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Cari Amici,

a fine agosto si è svolta con successo a Regensburg la Microscopy Conference MC 2013
organizzata da dieci Società di microscopia tra le quali la SISM, che ha avuto una posizione
di rilievo in tutte le fasi dell’organizzazione, nel numero di invited speaker e chairman e nel
numero di partecipanti. Grazie al buon andamento economico della nostra Società abbiamo
aumentato il numero e l’importo dei Contributi di Partecipazione, incrementando così il
numero di giovani ricercatori italiani presenti al Congresso, che si sono potuti confrontare
in un evento di portata internazionale con oltre 900 partecipanti provenienti da 60 Paesi nel
mondo.
All’interno della conferenza si è svolta l’assemblea ordinaria dei Soci SISM, alla quale hanno
partecipato in tanti con un’alta percentuale di giovani ricercatori.
Durante il board della MC sono state presentate diverse candidature per il prossimo
Multinational Congress ed è stata approvata la candidatura dell’Ungheria per Eger dal 23 al
29 agosto 2015, candidatura che è stata accettata dai soci SISM durante la nostra
Assemblea.
La Società Turca di Microscopia Elettronica ha chiesto ed ottenuto di unirsi al MCM.
Durante il Congresso si è svolta l’assemblea dell’EMS, dove è stata presentata l’organizza-
zione dell’IMC 2014 a Praga; a questo proposito, considerando la portata internazionale
dell’evento e la vicinanza con l’Italia, il Consiglio direttivo della SISM ha deciso che, in via
eccezionale, saranno elargite Borse di Studio per la partecipazione all’IMC 2014, anche in
considerazione del bilancio attivo della Società.
Per quanto riguarda le iniziative nazionali della SISM per il 2013, tre si sono concluse con
successo e l’ultima, che già sta raccogliendo numerose adesioni, si concluderà a dicembre.
Per gli aggiornamenti sulle attività SISM potete, al solito, consultare il nostro sito web
(http://www.sism.it).
Come molti di voi sapranno, si conclude quest’anno la mia attività come Presidente della
SISM dal 2008 e come membro del Consiglio Direttivo dal 2002. È stato un impegno impor-
tante nella mia attività lavorativa, che ho svolto con passione e con dedizione verso la
Società. Quando si arriva a questo punto è inevitabile fare un bilancio di quello che si è
fatto, di quello che si sarebbe potuto fare e anche degli errori commessi. Sicuramente sono
fiera del contributo che ho cercato di dare alle attività della SISM, a livello nazionale come
organizzatrice e docente nelle Scuole, e come mediatrice tra i Soci e le Ditte e, soprattutto,
a livello internazionale, dove spero di aver contribuito in modo significativo a rappresentare
la Società, portando la SISM ad essere protagonista dei più importanti eventi di microscopia
nel mondo, attraverso la partecipazione di tanti microscopisti italiani come membri dei
board scientifici o come invited speaker o chairman.
Il merito ovviamente non va solo al Presidente ma a tutti i componenti del Consiglio
Direttivo degli ultimi sei anni, con i quali ho lavorato sempre di comune accordo e con gli
stessi intenti.
Grazie, dunque, a voi tutti del Consiglio, alle Ditte che ci hanno sempre supportato, e a voi
Soci che avete dato sempre vitalità alla SISM!
Un augurio particolare va al nuovo Direttivo e al nuovo Presidente che continueranno sicu-
ramente a far crescere la nostra Società.
Comunque non vi libererete di me perché continuerò a essere attiva e disponibile come
Socia!
Un abbraccio a tutti,

Amelia Montone

Editoriale

5 Settembre 2013 microscopie
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Consiglio direttivo della SISM

Verbale della riunione del 11 febbraio 2013
Dipartimento di Scienze Anatomiche Umane, Via Irnerio 48, Bologna

Il giorno 11 febbraio 2013, alle ore 10:30, presso il Dipartimento di Scienze Anatomiche Umane, saletta
riunioni, in Via Irnerio 48, a Bologna è convocata una riunione del Consiglio Direttivo SISM, per discu-
tere il seguente OdG:

1. Approvazione del verbale della riunione precedente.

2. Situazione economica della Società.

3. Attività SISM 2013.

4. MC 2013 Regensburg.

5. Bandi Borse e premi Carla Milanesi.

6. Preparazione del prossimo numero della rivista Microscopie.

7. Approvazione ammissione nuovi Soci.

8. Varie ed eventuali.

Dalle ore 14:00 è previsto che il CD sarà a disposizione dei Rappresentanti delle Ditte per illustrare le
iniziative e le attività del 2013.
Sono presenti: Cristiano Albonetti Roberto Balboni, Elisabetta Falcieri, Amelia Montone, Rita
Musetti e Andrea Tombesi.
Assente giustificato: Manuela Malatesta.
Presiede Amelia Montone; svolge le funzioni di segretario verbalizzante Roberto Balboni. 

1. Il verbale della riunione del Direttivo del 5 ottobre 2012 viene approvato all’unanimità.       

2. Il presidente A. Montone riferisce sulla situazione economica della Società. La situazione economica
generale è buona e non vi sono novità di rilievo rispetto al Direttivo precedente. Sia il corso integrato
di Microscopia confocale e TEM (Modena) che il Workshop di microscopia confocale nello studio
del citoscheletro (Urbino) si sono conclusi con un attivo di bilancio.

