Stimolazione con RNA della latticodeidrogenasi
in cervelletti di embrione di pollo

Recenti ricerche di alcuni autori 14 hanno dimostrata un’azione stimolante del
RNA, aggiunto in vivo od én vilro, sulla sintesi di proteine enzimatiche e non, in varie
popolazioni cellulari.

Nel guadro delle ricerche che mi atanno effettuando nel nostre laboratorio sui
meccaniami di azione che regolano lo aviluppo e la differenziazione di cellule nervose,
abbiamo pertantc ritenuto utile Jo etudio dell’azione del RNA su tfali popolazioni
cellunlari in fase di sviluppo. Come sieterna rivelatore dell’eventuale azione di queato
composto, & atato scelto ’enzima latticodeidrogenasi di cervelletto @i embrione di
polle per le maodificazioni cinetiche, elettroforetiche e di attivitd ottimale che tale
enzima presenta col procedere delle sviluppo e della differenziazione cellulare,

I’aggiunta di RNA estratto da cervelletti i 14 giorni a colture del medesimo
orgapo in fase pill precoce di sviluppo potrebbe infatti «indurres aleune modifi-
cazioni nell’enzima lattico-deidrogenasi che fisiologicamente si verificano in wive,
I risultati di una prima serie di indagini che qui brevemente riportiamo sembrano
indicare la conferma di alcune ipotesi sopra esposte.

Materiali ¢ metodt, — Per gli esperimenti sono atati usati cervelletti di embrione
di pollo prelevati al decimo gwrno di incubazicne in stufa termostatata a 370 C,

L’ENA era estratte secondo la seguente metodica®: 40 cervelletti di embrione
di polle al 140 giorno di incubazione eranc prelevati rapidameate e posti in omoge-
neiszatore contenente 5 mM di MgCl,, e 10 v di polivinil-solfato in 5 ml di NaCl 0,9 9,
& omogeneizzati in ghisceio per 5 quindi uniti a pari volnme di fenolo saturo conte-
nente bentonite al 2 9, e posti in bagno a 65°C dove erano agitati manuvalmente
per 10°, L’agitarione era poi continuata per altri 10’ a 0°C. Dopo tale procedimento
8i eseguiva una prima centrifugazione a 3000 gpm per 30’ a 20 C; il sopranatante
ottenuto era nuovamente trattatc eon pari volume di fenolo a freddo e quindi centri-
fugato con le modalith sopra deecritte. Il sopranatante era quindi unito a pari volume
di etanole contenente acetato di potassio al 2 9 e lagciato per la tutia notte a — 150C,
8i procedeva quindi alla precipitazione del RNA eatrattc mediante centrifugazione
a 10.000 gpm per 15’. L'RNA sedimentato era nuovamente irattato eon etanolo con
le modalith sopra descritte, ¢ il materiale sedimentato rizoapeso in 1 mi di soluzione
salina isotonica. Con tale metodica si obtenevano di solito preparazioni contenenti
8-7 mg di RNA zoddisfacentemente purc.

La quantitd ¢ la purezza del’RNA cosl estratto erano valutate in base alla den-
sith ottica a 280 e 260 mM di un campione della preparazione ottenuta. Un’analisi
su ultracentrifugs di tale preparato dimostra la presenza di ire picehi prineipali cor-
rispondenti alle costanti di sedimentazione dell’RNA. Quantitd variabili di RNA
comprese tra 100 e 400 ¥ erano aggiunte a colture di cervelletti in ¢+ Eagle basal me-
dium » contenente antibiotici e poste ad incubare in stufa termostatata a 370 C con
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flusao costante di COy-al 5 9% in aria; & vari tempi dall'aggiupta dell'RNA si prele-
vavano uno o pil cervelletti per il dosaggio dell’enzima e delle proteine che eranc
effettuati seconde la metodica di Lowry s eoll. 87,

Risullati. — Coms si vede nella Fig. 1, 'RNA estratto da cervelletti di 14 giorni
ed aggiunto a colture del medesimo organo in fase pid precoce di sviluppo provoca un
aumento nell'attivitd specifica dell'enzima riferita a prove analoghe di eontrollo.
Tale aumento di attivith procede con la durata dell’incubazione essendo del 25 9
dopo 24 ore, del 48 9, dopo 48 ore & del 76 %, dopo 62 ore. Sono state complesaiva-
mente usate ¢ preparazioni diverss di RNA nei vari esperimenti eseguiti e in tutti i
casi si & ottenuta una risposta pesitiva per quanto riguarda la stimolazione sull'atti-
vitd latticodeidrogenasica.

ica

{3}
1804 —— RMNA '
------ Controllo

160-
&)

S
i

1204

-

(=]

[ }
L

% abtivita tattico defdrogenas

24 4B »
&e a'incubazione

Fig. 1. — Atiiviles inttico-deidr Hca I cervellelli di embrione di pollo iratlali con RN.A. L'attivith
ensgimatica In presenza 4 RNA {(c. 200 gamma per ml) & rHferita percentualmente & prove
analoghe di gontrollo. I numeri ira parentes! rappresentanc il numero di esperienze con-
dotte per ogni tempo indicato, Uno o pih cervellstt] delle colture di controllo e dl quelle
sperimeniall erano prelevati, lavatl con soluzione galina lmotonica, omogeneizzati e centri-
fugati a 3000 gpm per 14, Il sopranstante ottenuto ere usato per la determinarione enzi-
matica ¢ protetea. In arcigse : ore 4l Inoubazione ded cervelletti In « Eagle basal medinm »,

