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B io log ia . — N uove ricerche su lle  regolazioni nervose nelle para 
biosi f r a  em brioni d i A n fib i  a n u r i (*K N o ta  (**} d i A l d o  R o s s i , p re 
s e n ta ta  d a l C o rr isp . A . S t e f a n e l l i .

Nel presente lavoro sono s ta te  eseguite esperienze di parabiosi neurali 
dorso-dorsali e cefalo-cefaliche fra em brioni di Rana esculenta allo scopo 
di s tud iare i processi di fusione e di regolazione fra emiplacche neurali.

In  precedenti lavori (Rossi 1961 [1-2]) sono s ta te  s tu d ia te  le fusioni 
e le regolazioni fra in tere  placche neurali di em brioni di Rana esculentaì 
previa asportazione dello s tra to  dell’ependim a presuntivo, unendo i due in 
dividui in parabiosi neurale dorso-dorsale sia cefalo-cefalica che cefalo- 
caudale.

D a queste precedenti esperienze è risu lta to  che giustapponendo placche 
neurali in tere  in posiziono cefalo-cefalica si form ano due neurassi (ciascuno 
dei quali è il risu lta to  della regolazione di due em iplacche appartenen ti 
ognuna ad un  individuo differente) il cui asse dorso-ven trale  è ortogonale 
risp e tto  Tasse dorso-ven tra le  dei rispettiv i em brioni un iti in parabiosi.

Quando invece le due placche neurali vengono un ite  dorso-dorsalm ente 
e cefalo-caudalm ente si form ano due neurassi i quali risu ltano  regolati nor
m alm ente solo nella zona dove si sono fuse due p a rti s tru ttu ra lm en te  omolo
ghe; nelle re s tan ti p a r ti i due neurassi sono invece atipici perché in queste 
zone si sono fusi te rrito ri neurali s tru ttu ra lm en te  eterologhi.

D alTindagine bibliografica risu lta  che le prim e ricerche sulla fusione di 
p a r ti del sistem a nervoso sono s ta te  fa tte  da Born (1897 [3]) il quale ha o tte 
nu to  la fusione di tub i neurali di Anfibi anuri. Operando in stad i m olto 
precoci dello sviluppo em brionale si può o ttenere la form azione di un unico 
sistenjia nervoso da due abbozzi appartenen ti ad em brioni differenti: a questo 
risu lta to  sono g iun ti M angold e Seidel (1927 [4]) unendo uova di Triton , 
Gruardabassi (1946 [5]) unendo gastru le  di Petromyzon, Spem ann (1916-1918 
[6-7]),, W essel (1926 [8]), Spem ann e B autzm ann (1927 [9]), K oether (1927 [io]) 
unendo em igastrule tag liate  secondo diversi piani.

M ettendo  a d ire tto  co n ta tto  vescicole o ttiche tram ite  superfici cruente 
si ottengono fusioni e regolazioni anche in un solo occhio con p erfe tta  con
tin u ità  fra gli s tra ti omologhi di cellule nervose (A nastasi 1913 [ n ] ,  Wessel 
1926 [8], Pasquini 1927 [12], T runiger 1927 [13], D etw iler 1929 [14], Cotronei 
e Spirito  1929-1930 [15-16], Perri 1932-34 [17-18]).

O perando in stad i più tard iv i dello sviluppo em brionale, le fusioni e le 
regolazioni fra tessu ti nervosi d iventano  più difficili: in fa tti D ’A ncona e N uti 
(1936 ^[19]), Sala (1950-1951 [20-21]) hanno d im ostrato  che unendo in para-

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Anatomia comparata « G. B. Grassi» dell’Univer
sità di Roma, con i mezzi del Centro di Studio di Neuroembriologia del C.N.R.

