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Biologia. — Rilievi ultrastrutturali sulle branchie dei Pesci. 
Nota I. L'epitelio di rivestimento. N o t a d i  M arina Camatini e 
G iulio L anzavecchia, presentata ^  dal Corrisp. S. R anzi.

Summary. — Ultrastructuralfindings in Fish Gills. The ultrastructure of the secondary 
lamella is observed in gills of the following Fishes: Scyliorhinus stellaris L., Salmo irideus 
Gibb., Anguilla anguilla L., Carassius auratus L. The secondary or respiratory lamella consists 
of an epithelial layer covering a vascular axis. Contrary to the current opinions, the epithe
lium appears to be double layered. The cells of the two layers have a different morphological 
aspect and their nuclei are arranged in two lines; therefore it seems possible to exclude that 
the double layered appearence is a consequence of a cytoplasmic strips superimposition. 
Besides the covering cells, there are mucous cells and “ chloride cells ” . The former are 
round shaped, and their cytoplasm contains a very developed ergastoplasm, and numerous 
vesicles full of an electron-trasparent, probably mucopolysaccaridic, substance. The “ chlo
ride cells ” show a large nucleus, numerous mitochondria and a complex tubular tridimen
sional system of the smooth endoplasmic reticulum. The function of these cells is probably 
to secrete sodium and potassium chloride.

L ’anatom ia m icroscopica dei foglietti branchiali dei Pesci è s tata  oggetto 
di num erose ricerche (B ietrix 1895, Plehn 1901, V ialleton 1911, Acrivo 1936) 
ed è attualm ente ben nota: m eno complete risultano invece le conoscenze sulla 
stru ttu ra  della lam ella respiratoria, ed in particolare sull’epitelio di rivesti
mento, sull’asse vascolare e sui rapporti che queste due parti prendono tra  di 
loro. Si è pertan to  cercato di risolvere questi problem i m ediante osservazioni 
condotte per mezzo del microscopio elettronico.

Materiali e metodi.

Branchie di Scyliorhinus stellaris L., Salmo irideus Gibb., Anguilla anguilla L. (presa 
in mare), Carassius auratus L., allo stadio adulto, sono state fissate in acido osmico allT%, 
tamponato a pH 7,2. L’inclusione è stata fatta in Vestopal, seguendo le tecniche usuali. Le se
zioni sono state eseguite con Fultramicrotomo LKB Ultrotome, raccolte su griglie con mem
brana di Formwar rinforzata con un leggero strato di carbone, quindi colorate con acetato 
di uranile e con piombo, secondo le tecniche di Karnowsky (1961) e di Reynolds (1963). 
Le fotografie sono state eseguite con il microscopio elettronico Hitachi HS~7.

Sui medesimi preparati sono state fatte sezioni semifini (tra 0,3 e 0,5 p) per mezzo 
dell’ultramicrotomo Furieri. Esse sono state colorate con violetto di genziana e fucsina basica 
(Moore e colL i960) ovvero con blu di toluidina (Trump e coll., 1961).

Struttura della lamella respiratoria.

Ogni foglietto branchiale porta  su ciascuna delle sue facce una serie di 
lamelle secondarie o respiratorie: queste sono piccole lam ine sottili, che m i
surano in genere 10-20 p di spessore (Tav. I, fig. 3). Non si è no tata  alcuna (*) (**)

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Zoologia dell’Università di Milano dal Gruppo di 
Ricerca per l’Embriologia del C.N.R.

(**) Nella seduta del 16 aprile 1966,
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sensibile differenza anche a livello u ltrastru ttu rale , tra  le lam ine respiratorie 
delle specie prese in esame, che com prendono sia Selaci che Teleostei e tra  
questi forme sia di acqua salata che dolce, quindi sem bra possibile, in base 
ài risultati o ttenuti, descrivere i caratteri morfologici di una lam ella tipo.

L a lam ella secondaria è costituita da un rivestim ento epiteliale e da un 
asse vascolare (Tav. I, fig. 1). L ’epitelio appare bistratificato contrariam ente 
a quanto fino ad oggi si credeva (vedi ad esempio Acrivo, B attaglini e Boni 
1964), sulla base di ricerche eseguite al microscopio ottico (Tav. I, figg. 1 e 2; 
T av. II , fig. 6).