In taluni esperimenti sono state anche effettusts valutazioni della costante di
affinith dell'enzime per il subatrato, della atabilitd al calore ¢ del pH otftimale. La
Km dell’enzima di cervelletti trattati con RNA era paragonabile a quella dells prove
di controllo che era dell'ordine di 5. 104 M in presensa di piravato e di 1,2 . 109 M
quando valutata in presenza di latiato. Il pH ottimale di 7,8 valutato in presenzs
di tampone tris-HC) non presentava differensze aostanziali da quelle delle prove di
controllo in cui era di 7,8. L'enzima tenuto in bagne a 65° € per §° dimostrava una
perdita di attivith del 50 9, inferiore & quella delle prove di controllo che era dell's0 %,
E ancera da accertare tuttavia se questa differenza sia imputabile ad una maggiore
concentrazione proteica nelle prove sperimentali, che potrebbe influire sulla sta-
bilith del’enzima.

Oonelustone. — I primi risultati da noi qui riportati dimostrane un aumento
nell'attivitd lattico-deidrogenasica di cervelletti di embrioni di pollo di 10 giorni,
trattati con RNA estratto dai medesimi organi in fase pid avanzata di sviluppo.
Questi dati pongono una serie di quesiti ai gquali ci proponiamo di rispondere ¢ol pro-
peguimento delle ricerche in corso. L’uso di inibitori della sintesi proteica potrd per-
mettere di stabilire se i tratti di una attivazione o di una induzione enzimatios e

Adnn. Ist. Super. Soniic {(1866) 2, 417-419.
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in questo caso se il fenomeno &ia specifico per Norgano trattato ¢ per 'RNA eatratto;
prove preliminari da noi condotte con RNA estratto da altri organi e unito a cervel-
letti sembranc dimostrare una certa specificith e selettivitd di asione del RNA, L’in-
torpretazione di questi risultati richiede pertanto una indagine pid approfondita
fondats anche sull'impiego di tecniche elettroforetiche per individuare e caratteriz-
zare i diversi isoentimi earatterigtici della lattico-deidrogenasi.

Riassunto. — B stats etudista Lattivits lattico-deidrogenasica in colture di cer-
velletti di embricne di pollo traitati con RNA estratto dai medesimi organi. I risul-
tati dimostrano uns stimolazione nell’attivitd enzimatica atudiata. Sono attualmente
in corso studi allo acope di valutare se tale fenomeno ria specifico per 'organo trat-
tato e I'RNA estratto, e se si tratti di una attivagione ¢ induzione enzimatiea.

Queats ricerca & stats esegmita con un contributo del C. N. R,
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Centro di N eurobiologia
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Eﬁettl dell’insulina sulla sintesi di RNA e di lipidi
nei gangli sensitivi embrionali

E noto che linsulina esercita un’attivitd stimolante sul metabolismo dei vari
organi e tessuti sia in vitre ohe in vive. L'azione in viftro & stata anche studiata su
celinle tripsinizeate e coltivate in meszzi eintetici con il risultate pressochd costante
che 'insulina favorisce in queste condisioni il mantenimento e la crescita delle cellule
coltivate L. 2. Recentemente nel nostro laboratorio & stata siudiata 1'azione dell’insu-
lina su gangli sensitivi di embrione di polle coltivati in mezsi sintetici. Lo scopo prin-
cipale di queste ricerche era di eomparare gli eventuali effetii metabolici dell’insulina
& quelli di uno specifico fattore di crescita della cellula nervosa sensitiva e simpatica
{Nerve-Growth-Faclor)®. Nella presente nota sono riportati i risultati delle ricerche
sull’effetio dell’insulina enlla sintesi di acidi nbonuclelcl e di lipidi in gangli sensitivi
embrionali,

Parte aperimeniale. — Da embrioni di polle di 8 giorni venivano rapidaments
prelevati i gangli senaitivi. Gruppi di 20 e 30 gangli erano posti in vaschette Maximow,
contenenti 1 ml di mezzo di Eagle { Misrobiological dssociates, Bothesda, Md. cat. No.
12-103) a cui era aggiunto il precursore radioattivo. Precisamente uridina H?* (T)
{Amersham) 15 pe/ml o acetato 1,2 C%# 1,2 ye/ml {Amersham}. L’ineulina (Sigma)
era aggiunta nella dose di 0,1-1 U/ml, I campioni cosl preparati venivano poi incu-
bati a 370 C per 4-6 ore. Il pH del mezzo era mantenuto costante da un’stmosfera
contenente CO, in dose adeguata. Alla fine dell'incubagione i gangli erano prelevati
dalle vaschette e sciacquati per tre volte in NaCl al 0,9 9 freddo.

Due diverse procedure sono state wusate per il lavaggio dell'isotopo libero, Per
T'uridina : i gangli venivano posti in acido percloricoe al 6 9 -+ uridina fredda 1 mM
¢ Bucceasivamente cenfrifugati & lavati ancora in acide perclorico al 6 9, + uridina
1 mM per due volte, in acido tricloroacetico al 4 9, 4 uriding 1 mM una volta, in eta-
nolo 87 9, + NaCl 0,5M 4 uriding 1 mM una volta. Infine i gangli venivano raccolti
in 1 ml di formammide e posti in stufa a 130°C per 12 h cirea. Il residuo cosi
ottenutc veniva preparato per il conteggio della radioattivitd mediante 1'ag-
giunta di 8,86 ml di etanolo assoluto ¢ 10,4 ml di liquidi di seintillagione (N. E. 213
Nuclear Ent, G.B.).

