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LOCALIZZAZIONE ISTOCHIMICA DELL'UREA NEL TALLO
DI PARMELIA CAPERATA (LICHENES)

Riassunto — Nel tallo di Parmelia caperata, 'urea, localizzata istochimicamente
attraverso la specifica reazione con lo xantidrolo, si accumula nel simbionte algale.

La definizione del metodo topochimico, effettuata dagli autori, conferma alcuni
discussi aspetti della teoria dell’ureasi.

Abstract — Histochemical localization of urea in Parmelia caperata (Lichenes) thalli.
In Parmelia caperata thalli, the urea, observed through the specific xanthydrol reac-
tion, occurs only in the algal partner.

Our standardized method confirms some debated aspects of the urease theory.
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INTRODUZIONE

Il trasferimento di nutrienti nei licheni sembra regolato da un’in-
teressante azione reciproca tra urea, ureasi e certi composti tipici
del metabolismo secondario lichenico noti come sostanze licheniche.

La comune presenza dell’'ureasi nei licheni e la capacita del mi-
cobionte di sintetizzare urea, costituiscono le osservazioni fondamen-
tali che hanno consentito di sviluppare la cosiddetta teoria dell’u-
reasi (AHMADJIAN, 1966). Secondo questa teoria i prodotti dell’idrolisi
dell’urea, CO2 e NH3, influenzerebbero il metabolismo del ficobion-
te favorendo il mantenimento dello stato simbiotico.

La CO2 determinerebbe un aumento dell’attivita fotosintetica del-
I’alga, mentre I’'NH3 potrebbe essere usata nella sintesi di aminoaci-
di inducendo una rapida mobilizzazione dei carboidrati, cosi come
si pud osservare in culture pure di Chlorella (SYRETT, 1962). In que-
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sto modo, nei licheni, durante i periodi di attiva crescita del tallo,
in primavera ed in autunno, potrebbe esistere un meccanismo attra-
verso cui il fungo aumenterebbe il flusso di nutrienti dall’alga (BLanco
et al., 1984).

L’attiva scuola spagnola di biologia lichenica (Lichen Team) di-
retta da VIceNnTE (in bibl.) ha ulteriormente approfondito questo mec-
canismo proponendone la regolazione da parte delle sostanze liche-
niche (VicentE e CIiFueNTEs, 1979; VicenTg, 1985).

Sono queste, fondamentalmente, esteri di sostanze fenoliche che
sebbene appartenenti al metabolismo secondario del fungo, in gene-
re dipendono per la loro sintesi dalla presenza dell’alga simbionte
che ne caratterizza la specificita (CULBERSON e AHMADIIAN, 1980).

SmitH (1980) ha sollevato alcuni dubbi sulla teoria dell’ureasi
rilevando, sostanzialmente, la scarsita di evidenze sperimentali ed
il carattere speculativo delle affermazioni degli autori che se ne so-
no occupati.

A queste osservazioni ha fatto riscontro una notevole quantita
di pubblicazioni posteriori al 1980 (recensiti da RicHarDsoN, 1985;
ViIceNTE, 1985; LEGaz, 1985; HONEGGER, 1986) che hanno fornito nuovi
ed importanti dati sperimentali.

Scopo del presente lavoro € quello di contribuire al chiarimento
di uno degli aspetti della teoria dell’'ureasi ancora irrisolto, la loca-
lizzazione dell'urea nei talli.

A tale scopo, attraverso l'impiego di tecniche istochimiche pro-
prie dell’esperienza degli autori, sono state condotte ricerche su tal-
li di Parmelia caperata nell’ambito di un piti ampio programma sul-
l'uso di tali metodiche nella biologia lichenica.

MATERIALE E METODI

Talli di Parmelia caperata (L.) Ach., epifiti su alberi di olivo, so-
no stati raccolti nei mesi di Febbraio e Ottobre 1987 e 1988 nei din-
torni di Rapallo (GE), nella Liguria orientale, all’altitudine di 120 m.

Per le successive preparazioni del materiale sono state usate le
estremita dei lobi tallini, dove pit accentuati sono i fenomeni di
crescita e di attiva divisione algale (AuMADJIAN, 1966).

Allo scopo di localizzare i depositi di urea & stato usato il meto-
do di Gomorr (1952), modificato da LiLLie (1965) e adattato dagli au-
tori al particolare materiale vegetale impiegato.

Piccoli pezzi di tallo (1X1 cm) erano posti per diversi periodi
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di tempo (7-10-15-20-30 giorni) in una soluzione al 5% di xantidrolo
in acido acetico-etanolo (2:1) a basse temperature varianti da —60
a 0°C.

Dopo abbondante lavaggio in acqua, dai campioni sono state ot-
tenute delle sezioni di 20 pm di spessore al microtomo criostato.

Una serie di sezioni, montate in acqua, € stata direttamente os-
servata al microscopio Leitz 22 EB, un’altra serie & stata disidratata
in alcool e montata in balsamo prima dell’osservazione.

