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Fig. 2. Maximal intensity of fluorescence of the indole reagent (~ra) 
as a function of acetylcholine concentration (c). 
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Fig. 3. Extinction of the solution of benzidine (I) and o-dianisidine 
(II) as a function of acetylc]~oline concentration (c). 

The  a c t i o n  of o t h e r  c h o l i n o m i m e t i c  a g e n t s  is u n d e r  
Jnves t iga t ion ,  and ,  acco rd ing  to  t h e  f i r s t  resul ts ,  some  of 
t h e m  ac t  in  a s imi la r  w a y  as ace ty lcho l ine .  T h e  effects  
obse rved ,  w h i c h  are  be ing  f u r t h e r  s tud ied ,  m a y  c o n s t i t u t e  
a bas i s  for  q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n s  in  b io logica l  
spec imens .  

Zusammen/assung. Ace ty l cho l in  w i r k t  als A k t i v a t o r  
au f  0 x y d a t i o n s r e a k t i o n e n  m i t  W a s s e r s t o f f p e r o x y d  in  
a lka l i scher  L6sung.  Solche  W i r k u n g e n  auf  die Chemi-  

l umineszenz  des  L u m i n o l s  ( 3 - A m i n o p h t h a l h y d r a z i d ) ,  au f  
die O x y d a t i o n  des  Indols ,  B e n z i d i n s  u n d  o -Dian iz id ins  
w u r d e n  d u r c h  M e s s u n g e n  de r  L u m i n e s z e n z i n t e n s i t g t  (~) ,  
bzw. de r  E x t i n k t i o n  (E) n / the r  u n t e r s u c h t .  

E. KUNEC-VAJI(5 and K. WEBER 

Department o/ Pharmacology and Department o[ Forensic 
Medicine, Medical Faculty, University o/Zagreb 
(Yugoslavia), 29th December 7966. 

La v i t e l l o g e n e s i  in  Arbacia lixula e 
Sphaerechinus granularis ( E c h i n .  E c h i n . )  

Allo s t a t o  a t t u a l e  es is tono 3 o r i e n t a m e n t i  f o n d a m e n t a l i  
per  cercare  di  ch ia r i r e  l 'o r ig ine  del  v i te l lo  negl i  ovoci t i  in  
acc r e sc imen to  d i  n u m e r o s e  specie d i  V e r t e b r a t i  e di  I n -  
v e r t e b r a t i :  secondo  u n  p r i m o  il v i te l lo  p r e n d e r e b b e  
or ig ine  e s c l u s i v a m e n t e  a d  o p e r a  de l l ' e r ga s t op l a s ma ,  
secondo  u n  a l t ro  in  r a p p o r t o  con  l ' a p p a r a t o  del  Golgi, 
secondo  u n  te rzo  in  i n t i m a  re laz ione  con  i m i tocondr i .  I1 
mic roscop ic  e l e t t ron i co  h a  c o n s e n t i t o  d i  a cce r t a r e  in  
pa r t i co l a r e  che  in Paracentrotus tividus, Arbacia lixula, 
Sphaerechinus granularis 1, Aplysia depilans 2, Patella 
coerulea a, e Planorbis corneus 4, il v i te l lo  si f o r m a  in  ogni  
caso p e r  aggregaz ione  di par t i ce l le  r i bonuc leopro te i che ,  
aggregaz ione  che  nelle p r i m e  3 specie si ver i f ica  l ibera-  
m e n t e  nel  c i top lasma ,  in  Patella a v v i e n e  e n t r o  le magl ie  
del re t ico lo  e n d o c i t o p l a s m a t i c o ,  in  Aplysia su d i t t o s o m i  
o corpi  del  Golgi  p r e v e n t i v a m e n t e  t r a s fo rma t i s i ,  ed in  
Planorbis e n t r o  mi tocondr i .  Q u e s t a  m o d a l i t £  d i  f o r m a -  
zione del  v i te l lo  lascia  ad i to  a l l ' ipo tes i  che  in genera le  nei  
g lobul i  v i te l l in i ,  a lmeno  in u n a  p r i m a  fase del la  loro 
fo rmaz ione ,  si t r o v i  A R N ;  ques to  f a t t o  ~ s t a t o  giA 
d i m o s t r a t o  nei  g lobul i  v i te l l in i  degl i  ovoc i t i  di  Aplysia 
al l ' in izio del la  loro fo rmaz ione  s. L a  s tessa  specie p e r a l t r o  
a v e v a  c o n s e n t i t o  di a m m e t t e r e  in  p recedenza6  che  le 
d iverse  affinitY, t i n to r i a l i  r ive la tes i  col m e t o d o  Mal lo ry  
nei  g lobul i  di  v i te l lo  in  fasi  success ive  de l la  loro cos t i tu -  
zione, a n d a v a n o  J[orse a t t r i b u i t e  ad  u n  toro passagg io  d a  
uno  s t a t o  di  maggiore  densi tA a d  uno  s t a t o  di  m i n o r e  
densitY. A l t r e  r i ce rche  inf ine  e f f e t t u a t e  a n c o r a  su A plysia 7, 

