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Biologia. — Sull'azione del tiocianato d i sodio nello sviluppo 
dell'embrione d i pollo Nota di B oris Jo rquera(* (**)#) e di A ldo 
R ossi, presentata (***} dal Corrisp. A . S tefanelli.

Nella presente N ota vengono esposti i prim i risultati di una ricerca sulla 
azione del tiocianato di sodio sullo sviluppo dell’em brione di pollo allevato 
in vitro.

È noto che il NaSCN provoca ranim alizzazione dell’uovo di riccio di m are 
(R unnstròm  1928 [1], L indahl 1936 [2], Ranzi 1939 [3]), e che negli Anfibi 
causa alterazioni di tu tta  la morfogenesi dell’em brione e in particolare di quella 
della corda dorsale e del sistem a nervoso centrale (Ranzi e T am ini 1942 [4], 
Ranzi, T am ini e S torari-O ffer 1946 [5], Corti 1950 [6], R anzi e Gavarosi 
19S9 [7], Rossi 1964 [8]). Nel pollo è stato osservato che il NaSCN determ ina 
un aum ento dell’incorporazione della glieina e non modifica l’incorporazione 
dell’adenina (Rogers 1964 [9]).

A lterazioni dello sviluppo dell’em brione di pollo sono state provocate 
con varie sostanze chimiche. Il LiCl provoca negli em brioni allevati in 
vitro riduzioni dello sviluppo del cervello, dell’intestino cefalico, del cuore 
e la ciclopia (Nicolet 1961 [io], Rogers 1963 [11 ]), inibisce la sintesi p ro­
teica e probabilm ente quella del RNA (Rogers 1964 [9]). T ra ttam enti in ovo 
sono stati eseguiti in iettando nel sacco del tuorlo di em brioni a vari stadi dello 
sviluppo tripan  bleu (B eaudouin e W ilson 1958 [12], M ulherkar i960 [13], 
S tephan e Sutter i960 [14], L anot 1963 [15]), l’acido borico (Landauer 
1952 [16]), l’insulina (L andauer e Bliss 1946 [17], L andauer (1 9 4 7 ^  [18, 19}), 
Barron e M cKenzie 1962 [20]), la nicotina (Landauer i960 [21]), la colchi- 
cina (Gabriel 1946 [22], O verton 1958 [23]), la actinom icina D (Pierro 
1961 [24]), la tetraciclina (Bevelander, N akahara e Rolle i960 [25]) e la tali- 
dom ide (Bock e Peters 1963 [26]). Queste sostanze provocano in vario modo 
m alform azioni a carico del becco, dell’occhio, del tubo neurale, delle stru ttu re 
assili del tronco e della corda dorsale e della conformazione degli arti. R isultati 
simili si ottengono tra ttando  le uova con il freddo (Ancel 1958 [27]).

Materiale e metodo.

Blastoderm i di pollo (Livornese bianca) sono stati coltivati in vitro su 
substrato semisolido di agar-a lbum e secondo le tecniche di S pratt (1947 [28]) 
e di New (1955 [29]). L a soluzione fisiologica im piegata è stata  quella di

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Anatomia comparata « G. B. Grassi » dell’Università 
di Roma e con i contributi del Centro di Neuroembriologia del C.N.R.

(**) Dell’Istituto di Morfologia dell’Università Australe del Cile (Valdivia)
(***) Nella seduta dell’8 maggio 1965.
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How ard (1953 [30]). I tra ttam en ti con NaSCN sono stati eseguiti sostituendo 
nella soluzione fisiologica norm ale parti equim olari di NaCl con altrettante 
parti equim olari di NaSCN. Sono state pertanto allestite due soluzioni saline 
contenenti: 1) NaSCN 0,0123 M e 2) NaSCN 0,0246 M.