Per 'ascetato : i gangli venivano omogeneizzati in 0,5 ml di cloroformio-etanclo
(2 : 1 v/v)t, L'acetato libero veniva rimosso dalla miacels di lipidi mediante estrazione
con un egual volume di H,O distillata, Buccessiva centrifugazione e recuperc della
fase metanolo-cloroformica, Questa procedurs veniva ripetuta tre volie,

L'estratto coel purificato ers apprestato per il conteggio della radioattivith
incorporata nei liquidi totali mediante aggiunta di etanclo e liquido di scintillazione
come wmopra. Il conteggio della radioattivitd era effettuato in uno scintillatore
s basso fondo (Liguid Scintilietion System 724 and 725. Nuslear Chicago, con
efficienza 70 9;).

Ann. Tol. Super. Bantla (1906) 2, 420-422.
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Risulloti, — Gangli sensitivi embrionali coltivati in mezzi puramente sintetici
(Eagle basal medium) vanno incontro a rapidi processi degenerativi gid chiaramente
evidenti all'osservazione istologiea dopo 24 ore di coltura. I/aggiunta di insulina al
mezzo di coltura in concentrazioni variabili da 0,1 U a 1 U/ml migliora nettamente
le condizioni di sopravvivenza dei gangli che possono cosi essere mantenuti in coltura
per periodi anche lunght di tempo senza andare incontro a lesioni degenerative. Poichd
uno dei primi segni di sofferenza delle cellule gangliari dopo qualche ora di incuba-
zione in mezzo di Eagle semplice appare essere la perdita della colorabilitd citopla-
smatica, per impoverimento del contenuto di RNA, in una prima serie d¢i esperi-
menti & stata indagata I'azione dell'ingulina suila amtesl di RNA da pa.rte dei gangli
coltivati.

Come appare nella Tab. 1 I'aggiunta di insulina al mezzo di incubazione provoea
un netto aumento nell’incorporazione di uridina H2 negli acidi ribonucleici di gangli,
Tale aumento, sempre presente nei vari esperimenti seguiti, variava tuttavia dal
+ 30 9 al 4 70 %, rispetto ai valeri ottenuti nei gangli normali,

TABELLA 1.

Aumento della Incorporarione di uridine H' negli acidi ribonucleicl
del gangll, incubati in presenza di insulina.

oro Uridina H# incorporata nslI’RNA
dl incubazione (op.m.) A

Controllo. . . . . ... ... 5 104
Ingalina . . .. .. ... .. B 321 + 609
Controllo, . . . . ... ...} 5 19
Insuling . . ... ...... 5 253 +32%
Controllo . . . . . . . .. .. 51 119
Ingalina . . . .. ...... 5 230 + 489,
Controllo, . . . .. .. ... 5 213
Ingulina . . . . . .. 5 366 o 729%

Gruppi di 30 gangll senaitivi incubatl in terreno i Eagle con uridine H#¥ (15 lle/ml). Insulina
aggiunta alla conocentrazione df 0,1 Ujml.

Per quanto questi dati relativi all'incorporasione di uridina non permettanc
di distinguere tra sintesi netta e {urnover, appare evidente comungue che 1'aggiunta
deli’ormone stimola marcatamente il metabolismoe del RNA,

Nells Tab. 2 sono riportati i dabi relativi all'incorperazione di acetato 1,2 C4
nella frazione lipidica di gangli incubati in presenza e in assenza di insuling. Come
appare dalla tabella 'incorporazione di acetate viene notevolmente stimolats dall'in-
sulina, L’effetto stimolante, statisiicamente significativo in tutti gl espenmentl
eseguiti, ha oscillazioni da + 30 % a - 80 9.

dnw, Tol, Super. Sanits (1966) 2, 420-£32,
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TABELLA 2.

Aumento della incorporazione di acetato 1.2 CY nei Hpidi
del ganghli, incubati in presenza di msulina

Ore Apetato T jncorporato nel lipidi
di inenbazione _(c.p.m.) o
Contzollo. . . . .. ... .. 4 5182
Inpulina . . . . . .. .. .. 4 85656 + 649
Controllo ., . ... 4 5377
Ingulina . . . . .. ... .. 4 7350 + 369%
Controllo, . . . .. ... .. 6 65326
Ingalina . . . . . . ... .. 8 8341 + 769%

Gruppl dt 30 gangll inoubatl in Eagle con acotato Ci4 (1,2 [(e/mily. Al termine dell’incubazione
i gangli erano prelevati, lavatl ¢ infine omogeneizzati in cloroformio-metanolo (2:1 v/v). Inmalina
aggiunta alia concentrasione 4l 0.1 U/ml.

o

Commenio., — Dal risultati di queate ricerche preliminari appare evidente che
Pinsulina esercita un’azione stimolante sul metabolismo dei gangli sensitivi embrio-
nali. Poich® i gangli stessi rappresentsno un’agglomerato di tipi cellulari diversi (cel-
lule nervose & cellule aatelliti), eaperimenti autoradiografici sono in corso onde chia-
rire ge l'effetto dell'insulina si esercita prevalentomente sui neuroni o sulle cellule
satelliti o su entrambe le popolazioni cellulari.