3. Per l'anno 2013 sono previste le seguenti attività:
- Workshop di una giornata dal titolo "Le piante: dalla morfologia alle interazioni con l'ambiente" orga-

nizzato presso il Dipartimento di Scienze Agrarie ed Ambientali dell'Università di Udine. Il corso sarà
organizzato a cura di R. Musetti, sarà rivolto a ricercatori, tecnici e studenti e tratterà delle metodi-
che di indagine più avanzate nello studio degli organismi vegetali e delle loro interazioni con l’am-
biente, con riferimento sia alle interazioni con agenti biotici che abiotici. Si prevede l'organizzazione
del workshop per inizio luglio 2013.

- Corso Base integrato di microscopia confocale e microscopia elettronica in trasmissione, organizza-
to da A. Tombesi presso il CIGS dell'Università di Modena. Come per l'anno 2012, si tratterà di un
corso articolato in tre giornate, prevalentemente rivolto all’ambiente biomedico. La data prevista è
settembre 2013.
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- Workshop di due giornate dal titolo "Science through Scanning Probe Microscopy (StSPM)", organiz-
zato da C. Albonetti. Il corso può essere organizzato a Bologna o Roma ed il periodo previsto è
novembre/dicembre 2013.

- Scuola base SEM e di preparativa campioni per SEM/STEM, organizzata da P. Mengucci presso il
Dipartimento di Scienze e Ingegneria della Materia dell'Università di Ancona. Il periodo previsto è
ottobre 2013.
Oltre alle attività elencate, E. Falcieri riporta la possibilità di ripetere il workshop di microscopia
confocale ad Urbino per dicembre 2013 nel caso si presentino richieste.

4. Il presidente A. Montone riferisce sugli aggiornamenti dell’organizzazione del Microscopy Congress
MC2013 di Regensburg. È attivo il sito web del Congresso (www.mc2013.de) e la data limite per la
presentazione degli abstract dei contributi è fissata per il 31 marzo 2013.

5. Il Consiglio direttivo delibera di bandire 8 contributi SISM dell’importo di € 700,00 ciascuno per favo-
rire la partecipazione di giovani ricercatori italiani non strutturati alla MC 2013 di Regensburg. Il
Consiglio direttivo delibera altresí di bandire due "Premi Carla Milanesi", dell’importo di € 500,00 cia-
scuno, uno per il settore scienza dei materiali ed uno per il settore biomedico, riservati a giovani
ricercatori che non hanno una posizione permanente che abbiano presentato un abstract e parteci-
pino alla MC 2013 di Regensburg. I relativi bandi verranno pubblicati sulla rivista Microscopie e sul
sito web della società.

6. Oltre alle consuete rubriche ed avvisi sulle iniziative in corso, sul prossimo numero della rivista
Microscopie verranno pubblicati i bandi SIMS (di cui al punto 5), i resoconti dei corsi e workshop
SISM 2012 di Modena, Bologna e Urbino e la recensione del libro di G. Pozzi "Microscopia e olografia
con elettroni". 

7. Il Consiglio Direttivo approva l’ammissione dei seguenti soci:
Dr. Francesco De Vincenti
Dr. Claudio Evangelisti
Dr.ssa Laura Capozzoli
Dr.ssa Donatella Caporizzi Vita
Dr.ssa Concetta Dagostino
Dr.ssa Arianna Scuteri
Dr.ssa Maria Rosa Iovino
Dr.ssa Silvia Rossi
Dr.ssa Tatiana Spadoni
Dr.ssa Elena Vallino Costassa
Ing. Paolo Bariani
Dr.ssa Ida Perrotta 

8. Nulla da deliberare.

Alle ore 12:30, null’altro essendovi da deliberare, il Presidente dichiara chiusa la seduta. Alle ore 14:00
il Consiglio Direttivo è stato aperto ai Rappresentanti delle Ditte per illustrare le iniziative e le attività
per l’anno 2013.

Amelia Montone
Roberto Balboni

Cristiano Albonetti
Elisabetta Falcieri

Rita Musetti 
Andrea Tombesi
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Verbale dell’Assemblea Ordinaria dei Soci S.I.S.M.
del 29 agosto 2013

Università di Regensburg, Germania

Il giorno 29 agosto 2013 alle ore 17:30, presso l'aula H2 dell'Università di Regensburg (Germania), in
seconda convocazione, essendo andata deserta la riunione in prima convocazione, si è riunita
l’Assemblea Ordinaria dei Soci SISM per discutere il seguente OdG:

1.  Relazione del Consiglio Direttivo sulla gestione finanziaria e scientifica della Società nel biennio
2012-13 (Art.11 del regolamento).

2.  Relazione sulla gestione economica e scientifica della rivista “Microscopie” nel biennio 2012-2013.

3.  Esposizione del bilancio definitivo dell’anno 2012 e provvisorio dell’anno 2013.

4.  Presentazione e valutazione delle candidature per l’organizzazione del prossimo Congresso.

5.  Proposta di nomina di Soci Onorari.

6.  Varie ed eventuali.

7.  Lettura del regolamento elettorale (Art. 19 del regolamento).

8.  Nomina della Commissione elettorale.

9.  Designazione dei candidati alle cariche sociali.

Sono presenti i componenti del Direttivo della Società, con le eccezioni di Rita Musetti e Andrea Tombesi,
assenti giustificati. 
Presiede il Presidente Amelia Montone. Roberto Balboni svolge la funzione di segretario verbalizzante. 
Il Presidente, constatata la validità dell’assemblea, dichiara aperti i lavori.