Gli em brioni di pollo sono stati prevalentem ente tra tta ti allo stadio di 
processo cefalico e in qualche caso allo stadio di linea prim itiva. L a dura ta  
del trattam ento  è stata  di 6 -12-24-48  ore nelle due soluzioni contenenti 
NaSCN (escluso il tra ttam ento  per 12 ore con NaSCN 0,0123 M). U na serie 
di questi em brioni è stata fissata al term ine di ciascun trattamento"; altri em ­
brioni, dopo il trattam ento  di 6 -12-24  ore di trattam ento  con NaSCN 0,0246 M, 
sono stati passati nel mezzo di cultura standard  fino a completare le 48 ore di 
allevam ento in vitro.

Gli stadi di sviluppo degli em brioni di pollo corrispondono a quelli delle 
tavole di sviluppo di Lillie revisionate da H am ilton (1952 [31]). Gli em brioni 
sono stati fissati con Bouin acetico e le sezioni seriate di 7 pi sono state colorate 
con em allum e ed eosina.

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

Trattamenti allo stadio di processo cefalico (stadi 5 e 5 + ) .

Sono stati studiati com plessivam ente 27 casi. I risultati fin ora o ttenuti 
dim ostrano che gli em brioni tra tta ti per 6-24-48 ore con NaSCN 0,0123 M 
presentano ritard i dello sviluppo e anom alie morfologiche, che aum entano 
notevolm ente eseguendo il tra ttam ento  per 6-12-24-48 ore con NaSCN 
0,0246 M. Gli em brioni tra tta ti per 48 ore con NaSCN 0,0246 M dim ostrano 
gravi m alform azioni nel loro corpo (Tav. I, fig. 4). U na lim itata capacità di 
recupero si è constatata solo negli individui tra tta ti per 6 ore con NaSCN 
0,0246M e riporta ti nel mezzo di cultura standard  (Tav. I, fig. 1), m entre 
gli em brioni tra tta ti con la stessa dose per 12 e 24 ore, e riportati nel mezzo 
standard* (Tav. I, figg. 2-3), rivelano maggiori anomalie stru ttu rali di quelli 
fissati alla fine- di ciascun trattam ento .

Il sistem a nervoso degli em brioni tra tta ti per 6 ore con NaSCN 0,0123 M 
e 0,0246 M e fissati al term ine dell’esperienza non rivelano delle notevoli 
differenze morfologiche rispetto al sistema nervoso dei controlli. Il neurasse 
degli em brioni che dopo il tra ttam ento  di 6 ore con NaSCN 0,0246 M sono 
stati riportati nel mezzo standard , pur essendo ritarda ti nello sviluppo, 
presentano tan to  le curvature cefalica e cervicale quanto la rotazione sul 
fianco destro (1) che avviene insieme a tu tta  la parte anteriore dell’em brione 
(Tav. I, fig. 1). D iversam ente il sistem a nervoso degli em brioni tra tta ti con le 
stesse dosi pen 12-24-48 ore presentano num erose anomalie: frequentem ente è

(1) La parte, anteriore degli embrioni appare ruotata verso destra invece di sinistra, 
poiché l’embrione allevato su mezzo semisolido è adagiato sulla membrana vitellina e quindi 
è capovolto rispetto alla posizione normale nell’uovo.

61. -  R EN D IC O N TI 1965, V oi. XXXVIII, fa se . 6.
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rita rd a ta  la chiusura del neuroporo anteriore e delle pieghe neurali del neurasse, 
che si possono anche ripiegare e saldare all’interno del tubo neurale. I cervelli 
dei tra tta ti per 48 ore tendono ad interrom persi al livello del cervello medio: 
quando tale interruzione si realizza (Tav. II, figg. 2-3), si sviluppa il prosen- 
cefalo m entre sono m ancanti il cervello medio e posteriore come anche parte 
del midollo spinale. In  altri casi si ha invece un forte assottigliam ento della 
regione m edio-posteriore del cervello e della parte anteriore del midollo spi­
nale, tan to  che in alcuni punti il sistema nervoso è rappresentato solo da uno 
strato  di cellule nervose. Il midollo spinale caudale pur organizzandosi in 
form a di tubo è stru ttu ralm ente m alform ato rispetto à quello del controllo 
(Tav. II, figg. 4-8). È interessante notare che in questi casi (come anche negli 
em brioni che sono stati tra tta ti 24 ore con NaSCN 0,0246 M e riportati nel 
mezzo standard) invece dell’aorta ventrale e delle radici delle aorte dorsali, 
si è form ata u n ’am pia cavità com unicante con il cuore, che allontana tu tti 
gli organi fra loro e che con ogni probabilità ha agito m eccanicam ente anche 
sul sistem a nervoso, distanziando la regione prosencefalica dal rim anente 
neurasse (Tav. I l ,  figg. 1-2-3).