(**) Pervenuta all’Accademia il 4 agosto 1962.
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biosi neurale em brioni di Ranae sculenta allo stadio di bottone codale, i due 
sistem i nervosi si uniscono nella m aggior p arte  dei casi essenzialm ente tram ite  
foglietti ependim ali sterili d im ostrando una tendenza alla conservazione della 
propria ind iv idualità  m orfologica e funzionale.

Che il sistem a nervoso degli Anfibi abbia notevoli capacità  regolative 
in stad i precoci dello sviluppo em brionale è chiaram ente d im ostrato  dalle 
esperienze di asportazione di p a rti (Lewis 1910 [22], D altrop  1933 [23], 
M onroy 1937 [24], Stefanelli 1947 [25], H arrison 1947 [26], P ia tt  1949 [27], 
Sibbing 1953 [28], M angold 1955 [29], Sala 1956 [30]), di rotazione e di t ra 
pian to  di territo ri neurali (Stefanelli 1947. [25], R aunich 1952 [31], B ergquist 
1955 [32]); però la regolazione delle p a rti aspo rta te  o ru o ta te  e trap ian ta te , 
varia in rapporto  allo stad io  di sviluppo e ai vari segm enti del tubo neurale 
(M onroy 1937 [24], Stefanelli 1947 [25], Sala 1956 [30]).

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

Placche neurali di Rana esculenta allo stadio 16 (tappo vitellino appena 
re tra tto  e pieghe neurale appena sollevate) secondo le tabelle di sviluppo com
pilate da M anelli e M argarito ra  (1961 [33]) (corrispondente allo stad io  13 
della Rana pipiens secondo le tabelle di sviluppo com pilate da Shum w ay 
1940 [34]) sono s ta te  com pletam ente p rivate  dello s tra to  delPependim a p re
suntivo su tu t ta  la placca neurale con l’aiu to  di capelli innestati in bacchette 
di vetro  (fig. i-A ). Q uindi con un taglio sag ittale m ediano è s ta ta  asp o rta ta

Fig. 1. -  Rappresentazione schematica dell’operazione.
A ) Placca neurale privata com p letam ente dello strato d ell’ependim a presuntivo. B) Asportazione dell’intera em iplacca  
destra. C) Posizione in cui vengono uniti i due em brioni, m m odo che le due em iplacche sin istre risultano affiancate 
m a con polarità dorso-ventrale  invertita . D ) Schem a della sezione trasversa dei due em brioni u n iti in parabiosi dorso

dorsale e cefalo cefalica.
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tu t ta  la m età destra  della placca neurale (fig. 1—B); i due em brioni con le 
placche neurali cosi operate sono s ta ti riun iti in parabiosi dorso-dorsale e 
cefalo-cefalica (fig. i-C ).

O perando in questo modo si o ttiene che la m età sin istra della placca 
neurale rim asta  in situ  di un  em brione va ad occupare la sede della m età 
destra  della placca neurale asp o rta ta  dell’altro  em brione e viceversa (fig. i-D ).

Gli em brioni operati sono s ta ti posti a coppie in cav ità  scavate nella 
paraffina e qui sono s ta ti  lasciati fino a che le ferite si sono rim arg inate . Le 
operazioni sono s ta te  eseguite in soluzione fisiologica di H o ltfre te r d ilu ita  
secondo le m odalità  descritte  in una precedente N ota di questi Rendiconti 
(Rossi 1961 [1]). Gli em brioni operati sono s ta ti fissati in Bouin acetico e le 
sezioni seriate di io  jx sono s ta te  colorate con il M allory-A zan.

D e sc r iz io n e  d e i  r is u l t a t i .

T ali parabiosi riescono con m olta difficoltà e solo in una scarsa percen
tuale di casi gli em brioni hanno sopravvissuto a ll’operazione (4 %  ca.). L a 
causa dell a lta  m o rta lità  e sem pre dovu ta alla incom pleta rim arginazione 
dei lem bi dell am pia ferita: in fa tti le superfici cruente di ciascun em brione 
invece di saldarsi fra di loro si ripiegano su se stesse, verso la cav ità  archen- 
terica. P e rtan to  il piu delle volte gli em brioni un iti dorso—dorsalm ente p re
sentano una zona di m ancata  fusione che, non rim arginandosi, è l ’inizio 
dei processi degenerativ i della coppia parabiontica.

