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Biologia. — S u l contenuto di RNA nei neoblasti durante la rigene- 
razione di Dugesia lugubris0 . Nota di M a r i a  P i a G h i s o l i ,  G i o v a n n a  
P e s a r e s i  e G i u l i a n a  R i a v i n i ,  presentata^ dal Corrisp. P. Pasqu in i .

SUMMARY. — In Dugesia lugubris the amount of RNA in the neoblasts forming the 
regenerating blastema varies with time.

Generally the quantity of RNA is more conspicuous in the neoblasts of the blastema than 
in those of the near regions.

RNA increases during the healing process and decreases when the scar is formed; there 
is a further increase in RNA until the differentiation processes begin.

Generally the posterior blastema is the richest in RNA; it takes origin from the neoblasts 
migrated from the postpharyngeal region. In the control non-regenerating animals also, 
the neóblasts of this region are the richest in RNA.

T ra  le ricerche fa tte sui fenomeni rigenerativi nelle P lanarie alcune 
riguardano la presenza e le variazioni dell’RNA nei neoblasti che m igrando 
da territori vicini alla ferita concorrono alla formazione del blastem a. L a 
C lem ent-Nòel, (1944) [1] e Brondsted, (1955) [2] furono fra i prim i Autori 
a dim ostrare che la basofilia citoplasm atica dei neoblasti dipende da un alto 
contenuto in acido ribonucleico. Secondo la C lem ent-N òel è diffìcile decidere 
se le cellule dei blastem i rigenerativi abbiano un elevato tenore in RNA già 
prim a della loro m igrazione oppure se se ne arricchiscano quando si accum u
lano in prossim ità della ferita. Nel corso della morfogenesi del blastem a si 
avrebbe una progressiva diminuzione di RNA nei neoblasti, il che renderebbe 
più evidente il parallelism o tra  rigenerazione ed embriogenesi a cui accennano 
alcuni A utori. In  entram bi i casi si assiste infatti da principio alla sintesi e 
all’accumulo dei nucleoprotidi che vengono poi utilizzati duran te la organo- 
genesi ed il differenziamento.

Più ta rd i Pedersen (1959) [3] in Planaria vitta ha conferm ato che la 
basofilia è dovuta esclusivam ente a RNA e a m ucopolisaccaridi acidi. Secondo 
L indh  (1957) [4] invece, anche DNA sarebbe presente nel citoplasm a dei 
neoblasti.

L ender e Gabriel (i960) [5] usando la colorazione al verde di m etile- 
pironina, hanno conferm ato la presenza di RNA nei neoblasti del blastema, 
però non sono riusciti a m ettere in evidenza variazioni notevoli nel tenore di 
acidi nucleici in queste cellule.

Ghirardelli (1959) [6] ha pure compiuto ricerche sulla quan tità  di RNA 
nei neoblasti utilizzando una variazione del m etodo Brachet proposta da (*) (**)

(*) Istituto di Zoologia ed Anatomia Comparata della Università di Trieste diretto dal 
prof. E. Ghirardelli e Istituto di Zoologia della Università di Bologna diretto dal prof. E. Van
nini. Ricerche eseguite con contributi del C.N.R.

(**) Nella seduta del 13 maggio 1967.
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Gerola e V annini (1949) [7]. In  dischetti isolati dalla regione anteriore del 
corpo di Dugesia lugubris egli ha potuto dim ostrare che norm alm ente, come 
conseguenza im m ediata del taglio, aum enta la carica di RNA non solo nei 
neoblasti vicino alla ferita, che sono i prim i ad accum ularsi nel blastem a, 
m a anche in quelli che si trovano nel parenchim a, ad una certa distanza dalla 
lesione operatoria. I neoblasti così a ttivati m igrano in direzione della ferita 
aum entando le dimensioni del blastem a di rigenerazione che, pertanto, risulta 
più ricco di RNA delle restanti regioni del dischetto. L a pironinofilia però 
non e costante, m a tende a dim inuire nel corso della morfogenesi. In  rapporto 
con la circostanza che nei dischetti viene conservata la polarità originaria, 
si osserva inoltre che la pironinofilia non presenta lo stesso grado di intensità 
nel blastem a anteriore ed in quello posteriore. Nel caso particolare di dischetti 
prelevati dalla regione anteriore del corpo di una P lanaria, il blastem a m aggior
m ente pironinofilo è quello posteriore, in corrispondenza del quale si diffe
renzia il nuovo faringe.

