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SEZIONE III
(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia)

Zoologia. —  Induzione di organo adesivo in espianti ectodermici 
di Xenopus laevis ad opera di N aSC N  ed urea <*>. Nota di C r i s t i n a  

S o t g ia  G r o s s i  e U m b e r t o  F a s c io , presentata <**> dal Socio S. R a n z i .

Summary. ■— Sucker induction in Xenopus: Xenopus laevis embryos, at late blastula 
stage, were cut in order to separate the blastocelic roof from the other parts of the embryo 
(Fig. i). Ectoderm cell expiants obtained in this way were cultured in Holtfreter’s solution 
for ioo hours at i8PC; we called these expiants controls. Treated expiants were cultured for 
18 hours at i8°C in Holtfreter’s solution containing 25 mM NaSCN or 50 mM urea, and 
then they were transferred and left for 82 hours more in Holtfreter’s solution. After 100 
hours of culture, control expiants developed atypical epidermis and only 11.6 % of them 
showed very small suckers (Table I, Figs 4, 5); on the contrary 48% of treated expiants, at 
the end of the culture period, formed large suckers (Table I, Figs 6, 8), even bigger than those 
of the embryos of the same age (Table I, Fig. 2). The bigger volume of treated expiant 
suckers was due to an increase in cell number. The suckers formed in treated expiants are well 
developed, even if their cells are not so elongated as the control ones, and not so well diffe
rentiated (Table I* Figs 3, 7, 9). We conclude that it is possible to obtain sucker induction 
using NaSCN or urea which are both well-known neural inductors. Similar results were 
obtained (Picard, 1975) in ectodermic cell expiants from Xenopus gastrula by treatment with 
ic r4M NH4C1.

L ’azione del NaSCN e dell’urea sui prim i stadi dello sviluppo em brionale 
di vari anim ali è stato oggetto di num erose ricerche. E stata  m essa in evi
denza l’azioné anim alizzante delle due sostanze e in particolare, in ricerche 
effettuate su Anfìbi, è s ta ta  d im ostrata la capacità del NaSCN e dell’urea 
di indurre la form azione di masse, anche ben organizzate, di tessuto nervoso 
in espianti ventrali di gastrule iniziali di axolotl (Ranzi e Tam ini, 1940) 
e di Rana esculenta (Leone, 1952).

Nelle presenti ricerche abbiam o voluto saggiare le azioni induttive di 
NaSCN e urea su espianti di em brioni di Xenopus laevis. N ell’am bito di 
questi studi abbiam o tra tta to  espianti di volta del blastocele da em brioni 
allo stadio di blastula avanzata con NaSCN o urea a varie concentrazioni, 
per vari tem pi a diverse tem perature. In  queste prove effettuate sullo Xenopus 
per azione delle due sostanze sugli stadi e alle concentrazioni usate non abbiam o

(*) Ricerche eseguite nell’Istituto di Zoologia dell’Università statale di Milano con 
un contributo del C.N.R (CT 77.10463.04).

(**) Nella seduta del 12 maggio 1979.
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osservato formazione di s tru ttu re nervose; gli espianti tra tta ti e sopravvissuti 
non m ostrano infatti in tal senso differenze notevoli rispetto ai controlli. 
L ’effetto delle sostanze usate, tu ttav ia , è ben riscontrabile se si considera il 
differenziam ento dell’organo adesivo.

Sono state utilizzate uova di Xenopus laevis Daudin ottenute mediante iniezione di 
gonadotropina corionica (Pregnyl Organon O.SS.). I maschi ricevevano una quantità totale 
di 300 U.I. in due somministrazioni, le femmine una quantità di 300 U.I. in un’unica som
ministrazione: con questo stimolo ormonale avveniva l’accoppiamento e la deposizione di 
uova fecondate. Le uova ottenute venivano liberate manualmente dagli involucri gelatinosi, 
lavate ripetutamente in soluzione di Holtfreter sterile contenente ioo mg/1 di streptomicina 
e 200.000 U.I./l di penicillina, e lasciate a sviluppare fino allo stadio desiderato di tarda 
blastula, stadio 9 secondo le tavole di Nieuwkoop e Faber (1956).

Gli embrioni allo stadio 9 da tagliare per gli espianti, venivano posti in vaschetta Syracuse 
con fondo di paraffina annerita con nerofumo; con pinze da orologiaio a punte affilate venivano 
tolti i resti della capsula gelatinosa, la membrana vitellina e quindi l’embrione veniva tagliato 
con bisturi da oculistica con lama sottile; i frammenti così ottenuti venivano aspirati con 
sottili pipette sterili e trasferiti delicatamente in capsule di Petri sterilizzate contenenti solu
zione di Holtfreter sterile per i controlli, oppure soluzione di Holtfreter sterile con NaSCN 
25 mM oppure urea 50 mM per i trattati. Il taglio veniva eseguito in modo da separare la 
volta del blastocele dalle restanti parti dell’embrione (fig. 1).

