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Di part dimostrare, in
Rana, che il rapporto temperatu espresso da una linea
rettn anziché da nna eurva esponenzisle, come cra. stito Titenuto da antori preco
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Per primo HoApuey (1838) stu
sopramassimali (1) sui p lo. sviluppo  di pipiens, rilevando :
del blastoporo ; sul labbra do s, s costituiva una
gomima coudalos b) chiusura ats dn
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Nello stesso anno Kxignr (1938}, o
airis @ Ambystoma punctatum ¢ osservi che il grado di svilw
temperature da 0., confrontato con quelle ragginnto alla
male, era direttamente proporzionale alla temperatura, Le tempersture pin clevate
determinavano so i blastom; wzioni dells pigmentazione e atresto
di aviluppo ; temperatur o anomalie di sogmentazione,
ridusione delle dimensioni it di T Qualora poi gli
embrioni fosscro tra i dalla temperatura ambiente a temperature pii b
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All'azione differenziale di differonti temperature fatte agire sui due emisfor
o su due dianti laterali dell'iovo o su uova orientate diversamente, sempre i
ersi stadi, s sono interessabi vari Autor, fra eni HUSIEY (1927), Grcng
28], CAs 1ova (1032) e DRURY (1941). Gli effetti si manifestano piit o meno
entusti a seconds de 4 quale nte termico ; in
generale si hu una segmentazione pitt veloee ed uno sviluppo pilt accelérato nelle
ni dell'uovo sottoposte  tempersture pit ele ano insorgere anehe
womalie pili 0 meno vistose qualora note 56 fra I temperatura
ente su una parte Al dells purte opposia, qualors.
Ie due temperature i limi ® Bottomi; . Ripor
) gli embrioni nelle condizioni dell's optimum » di temperatura, non di rado
prendere il corso norm 1 loro sviluppo e lo
ti effetti da gradienti tormi
nel primi stadi, le opinioni dei sop Autori non sono del tutto concordi
tro qieste discordanse si debbono riferire al fatto. che sia le esperienze com
piute che i presupposti teorici crano un poeo dive
Garemmist (loe, eit,) @ dallavviso che 1« gradiente termico s (n
rimenti la differenza fr le due femperature era piuttosto piccoln: sppena ¥ ¢
per 50 ore), espressione di un gradi metabolico, abbia la & A di medificare
il «physiologieal pattern s dell'iovo, mutando di conseguenza la posizione e la
forma. delle strutfure embrionali, Dl cinto suo k. CASTELXUOVO, ¢he riseontrd il
nifestarsi delle pift singolari ¢ maggiori anomalie negli embrioni allo stadio di
piastra neurale, ¢ constald spiceate differenze nells veloritd di divisione cellulare
fra parte ffreddata e parte risealdata dell'uovo, & dell'wvviso ohe,
a & differenze nell’attivith metab oth, | risultati debbono essere
ad un alterato funzi il gradiente
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T Lemoass (1937), ehe ha compinto, pii di recent, esperimenti sull'azione del
©loruro di litio sullo sviluppo embrionale degli Anfibi, ritiene ehe gli effetti di questa
morfogenesi di 1in determinato organo, dipendano dalla. «fase sensibiles,
ciob dalla capacitis a reagire, del corrispondente abboszo che tatn 0d un pe-

ntali ehe dettero Ia verifica sperimental
nza delle finzioni eollulari nello sviluppo della form:
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interessano il nen-
azione e insorgenza delly
strulazione ed & in questo

rlodo specificamente caratteristico. Ad esempio : lo

sporto con il periodo di- determi

rasse sono in stretto r:
piastra net

che 1

periodo
mente sentire, Cid non perché
tuenti Pabbozzo in questions

Te pi attive dell

nbirione o

Questo o Tavoro (), preso qualche
Ia guids del mio Macsiro, il Prof, I
Tativim

ano fa per suggerimento o s
squini, ha per fseopo di illustean, comy
te, le varie anomalie di sviluppo ottenute con P'szione di basse tempe:

i stadi embrionali delle due specic di Anfibl Anuri (Rana esoulenta o

sature su v
Bufo bufu),

MATERIALE E METODO

Ho eseguito duo sorie di esperimenti s la. prin:
su Bufo rulgaris. Le uova, prelevite che di &
venivano trasferite in comu stallizzaton, tuiti delle stesse dimensioni o eon-
tenenti acqua di fonte alla temperatura di 17-200C ¢ in seguito portat il trat-
tamento o freddo, ne jo frigorifero, precedentemente rgistrata alle tem-
perature volute : 0 ez la Rana esculentas 2 O; 460 O per il Bujo
vulgaris.

1l numero ¢

a da un minimo di
o durata del trattamento da
1 ore ad un massimo di 10 giorni, Gli embrioni in via di sviluppo
mento o freddo, venivano osservati e protocollati al binoeulare tutti
i glorni, fino al momento della fissazione e gli stadi di svilupps confronta
quelli delle Tabelle di SHUMWAY (1040} & CAMBAR (1056) cercando di intorpretars
le malformazioni che via via si delineavano. Gli embrioni anomali venivano dise-

He uova e degli embrioni trattati varia )

i 100 per i d

4 un massimo
un minimo di
dapo il tratts

guati ¢ fissati seeondo lo necessith in vari stadi di sviluppo e sempro inseme ad
cmbrioni di controlls, | quali erano stati allevati in cristallizzatori delle stesse di
mensioni di quelli degli embrioni & , in acqua di fonte, a temperatura an
bien iava da

1 fissativi nsati furono il liquido di Zenker e il liquido di Bouin
505 di acido acetico glaciale per gli
di muteriale deutoplasmatico ; i1 Bouin, anchesso

Gli embrioni, inelusi in

il primo con

fu adoperato per fissare lo. lar
tagliati in fette di 8-10 micro
Mallory.

razzi 005l




PARTE SPERIMEMTALE

I. — EFFETTI DELLE BASSE TEMPERATURE SULLO SWILUPPO DI Rana esculenta,
Temperatu
Temper:

di frigorifero. — 8049 0 ; (0010 0}
di laboratorio = 17°-20°C,

Sono stati trattati | seguenti stadi riferiti alle tavole cronologiche dello svi-
Inppo di fana pipicns secondo SITUMWAY
1) Uova in segmentazione (2-4 e 16-32 blastomer).
2) Blastule (std.

