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Biologia. — Osservazioni preliminari sulle capacità di differen
ziamento in vitro dello strato esterno della placca neurdle pluristratifi- 
cata di Bufo bufo (Li) Nota di A l d o  R o s s i , presentata ((*) **} dal 
Corrisp. A . S t e f a n e l l i .

In  un  precedente lavoro (Rossi e N ista 1963 [1]) si è osservato che lo 
s tra to  esterno della placca, neurale p luristratificata di Rana esculenta (allo 
stadio di fine gastru la-in iz io  del sollevam ento delle pieghe neurali) trap ian 
ta ta  sul fianco di un  p o rta to re  della stessa specie, è capace di svilupparsi in 
una s tru ttu ra  neurale con evidente organizzazione bilaterale, in cui si sono 
differenziate cellule ependim ali, cellule dei plessi corioidei, neuroblasti e cel
lule nervose con ca ra tte ri di differenziamento generale.

Nel presente lavoro sono s ta ti eseguiti espianti in soluzione fisiologica 
dello s tra to  esterno della placca neurale di Bufo bufo, allo scopo di valu tare 
le capacità di differenziam ento dello stra to  esterno neuroperiectoderm ico al 
di fuori delle influenze del portatore .

D alla rassegna bibliografica risu lta che fin ora non sono s ta te  fa tte  r i
cerche sul valore prospettico dei due s tra ti della placca neurale p lu ristratifi
ca ta  degli Anfibi anuri. Ruffini (1925 [2]) p e r prim o ha chiaram ente messo in 
evidenza negli Anfibi urodeli e precisam ente nel Triton, che la placca neurale 
è costitu ita  da un solo ordine di cellule, m entre negli Anfibi anuri e in p a r ti
colare nella Rana esculenta, si possono distinguere due p arti fondam entali nella 
placca neurale: uno s tra to  esterno o periectoderma e uno stra to  profondo for
m ato  da più ordini di cellule o strato sensitivo.

In  precedenti lavori (Rossi i960 e 1961 [3-4]) si è d im ostrato  che l ’abla- 
zione dello s tra to  esterno della placca neurale di Bufo bufo, di Bufo viridis 
e di Rana esculenta, provoca in un  primo tem po la formazione di cervelli più 
o meno pieni, i quali in un  secondo tem po presentano delle cav ità rivestite  
da cellule ependim ali, che in alcuni pun ti si sono differenziate in cellule dei 
plessi corioidei.

Anche in successive ricerche (Rossi e N ista, 1963, op. cit.) si è osservato 
che trap ian tando  p arti dello s tra to  profondo della placca neurale di Rana 
esculenta, previam ente p rivate  dello stra to  esterno, si sviluppano s tru ttu re  
neurali le cui cav ità sono tappezzate da cellule ependim ali.

Com plessivam ente dalle personali precedenti ricerche risu lta  che tan to  
le cellule dello stra to  esterno che quelle dello stra to  interno della placca neu
rale degli Anfibi anuri presi in esame e in particolare la Rana esculenta, sono 
am bedue to tipo ten ti a differenziarsi in cellule ependim ali, in cellule dei plessi 
corioidei e in neuroblasti che possono evolversi in cellule nervose.

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

(**) Nella seduta dell’11 aprile 1964.
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M a t e r ia l e  e  m e t o d o .

Lo stra to  esterno della placca neurale è stato  prelevato da em brioni di 
Bufo bufo allo stadio di fine gastru la—inizio del sollevam ento delle pieghe 
neurali. Lo s tra to  esterno è sta to  asporta to  to talm ente dai 2/3 anteriori della 
placca neurale. Il tessuto asporta to  è s ta to  quindi coltivato in soluzione fisio
logica di N iu e T w itty  (1953 [5]) in capsule Petri. Gli espianti sono s ta ti col
tiva ti per 4 -7  giorni (vedi fig. 1).

Fig. 1. -  Schema dell’esperienza dell’espianto dello strato esterno della 
placca neurale di Bufo bufo.