1. Il Presidente espone all’Assemblea dei Soci la Relazione sulla gestione scientifica ed economica della
Società per il biennio 2012-2013 (All. 1). 
La relazione viene approvata all’unanimità dall’Assemblea.

2. Il Direttore della rivista Microscopie, Manuela Malatesta, espone all’Assemblea dei Soci la Relazione
sulla gestione scientifica della rivista per il biennio 2012-2013 (All. 2).
La Relazione viene approvata all’unanimità dall’Assemblea.
Elisabetta Falcieri chiede a tutti i soci di supportare la rivista, in particolare di tener conto della pos-
sibilità, per i giovani, di utilizzarla per pubblicazioni scientifiche.

3. Il presidente dà lettura del bilancio definitivo 2012 della Società (All. 3).
Il bilancio viene approvato all’unanimità dall’Assemblea.
Il Presidente illustra inoltre la situazione economica parziale per l’anno 2013.
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4. Il Presidente relaziona all’Assemblea circa la riunione del board MCM svoltosi il giorno precedente,
nel quale si sono discusse le possibili candidature per l’organizzazione del Congresso 2015. Nella riu-
nione sono state avanzate tre proposte da parte di Croazia (Opatia), Serbia (Belgrado) e Ungheria
(Eger). Tutte le proposte sono state giudicate unanimemente valide sia per le località prescelte e la
loro accessibilità sia per l'impegno a mantenere bassi i costi di partecipazione, in particolare per gli
studenti. Dopo votazione, è stata scelta la candidatura di Eger proposta dalla società ungherese, che
già due anni fa aveva effettuato una proposta.
L'assemblea approva all'unanimità.
Amelia Montone riferisce altresì che la Società Turca di Microscopia Elettronica è entrata a far parte
del gruppo di società afferenti al Multinational Congress on Microscopy.

5. Non sono emerse proposte in merito.

6. Non vengono posti argomenti alla discussione.
Si dà luogo alla cerimonia di consegna dei contributi di partecipazione alla MC 2013 ai Soci: Dott.ssa
Michela Battistelli, Dott.ssa Giuseppina Bozzuto, Dott. Davide Curzi, Dott. Alessandro Maiorana,
Dott.ssa Valentina Palmieri, Dott.ssa Sara Salucci e Dott.ssa Eleonora Santecchia.

7. Il Presidente dà lettura del regolamento elettorale. Le votazioni avverranno per posta ordinaria.

8. Daniela Quaglino comunica la sua disponibilità di far parte della Commissione elettorale e comunica
altresì la disponibilità di Aldo Armigliato a presiedere la Commissione. Vittorio Morandi comunica
altresì la sua disponibilità.
L’Assemblea approva all’unanimità la nomina di Aldo Armigliato a Presidente e dei soci Daniela
Quaglino e Vittorio Morandi quali membri della Commissione Elettorale. 

9. Amelia Montone comunica che dopo tre mandati consecutivi non si candiderà alle cariche sociali e,
anche in considerazione dell'impegno profuso negli ultimi anni propone Elisabetta Falcieri quale can-
didata alla Presidenza della Società. Propone altresì la candidatura di tutti gli altri consiglieri del
Direttivo uscente.
Elisabetta Falcieri conferma la disponibilità alla candidatura per la Presidenza della Società e, inter-
pretando i sentimenti dell'assemblea, ringrazia Amelia Montone per l'impegno profuso durante i tre
mandati della sua Presidenza.
Vittorio Morandi propone la candidatura di Regina Ciancio del laboratorio TASC di Trieste.
Michela Battistelli propone la candidatura di Stefania Meschini dell'ISS Roma.
I candidati proposti alle cariche sociali sono quindi:
Presidente: Elisabetta Falcieri
Consiglieri: Cristiano Albonetti, Roberto Balboni, Regina Ciancio, Manuela Malatesta, Stefania
Meschini, Rita Musetti, Andrea Tombesi.
Tutte le suddette candidature risultano valide a noma di Regolamento.

Alle ore 18:15, null’altro essendovi da deliberare, il Presidente dichiara chiusa la seduta.

Il Presidente Il Segretario
Amelia Montone                                                   Roberto Balboni

ATTIVITÀ SISMATTIVITÀ SISM
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ALLEGATO N.1

Relazione del Consiglio Direttivo sulla gestione
finanziaria e scientifica della S.I.S.M.

Biennio 2012-2013

Università di Regensburg, Germania, 29 agosto 2013

Il Consiglio Direttivo della SISM, nel corso del biennio 2012-2013, ha curato l’organizzazione di otto atti-
vità didattico-scientifiche. Queste attività hanno avuto una numerosa partecipazione ed un ottimo con-
senso, hanno permesso di consolidare i rapporti con Università, Istituti, Enti di Ricerca e le Ditte ope-
ranti nel settore e di ampliare le tematiche della microscopia sia nel campo biomedico che nelle scienze
dei materiali. La SISM è sempre più visibile a livello internazionale con una forte presenza a tutti gli
appuntamenti più importanti nel campo della microscopia. Il Consiglio Direttivo ha continuato a raffor-
zare le relazioni internazionali, sia nell’ambito delle consolidate collaborazioni fra i paesi che aderisco-
no al Multinational Congress, sia con la Dreiländer, sia con l’EMS (European Microscopy Society) che
con l’IFSM (International Federation of Societies for Microscopy). Queste sono in dettaglio le attività
organizzate dalla SISM: 