5) Nenrule incip
#) Neurule avanzate (std, 15)
%) Bottoni codali (std. 1

11 numero complessivo delle tova per ogni stadio, tranne che per il primo ed
rie per il secondo, era di 100, suddiviso in 5 ascuno, per i
tempo di permanenza in frigorifero varin 5 il un mas-

(Tab. 1).

i di 20 nova
un minimo

q
simo di 120 o

li

1) Usva in segumentazione : 24 ¢ 10

Dal primo stadio (2-4 blastomeri o trattato per 15 ore a 340 C & sono
sviluppate pressoochd normalmente, 4 del 2%, Le sole anomalie
riscontrate erano date da una leggera asimmetria della testa o da una maggiore
lingheazi del sifone anole.

Alfre 20 nova trattate per 70 ore alla stessa temperatura sono morte tutte
dopo 8 giorni di in acqua & temperatura di olo una parte
aveva raggiunto Io stadio di gastrula, ma i movimenti della gastrulazione si presen-
tavano inibiti, con exogustrulazione iniziale (30%).

T Totta composto di nova a 10 tomeri e trattato per 30 ore a 0190 ha
avuto un destine del tutto simile.

2) Stadio di bastuda,

Le bla
50 ore

stule di un primo lotto, sottoposte ad una temperatura di 0-19 ¢ per
o proseguito uel loro sviluppo fino sllo stadio di tappo vitellino ; a questo
stadio sono perd morte tutte, Un embrione soltanto ragzinnse Io : di bot
tone codsle ; esso &i presentava di dimensioni piiv piccole rispetto ai controlli, ede-
mataso  acefalo ; anch’esso perd in seguitd & morto.

All'esame di sexioni microseapiche in serie di 2 esemplari, fissali dopo qualehe
giormo di soggiorno in sequa di fonte & temperatura di laboratorio, allo stadio di




tappo vitelline incipient
m ati & carico delle
scorrimento. superficiale,

rotazione, mentre al contrario i movi-

i Aeeennati
seconda lotto, quelle trattate da 72

120 or ia. dimostrato un comportamento del tutta. dit
ferente molto piii bassa (30%), mentre it restante
potute raggiungere lo s ryetia natante. 8i deve pend osservare che buona

di breve tempo, asche

bhero morte nel volger
e (80

parte delle larvette fis
perehé le mallommazioni erano s
matico un ulteriore enziamen

Nei primi g il tratt
vano anomalic ; soltanto in un secondo tempo le malformazi
q embrioni edom

50 cosl profo

asal pro

mento eol freddo non s osse

i i sviluppo seg

oni_assum
calidel nor-

ano un

tosi, pii
stranamente ripi

alterazioni & earico del corvello anteriore ¢ me
tricoli ridotti o addirittura victuali, 11 rom-

Nel nevrsso i ossery

Teneetal non i pre olmerite alterato, se si cccettnano mumerose
cellule libere nel TV ventricolo. G o costantomente alternti talorn sono
solo ridotti di volume, sovente privi di ¢ aro addirittura mancano del

10 nor-
1 to per un tratto piit 0 meno lngo, in
corrispondenz d icature delli conila

Quest'uliimo fatto s presenta pa
tuisce pr 6 I in tutte lo |
allo stadio di blastuln ¢ di gustrn

n quanto cotsi-
ati col freddo

cenno di duplicatur,

dato da nn sepimento
terforment

corda in due Jacoordaa molto

nti. Da osservare. poi ch
I

ehe non nei eontroll non

uscolari non presentand
h

Gravi anomalie si riseontr 0 @ arico degli archi_ branch
[ v peritoneals ¢ molto
numerase ecllule .+ spesso identificabili in o
gruppati lungo le parcti del. pexitoneo. Anche i tubuli rens
temente dilatati; ¢ intestino, ridotto di volum

contro ln parete venirale.

no ane

© contorii.

3) Stadio di gastrula incipient

$40.C i sviluppano
per un periodo superiors
li, ripiegati
ellino. prominent

T sole 2448 ore

mbrioni trattati

regolarmente ; altri, iny
(72, M,

su 5o stess, edenmtosi

tenuti & ques
uppano con anom
con pinna codale sfrangi

) ore) si sV
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iniso
ati allo

Manen spesso Uapprofondamento del tappo vitellino, fatto questo che b
sulla percentuale di mortalita Gli- embrioni superstiti sono stati fis
stadio di larv

V7 da osservare in genere che la vitalits
otta, ¢ co tutfa probabilith non aveebbero mai
Al mortaliti lla media

di queste larvette era pinttosto
gginnta ln metamorfosi, Le
i embrioni morti

le prime 48 are
w0 06 in questi

fatto ,...uh:
le (87

ante © quasi
duplicgtor dells
1 wteriore del miclene
¢ inizia ad un livello un poce pit con-
dollo. spinale

falo ; il ndwlw[.pnmw nto midollare, invece
le, In un ur nna duplic
n eni esistono due canali ependimali

i ecellulari che, & gnisa di tr
11 cervello anteriore, pur presentand
¢ particolari anomalic ; sol
atate, andlo olin: 41 & visto, nogl embrion
blastul,
Gli oechi sone pilt plecoll del normale,
cavith del vitreo; spesso si presentano ravvicinati vers

as0 &i Ossery

mes

ai contralli, non
prali sono pii
trattati allo stadio

0 eristalling falos
o 1 line

o inglobato nella
a mediang (sinof-

mente ritardato @ lo sviluppo dell'intestino, ehe & sempre di dimensioni

i controlli, o in qualche caso si presenta come una formazione

ridotte, rispetto

, spostata in posizione eceentrica,
¢ quanto riguards la museolstura, infiue, essa non presenta modifica
, tuteal pitt & ridotta di volume o in qualche easo disposta irregolarmente.