A =  strato esterno della placca neurale; B =  strato interno della placca neurale.

L a soluzione fisiologica di N iu -T w itty  e le operazioni sono s ta te  allestite 
sterilm ente. ÀI m om ento dell’operazione sono sta te  aggiunte 50 U . di peni
cillina G. sodica cristallizzata per mi di soluzione fisiologica. Gli espianti 
sono s ta ti fissati in Bouin acetico. Le sezioni seriate di io  p. sono s ta te  colo
ra te  con em allum e di M ayer ed eosina.

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

Come è noto lo stra to  esterno della placca neurale degli Anfibi anuri, 
riveste, dopo la chiusura del tubo neurale, le pareti in terne del sistem a nervoso 
neoform ato.

Questo strato , quando viene esp ian ta to  in soluzione fisiologica si appal
lo tto la  sim ilm ente ad un pezzo di ectoderm a banale in cultura, cioè si avvolge 
su se stesso in m odo da racchiudere verso Pin terno la superficie cellulare che 
si trovava a con ta tto  con lo s tra to  profondo della placca neurale. Quindi lo 
s tra to  esterno della placca neurale in cu ltura si viene a trovare in con tatto
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con la soluzione fisiologica, con quella superfice cellulare che nel norm ale 
sviluppo si trova nella cavità ventricolare del neurasse.

D a osservazioni a ttu a lm en te  in corso, risu lta invece che pezzi abbastanza 
grandi dello stra to  profondo della placca neurale di Rana esculenta (previa
m ente p rivati dejlo s tra to  esterno) esp ian ta ti in soluzione fisiologica, si appal
lottolano prim a piegandosi a doccia, poi fondendo le pieghe neurali, con un 
m eccanismo simile a quello che avviene duran te la neurulazione della placca 
neurale.

Com plessivam ente sono s ta ti eseguiti 18 espianti di s tra to  esterno della 
placca neurale di Bufo bufo di cui solo 9 sono sopra vissuti fino al giorno della 
fissazione (dopo 4-7  giorni di cultura).

In  tu tti  i casi resp ian to  risu lta  delim itato da uno s tra to  esterno form ato 
da uno a tre ordini di cellule. In  sei di questi casi si è form ato in ternam ente 
una s tru ttu ra  neurale, che presen ta una tendenza alla sim m etria bilaterale. 
La volta di queste s tru ttu re  neurali è rapp resen ta ta  da una sottile m em bra- 
nella a form a di am polla delim ita ta  da un solo ordine di cellule.

Nelle parti inspessite di tali s tru ttu re  neurali non si è ancora avuto  un 
chiaro differenziam ento dei veri tipi cellulari; solo in alcuni pun ti è visibile 
il differenziam ento dello stra to  m antellare periferico.

In nessun caso si è avuto  un chiaro sviluppo dell’occhio; tu tta v ia  in 
un caso si osserva che al m ateriale neurale è associato un gruppo di cellule 
il cui aspetto  e disposizione, lascia pensare ad una organizzazione di m ateriale 
di tipo oculare. Probabilm ente tale m ateriale non si è po tu to  perfettam ente 
organizzare in un occhio dato  il troppo breve periodo di tem po di cu ltura degli 
espianti.

Negli espianti, non si è avuto  il differenziam ento di organi né di tipo me- 
sodermico né di tipo spino-caudale. A bbondanti sono le cellule m esenchima- 
tiche e le cellule con granuli di melanina.

D is c u s s io n e .

In  un precedente lavoro (Rossi e N ista, 1963, op. cit.) è stato  d im ostrato  
che dallo s tra to  esterno della placca neurale (o periectoderm a neurale di Ruffini, 
1925, op. cit.) di Rana esculenta, si sviluppa una s tru ttu ra  neurale, a sim m etria 
bilaterale, in cui si differenziano cellule ependim ali, cellule dei plessi corioidei, 
neuroblasti e cellule nervose con caratteri di differenziam ento generale. Dal 
trap ian to  dei vari territo ri dello stra to  interno dei 2/3 anteriori della placca 
neurale, con il so tto stan te  entom esoderm a, si sono form ate delle s tru ttu re  
m orfologicam ente differenti, in cui sono riconoscibili cellule ependim ali, 
neuroblasti e cellule nervose.

