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Zoologia. — Ultrastruttura degli oociti d i Carassius auratus Linn. 
durante la vitellogenesin . N ota (" ) di E mma F acchini P ajetta  e 
G iulio  L anzavecchia , presentata  dal Corrisp. S. R anzi.

SUMMARY. — The electron microscopic observations of oocites of Carassius auratus 
Linn, during vitellogenesis are here reported.

The yolk globules, which appear to be polymorphous and which contain substances 
having different electron opacity, seem to derive from different cytoplasmic organula.

The cytoplasm changes during vitellogenesis and the growth of the cortical envelopes 
are briefly described.

In  una N ota precedente sono stati descritti gli aspetti u ltrastru ttu ra li 
degli oociti in fase previtellogenetica di Carassius auratus L inn. In  questa 
N ota vengono descritte le modificazioni che si possono osservare negli oociti 
di tale pesce duran te la form azione del vitello, sia a carico del citoplasm a 
che degli involucri corticali.

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

Per le tecniche di microscopia elettronica, vedi Nota precedente (Facchini Pajetta e 
Lanzavecchia, 1966).

Gli oociti utilizzati in questa ricerca hanno diametro compreso tra 50 e 300 p.
Le osservazioni al microscopio ottico sono state eseguite su materiale incluso in meta- 

crilato, da cui sono state ottenute sezioni semifini di spessore variabile tra 0,2 e 1 p, 
colorate secondo varie tecniche.

O s s e r v a z io n i .

L ’aspetto degli oociti in periodi successivi della vitellogenesi è illustrato 
delle figg. 1, ,2 e 3 (Tav. I).

A ll’inizio del processo vitellogenetico il citoplasm a si colora intensam ente 
con i coloranti basici ed all’osservazione u ltrastru ttu ra le  m ostra un grande 
num ero di ribosom i sia liberi, sia disposti sulle pareti di am pie e num erose 
cisterne che costituiscono una sorta di ergastoplasm a che si accresce para l­
lelam ente a ll’aum ento dim ensionale dell’oocita stesso (Tav. HI, fig. 8). 
L ’aum ento dell’ergastoplasm a dipende tu ttav ia  in parte  dal fatto  che i globuli 
vitellini sem pre più g randi tendono a com prim ere le aree citoplasm atiche 
e quindi a concentrare le cisterne del reticolo.

I corpi di Golgi sono piuttosto num erosi, ed all’inizio della vitellogenesi 
si osservano prevalentem ente alla periferia; in seguito si diffondono in tu tto  (*) (**)

(*) Lavoro eseguito nellTstituto di Zoologia dell’Università di Milano (Sezione di Micro­
scopia elettronica « Fondazione C. Erba ») dal Gruppo di ricerca per PEmbriologia del C.N.R.

(**) Pervenuta all’Accademia il 14 ottobre 1966.
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il citoplasm a e m ostrano relazioni topografiche molto strette con i globuli 
di vitello. Questi presentano un curioso aspetto polimorfo: sono delim itati 
da u n a  m em brana e nell’interno contengono un m ateriale disorganizzato 
costituito da sottili filam enti o granuli di dimensioni non precisabili disposti 
a form are delle zone di d iversa densità e s tru ttu ra  (Tav. I, fig. 4). In  linea 
di m assim a si osserva del m ateriale di a lta densità elettronica in seno al quale 
si rinvengono delle sferule di varie dimensioni form ate da un intreccio 
molto lasso di filamenti osmiofìli (Tav. II , fig. 5; T av. IV, fig. io). Il m ateriale 
più denso a sua volta può suddividersi in aree di differente opacità nettam ente 
delim itate tra  loro, sebbene non separate da m em brane a stru ttu ra  definita. 
Q uest’ultim o aspetto è sopra ttu tto  caratteristico dei globuli vitellini di m ag­
giori dim ensioni nei quali inoltre le sferule di m ateriale più chiaro diventano 
sem pre più grandi e num erose. Si ha l ’impressione che ciascun globulo 
vitellino sia costituito da distin te sostanze non miscibili tra  di loro in quanto 
occupano parti diverse nettam ente delim itate, sebbene non separate da una 
m em brana. L e osservazioni istochimiche al microscopio ottico perm ettono 
di tra rre  alcune conclusioni circa la probabile n a tu ra  delle diverse sostanze 
all’interno dei globuli vitellini; gli unici risu ltati concreti tu ttav ia  si sono 
ottenuti utilizzando sezioni semifini di oociti inclusi in m etacrilato, il che 
non ha perm esso di effettuare determ inate colorazioni. Le osservazioni isto­
chimiche condotte seguendo le tecniche correnti non hanno permesso per 
contro di distinguere tra  le diverse parti dei globuli vitellini e quindi non sono 
utilizzabili in questa ricerca.

