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Biologia. — Effetti della temperatura sull'attività mitotica e sulla 
migrazione ventricolare del midollo spinale durante-lo sviluppo embrio­
nale di un Anfibio anuro r). Nota di G i o r g i o  M .  B a f f o n i ,  pre­
sentata (* (**)#) dal Socio A .  S t e f a n e l l i .

Summary. — The mitotic population in . the spinai cord of frog embryos subm itted 
to 230 C instead of I2°C  is triple. The time of the embryonal developm ent at I2°C  being 
quintuple, it m ust be deduced tha t at the lovrer tem perature the mitotic phases are lengthened 
more than  the interphasic ones.

The rate of the extraventricular mitoses increases (twice) in the spinal cord of frogs 
developed at I 2 ° C .  This means th a t the m igration of the nerve cells is more influenced by 
the varying tem perature than  The cellular cycle is.

The results dem onstrate th a t the em bryonal nervous system m ay be satisfactorily used 
for studies on cell motility.

L 'ipotesi che le cellule nervose in procinto di dividersi dallo strato m antel- 
lare si portino nell’epitelio ventricolare del tubo neurale (neurepitelio) per 
to rnare quindi, effettuata la mitosi, nello strato m antellare [1], è stata  confer­
m ata da recenti ricerche citochimiche e autoradiografiche (ved. [2]); con 
la dim ostrazione di questa m igrazione ventricolare, si è venuti in possesso di 
un modello ideale per l’analisi dei fattori che influenzano la m igrazione 
cellulare nell’am biente naturale  di un organismo in sviluppo, cioè in assenza 
delle condizioni artificiali proprie delle culture in vitro.

In  precedenti osservazioni è stato precisato che duran te lo sviluppo lar­
vale di Anfibi la  m igrazione ventricolare è di norm a im pedita ad una certa 
aliquota di cellule, come attesta la frequenza di mitosi extra ventricolari; 
tale frequenza e risu ltata  tipica per ogni specie esam inata e costante durante 
lo sviluppo larvale, indipendentem ente dalle variazioni di densità m itotica [2]. 
E stato; anche verificato che duran te la rigenerazione del tessuto nervoso in 
adulti di Anfibi le mitosi extra ventricolari presentano la stessa frequenza del 
periodo larvale in corrispondenza del tessuto neoform ato, m a aum entano 
considerevolm ente tra  le mitosi del tessuto adulto: il fenomeno è stato a ttr i­
buito aH’ostacolo meccanico frapposto alla m igrazione ventricolare e rapp re­
sentato dal feltro dei prolungam enti, infittito da sinapsi e desmosomi, del 
tessuto differenziato [3]. È stato infine osservato che nel tessuto nervoso in 
sviluppo (larve di Anfibi) la m igrazione ventricolare è ra llen ta ta  da sostanze

(*) Ricerca eseguita nell’Istituto di A natom ia com parata dell’U niversità di Modena.
(**) Nella seduta del 16 giugno 1972.
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che modificano la viscosità cellulare, quali un alcaloide (colchicina) ed un 
orm one (tiroxina) [4].

L a presente N ota riferisce i prim i risultati ottenuti da esperienze intese 
a verificare l’influenza della tem peratura sulla m igrazione ventricolare delle 
cellule nervose del midollo spinale in sviluppo di un Anfibio anuro.

Ricordo in proposito che osservazioni su culture in vitro hanno ve­
rificato che la tem peratura influenza la velocità m itotica [5, 6, 7, 8, 9] 
ed i m ovim enti am eboidei [io, 11, 12, ecc.] ivi compreso l’accrescimento 
deflessone [13, 14].

Per questa ricerca da una m assa di uova, deposta da una singola femm ina 
di Rana esculenta L., sono stati separati due lotti di em brioni a stadio di placca 
neurale (stadio 16 di R. esculenta [15]). U no dei due lotti è stato allevato in 
arm adio term ostatico a I2°C  ±  1 e l’altro a 230 ±  i°G . L ’esperienza è stata 
in terro tta  all’inizio del periodo larvale, inteso sensu Contronei [16] quando 
l’anim ale com inciava ad  alim entarsi (stadio 31). Va notato che nel lotto tenuto 
a  tem peratura più bassa (120) la du ra ta  dello sviluppo è risu ltata cinque volte 
m aggiore di quella del lotto tenuto a tem peratura più elevata (rispettivam ente 
63 e 12 giorni) e che la taglia som atica degli anim ali era maggiore, in accordo 
con quanto è stato verificato in un periodo larvale di R. pipiens [17]. Gli anim ali 
al term ine dell’esperimento sono stati fissati alla stessa ora (ore 12,30, onde 
evitare l’eventuale influsso dei cicli circadiani) nel liquido di Sanfelice, quindi 
inclusi in celloidina-paraffina, sezionati in serie trasversali a 5 p, di spessore 
ed i preparati sono stati infine colorati in M allory-A zan <1>. T u tte  le mitosi 
(da prom etafase ad anafase) di dimensioni omogenee, presenti nel midollo 
spinale del tronco (a partire  dal calamo fino al livello dell’apertura anale), 
sono state contate, tenendo separate quelle allineate nell’epitelio ventricolare 
(neurepitelio) dalle mitosi m antellari (extraventricolari), evitando il doppio 
conteggio di una stessa mitosi e seguendo gli accorgimenti già utilizzati per 
questo tipo di ricerca [2, 18].