B interessante osservare come l'insulina, pur svolgendo un’azione trofica di
mantenimento sui gangli sensitivi embrionali, a differenza del fattore specifico di
creacita (NGF), non appare stimolare affatfo la crescita delle fibre nervose. Lo studio
comparato di queati due fattori {insulina e NGF) appare pertanto interessante allo
scopo di meglio intendere il loro meccanismo di arione.

81 ringrazia il dott. Fabrisio Cortl det Servizio 41 Radiosctopl del Laboratorl di Fislea dell’Leti-
tuto Superlore di Sanith per il valido ajuto nel contegeio dei campionl radioattivi.

Quosta ricerca & stata eseguita con un contributo del O.N.R.
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Indagini sul meccanismo di azione del testosterone: analisi
dell’ RNA indotto nella ghiandola sottomascellare del topo

Precedenti ricerche del nostro laboratorio hanno mostrato che il teatoaterone,
iniettato in topi femmine, stimola selettivamente la sintesi di aleuni enzimi ¢ proteine
biologicamente attive nella ghiandola sottomascellare 13, Nella presente nota sono
riportati i risultati di esperimenti eseguiti per analizzare la natura dell’ RNA sintetiz.
zato nella ghiandola sotte lo stimolo del testosterone.

Parte sperimentals. — Topi femmine (25 g) erano iniettati intramuscolo con ung,
dose di 2 mg di testostercne propionato. A 24 ore da tale trattamento, gruppi di
cingue animali venivano iniettati direttamente nel parenchima della ghiandola
sottomascellare con 5 microeurie cisscuno di uridina C¢ (Amershan Litd), Passate
due ore, le ghiandole erano rapidamente prelevate ed omogeneizzate in tubi di
FPotter in 5 ml di una scluzione fredda di NaCl 0,9 ¢, + MgCl, 0,001 M + polivinil-
solfato 2 y/ml. L'RNA era eatratio e purificato secondo il metodo di BCHERRER
& DARNELL 3,

Al termine di tale procedura, il grado di purezza dell’RNA eatratto era deter-
minato spettrofotometricamente caicolando il rapporto D.0.2so mp / D. O. 260 my del
campione in esamse.

I’RNA cosl ottenute veniva frazionato su gradiente lineare di saccarcsio in
NaCl 0,8 9% + MgCl, 0,001 M + polivinilsolfato 2 y/ml.

11 gradiente era preparato in tubi di plastica da § ml del Rotore 8 W 39 (8pinco)
nei quali, per mezzo di una semplice apparecchiatura, era possibile stratificare linear-
mente la soluzione di saccarosio dal 30 % al 8 %. Su tale gradiente veniva poata ung
aliquota di RNA pari a circa 200-300 ug. Alls fine della centrifugazione (4 ore & 37000
gpm) le frazioni di RNA, disposte lungo il gradiente in accordo alla costante di sedi-
mentazions, erano raceolte, forande il tubo da centrifuga alla base, o in provette per la
digeriminazione del profilo all'ultravioletio, o negli appositi conteniteri per il con-
teggio dells radioattivitd. In tal caso in ogni contenitore eran poati 15 ml di liquido
di gcintillazione di Bray ed i eampioni venivano letti al contatore per liquidi a basso
fondo (Nuelear Chicago).

Risultati. — Come gid riportato altrove in dettaglio 4, I'inijezione di teatosterone
in topi femmine provocs un notevele aumento nell'incorporagzione di precursori
marcati nell'acide ribonucleico della ghiandola sottomascellare. Negli esperimenti
gui riportati I'uridina C¢ gra somministrata in gruppi di animali controlle e in gruppi
di animali pretrattati con testosterone 2 h prima. Le ghiandole erano prelevate a 2 h
di dietanza dall'iniezione dell’isotopo.

Come rigulta dalla Tab. 1, in tutti gli esperimenti eseguiti 'incorporazione di
uridina era aumentata di cirea due volte negli sperimentali rispetto ai relativi
controlli,

Ann. Iel. Super. Sanitd (1966) 2, 423-425.
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TaBELLA 1.

Incorporazione di urldina C* nel RNA della ghiandola sottomascellare
di topo femmina normale o {rattate con testosterone

Inporporazione di uridina 't (cpmfmg RN A)
Ne esporimento Topine trattate
Controlli oon testogterone *
1 20.600 54,000
15. 300 27.200 1
3 18.750 32.400

* 2 mg, 24 & prima della somministrazione dell’uridina Cl4,

La Fig. I dimostra che il profilo U. V. del’RNA frazionato su gradiente di sacea-
rogio era molto simile nei eampioni sperimentali e nei eontrolli.
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Fig. 1. — Analial su gradientu
di  sacoarcaic  del
ENA eatratto dalls
ghisndola sottoma-
scellare d tope fem-
mdina normale o trat-
tato oon tastostera-
ne. Gradionti ineari
di secoarosio (5 a
30%) oentrifugati per
4 h a B7000 gpm.
B = Svedberg. La
massima parte del
RN A marcato & as-
soclata alla frazions
con goatante di sedi.
mentazions 43,
oul radioattivith &
doppla nel RNA dei
topl trattati con te-
stosterone.