Le parti dense agli elettroni non presentano qualitativam ente differenti 
reazioni con i coloranti im piegati, m a si possono distinguere per una diversa 
in tensità nella colorazione stessa.

I risu ltati o ttenuti con diverse colorazioni sono elencati nella Tabella I. 
Sem bra di po ter concludere che le sferule chiare al microscopio elettronico 
siano com poste da m ucopolisaccaridi acidi, m entre le diverse fasi della 
m atrice densa agli elettroni dovrebbero essere costituite in prevalenza da 
glicoproteine. U n a  certa difficoltà nella interpretazione di questi risultati 
deriva tu ttav ia  dal fatto che le reazioni crom atiche su m ateriale incluso in 
m etacrilato  non sem brano sem pre corrispondere esattam ente a quelle che si 
ottengono su m ateriali allestiti appositam ente per ogni reazione specifica.

L  origine di tali globuli vitellini è di difficile interpretazione e certam ente 
composita. In  Lebistes D roller e R oth  (1966) hanno dim ostrato la presenza 
di num erose vescicole di pinocitosi sul cortex. Queste andrebbero a costituire 
dei tubuli che si affondano nel citoplasm a e dalla cui confluenza si originereb­
bero le gocce di vitello proteico. U n  fenomeno analogo è stato  descritto da 
F avard-S éréno  (1964) in Grillus e da R oth e Porter (1964) in Aedes aegypti. 
Sem pre in Lebistes tu ttav ia  D roller e R oth  osservarono grosse gocce di deuto- 
plasm a form ate a livello dell’apparato  di Golgi. In  Cctrassius la pinocitosi 
sul cortex è senz’altro un  fenomeno di m odesta entità, inoltre le vescicole 
non contengono m ateriale riconoscibile al microscopio elettronico (Tav. II, 
fig. 6; T av . V I, figg. 16 e 17). T u ttav ia  quest’ultim o fatto  potrebbe essere
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la conseguenza di una solubilità delle proteine contenute in esse, che vanno 
quindi perdute duran te  il processo di allestim ento del p reparato . Si avrebbe 
cioè una condizione simile a quella descritta per gli Anfibi (Lanzavec­
chia, 1966).

T a b e l l a  I.

Sferule Materiale 
denso agli elettroni

M ucicarm inio...................................... +  +
Verde luce . ...................................... — — +  +  +
Safranina.............................................. ? +
E m a to ss ilin a ...................................... — — +  +
Fucsina b asica ...................................... +  + -------.

Violetto di g en zian a ......................... ----- ■ +  +  +
P A S ........................................................... ----- ■ +  +
Tionina...................................... .... metacromatiche non metacromatiche
Solfato blu N i lo .................................. -~V--- +  +
Orange G ............................................... +  + —

Blu di to lu id ina.................................. metacromatiche non metacromatiche
Blu di m etilen e.................................. metacromatiche +  —
Alcian b l u .......................................... +  + +

