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Zoologia.

Studi sulla muscolatura elicoidale ¢ paramiosinica.
Nota I. Morfologia uiltrastrutturale dei muscoli longitudinali di 1.um-
bricus terrestris L. Nota © di GiuLio LaNzAVECCHIA, presentata ) dal
Corrisp. S. Ranzi.

SUMMARY. — The morphological organization of the earthworm body wall muscles,
both contracted and decontracted, is studied. These muscles are helical in type; their primary
myofilaments are 6 u long, 350-400 A thick, and show a paramyosinic structure. The mor-
phological properties and functions of the Z elements and of the sarcoplasmic reticulum
are discussed, and the changes in the fine structure of the muscles, are analyzed in relation
to the contraction process.

L’organizzazione ultrastrutturale dei muscoli elicoidali e a striatura
doppia obliqua si puo considerare attualmente nota nelle sue linee generali,
soprattutto in seguito alle osservazioni di Ikemoto (1963) su Eisenia foetida,
di Hanson e Lowy (1961) sulla parte traslucida dell’adduttore di Crassostrea
angulata, di Rosenbluth (1965, 1967, 1968) su Ascaris e Glycera, di Bouli-
gand (1966) su Haplosyllis depressa e Sabella pavonina, e di Chapron e Valem-
bois (1967) su Allolobophora caliginosa e Eisenia foetida. E evidente che si
tratta di muscoli striati, con due tipi di miofilamenti che si ingranano tra di
loro nel corso della contrazione, e che sono orientati parallelamente (o quasi)
all’asse del muscolo. Essi tuttavia differiscono dai muscoli striati tipici dei
Vertebrati e degli Artropodi poiché la striatura, invece di essere trasversale,
¢ fortemente obliqua; I’angolo tra la direzione della striatura e Iasse del
muscolo ¢ infatti in genere di pochi gradi. I rapporti esistenti tra muscoli eli-
coidali veri e propri a sezione circolare e muscoli a striatura doppia obliqua
a sezione ellittica molto appiattita, sono stati chiariti da Bouligand (1966);
questo autore ha ben dimostrato che i secondi derivano dai primi per scom-
parsa dell’asse citoplasmatico. I sarcomeri sono comunque limitati a formare
una fascia periferica che, nel caso del lombrico, non supera 1,5 u, e possono
quindi essere considerati come spessi nastri che percorrono la superficie mu-
scolare lungo linee elicoidali.

Per la loro particolare organizzazione .questi muscoli pongono ancora
taluni problemi per quanto riguarda il meccanismo e lefficienza della con-
trazione, il differenziamento specifico in relazione alla diversa posizione
sistematica o al diverso /abitat, e le relazioni che sembrano presentare con
1 muscoli di tipo paramiosinico. In questa prima Nota mi limito alla descri-

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Zoologia dell’Universitda di Milano (Sezione di
microscopia elettronica « Fondazione C. Erba»). Gruppo di ricerca per ’Embriologia del C.N.R.
(**) Nella seduta del 9 marzo 1968.
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zione morfologica ultrastrutturale dei muscoli longitudinali della parete di
Lumbricus terrestris L., Per la nomenclatura dei diversi componenti musco-
lari, mi attengo essenzialmente a quanto proposto da Bouligand (1966).

Esemplari di Lumbricus terrestris L. sono stati fissati in condizioni di completa disten-
sione muscolare o di massima contrazione. Nel primo caso gli animali sono stati brevemente
addormentati con alcool etilico 5%, e quindi bloccati su di una tavoletta mediante spilli,
in condizione distesa. Vengono aperti mediante una incisione dorsale, e mentre si continua
a far gocciolare su di essi una soluzione di glutaraldeide 39, in tampone cacodilato 0,1 M
e CaClp 0,003 M, sono rapidamente privati dei visceri e dei setti tra i metameri, mettendo il
pilt possibile a nudo la muscolatura. Se gli animali sono fissati senza previa narcosi, si con-
traggono immediatamente. Dopo due ore di fissazione in glutaraldeide, si lava brevemente
in tampone cacodilato 0,1 M, contenente il 10%, di glucosio, e quindi si fissa per altre due
ore in acido osmico 19, in tampone fosfati. Dopo disidratazione in alcool etilico e ossido di
propilene, 'inclusione ¢ fatta in una miscela di Epon 812 e araldite. Nel corso della disidra-
tazione i blocchetti sono precolorati con acetato di uranile. Le sezioni ottenute con lultra-
microtomo Ultrotome I LKB, dopo « colorazione » con citrato di Pb, sono state osservate
con un microscopio elettronico Hitachi HS-7.