V ariabile è stato lo sviluppo delle vescicole ottiche e quello del cristal­
lino: pu r non presentando delle particolari modificazioni morfologiche, le 
vescicole ottiche non hanno superato la condizione di coppa ottica appena 
introflessa e il cristallino la condizione di sacchetto aperto (Tav. II, fig. 1). 
Sim ilm ente le vescicole otiche hanno avuto un lim itato sviluppo, sebbene 
talvolta si siano form ati dei piccoli sacchetti chiusi (Tav. II, fig. 3), m a si 
è anche riscontrato il caso in cui non si è avuta la loro formazione. In  un 
em brione tra tta to  per 48 ore con NaSCN 0,0123 M le vescicole otiche sono 
venute a contatto fra di loro per la completa degenerazione dell’interposto 
neurasse.

Il cuore, in genere unico, ha avuto un accrescimento abbastanza propor­
zionale con la mole dell’individuo tratta to . Negli individui tra tta ti per 48 ore 
con NaSCN 0,0123M e 0,024ó M  l ’aorta ventrale e le radici dell’aorta dorsale 
non sono più individuabili, in quanto si è form ata u n ’unica am pia cavità 
com unicante con il cuore (Tav. II, figg. 1,2,  3), talvolta duplice, che nella 
parte  posteriore dell’em brione si continua con le due aorte caudali molto 
d ilatate (Tav. II, fig. 4).

F requenti sono le m ancanze di parti della corda dorsale sotto il cervello 
cordale, tan to  dopo un trattam ento  di 6 ore che di 48 ore con NaSCN 0,0123 M. 
T ra ttando  gli em brioni con NaSCN 0,0246 M si è osservato che anche sotto 
il midollo spinale possono m ancare parti della corda dorsale, che in un caso è 
risu ltata  com pletam ente m ancante. I somiti degli individui tra tta ti spesso 
sono num ericam ente uguali a quelli dei controlli (ciò è facilmente visibile negli 
em brioni fissati subito sopo il trattam ento  di 6-12-24  ore), sebbene il loro 
accrescimento sia m inore. Negli individui tra tta ti per 48 ore è difficile la iden­
tificazione dei somiti, poiché l ’em brione risulta gravem ente m alform ato. In 
ogni caso l ’intestino anteriore si è sviluppato a forma di tubo, generalm ente 
schiacciato: si è constatato però che in tu tti gli em brioni tra tta ti con NaSCN
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0,0246 M e successivam ente riportati nel mezzo standard, l’intestino anteriore 
ha subito un notevole arresto dello sviluppo, in quanto non si sono form ate 
differenziazioni morfologiche specifiche.

Negli em brioni tra tta ti per 6 ore con NaSCN 0,0246 M e riportati nel 
mezzo standard , si nota che negli spazi fra gli organi vi è una tram a di cellule 
m esenchim atiche simile a quella del controllo; negli em brioni tra tta ti con la 
stessa dose per 12 e 24 ore e riportati nel mezzo standard, si osserva che con 
la riduzione della morfogenesi dell’individuo vi è anche una inibizione dello 
sviluppo del m esenchima; negli em brioni tra tta ti per 48 ore (sia con NaSCN 
0,0123 che 0,0246 M), si osserva che con lo sviluppo della cavità ripiena 
di liquido com unicante con il cuore, il m esenchima risulta com pletam ente 
spostato alla periferia e il num ero degli elementi cellulari è considerevolmente 
scarso.

Trattamenti allo stadio di linea prim itiva  (stadi 3-}-e 4).

