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Passaggio  di nucleoli  attraverso la mernbrana 
nucleare net~ll ovocttt in accrescimento di Pa- 

tella coerulea L .  ( M o l l ,  Gast. Pros . )  

l l  passaggio  di  nucleol i  da l  nuc leo  al  c i t o p l a s m a  h a  r i-  
c h i a m a t o  pifl vo l te  l ' a t t e n z i o n e  dei r i ce rca to r i  l - n ,  che 
h a n n o  ce rca to  di s tab i l i re  d a  u n  l a to  le modal i tA secondo  
cui a v v e r r e b b e  d e t t o  passaggio,  d a l l ' a l t r o  le conseguen t i  
re laz ioni  funz iona l i  che  cost si vengono  a d e t e r m i n a r e  f ra  
t a l l  cos t i t uen t i  f o n d a m e n t a l i  del la  cellula. 

Negli  ovoci t i  di  va r i e  specie an ima] i  al  microscopio  
o t t i co  sono s taf f  s o p r a t t u t t o  desc r i t t i  due  mod i  di  e s t ru -  
sione. I n  base  al  p r i m o  il nucleolo,  o m a n t e n e n d o s i  i n t e ro  
o d o p e  essersi  f r a m m e n t a t o ,  s u p e r a  d i r e t t a m e n t e  la  m e m -  
b r a n a  nuc l ea t e  x,4. I n  ba se  al  secondo  il t r a s f e r i m e n t o  nel  
c i t o p l a s m a  di  f r a m m e n t i  nuc leo la r i  a v v i e n e  in  conseguenza  
del la  d issoluzione  del la  m e m b r a n a  nuc lea re  nei  p u n t i  in  
cui essi ader i scono  s,8 I1 m a t e r i a l e  nucleolare ,  g iun to  nel 
c i top lasma ,  c o n t r i b u i r e b b e  al la  s in tes i  del v i te l lo  1, a, to. 

Sul  passaggio  di m a t e r i a l e  nuc leo la re  a l t r e  osservaz ioni  
sono s t a t e  c o m p i u t e  al  microscopio  e le t t ron ico .  Reeen t e -  
m e n t e  SZOLLOSI e ~{IS 1~ h a n n o  r i n v e n u t o  nel  c i t o p l a s m a  
corpicciuol i  a v v o l t i  d a  due  m e m b r a n e ,  daf t  a p p u n t o  d a  
nucleoli .  KESSEL e BnAMS la h a n n o  pu re  v i s to  che  nel  c i t e -  
p l a s m a  possono  migra re  nucleol i  in te r i  a t t r a v e r s o  la m e m -  
b r a n a  nucleare ,  che a ta le  scope in p u n t i  d e t e r m i n a t i  si 
dissolve.  

Ora  J6RGENS~N 14 negl i  ovoci t i  di  Pate l la  coerulea a v e v a  
a c c e r t a t o  la  p r e senza  di u n  nucleolo  p r imar io ,  il qua le  col 
m e t o d o  Z i m m e r m a n n  al  v e r d e  iodio  e fucs ina  a s s u m e v a  
u n a  coloraz ione  rossa,  e di  u n  n u m e r o  pit] o m e n o  e l e v a t e  
di  anf inucleol i ,  i qual i ,  d o p e  essere passa t i  a t t r a v e r s o  la  
fase iniziale in  cui  con  Io s tesso m e t o d o  si c o l o r a v a n o  in 
fosse,  s u c c e s s i v a m e n t e  accrescendos i  si co lo ravano  in az- 
zurro.  Secondo  lo s tesso au tore ,  come pu re  secondo Bo-  
LOGNARI lli, m e n t r e  il nucleolo  p r i m a r i o  si m a n t i e n e  al-  
q u a n t o  l o n t a n o  da t la  m e m b r a n a  nuc leare ,  gli anf inuc leo l i  
accresc iu t i  vi  ader iscono,  si r i ducono  e qu ind i  seompaiono ,  

N o n  p r ive  di  in te resse  p o t e v a n o  essere p e r t a n t o  r icerche  
d i r e t t e  a s tabi l i re ,  negl i  ovoci t i  di  Pate l la  coerulea,  il pas-  
saggio di  in te r i  nucleol i  da l  nucleo  al  c i top lasma .  