A  causa di ciò solo tre  coppie parabiontiche sono sopravvissute, le quali 
sono s ta te  prese in esame 15 giorni dopo l ’operazione. D all’esame m acroscopico 
risu lta  che i parab ion ti operati secondo questa tecnica sono m olto simili alle 
coppie parabiontiche dorso—dorsali e cefalo—cefaliche o tten u te  unendo in tere 
placche neurali p revia asportazione dello s tra to  dell’ependim a presuntivo. 
Pertan-to i parab ion ti descritti nel presente lavoro form ano un complesso 
con una sola p arte  cefalica che ha due fossette olfattorie, due occhi e q u a ttro  
vescicole otiche.

D àto  che le coppie parabiontiche sono s ta te  fissate 15 giorni dopo l’ope
razione non si è po tu to  osservare se gli individui della coppia parab ion tica 
sarebbero s ta ti  capaci di nu trirsi da soli.

Dall esame microscopico risu lta  che solo in un caso si è realizzata la 
fusione delle due emiplacche; negli a ltri due casi le due em iplacche sono 
rim aste  ne ttam en te  separate  a causa della interposizione dei visceri dei due 
parab ion ti. In  questi due casi, anche se non si è av u ta  la fusione fra  i due 
sistem i nervosi, si sono realizzate delle condizioni di regolazione del tubo neu
rale, la cui descrizione è u tile  alla tra ttaz ione  della presente ricerca.

Nella coppia parab ion tica  in cui si sono o tten u ti risu lta ti positivi si è 
realizzata in g ran  p a rte  la fusione delle due em iplacche neurali che si sono 
regolate in modo esteso e peculiare; in fa tti si sono form ati due sistem i ner
vosi i quali cefalicam ente hanno una p arte  in comune e d iventano  progres-
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sivam ente duplici in senso caudale; l ’asse dorso-ventrale di questi due tubi 
neurali è ortogonale al comune asse ven tro -do rso -ven tra le  dei due em brioni 
un iti in parabiosi dorso-dorsale e cefalo-cefalica.

I due nuovi neurassi hanno il telencefalo e la p a rte  cefalica del dience
falo in comune; in connessione anatom ica con il telencefalo vi sono due vesci
cole o lfatto rie e in rapporto  con il diencefalo vi sono due occhi: tali organi 
di senso si trovano disposti sul lato  sinistro  rispetto  ciascun em brione unito  
in parabiosi, in corrispondenza della m ezza placca lasciata in loco (Tav. I,
figg- ! -2 ) .

II diencefalo d iven ta duplice nelle p a rti più caudali: progressivam ente si 
distinguono i due neurassi che nella regione post-in fundibolare si separano 
per un  breve tra tto . Quindi si riform a un ponte di unione rom bencefalica 
(Tavola I, figg. 5-6) ed infine i due neurassi si separano com pletam ente 
nelle regioni più caudali del rom bencefalo. I midolli spinali p resentano cefa
licam ente una discreta morfogenesi, seppure in qualche pun to  non è ancora 
pervia la cav ità  ependim ale. Più caudalm ente uno dei due midolli spinali 
ha la parete  destra  form ata in gran  p arte  da un sottile  s tra to  di cellule e ciò 
è in terp re tab ile  come un  processo rigenerativo  per la riparazione della p a rte  
asporta ta .

