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Biologia. — Ulteriore contributo allo studio su l determinismo della 
stratificazione del tetto ottico degli A n fib i anuri durante il  processo 
rigenerativo: asportazione totale del mesencefalo in larve d i Rana 
dalm atina e di Rana esculenta (#). Nota (**} di S ergio F iloni e 
V ito M argotta, presentata dal Socio A. S tefanelli.

Summary. — Rem oval of the whole m idbrain was performed in larvae of R ana dal
m atina  a t stage 32 and of R ana esculenta a t stage 33 (according to M anelli and M argaritora).

The results show th a t the regeneration of the mesencephalon and particularly  of the 
optic tectum  is possible also from non-m esencephalic regions and is accomplished by 
pluripotent elements the determ ination and differentiation of which take place during the 
regenerative process.

Introduzione

In  precedenti ricerche sulla rigenerazione del mesencefalo in larve di 
varie specie di Anfibi anuri {Xenopus laevìs, Discoglossus s ardus, Rana escu
lenta), sottoposte ad asportazione unilaterale di questo settore del neurasse, 
è s ta ta  d im ostrata una rigenerazione pressocché totale della parte  asportata 
(Filoni, 1964, 1969; Filoni e M argotta, 1970, 1972).

In  particolare, il tetto  ottico neoform ato che rigenera soprattu tto  a spese 
degli elem enti ependim ali situati nel tetto  ottico residuo (Filoni, 1968 a), p re
senta una tipica organizzazione in strati. Tale stratificazione si realizza per 
gradi, in seguito alla m igrazione degli elementi del grigio periventricolare dal
l’interno verso l’esterno ed inizia in concomitanza con l’arrivo delle fibre 
al tetto  ottico rigenerante. T u ttav ia  questo processo di stratificazione non è 
esclusivam ente determ inato dalle fibre ottiche che rappresentano l’afferente 
tettale più cospicua, poiché anche in loro assenza il tetto ottico rigenerato, 
m algrado presenti una notevole ipoplasia (particolarm ente accentuata negli 
strati più esterni), si stratifica ugualm ente (Filoni, 1968 Filoni, Gibertini e 
M argotta, 1972). D ’altra  parte, questo processo non è neppure dovuto a d u n a  
proprietà intrinseca degli elenienti te ttali ad organizzarsi in strati, poiché si 
è constatata la rigenerazione di un tetto  ottico stratificato anche quando, come 
si verifica in seguito ad asportazione bilaterale dei lobi ottici, esso rigeneri a 
spese di regioni mesencefaliche non tettali (toro semicircolare e corpo mesen- 
cefalico) (Filoni, 1968 b; Filoni, M argotta e Gibertini, 1972).

Ciò induce a ritenere che la rigenerazione del tetto ottico avvenga a spese 
di elementi indeterm inati che subiscono la determ inazione ed il differenzia-

■(*) Ricerca eseguita nell’Istitu to  di A natom ia com parata « G. B. G rassi» dell’U niver
sità di Rom a con un contributo del Consiglio Nazionale delle Ricerche.

(**) Pervenuta all’A ccadem ia il 26 luglio 1972.

15. — RENDICONTI 1972, Voi. LIII, fase. 1-2.
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m ento duran te il processo rigenerativo. Fino a che punto tali elementi sono 
« totipotenti »? Elem enti provenienti da regioni non m esencefaliche possono 
dare una stru ttu ra  di tipo tettale, una volta che si trovino in territorio  
mesencefalico?

Volendo chiarire questi interrogativi, abbiam o sottoposto larve di diffe
renti specie di Anfibi anuri {Xenopus laevis, Bufo bufo, Rana dalmatina, Rana 
esculenta) ad asportazione totale del mesencefalo per stabilire la natu ra  del 
rigenerato, nel caso si fossero verificati anche dopo un così drastico in ter
vento fenomeni rigenerativi cospicui.