Nella Tabella I sono riportati i valori medi ottenuti su almeno tre esem­
plari di ogni lotto.

T a b e l l a  I.

Durata M i t o s I
sviluppo Totale Vent rie. Extraventr. % Extrav. Differenza

Stadi 16-31 a I2° C 

Stadi 16-31 a 23°C

63 gg- 

12 gg.
145

455

115,3 

410

A9 r7

45

20,5 ± 1 , 1

9,9 ± 2 , 4
 ̂ 10,6 ± 2 , 6  
\
(P >  .001)

(1) Ringrazio sentitam ente il dott. Ivan  Benedetti.
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I risultati raccolti nella Tabella I m ettono in evidenza che: duran te lo 
sviluppo del midollo spinale di R. esculenta:

A) le mitosi extraventricolari, sulla popolazione delle cellule in mitosi, 
presentano una frequenza maggiore in Rana (9 ,9% ) rispetto a quella verifi­
cata in condizioni di tem peratu ra analoghe su altri Anfibi anuri (3,4 % in 
Xenopus, 5,6 % in Bufo -  [2]); ciò conferma che la frequenza delle mitosi 
ex tra  ventricolari negli Anfibi è indipendente da affinità filetiche o ecologiche 
della specie;

B) le cellule in divisione al term ine del periodo em brionale sono decisa­
m ente più num erose nel lotto tenuto a 230 che in quello tenuto a 120; ciò 
dim ostra che la bassa tem peratura inibisce Tattività mitotica;

C) le mitosi ex tra  ventricolari, invece, nel lotto tenuto a bassa tem pe­
ra tu ra  (12°) presentano una frequenza m aggiore che nel lotto tenuto a 
tem peratu ra più elevata (23°); tale differenza risulta statisticam ente signifi­
cativa e dim ostra che Tabbassam ento della tem peratura am bientale rallenta 
la m igrazione ventricolare delle cellule nervose.

Questi risu ltati si prestano a  due ordini di considerazioni.
Poiché la du ra ta  dello sviluppo dipende strettam ente dalla velocità del 

ciclo cellulare, nel lotto tenuto a 230 si sarebbe dovuto avere un increm ento di 
mitosi inversam ente proporzionale alla du ra ta  dello sviluppo. Ciò però non si 
verifica: in fatti questa è cinque volte minore m entre quella è solo il triplo. 
L a triplicazione delle mitosi in R. esculenta a 23°C  si trova in accordo con 
recenti ricerche autoradiografiche, com piute su em brioni di un Urodelo 
{Pleurodeles), che n e  avrebbero individuato la causa nella durata , propor­
zionalm ente maggiore della fase S delTintercinesi (a 12? trip la  che a 23°) [19]; 
secondo l’A utore questo fatto, insieme all’annullam ento della fase Gì, nei 
lotti tenuti a bassa tem peratu ra provocherebbe Tincremento della velocità 
proliferati va a scapito di quella differenziati va e spiegherebbe l ’aum ento della 
taglia som atica e Piperplasia della colonna m otoria del midollo, verificati 
in un periodo larvale di R. pipiens [17]. A quest’ultimo proposito va precisato 
che nel lotto di R. esculenta tenuto a  120 C, il grado di rallentam ento di sviluppo 
(oltre cinque volte maggiore che a  23°C) e d ’increm ento della taglia som atica 
(Tabella H ) corrispondono a quelli osservati nelle larve di R. pipiens [17]; 
non corrisponde invece l’entità delTiperplasia del sistem a nervoso; i risultati 
o ttenuti da alcuni sondaggi sulle variazioni di spessore del midollo a  vari 
livelli (10% ) m i hanno indotto ad eseguire alcuni com puti sulle cellule 
nervose presenti a livello del calamo e su quelle del ganglio del 2° nervo spinale 
(Tabella II); i risultati, dei quali ritengo particolarm ente significativi quelli 
del ganglio spinale (stru ttu ra  tridimensionale), concordano nel verificare un 
aum ento num erico di cellule nervose (11 %) inferiore a ll’increm ento della taglia 
som atica (20 %); poiché la sostanza intercellulare non m ostra differenze, ne 
consegue che la bassa tem peratura provoca un igrandim ento somatico dovuto 
in parte  ad iperplasia, m a in parte (50 % circa) anche ad ipertrofia cellulare;
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la m aggior abbondanza di citoplasm a va messa in rapporto con accumulo 
di paraplasm a a causa della m inor richiesta energetica, nonostante l’inibizione 
dei processi differenziativi [17].