In entrambi i casi infatti erano chiaramente distinguibili tre massimi di assor.

bimento corrispendenti rispsttivamente a 28, 18 e 4 S.

Ann. Tl Super. Senils (1966) 2, 429-425.
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Era presente incltre una notevole componente piuttosto eterogenes con costante
di sedimentazione compresa tra 45 e 28 3. Il profilo radioattivo moatrava invece
delle differenze significative tra gli sperimentali e i controlli. Come risulta dalla Fig. 1,
la massima parte dell' RNA marcato era associate alla frazione con eostante di ‘sedi-
mentazione 4 8, Tale frazione, corrispondente al transfer RNA, presentava nei cam-
pioni sperimentali una radioattivitd doppia rispette ai controlii.

Inoltre sempre negli aperimentali era possibile osservare una frazione di RNA
ad alta attivith specifica piuttosto eterogenea compresa tra 12 e 4 8.

Per quanto riguards le frazioni di RNA a pil alto peso molecolare, negli esperi-
menti esegniti non erano rilevate differenze significative tra controlli e aperimentali
relativamente alla radioattivitd incorporata.

Commento. — 1 risultati delle ricerche qui riportate sembrane indicare che la
stimolazione del testosterone nells sintesi di RNA nella ghiandola acttomascellare
8i eserciti prevalentemente su alecune categorie di RNA. In particelare il RNA a
basso pese molecolare compreso tra costanti di sedimentazione di 4 3 e 12 8 mostra
un profile nettamente diverso mei campioni sperimentali rispetto ai controlli. Tali
risultati naturalmente sone imitati dalle condizioni sperimentali usate, in particolare
dal tempo di esposizione della ghiandola al precursore marcato e dal metodo di estra-
zione & purificazione dell’'RNA dalla ghiandola stessa.

Entro questi limiti tuttavia, i risultati ottenuti suggeriscono che il testosterone
stimola selettivamente la sintesi di alcune specie molecolari di RNA nella ghiandola
sottomascellare.

Esperimenti sono ora in corso allo scopo di confrontare tra loro i prefili di RNA
mareato per vari periodi di tempo, a distanze varie dal trattamento ormonale ¢ infine
estratto a temperature diverse secondo la procedura elaborata da GEoRGIEY ¢ al. ®.

Qunesta riceres & stata cseguits con un contributo del C.N.R.

1¢ pprile 1966. AxtoNnia Livzzi, PIETRO U. ANGELETTI
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Fine analysis of mitotic intracistronic crossing-over
in Aspergillus nidulans

The mechanism of crossing-over is an old and unsolved problem and the nature of
the process leading to the genetic recombination remains one of the big mysteries of the
genetics . In particular, the discussion is still open on the following important points:

1) if, in the process of genetic recombination, a physical exchange is or is
not involved ;

2) if the intercistronic and the intracistronic recombination can be due to
the same mechanism. Intercistronic recombination is in general a reciprocal process,
intracistronic can be reciprocal or not (in the latter case it is generally called « gene
conversion »).

In the present note some results on intracistronic crossing-over in Aspergillus
nidulans are reported. Full data will be published elsewhere.

This research has been carried out on a diploid, heteroallelic for two mutations
[(pfp-16(UV) and pfp-24(N)], which determine para-fluoro-phenylalanine (PFP)
resistance.

The genetic constitution of the first chromosome of the diploid (other chromo-
somes are not relevant for the present analysis) is: e

39 02 19 20 18 24 gl 6
- ——-—————-h—\t—-’_ e e e ———— e A
su-1ad-20 ribo-1 JLH) + pro -1 -ij Kid-20 bi-1
+ +H -+ —9- + bt -
+ + P+ an-1 + ¥ =2

+ pfp-24 (N}

ptp-l6 (UV}  +

Distances have been determined by meiotic analysis 2.

pfp-24(N) was induced by HNO, ? and pfp-16(UV) by U.V. rays ?. Spontaneous
rate of back-mutation is less than 1 x 10-® for both alleles. Relative position of the
two markers has been established mitotically, since the meiotic crosses were sterile.

The diploid is PFP-resistant and recombinants can be selected by plating di-
ploid conidia on a minimal medium (MM) supplemented with aminotyrosin and
phenylanthranilic acid (AT + PA) and riboflavin ® ¢, Mitotic recombinants able to
grow on such a medium and no longer on PFP-supplemented media arise with a
frequency of 0.75 x 10-* (average of 12 experiments). Such clones are very likely
due to a recombination process, mutational events leading to wild type reversion
being at least one hundred times less frequent. Recombination is expected to have
produced diploids heterozygous for PFP-resistance.

Following a simple hypothetical model of crossing-over at four strand stage,
diploids selected on MM supplemented with AT + PA and riboflavine, have the
genotypes summarized in Table 1: genotypes 1 and 2 refer to cases in which non-
reciprocal recombination (gene conversion) has oceurred ; genotypes 3 and 4 refer
to cases in which reciprocal recombination has occurred.

Ann, Ist. Super, Sanila (1966) 2, 426-428.
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TaBLE 1.

