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SE Z IO N E  III
(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia)

Zoologia. — M odalità della sterilizzazione degli abbozzi genitali 
m  g ir in i d i Bufo bufo panirradiati con raggi X  in stadi embrio
n a lin . Nota di F o sca r in a  D i G r a n d e , presentata (**} dal Corrisp. 
P. P a s q u in i.

SUMMARY. ■— Bufo bufo embryos were subjected to Soor X-ray panirradiation at the 
1118 stage and killed for the histological examination stage by stage in the following days.

In their genital bodies the number of germ-cells persists almost unchanged during the 
first 16 days. Then, at the larval stages in which, in normal developmental conditions, should 
have begun the mitotic multiplication of germ-cells, their number suddenly decreases to 
complete sterility.

In  due precedenti Note ho dim ostrato che em brioni o giovani larve di 
Bufo bufo, pan irrad iati con dosi adeguate di raggi X, riescono a sopravvivere 
e a continuare lo sviluppo sino alla metam orfosi o anche dopo <2>, dando 
origine a anim ali i cui abbozzi genitali, al momento dell’esame istologico, 
risultano più o meno poveri o sprovvisti di cellule germ inali. Ciò mi ha per
messo di iniziare una serie di ricerche (che tu tto ra  sto continuando) sul
l’autonom o com portam ento dei com ponenti somatici degli abbozzi genitali 
(gonadi propriam ente dette ed organi di Bidder), nel corso di un differenzia
m ento sessuale che si svolge in assenza com pleta o quasi completa di cellule 
germ inali.

Nel quadro di queste indagini, scopo della presente N ota è quello di 
precisare ulteriorm ente il m eccanismo della sterilizzazione delle gonadi larvali, 
cercando di dim ostrare in quale m om ento della vita del girino, panirradiato  
in uno stadio em brionale, inizi la dim inuzione num erica delle cellule germ inali.

L ’esperim ento sul quale riferisco (eseguito con la m edesim a tecnica 
descritta nelle due Note precedenti) è consistito nel panirradiare con la dose 
di 800 r 100 em brioni di Bufo bufo m entre si trovavano allo stadio I I I 8 delle

(*) Indagini eseguite nell’Istituto di Zoologia dell’Università di Bologna diretto dal 
Prof. Enrico Vannini, con una sovvenzione del C.N.R.

(**). Nella seduta dell’8 maggio 1971.
(1) F. D i Grande, Effetti della panirradiazione con raggi X  sulle gonadi e gli organi 

di Bidder d i embrioni e larve di Bufo bufo, « Rend. Accad. Naz. Lincei », ser. V ili , 43, 393- 
400 (1967).

(2) F. D i Grande, Sviluppo postmetamorfico delle gonadi e degli organi di Bidder in 
esemplari di Bufo bufo precocemente panirradiati con raggi X , « Rend. Accad. Naz. Lincei », 
ser. V ili , 45, 437-442.(1968).
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tavole di C am bar e G ipouloux <3b In tale stadio di sviluppo le cellule germ inali 
prim ordiali (che, come è noto, provengono dall’entoderm a e vengono attra tte  
chem iotatticam ente nella regione genitale 3 (4)) sono tu tto ra  disposte in pre
valenza in un cordone im pari mediano alla radice del mesenterio e solo ai 
livelli più cefalici hanno com inciato a collocarsi nelle due creste genitali, ai 
lati del m esenterio.

Nel ceppo di Bufo bufo da me adoperato (proveniente dai dintorni di 
Bologna), in norm ali condizioni di sviluppo tali cellule germ inali sono circa 
u n ’ottantina; solo più tardi, nei prim i stadi di vita larvale, quando già da 
qualche tem po esse hanno interam ente raggiunto le creste genitali, comin
ciano a moltiplicarsi per mitosi, così che già allo stadio IV5 delle Tavole di 
C am bar e G ipouloux il loro num ero risulta raddoppiato e continua ad aum en
tare  rapidam ente negli stadi successivi.

