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Biologia. — Z’azione del cervello sulla rigenerazione delle gonadi
di Dugesia lugubris ©. Nota ©” di Luisa Braxpr ed Evrvezio Gai-
RARDELLI, presentata dal Corrisp. P. Pasquini.

I fattori della rigenerazione degli organi genitali nelle planarie sono meno
noti di quelli del differenziamento degli occhi e del faringe (Wolff e Lender (V).
Tentativi per studiare i fattori che inducono la rigenerazione delle gonadi
sono stati fatti da Vandel (), il quale aveva supposto che esistesse una rela-
zione tra la rigenerazione delle gonadi, particolarmente dei testicoli, e quella
dell’apparato copulatore. Questa ipotesi ¢ stata ripresa da Fedecka—Bruner 3,
la quale ha dimostrato recentemente che I’apparato copulatore di Dugesia
lugubris pud rigenerare nel moncone posteriore soltanto dopo che tutta la
regione anteriore s’¢ riformata. IL’apparecchio copulatore tuttavia non si
rigenera nemmeno in presenza della regione anteriore quando questa sia
stata precedentemente irradiata con raggi X e cid si pud spiegare sia con il
fatto che la regione codale contiene troppo pochi neoblasti, sia ammettendo
che per effetto della radiazione vengano a mancare i prodotti di secrezione
delle gonadi.

Vi sono state notevoli difficoltd nel determinare il ruolo delle secrezioni
testicolari sulla rigenerazione dell’apparecchio copulatore. Questa difficolta
poteva essere superata approfittando della presenza in alcune specie, di razze
sessuate ed asessuate. Cosi Kenk 4 innestando la regione anteriore di una
razza sessuata di Dugesia tigrina alla regione posteriore di una razza asessuata,
ha potuto ottenere, dopo alcuni mesi dall’operazione, la comparsa nella re-
gione posteriore dei testicoli e degli organi copulatori. Esperienze analoghe
sono state fatte da Okugawa ) su Dugesia gonocephala. Questo autore, ha
potuto ottenere con il metodo di innesto la comparsa di testicoli e dell’apparato
copulatore nel frammento posteriore asessuato, ma non & invece riuscito a

(¥) Istituto di.Zoologia della Universita di Bologna diretto dal prof. E. Vannini ed
Istituto di Zoologia della Universith di Trieste diretto dal prof. E. Ghirardelli. Indagine
eseguita con un contributo del C.N.R.

(**) Pervenuta all’Accademia il 17 luglio 1963.
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provocare la comparsa delle gonadi in individui asessuati allevati in acqua
con P'aggiunta di un omogenato ottenuto tritando finemente esemplari della
razza sessuata. Inoltre in alcuni casi di innesto il frammento sessuato non
ha indotto la comparsa delle gonadi in quello posteriore asessuato; anzi nel
primo si ¢ avuta la degenerazione dell’apparato genitale.

Queste esperienze tendono a dimostrare che i testicoli hanno un’azione
induttrice nella formazione dell’apparato copulatore. Riferendosi agli espe-
rimenti di innesti ora citati, Wolff e Lender ® non escludono perd che gli
apparati riproduttori che si formano nella parte asessuata possano essere
originati da neoblasti migrati in tale regione dalla parte sessuata. In questi
processi rigenerativi deve avere, comunque, una notevole importanza la re-
gione anteriore con tutta una catena di induzioni e di differenziazioni che,
secondo Lender ©, avrebbero il loro punto di origine nel cervello.

Un gradiente antero—posteriore del potere rigeneratore della testa, che
Brondsted (” ha definito « time graded regeneration field », & stato messo
in evidenza da questo ultimo in diverse specie e confermato anche da Pasquini,
Ghirardelli e Rusticali ®® e da Pasquini, Ghirardelli e Lesi-Massari (9 con
‘esperienze di rigenerazione su dischetti isolati dal corpo delle Planarie. La
diversita delle azioni induttrici ai diversi livelli é. stata anche dimostrata
dalle brillanti esperienze di culture 7z vitro dei blastemi anteriori e po-
steriori fatte dalla Sengel (*,

Oltre alle azioni induttrici, vi sono perd anche azioni inibitrici dimostrate
da varii Autori; tra cui Chevtchenko ™ e lo stesso Lender **. In sostanza
si & visto che ciascuna regione del corpo di una planaria intera inibisce il dif-
ferenziamento di una regione omologa, innestata nel territorio corrispon-
dente. A questo proposito, uno di noi ha notato un’azione inibitrice nella
rigenerazione degli occhi sopranumerari di Dugesia lugubris da parte degli
occhi gia presenti (Ghirardelli e Tasselli (13)),
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~ Azioni inibitrici nei processi rigenerativi si possono ottenere anche usando
alcune sostanze chimiche.

