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SEZIONE III
(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia)

Embriologia sperim entale. — Ricerche sull'aggregazione di cellule 
dissociate di embrioni di cavalletta (Schistocerca gregaria, Forskaî). 
I. Auto-aggregazione {self-aggregation) in colture stazionarie con ter­
reni d i v e r s i Nota di F r a n c e s c o  F o n t a n a ,  R e m ig io  R o s s i  e 
G i u s e p p e  C o lo m b o ,  presentata (##) dal Socio A. S t e f a n e l l i .

Summary. — In stationary cultures dissociated cells of embryos of locusts 6*. gre­
garia Forskâl at different stages of development, before and after blastokinesfs, seeded in 
Petri dishes (Falcon Plastic) with different culture media form aggregates (self-aggregation). 
They are formed within 24 h and show different shape and pattern in the various tested 
media.

The developmental stage of the embryos from which the cells are obtained, is deter­
minant upon the pattern of aggregation, with different media. With preblastokinetic embryos 
a higher number and larger aggregates are obtained in cultures with Grace’s Antherea 
medium; with post-blastokinetic embryos best results are obtained with a medium formed 
by Hoyle’s saline solution, glucose, lactalbumin hydrolisate and yeast extract.

I n t r o d u z io n e

L ,aggî*eg azi°ne di cellule em brionäli dissocfate è un mezzo sperim entale 
molto usato nello studio, a. livello cellulare e molecolare, dei processi e dei 
fattori im p lica i nelle associazioni delle cellule e nelfa loro organizzazione 
nei sistemi em brionali. Essa è im piegata nelle ricerche di biologia, dello 
sviluppo nei V ertebrati (M oscona [1]) come pure in invertebrati, spugne 
(W ilson [2], H um phreys [3]), ricci di m äre (Giudice [4]).

Questo m etodo sperim entale presenta, un particolare interesse nello studio 
della, biologia, dello sviluppo degli Insetti: infatti in questa, cfasse le cellule 
sono determ inate molto precocemente e i m ovimenti e le interazioni cellufari 
assumono un ruolo diverso che negli anim ali di altri gruppi im piegati nelle 
ricerche di embriologia..

Le ricerche sulle aggregazioni di cellule embrionali degli Insetti non 
sono altre ttan to  num erose di quelle con cellule di V ertebrati anche se l’aggre­
gazione di cellule em brionali dissociate in questa cfasse sem bra essere un feno­
meno quasi costante.

A ggregati sono stati descritti da. Lesseps [5] in colture stazionàrie di 
cellule em brionali di Drosophila melanogaster\ da W alter e Willfams [6] nelle

(*) Ricerche eseguite con il contributo del Consiglio Nazionale delle Ricerche (Con­
tratto n. 710190604) presso l’Istituto di Zoologia dell’Università di Ferrara.

■■(**) Nella seduta del 12 maggio 1973.
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cellule dei corpi grassi con plasm atociti ameboidi della emolinfa di Hyalo- 
phora cecropia e Antherea poliphemus\ da K itam ura [7] in colture di espianti 
di ovari di Culex pipiens e Aedes aegypti\ da Seecof e U nanue [8] con cellule 
em brionali di D. melanogaster; da Eide e Charìg [9] con cellule embrionali 
di Musca domestica• da K u rtti e Brooks [iö] con mioblasti di Malacosoma 
disstria.$ Tricoplusia ni. Le ricerche sperim entali più complete sono state 
condotte da Ling, H orikaw a e Fox [11] che hanno studiato l ’aggregazione 
di cellule em brionali di D. melanogaster con il sistema stazionario (self-aggrega­
tion) m a principalm ente la « m ediated aggregation » o ttenuta con la rotazione 
delle colture con il metodo messo a punto da M oscona [12]. Ling, Horikaw a 
e Fox [11] hanno analizzato anche sperim entalm ente i fattori che influiscono 
sull’aggregazione, quali la sintesi delle proteine, la tem peratura, il pH  del 
mezzo di coltura, ecc.

I diversi ricercatori hanno usato terreni di coltura differenti, ritenuti 
idonei per le diverse specie; per tessuti e cellule di Insetti di diversi ordini, 
infatti, i terreni di coltura proposti sono differenti e non sono ancora standar­
dizzati (cfr. Brooks e K urtti [13] e V aughn [14]).

U no di noi, Colombo e M icciarelli [15], è riuscito a coltivare in vitro 
embrioni di cavallette (S. gregaria) privi di tuorlo come pure ad ottenere 
risultati prom ettenti in colture di cellule em brionali e di ovari dello stesso 
insetto (M icciarelli e Colombo [16]) in un terreno basato sulla soluzione salina 
di Hoyle. Colture cellulari di B latte sono state ottenute da Chen e L ev i- 
M ontalcini [17] con terreni ottenuti modificando il terreno di Grace [18].