Gli esemplari da me irrad ia ti allo stadio I l ls  e poi allevati in acqua di 
rubinetto  alim entandoli con ortica trita ta  e Spirogyra, vennero fissati in piccoli 
g ruppi in liquido di Bouin, a diversa distanza dall’irradiazione m an m ano 
che avevano raggiunto successivi stadi di sviluppo; essi furono inclusi in 
paraffina, tagliati in fette trasversali di io  p. e colorati con em allum e eosina. 
Per ciascun anim ale ho contato il num ero dei gonociti (Tabella I e fig. 1) 
ed eseguito una ricostruzione grafica degli abbozzi genitali (fig. 2).

Gli esemplari fissati 1 e 2 giorni dopo l’irradiazione, quando si trovavano 
agli ultim i stadi della vita em brionale (III9 e IIIio), esam inati istologicamente 
m ostrano abbozzi genitali di aspetto normale; anche le cellule germ inali in 
questi contenute, tu tto ra  ricche di globuli di tuorlo, non m ostrano alcun segno 
di sofferenza e il loro num ero totale è assai vicino a quello consueto di circa 
u n ’o ttan tina o di poco inferiore. Soltanto ai livelli più caudali della regione 
genitale, un certo num ero di gonociti è talora rim asto collocato nel m esen
terio, fuori delle creste genitali, forse attardato  nella sua m igrazione verso le 
creste genitali in  conseguenza dell’irradiazione con raggi X subita dal
l’em brione. A  ciò possiamo, probabilm ente, almeno in parte attribu ire il fatto 
che, in alcuni degli esemplari esam inati, il num ero dei gonociti presenti negli 
abbozzi genitali risulti un po’ più basso della norm a. In  questi stadi di 
sviluppo, le cellule degli organi di origine entoderm ica sono tu tto ra  ricche di 
globiili di tuorlo. Gli abbozzi dei mesonefri, in corso di differenziamento, 
non sem brano avere sofferto dell’irradiazione; alcune delle loro cellule si 
trovano in mitosi.

Gli anim ali fissati 5, 8 0 1 2  giorni dopo l’irradiazione, rispettivam ente 
agli stadi IV2, IV3, IV4 della vita larvale, hanno gli organi di origine ento-

(3) R. CAMBAR e J. D. GIPOULOUX, Table chronologique du développement embryonnaire 
eilarvaire du Crapaud commun'. Bufo bufo L., « Bull. Biol. France Belg. », go, 198-217 (1956).

(4) A. W. BLACKLER, The integrity of the reproductive cell line in the Amphibia, 
«Current Topics in Developmental Biology», 5, 71-87 (1970). J. D. G ip o u l o u x , Recherches 
expérimentales sur les rôle joué par les organes mésodermiques dorsaux sur la migration des 
cellules germinales primordiales (.Amphibiens Anoures), «C.R. 910 Congr. Nat. Soc. Sav., 
Sect. Sci. », Rennes, III, 361-374 (1967).
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derm ica già privi di tuorlo, mesonefri orm ai bene sviluppati e funzionanti, 
ed abbozzi genitali di aspetto norm ale. Le cellule germ inali contenute in questi 
ultim i hanno in parte già consum ato il proprio tuorlo e spesso il loro citoplasma 
è ricco di pigm ento; di norm a non m ostrano segni di sofferenza, m a il loro 
num ero non appare aum entato, anzi di norm a lievemente dim inuito rispetto 
agli stadi precedenti. Come appare dalla ricostruzione grafica (fig. 2, A) la 
ripartizione dei gonociti lungo gli abbozzi genitali corrisponde a quella consueta 
per le larve di Bufo bufo in questi stadi di sviluppo: maggiore addensam ento 
nel tra tto  cefalico, destinato a svilupparsi in organo di Bidder, e progressiva 
rarefazione nel tra tto  più caudale, destinato a dare origine alla gonade p ro
priam ente detta. Diverso dagli altri è soltanto un esemplare fissato 5 giorni 
dopo l’irradiazione, i cui abbozzi genitali sono quasi sterili, contenendo in 
tu tto  solo cinque gonociti (Tabella I); in esso l’abbozzo genitale nei livelli 
sterili è costituito da cellule som atiche molto pigm entate, più num erose nei 
tra tti cefalici corrispondenti al territorio  presuntivo dell’organo di Bidder.

T a b e l la  I.
Numero delle cellule germinali presenti negli abbozzi genitali di esemplari uccisi 

a diversa distanza dalla panirradiazione con raggi X .