A nche Teshirogi (1962) [8] osserva che duran te la formazione del 
blastem a si ha un forte aum ento della basofilia, che interessa tu tte  le cellule 
del blastem a e anche quelle dei tessuti im m ediatam ente vicini alla parte 
rigenerante.

Boriani e Ghirardelli (1965) [9] in P lanarie irradiate con dosi diverse di 
raggi X, hanno dim ostrato che l’RNA contenuto nei neoblasti diminuisce in 
m isura tan to  più accentuata quanto è maggiore la dose som m inistrata. Gli 
stessi A utori hanno anche constatato che vi è un certo rapporto  fra la quan tità  
di acidi nucleici contenuta nei neoblasti e la velocità dei processi rigenerativi.

Il presente lavoro eseguito negli Istitu ti di Zoologia di Bologna e di Trieste 
su esemplari adulti di Dugesia lugubris ha lo scopo di illustrare le variazioni 
dell’RNA citoplasm atico nei neoblasti duran te la rigenerazione.

Le P lanarie utilizzate provenivano tu tte  dagli allevam enti dell’Istituto di 
Zoologia di Bologna. Si sono fatte tre  serie di osservazioni: nella prim a le 
P laharie venivano decapitate e sim ultaneam ente private della regione caudale 
del corpo con due tagli fatti rispettivam ente subito dietro le auricole e all’al
tezza del poro genitale. Gli esemplari della seconda serie sono stati decapitati 
m entre quelli della terza serie sono stati p rivati solo della regione caudale. 
Nella prim a serie si avevano così due blastemi di rigenerazione, m entre nella 
secónda serie si aveva solo il blastem a anteriore e nella terza serie soltanto 
quello posteriore.

Gli esemplari così operati venivano uccisi in distensione con HNO3 al 
5 %  e fissati in Serra dopo 6 h, 15 h, 1, 2, 3, 4, 5, 7, io  giorni; inclusi e 
sezionati longitudinalm ente in fette di 7 fjl; colorati poi con blu di toluidina 
Chrom a all’ 1 % mescolato in parti uguali con soluzione tam pone a pH  4,7 
d ilqita a 1 : io  (prim a serie) oppure con una soluzione di blu di toluidina 
al litio mescolata in parti uguali con una soluzione tam pone a pH  4,7 diluita 
a 1 : io  (seconda e terza serie).

Si è potuto ottenere in questo modo una colorazione di tonalità costante 
da un lato per gli esperim enti eseguiti a Bologna (I serie) e dall’altro per
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quelli eseguiti a Trieste (II e I I I  serie, nelle quali le fette vennero tu tte  colo
ra te  sim ultaneam ente). L a prim a serie presentava intensità di colorazione 
diversa rispetto alle altre due e ciò può essere dovuto a differenti condizioni 
di allevam ento, probabilm ente riguardo al grado di durezza dell’acqua ù>; 
m a questo fatto non ha per noi una notevole im portanza, trattandosi di deter
m inare le variazioni relative e non le quantità  assolute del tenore di RNA 
durante la rigenerazione.

L ’intensità della colorazione è stata determ inata con l’istofotometro Lison 
ser. HG 73 della Electrophysique di Bruxelles in possesso dell’Istituto di Zoo
logia di Bologna.

Per ogni esemplare si esam inarono 50 neoblasti in ciascuna di quattro  
zone caratteristiche del corpo dell’anim ale e precisam ente nella regione 
anteriore alle auricole (AA), nella regione prefaringea (PR), nella regione 
postfaringea (PF) e nella regione posteriore al poro genitale (PG). Per 
ciascun stadio sono stati esam inati almeno due esemplari.

In  base ai valori o ttenuti si sono potuti costruire dei diagram m i, indicanti 
le variazioni di concentrazione di RNA nel corpo dell’anim ale nei dieci 
giorni di d u ra ta  degli esperimenti. In  ascissa sono indicate le quattro  zone 
considerate, in ordinata i valori di estinzione (fig. 1 e 2).

Nelle curve riguardanti i controlli, cioè P lanarie non operate (fig. 1), il 
massimo contenuto in RNA si ha nella regione postfaringea m entre i valori 
delle altre tre regioni sono inferiori. L a curva dei controlli di Bologna indica 
però valori medi, più alti di quella dei controlli di Trieste. Ciò è probabilm ente 
dovuto a quella diversità di condizioni di allevam ento e di colorabilità di cui si 
è detto precedentem ente.

