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Biologia. — Regolazioni nervose nelle parabiosi fra embrioni
di Bufo bufo ¢ & Rana esculenta ®. Nota ©” di ALpo Rossi, pre-
sentata dal Corrisp. A. STEFANELLI.

Nelle precedenti Note comparse su questi « Rendiconti» (Rossi 1961
[1-2], 1962 [3]), sono state descritte esperienzédi regolazione fra placche neu-
rali di Anfibi anuri della stessa specie ottenute unendo in parabiosi neurale
dorso—dorsale embrioni di Rana esculenta, previa asportazione dello strato
dell’ependima presuntivo.

Da queste precedenti ricerche & risultato che operando in stadi precoci
dello sviluppo embrionale (stadio di fine gastrula: tappo vitellino appena
retratto e pieghe neurali appena sollevate) i due sistemi nervosi si fondono
intimamente, con continuitd fra gli strati omologhi di cellule e di fibre nervose
e si regolano in un modo del tutto particolare.

Infatti quando le due emiplacche sono giustapposte con lo stesso orien-
tamento antero—posteriore (parabiosi dorso-dorsale e cefalo—cefalica) si sono
formati due sistemi nervosi il cui asse dorso-ventrale risulta ortogonale al-
I’asse dorso—ventrale di ciascun embrione unito in parabiosi neurale (Rossi 1961
[1]). Lo sviluppo di tali sistemi nervosi si & spiegato ritenendo che ognuno
di essi si sia formato per regolazione di due emiplache giustapposte appar-
tenenti ognuna alla placca neurale di ciascun embrione unito in parabiosi.

Da ricerche successive (Rossi 1961 [2]) & risultato che unendo dorso—
dorsalmente le due placche neurali ma con I'asse cefalo-caudale invertito,
si formano ugualmente due nuovi sistemi nervosi che perd sono in gran parte
atipici, a causa delle sensibili differenze morfologiche tra le regioni contrap-
poste delle due emiplacche; tuttavia ciascun nuovo sistema nervoso presenta
una parte ben regolata (rombencefalo). Questo risultato si ¢ spiegato tenendo
conto del fatto che le coppie di emiplacche essendo state unite con [’asse
cefalo—caudale invertito, si sono potute regolare normalmente solo dove si
sono fuse delle parti neurali strutturalmente omologhe.

Da recenti ricerche (Rossi 1962 [3]) & risultato che simili fenomeni re-
golativi si ottengono semplicemente affiancando due emiplacche neurali, con
'polaritd dorso—ventrale invertita, ciascuna appartenente ad un embrione
(parabiosi neurale dorso—dorsale, cefalo—cefalica, previa asportazione da
ogni sistema nervoso dell’emiplacca destra tramite un taglio passante per
il piano sagittale mediano e ablazione dello strato dell’ependima presuntivo
dall’emiplacca sinistra). In queste esperienze si & osservato che la formazione
dei due nuovi sistemi nervosi & dovuta sia alla reciproca regolazione delle

(¥) Lavoro eseguito nell'Istituto di Anatomia comparata «G. B. Grassi» dell’ Uni-
versitd di Roma, con i mezzi del Centro di Studio di Neuroembriologia del C.N.R.
(**) Nella seduta del 12 gennaio 1963.
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parti delle due emiplacche che si sono fuse sia alla regolazione di ogni emi-
placca con la contrapposta parte rigenerata dell’altra emiplacca.

Tutte le parabiosi neurali eseguite nelle precedenti esperienze sono state
eseguite, come sopra detto, unendo embrioni di Anfibi anuri della stessa
specie (Rana esculenta): quindi data l'uguaglianza morfologica fra i neu-
roblasti dei due parabionti, non & stato possibile dare finora una dimostra-
zione visibile dei fenomeni regolativi che si attuano fra le emiplacche giu-
stapposte e che portano alla formazione di sistemi nervosi il cui asse dorso—
ventrale risulta ortogonale rispetto al normale asse dorso-ventrale dei ri-
spettivi embrioni uniti in parabiosi.