Poiché un epitelio respiratorio deve essere il più possibile sottile in quanto 
non deve essere di ostacolo agli scam bi'gassosi (vedi ad esempio l ’epitelio degli 
alveoli polm onari, tip icam ente m onostratificato e costituito da lam ine sotti
lissime, K arrer 1958) abbiam o voluto controllare se effettivam ente l ’aspetto 
bistratificato corrispondesse ad una reale situazione, ovvero se fosse la conse
guenza di una sovrapposizione parziale di lembi citoplasm atici. Q uest’ultim o 
fenomeno si verifica con frequenza per cui è possibile osservare lim itate zone 
in cui si possono m ettere in evidenza anche tre lam ine citoplasm atiche sovrap
poste. T u ttav ia  i nuclei delle cellule epiteliali appaiono chiaram ente disposti 
su due file (Tav. I, fig. 1; T av. II , fig. 6) e questa constatazione sem bra indicare 
una effettiva duplicità dell’epitelio branchiale; in particolare i nuclei dell’assisa 
inferiore sono localizzati in genere in corrispondenza dei corpi delle cellule di 
Bietrix, ove cioè l’asse vascolare form a delle depressioni sulla sua superficie 
esterna (Tav. I, fig. 1; T av. II , fig. 6). Inoltre le cellule dei due strati possono 
essere distinte anche sulla base di taluni caratteri citoplasm atici. Nelle cellule 
della assisa superiore il citoplasm a appare più denso agli elettroni (Tav. I l i ,  
fig- 9) é più ricco di organuli; soprattu tto  il condriom a e l’apparato  di Golgi 
m ostrano un  notevole sviluppo (Tav. I, fig. 2; T av. I l i ,  fig. io). Secondo 
M enefee (1957) presenza di apparati di Golgi molto sviluppati nelle cellule 
epiteliali sarebbe da ricondurre alla necessità di svolgere un lavoro osmotico: 
è evidente l ’im portanza di una tale possibilità in cellule di rivestim ento delle 
brànchie. Nelle cellule dello strato  inferiore il citoplasm a è decisam ente più 
povero di organuli e più trasparen te agli elettroni.

E  anche possibile escludere che lo strato più profondo di cellule sia costi
tu ito  da fibrociti, o com unque da cellule di n a tu ra  connetti vale responsabili 
della formazione di una lam ina basale costituita da fibrille collagene, descritta 
dagli A utori che hanno com piuto le loro osservazioni per mezzo del m icrosco
pio ottico. I due strati di cellule infatti non sono separati tra  di loro per mezzo 
di una m em brana basale (che tipicam ente si tro v a  al di sotto di tu tti gli epi
teli), m entre quest’ultim a è presente tra  l’asse vascolare e lo strato  cellulare 
profondo (Tav. I I ,  figg. 5 e 6). E bene precisare che per m em brana basale 
intenqiam o quel sottile strato  di m ateriale omogeneo, e com unque non formato 
da fibrille collagene, che al microscopio elettronico si trova al disotto degli 
epiteli. Inoltre le cellule delle due assise presentano am pie zone di contatto, 
e pure frequenti sono i desmosomi (Tav. I l i ,  figg. 8, 9 e io). È  noto che questi 
ultimi si possono osservare solo in cellule del medesimo tessuto, e sono tipici
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degli epiteli. Per tale m otivo pensiam o che i due strati cellulari esterni all’asse 
vascolare siano entram bi di n a tu ra  epiteliale.

Le cellule dei due tipi sono m olto appiattite, con nucleo allungato 
secondo l’asse della lamella; quelle esterne hanno la superfìcie libera caratte
rizzata da brevi e tozzi micro villi, e sono rivestite da un sottile strato  di m ate
riale costituito da esilissimi filam enti di m odesta densità elettronica (Tav. I, 
fìg. 2; T av. IV, fìgg. 12 e 13). E presum ibile che si tra tti di un  velo p ro te t
tivo mucopolisaccaridico, secreto dalle cellule m ucipare.

A lla base della lam ella l’epitelio è chiaram ente pluristratifìcato (Tav. II, 
fìgg. 4 e 7), in quanto tra  le due assise cellulari, che sono state descritte, si 
interpongono num erose cellule poliedriche ed a m utuo contatto. Queste non 
sem brano ordinate in file regolari e presentano un aspetto oltrem odo polimorfo. 
In  alcune il citoplasm a appare ricco di ribosomi, raggruppati in rosette di 
tipo polisomiale, di elem enti del reticolo endoplasm atico prevalentem ente di 
tipo liscio e di m itocondri. A ltre hanno un aspetto abbastanza simile a quello 
delle cellule a cloruri, che sono particolarm ente num erose a livello delle pieghe 
tra  le lamelle: è verosimile quindi che si tra tti di cellule che si stanno differen
ziando.