1) Stadio A tappe vitellin
Le anomalie macroscopiche sono qui di gran lunga minori rispetto o quell
degli stadi precedenti e limitate anche soltanto agli embrioni rimasti per un

auza Tungo in frigorifero (72-120 ore). Le piit frequenti sono

tia ¢ gli edemi nella parte  postero-ventr capo dell'embrione,
La mort ata pinttosto bassa (10%) e gli embrioni hanno ragginnto lo

stadio di larvetin natante lio al quale sono stati poi fissat
Iio notato anche nna certa differenza nelle dimensioni delle larve, fatto questo

frequente ¢ quasi comune a tutti gli stadi da i

e micraseop rati risul ale o pareti del ce

periodo di tempo abhas

In microcel

vello & pift & “ony

Gli ocehi, 1
ravvicinati al
L oto

parcte del ¢ I
udo cosi una eerta tendenza alla sinoftalmia.
si presents normsle,

mediano most
te & comprimono il cervello. La cor
grossata rispetto ai controlli
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it ¢

assad dilatati @ con-
nelle

ed i tubuli o
o i rinveng
o in posizione dorsale un intestino ridotto ¢ piut-

1
tengono numerosi elementi
sentere il qu

wreti del me-

tosto massiceio,

In conelusione si pud
sopra. descritte non modific:
strutturs

he od istologiche
e o la
o5 fa eccezione un
, mieleneefalo privo di
ati, intesting ridotto,

fondamentale degl ni tratta
solo embrione, con cervello anteriore massic
a coripidea, fossette olfattorie ed o
5 di anon voli.

d questo stad

b molto ravvicd

) Stadi di newrula incipients, avanzata o bottone codale

mente, comie
o 16 all’esame
quello i tranne un certo
y ¢ riduzione, n col freddo, nelle dimen-
@ nel numero delle anse intes

La percentuale della mortaliti oseilla intorno al 2
intorno al 10%.

e quella delle snomalie

EVFETTI DRLLE BASSE TEMPERATUIEE SULLO SVILUPPG DI Bufo bifo

, alt in v Bono atati tr
dello sviluppo di Bufo bufo

nti stadi,
ondo CAMRAR.

ati i sy

a) Uora in segment
per 49 ore ¢ 7 giorni alla

by Blastula i
B 1T, di Casnaw) per 7 giorni all

) il Slastonerl), rispeltivamento

(stadi BT, BII, e

<) Tappo vitellino avan
BN, O1I, e G,y di CAMRA

La temperatura del
ratorio (170200 €5 Tab, 11),

. newrula incipicnte e newruls adi

anzala (st

) per 10 glorni alla. temperatura, di

amento

qua di al

quella dell'smbiente di labo-

a) Uova in segmentasione.

dalle uova trattate allo stad
weemente. Tn particolare quelli del Totto tratt
codale allungato ; gl altr
requenti fatti di exoga

brioni el si sono s¥ilupy di 2 ba-

hanno raggin

giorui, lo stadio di neurula incipiente
strulazione ¢ di exovat
zione eellnlare superfic
sentavano con un ventre molto grosio o con la g
to.

amento  disgreai

verso
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Lo stadio a | Mastomori i compartato presss poco nella stessa maniess dello
wlio blastomeri
hanno ragg

L'esame microscopico di questi- girini ha dato | s
dell’apertura orale, la. cni e ppare ristretta con piccoli’ accenni di papille ;
1o trabecale o le ini del Tostro sono ravvicinate o parsialmente fuse. @
organi olfattori sono rappresentati da una massa irregolare neuro-epiteliale. che
apre con una apertura alla sommith del eapo,

10 telencefalo & impa colo : dapprin
stretto lime eceentrico. Una grossolana tipiegatura d
adisi molto eviluppata.

Diencofalo e mesencefalo hanno pure forms
semplice tubo & parete molto spessa. Gli ocohi

1 rombocne di- diametro
ore. spessa o

ta

uenti visuliati: ma

ith

vitato con
con prob

b, 0 seguito o
la volta: indie

dire i nn
edinlment
issai inferiore alla norma con parte
P (tels eorinide:

Le otocizti sono pic urentemente constano solo della porzione sacen-
are. To questo ultimo tra alico manca s I calatura. Per
tutte. il restante watto il midollo spinale ¢ molto stretto ¢ rivolto
werso Valto. B nssente completamente la corda od al suo posta si notano masse mu-
seolari molto searse nella parte piit antoriore del tronco e pite abbondanti verso I
regione della cods.
Stadio di 3, 16,
vissuto un solo sup
040 non appeny

wlimentali sono fusi m

do si

2 Wastomeri, Del lotio di uova trat
tite giunto allo stad
sna vitalith s mostravy

Per 48 are ¥ sopray
. Questo v
ame al binoculs

0 di hottone eod nne fis-

mise in evidenza microcefalia, sinoftalmi; parte ventrale dell
regione eardiaea, probabile formazione snormale dell'opercolo d una coda strana
mente contorta.

Lesame delle sezioni ha dimostrato una aperturs boceale pilt ristretta che di
nomma con searso svilappo dei dent Gli organi olfattori sono rappresentati
da uno strato epiteliale, riconoscibile come tale solo dally strutturs delle cellule
dalla loro disposizione, con una dupliciti pronuneiate (sinrinia).

Essi somo i dt due formazioni nenroepiteliali pari, di dubbia inter-
pretazione ; molto probabilmente si tratta perd di un epitelio olfattorio soprannu-
meririo, Posteriormente a questo ha inizio un segmento di eneefalo impari con ven-
tricolo.eontrale che por In presenza, pi te, di nna formazione parafi-

¢ interpretare came un telencefalo Al di sotto di questo si pud
per molte sexioni, un ocehio cielopico mediono senza eristallino, 11 dien-
alo ed il mesencefalo sono pinttosto ridott, 11 lume ventricol
circolare.

