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Biologia. — Nuwove ricerche sulle regolazioni mervose nelle para-
biosi fra embrioni di Anfibi anuri®. Nota ™ di Arpo Rossi, pre-
sentata dal Corrisp. A. STEFANELLL

Nel presente lavoro sono state eseguite esperienze di parabiosi neurali
dorso—dorsali e cefalo—cefaliche fra embrioni di Rana esculenta allo scopo
di studiare i processi di fusione e di regolazione fra emiplacche neurali.

In precedenti lavori (Rossi 1961 [1-2]) sono state studiate le fusioni
e le regolazioni fra intere placche neurali di embrioni di Rana esculenta,
previa asportazione dello strato dell’ependima presuntivo, unendo i due in-
dividui in parabiosi neurale dorso—dorsale sia cefalo—cefalica che cefalo-
caudale.

Da queste precedenti esperienze ¢ risultato che giustapponendo placche
neurali intere in posizione cefalo—cefalica si formano due neurassi (ciascuno
dei quali e il risultato della regolazione di due emiplacche appartenenti
ognuna ad un individuo differente) il cui asse dorso—ventrale & ortogonale
rispetto ’asse dorso—ventrale dei rispettivi embrioni uniti in parabiosi.

Quando invece le due placche neurali vengono unite dorso—dorsalmente
e cefalo—caudalmente si formano due neurassi i quali risultano regolati nor-
malmente solo nella zona dove si sono fuse due parti strutturalmente omolo-
ghe; nelle restanti parti i due neurassi sono invece atipici perché in queste
zone si sono fusi territori neurali strutturalmente eterologhi.

Dall’indagine bibliografica risulta che le prime ricerche sulla fusione di
parti del sistema nervoso sono state fatte da Born (1897 [3]) il quale ha otte-
nuto la fusione di tubi neurali di Anfibi anuri. Operando in stadi molto
precoci dello sviluppo embrionale si pud ottenere la formazione di un unico
sistema nervoso da due abbozzi appartenenti ad embrioni differenti: a questo
risultato sono giunti Mangold e Seidel (1927 [4]) unendo uova di 77ifor,
Guardabassi (1946 [5]) unendo gastrule di Petromyzon, Spemann (1916-1918
[6-71), Wessel (1926 [8]), Spemann e Bautzmann (1927 [9]), Koether (1927 [10])
unendo emigastrule tagliate secondo diversi piani.

Mettendo a diretto contatto vescicole ottiche tramite superfici cruente
si ottengono fusioni e regolazioni anche in un solo occhio con perfetta con-
tinuitd fra gli strati omologhi di cellule nervose (Anastasi 1913 [11], Wessel
1926 [8], Pasquini 1927 [12], Truniger 1927 [13], Detwiler 1929 [14], Cotronei
e Spirito 1929-1930 [15-16], Perri 1932-34 [17-18]).

Operando in stadi pitt tardivi dello sviluppo embrionale, le fusioni e le
regolazioni fra tessuti nervosi diventano pit difficili: infatti D’Ancona e Nuti
(1936 [19]), Sala (1950-1951 [20—21]) hanno dimostrato che unendo in para-

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Anatomia comparata «G. B. Grassi» dell’Univer-
sith 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 embrioni di Ranae sculenia allo stadio di bottone codale, i due
sistemi nervosi si uniscono nella maggior parte dei casi essenzialmente tramite
foglietti ependimali sterili dimostrando una tendenza alla conservazione della
propria individualita morfologica e funzionale.

Che il sistema nervoso degli Anfibi abbia notevoli capacitd regolative
in stadi precoci dello sviluppo embrionale & chiaramente dimostrato dalle
esperienze di asportazione di parti (Lewis 1910 [22], Daltrop 1933 [23],
Monroy 1937 [24], Stefanelli 1947 [25], Harrison 1947 [26], Piatt 1949 [27],
Sibbing 1953 [28], Mangold 193535 [29], Sala 1956 [30]), di rotazione e di tra-
pianto di territori neurali (Stefanelli 1947 [25], Raunich 1952 [31], Bergquist
1955 [32]); pero la regolazione delle parti asportate o ruotate e trapiantate,
varia in rapporto allo stadio di sviluppo e ai vari segmenti del tubo neurale
(Monroy 1937 [24], Stefanelli 1947 [25], Sala 1956 [30]).