1. Giornata di studio su Le Microscopie e i beni culturali: tecniche, applicazioni e prospettive orga-
nizzata dall’Ing. Simona Podda al Parco scientifico e tecnologico della Sardegna, Giugno 2012.
L’incontro, organizzato dal Laboratorio di Telemicroscopia di Sardegna Ricerche in collaborazione
con la Società Italiana Scienze Microscopiche e l’Università degli Studi di Cagliari, ha trattato i prin-
cipi della microscopia elettronica a scansione e trasmissione e le loro applicazioni nel campo della
conservazione e restauro del Patrimonio Artistico. Sono stati presentati diversi casi applicativi in vari
settori come il lapideo, la caratterizzazione di manufatti metallici, l’archeo-botanica e la caratterizza-
zione di pigmenti e dei loro leganti.

2. Corso Base integrato di microscopia confocale e microscopia elettronica a trasmissione organiz-
zata dal Dr. Andrea Tombesi a Modena, C.I.G.S. (Universitá degli Studi di Modena e Reggio Emilia)
Settembre 2012.
La scuola, organizzata dalla SISM in collaborazione con il Centro Interdipartimentale Grandi
Strumenti, ha avuto come obiettivo quello di fornire principi e tecniche di base per l’utilizzo del
microscopio elettronico a trasmissione e del microscopio confocale ed è stata  rivolta a ricercatori,
studenti e tecnici interessati alle loro applicazioni in ambito biomedico e dei materiali. 
La scuola prevede una parte teorica, alcune lezioni sulle modalitá e problematiche legate alla prepa-
razione dei campioni e lezioni di base sui principi e tecniche di elaborazione delle immagini digitali. 

3. Scuola teorico-pratica di Microscopia Elettronica in Trasmissione in Scienza dei Materiali orga-
nizzata dal Dr. Roberto Balboni e dal Dr. Andrea Parisini all’Istituto CNR-IMM Bologna, Novembre
2012/Febbraio 2013.
La scuola, organizzata congiuntamente dalla SISM e dal CNR-IMM di Bologna, si è rivolta a ricerca-
tori e microscopisti che desideravano acquisire una qualificata introduzione alle tecniche di micro-
scopia elettronica in trasmissione applicata alla Scienza dei Materiali. Gli argomenti trattati sono
stati: ottica e diffrazione elettronica, elementi di cristallografia, teoria del contrasto, risoluzione ato-
mica con tecniche di imaging coerenti (HREM) e incoerenti (STEM con rivelatore HAADF), olografia
elettronica, tecnica CBED, metodi analitici (EDX e EELS).
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4. Workshop teorico-pratico “La microscopia confocale nello studio del citoscheletro” organizzata dalla
Prof. Elisabetta Falcieri al Campus E. Mattei, Urbino, Dicembre 2012.
L’evento è stato organizzato dalla SISM con il supporto del Dipartimento di Scienze della Terra, della
Vita e dell' Ambiente dell’Università degli Studi di Urbino "Carlo Bo".
Il citoscheletro, come è noto, è un argomento di carattere trasversale e di ampio interesse, che riveste
una sempre maggiore importanza sia nella ricerca biomedica di base che in numerosi ambiti più spe-
cifici. La presenza, in commercio, di un numero sempre più alto di validissimi anticorpi monoclonali,
oltrechè di una grande varietà di fluorocromi, ne permette una crescente caratterizzazione in micro-
scopia confocale.
Il Workshop si è articolato in una parte pratica, dedicata ai metodi di preparazione per la microscopia
confocale, alle caratteristiche dei vari fluorocromi, all'analisi e all’elaborazione dell'immagine non-
chè all'osservazione di campioni dedicati.

5. Workshop: “Le piante: dalla morfologia alle interazioni con l’ambiente” organizzato dalla Dr.ssa
Rita Musetti all’Università di Udine, Dipartimento di Scienze Agrarie ed Ambientali, Udine, Luglio
2013.
Il Workshop organizzato dalla SISM in collaborazione con il Dipartimento di Scienze Agrarie ed
Ambientali dell’Università di Udine, ha come obiettivo quello di fornire una panoramica sulle meto-
diche più avanzate nello studio degli organismi vegetali e delle loro interazioni con l’ambiente, con
riferimento sia alle relazioni con agenti biotici che abiotici. 
Il Workshop è rivolto a ricercatori, tecnici e studenti. 

6. Corso Base integrato di microscopia confocale e microscopia elettronica a trasmissione  organiz-
zata dal Dr. Andrea Tombesi a  Modena, C.I.G.S. (Universitá degli Studi di Modena e Reggio Emilia),
Settembre 2013.
La scuola, organizzata dalla SISM in collaborazione con il Centro Interdipartimentale Grandi
Strumenti, ha come obiettivo quello di fornire principi e tecniche di base per l’utilizzo del microsco-
pio elettronico a trasmissione ed è rivolta a ricercatori, studenti e tecnici che sono interessati alla sua
applicazione in ambito biomedico e dei materiali. 
La scuola prevede una parte teorica sul TEM (principi di base sulla formazione dell’immagine, segna-
li, microanalisi), alcune lezioni sulla preparazione dei campioni e sui principi e tecniche di elabora-
zione delle immagini digitali. Sono previste lezioni pratiche che comprendono anche esercitazioni di
analisi di immagini in un laboratorio di informatica.

