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Zoologia. — Osservazioni prelim inari a l microscopio elettronico 
sugli elementi dell’eritropoiesi prim itiva nell’embrione d i pollo. Nota (,,) 
di L ucia  C eresa  C astellani e V incenzo G. L eo n e , presentata0  
dal Corrisp. S. R a n z i.

SUMMARY. ■— The ultrastructural characteristics of the emocytoblast, of the basophilic, 
polichromatophilic and acidophilic erythroblasts and of the eritrocyte of the primitive emopoie- 
tic series in the chick embryo are described. Particularly emphasized are the aspects of the 
pentamerie polysomes, supposed to be linked with hemoglobin synthesis, and of the ferri- 
tine aggregates in the cytoplasm of the erythroblast and eritrocyte.

L ’origine e lo sviluppo delle cellule del sangue negli em brioni di V ertebrati 
sono stati oggetto di num erose ricerche (Bremer, 1962; W ilt, 1965; Baglioni, 
1966. U na com pleta rassegna bibliografica fino al i960 si trova in Romanoff,
1960) .

Osservazioni al microscopio elettronico sulla emopoiesi em brionale sono 
num erose per i m am m iferi (Grasso, Swift e A ckerm an, 1962; Sorenson, i960,
1961) , m entre sono scarse per quanto riguarda gli uccelli (Cattaneo, 1963) (1).

Negli em brioni di pollo, così come in em brioni di m am m iferi, sono state
descritte due serie di cellule rosse (Romanoff, i960); la p rim a serie, detta 
prim itiva, è form ata da cellule più grandi di quelle della serie definitiva; 
al secondo giorno di incubazione, inizia la differenziazione delle cellule eri- 
troidi, appare il proeritroblasto che, m aturando, diviene eritroblasto basofilo, 
eritroblasto policromatofilo, eritroblasto acidofilo e finalmente, al quinto 
giorno, eritrocita.

D al quarto al settimo, giorno inizia la produzione delle cellule rosse della 
serie definitiva, che sono in generale più piccole e più ovali.

Nella presente N ota vengono descritti gli aspetti, rilevati al microscopio 
elettronico, delle cellule della serie prim itiva eritrocitica negli em brioni di 
pollo.

Le osservazioni sono state eseguite sugli isolotti sanguigni del sacco del 
tuorlo, che nella p rim a m età del periodo di incubazione è l’organo principale 
della emopoiesi, e sul sangue circolante di em brioni nei prim i cinque giorni 
di incubazione. (*) (**)

(*) Laboratorio di Embriologia e Morfologia Sperimentale dell’Università Statale di 
Milanb. (Gruppo Ricerca per l’Embriologia del C.N.R.).

(**) Nella seduta del 12 novembre 1966.
(1) Durante la correzione delle bozze siamo venuti a conoscenza del lavoro di 

R. H. EDMONDS, Electron microscopy of erythropoiesis in the avian j oik sac, pubblicato su 
«Anat. Ree.», 1966.
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M a t e r ia l i e  m e t o d i.

Em brioni di pollo, dallo stadio di un somite (questo riferim ento è più 
sicuro di quello cronologico in ore) fino a cinque giorni di incubazione, sono 
stati prefissati, in toto o in piccoli pezzi, in glutaraldeide (Sabatini e coll., 1963) 
al 3 % per la du ra ta  di due ore e poi fissati per u n ’ora in acido osmico all’i % , 
tam ponato a pH  7,4 (Millonig, 1962).

L ’inclusione è stata fatta in Vestopal W.
Di questi em brioni sono stati esam inati il sacco del tuorlo, i vasi e il cuore. 

Le sezioni sono state eseguite con l’ultram icrotom o LK B  U ltrotom e, colorate 
con acetato di uranile e con citrato di piombo (Reynolds, 1963) e sono state 
osservate al m icroscopio elettronico H itachi H S-7.

Sugli stessi p repara ti sono state eseguite sezioni semifini di spessore 
variabile da 0,3 a 0,8 [x; queste sezioni sono state colorate con violetto di 
genziana e fuxina basica (Moore e coll., i960) o con bleu di toluidina (Trum p 
e coll., 1961).

O sse r v a z io n i.

Al microscopio ottico sono state osservate le isole sanguigne del sacco 
del tuorlo (Tav. I, fig. 1); alternando le sezioni semifini con sezioni ultrafini, 
è stato possibile localizzare esattam ente le cellule da osservare al microscopio 
elettronico. Sono stati presi in esame i vari stadi di m aturazione delle cellule 
rosse em brionali del pollo e, precisam ente: emocitoblasto, eritroblasto basofilo, 
eritroblasto policromatofilo, eritroblasto acidofilo, eritrocita.