Una terza serie di campioni, dopo fissazione in xantidrolo 5%,
¢ stata preparata per l'inclusione in paraffina ed in metacrilato di
glicole (JB4, Polyscience Inc.).

RISULTATI E DISCUSSIONE

L'urea precipita sotto forma di cristalli giallo-bruni di xantidrol-
urea, in una soluzione di xantidrolo in acido acetico (Gomorr, 1952).

La reazione ¢ l'unica realmente specifica per 'urea (Gomori, 1952;
LiLLie, 1965; PEARsSE, 1985).

Come gia rilevato da Gomorr (1952), in istochimica 1'uso di que-
sto test & limitato dalla severita dei danni alle strutture istologiche
operate dal solvente e dalla lentezza con cui l'urea reagisce con il
reattivo. Questo fatto determina consistenti fenomeni di diluizione
e di dislocazione dell’urea, molto diffusibile, che comportano una
diminuzione della sensibilita della reazione ed una localizzazione ap-
prossimativa nei tessuti.

Allo scopo di evitare tali inconvenienti LiLLIE (1965) raccomanda
I'immersione dei campioni in ghiaccio secco, seguita dalla fissazione
in una mistura alcool-acetica di xantidrolo a —25°C per 14 giorni.

In questo modo si eviterebbe la diffusione dell’urea, in quanto
i tessuti si scongelerebbero solo al momento della penetrazione del
fissativo, ancora liquido a basse temperature.

Nel presente lavoro sono state seguite tali indicazioni, trovando
che la temperatura di —10°C e la fissazione limitata a 7-10 giorni
sono gli accorgimenti piu idonei per ottenere i risultati migliori.

Temperature inferiori limitano la sensibilita della reazione, men-
tre temperature superiori comportano una cattiva conservazione dei
tessuti che ostacola una corretta osservazione.

Cristalli bruni di xantidrol-urea sono osservabili in sezioni otte-
nute al microtomo criostato, direttamente montate in acqua o disi-
dratate e montate in balsamo.
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L’infiltrazione con paraffina, consigliata da Gomorr (1952), dimi-
nuisce la sensibilita della reazione, in quanto parte dei cristalli ven-
gono solubilizzati.

L’infiltrazione con resine idrosolubili (JB4) rimuove completa-
mente i cristalli.

Dai nostri risultati appare che la reazione per l'urea & positiva
solamente nello strato algale del tallo eteromero di P. caperata (Fig.
1). Precipitati giallo-bruni sono visibili all’interno della cellula alga-
le, nello spazio compreso tra la parete cellulare ed il cloroplasto
centrale, presumibilmente nel citoplasma, contratto per le severe con-
dizioni di fissazione (Figg. 2, 3). La reazione & negativa negli altri
compartimenti tallini occupati dal solo fungo.

I nostri risultati rendono valida l'ipotesi di LeEcaz (1985). Per que-
sto autore l'urea sarebbe principalmente prodotta dall’alga per idro-
lisi dell’arginina, traslocata dal fungo.

Del resto il nostro dato coincide anche con il risultato ottenuto
da Legaz e ViceNnTE (1981) in Evernia prunastri, dove l’attivita ureasi-
ca & praticamente ristretta (93%) al solo ficobionte.

Un'ultima osservazione riguarda la positivita della reazione re-
lativamente ai periodi di raccolta.

I campioni raccolti in autunno dimostrano una spiccata positivi-
ta alla reazione con lo xantidrolo, mentre quelli raccolti in primave-
ra presentano una reattivita pitt modesta.

Anche questo dato concorda con le osservazioni effettuate da
alcuni autori spagnoli (LEGAz et al., 1982; Branco, 1983) che mostra-
no come a partire dall’autunno fino alla fine dell’inverno si verifica
in Evernia prunastri una caduta del contenuto di aminoacidi liberi,
indicante una carenza di azoto che innescherebbe il meccanismo com-
pensativo dell’attivita ureasica (AHMADJIAN, 1966).

In conclusione il nostro lavoro rappresenta la prima evidenza
istochimica della localizzazione dell’'urea nel tallo lichenico, ottenu-
ta attraverso la definizione del metodo modificato da LiLLiE (1965).

Fig. 1 - Sezione trasversale del tallo di Parmelia caperata. 1 precipitati giallo-bruni
di xantidrol-urea sono distribuiti uniformemente in tutto lo strato algale. Il cor-
tex inferiore appare nero per la presenza di pigmenti scuri. 25X.

Fig. 2 - Sezione trasversale del tallo di P. caperata. Ingrandimento della precedente
mostrante la localizzazione nella cellula algale. 100X.

Fig. 3 - Sezione trasversale del tallo di P. caperata. Osservazione in microscopia fluo-

rescente. Sul cloroplasto, autofluorescente, appaiono addossati i precipitati cri-
stallini, neri e non fluorescenti. 100X.
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