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Embriologia. — Proteasi della schiusa in Physa acuta (Gastero- 
podo Polmonato) c\  N o ta ((*) **} di A n t o n i o  M i n g a n t i  e S a n t i n a  Rizzo, 
presentata dal Corrisp. P. P a s q u i n i .

In t r o d u z io n e .

L ’em brione di Physa acuta, come quelli di altri Gasteropodi Polm onati, 
si schiude dai complessi involucri ovulari in due tempi. Allo stadio di troco- 
fora l’em brione si libera della m em brana vitellina, e viene a trovarsi diretta- 
m ente nell’album e contenuto nella capsula ovulare [1, 2]. Più tardi, al term ine 
dello sviluppo larvale, l’anim ale fuoriesce dalla « m em brana solida » in terna 
e dalla « m em brana lam ellata » esterna [3] che ne costituiscono la capsula 
individuale, e dalla m assa gelatinosa (avvolta dalla m em brana ootecale) 
che racchiude 20-50 capsule [4]. E questo secondo tem po quello che, com ’è 
d ’uso, viene qui considerato come schiusa.

L a schiusa in diverse specie di Gasteropodi è stata  attribu ita  a vari fa t­
tori: osmotici [5], meccanici [3, 5] ed enzimatici [4, 6]. R iguardo a questi 
ultim i, non si conosce di quale sorta di enzimi si tratti. Poiché uno studio 
condotto in questo laboratorio ha m ostrato che gli involucri ovulari di Physa  
contengono proteine, abbiam o voluto vedere se l’acqua di schiusa di Physa  
avesse attiv ità  enzim atica proteolitica.

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

1. Acqua d i schiusa. -  Sono state adoperate masse ovulari di Physa  
acuta D raparnaud , deposte spontaneam ente in laboratorio e sviluppate alla 
tem peratura am biente di circa 20°C. A 1-2 giorni dalla schiusa, e cioè al- 
l’i 1—129 giorno dalla deposizione, le singole larve, contenuta ognuna nella 
sua capsula, sono state isolate m anualm ente dalla m assa gelatinosa e lasciate 
schiudere in un piccolo volume di acqua di fonte (20-80 larve per mi). 
Subito dopo la schiusa gli anim ali e i residui degli involucri ovulari sono stati 
allontanati per filtrazione, e il filtrato è stato adoperato come « acqua di schiusa ».

2. D eterm inazioni d i attività proteolitica. -  L ’attiv ità proteolitica dell’acqua 
di schiusa è stata  determ inata dalla quantità di amino acidi arom atici liberati 
(a) da em oglobina bovina (Eastm an) denaturata  con urea, in tam pone fo­
sfato o, 1 M, pH  7,5, secondo il metodo di Anson [7] per la tripsina; (b) su 
caseina (Mepck, secondo H am m arsten) in tam pone fosfato 0,1 M, pH  7,

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Istologia ed Embriologia della Università di Palermo 
e nel Gruppo di Ricerca per l’Embriologia del C.N.R.

(**) Pervenuta all’Accademia il 27 luglio 1965.
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secondo il metodo di K unitz [8]. Ad entram bi i substrati era aggiunto mer- 
tiolato alla concentrazione finale di 0,001 % . L ’incubazione è du ra ta  4 ore 
a 37,5° C. Dopo precipitazione delle proteine residue con acido tricloroacetico, 
gli amino acidi arom atici rim asti in soluzione sono stati determ inati d a ll’as- 
sorbim ento a 280 [irci con spettrofotom etro U nicam  SP 500, e riferiti a uno 
standard  di tirosina.

Alcune determ inazioni sulla caseina sono state fatte aggiungendo all’acqua 
di schiusa una di queste sostanze: ^-idrossim ercuribenzoato di sodio (Sigma 
Chem. Co.); ovomucoide (Sigma Chem. Co.), entram be alla concentrazione 
finale di 0 ,1 %  ; cloruro di magnesio 0,2 %.

3. -  Osservazioni sull’azione litica dell’acqua di schiusa sulle m em brane 
delle capsule sono state fatte ponendo delle capsule al i° giorno dalla deposi­
zione, isolate dalla m assa gelatinosa, in acqua d i ‘schiusa, alla tem peratura 
am biente di circa i8°C , e seguendone le modificazioni al microscopio.

