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Zoologia (Anatomia). — Osservazioni a l microscopio elettronico 
sulla mucosa' olfattiva d i rana Nota di P asquale G raziadei, 
presentata ((*) **} dal Socio A. P e n sa .

Summary. — Frog’s olfactory mucosa has been observed with the electron microscope. 
U ltrastructure  of olfactory neurons has been described and several organellès recognized. 
The rods of the olfactory receptors bear cilia with the characteristic 9 +  2 pattern  of filaments. 
Supporting cell’s do not bear cilia bu t show an irregular series of microvilli. The supporting 
cell’s show in their cytoplasm  a complex arrangem ent of organelles and their role is likely 
to be more complex than  their nam e implies. Secretory phenomena, for instance, can be 
observed. U ltrastructural characteristics of these elements have been compared with the u ltra­
structure of epithelial cells in the respiratory area.

E noto che la m ucosa olfattiva dei vertebrati è costituita da un epitelio 
batiprism atico a più file di nuclei nel quale si riconoscono le cellule olfattive, 
tipici neuroni bipolari che inviano il loro neurite, attraverso i fila  olfactoria, 
al bulbo olfattivo, le cellule di sostegno e le cellule basali. L ’epitelio poggia 
su una m em brana basale molto esile e poco discernibile al microscopio ottico. 
Nella tonaca propria num erose ghiandole, dette ghiandole del Bowman, 
inviano il loro dotto escretore attraverso  all’epitelio olfattivo fino alla superfi­
cie dove riversano il loro secreto prevalentem ente mucoso (Gerebtzoff e Shka- 
penko, 1952).

Fu forse lo Scarpa (1789) ad analizzare per primo, con rigore scientifico, 
la mucosa o lfattiva nelle sue 4Anatomicae disquisitiones de auditu et olfacto ’ e 
successivam ente lo Schultze (1856) diede una descrizione istologica della m u­
cosa olfattiva che può ritenersi ancor oggi fondam entalm ente esatta. Le ricerche 
più recenti su questo argom ento sono com pendiate nei lavori di Allison (1953) 
e Le Gros C lark (1956) per quanto  riguarda la m icroscopia luce, m entre i dati 
non abbondanti riguardanti l’u ltras tru ttu ra  sono dovuti a Bloom (1954), 
Gasser (1956), De Lorenzo (1957), Reese (1965), Graziadei (1965, 1966). Senza 
voler analizzare in dettaglio i lavori citati, si può rilevare tu ttav ia  che solo la 
m ucosa olfattiva di pochi anim ali è stata  sinora studiata e questi studi sono 
stati per lo più ristretti a quella porzione distale dei recettori che contiene le 
cilia, il cosidetto olfactory rod degli autori anglosassoni. Sebbene l’interesse 
degli studiosi verso questa porzione della cellula olfattiva sem bri giustificato 
dall’essere le cilia ritenute l’elemento morfologico essenziale nella recezione 
dello stimolo delle sostanze odorose (vedi ad esempio Ottoson, 1963), è indub­
bio che un  più completo esame u ltrastru ttu ra le  può portare utili contributi 
alla chiarificazione di problem i anche di ordine fisiològico riguardanti l’organo 
dell’olfatto.

(*) Centro St. A nat. Sist. nerv., Pavia.
(**) Nella seduta del 14 maggio 1966.
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Poiché recentem ente la rana è stata usata estesamente in ricerche di cara t­
tere fisiologico (vedi ad esempio il recente lavoro di Gesteland, L ettv in  e Pitts 
(1965) mi è parso opportuno riprendere lo studio della mucosa olfattiva pro­
prio nella rana.

M ateriale.preparato con le comuni tecniche istologiche mi ha servito per un 
prelim inare studio della cavità nasale della rana, m a il m etodo di im pregnazione 
argentica di Bodian mi ha fornito risultati soddisfacenti per la localizzazione 
dei neuroni olfattivi e dei fasci di fibre nervose che da questi originano. Altro 
m ateriale è stato preparato  per osservazioni al microscopio elettronico. Le 
m odalità per la fissazione, colorazione ed osservazione sono state precedente­
m ente già riferite in a ltra  sede (Graziadei, 1965, 1966).