L ’esame istofotometrico degli esemplari, che rigenerano sia anteriorm ente 
che posteriorm ente, prelevati dopo sei ore dall’ operazione rivela un  forte 
abbassam ento dei valori di RNA in corrispondenza della zona postfaringea, 
m entre negli esemplari che rigenerano separatam ente testa o coda si hanno 
valori più bassi nella regione anteriore. In  questo m om ento, m entre le ferite 
anteriori sono quasi com pletam ente chiuse, in corrispondenza di quelle poste
riori si nota ancora u n ’abbondante fuoriuscita di muco e di cellule del paren
chim a più o meno alterate.

Successivamente, a 15 h, si ha u n ’abbassam ento dei valori del contenuto 
in RNA anche nella regione posteriore degli esemplari che rigenerano sia an
teriorm ente che posteriorm ente, m entre le curve degli altri esemplari hanno 
un  andam ento tra  loro simile con picchi corrispondenti sia alla regione cefalica 
che a quella caudale.

Negli esem plari di un  giorno tu tte  e tre le curve presentano un  discreto 
livellam ento, però nelle curve che si riferiscono agli esemplari rigeneranti 
posteriorm ente si nota una tendenza all’aum ento dei valori nella regione po
steriore, m entre un aum ento dei valori nella regione anteriore si rileva sia

(1) Il nutrimento somministrato alle Planarie allevate a Bologna ed a Trieste era in 
entrambi i casi costituito da Tubifex vivi raccolti nei dintorni di Bologna.
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negli esemplari che rigenerano la testa sia in quelli che rigenerano entram be 
le parti. A  questo punto tu tte  le ferite sono in genere com pletam ente cicatriz
zate; si nota un discreto addensam ento di neoblasti sotto la cicatrice, m entre 
altri neoblasti si vedono m igrare verso questa zona da quelle im m ediatam ente 
vicine, form ando così il blastem a di rigenerazione.

Fig. i. -  Valori di estinzione in Planarie intere allevate a Bologna'(linea a 
tratti e punti) e a Trieste (linea continua). In ascissa sono indicate le regioni 
del corpo della Planaria in cui sono state fatte le misure dei neoblasti.
AA -  capo; nelle Planarie in rigenerazione indica il blastema; PR -  regione prefaringea; 
PF -  regione postfaringea; PG -  regione del poro genitale; nelle Planarie che rigenerano 

indica il blastema posteriore. In ordinata i valori di estinzione.

A due giorni, il contenuto di RNA è maggiore nella regione cefalica per le 
P lanarie che rigenerano la testa e per quelle che presentano due blastemi 
(con lieve aum ento anche nella fascia PG), m entre in quelle che rigenerano la 
coda i valori m aggiori si hanno nella fascia posteriore.

A  tre giorni, il d iagram m a delle P lanarie che rigenerano sia anteriorm ente 
che posteriorm ente è molto simile a quello di 15 h, con un picco nella zona 
anteriore; nelle P lanarie che rigenerano il capo vi è un aum ento di RNA abba
stanza notevole, sia nella regione del blastem a, sia nella regione posteriore; 
aum ento cospicuo di RNA si ha nella regione posteriore delle P lanarie che 
riform ano la coda.

A  quattro  giorni si ha un fortissimo aum ento del contenuto in RNA 
nella zona del blastem a dei rigenerati posteriori, m entre i rigenerati anteriori
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presentano valori più vicini nelle diverse regioni; andam ento simile hanno i 
rigenerati sia anteriori che posteriori.

A  cinque giorni si nota nuovam ente un certo livellamento dei valori; 
nei rigenerati posteriori il valore più elevato è sempre nella zona del blastem a, 
nei rigenerati anteriori e posteriori il massimo è nella zona del blastem a ante
riore, m entre per i rigenerati anteriori per la prim a volta si riscontra una dim i
nuzione di RNA nella regione anteriore.

A  sette giorni nei rigenerati sia anteriori che posteriori si osservano valori 
pressoché uguali in tu tte  le regioni considerate, m entre per i rigenerati o 
anteriori o posteriori si ha un aum ento di RNA nei due rispettivi blastemi.

A  dieci giorni, si osservano valori quasi uguali in tu tte  le zone per gli 
esemplari che presentano la sola rigenerazione anteriore. Per quelli che p re
sentano entram be le rigenerazioni la curva tende ad assum ere lo stesso anda
m ento di quella dei controlli. Nei rigenerati posteriori, invece, per la prim a 
volta, si osserva che i valori della zona AA superano quelli delle altre regioni 
del corpo com presa la zona del blastem a. In  questo periodo nei blastem i 
anteriori si notano già segni di differenziamento, con formazione di macchie 
di pigm ento, che sem brano com parire prim a dei tronchi nervosi.