R is u l t a t i .

1. — I risultati delle determ inazioni di attiv ità proteolitica dell’acqua 
di schiusa sono riportati nella Tabella I e nella colonna dei controlli della 
Tabella II. La variabilità  tra  i diversi lotti non pare che sia dipendente dal 
diverso num ero di larve per volume di acqua di schiusa, m a piuttosto dalla 
dura ta  di perm anenza delle larve nell’acqua di schiusa, dura ta  della quale 
non si è tenuto conto preciso. Non sono da escludere fattori stagionali.

L ’attiVità di 5 lotti di acqua di schiusa sulla emoglobina è stata  di 
17,6 dz 3,2 [xg di tirosina per 100 larve. Nelle stesse condizioni tecniche, 
[ig 1,4 di tripsina 2 volte cristallizzata e priva di sali (Type I, Sigm a Chem. Co.), 
dell’a ttiv ità  di complessive 14 U nità  BAEE, hanno liberato dalla emoglobina 
(xg 16,5 di tirosina.

L ’attiv ità sulla caseina di 16 lotti di acqua di schiusa è stata  in m edia 
di 21,2 ±  1 fxg di tirosina per 100 larve. La differenza con l’emoglobina è 
significativa (P < 0 ,0 2 , calcolata con la statistica t  di Student). Nessuna 
differenza di attiv ità  proteolitica sulla caseina è stata riscontrata portando 
il pH del mezzo di incubazione a 6,5.

2. -  U na parte dell’acqua di schiusa del lotto 7 (Tabella I), tenuta a 
ioo° C  in bagnom aria per 15 m inuti, si è dim ostrata priva di ogni attiv ità 
proteolitica.

3. -  A  4 lotti di acqua di schiusa è stato aggiunto ovomucoide alla con­
centrazione finale di 0,1 %, e dopo 1 ora di perm anenza a tem peratura am ­
biente ( i 8 ° - 2 0 ° C )  se ne è determ inata l’attiv ità proteolitica sulla caseina. 
I risultati (Tabella II) m ostrano una liberazione m edia di 22 ,7±  1,2 |xg di 
tirosina per 100 larve, che è maggiore di circa il 35 % di quella dei rispettivi 
controlli (16,8 db 2,0 [xg tirosina per 100 larve). La differenza è statistica- 
m ente significativa (P <  0,01).
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4. -  II ^-idrossim ercuribenzoato di sodio, aggiunto a 5 lotti di acqua 
di schiusa alla concentrazione finale di 0,1 % , ha provocato una diminuzione 
m edia di circa il 30%  dell’attiv ità proteolitica sulla caseina, che è stata di 
15,9 ± 1 ,2  p,g tirosina/ioo  larve, m entre nei controlli essa era di 23,81b o,8pg- 
tirosina/ioo  larve (Tabella II). La differenza è statisticam ente significativa 
(P <  0,01).

T abella  I.

A ttiv ità  proteolitica d i acqua d i schiusa d i Physa.

Lotto Data di raccolta Larve 
per mi di acqua pg tirosina/ioo larve

1 1

A) Determinazioni su emoglobina.

1 N o v e m b re  1962 . . . .............................. 44 15,7

2 » ................................. 25 29,5

3 » ............................. ... 36 17,9

4 D ic em b re  1962 . . . . . . . . . . 23, i3 ,o

5 » i ............................. 23 1L 7

M e d ia  d= E.S. . . . 17,6 ±  3.2

B) Determinazioni su caseina.

6 Febbraio 1963 . . . . . ................ 42 17,6

7 » .................... .... 88 11,6

8 » ................................... 34 18,0

' 9 7 i 19,0

IO » ................................. 42 22,7

11 » . . ............................. 46 23,5

12 Marzo 1 9 6 3 ............................. 82 24,9

13 » . . . . . . .  . . . 38 21,1

14 ................................. 86 22,1

15 » ......................... 43 24,0

16 » ..................................... 61 24,5

Media zb E.S. . . . 20,8 zb  0,9
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5- In 3 lotti di acqua di schiusa l ’aggiunta di MgClg alla concentra­
zione finale di 0,2 % non ha affatto modificato l ’attiv ità proteolitica sulla 
caseina (Tabella II).

T a b e l l a  II.

