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Microscopia elettronica. — Osservazioni sulle cellule « a peros­
sidasi » di alcune larve di Ascidie col microscopio elettronico (*}. Nota 
di G i u s e p p e  R e v e r b e r i , presentata (**} dal Corrisp. P .  P a s q u i n i .

SUMMARY. —  The peculiar cells which are present under the intestine in the tadpoles 
of some ascidians and which are particu larly  rich in peroxidases, have been studied by  the 
electron microscope.

The cells which are filled w ith vesicles of different sizes show imposing Golgian form a­
tions: it is held th a t they are concerned in synthesizing mucopolisaccharids and lipids.

I n t r o d u z io n e

1. In  una precedente N ota [1] è stato riferito che nelle larve n a tan ti 
di alcune specie di Ascidie (’Ascidia malaca, Phallusia mamillata e Ascìdiella 
aspersa) si riscontrano, nella regione ventrale del cefalotorace, delle grosse 
cellule che sono disposte a bottoniera doppia e che, al trattam ento  con la 
benzidina acetica e l’acqua ossigenata, prendono, im m ediatam ente e in ten­
sam ente, una colorazione blu. L a rap id ità  con cui avviene la colorazione, 
e i risu ltati che si ottengono a seguito del trattam ento  con alcuni inibitori 
enzim atici specifici, portano a ritenere che tale colorazione è operata da 
enzimi e precisam ente da perossidasi.

2. L a presenza di queste cellule, nelle Ascidie (Ascidia mentala) , fu signi­
ficata per la p rim a volta da Ries [2]; questo A utore considerò tali cellule 
come delle comuni cellule m esenchim atiche in via di m igrazione dalla por­
zione basale della coda alla regione più anteriore della larva. Questa in terpre­
tazione non fu condivisa nella N ota sopra citata, nella quale, invece, venne 
sostenuto che queste cellule, sia per le dimensioni che presentano, sia per la 
costanza del loro num ero (circa 14 o poco più per singola bottoniera) e sia, 
infine, per il d isegno fisso che form ano, sono da considerarsi come entoder- 
miche. Le cellule mesodermiche, d ’altra  parte, almeno in tu tto  il periodo 
che precede ij loro differenziam ento (e cioè in tu tto  lo sviluppo embrionale) 
non prendano m ai, dopo tra ttam ento  con la benzidina acetica e acqua ossi­
genata la colorazione indicativa della presenza di perossidasi.

L ’origine entoderm ica di tali cellule, del resto, è dim ostrata dal fatto 
che se allo stadio 8 dell’uovo si asportano i blastom eri vegetativi anteriori 
esse nella larva che si sviluppa non compaiono [3].

(*) Lavoro eseguito nell’Istitu to  di Zoologia della U niversità di Palermo. 
(**) N ella seduta del 18 giugno 1971.
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3. Il problem a del significato fisiologico di tali cellule è, ovviam ente, 
quello di maggiore interesse; il fatto che esse siano ricche in perossidasi 
porta a ritenere che intervengano in  alcune specifiche sintesi biochimiche.

L a natu ra  di queste sintesi biochimiche è illustrata dai seguenti fatti: 
le cellule a) prendono una intensa colorazione col blu di indofenolo: ciò è 
indicazione che esse contengono lipidi [4, 5]; b) prendono, anche, una intensa 
colorazione col blu toluidina: ciò indica che contengono m ucopolisaccaridi 
acidi [6]; c) finalmente, in sezioni istologiche, prendono colorazione con 
l’A lcian blu [7]: ciò, ulteriorm ente, indica che esse posseggono m ucopoli­
saccaridi acidi.

Questi fatti portano a ritenere che il significato fisiologico di queste 
cellule è correlato alla sintesi dei m ucopolisaccaridi acidi e di alcune sorta 
di lipidi e lipoprotéine.

4. Il m eccanismo della biosintesi dei mucopolisaccaridi è stato molto 
chiarificato recentem ente con gli studi col microscopio elettronico. Secondo 
queste ricerche la saldatura tra  la catena proteica e il polisaccaride si compi­
rebbe nell’apparato  di Golgi [8, 9]. È da presum ere, dunque, che le cellule 
« a perossidasi » qui considerate, posseggano vistose stru ttu re golgiane.

E a seguito di tale supposizione che tali cellule sono state analizzate col 
microscopio elettronico.

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

L a ricerca è stata  condotta su larve natan ti di Ascidia malaca. Le larve 
vennero fissate per 2 ore con acido osmico 2 % in acqua di m are e successi­
vam ente sottoposte alle m anipolazioni ordinariam ente in uso nella m icro­
scopia elettronica. Le sezioni vennero contrastate con acetato di uranile e 
studiate al Siemens Elmiskope. R ingrazio il sig. G iovanni Randazzo per il 
suo prezioso aiuto tecnico.

R is u l t a t i

Le cellule ricercate, conoscendosene già in partenza la ubicazione, non 
sono difficili a rintracciare. Sono situate sotto l’intestino in posizione ventro— 
laterale, nello spazio interposto tra  esso e l’epiderm ide (fig. 1); in questo 
spàzio si rinvengono anche le comuni cellule mesodermiche.