In  rapporto  con la identificazione e separazione dei due neurassi, pecu
liare è anche il com portam ento  delle due corde dorsali. Q uest’ultim e sono 
presenti perché con l ’operazione di ablazione della em iplacca di destra  viene 
asp o rta ta  solo una m età dell’abbozzo cordale dei due embrioni. Si constata  
p ertan to  che m entre  nella regione m esencefalo-rom bencefalica i due neu
rassi si separano, contem poraneam ente le due corde dorsali si avvicinano 
fin tan to  che si fondono in una sola corda in corrispondenza della zona di 
com pleta separazione dei due neurassi. A ndando in senso sem pre più caudale 
la corda nuovam ente si suddivide in due corde più piccole, ognuna delle quali 
è in rap p o rto  con un m idollo spinale.

Nelle precedenti esperienze di fusione e di regolazione di in tere  p lac
che neurali (Rossi 1961 [1]) si è osservato il progressivo avvicinam ento delle 
opposte corde dorsali che nelle regioni caudali della coppia parab iontica 
si fondono in u n a  sola corda quando i m idolli spinali si separano comple
tam ente.

R ito rnando  a considerare il sistem a nervoso è in teressante no tare che 
m entre  i due neurassi hanno i rispe ttiv i assi dorso-ven trale  disposti o rto 
gonalm ente rispetto  al com une asse v en tro -d o rso -v en tra le  dei due em brioni 
un iti dorso-dorsalm ente, gli infundiboli diencefalici non subiscono alcuna 
rotazione e si trovano  disposti secondo l’originale asse dorso-ventrale  dei 
rispettiv i em brioni (Tav. I, figg. 3-4).

U n  simile risu lta to  si è o tten u to  ancora nelle regolazioni fra in tere placche 
neurali un ite  dorso-dorsalm ente e cefalo-cefalicam ente: in fa tti in quelle 
esperienze si è osservato che gli infundiboli diencefalici, m algrado la localizza
zione dei loro abbozzi d iam etra lm ente opposti nelle due placche neurali, 
si sono a t t r a t t i  e fusi e si è fo rm ata una comune cavità infundibolare; tale
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cavità però rivela chiaram ente la sua duplice origine, in quan to  gli infundi
boli diencefalici conservano in a lte ra ta  la loro po larità  rispetto  l’asse dorso- 
ventrale dei propri em brioni un iti in parabiosi.

A ll’altezza del rom bencefalo vi sono q u a ttro  vescicole otiche di cui solo 
quella del la to  sinistro  di ciascun em brione ha il ganglio acustico: le vesci
cole otiche del la to  destro di ciascun em brione sono invece prive del ganglio 
acustico perché questo è s ta to  aspo rta to  insieme all’em iplacca destra  (T a
vola I, figg. 5-6).

Negli a ltri due casi presi in esame si osserva che in ogni coppia parabion- 
tica le due em iplacche rim aste  separate per interposizione dei visceri, hanno 
rigenerato la p a rte  asp o rta ta  e ciascuna ha form ato un sistem a nervoso. 
In  una delle due coppie parabiontiche si osserva che solo un neurasse è discre
tam ente conform ato, dato  che l’emiplacca rim asta  in loco si è regolata abba
stanza bene con la p a rte  rigenerata . T u tto  il neurasse rigenerato  a causa della 
compressione degli organi che lo circondano ha il proprio asse dorso-ventrale  
non coincidente con quello originale del proprio em brione per cui risu lta  
ru o ta to  rispetto  alla p ropria  corda dorsale.

Per quanto  riguarda lo sviluppo dell’a ltra  em iplacca dello stesso caso 
risu lta  che pur essendosi rigenerata  la p arte  asp o rta ta  si è form ato 
un neurasse non ben conform ato nella regione telencefalo-rom bencefalica, 
m entre abbastanza ben conform ato è il midollo spinale. Anche nell’a ltra  
coppia parab ion tica risu lta  che le due em iplacche hanno avuto  un  identico 
sviluppo.

D is c u s s io n e  d e i  r is u l t a t i .