I muscoli descritti in questa Nota sono costituiti da tante fibre unicellulari
di tipo elicoidale, disposte secondo un disegno chiaramente pennato. Le singole
fibre partono come le barbe di una penna da un asse connettivale povero di
cellule e ricco di fibrille collagene disposte con una certa irregolaritd (Tav. I,
fig. 1; Tav. 11, figg. 3 e 4). Ciascuna fibra, in sezione trasversale, mostra una
forma pressapoco ellittica, con un diametro maggiore di 10-15 ., ed un diametro
minore di 2,5-3 w nei muscoli rilasciati. Questi valori aumentano con la
contrazione, e in muscoli completamente contratti si misurano per le singole
fibre diametri maggiori di 15-20 p, e diametri minori di 4-5 p. Cid ovviamente
¢ da porre in relazione al fatto che il volume della fibra si mantiene pressapoco
costante nel corso della contrazione. Il citoplasma ¢ pressoché completamente
occupato dal materiale contrattile, costituito da due diversi tipi di miofila-
menti. Questi sono disposti con regolarita, in modo da determinare, nelle

sezioni trasversali, una successione di zone o bande, corrispondenti a quelle
1visibili in sezioni longitudinali di muscoli a striatura trasversale, orientate

perpendicolarmente "al sarcolemma. Questa disposizione, tipica dei muscoli
elicoidali, & stata illustrata in dettaglio da Rosenbluth (1965) nei muscoli
di Ascaris. Sempre in sezione trasversale, le fibre appaiono pitt 0 meno chia-
ramente separate in due metd speculari da una linea che corre lungo il dia-
metro maggiore. Essa & la sezione del piano a livello del quale giungono in
contatto i sarcomeri periferici, in conseguenza della scomparsa dell’asse cito-
plasmatico, e quindi dell’appiattimento della fibra. I miofilamenti pili spessi,
con diametro compreso tra 350 e 400 A, sono in genere indicati come primari,
ed ¢ verosimile che almeno in parte siano formati da miosina (il loro diametro
¢ stato misurato sempre nella zona centrale della cosiddetta banda A, in
quanto essi tendono ad assottigliarsi alle estremita). I filamenti sottili hanno
invece un diametro costante di 70-80 A, e-sono da considerarsi uguali o simili
ai filamenti secondari osservabili in tutti i muscoli (Tav. IV, fig. 10; Tav. V,
figg. 12 e 13). Il rapporto numerico tra filamenti secondari e primari non &
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agevolmente determinabile, a causa della notevole irregolaritd nella loro
distribuzione: le misure effettuate su vari sarcomeri indicano tuttavia che
esso si aggira attorno ai valori di 7 od 8, come nei muscoli elicoidali longitu-
dinali della parete corporea di 7wbifex (ricerche in corso), e poco superiore.
rispetto a quello ottenuto da Bouligand (1966) in Haplosyllis. Tale rapporto
aumenta notevolmente (fino a una volta e mezza) nei muscoli completamente
contratti, come conseguenza di una sovrapposizione di miofilamenti secon-
dari nella regione centrale dei sarcomeri (Tav. V, figg. 12 e 13). Questo fatto
puo essere spiegato solo ammettendo una loro maggiore lunghezza rispetto
a quelli primari, poiché questi ultimi non si incrociano attraverso la linea
o sistema Z, né presentano delle evidenti flessioni, come sostenuto da Ike-
moto (1963) e parzialmente da Bouligand (1966).