In  ricerche in corso in questo laboratorio cellule em brionali dissociate 
sono m antenute in coltura in vari terreni da più di 6 mesi (Fontana e Rossi, 
in corso di pubblicazione) e nell’allestimento di queste colture si è osservata 
l’aggregazione delle cellule entro 24 ore anche sospendendole semplicemente 
in soluzione salina di Hoyle [19], come del resto è stato visto da alcuni degli 
A utori sopra citati (Seecof e U nanue [8], Eide e Chang [9]),

II processo di aggregazione può essere perciò adoperato come test per 
saggiare la risposta di cellule em brionali messe in coltura di fronte a diversi 
terreni.

In  questa prim a N ota verranno descritti i risultati di ricerche sulle aggre­
gazioni di cellule dissociate di embrioni di cavalletta {Schistocerca gregaria 
Forskàl) presi a stadi di sviluppo diverso, messe in colture stazionarie (self- 
aggregation) in differenti terreni di coltura.

M a t e r ia l e  e  m e t o d i

Le uova di cavalletta Schistocerca gregaria provengono dall’allevamento 
del nostro laboratorio; esse sono prelevate a tem pi diversi dai tubi dove erano 
deposte.

Sono state eseguite due serie di esperimenti, una adoperando em brioni 
agli stadi 10-14, secondo le tavole di sviluppo di M icciarelli-Sbrenna [20], 
l’altra usando em brioni agli stadi 20-24. Nel prim o caso gli em brioni sono
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nel periodo preblastocinetico, hanno completato la metam erizzazione dell’ad­
dome, le pareti laterali non si sono ancora sollevate ad inglobare il tuorlo 
e gli occhi non hanno ancora iniziato la differenziazione degli om m atidi: si 
tra tta  cioè di embrioni in cui anche la differenziazione degli abbozzi degli 
organi non è od è appena iniziata. Negli stadi 20-24 gli em brioni hanno già 
compiuto la blastocinesi, le pareti laterali del corpo hanno già inglobato il 
tuorlo fino all’altezza dei segmenti toracici e, negli occhi, è già iniziata la 
differenziazione degli om m atidi: si tra tta  cioè di embrioni in cui è già avve­
nuta la differenziazione dei principali abbozzi degli organi ed inizia la diffe­
renziazione istologica, non è ancora iniziata la formazione della cuticola 
em brionale da parte deH’ectoderm a, che avviane allo stadio 25 (Sbrenna G., 
in corso di pubblicazione).

Le uova sono esternam ente sterilizzate ponendole per 5 min. in una 
soluzione al 3 % di ipoclorito di sodio, e per io  min. in soluzione Lugol; rila­
vate due volte in soluzione salina di Hoyle sterilizzata alla quale sono aggiunti 
300 unità/m l di penicillina e 300 [xg/ml di streptom icina; sono quindi aperte 
allo stereomicroscopio. Gli em brioni, liberati dalle m em brane e dal tuorlo, 
sono raccolti in una provetta  con 1 mi di soluzione di Hoyle ed omogeneizzati 
facendoli passare più volte attraverso  la punta sottile di una pipetta Pasteur 
prem uta sul fondo della provetta; la sospensione è poi filtrata attraverso  un 
retino da plancton con fori di 21 qx di diam etro. Si hanno così praticam ente 
delle sospensioni m onocellulari. Tali procedim enti danneggiano parte delle 
cellule; è stata  determ inata la percentuale delle cellule m orte in base al m e­
todo di assunzione del T ripan  blu (Phillips e T erryberry  [21]): la percentuale 
di cellule da considerarsi vive nella sospensione di cellule dissociate, contate 
con l ’em ocitom etro di Burker, è del 30-40 per cento costantem ente in tu tte  
le dissociazioni eseguite.

Le colture sono allestite diluendo la sospensione cellulare filtrata di 
concentrazione nota coi vari terreni di coltura in modo da ottenere una 
densità cellulare voluta; la sem ina è stata fatta in capsule Falcon di plastica 
(35 X io  mm), 2 mi per capsula. Dopo prove prelim inari di semine di sospen­
sioni cellulari a densità decrescenti, si è scelta una concentrazione cellulare 
di 7X 105 cellule totali per mi, di cui 3X 105 per mi vive, che si ottiene 
con la dissociazione di circa 20 em brioni preblastocinetici e di circa io  em ­
brioni postblastocinetici per mi.