7. “Scuola teorico-pratica di microscopia elettronica a scansione e di preparazione campioni in
scienza dei materiali” organizzata dal Prof. Paolo Mengucci al Centro di Ricerca e Servizio di
Microscopia delle Nanostrutture (CISMIN), Dipartimento di Scienze e Ingegneria della Materia,
dell’Ambiente ed Urbanistica (SIMAU), Facoltà di Ingegneria, Università Politecnica delle Marche,
Ancona, Ottobre 2013.
La scuola intende fornire i concetti e i principi fisici di base per l’utilizzo delle tecniche di microsco-
pia elettronica a scansione e di microanalisi nell’ambito della scienza dei materiali. La scuola prevede
sia lezioni teoriche che sessioni dimostrative condotte presso le facilities strumentali del CISMIN. I
principi fisici di base e le diverse tecniche analitiche disponibili in un moderno microscopio elettro-
nico a scansione saranno presentati sotto forma di lezioni teoriche mentre le sessioni dimostrative
permetteranno di osservare direttamente sullo strumento l’effetto della scelta di determinate confi-
gurazioni strumentali, anche in funzione del tipo di campione analizzato. Inoltre, la scuola intende
fornire le basi teorico-pratiche per la corretta preparazione dei campioni che si intendono analizzare
con le diverse tecniche di microscopia elettronica a scansione compresa la microscopia elettronica
a scansione in trasmissione (STEM). 

8. Science through Scanning Probe Microscopy (StSPM’13) organizzata dal Prof. Fabio Biscarini e dal
Dr. Cristiano Albonetti a Bologna, Area della Ricerca – CNR, Novembre/Dicembre 2013.
Il workshop StSPM’13, organizzato dall’Istituto per lo Studio dei Materiali Nanostrutturati (ISMN) e
dalla SISM, si propone come meeting point italiano per microscopisti a scansione di sonda. StSPM’13
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ha l’obiettivo di illustrare gli avanzamenti scientifici ottenuti in Italia grazie alla Microscopia a
Scansione di Sonda (SPM). Il workshop si dividerà in due sessioni parallele: una dedicata alla scienza
dei materiali “Materials Science” ed una a quella della vita “Life Science”. Ogni sessione sarà intro-
dotta da microscopisti di chiara fama e da ricercatori esperti, ma darà spazio anche ai risultati scien-
tifici ottenuti da giovani ricercatori. Il workshop è rivolto a tutti i professori, ricercatori, tecnici e stu-
denti interessati alla microscopia SPM quale strumento fondamentale per l’indagine scientifica alla
scala sub-micrometrica, nanometrica ed atomica.

Il Consiglio Direttivo ha confermato la volontà di coinvolgere le Ditte in un rapporto di attiva collabo-
razione, lasciando loro spazio nelle diverse iniziative SISM, affinché potessero presentare direttamente
le principali novità tecnologico-strumentali. A queste Aziende va la gratitudine della SISM per aver con-
tribuito, con forte spirito collaborativo e grande professionalità, alle attività Societarie. 

Il bilancio relativo al 2012, la cui discussione è prevista ad un successivo punto all'ordine del giorno,
mostra come la Società abbia ampiamente beneficiato dei successi delle attività appena descritte. Il
totale delle entrate, che nel 2012 sono state di oltre 37.000,00 Euro, hanno permesso di favorire la par-
tecipazione dei giovani ad eventi nazionali ed internazionali.
Le uscite comprendono l’organizzazione dei Corsi, la gestione della Società, la stampa della rivista
semestrale Microscopie, il Premio SISM, i Premi Carla Milanesi ed i Contributi di Partecipazione alla
MC 2013. 
La rivista è sempre ricca di novità e curata brillantemente dal Direttore Responsabile, la Dr.ssa Manuela
Malatesta. Il sito web viene regolarmente aggiornato dal Dr. Roberto Balboni ed è un punto di riferimen-
to per i Soci e gli amici della Società. 
Per quanto riguarda i prossimi appuntamenti nel panorama internazionale, la SISM è presente
nell’International Scientific Advisory Board dell’IMC 2014 che si terrà a Praga il 7-12 settembre 2014.

Il Consiglio Direttivo della SISM, in questo biennio, ha lavorato attivamente e con piena unità di intenti,
promuovendo il tradizionale dinamismo della Società, che ha visto rinnovare ed incrementare il numero
dei suoi Soci. 
Desideriamo ringraziare i nostri validissimi collaboratori: la Sig.ra Rita Ciardi, che ci supporta nella
segreteria, il commercialista Rag. Luciano Lorenzetti ed il gestore del nostro sito web, Ing. Cosimo
Elefante.
Infine, grazie a tutti voi Soci per le vostre competenze, il vostro supporto ed i vostri consigli che rendo-
no questa Società sempre più prestigiosa. 
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ALLEGATO N.2

Relazione del Direttore della Rivista Microscopie
sulla Gestione Scientifica Della Rivista

Università di Regensburg, Germania, 29 agosto 2013

Nel biennio 2012-2013 (Marzo 2012, Settembre 2013  e Marzo 2013), Microscopie ha pubblicato 157 pagine,
mantenendo in ciascun fascicolo la tradizionale suddivisione in sezioni, con una prima parte informativa
dedicata alle attività della S.I.S.M. e agli eventi nazionali e internazionali relativi alle scienze microscopi-
che, ed una seconda parte, più strettamente scientifica, con articoli di natura sperimentale e tecnico-stru-
mentale.