Fig. i. -  Schema di operazione: espianto della 
volta del blastocele di embrione allo stadio 9.

Gli espianti ectodermici così ottenuti venivano lasciati sviluppare per 100 ore, calcolate 
partendo dal momento del taglio, in soluzione di Holtfreter sterile con penicillina 200.000 U.I./l 
e streptomicina 100 mg/1 in camera a 18 °C, per i controlli; per i trattati, invece, gli espianti 
venivano posti in soluzione di Holtfreter con le stesse quantità di penicillina e streptomicina 
e NaSCN 25 mM a pH 8 . 50  urea 50 mM a pH 8.5 per 18 ore a 18 °C quindi lavati e lasciati, 
fino a raggiungere le 100 ore totali, in soluzione di Holtfreter. Trascorso questo periodo, dopo 
l’osservazione «in vivo», gli espianti venivano fissati in liquido di Bouin, inclusi in paraffina, 
tagliati in sezioni seriate di io p e colorati con ematossilina -  eosina.

Controlli'. Espianti ectodermici allevati in soluzione di H oltfreter si 
sviluppano in masserelle sferoidali che all’esame « in  vivo» m ostrano attiv is
simi m ovim enti ciliari e raram ente una scarsa quantità  di secrezione mucosa 
in rapporto  a piccoli organi adesivi. A ll’esame istologico si osserva che le 
m asserelle sono costituite prevalentem ente da cellule ectoderm iche di forma 
cubica, disposte senza ordine, o in cordoni raggom itolati; solo le cellule alla 
superficie degli espianti tendono ad avere una disposizione più regolare senza
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essere però organizzate in epiderm ide tipica. Spesse volte nella zona in terna 
dell’espianto le cellule sono sofferenti, con nuclei picnotici e si trovano am m assi 
di granuli di vitello non digerito e cavità contenenti detriti cellulari. Per queste 
osservazioni sono stati utilizzati 120 espianti; solo nel 11,6%  di essi si e svi
luppato un piccolo organo adesivo form ato da poche celllule di form a cilindrica 
con nucleo alla base, con citoplasm a vacuolizzato e granuli di pigmento; 
tali cellule, sebbene non perfettam ente differenziate, hanno le caratteristiche 
e la disposizione tipica delle cellule dell’organo adesivo (Tav. I, figg. 2, 3, 4, 5) 
quale descritto da C am atini e Lanzavecchia (1965) e da Picard (1975).

L ’aspetto degli espianti ectoderm ici di Xeno pus laevis è cioè simile a 
quello degli espianti di altri Anfibi anuri, ma, come già ha evidenziato Picard 
C1975) e come risu lta  anche dai nostri dati, l’ectoderm a isolato di Xenopus 
ha scarsa tendenza a form are organo adesivo, m entre in altri Anfibi anuri 
Ranafusca  (Holtfreter, 1938), Ranavulgaris (Holtfreter, 1938), Rana esculenta 
e Rana temporaria (Gulinati, 1965), Rana nigromaculata (Yam ada, 1933) 
l’ectoderm a isolato form a organo adesivo con frequenza molto maggiore, 
cioè nel 50 % circa dei casi.

Trattati: E spianti ectoderm ici sono stati allevati per 18 ore a i8 °C  in
soluzione di H oltfreter sterile cui è stato aggiunto NaSCN 25 mM  in m odo 
che la forza ionica della soluzione restasse invaria ta  oppure urea 50 mM ; il 
pH delle due soluzione era 8.5.

Si è preferito scegliere concentrazioni piuttosto basse per tem pi lunghi 
perchè le uova di Xenopus tagliate risultano essere molto sensibili alle due 
sostanze che, usate a concentrazioni maggiori, anche per tem pi m olto più 
brevi, provocano u n ’altissim a m ortalità. Trascorse le 18 ore di tra ttam ento  
la soluzione è sostituita con H oltfreter sterile.

« In  vivo » gli espianti tra tta ti hanno un aspetto simile a quello dei 
controlli, sono però un pò più turgidi e i m ovimenti ciliari meno attivi; in 
m olti espianti si vede una abbondante secrezione mucosa in rapporto  a ben 
evidenti organi adesivi.