Ejai dati delle presenti ricerche, risu lta che anche in condizioni di espianto 
una p arte  delle cellule dello stra to  esterno della placca neurale di Bufo bufo 
è capace di organizzarsi in una s tru ttu ra  neurale la cui organizzazione tende 
alla sim m etria bilaterale.
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Tali s tru ttu re  neurali sono m orfologicam ente simili alle s tru ttu re  neurali 
o ttenu te  trap ian tando  lo s tra to  esterno della placca neurale della Rana escu
lenta sul fianco di un p o rta to re  della stessa specie (Rossi e N ista, 1963, op. cit.). 
Nella precedente ricerca si è frequentem ente osservato che insieme alle s tru t
ture neurali si differenzia anche un occhio, la cui presenza farebbe pensare che 
tali s tru ttu re  neurali siano del tipo archiencefalico. T u ttav ia  l’organizzazione 
morfologica delle stru ttu re  neurali ottenute, sia trap ian tando  che espiantando
10 s tra to  esterno della placca neurale, è poco specifica per cui è difficile po ter 
afferm are che esse siano sicuram ente delle s tru ttu re  di tipo archiencefalico.

D ata  l’aspecificità di tali s tru ttu re  si può avanzare l’ipotesi che lo stra to  
esterno della placca neurale di Bufo bufo al m om ento dell’espianto (stadio di 
fine gastru la—inizio del sollevam ento delle pieghe neurali) abbia avuto  solo 
una determ inazione neurale generica. Q uesta ipotesi è m o tiva ta  dalle a ttu a li 
conoscenze sui processi di induzione del sistem a nervoso. Y am ada (1950) [6]), 
Nieuwkoop (1952 [7]) e Toivonen e Saxen (1955 • [8]) ritengono che du ran te
11 processo di induzione del neurasse degli Urodeli, l’organizzatore (il te tto  
dell’archenteron) agisca prim a in senso neuralizzante (a ttiv an te  o dorsaliz- 
zante) e poi in senso m esoderm izzante (trasform ante o caudalizzante). Toi
vonen e Saxen (1955, op. cit.) ritengono che queste due azioni siano dovute 
all’a ttiv ità  indu ttrice  di due gruppi di sostanze, che avendo una differente 
grandezza molecolare si diffondono con differente velocità dal te tto  dell’ar- 
chenteron: ovvero le sostanze neuralizzanti avrebbero una piccola molecola e 
si diffonderebbero più rap idam ente m entre  quelle m esoderm izzanti sarebbero 
m acrom olecolari e la loro diffusibilità sarebbe più lenta.

E noto che le sostanze in d u ttric i diffondono e agiscono a distanza, senza 
che vi sia un  d iretto  con tatto  cellulare fra tessuto indu tto re e tessuto indotto  
(Saxen 1961 [9]). D a ta  la costituzione pluris tra f f ic a ta  dell’ectoderm a pro
spettico neurale degli Anfibi anuri, si può pensare che lo stra to  esterno e quello 
interno non vengano indotti contem poraneam ente daH’entom esodèrm a. Pertanto  
e verosimile che quando gli s tra ti profondi della placca neurale a ttiv a ti risen
tono 1 azione trasform ante (o mesodermizzante) delle sostanze macrom oleco
lari, lo s tra to  esterno cominci a sentire gli effetti dell’azione a ttiv an te  (o neu
ralizzante) delle sostanze micromolecolari.