L a Tav. I, fig. 1 rappresenta una m icrofotografia in contrasto di fase di una 
sezione di m ateriale fissato in osmio secondo M illonig ed incluso in araldite. Si 
riconoscono in basso le ghiandole del Bowman, situate nella tonaca propria 
che penetrano in seno airepitelio  con elementi secernenti per continuare col con­
dotto escretore. A lla base dell’epitelio è visibile con difficoltà un  esile straterello 
di m ateriale extracellulare rappresentan te la m em brana basale. Q uesta form a­
zione che la m icroscopia luce riesce a dim ostrare con difficoltà è invece netta­
m ente visibile nelle microfotografie elettroniche e riconoscibile p e r i caratteri 
tipici che le sono propri dopo fissazione in osmio e colorazione con acetato di 
uranile. In  seno all’epitelio, nel suo terzo medio, si riconoscono i nuclei p iu t­
tosto chiari ed ovalari, disposti a vario livello, dei neuroni olfattivi. Più in 
superficie si notano i nuclei delle cellule di sostegno che appaiono più scuri ed 
allungati a biscotto. I nuclei delle cellule basali si riconoscono per il loro aspetto 
irregolare e per una loro m aggiore densità. Sulla superficie dell’epitelio è visi­
bile uno strato  di muco nel quale sono im pigliati i m icrovilli delle cellule di 
sostegno disposti obliquam ente a direzione omogenea, da destra a sinistra nella 
presente m icrofotografia. Già a questo ingrandim ento inoltre è possibile rico­
noscere la s tru ttu ra  vacuolare delle cellule di sostegno m entre le cellule olfat­
tive hanno un citoplasm a più chiaro ed omogeneo. Due delle cellule olfattive 
sono indicate nella T av. I, fig. 1, (co) ed il loro polo distale sporge lievemente 
con una espansione bottoniform e dalla superficie epiteliale.

Le microfotografie elettroniche precisano molti dati già accennati dall’esame 
in contrasto di fase. Le cellule olfattive sporgono libere col loro processo distale 
oltre la superficie dell’epitelio (Tav. II, fig. 2) ed in questa porzione presentano 
un num ero variabile di cilia che in genere non supera il num ero di dieci per 
ciascuna cellula. L a s tru ttu ra  delle cilia è analoga a quella delle cilia in elementi 
cellulari di altri epiteli essendo tipicam ente provvedute di 9 +  2 filamenti. 
Alla base di ciascun cilio sta un  corpuscolo basale fornito del cosidetto basai 
foot e di radicole. L a presenza delle radicole non è però sem pre rilevabile. 
M entre nei p reparati argentici o in m ateriale osservato in contrasto di fase le 
cellule olfattive dim ostrano una stru ttu ra  relativam ente omogenea, l’esame 
u ltrastru ttu ra le  m ette in rilievo notevoli differenze nei vari settori di ciascuna 
di esse. L a porzione libera del prolungam ento distale (dendrite ?), sporgente 
sulla superficie dell’epitelio, contiene, oltre ai corpuscoli basali delle cilia, nume-
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rosi neurotubuli di 200 À di diam etro. Talvolta qualche m itocondrio è situato 
in prossim ità dei corpuscoli basali. Nella porzione di questo prolungam ento 
che è com presa fra le cellule di sostegno, i tubuli sono anche molto num erosi 
ed orientati parallelam ente all’asse della cellula e si estendono sin presso il 
pericarion dove scompaiono quasi com pletam ente. In  questa porzione del p ro ­
lungam ento distale sono anche presenti num erosi mitocondri, talvolta così 
num erosi da riem pirlo m ascherando persino la presenza delle altre .strutture. 
Nel pericarion, che si trova disposto a varia altezza nell’epitelio determ inando 
quindi con la sua posizione la lunghezza m aggiore o m inore del processo peri­
ferico, la s tru ttu ra  subisce profondi m utam enti. I m itocondri, pu r presenti, 
sono in num ero piuttosto scarso ed i tubuli possono m ancare del tutto . Com­
paiono invece i profili sacciformi del reticolo endoplasm atico m entre i granuli 
di RNA si addensano in rosette libere nel citoplasm a o si dispongono lungo le 
m em brane che delim itano il reticolo endoplasm atico. L ’apparato  di Golgi, 
con le consuete stru ttu re  di sacchi appiattiti e vescicole, è disposto in prossim ità 
del nucleo e più spesso al suo polo distale. Il polo prossim ale del neurone di­
m ostra pochi m utam enti di s tru ttu ra  se si eccettua il d iradarsi delle maglie 
del reticolo endoplasm atico e dei m itocondri. Il neurite prende origine dalla 
porzione basale del pericarion e rapidam ente si assottiglia per raggiungere 
un diam etro di 0,5-0,1 micron. L a stru ttu ra  del neurite è pressoché costante 
ed è costituita da una serie di neurotubuli orientati secondo il m aggior asse 
del neurite e da scarsi m itocondri.