Particolarmente significativi i risultati di Liotti *9. Egli, trattando con
fenilisopropilamina (nota in commercio come «simpamina ») monconi po-
steriori di differente lunghezza di Dugesia lugubris, otteneva in un’alta per-
centuale di casi la mancata rigenerazione del capo. A proposito della rigene-
razione di questa parte del corpo il primo segno del differenziamento del bla-
stema anteriore ¢ dato dalla comparsa delle due macchie oculari che pud
essere simultanea o non. Cio6 dipende, secondo Bondi s’ e Lender e Gripou )
da una diversa lunghezza dei tronchi nervosi rimasti ¢z sizu dopo il taglio.
La comparsa degli occhi ¢ anche il segno della avvenuta rigenerazione del
cervello.

Solo nel caso che i monconi siano messi a rigenerare in presenza di omo-
genato di testa, si puo avere la rigenerazione degli occhi senza che sia rigenerato
il cervello, perché nell'omogenato sono simultaneamente presenti le sostanze
induttrici degli occhi e quelle inibitrici del cervello (Wolff e Lender ™).

Una eccellente rassegna critica sui fenomeni di rigenerazione in Planaria
si deve a Lender 7, al quale rimandiamo per ulteriori notizie sull’argomento.

Nel corso di ricerche sulla determinazione regionale delle gonadi in diversi
animali ermafroditi, si stanno indagando presso gli Istituti di Zoologia di Bo-
logna e di Trieste anche i fattori che inducono i neoblasti delle Planarie a
differenziarsi in senso maschile o in senso femminile.

Nel corso di queste ricerche Grasso *® aveva visto che dopo la decapi-
tazione effettuata in modo da asportare anche gli ovari, nel moncone po-
steriore i testicoli regredivano rapidamente fino a scomparire. Quando, poi,
nel giro di una quindicina di giorni, la regione cefalica con il cervello e gli
occhi era rigenerata, si riformavano anche gli ovari e i testicoli. Nei mon-
coni anteriori delle planarie, ottenuti con il taglio dietro agli ovari, gli organi
genitali femminili e maschili non degenerano mai (Nobili ¢#9)). Tutto cid
ha fatto supporre al Grasso I'esistenza di un’azione induttrice della regione
‘anteriore e del cervello sulla maturazione degli  elementi germinali.

L’interesse del reperto ci ha indotto ad allestire una serie di esperienze
dirette a precisare se effettivamente la regressione dei testicoli ottenuta da
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Grasso fosse da imputare alla assenza della regione cefalica o se pitt sempli-
cemente fosse legata a processi morfallattici e di migrazione di neoblasti che
seguono al taglio. Il maggiore ostacolo era rappresentato dalla difficolty
di impedire nei monconi posteriori la rigenerazione della testa (Lender ().
Abbiamo pensato perd che la tecnica escogitata da Liotti () potesse essere
utilmente impiegata a questo scopo. Effettivamente, trattando con simpamina
alcuni lotti di Planarie decapitate si & visto che in un’alta percentuale di
casi si riusciva ad inibire la rigenerazione dei monconi posteriori, che per-
tanto non riformavano la testa: su 120 planarie operate, solo 30 I’hanno
riformata. La rigenerazione manca sempre se il taglio ¢ fatto posteriormente
al faringe.

E stata impiegata la Simpamina Recordati in fiale da mg 10, diluita in
2000 cc di acqua di fonte in modo da ottenere una concentrazione di mg 0,5 in
100 cc di acqua. Il numero dei casi in cui si ha la rigenerazione secondo Liotti
¢ tanto pilit elevato quanto meno estesa & la parte asportata anteriormente.
Noi pero abbiamo sempre operato separando la parte asportata anteriormente
da quella posteriore con un taglio fatto davanti al faringe, che percid non
era leso. Questo per conservare il pit1 possibile la regione genitale maschile e
per vedere se pur in assenza del capo e del cervello fosse possibile la ricosti-
tuzione degli ovari in un territorio non troppo lontano dalla loro sede natu-
rale ed abituale.