come p u r e  su Planorbis 4, a v e v a n o  pe rmesso  di  ind iv i -  
d u a r e  u n  r a p p o r t o  f ra  zone del  Golgi  e s in tes i  del  vi tel lo ,  
ne l  senso che si d e t e r m i n e r e b b e r o  cond iz ion i  fisico- 
ch imiche  t a l l  d a  p r o v o c a r e  la  p rec ip i t az ione  d e l l ' a r g e n t o  
dei r e l a t iv i  m e t o d i  impiega t i .  

P e r  c o n f e r m a r e  a l cun i  di  d e t t i  r i s u l t a t i  e pe r  e s t e n d e r e  
le i ndag in i  su l la  p r e s e n z a  d i  A R N  nei  g lobul i  v i te l l in i ,  
a b b i a m o  r i t e n u t o  o r a  di  p r e n d e r e  in  cons ide raz ione  due  
specie di  E c h i n o d e r m i :  Arbacia tixula e Sphaerechinus 
granularis. 

Gli i n d i v i d u i  sono  s ta f f  pesca t i  r i s p e t t i v a m e n t e  ne l  
m a r e  di Ganz i r r i  (Messina) e di  P a l m i  (Reggio Calabr ia) .  
I f r a m m e n t i  di  gonade  f emmin i l e  a p p e n a  p r e l e v a t i  sono 
s ta f f  pos t i  nei  l iqu id i  f issat ivi .  Sono s ta f f  u s a t i  l ' H o l l a n d e  
con  a g g i u n t a  di  b ic lo ruro  di mercur i c ,  il Bourn  e l ' H e l l y  
pe r  i c o m u n i  m e t o d i  di  coloraz ione ,  il D a  F a n o  ed il 
Golgi  1908 p e r  la  messa  in  e v i d e n z a  d e l l ' a p p a r a t o  del  
Golgi  ed il R e g a u d  p e r  il c o n d r i o m a .  I m e t o d i  di  colora-  
zione a d o t t a t i  sono s ta f f  i l  Ga lgano  I, il Domin ic i  e 
l ' U n n a - P a p p e n h e i m .  Ai  f ini  de l la  d i m o s t r a z i o n e  de t I 'ARN,  
ne i  m e t o d i  Domin i c i  e U n n a  ~ s t a t a  i n t r o d o t t a  la  diges-  
t ione  con  r ibonuc leas i  secondo  B r a c h e t .  
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Per la microscopia elettronica i f rammenti  di gonade 
sono stati fissati in  OsO 4 al 2% secondo PMade, ed inclusi 
in metacrilati ed in Epon. 

L'osservazione al microscopio ottico ha consentito in- 
tanto di rilevare che col metodo Galgano I in entrambe 
le specie i globuli vitellini iniziMmente appaiono colorati 
in rosso ed Mla fine in azzurro. Col metodo Dominici il 
citoplasma degli ovociti previtellogenetici appare dif- 
fusamente colorato in azzurro; i primi globuli di vitello, 
atlorch~ compaiono, si presentano anch'essi colorati in 
azzurro, ma in maniera pifl intensa. Alla fine della vi- 
tellogenesi, invece, i globuli si colorano in rosso. Col 
metodo Unna-Pappenheim gli ovociti previtellogenetici 
manifestano una pironinofilia diffusa nel citoplasma. Essa 
si pub altrest osservare nei globuli vitellini degli ovociti 
all'inizio delia vitellogenesi, mentre nei globuli vitellini 
di quelli che si avviano al completo sviluppo, essa s i v a  
a t tenuando fin quasi a scomparire. La digestione con 
ribonucleasi ha soppresso tanto l 'affinit~ per il blu di 
toluidina del Dominici che per la pironina dell 'Unna, e 
ci6 sia nel citoplasma fondamentale degli ovociti previtel- 
logenetici che nei globuli vitellini. 