1l romboencefalo nou presonta come di norma To due porsioni alari disposte
simmetricamente s destra ed a ma putta la massa cellulire s frova con-

nizata nella linen mediana, sovrastats de una tel In questo tratto
dell’encefalo manca Ia cords per cui i rileva chiarame aratteristiea delly
sostanza bisnca verso il basso o della sostanzn grigia raccolts verso il centro, tipica
i enabirioni privi di corda. Al di sotto del rombencefalo i riconoscona dug oto

ione
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cisti fuse, posteriormente alle quali I compare dapprima wnica ¢ poi duplics
@ quindi scompare definitivamente sostituits da fusi cartilaginei.
11 neurasse, anchesso semplice @ poi duplice in corrispondenza della cords,
& regolarizza, pur prescntandosi massiceio & con un lume molto ridotto,
el somiti sono dapprima raceolte verso I linea medina
i ultinai tratti del tomboencefalo che acquistano il loro
presentano ridotti

B

ormali nella strattur
ita del secondo lotto dello stesso st (8, 16, 32 hlastomeri) & stata
a, anche &6 I durata del traftamento fu di molto pil

infattl, eome nei easi precedenti, in base al nimero di
¢hi ragginngono 1o stadio di larva natante o girine, ha raggiunto la per-
centuale del ¢ soprattutto allo stadio di hottone codale,

Tuttl gli embrioni che avevano raggiunto tale stadio presentavane la solita
bolla edematoss nella regione posteroventrale,

Dopo 13 giorni a temperatura di Isboratario, bo fissato 2 girini, fra § sopray-
vissuti, ¢he prescutavano pin degli altri notevoli malforma esterne.

Jasservazions microscopica ha fornite i seguenti dati: maneanza completa
della corda. nel primo dei due givini osservati. La zona cordale si.prescuts oceupata
da museolatura raceolta in bloechi me

Questa, disposizione si nota be ali del tronco o delln
oda, poiché nella regione anteriore del tronco ln museolatura & scarss ¢ disposta
in modo irregolare. Inoltre n complotamente in questo embrione tutia ki
regione cefalica ; poca dapo le prime sezioni s noto infatti il pronefro. Sono
percid assenti tntto Pencel di senso connessi (organi olfattori,
oechi)

A livello delle prime sezioni del pronefro =i nota una vescicola frregolare di
stratt iteliale, di dubbis interpretazione; dopo un certo mumero di
sezioni compare ung piceols masserelln di sostanza bianca con gualche pirenoforo ;
dopo aleune altre sezioni eompare finalmente il neurasse, di colibro assai piccolo
con Iume strettissimo.

Al lato sinistro &i nota un'otock
capsula cartilaginea.

Da rilevare anehe che le fessure branchiali, pure anormali, sono presenti &
cosl pure gli archi branchiali eartilaginei, Come sempre ghi organi di derivazione
endodermica s presentano ridotti. Nel secondo embrione ho notate in partieolar
modo una sorta di sdoppiamento nelly porzione pifr anteriore della corda. Di questa
I porte sinistra piil grosss o contorta s continua per tuita In lunghezza dell’em-
ne ; la parte destra, pilt sottile, scompare dopo breve tratta.

Liencefalo & molto irregolare ed & nettamente diviso in due settori collogati
insfeme, TLa muscolaturs & pure irregolare, Tutti gli altri girini, dopo 25 gi
ancora vivi, presentano uno strozzamento nella parte ventrale della rogione ear-
diaco riferibile ad una anormale formazione dellapercolo

L'esame microscopico non ha messo in evidenza anomalic degne di nota.

o e gli arg

e nenro

i isolata, poco sviluppata, eireondats. dalla

bri
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Gova ad oltre
si & verifieato il par

Blastomieri. Com
dossady
), nel confronti di quell
In alouni embrioni soprav
evidenza. inte
cole, con anon

nel precedente rimento anche in questo
alitd. pite alta nel lotto trattato per 49 ore
I lotto trattato per 7
Pesame microseopico ha messo in
frequenti imparitd delle trabe.
i sono collegati da due piccolissime

formazioni gangliari.
Nell'encefalo non sono riconoseibili lo vari
profon

perehé la lore struttura @
sono. fnse sulla linea

ite ung partieolare
il eristallino,
0 il un ocehio

Occhi, rie

in eui non s disti i strati retiniei, 6 il tapetum n
rione ot

udale I

blbe cssere rife

muscolatura & molto sviluppata

¥ Ia sua particolure disp
N

(eielopi
mentre il midollo

Llintestino non presenta inveee notevoli deflecuze tranne un piceols ridu-
; anehe il rene & normale,
In tuiti gli s
canza di

b) Blastule incipienti.

0 o osse

abrioni per lo pii allo stadio

di hottor e,
Le anomalie visibili all'osservaziono esterns, sono ridotte, da questo stadio
in poi, ad edemi i, ad una anormale chinsuri delle pliche opercolari, al ritar-
dato riassork no ed alla coda contorta o riourva.
azione mioroseopioa, inveoe, delle larve fissato allo stadio di girino
velato ¢ 5) il corvello & liovemente
otocisti ravvicinate, assonte Ia corda nella parte
li & ridoifo rispeito a quello del con

mento del

L'osser

i alenni di essi (9 su

numero delle anse intost

Gastrule. incipienti ed avanzate, Ambed ti stadi hanno date e percen
o ¢ B%) o Fosame microseopico ha mostrato una
struttura morfologiea normale tramne ehe nell'encefala dov
riduzione del lume dei ventricoli con conseguente conformazione massiecia del
i delle e oxillano intorno rispet

i mort

molto Bass (16

AT Ossery

re

vamente al 25 o

carvello, Lo percent
al 18 per eento.

o) Stadi i tappo vitelling avanzato, newrula incipiente ¢ nenrula avanzata

Gl embrioni di questi tre stadi sono s

tura di 2000,

i trattati per 10 gio
o non ha impedito all

alla tempers.
wova di ripren-

asi normalmente il loro sviluppo.
Aneho molio bassa (8,
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Le poche malformazioni osservate sulle sesioni interes esclusiva
mente il sistema nervoso nel quale In parte anteriore pud presentarsi mass
gli organi di senso (olfattori ¢ i) tendons s essere Favvistuatl od il midello
inale possiede wn lume pinttosto ridotto. La cords & normale e presente per tutta

L

spinal
1a sus lunghez per lo delle anomalie & rispettiv 11,

a6

mente del

LA 1T

Coupnnr; st o

3 STADT EMBRIONALL TRATIATL

sto b

COX LE BASSE TEMPERATURE 15 Rano ceculents £ 15 Bufo bufo.