Giorni
trascorsi

Stadio
raggiunto

Numero dei gonociti Giorni
trascorsi

Stadio
raggiunto

Numero dei gonociti

a sinistra a destra a sinistra a destra

i III9 47 42 12 IV4 38 26
41 31 29 21
3 0 28 25 2318 25 21 14

16 IV4-5 17 23
2 III10 40 38 14 5

33 23 5 7
32 20

22 IV5 9 3
i

5 IV2 33 38
i

37
28

31
21 28 IV2 — —

3 2 IV4-5 i —

8 <
r

co 41 37 37 IV4-5
39 32 ■— .—
29 32 IVg- 9 i i
18 16 —

L a situazione cam bia piuttosto bruscam ente a partire  dagli esemplari 
che vennero fissati 16 giorni dopo l’irradiazione, quando avevano raggiunto 
lo stadio larvale IV 4_5. Come appare dal diagram m a della fig. 1, il num ero 
dei gonociti subisce infatti un rapido decremento, che si accentua nei periodi
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successivi (dopo 22, 28 o 37 giorni dall’irradiazione quando gli anim ali si 
trovavano agli stadi dal IV5 al IV 8_9), conducendo ad una condizione di 
assoluta o quasi assoluta sterilità (fig. 2, B, C, D). Del tu tto  sterili sono anche 
le gonadi di un paio di esemplari che, benché fissati 28 giorni dopo l’irra 
diazione, avevano arrestato il loro sviluppo allo stadio larvale precoce IV2 
(Tabella I).

Fig. i. -  Diagramma ricavato dai conteggi delle cellule germinali a diversa distanza 
dalla panirradiazione con raggi X. In ordinate il numero dei gonociti; in ascisse il tempo 
in giorni in scala logaritmica. L’altezza delle colonne corrisponde al numero dei gonociti 
nei due abbozzi genitali di ciascun esemplare; gli asterischi ai giorni 28 e 37 indicano 

abbozzi genitali completamente sterili.

Questi reperti si prestano a venire in terpretati am m ettendo che le cellule 
germ inali, norm alm ente insediatesi nelle creste genitali negli ultim i stadi 
di vita em brionale (fra lo stadio I l l s  e il III10), manifestino gli effetti nocivi 
della panirradiazione soltanto all’epoca in cui si accingono ad entrare in 
mitosi. E  im portante notare, a questo proposito, che nel ceppo di Bufo bufo 
da qie utilizzato le cellule germ inali, giunte nelle creste genitali, di norm a 
rim angono quiescenti sino allo stadio IV2 della vita larvale e soltanto a partire 
dallo stadio IV3 com inciano a moltiplicarsi per mitosi. In  condizioni norm ali 
di sviluppo, dapprim a i processi m itotici interessano prevalentem ente i gonociti
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I

Fig. 2. -  Profili degli abbozzi genitali in esemplari uccisi a diversa distanza dall’irra
diazione: dopo 5 giorni allo stadio IV2 (A), dopo 16 giorni allo stadio IV4-5 (B), 
dopo 22 giorni allo stadio IV5 (C) e dopo 37 giorni allo stadio IVs-9 (D). A tratteggio 
le zone occupate da gonociti, il cui numero è indicato ai lati dei relativi disegni.
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collocati nel tra tto  più cefalico degli abbozzi genitali, corrispondente al futuro 
organo di Bidder, per cui già allo stadio IV4 a tali livelli il num ero delle cellule 
germ inali appare significativam ente aum entato; poco più tard i le mitosi si 
estendono in direzione caudale, nei livelli della fu tura gonade propriam ente 
detta.

Se am m ettiam o che le cellule germ inali degli esemplari precocemente 
sottoposti a panirradiazione con raggi X siano destinate a degenerare solo 
nel m om ento in cui dovrebbero m oltiplicarsi per mitosi, riusciam o a com
prendere la ragione per la quale il loro num ero negli abbozzi genitali risulta 
norm ale o di poco subnorm ale negli ultim i stadi di vita em brionale (III9 
e III10) e nei prim issim i della vita larvale (sino a circa il IV2), diminuisce 
lentam ente negli stadi im m ediatam ente successivi (nei quali invece in con
dizioni norm ali di sviluppo dovrebbe cominciare ad aum entare) e quindi 
scende a valori estrem am ente bassi, sino alla loro com pleta scom parsa in 
m olti casi (fig. 1).