Expected genotypes of PFP-sensitive diploid segregants from a PFP resistant

heteroallelic diploid of « Aspergillus nidulans ».

su-lad-20 ribo-1 pfp-16+ pfp-24— + pro-1 + ad-20 bi-1

+

+ pfp-16—pfp-24* an-1 + y 4 +

Assumed mechanism
of segregation

Genotype of Begregants

Gene conversion
pfp-16 (UV) to
wild type

Gene conversion
pfp-24 (N) to
wild type

Crossing-over and
segregation with

1)

2)

3)

su-lad-20 ribo-1 pfp-16+ pfp-24— + pro-1 4 ad-20 bi-1
+ + pfp-16+ pfp-24+ an-1 + y -+ -+

su-lad-20 ribo-1 pfp-16+ pfp-24+ + pro-1 + ad-20 bi-1
& + pfp-16— pfp-24+ an-1 + y + +

su-lad-20 ribo-1 pfp-16+ pfp-24— 4 pro-1 + ad-20 bi-1

a parental strand su-lad-20 ribo-1 pfp-16+ pfp-24+ an-1 + y + +
Crossing-over and )
segregation of | + + pfp-16—pip-24— + pro-1 4 ad-20 bi-1
the reciprocal su-lad-20 ribo-1 pfp-16+ pfp-24+ an-1 + y + +
strands
TaBLE 2.

Segregant types, segsitive to PFP, obtained from the heteroallelic

« pfp-16 (UV)/pfp-24 (N) » diploid.

Code of
Assumed mechanism of segregation g:;‘g‘_’r?;;gtgf Total segregants
(sce Table 1)

Gene conversion )

pfp-16 (UV) to wild type. . . . . . . .. 1 12
Gene conversion

pfp-24 (N) to wild type . . . . . 2 16
Crossing-over and segregation with a parental

strand . . . . . . .. .. « 3 Fow B 5 8 ¥ 3 1*
Crosging-over and segragatlon of the reciprocal {

strands .. . C e e e 4 10** {

9

More complex events others B

* In 13 cases the assumed pfp-16 (UV)t pfp-24 (V)T

strand was partially resistant to PFP

(although resistant to AT + PA).
** The su-lad-20 mutant allele remains in coupling with ad-20.

Ann. Ist. Super. Sanild (1966) 2, 420-428.
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In order to know the genetic constitution of chromosome I in each one of the
resulting diploids it has been necessarv to analyze the single homologous strands.
A small number of conidia from each diploid were seeded on a complete medium
(CM) ; after 24 hours microcolonies arose and a second layer of CM + PFP at the
concentration of 1.5 mM was poured on the dishes. On such «sandwich » plates the
original colonies were no longer capable of growth, but each diploid should be able
to give two types of sectors resistant to PFP : one haploid, which is selected and also
induced by PFP 5 and the other diploid simply selected by the medium.

By analysing the second-order segregant sectors, it is possible to distinguish
the two types of cross-over recombinants and the two types of gene convertants.
Moreover analysis of internal and external markers can give information on possible
negative interference and polarity during the process of recombination. The exami-
nation of different sectoring colonies can be utilized to find out if the intracistronic
crossing-over really occurs at a four strand stage and if it is a single step process.
Fifty-eight recombinants have been examined and the results can be summarized
as shown in Table 2.

Discussion and conclusions. — The results reported have clearly shown the follow-
ing facts. By selecting for intracistronic mitotic recombination in pfp cistron, two
main classes of recombinants were obtained :

1) Recombinants in which there is no segregation for distal markers. In this
case we always found one strand fully resistant to PFP and one fully sensitive. About
one half of the recombinants in the particular strain used, belong to this class, which
we call ¢ gene conversion »,

L
2) Recombinants in which it is possible to show segregation for the external
marker ribo-1. In this class two important peculiarities are very evident.

In the ten cases in which the position of su-I ad-20 can be determined, the regre-
gation of ribo-1 is never followed by the segregation of su-1 ad-20, which is external
to ribo-1. This fact, whatever might be the structure of chromosome and the molecular
mechanism of crossing-over, clearly suggests the presence of a linker ® distal to ribo-1.

Another feature is that among 21 recombinants of the crossing-over class, 13
also produce a strand which is segregant for ribe-I, but is, surprisingly, partially
resistant to PFP. This fact strongly suggests that intracistronic crossing-over is
very frequently, and possibly always, unequal, determining the production of modi-
fications in the structure of the cistron implied in the crossing-over process’.

The nature and the possible interpretation of more complex cases will be ana-
lysed elsewhere when full data will be given.

14 maggio 1966. GIORGIO MORPURGO e LAURA VOLTERRA
Laboratori di Chimica Biologica,
Centro Internazionale di Chimica Microbiologica
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Variable frequency of back-mutation in different genotypes

In a previous paper ! two strains of Aspergillus nidulans, 16N and 12N, mutant
for para-fluorophenylalanine (PFP) resistance (pfp), induced by HNO, treatment,
showed an abnormally high frequency of back-mutation. Back-mutation frequency
was in effect 6.32 x 10 plated conidia, namely about 20 times higher than forward-
mutation frequency in the whole pfp cistron. Moreover, frequency of back-mutation
could not be enhanced by any appreciable factor by treatment with U.V. rays, X rays,
HNO,, methyl-bis-8-chloroethylamine or diepoxybutane. Conditions of plating and
systems to avoid formation of revertant clones have heen previously described ?,
but here we want to emphasize the fact that our conditions give an underestimate
of the back-mutation frequency.