Esistono infine delle cellule che presentano dei tipici corpi di degenera
zione m ielinica (Tav. II, fìg. 4) ovvero corpi di aspetto vario, delim itati da 
una m em brana, e contenenti del m ateriale di alta densità elettronica, e s tru t
tu re diverse, quali vescicole e tubuli. Il loro aspetto è molto simile a quello 
descritto in corpi presenti in stadi precoci dell’oogenesi degli Anfibi (L anza
vecchia, 1966) e dei Pesci (Facchini Pajetta, 1966) ed in terpretati quali corpi 
di segregazione del tipo dei lisosomi. Si tratterebbe in altri term ini di cellule 
adibite alla demolizione di sostanze cataboliche prodotte nelle branchie. Quale 
ipotesi alternativa, che tu ttav ia  non può essere per il m om ento dim ostrata, 
si può proporre una analogia tra  queste cellule e le « dust cells » degli alveoli 
polm onari, p roduttrici di sostanze batotone. In  definitiva l’epitelio che ricopre 
le lamelle respiratorie delle branchie appare identico a quello che riveste il 
corpo delle larve dei Pesci, anch’esso bistratifìcato, e form ato da due tipi 
cellulari con caratteristiche uguali a quelle ora descritte per l’epitelio branchiale. 
In  entram bi i casi infine sono presenti cellule m ucipare, che secernono le so
stanze m ucopolisaccaridiche che form ano un rivestim ento mucoso sulla super
ficie corporea.

L ’unica differenza consiste in un appiattim ento dell’epitelio branchiale 
le cui cellule risultano lam inari invece che pressapoco cubiche, come si verifica 
nel resto del corpo (ovviam ente delle larve, dato che nell’adulto l ’epitelio è 
pluristratifìcato). C uriosam ente tale situazione è simile a quella che si osserva 
nelle larve degli Anfibi, ove l’epitelio dei filamenti delle branchie è anche 
esso bistratifìcato, analogam ente a quanto si verifica nel resto del corpo. 
Si può prospettare l’ipotesi che gli epiteli respiratori presentino caratteristiche 
uguali a quelle deirorgano  (nella larva o nell’embrione) da cui sono derivati. 
Così ad esempio l’epitelio degli alveoli polm onari appare m onostratificato, 
derivando da quello del tubo digerente dell’embrione, che presenta le mede-
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sime caratteristiche; naturalm ente non teniam o in considerazione l’ipotesi, 
ancor di recente avanzata (Bertalanffy, 1964), di una possibile derivazione 
m esenchim atica di detto epitelio.

Cellule epiteliali a funzione particolare.

T ra  le cellule aventi funzione di rivestim ento sono stati osservati due tipi 
particolari di cellule a funzione diversa: le cellule m ucipare e le cellule a clo
ruri (Tav. I, fig. 3; T av. IV, fig. 11).

Le cellule mucipare sono localizzate in prevalenza all’apice e alla base 
della lamella, m entre di rado è possibile osservarne lungo i bordi.

NelV Anguilla  esse sono molto num erose e talvo lta form ano delle serie 
continue tra  le cellule di rivestim ento nella zona interposta tra  una lamella 
e quella successiva. R aram ente per contro sono localizzate nella regione api- 
cale. In  Salmo iredeus le cellule m ucipare sono meno num erose e presentano 
una disposizione più regolare. Infine esse sono scarsissime in Scyliorhinus. 
Le cellule m ucipare sono voluminose, presentano un reticolo endoplasm atico 
ruvido molto sviluppato, costituito da citom em brane ad andam ento parallelo, 
disposte a coppa nella zona basale della cellula, dove è pure localizzato il nucleo e 
l’apparato  di Golgi particolarm ente sviluppato. Nella parte  centrale e distale il 
citoplasm a è occupato da grossi vacuoli a m utuo contatto, ripieni di una so
stanza omogenea, finemente fibrillare e trasparen te agli elettroni, di probabile 
n a tu ra  m ucqpolisaccaridica. L ’attiv ità  di queste cellule pare continua e si 
m anifesta con una in in terro tta  formazione delle vescicole di secreto a livello 
dell’apparato  di Golgi, e una successiva migrazione delle stesse verso la super
ficie cellulare esterna. Tale ipotesi sem bra potersi dedurre dal fatto  che non 
sono m ai state osservate cellule in fase di svuotam ento o di riem pim ento di 
secreto.