In  questa N ota prelim inare esporrem o i prim i risultati di cui disponiam o 
relativi alla Rana dalmatina ed alla Rana esculenta.

Materiale e metodo

L a presente ricerca è s ta ta  eseguita su larve di Rana dalmatina B onaparte 
allo stadio 32 e di Rana esculenta L. allo stadio 33, ottenute dallo sviluppo di 
uova raccolte nei dintorni di Rom a. Lo stadio larvale è stato determ inato se
condo le tavole di sviluppo diM anelli eM argarito ra  (1961). Le larve sono state 
operate di asportazione totale del mesencefalo, lasciando in situ  l ’infundibolo 
e l’ipofisi.

Le operazioni, eseguite su anim ali non anestetizzati, sono state com piute 
al binoculare da dissezione con l’ausilio di pinzette da orologiaio, sottilissimi 
aghi di tungsteno e forbicette da iridectomia.

Sono stati operati 65 individui di Rana dalmatina e 20 individui di Rana 
esculenta. Inoltre 5 individui di Rana dalmatina sono stati fissati subito dopo 
l’intervento per controllare che l ’asportazione del mesencefalo fosse totale 
(Tav. I, fìg. 1).

Dopo l’intervento tu tte  le larve sono state tenute alla tem peratu ra am biente 
(20—2 50 C) in acqua abbondantem ente aereata e nutrite, a partire  dal 30 giorno 
post-operatorio , con la ttuga bollita.

Le larve operate sono state sacrificate dopo 30-50-55 giorni dall’intervento. 
T u tte  le fissazioni sono state com piute in Bouin. Le sezioni trasversali seriate, 
di 8-10 (L di spessore, sono state colorate con em allum e-eosina.

Risultati
Rana dalmatina.

Dopo 30 gg. dall’operazione (8 casi).
In  sei casi, in corrispondenza della regione mesencefalica, si osserva una 

vasta cavità ventricolare delim itata da una parete di d iversa n a tu ra  e di diverso 
spessore. In fatti la sua porzione più ventrale è costituita dalla regione infun
dibolare residua, m entre le porzioni interm edia e dorsale sono neoform ate. 
Quella interm edia, corrispondente al corpo mesencefalico, è notevolm ente 
ispessita ed è form ata, oltre che da num erosi elementi neurali, anche da scarsa
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sostanza bianca periferica; quella dorsale, corrispondente al tetto  ottico, è 
molto assottigliata ed in alcuni punti è costituita esclusivam ente da un m ono
strato  di elementi neurali ed in altri dalla sola pia m adre prim itiva che delim ita 
com pletam ente tu tta  la regione neoform ata e deriva principalm ente dalla pia 
m adre prim itiva della porzione infundibolare residua (Tav. I, figg. 2, 3 e 4).

In  un altro caso il volume della regione rigenerata è molto più conside
revole rispetto  ai casi precedenti ed anche la lam ina tettale è molto ispessita. 
Essa risulta costituita, oltre che da un abbondante grigio peri ventricolare, 
anche da sostanza bianca periferica. In  essa si osservano num erosi elementi 
che, distaccatisi dal grigio peri ventricolare, sono m igrati verso l’esterno e 
che partecipano alla costituzione dei prim ordi degli strati tettali più esterni 
(Tav. I, % . 5). ;

N ell’ottavo caso, infine, dorsalm ente alla regione infundibolare residua si 
è costituito un rigenerato anomalo, volum etricam ente molto esiguo, delim i
tato  dorsalm ente da una tela corioidea.

Dopo 50 gg. dall’operazione (9 casi).
M entre nella m aggior parte dei casi sacrificati dopo 30 giorni dall’in ter

vento la regione infundibolare contribuisce, unitam ente alla porzione rigene
rata , alla formazione di una parete ventricolare che delim ita un unico ampio 
ventricolo, negli encefali fissati dopo 50 giorni dall’operazione si osserva, in 
corrispondenza dell’area operata, una netta delim itazione tra  l ’infundibolo, 
(la cui cavità ventricolare non è più unita a quella mesencefalica, m a rap 
presenta una continuazione caudale della porzione ventrale del I I I  ventricolo) 
e la regione mesencefalica neoform ata.