T a b e l l a  IL

Taglia somatica Cellule nervose

corpo (Ixh) coda al calamo i° ganglio spinale

Lotto a 12° C ................ 5 X 3,7 mm 9 mm 219 i  il 102 T  4

Lotto a 230 C ................. 4 X 3,0 mm 7 mm 193 ±  m 93 ±  2

Com unque l’iperplasia riscontrata nel midollo spinale di R. esculenta 
a I2°C  potrebbe giustificare un divario inferiore allT %, m a non può spiegare 
quello constatato tra  dura ta  di sviluppo (5,2 : 1) e decremento di mitosi (1 : 3,1); 
pertanto  se ne deve dedurre che la bassa tem peratura provochi un  ra llen ta­
m ento particolarm ente accentuato in almeno una delle fasi m itotiche qui 
considerate (prom etafase-anafase). Giova ribadire che queste considerazioni 
emergono dal confronto tra  lo sviluppo di un tessuto e quello dell’organismo ; 
esse cioè non si possono concepire in esperienze su culture in vitro.

Il secondo luogo va considerato che le mitosi ex tra  ventricolari nel lotto 
di R. esculenta tenuto a I2°C  sono in proporzione più num erose che nel lotto 
allevato a 23°C: infatti la loro frequenza risulta doppia. Questo fatto dim ostra 
che la bassa tem peratura, oltre a rallentare il ciclo cellulare, d isturba anche 
la m igrazione cellulare, conferm ando precedenti osservazioni su culture in 
vitro [5-12]. L ’aum ento di frequenza delle mitosi ex tra  ventricolari, anzi, 
indica che la bassa tem peratura ha un effetto inibitorio sulla m igrazione ven­
tricolare maggiore di quello esercitato sul ciclo cellulare. Ciò può indicare che 
la tem peratu ra eserciti sui liquidi intercellulari (che condizionano la m igra­
zione cellulare) u n ’influenza m aggiore di quella che possiede sul citoplasm a, 
poiché quest’ultim o tende a conservare costanti le proprie condizioni.

Il rallentam ento del ciclo cellulare e quello della m igrazione ventricolare, 
indotti dalla bassa tem peratura, sono fenomeni che vanno messi in rapporto  
con modificazioni fisico-chimiche, ed in particolare con l’aum ento della visco­
sità dei liquidi rispettivam ente cellulari ed intercellulari del midollo spinale 
in sviluppo: basti ricordare che la viscosità dell’acqua a 23° C aum enta sensi­
bilmente (3 1  %) rispetto a I 2 ° C  ( yj da 0 ,0 0 9 3 7  a 0 , 0 1 2 3  [ 2 0 ] ) .  Ne consegue 
che la m igrazione ventricolare è influenzata da variazioni di viscosità non solo 
duran te il periodo larvale [4], m a anche durante quello em brionale, pertanto  
duran te tu tto  ilo sviluppo.

V a infine accennato al fatto  che nel midollo spinale di R. esculenta a I2°C  
alcune mitosi (1 % ) sono localizzate sul bordo dello strato m arginale, a ridosso 
della m em brana lim itante esterna; in attesa di conferme dell’esame in corso

69. — RENDICONTI 1972, Vol. LII, fase. 6.
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sulla localizzazione delle mitosi nell’encefalo, si prospetta l’ipotesi che la bassa 
tem peratura possa provocare u n ’inversione di polarità nella m igrazione di 
alcune cellule nervose in procinto di dividersi.

C o n c l u s i o n i

Em brioni di Rana esculenta L. allevati a bassa tem peratu ra (i2 °C ), 
rispetto a  quelli tenuti a tem peratu ra maggiore (23°C), hanno una dura ta  
di sviluppo cinque volte maggiore, m a le mitosi risultano ridotte solo ad un 
terzo (invece che a un quinto). A lla luce delle attuali cognizioni ciò fa ritenere 
che le fasi m itotiche subiscano un rallentam ento m aggiore delle fasi inter- 
mitotiche. L a m igrazione ventricolare negli anim ali allevati a bassa tem pe­
ra tu ra  (120) è anch ’essa decisam ente inibita, come attesta il raddoppio delle 
frequenze di mitosi ex tra ventricolari; ciò dim ostra che le variazioni della tem ­
peratu ra  influenzano la m igrazione cellulare più drasticam ente che non il 
ciclo cellulare. Il rallentam ento del ciclo cellulare e della m igrazione ventri­
colare, provocati dalla bassa tem peratura, sono stati messi in rapporto con 
le modificazioni dei liquidi intercellulari e citoplasmatici.
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