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Zoologia. — A spetti ultrastrutturali del testicolo in larve di L itho
bius forficatus L . N ota (,) di M arina  C amatini e E m ilia  F ranchi, 
presentata dal Socio S. R a n z i.

Summary. — The ultrastructure of the testis of the chilopod Lithobins forficatus L. 
during the fifth larval stage has been studied.

The testis wall is constituted of an epithelial layer, a thin basem ent mem brane, two 
concentric muscle layers, a sheet of extrem ely interdigitated epithelial cells. The testis 
lumen is filled with sperm atogonia and spermatocytes.

The muscle fibers contain a single nucleus; the contractile elements present a peculiar 
organization: the num ber of actin filaments at I band level, per unit area, is two times 
higher than  tha t of A band level, and the ratio between myosin and actin filaments is 
about 1 : 2 .  In  longitudinal sections the Z bands are not evident.

The sperm atogonia have a nucleus w ith dispersed chrom atin and a compact nucleolus 
and a reduced cytoplasm , which contains ribosomes and small mitochondria.

D uring sperm atocytes growth, nucleus and cytoplasm increase m arkedly in volume. 
Ribosomes, mitochondria, dictyosomes and endoplasmic reticulum are very numerous.

L ’anatom ia m acroscopica dell’apparato  genitale maschile dei Litobidi 
adulti è stata descritta in dettaglio da Fahlander (1938) e da Prunesco (1964). 
Questo apparato  risulta form ato da un testicolo im pari, mediano, che decorre 
dorsalm ente tra  il tubo digerente e il vaso dorsale, raggiunge anteriorm ente 
la regione del capo e, posteriorm ente, sbocca in un canale eiaculatore, in cui 
confluiscono anche un paio di vescicole seminali, un paio di ghiandole dorsali 
e due paia di ghiandole ventrali.

Esistono alcuni dati di istologia classica sia sul differenziamento dell’appa
rato genitale di Lithobius (Zerbib, 1966) che sul ciclo spermiogenetico (Nath, 
l 925; J° ly  e( Descamps, 1969) e dati u ltrastru ttu rali riguardanti la m usco
latura viscerale di testicolo adulto (Cam atini e Ceresa Castellani, 1974); 
spermiogenesi (Cam atini e coll., 1973); lo spermatozoo m aturo (Descamps, 
1972).

Viene descritto l’aspetto citologico del testicolo allo stadio di larva V, 
prendendo in considerazione sia le fibre muscolari della parete, che i primi 
stadi di sviluppo delle cellule germinali.

Lo sviluppo post-em brionale di Lithobius forficatus è caratterizzato da 
5 stadi larvali duran te i quali l’anim ale passa da 7 a 15 paia di zampe; in 
seguito si accresce per epimorfosi.

La gonade si differenzia in maschile e femminile duran te lo stadio di 
larva III . T u ttav ia  solo allo stadio V  è possibile dall’anatom ia esterna rico- (*) (**)

(*) Ricerche eseguite nell’Istituto di Zoologia deir U niversità statale di Milano. Con
tratto  C .N .R . n. 72 .00212.04.115.3607.

(**) N ella seduta d e llT r gennaio 1975.
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noscere i due sessi (per le appendici genitali estrem am ente ridotte nel maschio 
rispetto alla femmina). Lo stadio di larva V, detto anche « larva m edia » è 
caratterizzato da 12 paia di zam pe com pletam ente sviluppate, un paio svi
luppate a m età e 2 paia di abbozzi. Il testicolo ha l’aspetto di un tubo 
circolare di circa 500p, di diam etro e una lunghezza di circa 1,5 cm; decorre 
dall’ottavo all’ultimo segmento, nel quale sbocca ventralm ente, attraverso 
un brevissimo canale eiaculatore.

Zerbib (1966) descrive in questo stadio una guaina connetti vale esterna 
e num erose cellule m esodermiche, disposte preferibilm ente alla periferia e 
spermatogoni e sperm atociti a diversi stadi di sviluppo.

Sono stati utilizzati esemplari di Lithobius forficatus  L. allo stadio di larva V, allevati 
in laboratorio per meglio seguirne lo sviluppo. I testicoli isolati sono stati fissati dapprim a 
m glutaraldeide al 3%  in tam pone cacodilato 0,1 M a pH  7,2 per 2 h, e successivamente, 
dopo lavaggio in tam pone cacodilato 0,1 M, postfissati per due ore in acido osmico a ll’i%  
in tam pone fosfato a pH  7,2.

I preparati sono stati precolorati durante la  disidratazione con acetato di uranile e 
successivam ente inclusi in una miscela d ’Epon 812 e Araldide.