Ne

rinaly

ridotta nurmal normal normalo

Bufo

DISCUSSIONE DEl RISULTATI E CONCLUSIONI

Considerando nel loro eomplesso i risuliati s i dalle presenti esservazioni,
mentre da un lato & conferma quanto gia riscontrato dagli AA. precedenti
franti del sibilifis al freddo dei vari stodi embrionali deg
Paltro & mettono in evidenza aleune interessanti particolari
delle uova nelle due specie di Anuri considerate

Per quanto riguards i possivili effetti di differenti temperature, i risults
giunti sono troppo desumere qualche conclusione defntiva.
Daltronde ilite quale tempes

arsi per potern
menti prelimin

fura rinscisse non let Fellasie eontimrariusane
efletto teratogenico apprezzabile; ¢ stabilire il tompo otfimal
di esposizione . quells

Gli esperimenti ianna din s stadi di sviluppo precoei, di uova. in seg-

mentazione, che ta di 50 o
mortalith generale ; che tempe
@ infine che temperatnre di 3-40 0, fatte agire
determinano effetti teratogenic

miei csperimenti una temperatur w0,
7 giorni, riservandomi di approfondire suce
rono {ra temperatura ¢ tempo di csposizione,

mperatire di 0-19C per nna du provosana w
3400 per 15 ore non sono teratogeniche ;
#opra gli stessi stadi per 70 ¢ pii ore,
Per questo motive ho seelto per i
on tempo di esposizione da 70 ore
ssivamente i rapporti ehe inte

or-




Per quanto si riferisce alla diversa suscettibilit
vari stodi sottoposti all

alla bassa temperaturn d
i ottenuti confermano quanto g
noto sulla elevat primi stadi di sviluppo finc sostrulagione, o
sensibilith. nulla o quast degli stadi suceessivi, dalla fine della gastralaziono in
1oi, @ dimastrano altresl un comportamento differente, come tipo e grado di ano-
mali¢ riscontrate, della Rana esoulenta rispetto o Bufo vulgaris.

Prescindendo. da quelle alterasioni che hanno provocato Ia morte delle u
sulle quali not & possibile fornire per ora un spieg
peratire haino agito inibendo o alterando il funzionamenta
tore, come pud desamersi dallo sindio d i cordo-m
5o nelle Inrvette anormali. Ma mentre in Bufo s son ati in pro-

. ione (assenzs di teaeti di corda, opia, sinrinin; telen-
lo impari), in Rana esouleuta, accanto o fenomeni di questo tipo (cle interes:
sano il cervello anteriore e de i sono. potuti msservare effetti opposti, ossi
duplicature piit o nieno estese della cords con corrispondenti menti del

specimento, | risult

basso tem-
centro or

e del neur
ale

it

addopyp
nen

nn

gli stadi dell u

perti disponibili in Rana; mentre in

st stadi el sono manifestati in molti casi 1-.m ASSeNZA
!

Non mi & possibile, purtroppo,
confronte fra [
Bufo gli effetti del freddo su qu

ntazione, it

di corda. Confrontando inveee stadi ¢ i delle due speci o
di gustrula, mentre in Rana 0 osservati costantemente cosi di .m cature di
cards o neurasse, in Bufo niente di simile si ¢ potute riscontrare uni aul am

bedue | sona

ltanto fenomeni di inibizios
rico dell’organizzatore. eefalico (p

di ﬂl\l\'.'m in prevalon
il eervallo auteriore),
llo stadio di blas

principalmente. negli esperimenti eseguiti

2] loeokt o

dove fenomeni

sai meno
lle larvette di Rana esculs
pointo rile .
cervello._posteriore m.w\-.n.. nox

lo stadio di blastr
parialmente i
le, il midollo spinale e Ia cor
nel funzio

dell’

1o

Totti del freddo sulle wova delle due speeie, Raua
plesso, piil sensibile di Bufo chie appare ancho

wlenta risulterobbe, nel e
dal grafico della fig. 1, che vuolo risssumere i dati rieavat
& dimastrare che, per stadi corrispondenti, in Rana, m
lic souo pitt gravi che in Bufo. Questo fatto — in accordo con i risultati delle
citate osservazioni di MoorE — potrebho essere messo in relazions o
sisticlie ecol gineehé & noto che Bujo vulgaris depon
uova nella stagiono ancor fredda, laddove Runia eseulonta ha una deposizione st
gionale piit tardiva

Analizzando ora,

alle presenti ossery

ritengo oo

difetti ed ol




i singole re
Drior

ni, essendo perd normale Vorganiz
I'alira che eomprende inveee tutte quells g
o meno profondamento i1 piano d'organizzazione dell'emhrion

Nelle larve del prime gruppo non si sono riscontrate infatti anomalie di con
formazione del nearasse, della corda, dei gomiti, dell’intesting, eec
edemi localizzati nella reglons ventrale, ol . piit
‘o meno riagsorbiti, nonché lievi defor oni della pinna eandale o del zifone bran-
chiale ecc. Si tratta di lievi alterazioni generalizzate che non corrispondono i
turbamenti della moceaniea dello svilippo dell’smbrione.

Le anomalic che ineidono fvece profon
brione, sono quelle che bo deseritto nel o
lontemente | derivati dellectodernn o del mesoderma ed in piceols partg quelli
el

azione fondamentale dell’s
che hanno

alterato piit

le Tarve

ma soltanto
PossONG sucecssivimente essor

ndoderma.
Fra gli or

di derivazions cetodermica sono soprattutto il neur
organi di senso cefalici a risentive dell'agione del froddo. Lene
easo assente, pub presentarsi ridotto di mole, contorta o massicelo, con |
ventricolari talora, con le pareti di un lato p
quelle del ato apposto. 11 midollo spinale pub presentarsi duplice o rdotto in
dimensioni o gli organi di senso pari (foss torie, ocelii ed atocisti)
frequentemente pil piccoli del normale, manifestans un fendenza w fondersi o
almeno
sviluppati ¢

a
sviluppate di

riel porehé m
on sembra che il resto del territorio ectobl
stico, da. cui trae origine l'opidermide d el corpa, abbia risentito degli
effetti dello basse temperature, sebbene non siano da eseludere anomalio della divi-
sione cellulare (della mitosi in particolars) (osTELLO 0 HENLEY)
hanno gis deseritto,

