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Biologia. — Primi risultati di culture organotipiche di gonadi 
indifferenziate e differenziate di Bufo bufo (,). Nota di G ermano

S alvatorelli e G iu se pp e  G a r d e n g h i , presentata dal Corrisp. 
P. P a s q u in i .

SUMMARY. —  U ndifferentiated genital ridges of B ufo  bufo tadpoles, after 26 days of 
organotypic culture, are unable to differentiate either Bidder organ or gonadic part. Genital 
organs of m etam orphosing anim als, after 20 days of culture, preserve ripening oocytes in 
B idder organ; in the gonad some gonocytes in mitosis are present, b u t no sex-differentiation 
occurs. D ifferentiated genital organs of new-metamorphosed anim als m aintain quite norm al 
Bidder organs until 30 days of cultivation; in the gonads however after 20 days conspicuous 
alterations occur, particularly consisting in a strong decreasing in the num ber of gonocytes.

L a cu ltura in vitro della gonade ha permesso di risolvere o precisare un 
g ran  num ero di problem i di m orfologia sessuale riguardan ti : Vautodifferen
ziam ento delle ghiandole genitali, l’inversione sessuale e il ruolo delle gonadi 
em brionali nel differenziam ento del tra tto  genitale (ved. a questo proposito 
l’o ttim a rassegna di Haffen) (1h

Le ricerche più im portanti sono state realizzate negli Uccelli e nei M am 
miferi; meno num erose quelle eseguite sui V ertebrati inferiori. R icordiam o 
a questo proposito le esperienze di Foote e Foote sulle culture organotipiche 
di gonadi larvali di Rana clamitans, Rana catesbeiana, Xenopus laevis, Pleu- 
rodeles waltlii e di gonadi adulte di Triturus cristatus e Pleurodeles waltlii.

N on ci constano esperienze di culture organotipiche di organo di B idder 
di Bufonidi in genere, ed essendo i fattori determ inanti la genesi di questa 
stru ttu ra  non ancora ben noti nel loro complesso (ved. in proposito i lavori 
di V annini e Ghirardelli) <3), abbiam o ritenuto interessante studiare il compor- (*) (**)

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di A natom ia C om parata dell’U niversità di Ferrara  
diretto dal prof. L. Raunich e nell’Istituto di Zoologia dell’U niversità di Bologna diretto dal 
prof. E. V annini, col contributo finanziario del C .N.R.

(**) Pervenuta all’Accadem ia il 18 luglio 1966.
(1) K. H affen , Différenciation sexuelle et intersexualité in vitro, da Les cultures organo- 

typiques, pubblicato sotto la direzione di J. André Thomas, Masson e C. editori, Parigi (1965).
(2) Ch. L. F o o te  e F. M. F oote , In  vitro cultivation o f  gonads o f  adult A m phibia, « A nat. 

Ree.», I2J,  415 (1957); Ch. L. F o o te  e F. M. F oote, In vitro cultivation o f  gonads o f  larval 
A n u ra n s , «A nat. Ree.», 130, 553-565 (1958); Ch. L. F o o te  e F .M . F oote, Maintenance o f  
gonads o f  X enopus laevis in organ cultures, «Proc. Soc. exp. Biol. Med.», J05, 107-108 (i960); 
Ch. L. FOOTE e F.M. F oote , The culture in vitro o f urogenital organs o f  Pleurodeles waltlii, 
« J. Em bryol. exp. M orph. », jo , 465-470 (1962).

(3) E. VANNINI, E sperim enti su l differenziamento regionale della gonade in  embrioni e 
larve d i Bufo, «Atti Acc. Se. 1st. Bologna», ser. XI, 9, 30-36 (1962); E. G h ir a r d e l l i ,  Sulle 
potenzialità morfogenetiche del territorio bidderiano presuntivo in  Bufo bufo, « Boll. Zool. », 29, 
fase. II, 307-318 (1962).
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tam ento della gonade e dell’organo di B idder in cultura organotipica secondo 
la tecnica di W olff e H affen (4h

E noto che in Bufo bufo la gonade risulta già abbozzata allo stadio III10 
(delle tavole di C am bar e Gipouloux) sotto form a di due creste genitali 
disposte ai lati del m esenterio dorsale; ciascuna di esse è fornita di una q u a
ran tina  di protogoni m igrati nelle creste genitali in precoci stadi di sviluppo 
(V annini e Ghirardelli) <3>- e distribuiti secondo un gradiente cefalocaudale di 
affollamento.