Sono stati sezionati con l ’ultram icrotom o LKB e le sezioni, ulteriorm ente colorate con 
citrato di Pb, sono state osservate con il microscopio elettronico H IT A C H I H S—8.

II testicolo presenta una stru ttu ra  pressoché identica a tu tti i livelli. 
Non si osserva mai un lume e le cellule germ inali sono rappresentate esclu
sivam ente da sperm atogoni e sperm atociti in diversi stadi di sviluppo.

Procedendo dall’esterno verso l’interno in sezione trasversale si osserva: 
u n a 1 sottile parete costituita da due strati m uscolari concentrici (uno esterno 
longitudinale, uno interno circolare), uno strato connettivale ricco soprat
tu tto  di fibre collagene, uno strato di cellule che, apparentem ente, formano 
un epitelio estrem am ente appiattito; spermatogoni nella regione parietale, 
e sperm atociti che occupano interam ente la zona centrale (Tav. I, fig. 1).

La parete risulta avere uno spessore di circa 6-8 p.. Le fibre muscolari 
sono ; organizzate in due strati concentrici che appaiono separati da una 
lam ina connettivale di circa 1-2 p. di spessore (Tav. II, fig. 2).

Le fibrocellule, alla indagine ultrastru tturale, non presentano differenze, 
per questo m otivo vengono descritte senza precisare lo strato di appartenenza.

Queste cellule sono m onucleate, hanno diam etro di circa 1,5 X 2,5 p,. 
Il nucleo è molto grande, con asse maggiore parallelo all’allungam ento della 
fibra, e può essere sia nella zona centrale di questa, che im m ediatam ente 
al di sotto del sarcolem m a (Tav. II, f i g .  3). Questa situazione non è definitiva 
e dipende probabilm ente dall’accrescimento cui vanno incontro queste fibre: 
infatti nell’adulto il nucleo appare sempre centrale nello strato  esterno, e 
periferico in quello interno.

Esistono am pie aree sia perinucleari che subsarcolem m ali ricche di 
elementi citoplasmatici: cisterne di reticolo ruvido, ribosomi liberi, g ranu la
zioni di glicogene e m itocondri (Tav. I l i ,  fig. 5). La presenza di questi orga
nuli, ovviam ente ad eccezione di m itocondri e glicogene, dim ostra che sono 
in atto m eccanismi di sintesi di nuovo m ateriale contrattile: nell’adulto infatti,



M. C am atin i e E. FRANCHI, Aspetti ultrastrutturali del testicolo, ecc. Si

queste fibre raggiungono un  diam etro di circa 3 X 4 [i. T u ttav ia  in questo 
stadio larvale i miofilamenti prim ari e secondari appaiono già ordinati in 
fasci regolari con una organizzazione spaziale, e quindi un rapporto reci
proco, piuttosto simile a quello presente nelle fibre adulte.

Nelle sezioni longitudinali non sono m ai state osservate linee Z (Tav. I l i ,  
fig. 4), che tu ttav ia  delim itano sarcom eri di 9 pt. di lunghezza nelle fibre 
adulte.

Questa situazione è piuttosto singolare anche perché i pochi dati esistenti 
sulla miofibrillogenesi degli A rtropodi, tu ttav ia  sempre su fibre scheletriche 
e del volo indicano che la com parsa di m ateriale Z precede l’organizzazione 
ordinata dei miofilamenti.

Le sezioni trasversali m ostrano una distribuzione dei filamenti prim ari 
e secondari estrem am ente irregolare: il rapporto, calcolato su aree unitarie, 
risulta essere di 1 : 2,5, m entre i filamenti di actina in zone I raggiungono 
un num ero maggiore del doppio, rispetto a quello presente nelle zone A 
(Tav. I l i ,  fig. 6).

Questa situazione è già stata  evidenziata nella m uscolatura di testicolo 
adulto, (Cam atini e Ceresa Castellani, 1974), dove tu ttav ia  risulta un rap 
porto definitivo di 1 : 3,5.

Per questa peculiare organizzazione, si suppone che la interdigitazione 
fra i filamenti sia lim itata a pochi elementi che raggiungono il centro del 
sarcomero, m entre la m aggior parte di quelli di actina non risulterebbe 
quindi appaiata ai filamenti di miosina.

L ’estremo sfasam ento neirim pacchettam ento  dei miofilamenti nelle se
zioni trasversali (Tav. I l i ,  fig. 6) ricorda la m uscolatura di tipo elicoidale. 
Infatti si osservano sequenze di bande I, A, I tipiche dei sarcomeri della 
m uscolatura elicoidale.