Particolare sviluppo ha avuto, nel biennio, la parte informativa: ampio spazio è stato, infatti, dedicato sia
alla divulgazione e descrizione delle attività della S.I.S.M. (bandi, corsi, scuole, workshop), sia alla diffu-
sione di informazioni su iniziative connesse alle scienze microscopiche, quali giornate di studio e pubbli-
cazione di libri.

Per quanto riguarda la parte scientifica, in ogni numero della rivista sono comparsi da due a tre articoli,
relativi alle scienze biomediche e alle scienze dei materiali, prevalentemente ma non unicamente redatti
da Soci della S.I.S.M.. Il numero di articoli è, dunque, rimasto stabile rispetto agli anni precedenti, grazie
soprattutto all’impegno ed al tempo spesi da alcuni Soci per sostenere la nostra rivista. E’ auspicabile che,
nel prossimo futuro, un numero maggiore di Soci voglia impegnarsi per mantenere il buon livello scienti-
fico che, da anni, caratterizza gli articoli pubblicati su Microscopie; in particolare, i più giovani potrebbero
contribuire con risultati originali basati sulle tecniche microscopiche più avanzate.

Complessivamente, i risultati raggiunti da Microscopie nel biennio 2012-2013 confermano l’interesse dei
Soci verso le attività scientifiche, formative e divulgative della S.I.S.M.. Il ruolo informativo della nostra
Rivista viene testimoniato anche dalle richieste di inserzioni a pagamento da parte di nuove Aziende, che
si aggiungono a quelle che tradizionalmente pubblicano pagine pubblicitarie, in veste di sostenitori delle
iniziative Societarie.

Di seguito sono riportati gli indici dei numeri di Microscopie sinora pubblicati nel biennio 2012-2013.

Anno IX – n.1 (17) – Marzo 2012

Editoriale del Presidente
Editoriale del Direttore responsabile
Attività SISM
Verbale del CD di Settembre 2011
Bando Premio SISM 2012
Attività promosse dalla SISM nel 2012
Resoconto della scuola SISM di Roma
Resoconto della scuola SISM di Bologna
Notizie
Eventi nazionali
Eventi internazionali
Contributi scientifici
Atomic contrast on ultrathin La0.7Sr0.3MnO3 films by Scanning Tunnelling Microscopy (Gambardella et al.)
Disease progression in myotonic dystrophy type 2: histopathological and molecular parameters from muscle biop-
sies (Giagnacovo et al.)

Settembre 2013  microscopie13
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Anno IX – n.2 (18) – Settembre 2012 

Editoriale del Presidente
Attività SISM
Verbale del CD di Gennaio 2012
Bilancio 2009
Vincitori del Premio SISM 2010
Attività promosse dalla SISM nel 2012
Resoconto della Giornata di Studio SISM di Pula
Notizie
Eventi nazionali
Eventi internazionali
EMS News
EMS Newsletters October 2011
EMS Newsletters February 2012
EMS Newsletters May 2012
Contributi scientifici
The role of α-actinin in Z-disk assembly: a morphological point of view (Baldassarri et al.)
Diaminobenzidine photoconversion allows detection of fluorescently-labelled nanoparticles at transmission elec-
tron microscopy after embedding in epoxy and acrylic resins (Cisterna et al.)
Atomic structure and crystallographic shear planes in epitaxial TiO2 (Ciancio et al.)

Anno X – n.1 (19) – Marzo 2013

Editoriale del Presidente
Editoriale del Direttore responsabile
Attività SISM
Verbale del CD di Ottobre 2012
Bilancio 2012
Bando Premio “Carla Milanesi”
Bando Contributi di partecipazione al MC 2013
Attività promosse dalla SISM nel 2013
Resoconto del corso SISM di Modena
Resoconto del workshop SISM di Urbino
Resoconto della Scuola SISM di Bologna
Notizie
Recensione del libro di G. Pozzi
Eventi nazionali
Eventi internazionali
Contributi scientifici
Self-organization of molecular nanostructures triggered by atomic force microscopy (Cavallini e Biscarini)
Morphological changes in myotendinous junction generated by muscle disuse atrophy (Curzi et al.)

Nei numeri descritti sono state pubblicate pubblicità a colori delle Ditte Assing, Gambetti, FEI, Jeol e
2M Strumenti.
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Bilancio esercizio 2012
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Elenco delle attività promosse dalla SISM nel 2013

1.  “Scuola teorico-pratica di microscopia elettronica a scansione e di preparazione campioni
in scienza dei materiali”

      Centro di Ricerca e Servizio di Microscopia delle Nanostrutture (CISMIN), Dipartimento di
Scienze e Ingegneria della Materia, dell’Ambiente ed Urbanistica (SIMAU), Facoltà di
Ingegneria, Università Politecnica delle Marche, Ancona, 1-3 Ottobre 2013