Pertanto allo scopo di dare una visibile dimostrazione delle fusioni e
delle regolazioni fra le coppie di emiplacche giustapposte, nelle presenti
esperienze sono state eseguite delle parabiosi neurali unendo due placche
neurali appartenenti ad Anfibi anuri di differenti specie i cui rispettivi
neuroblasti si differenziassero per evidenti caratteri morfologici. Per tanto
avvalendosi delle- differenze morfologiche fra i neuroblasti, si possono piu
facilmente definire nei nuovi sistemi nervosi, i limiti fra le due emiplacche
fuse e regolate.

MATERIALE E METODO.

Placche neurali di Rana esculenta allo stadio 16 (tappo vitellino appena
retratto e pieghe neurali appena sollevate) secondo le tabelle di sviluppo
compilate da'Manelli e Margaritora (1961[4]) e placche neurali di Bufo bufo
allo stadio 12-13 (tappo vitellino appena retratto e pieghe neurali appena
sollevate) secondo le tabelle di sviluppo di Rossi (1958 [5]), sono state com-
pletamente private dello strato dell’ependima presuntivo, con laiuto di
capelli innestati in bacchette di vetro. Gli embrioni cosi operati sono stati
uniti a coppie in parabiosi neurale eteroplastica (Bufo bufo + Rana esculenta),
dorso-dorsale e cefalo—cefalica. Le operazioni sono state eseguite in solu-
zione Holtfreter diluita. Sono state eseguite complessivamente 20 para-
biosi di cui dieci sono state prese in esame: le coppie parabiontiche sono
state prese in esame tra 7 e 15 giorni dopo l'operazione. Come fissativo si
¢ usato tanto il Bouin quanto il Goldschmitt. Le sezioni seriate di 7 & sono
state colorate con il Mallory—Azan oppure con I’ematossilina ferrica.

DESCRIZIONE DEI RISULTATI.

Gli embrioni di Rana esculenta e quelli di Bufo bufo uniti in parabiosi
eteroplastica si saldano intimamente fra di loro tramite un continuo strato
di ectoderma.) Nei primi tre giorni, gli embrioni si sviluppano senza mani-
festare evidenti alterazioni morfogenetiche. Successivamente pero l'em-
brione di Bufo si accresce e si sviluppa in lunghezza pit rapidamente di
quello di Rana: di conseguenza i territori dell’embrione di Rana che si tro-

6, — RENDICONTI 1963, Vol. XXXIV, fasc. 1.
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vano ad immediato contatto con quelli di Bufo subiscono delle alterazioni
provocate dalla trazione esercitata dai tessuti del rospo che si sviluppano
pili rapidamente.

Circa dieci giorni dopo l'operazione si riscontrano i primi sintomi di
incompatibilita fra I'embrione di Rana e quello di Bufo ed in conseguenza
di cio diverse coppie parabiontiche sono andate perdute. Non in tutti i casi
i fenomeni di incompatibilita si sono manifestati nello stesso tempo, per cui
alcune coppie si sono discretamente sviluppate fin 15 giorni dopo 'operazione.

E noto dalla bibliografia che i fenomeni di incompatibility di zpo em-
brionale (Cotronei e Spirito 1929 [6], 1930 [7-8-9], 1931 [10], 1936 [11]) che
si stabiliscono fra questi due Anuri sono dovuti fondamentalmente alla
maggior velenosita dell’embrione di Bufo rispetto a quello della Rana (By-
tinski-Salz 1928 [12], Roth 1949 [13]).