Poiché il prim o stimolo ind u tto re  (cioè quello a ttiv an te  o neuralizzante) 
induce nell’ectoderm a neurale prospettico degli Urodeli la capacità di diffe
renziarsi in s tru ttu ra  archiencefalica (Y am ada, 1950; Nieuwkoop 1952; T oi
vonen e Saxen, 19 5 5 > °P- citò Sala, 1956 [io]) si può pensare che lo stra to  
esterno della placca neurale di Bufo bufo abbia invece acquisito allo stadio 
in cui è s ta ta  eseguita la sua ablazione, solam ente una capacità di differen
ziam ento piu generica di quella àrchiencefalica, per cui esso si evolve in una 
s tru ttu ra  neurale aspecifica.

Nelle presenti esperienze si sono po tu te  fare solo scarse osservazioni isto
logiche per valu tare i vari tipi di cellule che si sarebbero po tu ti differenziare 
dallo s tra to  esterno della placca neurale di Bufo bufo espiantato. Ciò è dovuto 
al fa tto  che troppo breve è stato  il tem po di cu ltura di tale strato , per po ter
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ottenere il differenziam ento dei vari tipi cellulari. In  queste esperienze in fa tti 
gli espianti sono s ta ti presi in esame dopo 4-7  giorni di cultura,- m entre nelle 
precedenti esperienze, i trap ian ti dello stra to  esterno della placca di Rana 
esculenta, sono sta ti presi in esame da 30 a 80 giorni dopo I t e r a z io n e  e si è 
po tu to  osservare che nelle s tru ttu re  neurali si sono differenziate cellule epen- 
dimali, cellule dei plessi corioidei, neuroblasti e cellule nervose.

Nelle presenti ricerche invece si è po tu to  constatare  che le s tru ttu re  
neurali sono form ate essenzialm ente da neuroblasti e che in qualche punto  si 
s ta  form ando della sostanza bianca. In  prossime ricerche ci si ripropone di 
allungare il periodo di cu ltura degli espianti al fine di stabilire il grado di 
differenziam ento degli elem enti cellulari delle s tru ttu re  neurali che si svilup
pano dallo , s tra to  esterno della placca neurale.

Co n c l u s io n e .

Le presenti ricerche hanno dim ostrato che espiantando in soluzione fisio
logica lo stra to  esterno perineuroderm ico della placca neurale di Bufo bufo, 
si form ano delle s tru ttu re  neurali con differenziamento istologico generale, la 
cui s tru ttu ra  tende alla sim m etria bilaterale. Tale risu lta to  conferm a le osser
vazioni fa tte  nelle precedenti ricerche di trap ian to  e cioè che anche lo s tra to  
esterno della placca neurale di Rana esculenta è capace di svilupparsi in una 
s tru ttu ra  neurale aspecifica a sim m etria bilaterale, le cui cellule si sono diffe
renziate in cellule ependim ali, cellule dei plessi corioidei, neuroblasti e cel
lule hervose con caratteri di differenziamento generale.
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SPIE G A Z IO N E  D ELLA  TAVOLA I

Figg. i e 2. -  Microfotografie di due sezioni seriate di uno stesso espianto dello strato esterno 
della placca neurale di Bufò bufo. Si nota all’interno dell’espianto la formazione di una 
struttura neurale la cui organizzazione tende alla simmetria bilaterale.

Figg. 3 e 4. -  Microfotografie di due sezioni sedate di uno stesso espianto dello strato esterno 
della placca neurale di Bufo bufo. Nella fig. 3, si osserva che insieme alla struttura neu
rale vi è del materiale mostrante una organizzazione di tipo oculare. Nella fig. 4, si nota 
che la struttura neurale ha una organizzazione a simmetria bilaterale.

Fig- 5* -  Micro fotografia di una sezione sedata di un espianto dello strato esterno della placca 
neurale di Bufo bufo. La struttura neurale che si è differenziata nell’espianto ha una 
organizzazione strutturale che tende alla simmetria bilaterale.

m.o. =  materiale oculare; s.n. =  struttura neurale.

Ogni unità delle scale in calce alle microfotografie 2 e 5 corrisponde a 50 p.