Qiren 1o genesi delle anomalie del sistoma nervoso, chd gono in tutto simili &
quelle descritte da Lzmass ed altri autori, sperimentando I'azione del litio
sullo sviluppo degli Anfibi, si poteebbero invocare, anche se in via ipotetioa, le
s8 cause. Secondo tali Autori, il litio esplicherebbe nn'azione inibitrice sullo
sviluppo del mesoderma, alterando lo attivith induftriei del medesimo con conso
guente anomalo eviluppo del new alico e degli organi di senso ad esso stret-
tamento associati, Una fale interprotagione tuttavia pofrebbe valere soltanto nei

asse oo

easi in eni il mesoderma e suof derivati, come effetto delle hasse temperature, isul-
tasdero realmente alterati ; ma nei casi ove Ia cords @ i somiti sono pressocehé nor-
mali, tale meceanismo non pui estere chiamato in eausa e sopratintto laddove si

& potuto riscontrare un differente grado di sviluppo delle due m

‘enomeni analoghi'di asimmetria nel grado di sviluppo delle due metd doll'en-
cefalo si sono potuti riscontrare, come & noto, sottoponendo o du dell'wovo
a differenti temperature (GILCHRIET, CASTELNUOYO ®Y). Ma negli
i & oseluso che le nova, nells loro ganga gelatinosa, abbiano p
ti i un'azione differenzinle dells temperatnra el due opposti diant
piit in quanto gli stadi sottoposti all'esperimento variavano da uova in segmenta-
ione & neurnle avanzate, Resta inoltr e insoluta la questione del cervells
ridotto o malformato in prosenza di una corda ¢ di somiti normalmente sviluppati,

@ gt tanto
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om i quindi pessibile, per ora, fornire nna spiegazione esauriente di questi feno-
Ui quelli dei due dianti ccrebrali asimmetri
ervello. anor ridotto

Per quello
i derive

mente sviluppati
e di somiti o corda normali
narda Vinsorgenza
ectodermici, io penso che
il metabolismo respiratorio.
primi stadi di sviluppo, Ie attivith respiratorie sono distribuite se asonds i
gradicnte, il cui pii alto livello corrisponde al polo animale, quello piiy bas
pol vag i ¢ BLovst, 1857). Non ¢ da escludersi, percid, che gli
onguni. der Wectoderma, dal territorio situato nellemisiero animale, come
e, organi di senso ece. possano aver risentito dell'azione del freddo pin degli
i dal mesoderma o dallendoderma, proprio perchd negli stadi pit pri
gine risulterebbe particolarmente inflnenzato nel suo me-

o Tigy

ato i riferiscs alle anomalie che interssano | derivati mesodermici,
<iob assenza, riduzgione, duplicazione dells corda, aumento e fasione sl piano me
diano dei miotomi ceo., ritengo che in alouni casi 8i possa parlare di ung vera o

propri odormizznzione » (vedi risultati degli esperimenti su Aufo), nel senso
usato do LEmuasy ed altri Autori, secondo i quali una parte o tutto il materiala
formativo eordalo i trasformerebbe in somit poiché questo fenomeno nen s
& verifleato in entrambe le specie csaminate ma goltanto in qualehe stadio di Bufo,
86 6 dove dedurre che esso possa esscre logato a certe particolari
oru ignote, ile chie anche in questo caso il metabolismo altersto ginochi
un ruelo importante, modificando il normala corsa del dif nto del meso-
derma stesso.

Per qu
che osse si manifes
riduzione di vo

nto si riferiseo alle anomalie a
no in modo

derivati endodermici, s osscrva
articolie @ prevalentomente con una notevols
ume del mates vitellino e di conseguonza della lunghezza def
Vintestino, che #i presenta insieme ai suoi derivati (fegato, pancreas) meno svilup-

0 rispetto ai controlli ¢, non di rado, spostate dalli sua posizione normale.
Queste anomalie sono piit froquenti ¢ vistose in Rana che non in Bufo,

E certo che parte delle cellule vitelline vanno incontro o sfaldamento, ma cid
non & sufficients o spitgare la forte ridugione sopra rilevata, Ritengo in ogni caso
che, olire il faitore resistenza sia individnale che speeifico, abbia unn parte non
indifferente negli offett i derivati endodermici — come del resto
su quelli e 1o stadio embri trattato.

Di. quanto i & venuti esponendo emerge ancora che gli effetti del freddo sullo
sviluppo embrionale ricordano in gran parte o melto du vicino quelli provocati da
aletne sostanzo chimiche (cloruro di litio, cloretone, ece.) ¢ da agenti fisicl (rogei
ultraviolotti, raggi X, centrifugnsione eec.). Cio, che ¢ in piens armonia con quanto
5l conosoe dell’s questi vari agenti, mostra come non esista una
agénte teratogeno ¢ malformazioni che esso o
determinare (DARESTE). Quel che conta, non & tanto ehiamare in cansa questo o

3l ma sapur cogliere il momento givsto o meglio la «fase semsibile »
(LEMMANK) o In efase di sensibilith teratogenicas (DARESTE), perché un dato ab-
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bozzo reagisca sempre allo stesso modo, tennto

ad un periodo caratteristico o

onto ehe ln capacith o reag)

&i accorda pie

mente

fiatta interprotasio
da slenni Antori (BrAcieT, TaMIs:, Lovreur, ese.) secondo i quali la
direttamente responsabile di molto anomalie di svilnppo sircbbo da rieondn
inibizioni del metabolismo (quello glucidieo in particolare secondo J. BRACHET,
1949). Tn tal modo s he od agenti
diversi pussano produrre « Tutti questi vari agenti, tomp
dncendo ¢ eifetti diversi o
del « momento metabolico » ¢ secondo il tipo di alterazione del
arcble da omologursi — essendone 4z
aARY o alla « fase disensibi

gevole comprendere perché sostanze chim
etti simili o identi
bolisme g

g compre
seconda del variar
metabolismo. 11 « momento metabolico s

1 Rana csoulenta, 2-60 € il

s temperature (3-1 ufo bufo) provocana
in Rana, fino allo stadio di gastre i blastula,
cravi anomalie di svilippo ; da questi stadi in poi la mortaliti si ab
nomalie si riducono ad alterazioni di leve

@ in Bufo, fino allo stadio

mortalith
fino o valori minimi e le
La anomali
i senso piri ¢
{eorda, somi

pili profonde interessand

derivati eotod
n intensich 1

@ endodermici (intestine,
i riguliati emerge anehe con sufliciento o
fiufo all'azione del freddo, e cho in
L dalls testa alls coda e
& probabile ohe il fredda agis
ibizione el alters-
ialo indattore. La
i dell
dovuta al fatto
dove pre-
o dimi-
wente attenuazione

o, fozato, panere

In Rane
anomalio

i it sensibile del
diminuiseono di igonsi

Cirea T genesi di tali anon
abolismo, sopratiutto
funzionamento

zione

malforma
ia ectoderm eorlo-mesodernici, potrebhe
tabolismo respiratorio ha subite uns inibizione pliv profonda

presenza di- piit gravi ¢ numeros
animale, ti i

1 diminuire do
Panom:

Tutitute di 2
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RTASSTN

TO

Uovn ed embrioni di Rana esculenia o di Bujo bujo in diversi stadi dello svi
Iuppo, sone stati soltoposti & temperature molto piti basse di quelle alle quali si
compie lo sviluppo normale.