L’esame microscopico & stato eseguito su dieci coppie parabiontiche
che sono state fissate da 7'a 15 giorni dopo 'operazione; quattro casi presi
in esame tra 10 e 15 giorni dopo l'operazione sono i pil interessanti ai fini
del presente lavoro perché'a tale data il sistema nervoso ha raggiunto un
discreto grado di differenziamento. ,

L’esame microscopico ¢ stato facilitato dalle differenze morfologiche
dei due sistemi nervosi uniti in parabiosi. Dato che lo sviluppo del Bufo bufo
¢ piu rapido di quello della Rana esculenta, si nota che nel sistema nervoso
del rospo si ha un rapido riassorbimento delle placchette vitelline nei neu-
roblasti e una precoce comparsa della sostanza bianca, mentre nella rana,
a paritd di tempo, i neuroblasti sono ancora ricchi di placchette vitelline
ed & pil tardiva la formazione della sostanza bianca. Inoltre i neuroblasti
di Bufo bufo hanno nuclei piu piccoli di quelli della Rana esculenta e a parita
di unita di superfice vi sono pilt neuroblasti di rospo che quelli di rana; in-
fine-fra i neuroblasti di rospo vi & pili pigmento che fra quelli di rana.

In tutti e quattro i casi presi in esame fra 10 e 15 giorni dopo 'opera-
zione si nota che i sistemi nervosi della Rana esculenta e del Bufo bufo si
sono intimamente fusi'fra di loro (vedi fig. 1).

A causa della differente grandezza della placca neurale del Bufo bufo
e di quella della Rana esculenta & risultato che non si sono uniti, punto su
punto, tutti i territori strutturalrnente omologhl fra di loro. Per tanto & av-
venuto che il telencefalo della rana si ¢ fuso con. il diencefalo del rospo e che
il diencefalo della rana si & fuso con il mesencefalo o con il rombenecefalo
del rospo. In tutti i casi si & avuta una estesa fusione dei due midolli spinali
ed in una coppia si ¢ realizzata una fusione fra due regioni diencefalo-mesen-
cefaliche contrapposte.

Di conseguenza si osserva che dove si sono fusi territori neurali etero-
loghi' si sono formati dei neurassi strutturalmente organo—chimerici costi-
tuiti in parte da territori neurali di rana e in parte da quelli di rospo. Nelle
regioni pitt caudali invece, dove si & realizzato I'appaiamento di territori
neurali strutturalmente pit affini (rmdolh spinali), si & avuta la formazione
di due sistemi nervosi normali, il cui asse dorso—ventrale & ortogonale rispetto
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all’asse dorso-ventrale dei rispettivi embrioni uniti in parabiosi. I’esame
istologico conferma che questi sistemi nervosi sono formati per la meti da
cellule di rana e per la metd da cellule di rospo.

Particolarmente interessante ai fini della presente ricerca ¢ il caso dove
si ¢ realizzata una tipica regolazione fra i due sistemi nervosi al livello del
diencefalo. Qui si osserva (vedi fig. 1) che le pareti alari di ciascun sistema
nervoso, invece di saldarsi medialmente, sono rimaste divaricate. a causa
della presenza dell’altro sistema nervoso ad esso giustapposto.

Si osserva chiaramente che le pareti alari di ciascun sistema nervoso,
essendo rimaste in buona parte divaricate, si sono fuse e regolate ciascuna
con le rispettive pareti alari dell’altro sistema nervoso ad esso giustapposto.

Similmente ai casi descritti in precedenti Note (Rossi 1961 [1-2], 1962 [3]).
si osserva anche nelle presenti esperienze che gli infundiboli diencefalici di
ciascun sistema nervoso mantengono un normale orientamento, mentre
i due neurassi diencefalici che si sono formati per regolazione delle coppie
di pareti alari (appartenenti 'una al sistema nervoso della rana e l'altra a
quella del rospo), si sono fuse e regolate, formando neurassi disposti orto-
gonalmente all’asse dorso-ventrale di ciascun embrione unito in parabiosi
dorso—dorsale.

In un caso infine si & osservato che mentre i due nuovi sistemi nervosi
progressivamente si allontanano l'uno dall’altro, le corde del Bufo bufo e
della Rana esculenta si avvicinano ed infine si fondono in un’unica corda;
identici risultati sono stati osservati piu volte in precedenti personali ri-
cerche giustapponendo sistemi nervosi di embrioni della stessa specie (Raza
esculenta).