Nelle precedenti esperienze (Rossi 1961 [1]) si è osservato che unendo 
in parabiosi neurale dorso-dorsale e cefalo-cefalica due em brioni allo stadio 
di finè gastru la  di Rana esculenta, previa asportazione dello s tra to  dell’epen- 
dim a presuntivo, si form ano due sistem i nervosi i cui assi dorso—ventrale sono 
ortogonali all’asse v en tro -do rso -ven tra le  dei due em brioni un iti in parabiosi. 
D all’esame dei da ti è risu lta to  che i due nuovi neurassi si sono form ati ognuno 
per la fusione e le regolazioni di due emiplacche g iustapposte  appartenen ti 
ciascuna ad un  em brione un ito  in parabiosi.

Anche nelle presenti esperienze si è osservato che unendo affiancate due 
erpiplacche con po larità  dorso-ven trale  invertita , ciascuna appartenen te  
ad urto dei due em brioni u n iti in parabiosi dorso-dorsale e cefalo-cefalica 
(embrioni di Rana esculenta allo stadio di fine gastru la: tappo vitellino appena 
re tra tto , inizio sollevam ento delle pieghe neurali), si form ano due sistem i 
nervosi il cui asse dorso-ven tra le  è ortogonale all’asse ventro-dorso—ventrale 
dei due em brioni un iti in parabiosi.

D ato  che le due em iplacche sono s ta te  un ite  affiancate m a con 
po larità  dorso-ven trale  in v ertita , come prim a ipotesi si po trebbe sup
porre che ogni emiplacca abbia rigenerato la p arte  destra  asp o rta ta  e che
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quindi ogni sistem a nervoso si sia form ato indipendentem ente dall’altro  
(così in fa tti è avvenuto  nei casi di m ancata fusione delle due emi- 
placche).

M a dall’esame delle sezioni seriate del caso in cui si sono fuse le due 
emiplacche, risu lta  invece che i due neurassi si sono form ati in gran parte  
per reciproca regolazione sia delle due emiplacche fuse sia delle p a rti neu- 
rali da esse rigenerate.

In fa tti i due neurassi hanno la p a rte  cefalica in comune e precisam ente 
la regione telencefalo-diencefalica, la quale per la sua s tru ttu ra  morfologica 
(vedi T avola I, figg. 1-2) è evidente che si sia form ata per la fusione e la 
regolazione delle due emiplacche: ciò d im ostra che le due em iplacche invece 
di rim anere affiancate si sono sovrapposte e in questa posizione si sono fuse 
e regolate dopo l ’operazione.

A ndando verso le regioni più caudali si osserva che il neurasse si duplica 
in due tubi neurali i quali si allon tanano  progressivam ente fra di loro: tu tto  
lascia pensare che le due em iplacche si siano fuse in una posizione a V  ad 
angolo m olto acuto  e che quindi non si trovino com pletam ente sovrapposte 
lungo tu tto  l’asse an tero -posterio re .

D a ta  la partico lare posizione delle due emiplacche, ne consegue che an 
dando in senso an tero -posterio re  restano  gradualm ente non sovrapposte delle 
p a rti delle due emiplacche: ciò potrebbe far pensare che lo sviluppo del 
sistem a nervoso in queste regioni sia avvenuto per semplice rigenerazione. 
Si osserva invece che dalla regione diencefalica a quella rom bencefalica, ogni 
emiplacca ha rigenerato, in adeguata m isura, la p arte  controlaterale la quale 
però si è regolata con l ’em iplacca dell’altro  embrione. Il m otivo per cui la 
p arte  rigenerata  non si è regolata con la propria emiplacca è dovuto alle 
m odificate condizioni s tru ttu ra li in seguito alla sovrapposizione e fusione 
delle due emiplacche.

In  definitiva si osserva che nel presente caso si sono realizzate delle 
regolazióni neprali nel tra tto  telencefalo-rom bencefalico m olto simili a quelle 
o tten u te  giustapponendo in tere placche neurali (dorso-dorsalm ente e cefalo- 
cefalicamente}: in fa tti m entre nelle precedenti ricerche ogni sistem a nervoso 
si è form ato per regolazione di due emiplacche giustapposte, nelle p re
senti esperienze, ogni sistem a nervoso si è form ato sia per reciproca rego
lazione delle p a r ti delle due em iplacche sovrapposte sia per la regolazione 
di ogni emiplacca con la con trapposta  parte  rigenerata dell’a ltra  em i
placca.