In  quattro  casi il rigenerato ha una stru ttu ra  chiaram ente m esencefalica 
ed è possibile fare una netta  distinzione tra  la regione tegm entale e la regione 
tettale. Nella prim a, costituita, procedendo verso l’esterno, oltre che dal grigio 
peri ventricolare anche da file di cellule e fibre che si continuano con gli strati 
tettali più interni e da cospicua sostanza bianca periferica, si riscontrano sovente 
aree profondam ente anom ale che presentano protrusioni di cellule e fibre 
nella cavità ventricolare e num erosi ventricoli soprannum erari, in genere 
circondati da ependim a. Nella regione tettale si sono costituiti tu tti gli strati 
tipici nell’in tera estensione del rigenerato (Tav. I, fig. 6). In  un caso (dei quattro  
suddetti) si è form ato un unico lobo ottico im pari m ediano (Tav. II , fig. 7).

In  altri tre  casi, m entre la regione tegm entale è simile a quella riscontra ta 
nei quattro  casi precedentem ente descritti, la stratificazione del tetto  ottico 
non è ancora completa, specie in corrispondenza del polo posteriore del lobo 
ottico, dove si osservano solo gli strati tettali più esterni: stratum opticum (9), 
stratum fibrosum et griseum superficiale (8), stratum album centrale (7).

Nei rim anenti due casi, la rigenerazione è meno notevole, specie a livello 
della region^ tettale che risulta ancora costituita da grigio peri ventricolare e 
da sostanza bianca periferica.

In  tu tti i casi esam inati si è riscontrata una notevolissim a attiv ità  mito- 
tica a livello del polo posteriore dei due lobi ottici (Tav. II , fig. 8).
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Rana esculenta.

Dopo 30 gg. dall’operazione (5 casi).
In  tu tti i casi esam inati, dorsalm ente alla regione infundibolare, si è 

venuto a form are un rigenerato volum etricam ente piuttosto esiguo, la cui cavità 
ventricolare, che ricorda come form a la fossa rom boidale è delim itata dorsal
m ente da una tela corioidea (Tav. I l i ,  fig. 9). L a porzione basale del rigenerato 
è form ata, oltre che dal grigio peri ventricolare, anche da abbondante sostanza 
bianca dissem inata di num erose cellule. In  un caso, la stru ttu ra  di tale por
zione ha raggiunto una organizzazione più complessa, molto simile a quella 
riscontrabile nel corpo del mesencefalo di una larva norm ale.

Dopo 55 gg. dall’operazione (3 casi).
In  questi casi il rigenerato ha un volume più considerevole e dorsalm ente 

non è delim itato da una tela sterile, m a da una sottile parete costituita da grigio 
periventricolare e da scarse fibre periferiche. In  tu tti i tre  casi esam inati a livello 
di questa regione dorsale non si è m ai riscontrata una organizzazione in strati, 
neppure incipiente.

D iscussione

I dati riportati nella presente N ota dim ostrano che, dopo asportazione 
totale del mesencefalo, si può avere un rigenerato che, m algrado si presenti 
profondam ente anomalo, m anifesta una stru ttu ra  chiaram ente mesencefalica. 
In  particolare, a livello del tetto  otfico è possibile osservare la neoform azione 
di tu tti gli strati tettali.

M algrado non sia stato com piuto un accurato studio dell’a ttiv ità  m itotica 
a livello della regione diencefalica e romboencefalica, le osservazioni fatte 
in questo lavoro ci inducono a ritenere che il m aggior contributo alla rigene
razione della parte  asporta ta  sia fornito dalla regione infundibolare residua. 
Esperienze in corso, concernenti l ’asportazione oltre che dell’intero m esence
falo anche dell’infundibolo, contribuiranno a chiarire il problem a.