DISCUSSIONE DEI RISULTATI.

I risultati della presente ricerca, eseguita unendo in parabiosi dorso—
dorsale e’ cefalo cefalica placche neurali di embrioni di Anfibi;anuri di dif-
ferente specie (Bufo bufo + Rana esculenta), previa asportazione dello strato
dell’ependima presuntivo, hanno ulteriormente confermato e completato i
risultati ottenuti nelle personali precedenti ricerche fatte sullo stesso
argomento. , :

Innanzitutto, i dati ottenuti nel presente lavoro hanno confermato
che allo stadio di fine gastrula (tappo vitellino appena retratto e pieghe neu-
rali appena sollevate) i neuroblasti dei due sistemi nervosi giustapposti
si uniscono, in perfetta conformitd con la legge di Born.

Si ¢ confermato altresi che dato il tipo particolare di parabiosi neurale
dorso~dorsale, ciascuna placca neurale non si pud sviluppare regolarmente
poiche Pemiplacca destra non pud saldarsi medialmente con la propria emi-
placca di sinistra, a causa dell’ostacolo creato dall’altra: placca neurale con-
trapposta: ne consegue che in ambedue i sistemi nervosi uniti in parabiosi,
le rispettive emiplacche restano divaricate ortogonalmente rispetto all’asse
dorso—ventrale di ciascun embrione unito in parabiosi e in questa posizione
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si fondono con le emiplacche dell’altro sistema nervoso giustapposto: si in-
tuisce pertanto come le coppie di emiplacche (corrispondenti l'una alla parete
alare destra di un sistema nervoso e l'altra alla parete alare sinistra del-
I'altro sistema nervoso) si possano regolare in un sistema nervoso il cui asse
dorso—ventrale ¢ ortogonale rispetto all’asse dorso—ventrale di ciascun embrione
della coppia parabiontica.

L’insieme dei risultati ottenuti nelle precedenti ricerche (Rossi 1961
[1-2] Rossi 1962 [3]) e nel presente lavoro, ci permettono ora di dare alcune
positive interpretazioni intorno ai processi regolativi che si realizzano fra
placche neurali unite in parabiosi neurale. Condizione principale affinché due
emiplacche giustapposte si possano vicendevolmente regolare in un normale
sistema nervoso (il cui asse dorso-ventrale risulta ortogonale rispetto al nor-
male asse dorso—ventrale di ciascun embrione unito in parabiosi) ¢ che esse
siano state unite con lo stesso orientamento antero—posteriore in modo tale
da far coincidere, punto su punto, coppie di territori neurali struttural-
mente omologhi (Rossi 1961 [1]).

Se due territori neurali omologhi vengono uniti dorso—dorsalmente ma
con I'asse antero—posteriore invertito (Rossi 1961 [2]), essi ugualmente si re-
golano e si sviluppano in quella parte del tubo neurale che & ad essi com-
petente, il cui asse dorso-ventrale risulta sempre ortogonale, rispetto al
normale asse dorso-ventrale di ciascun embrione unito in parabiosi: tutta-
via questa parte del tubo neurale non ha una polarita cefalo—caudale e la
sua struttura macroscopica presenta vari gradi di perfezione morfologica.

Infatti quando due territori omologhi vengono uniti dorso—dorsalmen-
te con l'asse antero-posteriore invertito pud accadere che la parte cefa-
lica dell'uno si fonda e si regoli con la parte caudale dell’altro e viceversa,
mentre le parti mediali si fondono e si regolano fra di loro. Ne consegue che
le parti mediane dei rispettivi territori neurali ~omologhi, essendo strut-
turalmente molto affini si regolano molto meglio delle parti cefaliche fuse
con le parti caudali, perche laffinita strutturale di quest’ultime & pit lon-
'tana. Pertanto la parte del tubo neurale che si forma dalla regolazione di due
territori neurali omologhi, uniti con I’asse antero—posteriore invertito, presenta
la parte mediale strutturalmente pit perfetta delle due parti estreme, le quali
morfologicamente si assomigliano: ¢ facile intuire che la parte del neurasse
che si sviluppa per regolazione di due territori neurali omologhi, uniti con I'asse
antero—posteriore invertito, non abbia una propria polarita cefalo—caudale.