(;li stadi trattati in Rana, con temperature di 3-40C (e in pochi
ne (2, 4, 1 blastomeri], blastuls, gastrula
appo vitellino, neurala, incipient
Bufo: uova in segmentagione (2, 4, 8, 16, 32 e pil Mlastomer
piente, gastrula nte, gastrula tellino nvanzata, nenruls
incipiente ¢ neurula avanzata.
iperature hanno prov
alentemente s carico dei derivati cctomesodermic
cordi e muscolatura o in minor grado & carico dei derivati
percentuli di mortalith e di anomalie
dio, da specie o specie. Cosl n generale
pill aecentuata ¢ le anomalie pii profonde negli stadi piit precoei ;
i sensibili al freddo di quelle di Bufo. Questi dati sono
ti grafieamente nei Dia-

segmentaz

vanzata, tappo

it ¢ anomalie di varia
asse, organi

entith,
olfuttori, ocehi, otocist
endodermic :

Rana sono |

t
ati sehematicamente nelle tabelle 1 ¢ 2
grammi della fig. 1

Cirea Pinterpretagione dei risnltati bon poeo si pud dire; & verosimile comungn
che il freddo abbia agito alterando ed inibendo il funzionamento del territorio del
centro organizeatore dells regione eefalics, Le differenze fra Rana ¢ Bufo — ben
stadi di sviluppo — sono molto probabilmente in correlazione
ecologia delle due specie ¢ indicano una maggiore resistenza del Bujo
spetta alla Rana,

Des @nfs et des embryons de Rana eseulenta et de Bufo bufo, se trouvant en
différents stades de développement, ont Gié s 5 & Paction de températures
beaucoup plus basses que celles ausquelles o réalise lo développement normal.

Les stades de Rana qui ont 666 traités & la tempdrature de 3-40C (ef en trés
pen do cas & la tempdrature do 0-100) sont : Gufs en segmentat (2, 4, 16, 32
blastomires), blastul bouehon vitellin, neurula initiale, nenrnla
avancéo o bourgeon ¢ des de Bifo: eenls en segmentation (2, 4, 8
16, 32 et plus blastoméres), blastula initiale, gastruls avancée, bewehon vitellin
avaned, newruls initiale et nournla avancde.

Le refrojdissement, o déterming une forte mortalité ot des anomalies de diflé
rente entité, surtout en dommage aux vés des organcs cotomésodermiques
nevraxe, organes alfactoires, yeus, otocystes, chorde eb muscles eb en mineur degré,
dommage aus dérivés endodermiques : intestin, foie of paneréas,
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ILLUSTRAZIONI




Tav. 1.

Fic. 1 - Sezionc trasversale, a livello degli organi olfattori, di un girino di Bufo da uova tenute alla
temperatura di 4-6 C° allo stadio di 16 blastomeri. Gli organi olfattori (ol) sono stranamente mal-
formati e parzialmente fusi, e circoscrivono una masserella di cartilagine (cr.). — Fic. 2 - Sezione
trasversale dello stesso girino della foto 1, a livello un poco piu caudale: si osserva un cervello
impari (ce) e massiccio, e sotto di esso un occhio (o) impari, privo di cristallino. — Fic. 3 - Se-
zione trasversale dello stesso girino della foto 1, a livello del rombenccfalo. Questo manca delle
due porzioni alari, e le due otocisti (ot), dilatate pitt della norma, sono unite sul piano mediano. La
corda & assente. — Fic. 4 e 5 - Sezioni trasversali dello stesso girino della foto 1, a livello degli
ultimi tratti del rombencefalo; in 4 la corda (c) & assente e in 5 & presente; si noti come il neu-
rasse si sia regolarizzato. — Fic. 6 - Sezione trasversale, fatta a livello degli organi olfattori, di un
girino di Bufo, da uova trattate allo stadio di 2 blastomeri alla temperatura di 4-6 C"; gli organi olfat-
tori (ol) si presentano come una massa neuroepiteliale, irregolare e fusa medialmente. — N.B. - Le
fotografie di questa tavola, come anche tutte quelle delle tavole seguenti. sono state ingrandite, ri-

spetto al vero, di circa 350 x.



- Di alcune anomalie di sviluppo conseguenti alla azione di basse temperature su uwova ed embrioni di Rana csculenta e Bufo bufo.
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Tav. 1.

Fic. 1 . Sezione trasversale, fatta a livello un poco pit caudale, dello stesso girino di Bufo della
foto 6 della tavola 1. 11 telencefalo (t) & impari, compatto, dj ridotte dimensioni, con al centro un
piccolo lume. — Fic. 2 - Sezione trasversale, a livello del rombencefalo, dello stesso girino della
foto precedente. Il rombencefalo (r) & di dimensioni ridotte, ispessito nella parte inferiore; irrego-
lare e vacuoloso superiormente; la corda & assente. — F1c. 3 - Sezione trasversale, a livello molto cefa-
lico, di una larva di Bufo, da uova trattate allo stadio di 8-16 blastomeri alla temperatura di 4-6 G
manca ogni traccia di sistema nervoso; assai irregolare conformazione delle cartilagini cefaliche tra-
becolari (cr) e della muscolatura (m). — Fic. 4 - La stessa larva della foto 3, tagliata trasversalmente
a livello delle otocisti (ot) e delle prime sezioni del pronefro (p); fra le due otocisti si puod osservare
una piccola formazione irregolare di probabile natura nervosa; manca la corda. — FiG. 5 - La stessa
larva della foto 3, tagliata ad un livello piil caudale: il nevrasse (n) si presenta come una massa com-
patta, rotondeggiante e di dimensioni ridotte; di fianco e sopra il nevrasse qualche tubulo prone-
frico (p); la corda & assente. — Fic. 6 - Sezione trasversale, a livello pit caudale, della stessa larva
della foto 3; manca la corda e la muscolatura (m) occupa quasi tutto lo spazio compreso fra le duc

pareti epidermiche,
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Tav. IIL

