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Embriologia. — Incorporazione di precursori marcati in presenza 
di actinomicina nello sviluppo delle uova di Ascidie . Penetrazione 
deiractinomicina D —H 3 nei diversi s tad ia . Nota di C a t e r i n a  M a n ­

s u e t o  B o n a c c o r s o  (**}, presentata (***} dal Corrisp. P .  P a s q u i n i .

SUMMARY. — The incorporazione of actinomycin D -H 3 has been tested on the eggs 
of d o n a  intestinalis , before and after fertilization. The antibiotic is incorporated after the 
gastrula stage. I t has been dem onstrated tha t the actinomycin (20 y/ml) inhibits the incorpo­
ration of u rid ine-H 3, bu t not tha t of p ro line-H 3.

I n t r o d u z io n e

L ’effetto dell’actinom icina D sullo sviluppo em brionale delle Ascidie è 
stato investigato da L ibrerà [1] sulle uova di A scidia  malaca\ l ’uovo vergine 
e ai prim i stadi di sviluppo non vengono influenzati dal trattam ento  con l’an ti­
biotico alla concentrazione di 3 y/ml. Il tra ttam ento  a stadi più tardivi e a 
2 y/ml porta alla formazione di larve che sono tu ttav ia  più piccole e meno 
mobili dei controlli.

Sm ith [2] con uova di A scidia  nigra ha riscontrato (50 y/ml) blocco a 
gastrula: indagando la sintesi dell’RNA e delle proteine ha constatato che la 
prim a inizia allo stadio di 4 blastom eri ed è sensibile all’antibiotico; la seconda 
è molto intensa subito dopo la fecondazione e alla gastrulazione. Solo quest’ul- 
tim a è inibita dall’actinom icina.

Nella presente N ota vengono riportati i risu ltati o ttenuti con metodo 
autoradiografico tra ttando  le uova di d o n a  intestinalis con actinom icina 
D— H .  lo scopo era di vedere se l’antibiotico penetra e in quale momento 
dello sviluppo. Per determ inare, poi, se in presenza di actinom icina vi è 
sintesi di RNA e rispettivam ente di proteine furono im piegati u rid in a -H 3 
ê p ro lin a -H 3.

In precedenza è stato dim ostrato che in condizioni di sviluppo norm ali 
di u rid in a -H 3 è incorporata a partire  dallo stadio di gastru la [3]: per quanto 
riguarda la p ro lin a -H 3 [4] hanno riscontrato che anch’essa viene incorporata 
dallo stadio di gastru la in poi.

M a t e r i a l e  e  m e t o d o

Furono usate uova di d o n a  intestinalis vergini, fecondate e a vari 
stadi di sviluppo: in alcuni esperimenti le uova furono private delle loro 
m em brane.

'(■*■) Lavoro eseguito presso l ’Istituto di Zoologia della U niversità di Palerm o sotto la 
direzione del prof. G. Reverberi.

(**) Ricercatore del CNR.
•(***) Nella seduta del 18 giugno 1971.
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Le soluzioni di ac tinom icina-D -H 3 (Schwarz Bioresearch, Inc.; 12 [xC/ml; 
cone. 3,5 y/ml), u rid in a -H 3 (20 [xC/ml; conc. 0,018 mM ), p ro lina-H 3 (20 [xC/ml; 
conc. 0,03 m M ), furono preparate in acqua di m are normale, pastorizzata. 
Le uova e gli em brioni dopo l ’incubazione furono lavati in soluzioni conte­
nenti il rispettivo composto non m arcato.

Gli em brioni furono fìssati con alcool acetico glaciale. Le sezioni furono 
ricoperte con film K odak A R  io ed esposte da 20 giorni a tre mesi. Le sezioni 
furono quindi colorate con verde di m etil pironina.