Nei muscoli completamente rilasciati i miofilamenti primari, nelle sezioni
trasversali, sono disposti a formare tre—quattro serie allineate per ogni « sar-
comero », il che significa ovviamente che essi sono sfasati, in senso longitu-
dinale, di un terzo o una quarto della loro lunghezza. Sono inoltre chiara-
mente distinguibili delle zone o bande A, I e H; le prime due hanno un’am-
piezza pressapoco equivalente, pari a 0,13—0,15 w. Per tale motivo il «sar-
comero », in sezione trasversale, ha un’ampiezza di 0,26-0,30 p. La banda H
ha invece un’ampiezza piuttosto limitata, poiché anche nei muscoli com-
pletamente distesi ¢ sempre presente una notevole interdigitazione tra i due
tipi di miofilamenti (Tav. I, fig. 2; Tav. IV, figg. 9 e 10). In accordo con
quanto prima detto, cid pud spiegarsi solo ammettendo una maggiore lun-
ghezza dei filamenti secondari rispetto a quelli primari. Parallelamente al
grado di contrazione delle fibre muscolari, aumenta anche il numero delle
serie allineate, per ogni sarcomero, di filamenti primari in sezione trasversale
(Tav. IV, figg. 9 e 10); in condizioni di contrazione massima tale numero
arriva fino ad otto (Tav. V, fig. 12). Cio significa ancora che i miofilamenti
primari in queste condizioni sono sfasati gli uni rispetto agli altri solo di
un ottavo della loro lunghezza. In queste fibre, sempre osservate in sezioni
trasversali, scompare la zona I, in .quanto i filamenti primari giungono a
contatto degli elementi Z e dei tubuli del reticolo; inoltre il sarcomero aumenta
la propria lunghezza parallelamente al crescere della distanza tra i singoli
miofilamenti, e raggiunge valori compresi tra 0,35 e 0,45 w (Tav. V, fig. 11).

La disposizione dei tubuli del reticolo sarcoplasmatico ¢ uguale a quella
descritta in Glycera da Rosenbluth (1968); i singoli elementi tubulari che
decorrono al centro della banda I, orientati perpendicolarmente alla dire-
zione dei miofilamenti, partono da ampie cisterne subsarcolemmali, che
costituiscono un sistema apparentemente discontinuo alla periferia della
fibra; spesso tuttavia appaiono comuni a piti «sarcomeri» (Tav. I, fig. 2;
Tav. 11, figg. 3 e 5). Esse comunque non si aprono mai all’esterno delle fibre,
e pertanto l'intero sistema dei tubuli e delle cisterne deve essere considerato
omologo al reticolo sarcoplasmatico dei muscoli striati, e non al sistema T,
contrariamente a quanto proposto da Chapron e Valembois (1967). Secondo
le osservazioni di Rosenbluth su Glycera, gli appaiamenti tra cisterne subsar-
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colemmali e membrana sarcoplasmatica,” dovrebbero assumere il significato
di diadi. Attualmente questa sembra essere l'ipotesi pill attendibile, sulla
base dei semplici dati morfologici di cui si & finora a conoscenza; si puo del
resto ricordare che, soprattutto durante il processo di istogenesi, nei muscoli
striati degli Artropodi si possono osservare frequenti diadi alla periferia della
fibra, costituite da cisterne del reticolo in apposizione alla membrana sarco-
plasmatica non invaginata a formare i tubi del sistema T. E ovvio tuttavia
che una risposta precisa a questo problema si potra avere solo in seguito
alla dimostrazione della presenza di una ATPasi Mg** dipendente nelle
cisterne subsarcolemmali.