Le planarie operate hanno soggiornato in soluzione di simpamina per
3 giorni, avendo cura di rinnovarla ogni giorno, poi sono state passate in acqua
presa dalle vasche del giardino dell'Istituto di Bologna. Alcuni esemplari,
per controllo, sono stati tagliati in due monconi nell’identica maniera, senza
perd sottoporli all’azione della simpamina.

Abbiamo condotto tutto I’esperimento in ambiente a 18° C, avendo notato
che temperature maggiori potevano favorire la necrosi delle planarie. Gli
esemplari sono stati fissati in Lang ) (modificato da Leghissa) e colorati con
ematossilina—eosina.

L’esame istologico dei monconi posteriori trattati con simpamina ha messo
in evidenza, a 35 giorni dall’intervento, che i testicoli mostrano evidenti segni
degenerativi (Fig. 1), la ferita & perfettamente cicatrizzata, il blastema non
¢ ancora evidente, mentre & gid ben differenziato nei controlli non trattati
con simpamina.

Dopo 8 giorni I'atrofia dei testicoli & completa e il blastema rigenerativo
presente ma non differenziato, mentre nei controlli il suo differenziamento
¢ abbastanza progredito.

Al 12° giorno i processi rigenerativi negli esemplari in cui non si & rifor-
mato il capo si sono ormai arrestati. L’aspetto degli animali acefali rimane

-

(®»HOH .. .. .... cc 100
NaCl . . ... ... gr 5
HgCl. . . . . .. .. gr 1o
CHCOOH ..... cc 3

Etile-uretano . . . . gr 3
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poi immodificato, ed anche ad oltre un mese dall’avvenuta cicatrizzazione della
ferita anteriore non si riforma I'apparato genitale. Tutto al pit in corrispon-
denza dei preesistenti testicoli si osservano talvolta piccoli noduli di elementi
cellulari che presentano indubbi caratteri di spermatogoni, ma non riescono a
maturare ulteriormente (Fig. 2). Non si nota mai la rigenerazione degli ovari.

Invece nel monconi posteriori non trattati con simpamina, dopo una
ventina di giorni sono presenti tante gli ovari ben sv1luppat1 che testicoli
maturi. Costantemente la rigenerazione degli ovari & preceduta dalla com-
parsa degli occhi, segno questo dell’avvenuta rigenerazione del cervello.. Al
fine di accertare se effettivamente la mancata rigenerazione delle gonadi sia
dovuta’ all’assenza del capo o non piuttosto all’azione della simpamina, &
stato studiato il comportamento dei monconi cefalici ottenuti con il taglio
gia sopra descritto, che pure erano stati fatti soggiornare per tre giorni in
soluzione di simpamina.

L’unica differenza riscontrata tra questi e i rispettivi controlli non trat-
tati ¢ data da una maggiore lentezza nella formazione del blastema posteriore
nei.monconi anteriori che hanno soggiornato in simpamina. Infatti nei primi
il blastema si forma solo dopo 10 giorni, mentre nei secondi alla stessa epoca
¢ gia ben differenziato. In entrambi i casi perd non si osserva né la regres-
sione degli ovari né dei pochi testicoli che non erano stati asportati. Al
termine dei processi rigenerativi, sia gli esemplari trattati che quelli non
trattati presentano esattamente le stesse caratteristiche.

Resta ora da osservare il comportamento dei monconi posteriori, che pur
avendo soggiornato in simpamina, riformarono il capo.

Negli esemplari che hanno rifatto gli occhi, attorno al ventesimo giorno,
gia si incominciano a differenziare sia gli ovari che i testicoli. Dopo circa un
mese, tali gonadi non sono ancora completamente mature, ma negli ovari
abbondano ovociti in secondo e terzo periodo di accrescimento (Fig. 3), mentre
nei testicoli gia esistono gli spermatociti (Fig. 4). Nei monconi rigenerati
dei controlli che non avevano soggiornato in simpamina, alla stessa etd le
gonadi erano gia perfettamente mature.