Le capsule sono state poste in term ostato a 3O0 C ed esam inate dopo 
24 h col microscopio rovesciato W ild M 40. Il tem po di esame delle colture a 24 h 
dalla sem ina è stato scelto dopo aver seguito il formarsi degli aggregati con 
osservazioni ogni tre ore: gli aggregati in colture stazionarie incominciano a 
formarsi a 3 h dalla semina e si ingrandiscono progressivam ente fino alla 24ma 
ora (Tavola I, figg. 1-6); da 24 a 48 ore non presentano all’esame microscopico 
cam biam enti àpprezzabili; successivam ente si osservano cellule m igrare dagli 
ammassi cellulari ed in alcuni terreni evidenti segni di degenerazione cellulare.

Per ciascuna serie di embrioni preblastocinetici e postblastocinetici sonò 
state allestite colture nei seguenti terreni: 1) HGL: soluzione salina di
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Hoyle [19] +  glucosio (8 g /1) +  idrolisato di la ttalbum ina (8 g /1) +  estratto  
di lievito (2 g/1) (Colombo e M icciarelli [15]). 2) GMA: terreno di coltura di
Grace [18]. 3) GM E: terreno formato da 1/2 terreno di Grace e 1/2 terreno
Eagle. 4) SM: terreno di coltura di Schneider [22]. 5) SM E: terreno formato 
da 1/2 terreno di Schneider e 1/2 terreno Eagle. I terreni di coltura di Grace 
e Schneider sono stati acquistati dalla GIBCO, l ’idrolisato di lattalbum ina, 
l’estratto  di lievito e il terreno di coltura Eagle dalla D IFCO.

A tu tti i terreni sono state aggiunte penicillina (100 unità/m l) e strepto­
micina (100 (jig/ml).
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R isu l t a t i

V erranno descritti gli aggregati formatisi nei singoli terreni a 24 h dalla 
sem ina di sospensioni cellulari ottenute da em brioni p re -  e postblastocinetici, 
osservati in vivo al m icroscopio rovesciato. Le osservazioni si basano su almeno 
3 colture per ogni condizione sperim entale.

In  tu tte  le colture gli aggregati sono più numerosi e di dimensioni m ag­
giori nella parte  m ediana centrale della capsula, probabilm ente perché nel 
m aneggiare le capsule, soprattu tto  quando si m ettono in term ostato, le cellule 
si addensano m aggiorm ente al centro a causa di deboli moti vorticosi. Le 
osservazioni si riferiscono sem pre a questa parte centrale.

Embrioni prebtastocinetici.

Terreno HGL  (Tavola II , fig. 1). Gli aggregati sono rotondeggianti, abba­
stanza ben separati tra  loro, aderenti al fondo per una piccola base, e di dim en­
sioni varie; i più grandi sem brano essersi form ati per fusione di aggregati 
più piccoli: presentano allora forma irregolare e sono per lo più in sospensione. 
I m argini degli aggregati sono in alcuni punti lisci, in altre parti di aspetto 
m orulare con singole cellule sferiche che sporgono dagli aggregati stessi.

Terreno GMA  (Tavola II, fig. 2). Si formano grossi aggregati aderenti 
al fondo, prom inenti verso l ’alto e collegati tra  loro a form are una rete.

A ppaiono costituiti da aggregati più piccoli generalm ente di forma roton­
deggiante ed a m argini netti che si fondono o aderiscono gli uni agli altri per 
buona parte  del loro contorno. Ponti form ati da prolungam enti di cellule 
fusiformi uniscono in più punti tra  versalmente i cordoni di aggregati.

Terreno GM E  (Tavola II, fig. 3). Si ottengono aggregati relativam ente 
piccoli attaccati al fondo e prom inenti verso l’alto, di dimensioni e forme 
varie, parecchi fusi am piam ente tra  loro e uniti inoltre da ponti di cellule 
fusiformi. I m argini degli aggregati sono netti m a irregolari.

terreno SM . Con questo terreno al fondo della capsula sedim enta del 
m ateriale forse di na tu ra  proteica che rende difficile l’esame microscopico 
ed impossibile fare microfotografie leggibili. Si form ano aggregati di forma 
irregolare, taluni liberi nel liquido di coltura, altri am m assati tra  loro.
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Terreno S M E  (Tavola II, fig. 4). Gli aggregati sono per lo più piccoli, 
rotondeggianti, a contorni generalm ente netti, alcuni di aspetto m orulare. 
Alcuni aggregati venuti a contatto si fondono per una parte m a sono com unque 
riconoscibili.

Embrioni postblastocinetici.