MATERIALE E METODO.

Placche neurali di Rana esculenta allo stadio 16 (tappo vitellino appena
retratto e pieghe neurale appena sollevate) secondo le tabelle di sviluppo com-
pilate da Manelli e Margaritora (1961 [33]) (corrispondente allo stadio 13
della Rana pipiens secondo le tabelle di sviluppo compilate da Shumway
1940 [34]) sono state completamente private dello strato dell’ependima pre-
suntivo su tutta la placca neurale con ’aiuto di capelli innestati in bacchette
di vetro (fig. 1-A). Quindi con un taglio sagittale mediano ¢ stata asportata

Fig. 1. — Rappresentazione schematica dell’operazione.

A) Placca neurale privata completamente dello strato dell’ependima presuntivo., B) Asportazione dell'intera emiplacca

destra. C) Posizione in cui vengono uniti i due embrioni, in modo che le due emiplacche sinistre risultano affiancate

ma con polarita dorso-ventrale invertita. D) Schema della sezione trasversa dei due embrioni uniti in parabiosi dorso~
dorsale e cefalo cefalica. :
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tutta la meta destra della placca neurale (fig. 1-B); i due embrioni con le
placche neurali cosi operate sono stati riuniti in parabiosi dorso—dorsale e
cefalo—cefalica (fig. 1-C).

Operando in questo modo si ottiene che la meta sinistra della placca
neurale rimasta ¢z situ di un embrione va ad occupare la sede della meta
destra della placca neurale asportata dell’altro embrione e viceversa (fig. 1-D).

Gli embrioni operati sono stati posti a coppie in cavitd scavate nella
paraffina e qui sono stati lasciati fino a che le ferite si sono rimarginate. Le
operazioni sono state eseguite in soluzione fisiologica di Holtfreter diluita
secondo le modalita descritte in una precedente Nota di questi Rendiconti
(Rossi 1961 [1]). Gli embrioni operati sono stati fissati in Bouin acetico e le
sezioni seriate di 10 @ sono state colorate con il Mallory—Azan.

DESCRIZIONE DEI RISULTATI.

Tali parabiosi riescono con molta difficoltd e solo in una scarsa percen-
tuale di casi gli embrioni hanno sopravvissuto all’operazione (4° ca.). La
causa dell’alta mortalitd & sempre dovuta alla incompleta rimarginazione
dei lembi dell’ampia ferita: infatti le superfici cruente di ciascun embrione
invece di saldarsi fra di loro si ripiegano su se stesse, verso la cavity archen-
terica. Pertanto il pitt delle volte gli embrioni uniti dorso—dorsalmente pre-
sentano una zona di mancata fusione che, non rimarginandosi, & I’inizio
dei processi degenerativi della coppia parabiontica.

A causa di cio solo tre coppie parabiontiche sono sopravvissute, le quali
sono state prese in esame 15 giorni dopo I'operazione. Dall’esame macroscopico
risulta che i parabionti operati secondo questa tecnica sono molto simili alle
coppie parabiontiche dorso—dorsali e cefalo—cefaliche ottenute unendo intere
placche neurali previa asportazione dello strato dell’ ependima presuntivo.
Pertan'to i parabionti descritti nel presente lavoro formano un complesso
con una sola parte cefalica che ha due fossette olfattorie, due occhi e quattro
vescicole otiche.

Dato che le coppie parabiontiche sono state fissate 15 giorni dopo T'ope-
razione non si & potuto osservare se gli individui della coppia parabiontica
sarebbero stati capaci di nutrirsi da soli.