Fig. I. Microfotografia di sezione di gonade femminile di Patella coe- 
rulea, Notare un nucleolo a cavallo della membrana nucleare (freccia 
dal basso in alto) e vari nucleoli (frecce dall'alto in basso) nel cite- 

plasma. Fiss. Bouin-Hollande; coloraz. Galgano I. 

Fig. ~. Altra sezione di gonade femminile di Patella. Nelt'ovocita 
vitellogenetico si rilevano nel citoplasma vari nucleoli (frecce dalI'alto 

in basso). Fiss. Bouin-Honande; coloraz. Galgano I. 

A ta le  scope  sono  s t a t e  e f f e t t u a t e  osservaz ion i  su pre- 
p a r a t i  f issat i  in Bouin ,  B o u i n - H o l l a n d e  ed Hel ly  e colorati  
cot m e t o d i  Ga lgano  I, Dominic i ,  Unna-Pappenhe im. .  
~: s t a t a  e f f e t t u a t a  a n c h e  la d iges t ione  con r ibonuc leas i  crl- 
s t a l l ina  in rag ione  di I m g / m l  a 600 p e r  1 h. 

Le osservaz ioni  c o m p i u t e  h a n n o  c o n s e n t i t o  di r i levare  
che  il nucleolo  p r i m a r i o  si  colora  c o s t a n t e m e n t e  in rosso 
col G a l g an o  I e d  in azzu r ro  col Domin ic i  e che  gli anf inu-  
cleoli i n i z i a l men t e  si c o m p o r t a n o  c o m e  il nucleolo  p r i m a r m  
e q u i n d i  si co lo rano  con  d e t t i  m e t o d i  r i s p e t t i v a m e n t e  m 
azzur ro  ed in rosso. Col m e t o d o  U n n a - P a p p e n h e i m  il nu-  
cleolo p r imar io ,  come  pure  i pifl piccoli  nucleoli ,  si dimo- 
s t r a n o  pironinofi l i ,  gli anf inucleol i  p ih  s v i l u p p a t i  r i su l tano  
invece  p i ron inofobi .  

Negli  ovoci t i  pot  ~ possibi le  no ta re ,  t a n t o  nel  per iodc 
del la  prev i te l logenes i  che  in quel lo  iniziale  de l la  vitello- 
genesi,  la f r e q u e n t e  es i s tenza ,  lungo  la  m e m b r a n a  nu- 
cleare,  di piccoli  nucleoli .  Di  ques t i  a l t res t  d d a t o  rin- 
ven i rne ,  o l t re  che a cava l lo  del la  s tessa  m e m b r a n a ,  anche 
in sede c i t op la sma t i ca ,  poco d i s t an z i a t i  da l la  s t essa  mem-  
b r a n a  (F igura  1). Si possono n o t a r e  nucle i  nei  qual i  & possi- 
bi le  r i l evare  la c o n t e m p o r a n e a  p r e s e n z a  di nucleol i  a ca- 
va l lo  del la  m e m b r a n a ,  come  pu re  in  due  p a r t i  oppos te  di 
essa. 

Si n o t a n o  poi  delle p r o p a g g i n i  del la  m e m b r a n a  nuc lea te  
estese verso  il c i t o p l a s ma ;  in  esse si r i n v e n g o n o  talora ,  
p ih  o m e n o  p r o f o n d a m e n t e  inseri t i ,  piccoli  nucleoli .  Tal- 
v o l t a  si r i n v e n g o n o  nucleol i  gi~ in sede c i top lasmat i ca ,  
i qua l i  appa iono  a n c o r a  compres i  in i n c a v i  del ia  mem-  
b r a n a .  E n t r e  il c i top lasma ,  s p e c i a l m e n t e  di ovoc i t i  a l l ' ini-  
zio del la  vi te l logenesi ,  si possono r i s co n t r a r e  parecch i  
nucleol i  di  d imens ion i  ridott_e p ih  o m e n o  d i s t a n z i a t i  dalt~ 
m e m b r a n a  nuc lea re  (F igura  2). 