Allo stadio IV7—IVg (stadio con arti posteriori a form a di paletta con con
torni sinuosi), i gonociti della regione più cefalica di ciascun corpo genitale 
cominciano a presentare dei fenomeni di accrescimento e di modificazioni 
nucleari che in breve tem po portano alla loro trasform azione in ovociti (ovo
citi bidderiani della prim a ondata).

A lla fine della m etam orfosi, il corpo genitale risulta form ato da una 
parte  craniale assai volum inosa (organo di Bidder) e da una parte  caudale 
costituita dalla gonade vera e propria  orm ai differenziata, ovario o testicolo.

I risu ltati esposti succintam ente in questa N ota e lim itati solo ai fatti 
essenziali, si riferiscono a tre gruppi di esemplari di Bufo bufo allevati in 
laboratorio:

i° girini allo stàdio IV3-IV4 ;
20 girini allo stadio IV11—IV12 ;
30 rospetti neom etam orfosati.

I m esoreni e le gonadi sono stati prelevati, in condizione di asepsi, in 
un unico blocco. Gli espianti sono stati eseguiti secondo la tecnica di Wolff 
e Haffen su mezzo solido ricoperto da fram m enti di m em brana vitellina 
di uovo di pollo non incubato (Wolff) <4 5 6>.

II mezzo solido da noi im piegato si compone di:

geloso iri sol. all’i%  in liquido di G e y ...................................  io  gocce
estratto embrionale di pollo di 8 giorni e 1/2   4 »
siero di c a v a l l o .....................     4 »
M ycostatin in sol. a lb i % in acqua b id ist......................  1 »
D iidrostreptom icina solfato (2 g) -j- Penicillina G potassica

(1.000.000 di unità) sciolti in 100 mi. di acqua bidist.......................  1 »

i°  G irini allo stadio IV3-IV4. -  A  questo stadio di sviluppo ciascuna 
cresta genitale non contiene che un  num ero relativam ente scarso di gonociti 
(meno di u n ’ottan tina) e nel territorio  bidderiano non si sono ancora differen
ziati gli ovociti.

(4) E. W olff e K. H affen , S u r une mèthode de culture dPrganes embryonnaires in v itro, 
«T exas Rep. Bicjl. Med. », io ,  463-472 (1952).

(5) R. Cambar e J. D. G ipouloux, Table chronologique du développement embryonnaire et 
larvairedu Crapaudcommun, Bufo bufo {Li), « Bull. Biol. France Belgique», go, 198-217 (1956).

(6) E. W olff, Utilisation de la membrane vitelline de Voeuf de poule en culture organo- 
typique. — I. Technique et possibilités, «D evelopm ental Biology», 3, 767-786 (1961).
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Dopo 26 giorni di cultura i gonociti sono pressoché scom parsi (probabil
m ente dispersi nel parenchim a renale contiguo alla gonade); neppure l’organo 
di B idder si è differenziato, come invece accade nei controlli in vivo. Il meso- 
rene presenta nella propria  compagine alcune aree necrotiche.

2° Girini allo stadio IV11-IV12. -  A  questo stadio l ’organo di B idder 
è già assai bene sviluppato e ricco di ovociti; la gonade, sessualm ente indiffe
renziata, contiene num erosi elementi germ inali.

Dopo 15 giorni di cultura, sia la gonade che l’organo di B idder m anten
gono la loro stru ttu ra  e la loro composizione cellulare norm ale. N ell’organo di 
B idder si notano ovociti in tu tte  le fasi dell’ovogenesi, dagli ovociti allo stadio 
di leptotene a quelli volum inosi con cromosomi a spazzola (ved. T av. I, figg. 1, 
2, 3, 4). Nella gonade non è raro  trovare alcuni gonociti in mitosi. A  20 giorni 
di cu ltura la situazione rim ane pressoché im m utata, senza alcun segno di 
differenziam ento della gonade.