Le cellule di sostegno sono sprovviste di cilia e la loro superficie libera è 
invece provveduta di una serie irregolare di micro villi. Il loro citoplasm a è 
infarcito di granuli di circa un m icron di diam etro che vengono singolarm ente 
espulsi alla superficie libera della cellula. F ra  i granuli il citoplasm a è occupato 
da un'esteso e com patto reticolo endoplasm atico che si estende a tu tta  la cellula, 
fa tta  eccezione per uno strato  di circa un m icron di spessore in corrispondenza 
del m argine libero che, solitamente, è com pletam ente privo di organelli. N u ­
merosi m itocondri sono anche presenti specie nella porzione cellulare sovra­
stan te il nucleo.

In teressante è il com portam ento delle cellule di sostegno a livello della 
loro zona di confine con il prolungam ento distale della cellula olfattiva e la 
parte  di tale prolungam énto che sporge libera alla superficie dell’epitelio. Qui, 
un regolare addensam ento delle cellule di sostegno circostanti form a attorno 
alla cellula olfattiva un  colletto circolare che dem arca nettam ente la parte  del 
neurone che è inclusa nello strato  epiteliale da quella che emerge libera dalla 
superficie (vedi Tav. II , fig. 2 e Tav. I l l ,  fig. 4 in Z).

Le cellule basali non contengono di norm a i granuli di secreto che si osser­
vano nelle cellule di sostegno, le maglie del reticolo endoplasm atico sono più 
rade e disposte in profili allungati a cui aderiscono granuli in terpretati come 
ribosomi ed jl loro aspetto generale, nelle microfotografie elettroniche, è p iu t­
tosto chiaro. L a loro identificazione nei confronti delle cellule di sostegno è 
pertan to  relativam ente agevole. Poiché fra le cellule basali decorrono i neuriti 
delle cellule olfattive, talvo lta isolati m a più spesso in fascicoli di dieci o più
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unità, non è infrequente il reperto di cellule basali parzialm ente avvolgenti 
questi fascicoli. T u ttav ia  non è stato sinora notato un rapporto  specifico della 
cellula basale nei riguardi della fibra nervosa che possa essere paragonato a 
quello che intercorre fra i fasci di fibre nervose e le cellule di Schwann, al di là 
dell’epitelio.

L ’epitelio respiratorio (Tav. II, fig. 4) presenta num erosi ed evidenti 
caratteri differenziali da quello olfattivo, a prescindere dalla presenza in que­
sto ultim o delle cellule olfattive. Nella porzione respiratoria le cellule epiteliali 
hanno la superficie libera occupata da una serie di vere cilia fornite di radicola 
e dei caratteristici 9 +  2 filamenti; però queste cilia, a differenza di quelle 
dei neuroni olfattivi, sono mobili. Il citoplasm a delle cellule epiteliali è p rov­
visto di num erosi m icotondri specie nella loro porzione distale ed il reticolo 
endoplasm atico è disposto in maglie allungate, non abbondanti, alle cui 
m em brane di superficie aderiscono granuli di RNA. Queste cellule inoltre non 
presentano granuli di secreto.