Anche gli elementi-o bastoncelli Z sono disposti come in Glycera, e percor-
rono la parte mediana della banda I, correndo parallelamente ai tubuli del
reticolo, con cui non entrano mai in rapporti di continuitd. Contrariamente
all’ipotesi di Chapron e Valembois, essi non possono considerarsi dei loro
derivati. In sezioni longitudinali condotte parallelamente all’asse maggiore
trasversale della fibra, si osserva una regolare successione di tubuli ed ele-
menti Z (sezionati entrambi trasversalmente) tra loro pressapoco equidistanti
(Tav. III, fig. 6). Nelle sezioni longitudinali la struttura elicoidale del muscolo
¢ in genere difficilmente apprezzabile, anche a causa della fortissima obliquita
della striatura. Questa comunque pud essere correttamente valutata in teoria
solo nelle sezioni rigorosamente parallele alla superficie della fibra; ’angolo
della striatura appare infatti gradualmente ridursi man mano che la sezione
(pur restando longitudinale) diventa radiale. In quest’ultimo caso essa appare
addirittura di tipo trasversale, come ¢ ben stato dimostrato da Rosenbluth
(1965) e da Bouligand (1966). L’angolo & tra la direzione della striatura e
la direzione dei miofilamenti, pud essere facilmente calcolato, conoscendo la
lunghezza dei miofilamenti primari, e ’ampiezza della banda A in sezione
trasversale; infatti la tangente dell’angolo § ¢ uguale al rapporto tra 'ampiezza
della banda A e la lunghezza dei miofilamenti primari. Quest’ultimo valore
‘non ¢ facilmente determinabile, poiché difficilmente un filamento & compreso
per tutta la sua lunghezza nello spessore di una sezione: la massima lunghezza
osservata in sezioni che’ apparivano rigorosamente longitudinali, ¢ stata di
6 u, e tale valore viene qui attribuito ai miofilamenti primari (va tenuto pre-
sente che esso potrd al pill essere maggiore ma non minore). Per tale motivo,
po1che I’amplezza della banda A, in sezione trasversale e nei muscoli decon-
tratti, ¢ di appena 0,13-0,15 w, I’angolo & risulta inferiore ai 2° (tan & = ~
~ 0,15/6 = ~0,025). Nel muscolo contratto invece tan 9 = ~ 0,40/6 = ~
~ 0,066, per cui I’angolo & & poco inferiore a 40,

La conoscenza degli elementi morfologici che concorrono alla formazione
del muscolo elicoidale del lombrico, permette di trarre alcune conclusioni
relative alla possibilita dei singoli elementi Z di costituire un sistema funzio-
nalmente analogo alla stria Z dei muscoli a striatura trasversale. Il diametro
di ogni elemento Z, di forma pressapoco cilindrica, ¢ di circa 250 A. La loro
distanza nel muscolo decontratto in proiezione verticale, sebbene abbastanza
irregolare, ¢ di circa 0,5 w. Poiché l'inclinazione della striatura elicoidale,

31, — RENDICONTI 1968, Vol. XLIV, fasc. 3.
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come si ¢ visto, & per il muscolo decontratto minore di 2°, ne segue che lo
sfasamento in proiezione laterale tra due elementi Z successivi & pressapoco
uguale al loro diametro. Per tale motivo tutti i miofilamenti secondari risul-
teranno legati ad essi, sia pure a livelli diversi del muscolo. Ne risulta quindi
una specie di stria Z discontinua, formata da tanti elementi disuniti, disposti
come i gradini di una ripida scala (i dati qui enunciati-per il muscolo decon-
tratto possono applicarsi perfettamente anche a quello contratto). Da un punto
di vista funzionale, un tale sistema ¢ analogo ad una stria Z continua per
quanto concerne la rigidita dell’apparato contrattile durante il meccanismo
di interdigitazione dei due tipi di miofilamenti, mentre rende possibile I’at-
tuarsi delle notevoli variazioni di lunghezza delle- linee elicoidali del muscolo
nel processo contrazione-decontrazione, e quelle dell’angolo tra striatura
elicoidale ed asse del muscolo. Tali fenomeni verranno analizzati in dettaglio
in una successiva Nota dedicata allo studio della meccanica della contrazione
nei muscoli elicoidali.

Il nucleo & sempre posto marginalmente al sistema contrattile, in una
sporgenza citoplasmatica di piccole dimensioni, ove si trovano anche alcuni
mitocondri e granuli di glicogeno (Tav. II, fig. 5). Alle loro estremita le singole
fibre presentano sottili estroflessioni citoplasmatiche laminari, che si ingranano
probabilmente per favorire I’adesione tra le diverse cellule. Non sono mai
stati osservati tuttavia dispositivi di giunzione sul tipo di quelli descritti
in Holothuria (Lanzavecchia, 1967 a), e neppure desmosomi, come in Glycera.