A ttualm ente sono stati studiati solo tre em brioni tra tta ti per 24 ore con 
NaSCN 0,0246 M e fissati subito dopo il trattam ento  e si è constatato che 
nell’em brione si è form ato essenzialm ente il cervello, m entre m anca o è scarso 
il midollo spinale. Il cervello è form ato da tre vescicole, di cui solo la prim a 
è chiusa, m entre il rim anente tubo neurale può presentare un abbozzo delle 
pieghe neurali. Presente è l ’abbozzo delle vescicole ottiche, m ancano il cri­
stallino, le otocisti, i somiti e la corda dorsale. Scarsissimo è il differenziamento 
del m esenchim a. R udim entale è l ’intestino anteriore, m entre il cuore è unico 
nella parte  distale e duplice in quella prossimale. Non vi è traccia delle aorte 
ventrale e dorsale.

D is c u s s io n e .

I dati della presente ricerca hanno dim ostrato che il NaSCN ha provocato 
l’inibizione dello sviluppo degli em brioni di pollo tra tta ti allo stadio di linea 
p rim itiva e di processo cefalico e che gli organi em brionali hanno avuto una 
risposta differenziale rispetto all’azione tossica del tiocianato. Negli em brioni 
tra tta ti allo stadio di processo cefalico particolarm ente colpita è stata la re ­
gione m edio-posteriore del cervello e della parte anteriore del midollo spinale, 
m entre la regione prosencefalica e quella tronco caudale del midollo spinale 
hanno avuto u n  m iglior sviluppo. Il tiocianato ha avuto inoltre un notevole 
effetto sulla corda dorsale, il cui sviluppo è stato parzialm ente o totalm ente 
inibito. L a morfogenesi del cuore non è stata sensibilmente compromessa, 
m entre lo sviluppo dell’aorta ventrale e delle radici delle aorte dorsali è stato 
ritarda to  e gravem ente alterato.

Queste inibizioni dello sviluppo si sono m anifestate in modo ancora più 
grave negli em brioni tra tta ti allo stadio di linea prim itiva, dove è stato inibito
10 sviluppo della corda dorsale, dei somiti, di gran parte del midollo spinale, 
e il cuore ha avuto un differenziam ento incompleto. Ciò sta a dim ostrare che
11 NaSCN inibisce m aggiorm ente lo sviluppo degli organi meno differenziati,
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e con effetto differente anche nell’am bito dei tessuti di uno stesso organo, 
come si è constatato per esempio nel sistema nervoso.

Gli em brioni che hanno subito un prolungato trattam ento , invece del­
l’aorta  ventrale e di quella dorsale, si è form ata u n ’am pia cavità com unicante 
con il cuore, che con la sua pressione e continua estensione agisce meccanica- 
m ente danneggiando le stru ttu re  deH’embrione, tanto  che nel sistem a nervoso 
la regione m edia-posteriore del cervello e la parte anteriore del midollo spi­
nale, già alterate dal tiocianato, vengono ulteriorm ente m alform ate e separate.

D a ll’esame com parativo di tu tti i casi presi fino ora in esame, appare che 
il NaSCN abbia provocato u n ’inibizione dello sviluppo del mesenchima, p a r­
ticolarm ente evidente negli em brioni tra tta ti allo stadio di linea prim itiva; 
negli em brioni tra tta ti allo stadio di processo cefalico, questo effetto è minore, 
m a la riduzione del m esenchim a aum enta prolungando la du ra ta  del tra tta ­
mento.

È noto che negli Anfibi il NaSCN provoca alterazioni della morfogenesi 
della corda dorsale che, oltre a ripiegarsi e a deform arsi, può penetrare nel 
cervello estendendosi oltre il confine dell’infundibolo diencefalico (Ranzi, 
T am ini e S torari-O ffer 1946 [5], Corti 1950 [6], Rossi 1964 [8]). Dalle presenti 
esperienze risulta che nel pollo il NaSCN non provoca alterazioni simili a quelle 
degli Anfibi, m a può causare invece l’inibizione sia totale che parziale del suo 
sviluppo.