Nelle Planarie private sia della parte anteriore che di quella posteriore, 
il contenuto di RNA nelle diverse regioni del corpo subisce notevoli oscilla
zioni nel corso dei processi di rigenerazione. Si potrebbe pensare che ciò sia 
in gran  parte  im putabile al fatto che in uno stesso esemplare si hanno sim ulta
neam ente due blastemi, il che determ ina una notevole interferenza dei due 
campi di rigenerazione. Inoltre, in tali casi di rigenerazione sim ultanea la 
carica di RNA è m aggiore nella zona del blastem a anteriore e ciò può essere 
in rapporto  con una m aggiore complessità delle stru ttu re che si form ano in 
esso rispetto a quelle che si form ano dal blastem a posteriore, o con una dom i
nanza della regione anteriore su quella posteriore.

R isu lta ti differenti si hanno tu ttav ia  nella rigenerazione dei dischetti 
prelevati dalla regione anteriore del corpo (Ghirardelli, 1959) [6]. In  essi il 
blastem a posteriore è infatti più ricco di RNA di quello anteriore; in questo 
caso però, nel dischetto resta una buona parte  del cervello, m entre il faringe 
e le zone faringee, che sono quelle norm alm ente più ricche di RNA, si formano 
ex-novo. Queste osservazioni sono conferm ate dai risultati riguardanti gli 
esemplari che rigenerano la sola regione posteriore; essi non solo hanno valori 
di RNA nella zona del b lastem a sem pre più elevati rispetto a quelli delle altre 
regioni (la sola eccezione si ha in blastem i di io  giorni), m a questi valori sono 
in generale m aggiori di quelli dei blastem i anteriori della stessa età, che sono 
stati sem pre colorati sim ultaneam ente, appunto per evitare una delle possibili 
cause di errore.

Non si deve vedere in questo fenomeno una anom alia, perché già dalle 
curve dei controlli appare chiaram ente che la regione più carica di RNA è 
quella postfaringea. È  logicò quindi che il blastem a posteriore, formandosi a 
spese dei neoblasti di questa regione, già assai carichi di RNA, finisca con il 
presentare valori più alti di quelli osservati nei blastem i anteriori che si for-
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T a b e l l a  I.

Rigenerazione simultanea delle regioni anteriore e posteriore.

R e g i o n e 6 h 15 h I g 2 g 3 g 4 g 5 g 7 g I O g M e d ie C o n 
troll i

A A  . . . . 4 3 ,6 4 3 .1 39 .3 4 1 ,5 4 3 , o 4 G 7 4 1 ,1 4 2 , 0 3 9 .5 4 1 , 6 4 2 , 8

PR  . . 4 4 ,9 4 4 , 8 38 ,3 3 7 , 0 4 2 ,1 40 ,7 4 0 , 3 4 2 ,1 4 0 , 3 4 1 ,1 4 5 .3

PF  . . . . 3 5 , o 3 6 , 0 3 8 , 0 3 6 ,8 35 ,3 3 8 , 0 4 G 4 4 0 , 2 4 1 , 6 3 8 , 0 4 6 , 8

PG . . . . 4 3 ,7 3 5 , 4 36 ,5 3 9 .3 37 ,3 3 9 ,9 3 9 ,4 4 G 9 3 7 . 6 3 9 .0 3 9 .8

M e d ie  . . . 4 1 , 8 39-8 3 8 , 0 3 8 , 6 3 9 ,4 4 0 , 0 40 ,5 4 G 5 39 ,7 3 9 ,9 4 3 . 6

Valori delle medie delle letture all istofotometro. I valori di estinzione per la costruzione delle curve si ottengono divi
dendo per 100 i dati della tabella.

T a b e l l a  I I .  

Rigenerazione anteriore.

