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Zoologia. — Effetto di alcune sostanze inquinanti sullo sviluppo 
embrionale di Xenopus Nota di R o m e o  I m b e r t i  e G i o v a n n i  

V a i l a t i , presentata (w) dal Socio S. R a n z i .

Summary. — Embryos of Xenopus laevis were treated in the first development stages 
with foul water holding salts of heavy metals (Zn , Cd) and with sodium alkylbenzensulpho- 
nate (LAS) at concentrations 1, 2, 5, 10, 20 mg/1. The treatement lasted at most for six 
days and the surviving embryos were subjected to histological observation.

With both treatements in several embryo’s organs appear considerable malformations, 
these are: neural tube occlusion, pronephric tubule dilatation, somite increase and epider­
mis proliferations.

In t r o d u z io n e

Le num erose indagini condotte negli ultim i decenni da diversi A utori 
sulla tossicità delle acque inquinate hanno avuto prevalentem ente lo scopo 
di determ inare l’influenza delle sostanze inquinanti sulla m ortalità e, in m isura 
molto minore, sulla potenzialità rip roduttiva, sullo sviluppo larvale (M archetti, 
!96S), sull’accrescimento e sulla s tru ttu ra  di alcuni organi di anim ali acquatici 
(M archetti, 1969), m entre non si hanno dati circa l’azione di tali sostanze su 
di una fase molto delicata della vita degli anim ali quale lo sviluppo em brionale. 
T u tte  queste indagini inoltre sono riferite ai Pesci (cfr. M archetti, 1965), m en­
tre  sugli Anfibi non esiste alcuna informazione.

D ato l’interesse che può destare una ricerca condotta in tal senso, sia da 
un punto di vista pratico che strettam ente biologico, sono in corso indagini 
sull’effetto di acque inquinate e di alcune sostanze inquinanti sui prim i stadi 
dello sviluppo em brionale di anim ali acquatici.

Vengono qui esposti i prim i risultati di una indagine condotta princi­
palm ente m ediante due categorie di sostanze inquinanti: i sali dei metalli 
pesanti e i detergenti.

L a presente ricerca, più che un contributo allo studio dei problem i del­
l’inquinam ento, vuole essere un prim o passo per cercare un orientam ento 
nella scelta delle sostanze da provare, delle loro concentrazioni attive e delle 
fasi dello sviluppo em brionale più sensibili all’azione di tali sostanze.

Come m ateriale da tra tta re  è stato scelto lo Xenopus laevis (Daudin), anfibio 
anuro, per la facilità di ottenerne em brioni in laboratorio e perché oggetto di 
num erose ricerche di em briologia sperim entale in corso presso l’Istituto di 
Zoologia di M ilano. Come acque inquinate sono state usate quelle del torrente

(*) Ricerche eseguite nell’Istituto di Zoologia dell’Università Statale di Milano. 
(**) Nella seduta del 20 aprile 1974.
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Riso, affluente del fiume Serio, perché notoriam ente contam inate da metalli, 
soprattu tto  zinco e cadmio; inoltre è stato usato Talchilbenzensolfonato sodico 
(LAS) abbondantem ente usato nella fabbricazione di detergenti.

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

Prima di effettuare il trattamento degli stadi precoci si è determinata su stadi larvali 
di diverse settimane di età la tossicità delle sostanze in questione in termini di mortalità.

Embrioni di Xenopus laevis agli stadi di tarda blastula e di giovane gastrula (stadi 9 
e io secondo Nieuwkoop e Faber) sono stati messi in acqua prelevata dal torrente Riso e 
diluita, data l’alta tossicità verificata sugli stadi larvali, in ragione 1 : 1 e 1 : 2 con acqua di 
rete avente le seguenti caratteristiche: durezza 220 mgCaC0 3/l, cloruri 2,1 mgCl~/l, solfati 
1,9 mgSOL/l? pH 7.

L’acqua del torrente Riso è stata analizzata per i metalli con spettrofotometria di assor­
bimento atomico; i risultati dell’analisi sono stati i seguenti: 80 mgZn/1, 0,42 mgCd/1, 0,3 mg 
Mn/1, 0,02mgCu/l.

Raggiunto lo stadio 35 alcune larve sono state fissate in liquido di Smith (Rugh, 1952), 
le rimanenti venivano fissate in liquido di Bouin in tempi successivi fino ad un massimo di 
6 giorni. Dopo disidratazione con alcool le larve sono state incluse in paraffina secondo le 
tecniche usuali (cfr. Beccari e Mazzi, 1966) e sezionate trasversalmente a io p. di spessore; 
le sezioni venivano colorate con ematossilina di Ehrlich ed eosina.