Emocitoblasto. -  Il nucleo (Tav. I, fig. 2) è quasi sferico, con un nucleolo 
sem pre molto grande. L a crom atina ha una disposizione omogenea; presenta 
solo una fascia ispessita all’interno della m em brana nucleare. Nel citoplasm a 
i ribosom i liberi sono abbondantissim i, e solo in parte raggruppati a form are 
polisomi; il reticolo endoplasm ico è piuttosto scarso. L ’apparato  di Golgi 
è poco sviluppato e costituisce un reperto raro; i m itocondri tendono a raggrup­
parsi alle estrem ità della cellula e hanno un aspetto abbastanza norm ale. 
N um erose connessioni si stabiliscono tra  nucleo e citoplasm a per la presenza 
di pori n u c lea ri (Tav. I, fig. 2) e, secondo le vedute di Grasso (1962), essi 
perm etterebbero attiv i scambi nucleo-citoplasm atici che potrebbero essere 
messi in relazione con una precoce sintesi, nel nucleo, di em oglobina (Davies, 
1961, O ’Brien, i960) o solo di globina (D e-Carvalho, 1954), m ateriale che 
successivam ente passerebbe nel citoplasma.

Eritroblasto basofilo. -  Il nucleo (Tav. II, fig. 3) in questo tipo di cellula 
ha una form a ovale e non vi si nota, come nell’em ocitoblasto, un grosso nu ­
cleolo; tale organulo in fatti appare piuttosto fram m entato e ridotto di volume.

L a distribuzione della crom atina è ancora abbastanza omogenea, m a 
se ne in travede un iniziale addensam ento in zolle; è anche qui presente la
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fascia ispessita di crom atina lungo la m em brana nucleare e sono sem pre 
evidenti le connessioni tra  nucleo e citoplasm a. Nel citoplasm a dell’eritro- 
blasto basofilo i ribosom i, num erosissim i, sono per la m aggior parte  raggrup­
pati a form are polisomi.

Come è noto (W arner, R ich e Hall, 1962; Goodm an e Rich, 1963; Gierer, 
1963; B urka e M arxs, 1964) i polisomi im pegnati nella sintesi dell’emoglobina 
hanno in  prevalenza organizzazione pentam era, benché siano num erose anche 
le forme a tetram eri e a esameri. L a presenza e l’abbondanza di questi ca ra t­
teristici raggruppam enti polisomici nel citoplasm a dell’eritroblasto basofilo 
(Tav. II, fig. 5), ci fa ritenere pertanto  che tale cellula sintetizzi attivam ente 
emoglobina.

Si rinvengono tracce del reticolo endoplasmico, m entre l ’apparato  di 
Golgi non è m ai stato osservato; i m itocondri sono raggruppati ai poli della 
cellula e si presentano con aspetto normale.

Eritroblasto poli cromatofilo. -  Nel nucleo di questa cellula l’addensa­
m ento della crom atina, iniziato già allo stadio di eritroblasto basofilo, è evi­
dente; il nucleolo è fortem ente ridotto e non sempre è stato visto; nel cito­
plasm a rim angono poche tracce di reticolo endoplasmico, i m itocondri sono 
molto dim inuiti di num ero e l’apparato  di Golgi è del tu tto  assente.

Eritroblasto acidofilo. — Nel nucleo (Tav. II , fig. 4) la crom atina risulta
notevolm ente addensata in zolle e queste hanno disposizione grossolanam ente 
radiata; per quanto riguarda il citoplasm a, il reticolo endoplasmico è quasi 
del tu tto  scomparso; i m itocondri sono scarsi e in fase degenerativa e l’ap p a­
rato  di Golgi è com pletam ente assente. Gli eritroblasti acidofili presentano
un reperto non riscontrato nelle forme meno m ature; compaiono cioè nel
citoplasm a di queste cellule degli amm assi di ferritina, alcuni dei quali circon­
dati da una m em brana, a form are dei tipici siderosomi, m entre altri sem brano 
sprovvisti di qualsiasi m em brana.

Eritrocita. — Gli eritrociti appartenenti alla serie eritrocitica prim itiva 
del sangue em brionale hanno una form a leggermente affusolata, nucleo ovale 
(Tav. II , fig. 6) e sulla m em brana piasm atica sono visibili num erose vescicole 
di pinocitosi in formazione. L a m atrice citoplasm atica appare molto opaca 
agli elettroni e questo denota che l ’em oglobina vi è già in elevata concentra­
zione; tu ttav ia  i ribosom i, benché più scarsi che nelle cellule in stadio più 
precoce di m aturazione, sono ancora abbastanza num erosi e sem pre raggrup­
pati (Tav. I l i ,  fig. 7) a form are i tipici polisomi, essenzialm ente pentam eri; 
tale dato ci sem bra interessante in quanto indice di una persistenza della 
sintesi j emoglobinica. Negli eritrociti il reticolo endoplasm ico è del tu tto  as­
sente è gli scarsi m itocondri sono in fase degenerativa. Sono ancora visibili 
(Tav. I l i ,  fig. 7) i pori tra  nucleo e citoplasm a, sebbene risultino più distanziati 
di quanto appaia negli eritroblasti. Anche nel citoplasm a degli eritrociti è 
possibile trovare occasionalm ente am m assi di ferritina con disposizione para-
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cristallina delle molecole (Tav. I l i ,  figg. 8-9); queste ultim e si trovano ra ra ­
m ente isolate nel citoplasm a, o a ll’interno di vescicole di pinocitosi (Tav. IV, 
fig. io).