Se due placche neurali, giustapposte dorso-dorsalmente con lo stesso
orientamento antero—posteriore, si fondono in modo tale che si vengono ad
unire territori neurali eterologhi fra di loro (come si ¢ verificato nelle pre-
senti esperienze), si formano neurassi che strutturalmente sono ergano—chi-
merici; poich¢ in questo caso i rispettivi territori neurali eterologhi appar-
tengono a placche neurali di Anfibi anuri di specie differente, si formano
neurassi che sono contemporaneamente organo-specie—chimerici.

Identici risultati si ottengono unendo dorso-dorsalmente placche neu-
rali, ma con I'asse antero—posteriore invertito (Rossi 1961 [2]): in tal modo
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si vengono a fondere in generale territori eterologhi fra di loro e causalmente,
in un sol punto, territori omologhi tra di loro. Come sopradetto se si fon-
dono territori omologhi con I’asse antero—posteriore invertito, questi si
regolano e formano quella parte del tubo neurale che & ad essi competente,
mentre in tutti gli altri punti dove si fondono territori eterologhi, si formano
neurassi che strutturalmente sono organo—chimerici.

CONCLUSIONI.

Nelle presenti esperienze sono state unite in parabiosi dorso—dorsale
e cefalo—cefalica placche neurali di Rana esculenta con placche neurali di
Bufo buffo, previa asportazione dello strato dell’ependima presuntivo, ambedue
appartenenti ad embrioni operati allo stadio di fine gastrula (tappo vitellino
appena retratto e pieghe neurali appena sollevate).

Scopo della ricerca & stato quello di dare una visibile dimostrazione
dei fenomeni regolativi che avvengono fra placche neurali unite dorso—dor-
salmente, avvalendosi delle differenze morfologiche peculiari dei sistemi
nervosi dei due Anfibi anuri.

Da questa ricerca ¢ risultato evidente che quando due placche neurali
vengono unite dorso—dorsalmente e cefalo—cefalicamente, le rispettive emi-
placche restano divaricate ortogonalmente rispetto all’asse dorso—ventrale di
ciascun embrione e in quella posizione si fondono e si regolano con le emiplac-
che giustapposte dell’altro sistema nervoso: pertanto da ogni coppia di emi-
placche giustapposte si sviluppa un sistema nervoso il cui asse dorso—ven-
trale & ovviamente ortogonale a quello di ciascun embrione unito in para-
biosi dorso—dorsale.

Si ¢ confermato infine che la prlnc1pale condizione affinché due terri-
tori neurali contrapposti si' possano regolare in una struttura unitaria nor-
male & che essi siano morfologicamente omologhi; quando invece si fondono
due territori neurali eterologhi, si formano sempre delle strutture neurali
la cui regolazione porta alla formazione di una struttura mista (strutture
neurali organo—chimeriche e organo—specie—chimeriche).
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SPIEGAZIONE DELLA TAVOLA I

Microfotografia e rispettiva rappresentazione grafica di una sezione seriata al livello
del diencefalo, dei sistemi nervosi di Rana esculenta e di Bufo bufo uniti in parabiosi dorso—
dorsale e cefalo—cefalica.

Figg. 1-2: Si osserva che le pareti alari di ciascun sistema nervoso (Bufo bufo trat-
teggiato e Rana esculenta punteggiato) sono rimaste in gran parte divaricate e in questa
posizione si sono fuse e regolate con le pareti alari dell’altro sistema nervoso giustapposto.

B. = Bujo bufo; ot. = vescicola otica; R. = Rana esculenta.

Ogni unita della scala in calce alla tavola & uguale a 50 .