The present note summarizes some data on the genetical analysis of crosses
involving strain 16N, whose genetic constitution is: su-I ad-20, ribo-1, pfp, pro-1,
ad-20, bi-1, pyro-4. The first problem is obviously to show that revertants from 16N
are true back-mutants and not suppressor mutants, either extra- or intra-cistronic.
Ten independent back-mutants for pfp were crossed with strain 35 whose genetic
constitution is : paba-1, an-1, y, meth-1, nic-2, nic-8, s-12. Some millions of resulting
ascospores were plated on selective complete medium supplemented by PFP to
score pfp strains. The nurgber of resultant pfp eolonies was so low that it could be
attributed entirely to the forward-mutation frequency so showing that the site of
back-mutation is identical with the site of the mutation. Back-mutants can also be
distinguished from suppressor mutants by their phenotype with a technique describ-
ed in . 4922 revertants were phenotypically examined and all of them turned out
to be back-mutants. High frequency of back-mutation cannot be due to the presence
of a mutator gene, as forward-mutation rate tested in the back-mutants is normal.

Strains 16N was crossed with strain 35, which is sengitive to PFP, and the result-
ing ascospores seeded on complete medium supplemented by PFP. 118 recombinant
colonies resistant to PFP were chosen at random and back-mutation frequencies
were tested. Results are given in Fig. 1. Back-mutation frequency can vary by a
factor of about 40 simply by changing the genetic background.

Back-mutation frequency was also tested in six heteroallelic diploids comprising
strain 16N, whose genetic constitution relative to the pfp locus is:

pip (16N)  +
- pip (X)

Diploids were built with six different pfp-(X) strains in which the back-mutation
frequencies were less than 1 x 108, Back-mutation frequency of pfp-(16N) decreases
in all the diploids tested : on an average back-mutation frequency in the diploids
was 2.12 x 10 which is about 1/3 of the original frequency in 16N strain.
Analogous results on the decrease of back-mutation frequencies in diploids have
been obtained in diploids compriging strain 12N. These results again strongly support

Ann., Ist. Super. Sanita (1966) 2, 429-430,
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the hypothesis that frequency of back-mutation depends not only on the gene struc-
ture but also on the whole genetic constitution of the strain. Full data will be
published elsewhere.

21 P

25+

N. of strains

Fig. 1. — Back-mutation frequencies
of pfp mutation in recom-
binants derived from cross
16N > 3b.

0 2 4 6 B 101214 16 18 20 22 24 26 28 30
Mutaticn frequency x 1076

Cases of abnormally high frequencies of back-mutation have often been found in
very different organisms % %4, However, except in cases thoroughly analysed by Ya-
nofsky 4, for which a specific mutator gene is responsible (such an explanation does
not apply to the present case), there is no satisfactory explanation of such pheno-
mena. The mutationists have a strong tendency not to take into account such cases
as they are rather in disagreement with a certain kind of beautiful molecular mcdel
of the mutation, and introduce disagreeable confusion and unwished for compli-
cations. However the Authors believe that it is also necessary to study such compli-
cated things in order to avoid the building up of a very nice, but very dogmatic model
of gene mutation.

14 maggio 1966. G10RGI0 MORPURGO e CLARA CALVORI

Laboratori di Chimica Biologica,
Centro Internazionale di Chimica Microbiologica
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Effetto dell’anaerobiosi sulla coﬁ:posizione in acidi
grassi di cellule di Saccharomyces cerevisiae

ANDREASEN & STrIR ! hanno dimostrato che il lievito & incapace di crescere
in anaerobiosi a meno che si aggiunga al terreno dell’ergosterolo. E inoltre noto dai
lavori di StoniMski ? che il lievito eresciuto in anaerobiosi in presenza di ergosterolo
non & capace di respirare.

In un precedente lavoro ? & stato mostrato che in anaerobiosi in assenza di er-
gosterolo il lievito & capace di fare qualche divisione, ma che la crescita si ferma dopo
5-7 generazioni. Le cellule cosi ottenute sono prive di membrane, e non mostrano
nessuna struttura interna. L’areazione di tali cellule nelle condizioni usate per l'adat-
tamento respiratorio ? provoca la ricomparsa dei mitocondri e delle strutture interne,
pur non avendo influenza sulla respirazione 4. Nelle cellule cresciute in anaerobiosi
in presenza di ergosterolo, invece, le strutture interne sono presenti e 'adattamento
respiratorio provoca solo la ripresa funzionale dei mitocondri.

Poiché le membrane che costituiscono le strutture interne della cellula sono co-
stituite in gran parte di composti lipidiei, & sembrato interessante vedere l'influenza
dell’ergosterolo e dell’ossigeno sulla composizione in acidi grassi delle cellule di lievito.

11 ceppo di Saccharomyces cerevisiae usato nella presente ricerca ed il terreno
di coltura erano gli stessi usati nei precedenti lavori 4. Le cellule venivano prelevate
in fase stazionaria, dopo raffreddamento a 0°C di tutta la coltura, centrifugate e
lavate con acqua raffreddata a 0°C. I’adattamento respiratorio veniva eseguito come
precedentemente descritto 4.