      La scuola, organizzata dalla SISM in collaborazione con il Centro di Ricerca e Servizio di
Microscopia delle Nanostrutture (CISMIN), intende fornire i concetti e i principi fisici di base per
l’utilizzo delle tecniche di microscopia elettronica a scansione e di microanalisi nell’ambito della
scienza dei materiali. La scuola, della durata di tre giorni, è rivolta a ricercatori, tecnici e studenti
che intendano acquisire le competenze necessarie per il corretto utilizzo della microscopia elettro-
nica a scansione e delle tecniche analitiche ad essa correlate per lo studio e la caratterizzazione dei
materiali. La scuola prevede sia lezioni teoriche che sessioni dimostrative condotte presso le facili-
ties strumentali del CISMIN. I principi fisici di base e le diverse tecniche analitiche disponibili in un
moderno microscopio elettronico a scansione saranno presentate ai partecipanti sotto forma di
lezioni teoriche mentre le sessioni  dimostrative permetteranno di osservare direttamente sullo stru-
mento l’effetto della scelta di determinate configurazioni strumentali, anche in funzione del tipo di
campione analizzato. Inoltre, la scuola intende fornire, sempre mediante lezioni teoriche e sessioni
dimostrative, le basi teorico-pratiche per la corretta preparazione dei campioni di interesse per la
scienza dei materiali che si intendono analizzare con le diverse tecniche di microscopia elettronica
a scansione compresa la microscopia elettronica a scansione in trasmissione (STEM).

      Per informazioni: Gianni Barucca (g.barucca@univpm.it), Paolo Mengucci
(p.mengucci@univpm.it)

2.  Science through Scanning Probe Microscopy (StSPM’13)
      Bologna, Area della Ricerca – CNR, 12-13 Dicembre 2013
      Il workshop StSPM’13, organizzato dall’Istituto per lo Studio dei Materiali Nanostrutturati (ISMN) e

dalla SISM, si propone come meeting point italiano per microscopisti a scansione di sonda.
StSPM’13 ha l’obiettivo di illustrare gli avanzamenti scientifici ottenuti in Italia grazie alla
Microscopia a Scansione di Sonda (SPM). Il workshop, di tipo double track, si dividerà in due ses-
sioni parallele: una dedicata alla scienza dei materiali “Materials Science” ed una a quella della vita
“Life Science”. Ogni sessione sarà introdotta da microscopisti di chiara fama e da ricercatori esperti,
ma darà spazio anche ai risultati scientifici ottenuti da giovani ricercatori. Il workshop, della durata
di un giorno, è rivolto a tutti i professori, ricercatori, tecnici e studenti interessati alla microscopia
SPM quale strumento fondamentale per l’indagine scientifica alla scala submicrometrica, nanome-
trica ed atomica.

      Per informazioni: Prof. Fabio Biscarini (f.biscarini@bo.ismn.cnr.it), Dr. Cristiano Albonetti
      (c.albonetti@bo.ismn.cnr.it) e Dr. Francesco Valle (f.valle@bo.ismn.cnr.it)

Settembre 2013 microscopie
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2013 

XXXI Conferenza Nazionale di Citometria - La  Citometria dalla Ricerca alla
Clinica
Lucca, 8-11 ottobre 2013
biotec.casaccia.enea.it/gic/

Workshop “Scienza: Formazione, Informazione e Comunicazione”
Consorzio MIA, Università di Milano Bicocca
Milano, 11 ottobre 2013
www.consorziomia.org

Primo Congresso Nazionale SIROE
Accademia di Storia dell'Arte Sanitaria
Roma, 15-17 novembre 2013
www.siroe.it

Eventi nazionali



2013 

Workshop on 3D Solutions in Cryo-Electron Microscopy 2013 
October 1-4, 2013 
Scientific & Technological Centers, University of Barcelona, Spain 

4th Stanislaw Gorczyca School on TEM Basics and Advanced Sample
Preparation 
International Centre of Electron Microscopy for Materials Science 
October 1-4, 2013 
AGH University of Science and Technology, Krakow, Poland 

Evanescence2013 symposium 
October 3-4, 2013 
St Pères Biomedical Sciences Site of Paris Descartes University, Paris, France 

PICO 2013 - Frontiers of Aberration Corrected Electron Microscopy
Conference 
October 9-12, 2013 
Kasteel Vaalsbroek, The Netherlands 
Organization: Ernst Ruska-Centre (Jülich) and Triebenberg Laboratory (Dresden) 

Meeting: “Cell adhesion and migration in health and disease” 
October 13-17, 2013 
Nijmegen, The Netherlands 
Organizers: Alessandra Cambi, Peter Friedl, Hava Gil-Henn, Frank van Leeuwen 

European Atom Probe Tomography Workshop 
EMS sponsored event (find more information on EMS sponsored events)
October 21-23, 2013 
ETH Zurich/EMEZ, Switzerland 
Organization: EMEZ 

Symposium on Frontiers of Nanoscopy 2013 
October 28, 2013 
Delft University of Technology, Delft, The Netherlands 
Organization: NIMIC and NanoNextNL 

Erlangen TEM-School 2013 
November 11-14, 2013 
Erlangen, Germany 

CryoMicroscopy Group Meeting 
November 12-13, 2013 
Staff House, The University of Birmingham
Organization: Cryo Microscopy Group (CMG) 

Eventi internazionali
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Transmission electron microscopy in life sciences 
November 18-22, 2013 
Institute of Molecular Genetics of the AS CR in Prague, Czech Republic 