Inoltre i filamenti di m iosina hanno diam etro che si aggira sui 240 Â, 
dimensione sicuram ente superiore a quella che norm alm ente viene indicata 
in 160—200 Aj (a seconda del tipo di muscoli negli Artropodi).

Al di sotto dello strato di fibre circolari, esiste una spessa guaina con
netti vale di 1-2 fj. di spessore, in cui si riconoscono fibre collagene, sempre 
periodate di diam etro diverso e m ateriale non stru ttu rato  (Tav. I, fig. 1; 
Tav. II, fig. 2; T av. I l i ,  fig. 4).

Im m ediatam ente al di sotto di questa lam ina si trova uno strato  con
tinuo di cellule estrem am ente interdigitate che, unitam ente alla lam ina con- 
nettivale e alle fibre muscolari, costituiscono la parete del testicolo.

Sono caratterizzate da un nucleo grande, allungato longitudinalm ente fino 
a raggiungere 7-10 [i e con uno spessore di circa 5 che presenta addensa
m enti di crom atina verso la cisterna perinucleare, e una m atrice con aspetto 
fortem ente granulare. Nel citoplasm a si osservano numerosi m itocondri con 
m atrice particolarm ente elettrondensa, ribosomi liberi, alcune cisterne app iat
tite di reticolo ruvido; a volte è presente un apparato di Golgi (Tav. I, fig. 1).

Queste cellule hanno m em brane piasm atiche estrem am ente ripiegate e 
giustapposte, ad aum entare sensibilmente la superficie di scambio sia tra
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loro che verso il futuro lume. F ra queste si sono osservate im magini di 
degenerazione, di tipo mielinico (Tav. IV, fig. 8) e cellule com pletam ente 
vacuolizzate sono frequenti nell’ultimo tratto  del testicolo im m aturo (Tav. IV, 
% • 7)-

Le cellule della parete inviano sottili briglie citoplasm atiche che circon
dano sperm atogoni e sperm atociti (Tav. V, fig. 9; Tav. V II, fig. 13).

Gli sperm atogoni sono cellule di 20-25 di diam etro, con nucleo grande 
(15 '[/.), e citoplasm a ridotto, in cui sono presenti alcuni piccoli m itocondri 
(o, 1-0,2 (jl) (Tav. V, fig. 9; Tav. V I, fig. io).

Di frequente nel nucleo si osserva un nucleolo tondeggiante, il cui m ar
gine gem m a, originando granuli elettrondensi. Queste cellule si accrescono 
notevolm ente e alla fine raggiungono un diam etro di circa 80-90 .(x, e diven
tano sperm atociti I.

Subiscono quindi la prim a divisione m itotica da cui originano due cellule 
diploidi: sperm atociti L, che hanno diam etro di circa 60 [i. Ognuna di queste 
cellule va incontro a u n ’altra divisione m itotica da cui originano sperm a
tociti I" , di circa 50 (L di diam etro. Dopo queste due mitosi avviene la meiosi, 
(Descamps, 1969 a).

E difficile riconoscere gli sperm atociti di diverso ordine, tu ttav ia , da 
quanto osservato negli sperm atociti più avanzati, gli organuli cellulari sono 
localizzati sop iattu tto  in aree perinucleari.

Il nucleo è di dim ensioni notevoli, presenta frequentem ente una m atrice 
ricca di m ateriale filam entoso-granulare, m entre non si osservano quasi mai 
zolle di crom atina. Il nucleolo ha un aspetto estrem am ente com patto e fre
quentem ente occupa gran parte delia zona centrale. A  volte si osservano 
le tipiche im m agini delle fasi mitotiche.

La cisterna perinucleare ha un aspetto peculiare: presenta infatti un 
profilo dentellato, per aum entare la possibilità di scambio nucleoplasmico 
(Tav. V I, fig. l i ) .

(Nel citoplasm a sono presenti numerosissimi m itocondri che, unitam ente 
all’apparato  di Golgi enorm em ente sviluppato, rappresentano le s tru ttu re più 
tipiche (Tav. V I, fig. 11 ; T av. V II, fig. 12).

Nel passaggio da sperm atogoni a spermatociti, la popolazione mitocon- 
driale appare notevolm ente aum entata.

Negli sperm atociti più giovani i m itocondri m isurano 0 ,2 -1 ^ , hanno 
form a piuttosto tondeggiante, m atrice elettrondensa, poche creste e sono uni
formemente distribuiti nel citoplasm a (Tav. V, fig. 9).