Terreno HGL  (Tavola II, fig. 5). Si formano aggregati di piccole e medie 
dimensioni: alcuni sono isolati e con contorni lisci, altri formano cordoni 
per fusione di aggregati più piccoli. Buona parte di quest’ultim i sono in sospen­
sione m entre gli altri sono aderenti al fondo. I margini di molti aggregati 
sono netti, oppure presentano in parte  contorni di aspetto m orulare per lo 
sporgere di cellule sferiche.

Terreno GMA  (Tavola II, fig. 6). Sono pochi in questo terreno gli aggre­
gati rotondeggianti a m argini netti, come si osservano in altre condizioni. 
Si ottengono invece delle reti di am m assi cellulari aderenti al fondo, dai quali 
sporgono cellule fusiformi o sottili cordoni cellulari.

Terreno G M E  (Tavola II, fig. 7). Più che aggregati come quelli già 
descritti, si forma in questo terreno una rete irregolare di ammassi cellulari, 
aderenti al fondo, forse costituiti dalla fusione di piccoli aggregati uniti tra  
loro spesso da cordoni di cellule fusiformi disposte in fila.

Terreno SM . Anche in queste colture si forma un fine sedimento granulare, 
m a di molto m inor estensione ed entità che con sospensioni di em brioni pre- 
blastocinetici. Gli aggregati, aderenti al substrato, formano una rete irregolare 
dovuta alla fusione di aggregati più piccoli ed a sottili cordoni e ponti cellu­
lari. Pochi aggregati presentano m argini netti, molti hanno aspetto m orulare.

Terreno S M E  (Tavola II, fig. 8). Gli aggregati sono molto piccoli, aderenti 
al substrato, generalm ente di form a rotondeggiante a m argini netti di solito 
isolati senza form are una rete. Quelli più grandi appaiono fusioni di piccoli 
am m assi strettam ente uniti fra loro almeno per una piccola parte.

Sul fondo della capsula sono presenti, più numerose che nelle altre col­
ture, anche cellule vive isolate per la maggior parte di forma rotondeggiante 
e, meno num erose, cellule di tipo fusiforme o fibroblastico.

D isc u ssio n e

Le cellule dissociate di em brioni di cavalletta, Schistocerca gregaria 
(Forskàl), agli stadi di sviluppo studiati, si aggregano facilmente entro le 
prim e 24 h dalla semina, quando sono poste in colture stazionarie, anche 
con semplice soluzione salina.

Nel sistem a sperim entale descritto le cellule dissociate sedim entano, si 
può presum ere a caso, sul fondo della capsula e dopo poche ore si raggruppano 
form ando degli am m assi più o meno voluminosi che rim angono generalm ente 
attaccati al fondo della capsula di coltura. I meccanismi che intervengono
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sono, durante la sedimentazione, le collisioni casuali ed, in seguito, il m ovi­
m ento delle cellule; quando vengono a contatto esse aderiscono Tuna all’altra 
form ando degli ammassi che presentano già a 24 ore dalla sem ina u n ’organiz­
zazione istologica che sarà descritta in una N ota successiva. È stata usata 
la dissociazione m eccanica, che in confronto coi m etodi di dispersione in 
cui vengono usati EDTA (o EGTA) o tripsina, altera meno la s tru ttu ra  della 
m em brana cellulare. T u ttav ia  con la dispersione m eccanica molte cellule 
vengono rotte od alterate irreversibilm ente ed il num ero di cellule che si 
possono ritenere vive è relativam ente basso, circa il 30-40% . Le cellule 
m orte sedim entano sul fondo della capsula di coltura; esse probabilm ente 
non interferiscono nel m ovim ento e nel contatto delle cellule vive sospese, 
m a modificano eventualm ente in parte  la composizione dei terreni sperim entati.

Le variabili prese in considerazione sono due: l’età o meglio lo stadio 
di sviluppo degli em brioni e la composizione dei terreni di coltura.

I nostri risultati (Tavola II) m ostrano che sia con cellule di embrioni 
preblastocinetici che con quelle di embrioni postblastocinetici si formano  
aggregati, in tu tti e cinque i terreni saggiati.

Nello stesso terreno però gli aggregati, formati da cellule di diversa ori­
gine, presentano forme e dimensioni diverse: la differenza è poco notevole 
per la H oÿle com pleta m a rilevante per gli altri quattro  terreni. G eneralm ente 
le cellule di em brioni preblastocinetici danno origine ad ammassi di maggiori 
dimensioni anche per fusione o giustapposizione di aggregati più piccoli, e 
questo non solo per l’attiv ità (m ovim ento-contatto-adesione) di singole cel­
lule, m a di gruppi di cellule che già si sono organizzate fra loro. L ’esame 
istologico ed u ltrastru ttu ra le  degli aggregati potrà chiarirci meglio l ’organiz­
zazione degli aggregati form ati da cellule provenienti da em brioni di stadi 
diversi.