Negli  ovoci t i  a v i te l logenes i  a v a n z a t a  n o n  si r i s con t r ano  
p ih  gli a s p e t t i  a v a n t i  desc r i t t i ;  in  pa r t i co l a r e  n o n  g da t e  
r i n v e n i r e  e l emen t i  nel  c i t o p l a s m a  che possano  essere ascri- 
vibi l i  a nucleoli .  

I nucleol i  piccoli,  di  cui  a v a n t i  si ~ de t to ,  r i su l t ano  
sempre  p i roninof i l i  ; essi po i  col m e t o d o  Ga lgano  I si colo- 
r a n o  in fosse  e col m e t o d o  Domin ic i  in  azzurro .  I1 con- 
t rol lo  con  la r ibonuc leas i  consen t e  di  a cce r t a r e  la p e rd i t a  
del la  p i roninof i l ia ,  come pure  dell 'affinitY, pe r  l ' azzurro  
confer i to  da l  Domin ic i ;  d e t t i  nucleol i  p e r t a n t o  con tengono  
acido r ibonucle ico .  

L ' i n s i e m e  delle osservaz ion i  c o m p i u t e  eonsen t e  di am-  
m e t t e r e  che negl i  ovoc i t i  de l la  specie in  e s a m e  avvenga ,  
d u r a n t e  u n a  fase del  tore  accresc imento ,  u n  passaggio  di 
nucleoli  dal  nucleo  al  c i top lasma .  Si h a  qu ind i  che  dei  nu-  
meros i  nucleoli ,  t h e  v ia  v ia  c o m p a i o n o  in seno al nucleo, 
m e n t r e  a lcuni  sono d e s t i n a t i  a t r a s f o r m a r s i  p recocemente ,  
pe r  cui si h a n n o  gli anf inucleol i ,  a l t r i  si t r as fe r i scono  nel 
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citoplasma, dove,  con mol t a  probabil i tA en t rano  nel gioco 
della formazione dei globuli  di vi tel lo.  

I r i su l ta t i  r appresen tano  al tresi  una  confe rma  di  quell i  
Ottenuti da  var i  a l t r i  autori ,  che hanno  appun to  r i levato ,  
nel mater ia le  pih diverso, l 'es t rusione nucleolare.  

a real  passage of small  nucleoli  f rom the  nucleus to the  
cy toplasm.  Thus  no t  all the  nucleoli  which appear  l i t t le  by  
l i t t le  in t he  nucleus  are  amphinucleot i .  

~{ARIA PIA ALBANESE 

Summary. The  au thor  has  found in increasing ovocytes  Istituto di Zoologia e di A natomia comparata dell' Universith 
of Patella coerulea, par t i cu la r ly  in the  nuclear  membrane ,  di 3Iessina (Italia), il 20 A prile 1964. 

I n t r a c e l l u l a r  P h o s p h a t e  R e l e a s e  b y  
t h e  N a + - K + - A c t i v a t e d  M e m b r a n e  A T P a s e  

An A T P a s e  ac t iv i ty  associated wi th  cell membranes  
has been shown to depend on the s imul taneous  presence 
of I~+ on the  ex te rna l  and of Na  + on the  in te rna l  surface 
of t he  membrane1 ,  ~-, whereas  the  substra te  (ATP) has  to  
be present  on the  in terna l  surface of the m e m b r a n e  in 
order to have  access to the  enzyme.  The  enzyme requires 
Mg++ in addi t ion  and is inhib i ted  by  Ca ++ a t  low (intra-  
cellular) concen t ra t ion  and by  cardiac  glycosides such as 
Ouabain s-~. There  is good reason ~o assume t h a t  ac t ive  
t ranspor t  of Na  + and K + across the  cell m e m b r a n e  and 
this A T P a s e  are related.  This  connect ion  has  been ten ta -  
Lively descr ibed in t e rms  of the  mobi le  carr ier  hypothes is .  
I t  is assumed t h a t  in the  presence of Na  + the  t e rmina l  
phospha te  group of A T P  is t ransferred on the  in terna l  
membrane  surface to  a compound  s i tua ted  in the  mem-  
brane substance.  The  phosphory la ted  molecule  passes the  
m e m b r a n e  in the  ou tward  direct ion owing to the chemica l  
gradient  and is hydrolyscd in the  presence of K + on the  
externa l  surface. The  phosphory la ted  form is t h o u g h t  to 
be the  Na-car r ie r  and the  free form to be the  K-carr ier .  
This t h e o r y  implies t h a t  inorganic  phospha te  (Pi) should 
be discharged d i rec t ly  into the ex te rna l  med ium by  this 
two-step enzymat ic  process. 

