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Sintesy g RWF durante le corivugezione di Blepharisme

“Istitute ¢ coclocie € Anatoria (omparata - Lniversitd di Pise

Nell' arbite €3 une ricerca rivolta 211’ investigazicne dei meccanismi molecolari alla
base der feromer1 corrugativi del protozoc ciliatc Blepharisme, € statc decisc di seguire
la sintesy dell’ EhE ned due momerti chiave della coniugazione: a) nelle coppie omotipi-
che ( cue cellule delle stessc mating type ), in seguito a stimolazione da parte del ge-
mone corplemertare;, b) a11' induzione 21la meiosi che si verifica solo nelle coppie ete-
rotipiche ( due cellule d1 mating type complementare ) circa 1t dopc la formazione delle
coppie stesse. Sono state approntate tecniche di estrazione e purificazione di RNA marca-
to con adenosina-h., e successiva separazione di frazioni poli(A)- e poli(A)+, quest' ul-
timc presente in qaantité compresa tra 1' 1-2% dell' RNA totale, in accordo con dati pre-
senti in letteratura per altri organismi. I1 rapporto RNA poli(A)-/poli(A)+ non sembra
subire variazioni significative curante la coniugazione. Relativamente alle coppie omoti-
piche & stato rilevato ur aumentc di attivita specifica sia nella frazione RNA poli(A)+
che poli(A)-. Inoltre sempre nelle coppie omotipiche, mediante frazionamento su gradiente
di saccarosio, € stata osservata la comparsa di un picco di radioattivita con coefficien-
te di sedimentazione compresc tre 165 e 55 sia per gli RNA poli(A)- che poli(A)+. Le di-
mensioni degli RNA sono state investigate con elettroforesi su gel di Agarosio-Urea. Me-
diante traduzione in vitro in ur sistema cell-free, preparato d2 germe di grano, & stata
possibile 1' incividuazione c¢i RNA messaggeri sia nella frazione poli(A)- che poli{A)+.

L' analisi dei prodotti ci traduzione & stata effettuata tramite fluorografia. La tap-
pa finale di tale ricerca consisteré nell' individuazione del significato biologico degli
RNA_sjntetizzati durante la coniugazione, mediante tecniche opportune tra le quali la mi-
croiniezione.
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Tecrice @I misrorenizolecicme su) ciliate Elepharisme japoricum.
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Negli uvltimi anni sonc state messe a purio tecniche di micromanipolazig
re su ciliati appartenenti al genere Paramecium (Kecizumi 74, Fuiishima et
Al. 77).11 nostro intento € stato quellc di trasferire questa tecnica sul
ciliatc Blepharisma japonicum ; la messa a punto di tale tecnica ha presen
tato notevcli difficolta dovute alla plasticita di queste cellule e alla
loro motilita.Per lavorare efficacemente si e ridoita la velccita e la pos
sibilits di mevimento dei ciliati usando una soluziore fisiologica con al
bumina allc ©,%% e utilizzande gocce ¢i volume ridsttol(C, .).Per ovviare

il
alla rapica evaporazicne ¢i tale goccia si € ricorsi all'usc di una camera
umida su cuil veriva applicato un vetrino a goccia rovesciatea. Il set ap-
prontatc permette inclire di regolare la quantitad di licuicde delles goccia.
Fer penetrare lz rembrana estremamernte plastica ocelje 5
Lz necessaric preparare micrcagni con la purta & becco ci clarino,aurerial
dcne la peretraziore. Il microzgo veriva pol ccllegalc @ un tubicine incZg
forrabile e ac¢ una sirings con micromovim2ric;tutto 1l sistermz veriva riem
pitc di olic al silicore, il microesgd vernive mcrntalc su un cicromenipelato
re cor rov.mentc ne.le tre cirezior:i. Lz rortelitz,regll esperimenti Ci
trarianto di citoplzsmz e stata del 10% per le cellule oopatrici,;ic bessa
per le accettrici. Corn la tecnica sopra descrittz interdiamo realizzare
cue tip:i di esperimenti;?) trapianti di citorlasma , di sue frazicni, di
F.N.Ah. messaggerc per idertificare quei fatteri citoplasmetici che in Ele-

cellule,e sta
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fharisrz jeporicum sonc responszbilil cell'induzicre relioticajc) trapiant:
ci recronuclel per chiarire alcure delle funzicni nucleari € cclle interz
Zicnl nucleo-citoplasmatiche, cosl importanti rella btiologia Zeji ciliati.