DaH’esame com parativo delle colture risulta che aggregati a s tru ttu ra  
più com patta e a m argini più netti si formano in quelle condizioni sperim entali 
in cui apparentem ente sono sfavorite l’adesione delle cellule al substrato  e 
la loro m igrazione come cellule singole o come sottili cordoni cellulari. Le cel­
lule degli em brioni preblastocinetici tendono in tu tti i terreni a raggrupparsi 
in aggregati m entre quelli degli embrioni postblastocinetici tendono m aggior­
m ente ad aderire al substrato e a disporsi a cordoni. In  questo com portam ento 
le cellule degli em brioni postblastocinetici rispondono in m aniera diversa di 
fronte ai terreni di coltura sperim entati.

II m aggior num ero di aggregati di dimensioni più grandi si è ottenuto, 
con le cellule di em brioni preblastocinetici nel terreno di Grace, con quelle 
di em brioni postblastocinetici nel terreno formato dalla soluzione salina di 
H oyle con glucosio, idrolisato di lattalbum ina ed estratto  di lievito. Questi 
risu ltati indicano che, per quanto riguarda la formazione degli aggregati 
in questi terreni, le cellule si trovano nelle condizioni ottim ali e si possono 
form ulare due ipotesi di lavoro: in questi terreni cellule con caratteristiche 
funzionali diverse (stadio di sviluppo) presentano stru ttu ra  ed a ttiv ità  di 
m em brana idonee all’adesione delle cellule fra loro, o sono in grado di produrre
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fattori aggreganti, dim ostrati essere presenti e necessari nella formazione di 
aggregati con cellule di m am m iferi (M oscona [23], [24]), Pessac e Defendi [25]) 
ed anche nell’aggregazione di cellule embrionali di D, melanogaster, come con 
esperim enti indiretti hanno m ostrato Alien e Fox [26].

Esperim enti con inibotori di diverso tipo sono in corso nel nostro labora­
torio per individuare il ruolo dei vari processi cellulari nella formazione di 
aggregati anche nel nostro m ateriale sperim entale.

C o n c l u sio n i

Cellule di em brioni di cavalletta, Schistocerca gregaria Forskàl, poste in 
coltura stazionaria, dopo dissociazione meccanica, si aggregano a 30° C entro 
le prim e 24 ore.

Cellule em brionali prese a due diversi stadi di sviluppo, uno p re -  e l’altro 
postblastocinetico, formano aggregati di forma e dimensioni diverse. Anche 
i terreni di coltura usati influiscono sulla aggregazione: la soluzione salina 
di Hoyle, addizionata di glucosio, idrolisato di lattalbum ina ed estratto  di 
lievito sem bra dare la m iglior risposta per gli embrioni postblastocinetici, 
m entre per quelli preblastocinetici si ottengono migliori risultati con terreno 
di coltura di Grace.

Sem bra che terreni che favoriscono lo sviluppo di colture di cellule iso­
late aderenti al substrato siano sfavorevoli alla formazione di aggregati e 
viceversa.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE I - I I  

T a v o la  I
Microfotografie di capsule seminate con cellule di embrioni post-blastocinetici sospesi 

in semplice soluzione salina di Hoyle: 1) subito dopo la semina; 2) dopo 3 ore; 3) dopo
6 ore; 4) dopo 9 ore; 5) dopo 18 ore; 6) dopo 24 ore. Sul fondo si vedono numerose 
cellule isolate morte. Fino a 9 ore gli aggregati sono formati da cellule di aspetto normale; 
a 18 e a 24 ore (figg. 5 e 6) sopra e attorno agli aggregati si notano numerose cellule che si 
possono considerare morte, con aspetto simile a quello delle cellule singole isolate.

Tutte le microfotografie sono allo stesso ingrandimento: 120X.

T avola  I I

Microfotografie di aggregati formatisi con sospensioni cellulari di embrioni preblasto- 
cinetiói (figg. 1-4) e di embrioni postblastocinetici (figg. 5-8), in terreni diversi: Hoyle-}- 
glucosio-hidrolisato (figg. 1 e 5); Grace (figg. 2 e 6); Grace-Eagle (figg. 3 e 7); Schneider- 
Eagle (figg. 4 e 8).

Tutte le microfotografie sono allo stesso ingrandimento: 120X.
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