This  pos tu la te  has  been tes ted  in h u m a n  red  cells of 
h igh  A T P -  (and]or Pi) and Na+-content ,  using %VmT- 
rAM'S 6 me thod  of reversa l  of haemolysis.  Such cells con- 
ta ining p~ (which s t emmed  from some ATP-sp l i t t ing  
dur ing preparat ion) ,  A T P  (more than  4/~-moles/mt cells 5), 
Mg++ (4 #-moles /ml  cells) and Na  + (approx imate ly  70 
#-moles /ml  cells ~) were suspended in about  a tenfold 
ex te rna l  vo lume  and incuba ted  for 40 rain wi th  adequa te  
shaking in E r l e n m e y e r  flasks a t  37°C. The  ex te rna l  
med ium was free of phospha te  and conta ined  140 m M  
Na+, 12 m M  K +, 10 m M  ir is  buffer  p H  7.3, 2 m M  Mg++ 
bu t  no glucose. Pi was es t imated  by  the  me thod  of 
J~RENBLUM and CHAIN ~ a t  the  beginning and the  end of 
the  incuba t ion  period in the  ex te rna l  med ium and in the  
haemolysa te  of the  cells f rom an ahquo t  of the  suspension 
after  deprote in iza t ion  wi th  an equal  vo lume  of 10% tri- 
ehloroacet ic  acid. The  ini t ia l  cell to suspension v o l u m e  
rat io  was de te rmined  by  es t imat ing  the  haemoglobin  con- 
ten t  of packed cells and suspension, and int racel lular  P ;  
Was expressed as #-nxoles/ml ini t ial  cell volume,  dis- 
regarding any  possible vo lume  change t ak ing  place dur ing 
the  exper iment .  This  gives an es t imate  of the  a m o u n t  of 
I~ i per cell ra ther  t han  of intracel lular  concentra t ion.  

U n d e r  the  g iven condi t ions  i t  was found tha t  the  cellu- 
lax P i - con ten t  decreased or  r emained  cons tan t  while a 
t~cgradient  was main ta ined  f rom cells to m e d i u m  up to 

the  end of the  expe r imen t  thanks  to the  fa i r ly  large 
medium/ce l t  vo lume  rat io.  The  lowering of in t race l lu lar  
Pi  con ten t  was m a r k e d l y  increased b y  add ing  10 -~ (w/v) 
ouabain  (Merck, crysta l l ine  p roduc t  DAB) to the  sus- 
pension, a concen t ra t ion  known to inhib i t  the  Na+-K+- 
ac t iva ted  A T P a s e  comple te ly  (Figure B, Table).  Omi t t i ng  
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Figure A. Washed human red cells haemolysed in water in the 
presence of 4 mM KH=PO4-Na~HPO 4 of pH 7.25 and 4 mM MgC1 v 
Haemolysis reversed by adding NaC1. Incubated in a solution of 
140 m/14 r NaC1, 10 mM tris-buffer pH 7.3, 12 mM KC1, ~ mM 
MgC12 at 37°C. Cell dilution lj7.7. Inorganic phosphate (PI) deter- 
mined in packed cells of 4 ml susper~sion after TAA-precipitation. 
Upper part of graph: cellular Pt; lower part of graph: Pi-concentra- 
tion in external medium at beginning and end of experiment drawn 

as horizontal lines. 
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