In  sperm atociti più avanzati, i m itocondri presentano aspetti polimorfi: 
sono frequentem ente allungati e raggiungono dimensioni di 1,5-2 [x; in molti 
di essi si osserva una «pseudom atrice», che a volte, è confinata tra  due 
creste adiacenti, più spesso interessa tu tto  il m itocondrio (Tav. V I, fig. r i) . 
Questo fenomeno è stato descritto da A ndre (1962) nell’ovotestis di un gaste- 
ropodo polm onato.

Sem brerebbe quindi che u n ’evoluzione m itocondriale di questo tipo sia 
piuttosto com une nella scala zoologica duran te i prim i stadi di spermiogenesi.
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M ateriale fib ro-granulare nella zona di citoplasm a più vicino alla cisterna 
perinucleare è spesso evidente; im m agini di questo tipo sono da A ndré (1968) 
considerate come estrusioni di m ateriale nucleare.

Gli elementi di Golgi sono numerosissimi e costituiti, nei giovani sperm a
tociti, da 5-10 cisterne regolarm ente impilate. In  sezione tangenziale, appaiono 
a form a di dischi fenestrati che, alla periferia, gem m ano numerosissime 
piccole vescicole (700-800 A  di diam etro) (Tav. V I, fig, 11).

Questi apparati di Golgi negli sperm atociti più m aturi, sono form ati 
da pile di num erose cisterne, piccole vescicole e vescicole di dimensione 
m aggiore (0,5 p), caratterizzate da un contenuto omogeneo, m a non sempre 
di identica densità elettronica (Tav. V i l i ,  fig. 12).

T ra  gli sperm atociti sono a volte evidenti ponti intercellulari nelle 
sezioni longitudinali del testicolo, tu ttav ia  sono osservabili con difficoltà, e 
questo è probabilm ente da correlare alle grandi dimensioni di queste cellule.

Nei ponti sono presenti num erosi m icrotubuli di circa 240 A  di diam etro, 
disposti in fasci paralleli (Tav. V II, fig. 13). L a presenza di m ateriale più 
o meno elettrondenso sulla superficie esterna della m em brana piasm atica, 
in corrispondenza dei ponti intercellulari segnalata da diversi A utori, sem bra 
essere, nel caso osservato, non strettam ente legata a queste zone. Infatti, e 
questa situazione risulta sem pre evidenziabile nelle sezioni longitudinali, lo 
stesso m ateriale sem bra riem pire tu tti gli spazi tra  gli sperm atociti (Tav. V, 
% • 9)-

D ai dati sopra riportati, risultano alcuni aspetti u ltrastru ttu rali piuttosto 
peculiari, che riguardano sia l’organizzazione dei miofilamenti in questi m u
scoli viscerali, come pure le diverse funzioni che assumono le cellule dell’epi
telio della parete.

Sem brano esistere rilevanti differenze tra  le fibre viscerali del testicolo 
di Lithobius e i dati esistenti in le ttera tu ra sui muscoli viscerali striati degli 
A rtropodi.

Nello stadio osservato non appare ancora una chiara suddivisione degli 
elementi della fibra in sarcomeri, come pure non si osserva u n ’organizzazione 
di miofibrille, per l’assenza di un  ordinato sviluppo di reticolo liscio. T u ttav ia  
nell’adulto sono state messe in evidenza strie Z, che delim itano sarcomeri 
lunghi 9 [x. Q uindi appare piuttosto sconcertante che, contrariam ente a quanto 
avviene norm alm ente nella miofibrillogenesi, gli elementi Z com paiano in 
un tem po successivo all’im pacchettam ento dei miofilamenti.

Sem bra inoltre di difficile interpretazione anche il rapporto  reciproco 
tra  i filamenti di m iosina e actina che risulta essere di 1 :2  in questo stadio.

Questo dato potrebbe essere più facilmente accettabile nello stadio la r
vale, in cui chiaram ente le fibre appaiono in accrescimento (nell’adulto 
raggiungono dim ensioni di 2 X 4,5 p), e quindi potrebbe non essere ancora 
stato raggiunto il rapporto  definitivo.

Gli sperm atogoni sostanzialm ente non si differenziano da quelli norm al
m ente descritti in tu tto  il regno animale: infatti sono sem pre caratterizzati
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da un  grosso nucleo e da citoplasm a ridotto, povero di organuli. Singolare 
risulta invece l’enorme aum ento di volume del citoplasm a nel corso dell’ac- 
Taccrescimento spermiocitario. U no studio istochimico sulla spermiogenesi di 
Lithobius forficatus  (Descamps, 1969) dim ostra che esiste una grande con
centrazione nucleolare di proteine con gruppi SH, indice di una massiccia 
sintesi proteica, che ovviam ente avviene in queste cellule germ inali, le cui 
dimensioni passano da 25 a 100 [t.