Fig. 1. Ovocita vitellogenetico di Arbacia lixula in seguito ad im- 
pregnazione argentica secondo Da Fano. Si notino i globuli vitellini 

(frecce) molto anneriti; N, nucleo; nu, nucleolo. 

Con i metodi di Da Fano e di Golgi nelle due specie 
considerate, mentre negli ovociti previtetlogenetici si ha 
una precipitazione di argento granulare nei punt i  pifi 
diversi del citoplasma, in quelii all'inizio della vitello- 
genesi la precipitazione avviene a livello dei globuli vitel- 
lini in formazione ed in maniera che essi appaiono ora 
totalmente anneri t i  (Figura 1) ora circondati da una sorta 
di alone nero. Verso la fine della vitellogenesi gli ovociti 
di solito non presentano pifl alcuna precipitazione argen- 
tica. Infine i preparati  allestiti con la tecnica all 'ematos- 
silina ferrica, hanno messo in evidenza negli ovociti previ- 
tellogenetici un numero considerevole di mitocondri; esso 
va via via diminuendo col procedere della vitellogenesi; 
alia fine dell'accrescimento ne residua un numero piuttosto 
ridotto. 

A1 microscopio elettronico ~ stata sostanzialmente rile- 
r a t a  negli ovociti previtellogenetici una  quant i t~ molto 
accentuata di granulazioni ribonucleoproteiche (ribosomi) 
sparse nei punt i  pifi diversi dell 'area citoplasmatica. 
L'inizio della vitellogenesi ~ poi contrassegnato da una 
aggregazione di dette granulazioni, che pertanto vanno 
man mano accrescendosi fino a costituire i caratteristici 
globuli vitellini (Figura 2). 

Col procedere di det ta  aggregazione le granulazioni 
sparse vanno diminuendo, sicch~ verso il termine dell'ac- 
crescimento ovocitario sono notevolmente ridotte. I glo- 
bull appaiono ora isolati ora r iunit i  in gruppi variamente 
numerosi; alcuni di essi presentano una membrana avvol- 
gente pifi o meno completa. 

Da quanto avant i  detto si ha quindi che helle due specie 
prese in esame i globuli di vitello degli ovociti all'inizio 
della vitellogenesi manifestano caratteristiche diverse 
rispetto a quelli che si rinvengono negli ovociti alla fine 
del loro accrescimento. 

In  particolare le diverse affinit~ tintoriali  in essi rilevate 
col metodo Mallory indlcano, in analogia a quanto riscon- 
frato in Aplysia e, che forse anche in Arbacia e Sphaere- 
¢hinus avviene un passaggio delle sostanze costituitive 
dei globuli da uno stato di maggiore ad uno di minore 
densitY. Aftra analogia con A plysia ~ stata rilevata in 
merito all 'esistenza dell 'ARN nei globuli vitellini all 'at to 
della loro formazione, fatto questo che trova ulteriore 
conferma nell'aggregazione di granulazioni ribonucleo- 
proteiche accertata al microscopio elettronico. 

I n  quanto alle zone del Golgi, poi, dal momento che esse 
si rendono manifeste solo durante  ta previtellogenesi e 
l 'inizio della vitellogenesi, si pu6 dedurre, siccome gik 
visto in Aplysia ed in Planorbis, che siano in rapporto 
con i processi di sintesi. Si avrebbe cio~ c he l a  preclpita- 
zione dell 'argento sarebbe condizionata da particolari 
condizioni fisico-chimiche del citoplasma connesse con la 
formazione del vitello. Alla fine dell'accrescimento, infatti, 
non si rilevano pifl dette zone. 

Fig. 2. Micrografia elet~oniea di porzione di citoplasma di ovocita 
di Arbacia lixuIa. Globuti a costituzione granulate (G1) in varie fasi 

di formazione. Fissazione OsOa 1% inclusi in metacrilati. 

Summary. The researches carried out both under the 
light and electron microscopes permitted us to ascertain 
that,  in Echinodermata Arbacia lixula and Sphaerechinus 
granularis, yolk globules form by  aggregation of ribo- 
nucleoproteic particles. I t  appears tha t  the globules them- 
selves in the first stage of their formation show such 
physico-chemicat conditions as to condition the precipita- 
t ion of silver in the method used to reveal Golgi apparatus. 
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