Le cellule a cloruri. -  Considerazioni di ordine fisiologico inducono a 
sostenere che le branchie esercitino un attivo controllo sulla regolazione osmo
tica (K ey e W illmer, 1932), m ediante la secrezione di sali contro il gradiente 
del mezzo esterno, nel caso di Pesci di m are, e un  assorbim ento di sali contro 
il gradiente interno, nel caso di Pesci d ’acqua dolce. K ey e W illm er in uno 
studio istologico sull’epitelio branchiale, identificano un  tipo di cellule che 
ritengono responsabili di una a ttiva secrezione di sali. Essi descrivono queste 
cellule come voluminose, ricche di granuli ed eosinofile, localizzate tra  il cir
colo sanguigno e l’am biente esterno, quindi in una posizione ottim ale per adem 
piere una funzione osmoregolatrice. Pettengill e Copeland (1948) attribu i
scono alle cellule a cloruri un  duplice ruolo: di assorbim ento e di escrezione. 
Questo particolare tipo di cellule è stato ultim am ente oggetto di studio al m icro
scopio elettronico da parte  di num erosi ricercatori (Doyle, i960; Kessel e Beams, 
1962; Doyle e Górecki, 1961; Phillpott, 1963). Questi A utori descrivono le 
cellule a cloruri come elem enti aventi caratteri s tru ttu ra li ben definiti: num e
rosi m itocondri e un  reticolo endoplasm atico liscio molto sviluppato.
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Nella presente ricerca si è osservato che le cellule a cloruri hanno una loca
lizzazione e una distribuzione abbastanza simile, nelle specie prese in esame. 
Queste cellule si trovano  alla base della lam ella respiratoria: quindi tra  le cel
lule dell’epitelio pluristratificato del corpo del foglietto. L a loro form a allungata 
risulta talora m odificata per la pressione esercitata dalle cellule adiacenti. 
Le cellule a cloruri possono essere isolate tra  le cellule epiteliali o unite a gruppi 
di 2—4 elementi (Tav. I l i ,  figg. 8 e 9).

Queste sono facilmente riconoscibili per il grande num ero di mitocondri, 
e per la presenza di un reticolo endoplasm atico liscio del tu tto  caratteristico, 
form ato da un insieme di tubuli sottili, variam ente orientati e parzialm ente 
anastom izzati a costituire un  sistem a tridim ensionale (Tav. IV, figg. 12 e 13). 
T ra  questi tubuli si osservano rari elem enti del reticolo endoplasm atico ruvido 
e ribosomi liberi. L ’apparato  di Golgi, in posizione sopranucleare, ha dimensioni 
variabili, m a generalm ente assum e uno sviluppo ridotto, contrariam ente a 
quanto si osserva in norm ali cellule a funzione secernente.

In  prossim ità della m em brana apicale, che appare frastagliata, si osser
vano num erose vescicole che per il loro aspetto sem brano doversi in terpretare 
quali vescicole di pinocitosi: il loro significato non può essere spiegato con sicu
rezza (Tav. IV, fig. 13).

È  verosimile che il processo di secrezione dei cloruri avvenga sotto il 
controllo del sistem a tubulare del reticolo endoplasm atico, in analogia a quanto 
sostenuto da Sedar (1961) per le cellule oxintiche della m ucosa gastrica, le 
quali hanno una funzione simile a quella delle cellule a cloruri, essendo deputate 
anche esse alla secrezione di ioni.