L alla  figura ripo rta ta  si rileva assai chiaram ente anche la morfologia. 
Sono più grandi delle comuni cellule mesodermiche e hanno una form a irre­
golare, quasi ameboidica. Sono ripiene di vacuoli di diverse grandezze; nei 
vacuali si ravvisano resti di un contenuto che probabilm ente fu estratto  a 
seguilo delle m anipolazioni tecniche. T ra i vacuoli, e soprattu tto  in periferia, 
si riscontrano delle formazioni di grande interesse: si tra tta  di serie di cisterne 
discoidali o di sacculi disposti gli uni sugli altri che richiam ano vivam ente, 
per tu tti i caratteri, il tipico aspetto delle formazioni golgiane (figg. 2—4): le
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pareti dei sacculi sono lisce. L ’aspetto generale delle formazioni è a cupola, 
conseguentem ente vi è una faccia concava e una faccia convessa; gli elementi 
sacciformi che costituiscono i complessi sono 6-10 (figg. 5—7). Le estrem ità 
dei sacculi sono dilatate a form are vescicole delle più diverse grandezze: 
ciò conferisce spesso ai sacculi un  aspetto fenestrato (figg. 7 e 8): in rapporto 
alla faccia concava le vescicole sono più frequenti (fig. 7). O ltre le formazioni 
« a cupola » si notano, spesso, anche formazioni a cisterne rettilinee (figg. 9 
e io) dalle quali, anche, si staccano vescicole.

Le vescicole che si distaccano da questi complessi probabilm ente versano 
il loro elaborato all’esterno, a m om ento opportuno. L a natu ra  di questo 
elaborato verrà precisata con ulteriori ricerche facendo soprattu tto  uso di 
precursori m arcati; probabilm ente, come suggerito dalla reazioni citochimiche, 
è di n a tu ra  m ucopolisaccaridica o lipidica. L a localizzazione delle perossidasi 
(messe in evidenza dalle reazioni citochimiche), se sulle pareti o nel lume 
delle cisterne, non è stata  determ inata; la presenza di perossidasi nell’apparato  
di Golgi è stata  segnalata [io]; si ritiene che con tecniche citochimiche appli­
cate alla microscopia elettronica tale localizzazione possa essere precisata.

C o n c l u s i o n i

1. In  conclusione la previsione di inizio che nelle cellule della doppia 
bottoniera possano essere presenti im ponenti formazioni golgiane è, da 
queste ricerche al M .E ., conferm ata. I mucopolisaccaridi e i lipidi sintetizzati 
in queste formazioni golgiane, probabilm ente vengono im piegati per la 
costruzione della tunica [cfr. 11 ] : tale supposizione è avvalorata dalla osser­
vazione che le cellule in questione, quando la larva entra in metamorfosi, 
m igrano attraverso l ’epiderm ide e si portano nell’inviluppo testale.

2. Fu detto  altrove [1] che la doppia bottoniera non si m ette in evi­
denza, citochirìiicamente, nelle larve di Ciona. Questo fatto può essere spie­
gato in diversi modi: tra  l’altro o perché la quan tità  di secreto è molto scarsa 
e non raggiunge la soglia di sensibilità delle reazioni citochimiche, o perché 
in Ciona le cellule a bottoniera non sono presenti; al riguardo va rilevato che 
la tunica di Q o n a , a differenza di quella di Ascidia malaca e di Phallusia 
mamillata e di altre Ascidie, è di na tu ra  ben diversa e, in ogni caso, poco 
consistente. M a anche questo problem a potrà essere risolto con l’osservazione 
al microscopio elettronico.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE I-V  

T a v o l a  I

Fig. i. -  Sezione trasversale di larva di A . malaca a ll’altezza della vescicola cerebrale: 
nello spazio interposto tra  la porzione ventrale dell’intestino (i) e l ’epidermide (e) 
sono presenti alcune cellule « a perossidasi » (c.p.) oltre che cellule mesodermiche (c.m.); 
(X 5.000).

Fig. 2. -  Cellula « a  perossidasi» della figura precedente a più forte ingrandim ento: notare 
le numerose vescicole (v), nelle più grandi delle quali si ravvisano resti di un contenuto; 
e il complesso golgiano (g) (X 25.000).

T a v o l a  I I

Fig. 3. -  A ltra cellula « a  perossidasi» dalla fig. 1. D a notare la forma piuttosto irregolare 
della cellula, le numerose vescicole che riempiono quasi tu tto  il citoplasma, alcuni 
mitocondri (m)  e il complesso golgiano (g) ( X 25.000).

Fig. 4. -  Cellule « a perossidasi ». Il corpo cellulare è quasi com pletam ente occupato da vesci­
cole, nell’interno delle quali si riscontrano residui di contenuto; tra  le vescicole e 
alla periferia della cellula si riscontra un sistema di cisterne a pila (g) ( X  25.000).

T a v o l a  III

Fig. 5. -  Cellula « a perossidasi ». La forma della cellula è molto irregolare: il suo citoplasm a 
è quasi totalm ente occupato da vescicole e da sistemi golgiani, alcuni dei quali di 
form a « a  cupola» ( X 20.000).

Fig. 6. -  F igura precedente a m aggior ingrandim ento: il sistema golgiano « a cupola » è 
costituito da diversi elementi sacciformi sovrapposti: le pareti dei sacculi sono lisce. 
Il complesso periferico ha aspetto fenestrato ( X 10.000).

T a v o l a  IV

Fig. 7. -  Cellula « a  perossidasi». N otare il vistosissimo complesso golgiano « a  cupola», 
äl centro. Alcuni elementi sacciformi si allargano a ll’estremità costituendo vescicole: 
queste sono abbondanti soprattutto  in rapporto con la porzione basale (concava) del 
complesso golgiano. Alla periferia imponenti complessi sacciformi a tipo fenestrato 
( X 25.000). •

Fig. 8. -  Cellula « a  perossidasi». N otare le numerose vescicole e gli imponenti sistemi 
sacculari (fenestrati) respinti alla periferia (X 20.000).

T a v o l a  V

Fig. 9-10. -  Cellula « a perossidasi » con sistema sacciforme fenestrato in periferia e sistema 
non fenestrato centralm ente: fig. 9 ( x  20.000) fig. io  (X 50.000).
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