L a ferritina è s tata  per ora ind iv iduata con sicurezza in eritroblasti e in 
eritrociti di em brioni al quinto giorno di incubazione; alcune im m agini, tu t­
tav ia  non in terpretabili con a ltre ttan ta  sicurezza., ne indicherebbero la p re­
senza anche in un periodo anteriore; altre ricerche sono dirette a stabilire 
esattam ente l’inizio della sintesi della ferritina.

Nel citoplasm a degli eritrociti sono visibili molto spesso dei m icrotubuli 
(Tav. IV, fig. 12) riun iti in fasci di circa 20 elementi, a decorso parallelo tra  
di loro, disposti secondo i m eridiani della cellula. Per tale m otivo agli apici 
cellulari appaiono sem pre sezionati trasversalm ente (Tav. IV, fig. n ) .

Con tu tta  probabilità  i fasci da noi osservati corrispondono a ciò che gli 
autori di lingua inglese chiam ano « m arginai band », una stru ttu ra  osservata 
negli eritrociti nucleari di pesci, anfibi, e uccelli fino dalla fine dell’800, col 
m icroscopio ottico.

L a funzione di questi m icrotubuli, del diam etro di circa 250 À è ancora 
incerta; con i recenti m etodi di fissazione per l ’osservazione al microscopio 
elettronico ne è stata  constatata la presenza in molti tipi cellulari, sia di piante 
che di anim ali ed è possibile, come sostiene de-T hé (1964), che essi siano un 
com ponente costante del citoplasm a, avente significato di im palcatura di 
sostegno per il m antenim ento della form a cellulare (Fawcett, 1959) oppure 
im pegnato nel trasporto  di fluidi (Slautterback, 1963; Sandborn, 1964) o, 
ancora più verosim ilmente, in terpretabile come una stru ttu ra  contrattile legata 
ai m ovim enti citoplasm atici (Ledbetter e Porter, 1963).
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SPIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVOLE I- IV

T avola  I.

Fig. 1. -  Sacco del tuorlo di embrione allo stadio di 8 somiti (fotografia al microscopio ottico 
di una sezione semifine). È chiaramente visibile, sopra l’entoderma (E), un isolotto 
sanguigno (S), costituito ancora da un ammasso cellulare solido. X 1000.

Fig. 2. -  Emocitoblasto di un embrione allo stadio di primo somite; nel citoplasma si notano 
numerosissimi ribosomi e i mitocondri; questi ultimi sono raggruppati ad un’estremità 
della cellula. Sulla membrana nucleare si vedono i pori ed all’interno di essa una 
fascia ispessita di cromatina. X 16.000.

T a v o la  IL

Fig. 3. -  Eritroblasto basofilo (embrione allo stadio di 8 somiti); il nucleolo appare frazio­
nato; nel citoplasma sono evidenti i raggruppamenti dei ribosomi in polisomi. X 13.000.

Fig. 4. -  Eritoblasto acidofilo; nel nucleo la cromatina è addensata in zolle. Nel citoplasma 
si vedono ammassi di ferritina (yf) e un mitocondrio in fase degenerativa. X 19.000.

Fig. 5Ì “ Particolare ingrandito della fig. 3; sono chiaramente visibili i tipici polisomi (pen- 
tameri e tetrameri). X 35.000.

Fig. 6. -  Eritrocita di un embrione al V giorno d’incubazione; la forma è affusolata e sulla 
membrana piasmatica si vedono vescicole di pinocitosi in formazione. X 7.500.
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T avola  I I I .

Fig. 7- -  Eritrocita. Nel citoplasma sono evidenti i raggruppamenti ribosomici, prevalente­
mente a pentametro; si vedono mitocondri in degenerazione e, all’apice della cellula, 
un gruppo di microtubuli sezionati pressappoco trasversalmente. Nell’inserto in alto 
a destra essi sono raffigurati a più forte ingrandimento. Alcuni pori sono evidenti sulla 
membrana nucleare. X 19.000 -  inserto X 47.000.

Fig. 8. -  Aspetto del citoplasma di un eritrocita. Sono visibili numerosi complessi poliso- 
mici ed un siderosoma. X 28.000.

Fig'- 9- “ Particolare a forte ingrandimento della figura 8; è evidente la disposizione para­
cristallina delle molecole di ferritina all’interno del siderosoma. X 120.000.

T avola  IV .

Fig. IO. -  Eritrocita. Alcune molecole di ferritina sono visibili, sia aH’interno di una vesci­
cola di pinocitosi (/X), che libere nel citoplasma. Oltre ai normali polisomi (pentameri 
e tetrameri) se ne vede uno con disposizione elicoidale (=>). X 55.000.

Fig. i l . -  Particolare di un eritrocita, al cui apice si vedono i microtubuli tagliati trasversal­
mente. X 55.000.

Fig. 12. -  Gruppo di microtubuli a decorso parallelo al piano della sezione ed alla parete 
della cellula in un eritrocita. X 47.000.
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