R e g i o n e 6 h 15 h 1 g 2 g 3 g 4 g 5 g 7 g I O g M e d ie Con
t roll i

AA . . . . 3 5 , 4 3 8 . 6 3 6 ,8 4 0 , 6 4 0 ,7 4 4 ,4 3 5 , 6 3 8 ,2 3 6 , 9 3 8 ,5 34 ,7

PR  . . . . 3 4 , 6 3 5 , 6 3 5 .7 37 ,3 3 7 , 6 4 0 ,1 3 6 , 0 3 4 ,9 3 6 , 9 3 6 ,5 34 ,3

P F  . . . . 3 8 ,7 3 5 .1 35 ,7 3 7 ,9 4 0 , 6 4 3 , i 3 8 ,3 3 6 , 6 3 7 ,3 3 8 ,1 38,5

PG . . . . 3 9 . 3 4 0 ,5 35,5 3 8 , 4 4 2 , 8 4 5 , o 3 8 , 4 3 9 ,7 3 8 , 0 3 9 ,7 37 ,7

M e d ie  . . . 3 7 ,o
1

3 7 ,4 3 5 ,9 3 8 ,5 4 0 ,4 4 3 , i 3 7 ,o 37 ,3 3 7 ,2 3 8 , 2 3 6 ,3

T a b e l l a  I I I .  

Rigenerazione posteriore.

R egione 6 h i5 h i g 2 g 3 g 4 g 5 g 7 g I O g Medie Con
trolli

AA . . . . 3 i ,7 36,9 4 1 , 0 30,8 3 6 , 6 4 3 ,0 3 i ,9 39,4 37 ,3 36,5 34 ,7

P R . . 37 ,7 35 ,5 4 1 ,1 35,1 38 ,3 4 2 ,1 3 3 , i 35,3 3 3 ,4 36,8 34 ,3

P F  . . . . 3 8 ,7 36,8 42,2 33,8 3 9 ,9 4 5 ,3 35 ,2 37,8 3 4 ,9 3 8 , 2 38,5

PG . . . . 3 7 ,9 39 ,7 4 3 ,4 3 8 ,8 4 4 , o 5 G L 3 8 , 0 43,6 3 5 , i 4 1 ,2 37 ,7

Medie . . . 36,5 3 7 ,2 4 G 9 34,6 39 ,7 4 5 ,3 34 ,5 3 9 , o 3 5 , i 3 8 ,2 36,3
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mano in corrispondenza di regioni nelle quali i neoblasti hanno una quantità 
m inore di RNA. Potrebbe essere questa una ulteriore prova della m igrazione 
dei neoblasti sostenuta dalle scuole di Wolff e Lender e recentem ente confer
m ata anche da Cecere, Grasso, U rbani e Vannini (1964) [10] con l’impiego 
di tecniche istoautoradiografiche.

A nche le oscillazioni del contenuto di RNA nelle regioni interm edie po
trebbero essere dovute alle migrazioni di neoblasti che arriverebbero ai bla- 
stemi anche da regioni distanti del corpo, come m ostrano in modo netto, se 
confrontati con i controlli, i grafici che si riferiscono alla rigenerazione sia an te
riore che posteriore dopo sei e quindici ore dal taglio.

Il fatto che il blastem a posteriore abbia una carica più alta di RNA sem bra 
essere una condizione più generale che non quella inversa. Infatti anche nella 
rigenerazione anteriore, gli stessi blastem i hanno una carica di RNA m inore 
di quella delle regioni sane situate dietro al faringe m a maggiore di quelle 
riscontrate nella regione prefaringea (Tabelle I, II e III).

Viene così conferm ato che nei blastem i rigenerativi si ha un aum ento 
d e ir RNA rispetto alle regioni retrostanti, dovuto sia alla m igrazione dei neo
blasti sia anche all’aum ento di RNA nei neoblasti che form ano il blastem a. 
Questo aum ento non è costante e progressivo. Infatti l’RNA può aum entare 
nel blastem a fino a che la cicatrizzazione non è ancora avvenuta, dim inuire 
poi al prim o e al secondo giorno, aum entare di nuovo fino al quarto -  quinto 
giorno, per poi subire una ulteriore diminuzione ed un nuovo increm ento che 
cessa duran te i processi di differenziamento.

I valori massim i si hanno attorno al quarto giorno quando la cicatrizza
zione è avvenuta ed il blastem a, com pletam ente formato, non ha ancora com in
ciato a differenziarsi.

E  da notare anche che l’aum ento di RNA, pur essendo relativam ente più 
alto nella regione interessata d irettam ente dai processi rigenerativi, può veri
ficarsi nei neoblasti sparsi in tu tto  il corpo (vedi T ab. II e I I I  al quarto 
giorho). Questi fenomeni sono stati ulteriorm ente conferm ati da Di M arco- 
tullio (1966) [11] con osservazioni al microscopio a fluorescenza.
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