Le cellule ectoderm iche indifferenziate che form ano questi espianti 
sono simili a quelle già descritte per i controlli: differenze notevoli si riscon
trano  però a livello deH’organo adesivo. L a percentuale di formazione di organo 
adesivo negli espianti tra tta ti con NaSCN è del 47,5 % calcolato su 62 espianti 
e nei tra tta ti con urea è del 48,5 % calcolato su 63 espianti. L ’organo adesivo, 
che si form a dopo trattam ento  con NaSCN o urea, è di m aggiori dimensioni, 
perchè costituito da un  num ero m aggiore di cellule, rispetto a quello dei 
controlli, e in molti casi raggiunge e supera le dim ensioni dell’organo adesivo 
dell’em brione coetaneo. Ciò risu lta da conteggi del num ero dei nuclei degli 
organi adesivi dei tra tta ti, dei controlli e dell’em brione coetaneo. Questi 
conteggi m ostrano che il num ero medio dei nuclei degli espianti tra tta ti è 
m olto superiore a quello degli espianti di controllo e significativam ente 
superiore a quello degli em brioni di età corrispondente. E stato  inoltre cal
colato, per ognuno dei gruppi, l’errore standard  e si è potuto constatare che
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è m inore nei piccoli organi degli espianti non tra tta ti ed è invece maggiore 
quando la formazione di esso è provocata dal trattam ento  con le due sostanze 
( % •  I O ).

D all’osservazione istologica risulta evidente che le cellule degli organi 
adesivi indotti non riescono a raggiungere un completo differenziamento; 
in fatti sono poco allungate, povere di pigm ento e sono disposte poco ordina
tam ente; l’organo adesivo nell’insieme risulta però ben riconoscibile e fun
zionante (Tav. I, fìgg. 6, 7, 8, 9).

Fig. io. -  Grafico ottenuto riportando in ascisse le percentuali di formazione dell’organo 
adesivo negli espianti, e in ordinate il numero medio di nuclei per organo adesivo.

Negli espianti tra tta ti con urea spesse volte l’organo adesivo, apparen
tem ente unico, risu lta form ato da due o tre porzioni fuse e si vedono gruppi 
di cellule secernenti separate da piccole cellule tondeggianti (Tav. I, figg. 8, 9).

Senza influenza sono apparse variazioni di pH  del liquido di coltura, 
portato  a pH 5 con acido citrico o a pH io  con KOH; privi di azione sono 
apparsi anche LiCl e benzilam ina che, agendo sullo sviluppo, determ inano 
processi di vegetalizzazione.
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Discussione'. D ai nostri esperim enti risulta che NaSCN e urea provocano 
la stessa modificazione delle cellule ectodermiche. Il differenziam ento del
l’ectoderm a in organo adesivo era già stato ottenuto da P icard m ediante t ra t
tam ento con NH4CI io~4M. L ’effetto del N H 4C1 è molto evidente; infatti 
l’autore citato ottiene organi adesivi in alta percentuale, circa 80 %, e gran 
parte del territorio  espiantato subisce tale trasform azione.

L a formazione di organo adesivo in espianti e trap ian ti di ectoderm a 
presuntivo di alcuni Anfibi è già stata  oggetto di studi da parte di molti autori 
(Schottè, 1940; R aunich, 1941, 1942; G ulinati, 1964), i quali avevano concluso 
che la formazione di organo adesivo era im putabile a una azione induttrice 
piuttosto che alla capacità intrinseca organo-form ativa di un territorio  già 
labilm ente determ inato. I dati ottenuti sullo Xenopus sem brano conferm are 
questa ipotesi; infatti, come abbiam o già detto, l’ectoderm a isolato di X e
nopus, forma spontaneam ente organo adesivo solo in una m inim a percentuale 
di casi, tale s tru ttu ra  com pare invece in una buona percentuale di espianti 
dopo stimolazione con sostanze con potere inducente.

Le nostre ricerche sem brano pertanto indicare che, come avviene per 
l’induzione del sistem a nervoso, l’induzione dell’organo adesivo prodotta da 
NaSCN e urea sia in rapporto  a una denaturazione di qualche molecola 
proteica che libera un principio in qualche m aniera attivo.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L A  TAVOLA I

Fig. 2. — Sezione di organo adesivo di Xenopus laevis stadio 35 (R ISS)*

Fig. 3. -  Stesso organo adesivo della fig. 2 (X325).

Fig. 4. -  Sezione di organo adesivo di espianto allevato per 100 ore in soluzione di 
Holtfreter (X125).

Fig. 5. -  Stesso organo adesivo della fig. 4 (X325).

Fig. 6. -  Sezione di organo adesivo indotto da NaSCN 25 mM in espianto allevato per 
100 ore ( X 125).

Fig. 7. — Stesso organo adesivo della fig. 6 ( X 325).

Fig. 8. -  Sezione di organo adesivo indotto da urea 50 mM e allevato per 100 ore (X125). 

Fig. 9. -  Stesso organo adesivo della fig. 8 (X325).
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