Non è escluso che du ran te  questi processi regolativi, hanno avuto  in 
fluenza anche le rispettive  corde dorsali che con la loro presenza hanno d e te r
m inato  il piano di sim m etria per la ripartiz ione dei m ateriali neurali non 
asporta ti e quelli rigenerati.

Per quanto  riguarda i due midolli spinali, appare evidente dai quadri 
istomorfologici che nei livelli più caudali, le due emiplacche non si siano 
sovrapposte e che ciascuna di esse abbia rigenerato la parte  destra  asp o rta ta  
con l ’operazione.
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C o n c l u s io n i.

Nelle presenti esperienze sono s ta ti un iti in parabiosi neurale, em brioni 
di Rana esculenta allo stadio  di fine gastru la  (tappo  vitellino appena re tra tto , 
pieghe neurali appena sollevate), allo scopo di stud iare i processi regolativi 
che si realizzano unendo affiancate due emiplacche a po larità  dorso-ventrale  
invertita , appartenen ti ciascuna ad un individuo (parabiosi dorso-dorsale 
e cefalo-cefalica), p revia asportazione del proprio s tra to  dell’ependim a pre
suntivo e deirem iplacca destra  tram ite  un taglio passan te per il piano 
sag itta le  m ediano.

D a queste esperienze è risu lta to  che le due em iplacche si sono regolate 
in m odo da form are due tub i neurali il cui asse dorso-ven tra le  è ortogonale 
all’asse ven tro -d o rso -v en tra le  dei due em brioni un iti in parabiosi.

L a formazione di questi due neurassi è dovuta alla reciproca regolazione 
sia delle p a rti fuse delle due em iplacche sovrapposte sia alla regolazione di 
ogni emiplacca con la con trapposta  parte  rigenerata  dell’a ltra  emiplacca. 
In fa tti si è osservato che a causa delle m odificate condizioni s tru ttu ra li 
determ inate  da ll’operazione, le p a r ti neurali contro la terali rigenerate non si 
sono regolate con la propria  em iplacca m a con quella dell’a ltro  embrione.
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SPIE G A Z IO N E  D ELLA  TAVOLA I

Microfotografie e rispettive rappresentazioni grafiche di sezioni successive di una 
coppia di embrioni (A e B) di Rana esculenta, uniti in parabiosi dorso-dorsale e cefalo-cefa
lica. Esperienze eseguite unendo affiancate due emiplacche sinistre con polarità dorso-ven
trale invertita.

C =  corda dorsale; G. A . =  gaglio  acustico; H y  =  infundibolo ipofisario; L .N .A . =  lato  del sistem a nervoso cor
rispondente alla em iplacca non asportata; L .R . =  lato del sistem a nervoso corrispondente alla parte neurale rigenerata; 
O.T. =  vescicola ottica.

Figg. i e 2. -  Sezione al livello del diencefalo: le due emiplacche degli embrioni A (tratteg
giato) e B (punteggiato) si sono fuse sovrapposte e si sono regolate in un unico neu- 
rasse, il quale in livelli più caudali si suddivide in due tubi neurali.

Figg. 3 e 4- ~ Sezione passante per il mesencefalo e per gli infundiboli diencefalici.

Figg. 5 e 6. -  Sezione passante per il rombencefalo.

Dall’esame delle figure 3-4 e 5-6 si osserva che ogni neurasse si è formato sia per 
la reciproca regolazione delle parti fuse delle due emiplacche sovrapposte sia per la rego
lazione di ogni emiplacca con la contrapposta parte rigenerata dell’altra emiplacca.

Ogni unità della scala in calce è uguale a 50 p .