R is u l t a t i

1. -  Trattamento con actinomicina-T)-Y{z.

a) U ova vergini incubate tre  ore.
Le sezioni non presentano tracce di rad ioattiv ità  (anche le uova p rev ia­

m ente private delle m em brane).

b) U ova incubate a partire  dalla fecondazione fino a 16 blastom eri. 
Anche in questo caso le sezioni non presentarono alcuna traccia.

c) U ova incubate dallo stadio di 16 blastom eri fino a gastru la iniziale. 
Le gastrule sono norm ali. In  qualche sezione pare che ci sia un inizio

di incorporazione a livello dei nuclei delle cellule muscolari.

d) Em brioni incubati dallo stadio di gastrula iniziale fino a gastrula
finale.

Gli em brioni si sono s v i lu p p a t ic i  poco ritarda ti rispetto ai controlli. 
In  sezione, i nuclei delle cellule presentano tracce, in particolare i nuclei 
delle cellule neurali, m esenchimali, muscolari e cordali (Tav. I, figg. 1 e 2).

e) Em brioni incubati dallo stadio di gastrula m edia fino a bottone 
codale iniziale.

Tracce presenti in tu tte  le cellule, nei nuclei (Tav. I, fìg. 3).

2. -  Trattamento con actinomicina D -j- u rid in a -H 3.

Le concentrazioni di actinom icina D furono io  y/ml in una serie di espe­
rim enti e 20 y in u n ’altra  serie. L a prim a concentrazione si dim ostrò inefficace. 
Il trattam ento  fu portato su em brioni a gastrula (iniziale a finale) a causa 
del fattp che la urid ina non viene incorporata in condizione di sviluppo nor­
m ale nei prim i stadi di sviluppo. Al momento del fissaggio gli em brioni erano 
gastrule di poco ritarda te  rispetto  ai controlli. Nelle sezioni non fu riscon­
tra ta  rad ioattiv ità.

3. — Trattamento con actinomicina D prolina—H 3.
1

Poiché l’actinom icina e la prolina non penetrano nei prim i stadi di svi­
luppo, il trattam ento  fu portato su em brioni a stadi tard iv i di sviluppo 
(concentrazione di actinom icina D 20 y/ml).
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a) Em brioni incubati da gastru la iniziale a gastru la finale. Gli embrioni 
si sono sviluppati di poco rita rd a ti rispetto ai controlli. In  sezione, tu tte  le 
cellule presentano tracce, in particolare le neurali, le mesenchimali, le m usco­
lari e le cordali.

b) Em brioni incubati da bottone coda.le iniziale fino a larva arrotolata.
Anche in questo caso le tracce sono presenti ovunque.

C o n c l u s io n i

I risu ltati o ttenuti da questo studio possono essere som m arizzati come 
segue:

1) L ’actinom icina D— H 3 non è rinvenu ta nelle uova ai prim i stadi 
di sviluppo. E possibile che l’actinom icina non penetri. Ciò si verificò anche 
con uova prive di m em brane. Invece l ’actinom icina è rinvenuta nei nuclei 
delle gastru le e delle neurule.

2) L ’actinom icina a 20 y blocca allo stadio di gastru la la incorporazione 
della urid ina—H 3: non blocca alla concentrazione di io  y.

3) L ’actinom icina a 20 y/m l non impedisce la incorporazione della 
p ro lin a -H 3.

D a quanto sopra esposto possiamo concludere che alla gastrulazione si 
ha incorporazione di u rid in ia -H 3 sensibile all’actinom icina (20 y/ml).

L a sintesi delle proteine non viene influenzata dall’antibiotico. P roba­
bilm ente quest’ultim a si compie con inform azioni rilasciate in epoche prece­
denti, come è stato suggerito da Cowden e M arket [5].

Dedico questa N ota al prof. Reverberi, mio M aestro, per il volume in 
Suo onore che i suoi allievi e collaboratori vanno preparando.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L A  TAVOLA I

Fig. i. -  G astrula, sezione trasversale. (Trattam ento con actinom icina-D -H 3).

Fig. 2. -  G astrula, sezione trasversale. (Trattam ento con ac tinom icina-D -H 3).

Fig. 3* “  B °R °ne codale, sezione parasagittale. (T rattam ento con ac tinom icina-D -H 3).

A bbreviazioni: c =  cellule cordali; e =  endoderma; m  =  cellule muscolari; me =  cellule me­
senchimali; n =  cellule neurali.
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