Dall’esame microscopico risulta che solo in un caso si & realizzata la
fusmne delle due emiplacche; negli altri due casi le due emiplacche sono
rimaste nettamente separate a causa della interposizione dei visceri dei due
parabionti. In questi due casi, anche se non si & avuta la fusione fra i due
sistemi nervosi, si sono realizzate delle condizioni di regolazione del tubo neu-
rale, la cui descrizione & utile alla trattazione della presente ricerca.

Nella coppia parabiontica in cui si sono ottenuti risultati positivi si &
realizzata in gran parte la fusione delle due emiplacche neurali che si sono
regolate in modo esteso e peculiare; infatti sisono formati due sistemi ner-
vosi i quali cefalicamente hanno una parte in comune e diventano progres-
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sivamente duplici in senso caudale; ’asse dorso—ventrale di questi due tubi
neurali ¢ ortogonale al comune asse ventro—dorso—ventrale dei due embrioni
uniti in parabiosi dorso—dorsale e cefalo—cefalica.

I due nuovi neurassi hanno il telencefalo e la parte cefalica del dience-
falo in comune; in connessione anatomica con il telencefalo vi sono due vesci-
cole olfattorie e in rapporto con il diencefalo vi sono due occhi: tali organi
di senso si trovano disposti sul lato sinistro rispetto ciascun embrione unito
in parabiosi, in corrispondenza della mezza placca lasciata 7z Joco (Tav. I,
figg. 1-2).

Il diencefalo diventa duplice nelle parti pitt caudali: progressivamente si
distinguono i due neurassi che nella regione post-infundibolare si separano
per un breve tratto. Quindi si riforma un ponte di unione rombencefalica
(Tavola I, figg. 5-6) ed infine i due neurassi si separano completamente
nelle regioni piti caudali del rombencefalo. I midolli spinali presentano cefa-
licamente una discreta morfogenesi, seppure in qualche punto non & ancora
pervia la cavitd ependimale. Pit caudalmente uno dei due midolli spinali
ha la parete destra formata in gran parte da un sottile strato di cellule e cid
¢ interpretabile come un processo rigenerativo per la riparazione della parte
asportata.

In rapporto con la identificazione e separazione dei due neurassi, pecu-
liare ¢ anche il comportamento delle due corde dorsali. Quest’ultime sono
presenti perché con 'operazione di ablazione della emiplacca di destra viene
asportata solo una meta dell’abbozzo cordale dei due embrioni. Si constata
pertanto che mentre nella regione mesencefalo—rombencefalica i due neu-
rassi si separano, contemporaneamente le due corde dorsali si avvicinano
fin tanto che si fondono in una sola corda in corrispondenza della zona di
completa separazione dei due neurassi. Andando in senso sempre pilt caudale
la corda nuovamente si suddivide in due corde piti piccole, ognuna delle quali
¢ in rapporto con un midollo spinale.

Nelle‘prec‘edenti esperienze di fusione e di regolazione di intere plac-
che neurali (Rossi 1961 [1]) si & osservato il progressivo avvicinamento delle
opposte corde ‘dorsali che nelle regioni caudali della coppia parabiontica
si fondono in una sola corda quando i midolli spinali si separano comple-
tamente.

Ritornando a considerare il sistema nervoso ¢ interessante notare che
mentre i due neurassi hanno i rispettivi assi dorso—ventrale disposti orto-
gonalmente rispetto al comune asse ventro—dorso—ventrale dei due embrioni
uniti dorso—dorsalmente, gli infundiboli diencefalici non subiscono alcuna
rotazione e si trovano disposti secondo l’originale asse dorso—ventrale dei
rispettivi embrioni (Tav. I, figg. 3—4).

Un simile risultato si & ottenuto ancora nelle regolazioni fra intere placche
neurali unite dorso—dorsalmente e cefalo—cefalicamente: infatti in quelle
esperienze si € osservato che gli infundiboli diencefalici, malgrado la localizza-
zione dei loro abbozzi diametralmente opposti nelle due placche neurali,
si sono attratti e fusi e si & formata una comune cavitd infundibolare; tale
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cavita pero6 rivela chiaramente la sua duplice origine, in quanto gli infundi-
boli diencefalici conservano inalterata la loro polarita rispetto 1'asse dorso—
ventrale dei propri embrioni uniti in parabiosi.