T u ttav ia  la presenza di degenerazioni cellulari a livello dell’epitelio della 
parete, induce a supporre che oltre a questo processo di attiva sintesi, ne 
esista un  altro che potrebbe essere una fagocitosi degli elementi degenerati. 
Per conferm are questa ipotesi, bisognerebbe evidenziare vescicole di tipo 
lisosomiale con u n ’indagine citochimica.

Di sicuro risulta un metabolism o di sintesi a carico di queste cellule 
germ inali, nettam ente più evidente di quello descritto per altre spermio- 
genesi: Insetti (Zylberberg, 1968), Pseudoscorpioni (Boissin, 1970), M olluschi 
(W alker e M acGregor, 1968), Tunicati (Georges, 1969), e M am m iferi (Nican- 
der e Ploen, 1969). A  questo riguardo è tu ttav ia  im portante ricordare che 
alla fine della spermiogenesi si hanno spermatozoi di notevoli dim en
sioni (2 mm).
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S PIE G A Z IO N E  D E L L E  TAVO LE I-V II 

T avola  I

Fig. I. -  Sezione trasversale di testicolo di Lithobius (larva V). Sono visibili i due strati 
muscolari concentrici, una spessa lam ina connetti vale, e le cellule della parete 
della m em brana molto interdigitata {yf): L =  fibre muscolari longitudinali; 
C =  fibra muscolare circolare; m  =  connettivo X 15.000.

Tavola II
Fig. 2. -  Sezione longitudinale della parete. A ll’esterno si osserva una fibra longitudi

nale (L). Le fibre circolari (C) appaiono in sezione trasversale, hanno un grande 
nucleo (N) e sono circondate da un abbondante connettivo (m ). X 13.000.

Fig- 3- ~ Particolare dei due strati muscolari concentrici in una sezione trasversale della 
parete: N =  nucleo; L =  fibra longitudinale; C =  fibra circolare. X 30.000.

Tavola III
Fig. 4. -  Sezione longitudinale della parete. La fibra esterna (L) presenta un nucleo molto 

allungato e il m ateriale contrattile non appare suddiviso in sarcomeri da strie Z. 
Al di sotto numerose fibre circolari (C). m  =  lam ina connettivale. X 8.000.

Fig. 5. -  Particolare di fibra circolare in sezione trasversale. Evidente la distribuzione 
irregolare dei filamenti. X 62.000.

Fig. 6. -  Il rapporto  peculiare tra  filamenti prim ari e secondari è visibile in questa sezione 
trasversale di fibra longitudinale. Si osservano alcuni microtobuli {yf).  X 70.000.

Tavola IV
Fig. 7. -  Cellple vacuolizzate della parete {yf): m  — lam ina connettivale; C =  fibre cir

colari. X 13.000.
Fig. 8. — Im m agini di degenerazione mielinica {yf)  a carico di aree citoplasm atiche di 

cellule della parete. X 19.000.

Tavola V
Fig. 9. -  Sulla sinistra si osserva una parte di uno spermatogonio, con nucleo (N) grande, 

scarso citoplasm a e piccoli mitocondri. A destra aree citoplasm atiche di sperma- 
tociti, con m itocondri di maggiore dimensione. Spermatogonio e spermatociti 
sono separati da lembi citoplasm atici {yf)  di cellule delle parete. Evidente del 
m ateriale elettrondenso, che riempie le aree tra  gli spermatociti {yfyf ) .  X 7.000.
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T avola  VI

Fig. io . -  Particolare di spermatogonio. Nel nucleo (N) si osservano addensam enti di cro
m atina. Il citoplasm a contiene numerosi mitocondri. X 13.000.

Fig. l i .  -  Particolare di spermatocito. Il citoplasma ha mitocondri di dimensioni maggiori, 
alcuni presentano una «pseudo-m atrice» ( / ) .  A destra in alto uno sviluppato 
Golgi (G) e num erose piccole vescicole. N =  Nucleo. X  13.000.

T avola  V II

Fig. 12. -  Elem enti di Golgi di uno spermatocita. Oltre a piccole vescicole, sono evidenti 
vescicole di dimensioni grandi (/X). X 20.000.

Fig. 13. ~ Ponti intercellulari tra  spermatociti (ÿf )  in sezione trasversale del testicolo.
I m icrotubuli sono residui del fuso mitotico. In  basso a destra lembi di cellule 
della parete, X 20.000.
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