In  una prim a fase del processo rigenerativo, la vasta cavità che si è 
venuta a creare nella sede di asportazione risulta delim itata dalla pia m adre 
prim itiva, cui si accollano elementi neurali in continuità con Pependim a che 
tappezza la cavità infundibolare. Successivamente la regione infundibolare 
si separa nettam ente da quella neoform ata ed in quest’ultim a si viene a distin
guere una porzione tegm entale ed una tettale. Il differenziam ento del tetto 
e piu tardivo di quello del tegm ento. Infatti fino a 30 giorni d a ll’intervento 
la lam ina tetta le  risulta costituita dal solo grigio peri ventricolare e da sostanza 
bianca periferica; la netta separazione degli strati del tetto  è ben visibile solo 
intorno al cinquantesim o giorno post-operatorio.

L a  rigenerazione di una regione con s tru ttu ra  chiaram ente mesencefalica 
è più frequentem ente riscontrabile in Rana dalmatina che in Rana esculenta. 
In  quest’u ltim a specie, infatti, soprattu tto  nei casi fissati dopo 30 giorni dal
l’operazione, dorsalm ente alla regione infundibolare si è osservata la form a
zione di un piccolo rigenerato con una cavità ventricolare, paragonabile per
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form a alla fossa rom boidale, delim itata dorsalm ente da una tela eorioidea. 
Tale tipo di stru ttu ra  è interpretabile come un rigenerato mesencefalico abor
tivo in cui si è form ato solo un prim ordio della base del mesencefalo, m entre 
dorsalm ente non si è costituita una lam ina tettale, m a una tela eorioidea 
su cui non si sono disposti i neuroblasti provenienti dalle regioni residue.

A sportazioni totali di regioni encefaliche negli Anfibi allo stato  larvale 
sono state com piute da. Srebro (1959, 1961) allo scopo di studiare l ’influenza 
delle varie regioni encefaliche sullo sviluppo degli Anuri. Tale A utore ha com
pletam ente asportato in larve di Xenopus laevis o il telencefalo o il diencefalo. 
In  entram bi gli esperim enti non ha osservato una rigenerazione della parte 
asportata, ad esclusione di tre  casi in cui ha constatato una qualche rigenera
zione del lobo olfattorio, del pallio o del setto. T uttav ia , bisogna rilevare che 
negli esperim enti suddetti non era stato  asportato l’organo olfattorio e che 
W eissfeiler (1924), sperim entando su Axolotl e Tritoni, aveva osservato che 
il nervo olfattivo residuo diveniva la sede di una rigenerazione centripeta che 
determ inava la neoform azione di un nervo olfattivo il quale, prim a di m ettersi 
in connessione con gli emisferi telencefalici, conteneva già dei neuroblasti, 
evidentem ente m igrati dalla m ucosa olfattoria.

D alla nostra ricerca è chiaram ente emerso che, qualora sia possibile otte
nere la realizzazione di un processo rigenerativo* anche dopo asportazione 
totale di una regione encefalica, come si verifica per il mesencefalo, la s tru ttu ra  
del rigenerato non dipende dalla provenienza degli elementi a carico dei quali 
si a ttua  la rigenerazione, m a dal territorio in cui essi m igrano. Ciò dim ostra 
che la rigenerazione dell’encefalo degli Anfibi anuri allo stato larvale avviene 
ad opera di elementi totipotenti, classificati da Stefanelli (i960) come elementi 
a « determ inazione tard iva  », la cui determ inazione ed il cui differenziam ento 
avvengono duran te  il processo rigenerativo.