A ll’inizio della vitellogenesi in Carassius si osservano talun i piccoli corpi 
m ulti vescicolari che possono essere correlati ad una delle fasi della deposi­
zione del vitello (Tav. II , figg. 6 e 7). In fatti alcuni piccoli globuli vitellini 
contenenti del m ateriale finem ente g ranulare ed opaco agli elettroni presen­
tano alla periferia una corona irregolare di piccole vescicole simili a quelle 
dei corpi m ultivescicolari (Tav. II , fig. 5). T u ttav ia  a livello dei corpi di Golgi 
si osservano sem pre delle vescicole sferiche di diam etro assai variabile nel­
l’interno delle quali si accum ula un m ateriale filamentoso piuttosto lasso 
(T av, I I I ,  fig. 9) che precocem ente si distingue in due fasi di diversa densità 
elettronica (Tav. IV, figg. io, 11 e 12), 'analogam ente a quanto  si verifica 
nei tipici globuli vitellini. Esistono num erose im m agini che inducono a ritenere 
che tali form azioni possono fondersi tra  di loro form ando così globuli 
vitellini sem pre più g randi (Tav. II, fig. 7; T av . IV, fig. io).

U n  problem a che non può essere risolto in tale sede si riferisce al luogo 
di sirjtesi del deutoplasm a. Se infatti in linea di m assim a sem bra dim ostrato 
che le proteine del vitello sono sintetizzate al di fuori dell’ovaia, il citoplasm a 
degli oociti di Carassius con il suo reticolo ruvido altam ehte sviluppato 
sem bra avvicinarsi m orfologicam ente a quello degli oociti di gam beri del
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genere Orconectes, Cambarus e Procambarus (Beams e Kessel, 1963) che sono 
considerati capaci di sintetizzare le proprie proteine di riserva.

A ll’inizio della vitellogenesi compaiono nel citoplasm a delle stru ttu re  
che generalm ente si affiancano ai globuli vitellini e che non sono state descritte 
in altri m ateriali. Si tra tta  di ciuffi di tubuli (in gruppi varian ti da 20 a 60) 
orientati parallelam ente tra  di loro ed a sezione quadrata: ciascun lato m isura 
circa 230À (Tav. V, figg. 13, 14 e 15). In ternam ente vi è del m ateriale di 
m oderata densità elettronica. N on è possibile per il m om ento attribu ire  a 
tali stru ttu re  una qualsiasi funzione; per le loro dim ensioni possono essere 
avvicinate ai m icrotubuli che si rinvengono in moltissimi tipi cellulari e che 
sono stati associati con la m otilità citoplasm atica, m a differiscono nettam ente 
da questi per la loro m orfologia.

D uran te l ’accrescimento deH’oocita in fase vitellogenetica anche la m em ­
brana vitellina aum enta in spessore, inglobando i villi del cortex e venendo 
ad assum ere l ’aspetto di una lam ina cribrosa. Q uando tale m em brana, di 
cui si e già parla to  nella N ota precedente, ha raggiunto un certo spessore, 
ha inizio a contatto  del cortex la deposizione di un secondo strato  di m ateriale 
opaco agli elettroni (Tav. V I, fig. 16), che presenta una s tru ttu ra  filamentosa 
analoga a quella dello strato  precedente. L a direzione di tali filamenti tu ttav ia  
è pressapoco perpendicolare rispetto a quella del prim o strato  (Tav. V I, 
fig- I 7)- Questo secondo rivestim ento sem bra essere veram ente una m em brana 
vitellina in quanto  risulta separata  dalle cellule follicolari per mezzo dello 
strato  esterno e quindi la deposizione del nuovo m ateriale sem bra dover 
avvenire a spese dell’oocita. T ale m em brana continua ad accrescersi duran te 
la vitellogenesi (Tav. V I, fig. 18) fino a superare nettam ente le dimensioni 
del prim o strato , da cui resta  separato per la presenza di un sottile intervallo 
otticam ente vuoto. E n tram bi gli stra ti presentano la m edesim a affinità per 
i coloranti istologici im piegati, sebbene quello più esterno appaia sem pre più 
intensam enfe colorato, p robabilm ente a causa di una m aggiore densità dei 
m ateriali che lo costituiscono.
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TA V O LE I-V I

T a v o l a  I.

Figg- L 2> 3- ~ Sezioni semifine di oociti a diversi stadi di sviluppo e vitellogenesi al micro­
scopio ottico. È ben visibile la progressiva comparsa dei globuli vitellini in prossimità 
del cortex e la struttura composita che vanno assumendo. (Colorazione safranina) X 155.