Sempre allo scopo di studiare la influenza del capo sui processi rigenerativi,
¢ stata fatta un’ultima serie di esperienze, che qui descriveremo anche se il
numero degli esemplari operati ¢ per ora limitato, perché ci sembra che i
risultati conseguiti siano gid meritevoli di essere segnalati. In alcuni dei mon-
coni posteriori che dopo il soggiorno in simpamina non avevano rigenerato -
la testa e che, pertanto, erano privi di testicoli ed ovari, abbiamo nuovamente
asportato, con un taglio, un piccolo tratto anteriore del corpo. Era gia noto,
dalle ricerche di Liotti ), che in queste condizioni la regione cefalica, prima
inibita, puo rigenerare ; anche in altri casi in cui i processi rigenerativi siano
stati inibiti con metodi diversi, per esempio con raggi X, un secondo taglio
pud dare l'avvio ai processi rigenerativi (Dubois *). Nei nostri esperimenti,

(20) F. DUBOIS, Sur la migration des cellules de régénération chez les Planaires, in « 13°
Congr. Int. Zool. Paris», pp. 275~277 (1949).
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dei pochi esemplari operati due volte, non tutti hanno riformato il capo dopo
la nuova mutilazione. In uno almeno di essi, tuttavia, dopo due settimane
dal secondo intervento, il capo era presente, con un cervello ed occhi ben
sviluppati e 'esame istologico, eseguito dopo un mese circa dal reintervento,
ha permesso di dimostrare la presenza di ovari e testicoli maturi (Figg. 5 € 6).

Concludendo, crediamo di poter affermare che la presenza del capo eser-
citi un’azione induttiva sui processi di maturazione delle gonadi in Dugesia
lugubris. 1 nostri esperimenti non ci permettono di precisare in modo assoluto
quale possa essere la parte del capo responsabile di questa azione, perd, te-
nuto conto dei risultati di Lender e del fatto che le gonadi cominciano a rifor-
marsi subito dopo la comparsa degli occhi, la cui presenza ¢ indotta dal
cervello, riteniamo che sia proprio questo ultimo la sede dell’azione induttrice
sullo sviluppo dell’apparato genitale. D’altra parte si & visto anche che gli
ovari si sviluppano in prossimita del tratto iniziale dei cordoni nervosi subito
dietro al ganglio cerebrale e che le loro dimensioni durante la rigenerazione
dipendono in larga misura dal tempo trascorso dopo la ricomparsa del cervello.
Ci confermano in questa opinione i gia citati esperimenti di traplanto fatti
da Okigawa ) e Kenk ¥ ed i dati di Grasso 8,

La simpamina, il cui meccanismo di azione ancora attende di essere
meglio precisato (Liotti (*V), ma che impedisce la rigenerazione cefalica in
quanto ostacola la rigenerazione del cervello, non inibisce direttamente la ma-
turazione delle gonadi, ma lo fa indirettamente proprio perché in assenza
della testa e dei suoi gangli viene a mancare l'azione induttrice che questi
esercitano sugli altri territori.

SPIEGAZIONE DELLA TAVOLA 1

Fig. 1. — Dugesia lugubris. Testicoli in degenerazione 5 giorni dopo la decapitazione in un
esemplare trattato con simpamina (X 800).

Fig. 2. — Esemplare decapitato, trattato con simpamina che non ha rigenerato gli occhi.
Fissato 27 giorni dopo l'intervento. Nei due noduli testicolari visibili nella fotografia
vi sono soltanto spermatogoni (X 800).

Fig. 3. — Esemplare decapitato che pure essendo stato trattato con simpamina ha riformato
gli occhi, fissato 48 giorni dopo I'operazione. L’ovario & normalmente sviluppato
(X 400).

Fig. 4. — Stesso esemplare della fig. 3. I testicoli sono normalmente sviluppati (X 400).

Fig. 5. — Eseinplare decapitato trattato con simpamina, e rioperato 12 giorni dopo il primo
intervento. Fissato 35 giorni dopo il secondo taglio. E visibile un ovario normale anche
se non ancora completamente sviluppato (X 400).

Fig. 6. — Stesso esemplare della fig. 5; noduli testicolari completamente sviluppati (X 400).

(21) F.S. L1OTTI, Sulla possibilite di inibire con luso dell’amfetamina lo sviluppo di
Jorme a duplice testa indotte dalla n—desacetil-n—metilcolchicina in Dugesia lugubris, « Boll.
Soc. It. Biol. Sperim.», vol. XXXIX, (10), pp. 579-582 (1963).