Questa graduale sterilizzazione degli abbozzi genitali mi induce a ritenere 
che entro i prim i venti giorni di vita larvale tu tte  le cellule germ inali p rim or
diali siano destinate ad entrare in mitosi, sia pure in tem pi diversi, e pertanto 
a regredire se previam ente avevano subito gli effetti dell’irradiazione.

Nel m ateriale che ho studiato non ho mai visto norm ali mitosi di cellule 
germ inali, m a talvolta ho riscontrato nel tessuto somatico degli abbozzi 
genitali alcune cavità tu tto ra  piene di detriti cellulari, residuati dalla dege
nerazione recente di qualche gonocita.

Il confronto delle ricostruzioni grafiche a diversi stadi di sviluppo 
(fig. 2, A, B, C, D) conferma, d ’altra parte, che inizialm ente il m aggior num ero 
di entrate in mitosi (e pertanto  di degenerazioni di gonociti negli anim ali sotto
posti ad irradiazione) si m anifesta ai livelli cefalici degli abbozzi genitali. 
D ifatti prim a della degenerazione in questo tratto , presuntivam ente bidderiano, 
si trova accum ulato il m aggior num ero di cellule germ inali (fig. 2, A), m entre 
più tardi, a degenerazione avvenuta (fig. 2, B, C), i pochi gonociti residui 
risultano circa equam ente ripartiti fra territorio bidderiano e tra tto  più caudale 
dell’abbozzo genitale (corrispondente alla gonade propriam ente detta). Negli 
anim ali fissati nei giorni successivi, con l’estendersi delle m itosi anche ai tra tti 
più Caudali si arriva infine a corpi genitali com pletam ente sterili (fig. 2, D).

Il fatto, già notato in una delle mie Note precedenti che quando 
perm angono solo pochi gonociti essi sono frequentem ente collocati in sedi 
cefaliche degli abbozzi genitali, può venire interpretato come conseguenza 
del fatto che in tali sedi esisteva inizialm ente il più gran num ero di elementi 
germ inali.

Come appare dalla Tabella I, in seguito all’irradiazione eseguita allo 
stadio I l ls ,  il grado di sterilità raggiunto dipende più dal tem po trascorso 
dall’irradiazione e, quindi, d a ll’età dell’esemplare, che dallo stadio di sviluppo 
cui esso è pervenuto. Così, per esempio, due esemplari fissati dopo 28 giorni 
dall’irradiazione erano del tu tto  privi di gonociti, benché dal punto di vista 
dell’aspetto esterno fossero rim asti allo stadio IV2; degli altri anim ali fissati
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allo stadio IV2, dopo solo 5 giorni dall’irradiazione, tre  avevano abbozzi geni
tali tu tto ra  ricchi di cellule germ inali, ed uno solo eccezionale, come ho già 
notato, era quasi sterile. Possiamo pure rilevare che, fra gli esemplari fìssati 
allo stadio IV 4 - 5 , dei tre uccisi 16 giorni dopo l’irradiazione uno solo era quasi 
sterile, m entre sterili del tu tto  erano quelli fìssati 28 o 37 giorni dopo l’irra 
diazione. Il punto critico per la degenerazione di quasi tu tti i gonociti non 
è dunque il passaggio allo stadio IV5 od a stadi successivi, m a l’avere superato 
una certa età, corrispondente ad oltre 16 giorni dal m om ento dell’irradiazione.

D iversam ente dai gonociti, il tessuto somatico degli abbozzi genitali 
è poco sensibile all’azione dei raggi X, alle dosi adoperate. Esso infatti rim ane 
conservato, un po ’ più abbondante ai livelli cefalici, presuntivam ente bidde- 
riani, rispetto a quelli caudali, presuntivam ente gonadici e gli abbozzi genitali, 
anche se divenuti sterili, continuano lentam ente ad accrescersi in lunghezza 
con il procedere dell’età degli esemplari. Come ho già dim ostrato in una 
N ota precedente <2>, anche in assenza delle cellule germ inali d istru tte d a l
l’irradiazione, i tessuti somatici degli abbozzi genitali conservano la capacità 
di un differenziamento sessuale di tipo maschile o femminile a seconda del 
genotipo dei singoli esemplari.