H òltzer (1951), in uno studio sulla rigenerazione del midollo spinale in 
seguito ad asportazione unilaterale, in em brioni di varie specie di Anfibi 
urodeli, giunge alla conclusione che la rigenerazione della parte  asporta ta 
avviene ad opera di cellule già determ inate che, dopo essersi attivam ente 
moltiplicate, si differenziano non secondo la sede che vengono ad occupare, 
m a secondo il proprio destino. Questo A utore ha infatti osservato che quando 
la parte  rigenerata derivava dalla regione dorsale del lato intatto, essa era 
priva delle cellule motorie; l’assenza delle cellule sensitive si verificava quando 
la rigenerazione avveniva a spese della porzione ventrale. H oltzer ha anche 
constatato fche la capacita del lato in tatto  a fornire i vari tipi cellulari decresce 
con l ’età dell’em brione al m om ento dell’operazione, secondo un ordine ben 
preciso, diverso per i vari neuroni.

D al confronto tra  i nostri dati e quelli ottenuti da Holtzer, emerge la netta  
differenza delle m odalità con cui si a ttua  la rigenerazione n eh ’em brione e nella 
larva. N ell’embrione si ha una condizione prevalentem ente a mosaico, determ i
nata  dall’influenza dell’azione induttrice in atto. Nella larva, la persistenza di ele
m enti totipotenti consente aH’organismo possibilità morfogenetiche paradossal
mente maggiori che perm ettono di reintegrare, ove possibile, l’equilibrio perduto.
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S PIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE I - I I  

Tavola I

Fig. i. -  Controllo dell’operazione di asportazione totale del mesencefalo in larve di R ana  
dalmatina. E visibile la sola regione infundibolare (X ioo ).

Figg. 2, 3, 4 e 5. -  V ari gradi della rigenerazione del mesencefalo in larve di Rana dalmatina, 
sacrificate dopo 30 gg. dall’operazione.
Fig. 2. -  Si è costituito un unico ventricolo, delimitato da una parete ventricolare 
form ata nella parte ventrale dalla regione infundibolare residua, nella parte inter
m edia (che rappresenta il prim ordio del corpo mesencefalico) da elementi neurali 
e fibre nervose e nella parte dorsale (corrispondente al primordio del tetto ottico) 
dalla pia m adre prim itiva e da un m onostrato di elementi neurali. (I =  infun
dibolo; C =  corpo mesencefalico; T =  tetto ottico) (X 90)/
Fig. 3. -  Incipiente separazione tra  la cavità infundibolare (C.I.) ed il ventricolo 
mesencefalico (V.M.) (X90).
Fig. 4. -  Si ë com pletata la separazione tra  la cavità infundibolare (C.I.) ed il 
ventricolo mesencefalico (V.M.) (X90).
Fig. 5. -  In  questo caso la lam ina tettale è molto ispessita e sul lato destro della 
fotografia è visibile la formazione degli strati tettali più esterni (X 90).

Fig. 6. -  Rigenerazione del mesencefalo in una larva di Rana dalmatina, sacrificata dopo 
50 gg. dall’operazione. Nella parte sinistra della fotografia si osserva un corpo 
mesencefalico profondam ente anomalo; a livello del tetto ottico si sono costituiti 
tu tti gli strati tettali ( X 50).

Tavola II
Rigenerazione del mesencefalo in una larva di R ana dahnatina, sacrificata dopo 
50 gg. dall’operazione. Si è costituito un lobo ottico im pari mediano, in cui tu ttav ia  
si sono form ati tu tti gli strati tettali ( X 50).
A ttiv ità m itotica a livello del polo caudale dei due lobi ottici rigenerati di una larva 
di Rana dalmatina, sacrificata dopo 50 gg. dall’operazione (X350). 
R igenerazione abortiva del mesencefalo di una larva di Rana esculenta, sacrificata 
dopo 30 gg. dall’operazione. Dorsalmente alla regione infundibolare si è costituito 
un piccolo rigenerato delimitato dorsalmente da una. tela corioidea (x. 70).

Fig: 7. -

Fig. 8. -  

Fig. 9. -
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