I miofilamenti primari, in immagini ad alta risoluzione, mostrano una
serie di bande trasversali abbastanza evidenti (Tav. III, fig. 7), regolarmente
spaziate-di 70-80 A; tale valore ¢ uguale alla meta del periodo piu evidente
della paramiosina (144 A), e compare del resto come subperiodo nei miofila-
menti paramiosinici isolati di mitilo (Lanzavecchia; 1966). Si prospetta quindi
che i miofilamenti primari dei muscoli di lombrico siano caratterizzati da
una struttura paramiosinica, in accordo del resto a-quanto ¢ stato osservato
mediante diffrazione con i raggi X (Elliott, 1964). Circa I’eventuale significato
delle strutture paramisioniche nei muscoli, si rimanda a quanto in precedenza
proposto sull’argomento (Lanzavecchia, 1967 b), ricordando tuttavia che una
corretta soluzione di tale problema potra aversi solo al termine di una lunga
indagine comparativa, eseguita su animali diversi.
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SPIEGAZIONE DELLE TAVOLE I-V

TAvora 1.

Fig. 1. — Sezione trasversale dei muscoli a piccolo ingrandimento, per mettere in evidenza

'aspetto generale delle fibre, la loro disposizione reciproca, e la presenza dei « sarcomeri »
X 8.000

Fig. 2. — Sezione trasversale. Particolare di una fibra decontratta; & ben visibile la succes-
sione dei «sarcomeri» e P'alternanza delle bande o zone A e I. Al centro di queste si
osservano gli elementi Z e i tubuli del reticolo. Ai lati cisterne subsarcolemmali ( ).
Nella regione mediana della fibra, lungo I’asse maggiore di questa, si vede abbastanza
chiaramente la linea virtuale in rapporto alla quale si realizza I'inversione dell’obliquita
della striatura trasversale. X 28.000.

Tavora II.

Fig. 3. — Sezione trasversale di muscolo decontratto. Aspetto dell’asse o setto ricco di fibrille
collagene (S) da cui si dipartono le fibre muscolari, con un disposizione pennata. X 24.000.

Fig. 4. — Aspetto delle fibrille collagene del setto, a piu forte ingrandimento. X 75.000.

Fig. 's. — Sezione trasversale di muscolo decontratto. E visibile un nucleo (N) al margine
della fibra, che appare abbastanza strettamente ingranata con quelle adiacenti, mediante
prolungamenti alari citoplasmatici (7). X 26.000.

TAvoLa III.

Fig. 6. — Sezione longitudinale condotta parallelamente alla superficie della fibra. La striatura
appare poco inclinata rispetto alla direzione dei miofilamenti. Al centro delle bande I
(visibili in quanto il muscolo & decontratto) si osserva una regolare successione di ele-
menti Z e di tubuli del reticolo, sezionati trasversalmente. X 21.000.

Fig. 7. — Miofilamenti primari sezionati longitudinalmente, a forte ingrandimento. I abba-
. LS T . . . o . . .
stanza chiaramente visibile un periodo trasversale di circa 70-80 A, da attribuirsi

con ogni probabilita ad una struttura di tipo paramiosinico. X 125.000.
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Fig. 8. — Sezione longitudinale, condotta obliquamente rispetto alla superficie della fibra.
E ben visibile I'alternanza delle zone o bande A ed I. In queste si osservano profili degli
elementi Z e dei tubuli del reticolo, variamente orientati rispetto alla superficie della
sezione. Nella banda A sono anche visibili zone H, ove i miofilamenti secondari sono
assenti. X §5.000.

TAvoLa IV.

Fig. 9. — Sezione trasversale di fibre muscolari. Mentre le due di sinistra sono pressoché com-
pletamente decontratte, quella di destra & in condizioni di notevole contrazione, come
risulta dalla quasi completa scomparsa delle bande I, e dal maggior numero di miofi-
lamenti primari per ogni banda A. X 28.000.

Fig. 10. — Particolare della fig. 9, che mette in rilievo I’organizzazione dei miofilamenti primari
¢ secondari, e l'aspetto dei tubuli del reticolo (RS) e degli elementi Z (Z). X 90.000.

TAvoLa V.

Fig. 11. - Sezione trasversale di fibra fortemente contratta. Non sono pilt visibili bande A
ed I. X 15.000.

Fig. 12. — Aspetto a forte ingrandimento di una fibra completamente contratta in sezione
trasversale. I filamenti primari giungono in contatto con gli elementi Z ed i tubuli del

reticolo, ed i filamenti secondari sono molto numerosi, soprattutto al centro del « sar-
comero ». X 87.000.

Fig. 13. ~ Particolare della fig. 12, che mette in rilievo l’alto valore del rapporto tra filamenti
secondari e primari. X 125.000.
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