Per quanto riguarda il trattamento con LAS (alchilbenzensolfonato sodico a catena alchi- 
lica lineare con C12 prevalente), embrioni di Xenopus agli stadi io, 22 e 30 sono stati posti 
nelle concentrazioni 1, 2, 5, io, 20 mg/1 e, dopo fissazione a tempi diversi, sottoposti alle 
tecniche istologiche come nel caso precedente. Le concentrazioni di LAS sono espresse come 
prodotto attivo.

In totale sono stati trattati 108 embrioni. Come controlli sono stati usati embrioni posti 
in acqua di rete e in acqua del fiume Serio prima della confluenza col torrente Riso.

Stadi di sviluppo considerati: 
stadio 9: tarda blastula;
stadio io: inizio della gastruluzione;
stadio 22: placode acustico-circa io somiti-lunghezza 2 mm.;
stadio 30: bottone codale-primo movimento-circa 25 somiti-lungh. 3 mm.;
stadio 35: circa 35 somiti-lunghezza 5-6 mm.

Trattamento con acqua del torrente Riso. L ’acqua prelevata dal torrente 
Riso ha provocato in tu tti gli em brioni tra tta ti allo stadio di gastru la per 6 
giorni im ponenti m alform azioni di diversi organi; tali m alform azioni si osser­
vano sia negli em brioni tra tta ti con la diluizione i : i che con la dilui­
zione 1 : 2 .

Il tubo neurale si presenta con le pareti notevolm ente ispessite, soprat­
tu tto  a livello del diencefalo e del midollo spinale; si osservano casi di completa 
ostruzione del canale dell’ependim a (Tav. I, fig. 2; Tav. II , fig. 8; T av. I l i ,  
% • 13)- ? er quanto riguarda l ’abbozzo degli organi di senso è frequente negli 
occhi l ’ispessimento della retina (Tav. I, fig. 2). In  alcuni casi il cristallino 
si presenta ingrossato; si è proceduto a calcolarne il volume nei tra tta ti con 
cristallino ingrandito e nei controlli; questo è 582.000 ±  22.000 (i.3 per i tra t­
ta ti e 394.000 i  62.000 fA3 per i controlli. Le otocisti appaiono spesso molto 
dilatate (Tav. I, fig. 3).
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L ’epiderm ide è ispessita e frequentem ente si osservano proliferazioni 
cellulari dello strato  esterno; sono pure presenti vescicole a livello di tale strato, 
le cui cellule sono per lo più disposte a palizzata (Tav. I l i ,  figg. io, 11, 12, 14).

Per quanto riguarda gli organi di origine mesodermica le m alform azioni 
sono meno frequenti; i somiti tu ttav ia  possono presentare casi di ingrossa­
m ento dovuto ad un aum ento in volume delle fibre m uscolari (Tav. II, fig. 8; 
T av. I l i ,  figg. io  e 13) e i tubuli del pronefro sono spesso enorm em ente dila­
ta ti (Tav. II , figg. 8 e 9), così pure la cavità celomatica (Tav. II , fig. 8).

L ’epitelio del pavim ento del faringe è ispessito in quasi tu tti i tra tta ti 
(Tav. I, figg. 2 e 3). Non si osservano malform azioni evidenti a livello degli 
altri organi di origine endoderm ica.

Negli em brioni fissati a 3 giorni dall’inizio del trattam ento  in entram be 
le diluizioni le m alform azioni sono molto meno evidenti e frequenti; gli unici 
organi che m anifestano una reazione al trattam ento  sono l’epiderm ide e il 
tubo neurale.

Trattamento con L A S . T u tte  le concentrazioni usate si sono dim ostrate 
in grado di indurre m alform azioni negli em brioni tra tta ti. O ltre la concentra­
zione di 2 mg/1 la m ortalità  è elevata; tu ttav ia  si sono potuti tra tta re  per un 
giorno em brioni allo stadio 22 nelle concentrazioni di 5 e io  mg/1, m entre la 
sopravvivenza degli stadi larvali più avanzati in queste ultim e concentrazioni 
è sta ta  di poche ore.

Gli em brioni tra tta ti con le concentrazioni di 1 e 2 m g /1 risentono del 
trattam ento  anche solo dopo un giorno; le m alformazioni però sono più evi­
denti negli em brioni tra tta ti con LAS almeno per 5 giorni. Alle alte concentra­
zioni (5 e io  mg/1) gli em brioni vengono letteralm ente disgregati dall’azione 
del tensioattivo e i sopravvissuti presentano m alformazioni che a volte alte­
rano com pletam ente i rapporti spaziali tra  i singoli organi.