Le osservazioni prelim inari sopra riportate concernenti la m ucosa olfat­
tiva di ran a  consentono alcune brevi considerazioni. Il neurone olfattivo, che 
la m icroscopia luce non consente di studiare nei dettagli citologici più fini, 
dim ostra all’esame u ltrastru ttu ra le  caratteri citologici distinti nelle sue tre 
porzioni funzionali. Il prolungam ento distale, il pericarion e il neurite hanno ' 
un corredo di organelli sostanzialm ente differente ed ulteriori studi sono in 
corso per determ inare sino a che punto questi caratteri possono essere corre­
lati con la funzione specifica di ciascuna di queste parti del neurone. Le cellule 
di sostegno sem brano avere, oltre al compito di avvolgere i neuroni (De L o­
renzo, 1957) quello secretorio; il loro alto contenuto in organelli conferm a che 
il loro compito è più complesso di quanto  la m icroscopia luce lasciasse sospet­
tare. Ricerche in corso e non ancora pubblicate sulla m ucosa olfattiva di varie 
Classi di V ertebrati conferm ano la complessità stru ttu rale  delle cellule di soste­
gno, m a dim ostrano altresì alcune differenze sostanziali fra gli elementi appar­
tenenti a specie diverse. L a apparente omogeneità nella stru ttu ra  della m ucosa 
olfattiva dim ostrata dal microscopio luce in tu tti i V ertebrati (Gerebtzoff, 1953) 
è ora contradetta dallo studio di questa stru ttu ra  con il mezzo del microscopio 
elettronico che dim ostra, nelle varie specie animali, una sorprendente diversità 
(Graziadei, 1965, 1966) ed offre alla ricerca un  campo che sinora è stato quasi 
com pletam ente trascurato.
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T a v o l a  I.
Fig. 1. -  Epitelio olfattivo di rana da una sezione di materiale incluso in araldite ed osservato 

in contrasto di fase. La superficie dell’epitelio è ricoperta da uno strato di muco nel 
quale si riconoscono inclusi i microvilli delle cellule di sostegno orientati regolarmente, 
in questo materiale, da destra a sinistra. Le cellule di sostegno hanno un citoplasma 
vacuolato e la loro superficie libera è provveduta di micro villi (s). Il nucleo ( n i )  è a 
biscotto e più denso di quello delle cellule olfattive (n 2). Due di queste sono riconosci­
bili con la loro porzione periferica sporgente alla superficie epiteliale (co). Alla base 
dell’epitelio la m em brana basale (mb) non è chiaram ente visibile. Le ghiandole del 
Bowman penetrano in seno all’epitelio (g) con i loro elementi secernenti e condotto 
escretore.

T a v o l a  IL
Fig. 2. -  Dallo stesso m ateriale fissato in osmio secondo Millonig (1963) ed incluso in 

araldite è sta ta  dedotta la sezione di cui è qui riprodotta la fotografia o ttenuta col 
microscopio elettronico. I neuroni olfattivi risultano distinti dalle cellule di sostegno 
per il loro citoplasm a più chiaro, la presenza di cilia e corpuscoli basali (b). Numerosi 
mitocondri (m) sono presenti nel processo distale dove si riconoscono anche numerosi 
neurotubuli. In  (z) è indicata la zona di contatto specializzato fra il neurone e la cellula 
di sostegno; (c) rappresenta la sezione trasversale di un cilio. Le cellule di sostegno 
presentano un citoplasm a più denso infarcito di granuli che si riversano talvolta alla 
superficie (0). La loro superficie libera è provveduta di micro villi (mi):

Fig. 3. -  Sezione della porzione superficiale dell’epitelio respiratorio di rana. Le cellule pre­
sentano allg, loro superficie una serie quasi continua di cilia ed in (c) sono indicate 
queste stru ttu re  in sezione trasversale. Nel citoplasma di questi elementi il numero 
di micotondri (m) è cospicuo specie nella regione soprastante il nucleo (n). Le maglie 
del reticolo endoplasmatico (er) dim ostrano numerosi ribosomi aderenti alla loro m em ­
b rana  di superficie.

T a v o l a  III .
Fig. 4. -  Particolare ingrandito della fig. 2: rapporti di neurone olfativo con cellule di so­

stegno; in (b) sezione di ciglia; (mi) microvilli.

T u tte  le microfotografie sono tra tte  da materiale fissato in 2% tetrossido di osmio in 
tam pone fosfato, incluso in araldite e colorato con piombo acetato secondo Reynolds (1964).