Azione d i alcune sostanze sull'a ttività  proteolitica dell'acqua d i schiusa. 

(Attività espressa in pg tirosina/ioo larve).

Lotto Controllo Sperimentale

A) Ovomucoìde 0,1 % .

6 .................... ........................ 17,6 27,1

7 ................................. 11,6 25,5

8 ..................................... 18,0 19,6

Q ............................................. 21,1 23,5

Media A E.S. . . . 16,8 di 2,0f 22,7 ±  1,2

B) ft-Idrossimercuribenzoato di sodio 0,1 % .

1 4 ............................................. 22,2 12,6

17 ............. ............................... 24,2 20,0

1 8 ............................................. 24,5 i 5,5

^9 • • • .................... .... 21,0 14,5

20 . . ..................................... 25,0 17,0

Media d= E.S. . . . 23,8 di 0,8 15 ,9 ± L2

C) Cloruro di magnesio 0,2% .

9 ............................................... 19,2 19,2

I O ............................................................... 23,1 23,1
21 . ......................................... 30,0 30,0

Media d= E.S. . . . 24,1 ±  3>2 24,1 ±  3,2
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6. -  In 5 lotti di acqua di schiusa sono state poste delle capsule isolate 
al i° giorno dalla deposizione dalla m assa gelatinosa. Dopo circa 24 ore, alla 
tem peratura am biente di i8°C , il 75%  delle capsule m ostrava una apertura 
più o meno am pia nella « m em brana lam ellata » esterna; la « m em brana so­
lida » in terna non era apparentem ente modificata. Dove la lisi interessava una 
zona ristretta, la m em brana interna, racchiudente l ’albume, form ava u n ’ernia 
sporgente dalla apertura.

D is c u s s io n e  e c o n c l u s io n i .

Poiché gli « enzimi della schiusa » agiscono sugli involucri ovulari, la 
loro attiv ità  deve essere messa in relazione con la costituzione chim ica degli 
involucri stessi. T ra  i costituenti degli involucri sono molto diffuse le protei­
ne [9 ,10]. In corrispondenza, una secrezione di « proteasi della schiusa» 
è stata supposta per m olti gruppi anim ali [ n ,  12], e per alcuni di essi è stata 
anche dim ostrata, come per il riccio di m are (cfr. [13]), le Ascidie [14], gli 
Anfibi [15] e i Pesci [16, 17]. A  questo si aggiunge ora Physa acuta.

Caratteristiche di alcune di queste proteasi sono: (a) a ttiv ità  su diversi 
substrati, come em oglobina (in Anfibi [15]; Ascidie [14]; Physa), gelatina 
(Anfibi [15]), caseina (Ascidie [14] ; M urenoidi [16]; Physa), elastina (« corio- 
nasi»  di F undulus  [17]); (b) inibizione da 7>-idrossimercuribenzoato, che 
blocca i gruppi -S H  (Anfibi [15]; Ascidie [14]; Physa). Nelle Ascidie le p ro­
teasi di schiusa sono inibite da ovomucoide [14], che invece è inattivo per 
Anfibi [15] e P hysa : è da notare al riguardo che l’ovomucoide è una glico­
proteina, e che negli Anfibi e in Physa  gli involucri ovulari sono ricchi di 
glicoproteine (cfr. [io]). Ciò spiega perché in Physa  l’ovomucoide non solo 
non inibisce, m a pare venga idrolizzato dall’acqua di schiusa.

E molto verosimile che alla schiusa di Physa  contribuiscano altri fattori, 
oltre alle proteasi. A nzitutto  non è da escludere la presenza, nell’acqua di 
schiusa, di altri enzimi: per esempio, alla schiusa di un Ciprinoide prenderebbe 
parte la jaluronidasi [18]. Inoltre si deve tener conto della erosione degli 
involucri da parte della radula della larva, già osservata dagli A utori (cfr. [4]). 
Del resto, in diversi casi si è dim ostrato che la schiusa è dovuta alla coopera­
zione di fattori enzim atici e meccanici [9, 19]. Noi riteniam o che in Physa  
l ’erosione da parte della radula sia agevolata dalle proteasi della schiusa, le 
quali, oltre a disciogliere, almeno in parte, alcuni degli involucri (come la 
« m em brana lam ellata » delle capsule), probabilm ente indeboliscono gli altri.
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