I'ic. 1 - Sezionc trasversale cefalica di una larva di Bufo, da uova trattate con temperatura di
4,6 C". allo stadio di oltre 32 blastomeri; il telencefalo (t) ¢ impari ¢ di anomala conformazione. —
F1c. 2 - La stessa larva della foto 1, tagliata trasversalmente a livello del rombencefalo; notare la
mancanza della corda e la unione mediana delle due otocisti (ot). — Fig. 3 - Sezione trasversale, a
livello dell'organo olfattorio, di una larva di Bufo, da uova trattate ad oltre 32 blastomeri con tem-

peratura di 4-6 C°; le fossette olfattorie (ol), di cui & meglio visibile quella di sinistra, sono comu-

nicanti fra loro e con l'esterno con un’unica apertura laterale. — Fic. 4 - Sezione della stessa larva
della foto 3, a livello un poco pitt caudale; il telencefalo & impari e massiccio (t). — Fic. 5 - Sezione
trasversale, a livello degli occhi, di una larva di Bufo, da uova tenute alla temperatura di 4-6 C"
allo stadio di gastrula avanzata; il cervello (ce) & anormale, provvisto di lume, ma simmetrico; sotto

il cervello gli occhi (oc) sono fusi € mancano di cristallino.
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Tav. IV.

Fic. 1 - Sezione trasversale obliqua di un embrione di Rana sottoposto allo stadio di neurula alla
temperatura di 3-4 C il sistema nervoso (n) & ridotto ad un ammasso informe appena distingui-
bile; al di sotto si nota una vescicola endoteliale dilatata, riconducibile verosimilmente all'endote-
lio cardiaco dilatato (cu). — Fig. 2 - Sezione trasversale cefalica di un girino di Rana, sottoposto
allo stadio di ncurula alla temperatura di 3-4 C’; gli organi olfattori (ol) sono ravvicinati e com-
prendono un bastoncino cartilagineo, che rappresenta probabilmente l'unica trabecola impari (tr).
— Fic. 3 - Sezione trasversale dello stesso girino della foto precedente; il telencefalo & impari e
ridotto di dimensioni (t); anche la trabecola & sempre unica (tr.). — Fic. 4 - Sezione trasversale dello
stesso girino della foto 2, a livello degli occhi; questi sono ravvicinati medialmente, ridotti e con lente
inglobata nello spazio del vitreo (oc.). — FiG. 5 - Sezione trasversale, a livello dell'ultimo tratto del
rombencefalo, di un girino di Rana, da uova sottoposte allo stadio di gastrula alla temperatura di
3.4 C". La corda & doppia (c, c,) ed il nevrasse manifesta un primo cenno di duplicatura. —
Fic. 6 - Lo stesso girino della foto 5, tagliato trasversalmente a livello caudale; alla duplicatura

della corda (¢, c,) e del midollo spinale (m, ms,) corrisponde la duplicatura della coda.
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Tav. V.

Fic. 1, 2, 3 - Sezioni trasversali di un girino di Rana, da uova sottoposte allo stadio di gastrula
alla temperatura di 3-4 C°, a diversi livelli del midollo spinale. 1 — sezione all'inizio del midollo: la
corda ¢ duplice (¢, c,) e il midollo & ancora unico; 2 = sezione a livello del tronco: il midollo
spinale ¢ gid duplice (ms, ms,) e quello di destra possiede un lume molto ampio; 3 sezione a
livello caudale: di corde e di midolli ne appaiono quattro, perché la coda ¢ piegata su se stessa
e il taglio attraversa esattamente il primo tratto della ripiegatura. — Fic. 4 - Sezione trasversale, a
livello del rombencefalo, di un girino di Rana, da uova sottoposte allo stadio di blastula alla tem-
peratura di 3-4 C; i due dianti del rombencefalo (r) si sono sviluppati asimmetricamente: quello
di destra & molto pit1 spesso. A lato del rombencefalo si vede una otocisti (ot). — Fic. 5 e 6 - Se-
zioni trasversali a livello dell’ultimo tratto del mielencefalo, di un girino di Rana, da uova trattate
allo stadio di blastula con temperatura di 3-4 C°% in 5 la corda & doppia e il midollo unico; in 6 alla

duplicita della corda (c, c,) si accompagna una quasi completa duplicatura (ms, ms.) del midollo.
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Tav. VL.

Fic. 1 - Sezione trasversale, a livello dell'ultimo tratto del pronefro, di un girino di Rana, da
uova sottoposte allo stadio di neurula incipiente alla temperatura di 3-4 C i tubuli pronefrici (p)
sono un poco dilatati; il lume dell'intestino (in), anch’esso dilatato, contiene una masserella di
materiale vitellino (v); addossato strettamente alla parcte intestinale, si pud osservare il pancreas
(ps). — Fic. 2 - Sezione trasversale obliqua, a livello del proncfro, di un girino di Rana, da uova
trattate allo stadio di gastrula incipiente colla temperatura di 3-4 C la cavita peritoneale (c.p.) €
molto dilatata; l'intestino (in) e il fegato (f), non ancora complctamente  differenziati, sono com-
pressi rispettivamente contro le pareti ventrale e laterale del corpo; anche i tubuli pronefrici (p)
sono compressi lateralmente. — Fic. 3 - Sezione a livello pitt caudale dello stesso caso della
foto 2. — Fic. 4 - Sezione trasversale, a livello immediatamente posteriore al pronefro, di un gi-
rino di Rana, da uova sottoposte allo stadio di tappo vitellino alla temperatura di 3-4 C°; linte-

stino (in), ridotto ad una sola ansa, & poco differenziato e contiene nel suo lume cellule di sfaldamento.
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