Iniziando il tra ttam ento  a stadi precedenti alla gastrula, il NaSCN provoca 
in em brioni di Bufo bufo casi di m onorrinia, di tendenza alla sinoftalm ia e di 
avvicinam ento delle otocisti sotto il neurasse, in seguito all’inibizione del 
cervello e dei substrati cordale e precordale (Rossi 1964 [8]). Nel pollo il 
NaSCN, pur avendo inibito lo sviluppo del neurasse, non ha provocato feno­
m eni di ciclopia, m entre in un embrione, a causa della completa degenerazione 
della regione mielencefalica, le vescicole otiche sono venute a diretto contatto 
fra loro.
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SU M M A R Y . — Chick embryos (White Leghorn) of primitive-streak and head-process 
were bred in vitro with 0,0123 M and 0,0246 M solutions of NaSCN for varying period of time 
(6-12-24-48 hs.). Some embryos at the stage of head-process were transferred into the 
standard culture medium after the treatment with 0,0246 M NaSCN for 6-12-24 hs., and left 
there untili they reached the 48 hs. of breeding.

1) -  The embryos treated at the stage of head-process showed a better development 
than the embryos treated at stage of primitive-streak with the same dose of NaSCN (0,0246 M) 
and for the same lenght of time.

2) -  The treatment with NaSCN caused in the embryos of both stages, primitive-streak 
and head-process, an evident arrest in the body development.

3) -  In the embryos at the stage of primitive-streak a rudimental nervous system deve­
loped, partially or totally lacking the spinal chord. Notochord and somites were absent, the 
mesenchima was reduced and the heart was partially double.

4) -  All the organs of the embryos treated at the stage of head-process presented mal­
formations variable according to the dose and the lenght of treatment; the neuraxis, the eyes, 
the lens and the ears showed an early arrest in their differentiation. The middle hind-brain 
and the anterior part of the chord are frequently degenerated and damaged.

The somites had formed but the notochord could be partially or totally lacking. The 
development of the mesenchima was inhibited; after a treatment for 48 hs. with NaSCN it 
appeared greatly reduced owing to the formation of a large cavity communicating with the 
heart, which was morphologically single. Also the fore gut had formed but without specific 
differentiations.

SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE I - I I  

T avola I.

Figg- L 2> 3- — Esempi di embrioni di pollo trattati allo stadio di processo cefalico rispetti­
vamente per 6—12-24 ore con NaSCN 0,0246 M e riportati nel mezzo di cultura standard 
rispettivamente per 42-36-24 ore.

Fig. 4. -  Embrione di pollo trattato allo stadio di processo cefalico per 48 ore con NaSCN 
0,0246 M.

Lig. 5- ~ Controllo di embrione di pollo allevato per 48 ore a partire dallo stadio di processo 
cefalico.

Tutti gli embrioni sono stati fotografati allo stesso ingrandimento.

Tavola II.

Figg. 1-4. -  Sezioni seriate di uno stesso embrione di pollo trattato allo stadio di processo 
cefalico per 48 ore con NaSCN 0,0246 M. Nell’embrione si è formata una ampia cavità, 
il sistema nervoso si è scarsamente differenziato e presenta zone di estesa degenerazione 
nel cervello medio e posteriore, inoltre è assente la corda dorsale (figg. 1, 2, 3). Nella 
regione caudale dell’embrione sono presenti il midollo spinale e la corda dorsale, mentre 
le aorte caudali sono notevolmente dilatate.

Figg. 5-8. -  Sezioni seriate di un embrione di pollo di controllo allevato per 48 ore a partire 
dallo stadio di processo cefalico.

Didascalie: a — atrio; ac =  aorta caudale; aci =  arteria carotide interna; ad =  aorta dor­
sale; c =  cuore; cr =  cristallino; cd =  corda dorsale; cm =  cervello medio; d =  dien­
cefalo; f =  faringe; i =  intestino; me =  mesencefalo; mi =  mielencefalo; n =  neurasse; 
ot =  otocisti; p =  prosencefalo; tb =  tasca branchiale; v =  ventricolo; vo =s vesci­
cola ottica.
Tutte le fotografie sono state fatte allo stesso ingrandimento,