All’altezza del rombencefalo vi sono quattro vescicole otiche di cui solo
quella del lato sinistro di ciascun embrione ha il ganglio acustico: le vesci-
cole otiche del lato destro di ciascun embrione sono invece prive del ganglio
acustico perché questo ¢ stato asportato insieme all’emiplacca destra (Ta-
vola I, figg. 5-6).

Negli altri due casi presi in esame si osserva che in ogni coppia parabion-
tica le due emiplacche rimaste separate per interposizione dei visceri, hanno
rigenerato la parte asportata e ciascuna ha formato un sistema nervoso.
In una delle due coppie parabiontiche si osserva che solo un neurasse & discre-
tamente conformato, dato che I’emiplacca rimasta 77 Joco si & regolata abba-
stanza bene con la parte rigenerata. Tutto 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 embrione per cui risulta
ruotato rispetto alla propria corda dorsale.

Per quanto riguarda lo sviluppo dell’altra emiplacca dello stesso caso
risulta che pur essendosi rigenerata la parte asportata si & formato
un neurasse non ben conformato nella regione telencefalo—rombencefalica,
mentre abbastanza ben conformato ¢& il midollo spinale. Anche nell’altra
coppia parabiontica risulta che le due emiplacche hanno avuto un identico
sviluppo. '

DISCUSSIONE DEI RISULTATI.

Nelle precedenti esperienze (Rossi 1961 [1]) si & osservato che unendo
in parabiosi neurale dorso—dorsale e cefalo—cefalica due embrioni allo stadio
di finé gastrula di Rana esculenta, previa asportazione dello strato dell’epen-
dima presuntivo, si formano due sistemi nervosi i cui assi dorso—ventrale sono
ortogonali all’asse ventro—dorso—ventrale dei due embrioni uniti in parabiosi.
Dall’esame dei dati & risultato che i due nuovi neurassi si sono formati ognuno
per la fusione e le regolazioni di due emiplacche giustapposte appartenenti
ciascuna ad un embrione unito in parabiosi.

Anche nelle presenti esperienze si & osservato che unendo affiancate due
emiplacche con polaritd dorso—ventrale invertita, ciascuna appartenente
ad uno dei due embrioni uniti in parabiosi dorso—dorsale e cefalo—cefalica
(embrioni di Rana esculenta allo stadio di fine gastrula: tappo vitellino appena
retratto, inizio sollevamento delle pieghe neurali), si formano due sistemi
nervosi il cui asse dorso—ventrale & ortogonale all’asse ventro—dorso—ventrale
dei due embrioni uniti in parabiosi.

Dato che le due emiplacche sono state unite affiancate ma con
polaritd dorso—ventrale invertita, come prima ipotesi si potrebbe sup-
porre che ogni emiplacca abbia rigenerato la parte destra asportata e che
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quindi ogni sistema nervoso si sia formato indipendentemente dall’altro
(cosi infatti ¢ avvenuto nei casi di mancata fusione delle due emi-
placche).

Ma dall’esame delle sezioni seriate del caso in cui si sono fuse le due
emiplacche, risulta invece che i due neurassi si sono formati in gran parte
per reciproca regolazione sia delle due emiplacche fuse sia delle parti neu-
rali da esse rigenerate.

Infatti i due neurassi hanno la parte cefalica in comune e precisamente
la regione telencefalo—diencefalica, la quale per la sua struttura morfologica
(vedi Tavola I, figg. 1—2) ¢ evidente che si sia formata per la fusione e la
regolazione delle due emiplacche: cid dimostra che le due emiplacche invece
di rimanere affiancate si sono sovrapposte e in questa posizione si sono fuse
e regolate dopo l'operazione.

