe
cifico per i mucopolisaccaridi acidi. Il risultato fu una  bella intensa colorazione 
(metacrom atica).

/ )  Questo ultim o risultato induce a ritenere che le cellule di Ries costrui
scono mucopolisaccaridi per la tunica. Ciò conviene con quanto è stato trovato 
da M aterazzi e Vitaioli [5] i quali hanno messo in evidenza (in A. m alaca), 
su sezioni microscopiche, delle cellule che si colorano intensam ente con l’Alcian 
bleu, e che, per la grandezza e la ubicazione, sono sicuram ente le cellule di 
Ries. Al riguardo è da far notare che M aterazzi [6] ha ulteriorm ente messo 
in evidenza che queste cellule non prendono la colorazione con TAlcian bleu 
se le larve furono fatte sviluppare da uova coltivate in acqua di m are priva 
di joni SO4.

A  seguito di questa indicazione anche noi abbiam o fatto sviluppare delle 
uova in acqua p riva di joni SO4 e abbiam o applicato successivamente, alle 
larve da esse derivate, il trattam ento  con la benzidina, la N adi e il bleu di 
toluidina: le cellule di Ries non si colorano in alcun caso.

D is c u s s io n e .

I risultati delle presenti indagini apportano dati sulla orìgine, il destino 
e la funzione delle cellule descritte da Ries.

Secondo Ries queste cellule sono di n a tu ra  mesenchimale: secondo le 
nostre ricerche, invece, esse sono di n a tu ra  entodermica. In  un prim o tem po 
fanno parte  dell’intestino; in un  secondo tem po se ne distaccano.

L a  loro funzione è indicata, innanzitutto, dalla ubicazione nella tunica 
della larva m etam orfosata: a tale riguardo è da  far rilevare che esse sono 
presenti solo nelle specie a tunica m assiccia (Phallusia, A. m alaca, A. aspersa) 
m entre sono assenti in d o n a ,  che h a  una tunica molto sottile e, in ogni caso, 
ài n a tu ra  com pletam ente diversa da quella delle specie elencate. L a  loro 
funzione sarebbe quella di costruire m ucopolisaccaridi per la tunica.

L ’ipotesi, oltre che dalla colorazione che esse prendono col bleu di tolui
dina, irò va credito nel fatto che nelle larve sviluppate da uova messe in 
acqua di m are priva di joni SO4 tale colorazione non si verifica più; è noto 
che i mucopolisaccaridi acidi contengono dei residui solforici.

C o n c l u s io n e .

Noi am m ettiam o che nello sviluppo delle Ascidie si sintetizzano due 
perossjdasi diverse caratterizzate rispettivam ente per il tem po di comparsa, 
per la ubicazione e per la funzione.

U n a  di esse è già presente nell’uovo vergine, e viene segregata con i mito- 
condri, dopo la fecondazione, prim a nella sem iluna gialla e poi nei blasto-
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m eri destinati alla m uscolatura della larva. L a  sua funzione non è conosciuta, 
m a data  la sua occorrenza nei m itocondri potrebbe ritenersi associata con la 
catena respiratoria: al riguardo va fatto notare che una  citocrom o-c peros
sidasi, che ossida il citocrom o-c usando acqua ossigenata, è stata  isolata da 
Altschul et al. [7] dal lievito.

L a seconda perossidasi sarebbe, invece, quella localizzata nelle cellule 
a bottoniera qui descritte: essa com pare solo nella larva da più ore natante. 
L a sua funzione sarebbe associata alla sintesi dei mucopolisaccaridi.

L ’isolamento delle due perossidasi e uno studio com parativo in  vitro  delle 
loro funzioni e della loro n a tu ra  chimica potrebbe essere un attraente argo
m ento di ricerca futura.

Ringrazio il sig. Giovanni Randazzo per la utile cooperazione tecnica prestata nel corso 
di questo lavoro.
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SPIEG A ZIO N E D E L L E  TAVOLE I- IV  

T a v o l a  I.

Fig. a — Larvg. di A. malaca dopo trattamento con benzidina: sono evidenti nella regione 
ventrale tra l’intestino e l’epidermide numerose grosse cellule disposte regolar
mente in fila: a questa fila che apicalmente volge dorsalmente fa riscontro sulla 
parte controlaterale un’altra fila; nell’insieme le due fila costituiscono una doppia 
bottoniera (X375).

Fig. b -  La sfessa larva a ingrandimento più forte: le cellule della bottoniera sono più 
evidenti: da notare la loro rilevante grandezza che le distingue nettamente dalle 
cellule mesenchimali, che, d’altra parte, non danno alcuna reazione positiva alla 
benzidina (X750).

T a v o l a  II.

Fig. a -  Larva di A. malaca trattata con la benzidina : notare nelle cellule « a fila » le 
granulazioni intensamente colorate a seguito della reazione ( X 950).

Fig. b — Larva di A. malaca dopo il trattamento con la benzidina: notare le grosse cellule 
in fila (nessuna reazione nelle cellule mesenchimali situate alla base della coda) 
( X750).
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T a v o l a  III .

Fig. a — Larva natante di Phallusia trattata con il Nadi reattivo maturato (bleu di indo
fenolo): da notare la colorazione delle cellule che formano la doppia bottoniera 
(intensamente colorati anche i palpi): la colorazione è unita (x  375).

Fig. b -  Larva di Phallusia all’inizio della metamorfosi trattata con il Nadi reattivo: le 
cellule della bottoniera non sono piu nella tipica disposizione a fila ma raggrup
pate disordinatamente (X375).

Fìg. c -  Larva di A. malaca in metamorfosi trattata con la benzidina: notare le cellule a 
perossidasi situate nella tunica (X750).

T a v o l a  IV .

Figg. a, b — Larva di Phallusia esaminata al contrasto di fase; (a) a piccolo ingrandimento 
( X 75°); (£) a ingrandimento maggiore ( X  1500): le cellule del Ries sono
evidentissime.
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