30 Rospetti neometamorfosati. -  A  questo stadio la gonade è già ses
sualm ente differenziata in ovario o testicolo e l ’organo di B idder contiene 
num erosi grossi ovociti.

Dopo 30 giorni di cu ltura gli ovociti b idderiani presentano un aspetto 
del tu tto  norm ale salvo qualche sporadico reperto di ovociti in degenerazione 
(ved. T av. I, fig. 5). L a gonade, al contrario, che fino al 150 giorno di cultura 
era del tu tto  norm ale, presenta in parecchi casi, a partire  dal 20° giorno, note
voli alterazioni a scapito soprattu tto  del nùm ero dei gonociti (ved. T av. I, 
fig. 6). Essa tende infatti ad affondare all’interno del mesorene dove i gonociti 
probabilm ente si disperdono, come sem bra docum entato dal fatto  che il loro 
num ero è ridotto  senza che sia possibile riscontrare processi degenerativi 
a ll’interno della gonade.

*
*  *

D a quanto  esposto ci sem bra di potere afferm are che, negli espianti o tte
nuti da stadi progrediti, l ’organo di Bidder, una volta differenziatosi, m an 
tiene in vitro la propria s tru ttu ra  e la propria composizione cellulare per al
m eno un  mese di cultura. Negli espianti da stadi più giovani, non ci è invece 
stato possibile ottenere il differenziamento di ovociti bidderiani in quella 
regione della cresta genitale che in vivo si sarebbe differenziata nell’organo 
di Bidder.

L a gonade indifferenziata si coltiva assai meno bene soprattu tto  se espian
ta ta  a stadi precoci del suo sviluppo; non ci è stato possibile ottenere in vitro 
il differenziam ento di questa gonade in ovario o testicolo e questo risultato  
concorda con quelli di analoghe esperienze com piute da Foote e Foote in 
Xenopus laevis e in Pleurodeles waltlii (2).

D a aggiungere che il mesorene si coltiva molto bene e conserva in genere 
un  aspetto indenne per tu tto  il tem po di cultura.
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Risulta, in conclusione, che il mezzo di cultura di W olff e Haffen perm ette, 
per quanto  riguarda gli elem enti germ inali, la sopravvivenza (per circa un 
mese) degli ovociti b idderiani, la m oltiplicazione e forse anche l’en tra ta  in 
meiosi dei gonociti nel tra tto  bidderiano; in  queste condizioni sperim entali la 
gonade indifferenziata, esp ian ta ta  col solo rene, non sem bra in grado di potersi 
trasform are in testicolo o in ovario.

SPIE G A Z IO N E  D E L L A  TAVOLA I

Fig. i. -  Sezione trasversale del blocco m esorene-gonade di girino di B ufo  bufo allo stadio 
IV11-IV12 espiantato e coltivato in  vitro  per 20 giorni. La sezione, fotografata a piccolo 
ingrandim ento, è eseguita a livello dell’organo di Bidder: m, mesorene; b, organo di 
Bidder; v, m em brana vitellina di uovo di pollo.

Fig. 2. -  Come in fig. 1 a ingrandim ento più forte.

Fig. 3. -  Particolare di sezione di espianto (come in fig. 1), dove sono evidenti alcuni ovociti 
b idderiani e qualche gonocita: m, mesorene; o, ovociti; g, gonociti.

Fig. 4. -  Particolare di sezione di organo di Bidder di girino allo stadio IV11-IV12 coltivato 
in  vitro  per 20 giorni. Si notano ovociti a diverse fasi dell’ovogenesi.

Fig. 5. -  Sezione di un organo di Bidder di un rospetto neometamorfosato coltivato in  vitro  
per 30 giorni. Si notano alcuni ovociti in degenerazione, un ovocita indenne e un gono- 
cita (g).

Fig. 6. -  Sezione di gonade di rospetto neometamorfosato coltivata in  vitro  per 30 giorni. 
Si possono contare 7-8 gonociti (g) in buone condizioni.