Andando verso le regioni piu caudali si osserva che il neurasse si duplica
in due tubi neurali i quali si allontanano progressivamente fra di loro: tutto
lascia pensare che le due emiplacche si siano fuse in una posizione a V ad
angolo molto acuto e che quindi non si trovino completamente sovrapposte
lungo tutto ’asse antero—posteriore.

Data la particolare posizione delle due emiplacche, ne consegue che an-
dando in.senso antero—posteriore restano gradualmente non sovrapposte delle
parti delle due emiplacche: cid potrebbe far pensare che lo sviluppo del
sistema nervoso in queste regioni sia avvenuto per semplice rigenerazione.
Si osserva invece che dalla regione diencefalica a quella rombencefalica, ogni
emiplacca ha rigenerato, in adeguata misura, la parte controlaterale la quale
perd si & regolata con I'emiplacca dell’altro embrione. Il motivo per cui la
parte rigenerata non si ¢ regolata con la propria emiplacca & dovuto alle
modificate condizioni strutturali in seguito alla sovrapposizione e fusione
delle due emiplacche.

In definitiva si osserva che nel presente caso si sono realizzate delle
regolazioni neurah nel tratto telencefalo—rombencefalico molto simili a quelle
ottenute giustapponendo intere placche neurali (dorso—dorsalmente e cefalo—
cefalicamente): infatti mentre nelle precedenti ricerche ogni sistema nervoso
si & formato per regolazione di due emiplacche giustapposte, nelle pre-
senti esperienze, ogni sistema nervoso si ¢ formato sia per reciproca rego-
lazione delle parti delle due emiplacche sovrapposte sia per la regolazione
di ogni emiplacca con la contrapposta parte rigenerata dell’altra emi-
placca.

Non ¢ escluso che durante questi processi regolativi, hanno avuto in-
fluenza anche le rispettive corde dorsali che con la loro presenza hanno deter-
minato il piano di simmetria per la ripartizione dei materiali neurali non
asportati e quelli rigenerati.

Per quanto riguarda i due midolli spinali, appare evidente dai quadri
istomorfologici che nei livelli piti caudali, le due emiplacche non si siano
sovrapposte e che ciascuna di esse abbia rigenerato la parte destra asportata
con l'operazione.
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CONCLUSIONI.

Nelle presenti esperienze sono stati uniti in parabiosi neurale, embrioni
di Rana esculenta allo stadio di fine gastrula (tappo vitellino appena retratto,
pieghe neurali appena sollevate), allo scopo di studiare i processi regolativi
che si realizzano unendo affiancate due emiplacche a polarita dorso—ventrale
invertita, appartenenti ciascuna ad un individuo (parabiosi dorso—dorsale
e cefalo—cefalica), previa asportazione del proprio strato dell’ependima pre-
suntivo e dell’emiplacca destra tramite un taglio passante per il piano
sagittale mediano.

Da queste esperienze & risultato che le due emiplacche si sono regolate
in modo da formare due tubi neurali il cui asse dorso—ventrale ¢ ortogonale
all’asse ventro—dorso—ventrale dei due embrioni uniti in parabiosi.

La formazione di questi due neurassi ¢ dovuta alla reciproca regolazione
sia delle parti fuse delle due emiplacche sovrapposte sia alla regolazione di
ogni emiplacca con la contrapposta parte rigenerata dell’altra emiplacca.
Infatti si & osservato che a causa delle modificate condizioni strutturali
determinate dall’operazione, le parti neurali controlaterali rigenerate non si
sono regolate con la propria emiplacca ma con quella dell’altro embrione.
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SPIEGAZIONE DELLA TAVOLA 1

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 polarita dorso-ven-
trale invertita.

C = corda dorsale; G. A. = gaglio acustico; Hy = infundibolo ipofisario; L.N.A. = lato del sistema nervoso cor-

rispondente alla emiplacca non asportata; L.R. = lato del sistema nervoso corrispondente alla parte neurale rigenerata;
O.T. = vescicola ottica.

Figg. 1 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 pit 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 & 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 unita della scala in calce & uguale a 50 p.