La parte lipidica veniva estratta dalla massa cellulare per ripetute estrazioni con
un miscuglio di metanolo-cloroformio nel rapporto di 1 : 2. Il resiguo lipidico era sotto-
posto a saponificazione ed esterificazione in un’unica operazione facendo bollire a rica-
dere in metanolo contenente il 2,8 9, di acido solforico. Gli esteri metilici degli acidi
grassi erano estratti dalla soluzione metanolica precedentemente diluita 5 volte con
acqua. Le analisi gas-cromatografiche degli esteri metilici degli acidi grassi erano eseguite
con un gas-cromatografo della C. Erba (FRACTOVAP Modello C) equipaggiato con
rivelatore a ionizzazione di fiamma. Veniva utilizzata una colonna capillare in acciaio
lunga 50 m dal diametro interno di 0,5 mm. Come fase liquida si usava Apiezon L.

La quantitd di grassi estraibili contenuta nelle cellule ammontava al 20-30 9%
del peso secco e non differiva in maniera significativa nelle cellule aerobiche o anae-
robiche, sia cresciute in presenza che in assenza di ergosterolo. Nella Tabella 1 &
riportata la composizione in acidi grassi espressa come percento del totale, della
frazione lipidica di un ceppo normale e di un mutante respiratorio di Saccharomyces
cerevisiae cresciuto nelle diverse condizioni. I dati riportati sono presi da un colo
esperimento ma questo & stato ripetuto pitt volte con gli stessi risultati.

Dall’esame della tabella si pud vedere che la differenza pin sostanziale fra le cellule
cresciute in aerobiosi ed in anaerobiosi & costituita dal diverso rapporto fra acidi grassi
saturi ed insaturi. Infatti nelle cellule cresciute in anaerobiosi tale rapporto & pari
a 11,3, indicando che pii del 90 %, degli acidi grassi & saturo, mentre nelle cellule cre-
sciute in aerobiosi tale rapporto & di 0,73, cioé solo il 40 9, degli acidi grassi & saturo.

L’aerobiosi provoca inoltre una diminuzione degli acidi grassi a dodici e quat-
tordici atomi di carbonio ed un aumento di quelli a diciotto atomi di earbonio dal
17 al 28 %, cirea.

Ann, Ist., Super. Sanitd (1966) 2, 431-433.
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Da notare infine nei cromatogrammi nelle cellule aerobiche la presenza di al-
cuni pieehi X, X, Xur fra 4 e 'y, dovuti probabilmente a piccole quantitd di
acidi grassi a 17 atomi di carbonio contenenti pin doppi legami. Tali acidi grassi
spariseono in anaerobiosi, comportandosi come gli altri acidi grassi insaturi.

l’aggiunta di ergosterolo al terreno di coltura fa si che la composizione in acidi
grassi delle cellule cresciute in anaerobiosi sia simile a quella delle cellule cresciute
in aerobiosi, anzi la percentuale di saturazione ¢ addirittura pin bassa (32 9,) e la
quantita di acidi grassi a diciotto atomi di carbonio ¢ 1,7 volte quella degli acidi
grassi a diciassette atomi di earbonio, mentre nelle cellule aerobiche & circa la meta
e in quelle anaerobiche circa un terzo.

Come si pud vedere nelle colonne 22 e 43 della Tabella 1, 'adattamento respi-
ratorio nelle condizioni in euni si ha la completa risintesi degli enzimi respiratori,
non provoea variazioni sensibili nella composizione degli acidi grassi.

Nelle ultime tre colonne & riportata la composizione in acidi grassi di cellule
di mutanti respiratori (petite colonie) cresciute nelle stesse condizioni di coltura in-
dicate. Questo ceppo, pur essendo privo di gran parte degli enzimi respiratori? si
comporta dal punto di vista della composizione in acidi grassi esattamente nello
stesso modo del ceppo normale.

I presenti risultati confermano le conclusioni dei precedenti lavori * che la
mancata ecrescita in anaerobiosi ed il conseguente effetto dell’ergosterolo siano le-
gati al metabolismo dei lipidi ed alla sintesi delle membrane, pinttosto che alla man-
anza «degli enzimi respiratori.

Inoltre i presenti dati sembrano indicare che nella cellula 'ossigeno ha la fun-
zione di mantenere un certo equilibrio tra acidi grassi saturi ed insaturi, prevenendo
la riduzione dei doppi legami. Il trasferimento di elettroni dal substrato all’ossigeno
in questo caso deve segnire una via diversa da quella dei ecitocromi in quanto ¢ fun-
zionante anche nel mutante « pefite colonie, il quale pur essendo privo di citocromo-
ossidasi richiede ossigeno o ergosterolo per la crescita.

Poich¢ evidentemente una certa quantitd di acidi grassi insaturi ¢ necessaria
alla crescita della cellula, queafzn. 81 ferma quando in ambiente anaerobico fortemente
riducente tutti gli acidi grassi sono saturi. La funzione dell’ergosterolo potrebbe
essere quella di inibire in qualche modo la 1iduzione dei doppi legami, per esempio
intrappolando il nicotinammide-di-nucleotide-fosfato ridotto e favorendo in questo
modo il mantenimento del giusto rapporto fra acidi grassi saturi ed insaturi, e la
sintesi di quelli a piit alto numero i atomi di carbonio.

Si ringrazia il sig. Gianni Lanzi per l'assistenza tecnica.

(Questo lavoro ¢ stato parzialmente finanziato da un contributo del CNR.
Grappo diretto dal Prof. . Tecce.
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