Fig. 4. -  Immagine a piccolo ingrandimento di globuli vitellini in un oocita in avanzata 
vitellogenesi. Sono riconoscibili le sferule (S) di materiale a bassa densità elettronica 
e la matrice polimorfa densa agli elettroni, x  5.500.

T a v o l a  IL

Fig. 5. -  Immagine di formazione di un globulo vitellino a partire da un presumibile corpo 
multi vescicolare (/f).  Sulla sinistra è visibile una parte di un globulo vitellino perfet­
tamente formato. S =  sferule. X 11.500.
Nell’inserto in alto a destra è visibile un particolare di un globulo vitellino in formazione 
con vescicole periferiche. X 46.000.

Fig. 6. -  Oocita all’inizio della vitellogenesi. Corpi multivescicolari ( / ()  nella zona corticale. 
Intorno ad essi ed in prossimità della membrana cellulare sono visibili vescicole di 
pinocitosi. M =  membrana vitellina. X 42.000.

Fig. 7. -  Globulo vitellino in via di formazione con sferule (S) chiare. Attorno ad esso vi 
sono vescicole di varie dimensioni con materiale di diversa densità elettronica ed un 
corpo multivescicolare. ( / f)  X 18.500.

T a v o l a  I I I .

Fig. 8. -  Oocita in fase di vitellogenesi iniziale. Aspetto del citoplasma con reticolo ruvido 
ben sviluppato e numerosi ribosomi e mitocondri. X 23.000.

Fig. 9. -  Corpo di Golgi (G). In rapporto ad esso si cominciano a formare delle vescicole 
che si possono mettere in rapporto alla formazione dei globuli vitellini, x  28.000.

T a v o l a  IV.

Fig. io. -  Due piccoli globuli vitellini avvicinati tra di loro all’interno di una zona di Golgi. 
I l materiale che vi è in essi è già ripartito a costituire le tipiche sferule chiare e le diverse 
fasi della matrice densa. X 23.000.
Nell inserto in alto a sinistra e visibile la fusione di una vescicola formata verosimil­
mente dall’apparato di Golgi con il globulo vitellino ( / ) .  X 46.000.

Figg. i l  e 12. — Corpi di Golgi (G) con grosse vescicole all’interno delle quali è già visibile 
un inizio di suddivisione del materiale in sferule e matrice opaca. Fig. 11= x 28.000. 
Fig. 12 =  x 40.000.
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T a v o l a  V .

Fig. 13. -  Aspetto dei microfilamenti a ridosso di un globulo vitellino (g.v.) all’interno del 
quale si riconosce una grossa sferula (S). I filamenti sono tagliati sia trasversalmente 
( / ( )  che longitudinalmente ( ft). X 28.000.

Fig. 14. -  Particolare di micro tubuli tagliati trasversalmente: è ben visibile la loro sezione 
pressapoco quadrata. X 105.000.

T a v o l a  VI.

Fig. 16. -  Cortex (C) di un oocita in fase vitellogenetica. Sono visibili nel citoplasma numerose 
vescicole di pinocitosi ed un ciuffo di filamenti (f). I microvilli corticali sono tagliati 
pressocché trasversalmente e risultano circondati dalla membrana vitellina divisa net­
tamente in due strati (1 e 2). X 18.500.

Fig. 17. -  Particolare della figura precedente. Nello strato più esterno della membrana vitel­
lina (1) i filamenti appaiono sezionati trasversalmente. Nello strato più profondo (2) 
sono sezionati pressapoco longitudinalmente. V =  villi; C =  cortex. X 75.000.

Fig. 18. -  Sulla sinistra è visibile la membrana vitellina di un oocita in fase di vitellogenesi 
avanzata, separata nettamente in due strati (1 e 2) e perforata da lunghi micro villi (V). 
Sulla destra si nota lo spazio perivitellino di un piccolo oocita entro cui si proiettano 
i micro villi.
C =  cortex; F =  cellule follicolari. X 18.000.