L ’osservazione di altri tip i di cellule im plicate nel processo di secrezione 
o di trasporto  di sali m ostra tu ttav ia  delle notevoli differenze u ltrastru ttu ra li 
rispetto alle cellule a cloruri dei Pesci. In  particolare sia le cellule dei tubuli 
renali, sia quelle delle ghiandole del sale che si trovano nelle narici degli U c
celli m arini (Doyle, i960; K om nick, 1965), sia quelle delle papille anali di certi 
Insetti (facce tti, 1962; Copeland, 1964), sono caratterizzate da un comune 
sistem a di introflessioni della m em brana cellulare alla base delle cellule stesse, 
m entre non sem bra svilupparsi un reticolo endoplasm atico liscio tubulare. 
Secondo le osservazioni di Copeland (1964) tu ttav ia  è possibile intravedere 
una analogia funzionale tra  le cellule a cloruri delle branchie dei Pesci e quelle 
delle papille anali di zanzara (Culex quinquefasciatus), e quindi con gli altri 
tipi di cellule che secernono sali (o acidi). « The canalicoli (<observed in the 
Mosquito epithelial cells) might be observed analogous, i f  not homologous, with 
the crypt observed in the chloride cell of fish gills. I f  it is postulated that a pro
tected surface is essential fo r  the secretion of salt (or acids), then the comparison 
is valid on thè basis of functional morphology, i.e.\ the cellular indentation take 
different form s but serve the same end » (Copeland pp. 253, 1964).

46 , -  RENDICONTI 1966, Voi. XL, fase. 4..
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVO LE I- IV

T a v o l a i .

(vedere il p a rag ra fo  MATERIALE E METODI p er le no te  tecn iche generali)

Fig. 1. -  Apice di una lamella respiratoria, in sezione longitudinale. Sono chiaramente visibili 
i due strati cellulari che costituiscono Pepitelio e l’asse vascolare. X 6.000.

Fig. 2. — Particolare dell’epitelio di rivestimento delle lamelle respiratorie che appare chia
ramente bistratificato (E =  epitelio; e =  endotelio; G.R. =  globulo rosso). X 19.000.

Fig- 3* ~ Fotografia eseguita al microscopio ottico di sezione semifine. Sezione longitudinale. 
È possibile vedere una lamella in toto e la localizzazione delle cellule mucipare nel 
punto di inserzione delle lamelle sul foglietto. X 700,
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T a v o l a  IL

Fig. 4. -  Sezione condotta nella zona basale delle lamelle: l’epitelio è chiaramente pluri- 
stratificato. Sono visibili i diversi tipi di cellule che lo compongono. X 4.000.

Fig. 5. -  Zona dell’epitelio di rivestimento in prossimità del punto di inserzione della la
mella sul foglietto in cui cominciano ad apparire tre strati cellulari sovrapposti. 
X 7.000.

Fig. 6. -  Le due assise cellulari rivelano punti di contatto con desmosomi ( t  ). Il nucleo (N) 
della cellula epiteliale dello strato- inferiore è addossato ad un pilastro (P) dell’asse 
vascolare. X 7.000.

Fig. 7- ~ Fotografia eseguita al microscopio ottico di sezione semifine. Chiaramente visibile 
l’epitelio pluristratificato a livello della piega tra le due lamèlle successive.

T a v o l a  II I.

Fig. 8. -  Sezione obliqua alla superficie epiteliale, nella zona basale tra due lamelle respira
torie. Sono visibili gli apici di due cellule a cloruri, circondate da cellule epiteliali a 
citoplasma di maggiore densità elettronica. Si osservano alcuni desmosomi nella zona 
di contatto tra i due tipi cellulari. X 19.000.

Fig. 9* ~ Cellule a cloruri racchiuse tra due cellule epiteliali. L’apice sporge rispetto alle 
cellule adiacenti ed è rivestito da un denso strato mucoso. È chiaramente visibile la 
diversa densità elettronica delle cellule dello strato superiore ed inferiore. X 8.800.

Fig. io. — Aspetto delle giunzioni tra due cellule. Al centro desmosomi tra due cellule epi
teliali, in basso desmosomi tra due cellule epiteliali e una cellula a cloruri. X 19.000.

T a v o l a  IV.

Fig. i l . 1-  Cellula mucipara. All’interno si osservano numerosi vacuoli ripieni di una so
stanza molto trasparente agli elettroni di probabile natura mucopolisaccaridica. Alla 
base dellà cellula è ben visibile il nucleo e le lamine dell’ergastoplasma foggiato a 
coppa. X 8.800.

Fig. 12. -  Particolare ingrandito della zona apicale di una cellula a cloruri. Sono visibili 
i tubuli del reticolo endoplasmico liscio. X 44.000.

Fig. 13. -  Particolare della zona apicale di una cellula a cloruri: il margine appare assai 
frastaglialo e sono visibili numerose vescicole, verosimilmente di tipo pinocitotico, 
ed il caratteristico reticolo tubulare liscio. X 32.000.