Il LAS induce nei tra tta ti le stesse malform azioni osservate negli em brioni 
che si sono sviluppati nelle acque del torrente Riso (Tav. I, figg. 4 e 5; 
T av. II, fig. 7).

Co n s id e r a z io n i

L a risposta dell’em brione sem bra essere uguale anche partendo da sostanze 
nettam ente diverse quali un tensioattivo e metalli; l’azione di tali sostanze 
sullo sviluppo em brionale, in base ai risultati sino ad ora ottenuti, sem bre­
rebbe quindi aspecifica.

P u r essendo i risultati sopra esposti del tu tto  prelim inari, appare suffi­
cientem ente chiara l’azione delle sostanze usate sullo sviluppo em brionale. 
Tale azione che, come si è prim a accennato, non parrebbe legata alla n a tu ra  
delle sostanze usate, si m anifesta a livello di oigani di prim aria im portanza 
per la vita dell’em brione quali ad esempio il tubo neurale, il pronefro e i 
somiti, alterando profondam ente la loro stru ttu ra  e pregiudicando seriam ente 
la vita dello stesso e quindi dell’adulto.
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In  base a questi risu ltati si è potuto intanto accertare che il LAS anche a 
basse concentrazioni (1 mg/1) agisce in m aniera determ inante sullo sviluppo 
em brionale dello Xenopus. Al presente non sem bra che il tra ttam ento  influisca 
di più su alcuni stadi piuttosto che su altri e le ricerche in corso avranno come 
scopo principale una risposta a questo quesito.

R ingraziam o il prof. R oberto M archetti per i suggerim enti dati durante 
lo svolgimento della presente ricerca.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE I - I I I  

T a v o l a  I.

Fig. i. -  Embrione controllo. Sezione trasversale condotta a livello degli occhi. (X120).
Fig. 2. -  Trattamento per 6 giorni con acqua del torrente Riso diluita 1:2; inizio del trat­

tamento allo stadio 9. Ispessimento delle pareti del diencefalo, della retina e del­
l’epitelio del faringe. (X120).

Fig- 3-, -  Trattamento per 6 giorni con acqua del torrente Riso diluita 1:1; inizio del 
trattamento allo stadio 9. Dilatazione delfotocisti e ispessimento dell’epitelio del 
faringe. (X240).

Figg. 4 e 5. -  Trattamento per 7 giorni con LAS 1 mg/1; inizio del trattamento allo stadio 
30. Particolare del diencefalo occluso. (X240).

T a v o l a  IL
(X120)

Fig. 6, -  Embrione controllo. Sezione trasversale condotta a livello dei tubuli del pronefro.
Fig. 7. -  Trattamento per 5 giorni con LAS 1 mg/1; inizio del trattamento allo stadio 30. 

Dilatazione dei tubuli del pronefro.
Fig. 8. -  Trattamento per 6 giorni con acqua del torrente Riso diluita 1:1;  inizio del trat­

tamento allo stadio 9. Occlusione del tubo neurale, enorme dilatazione dei tubuli 
I del pronefro e della cavità celomatica, ingrossamento dei somiti.

Fig. 9. — Trattamento per 6 giorni con acqua del torrente Riso diluita 1:2;  inizio del trat­
tamento allo stadio 9. Dilatazione dei tubuli del pronefro e ingrossamento dei 
somiti.
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Tavola III.
( X 240)

Fig. io. — Trattamento per 6 giorni con acqua del torrente Riso diluita 1:1;  inizio del trat­
tamento allo stadio 9. Ingrossamento dei somiti e proliferazioni dello strato esterno 
dell’epidermide.

Fig. l i .  -  Trattamento per 5 giorni con acqua del torrente Riso diluita 1:1;  inizio del trat­
tamento allo stadio 9. Vescicole e ispessimento dell’epidermide.

Figg. 12 e 14. -  Trattamento per 6 giorni con acqua del torrente Riso diluita 1 : 2; inizio del 
trattamento allo stadio 9. Vescicole e proliferazioni dello strato esterno dell’epi­
dermide.

Fig. 13. -  Trattamento per 6 giorni con acqua del torrente Riso diluita 1 : 2; inizio del trat­
tamento allo stadio 9. Ingrossamento dei somiti, ispessimento dell’epidermide e 
occlusione del midollo spinale.