Visualizing the invisible in cell biology 
November 28-29, 2013 
Institute of Molecular Genetics of the AS CR in Prague, Czech Republic

2014 

8th Microscopy Winter School 
a Practical Course in Advanced 3D Microscopy
January 19-24, 2014 
ETH and University of Zurich, Switzerland  

Focus on Microscopy 2014 
April 13-16, 2014 
Sydney, Australia 

Inter/Micro: 66th Annual Applied Microscopy Conference 
June 2-6, 2014 
McCrone Research Institute, Chicago, IL, USA 

Microscience Microscopy Congress 2014 (mmc2014) 
July 1-3, 2014 
Manchester Central, Manchester, UK 
Organization: Royal Microscopical Society (RMS)

2nd International PhD Summer School: “IMAGINE: Methods in Imaging of
Energy Material Microstructure” 
August 25-29, 2014 
Toruplund Conference Center, Sjælland, Denmark 

IMC2014 
18th International Microscopy Congress 
September 7-12, 2014 
Prague, Czech Republic 
Organization: Czechoslovak Microscopy Society (CSMS) 

LEEM/PEEM-9 
September 14-18, 2014 
Berlin, Germany 

XV International Conference on Electron Microscopy 
September 15-18, 2014 
AGH University of Science and Technology, Kraków, Poland 
Organization: Polish Society for Microscopy Committee of Materials Science of the
Polish Academy of Sciences 
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Effect of physical exercise on the ultrastructural
features of skeletal muscle mitochondria in old mice

M. Costanzo*, B. Cisterna*, M. Malatesta

Department of Neurological and Movement Sciences, University of Verona, Italy

*These authors contributed equally to the work

Corresponding author: Manuela Malatesta, 
Department of Neurological and Movement Sciences, Anatomy and Histology Section
University of Verona, Strada Le Grazie 8, 37134 Verona, Italy.
Tel. +39.045.8027157.
E-mail: manuela.malatesta@univr.it

Summary
Sarcopenia is an age-related decline of muscle mass, strength and quality which represents a potent risk factor for frailty, loss of
independence and physical disability in elderly. The mechanisms leading to sarcopenia are still largely unknown and no specific
therapy is presently available to counteract its onset or progress. Several studies have stressed the importance of physical exercise
as an effective approach to prevent/limit the sarcopenic process. In the present work we have investigated at transmission electron
microscopy the effects of treadmill running on the mitochondrial structure in aged skeletal muscle by comparing exercised versus
sedentary old (28 months) mice, and using adult (12 months) individuals as control. Our observations demonstrated that ageing
induces an accumulation of mitochondria characterised by larger size and longer cristae than in adulthood, and by a frequent asso-
ciation with lipid droplets. The mitochondrial alterations are partially reversed in old mice after treadmill running, thus providing
further evidence that an adapted physical exercise may represent a suitable non-pharmacologic approach to limit the negative
effects of ageing on the skeletal muscle, even when applied at late age.

Key words: ageing, mitochondria, physical exercise, skeletal muscle.

Introduction

Ageing is associated with a progressive decline
of muscle mass, strength and quality, a condition
overall known as sarcopenia (Thompson, 2009):
among healthy, physically active subjects the rate
of muscle loss in humans has been estimated to
range 1-2% per year, past the age of 50 (Hughes et
al., 2002). In addition to motor function impair-
ment, sarcopenia can involve a number of
metabolic and physiological consequences which
have been only partially investigated: changes in
muscle mass can be associated with osteoporosis
(Szulc et al., 2005), altered thermoregulation (e.g.,
decreased thermogenic capacity of muscle due to
reduced mass) (Wilson and Morley, 2003), as well
as with a decrease in the resting metabolic rate
secondary to decreased fat-free mass and dimin-
ished physical activity, leading to a higher preva-

lence of insulin resistance, type 2 diabetes melli-
tus, dyslipidemia, and hypertension (Karakelides
and Sreekumaran Nair, 2005). Therefore, sarcope-
nia represents a potent risk factor for frailty, loss
of independence and physical disability in elderly
(Roubenoff et al., 2000).

The mechanisms leading to sarcopenia are still
largely unknown and no specific therapy is
presently available to counteract its onset or
progress. Studies performed on humans and other
mammals have stressed the importance of physi-
cal exercise as an effective - although still debated
- approach to prevent/limit the age-related muscle
mass loss (see e.g., Yarasheski, 2002; Marcell,
2003; Zancanaro et al., 2007; Bautmans et al., 2009;
Betik et al., 2008, 2009; Malatesta et al., 2011). In
the attempt to elucidate the biological mecha-
nisms responsible for the beneficial consequence
of physical activity, many studies have been



addressed to several aspects such as inflammation
(Murton and Greenhaff, 2010) and stress factors
(Morton et al., 2009), protein metabolism
(Koopman and van Loon, 2009; Kumar et al.,
2009), mitochondrial (Peterson et al., 2012) or
neuromuscular function (Aagaard  et al., 2010),
satellite cells’ effectiveness (Snijders  et al., 2009;
Kadi and Ponsot, 2010). However, most of these
studies were aimed at investigating biochemical
and molecular aspects, while the fine structural
modifications of the myofibre organelles associat-
ed with physical exercise have been scarcely
explored.

In the present work we have investigated at
transmission electron microscopy the effects of
physical training on mitochondrial structure in
aged skeletal muscle by comparing exercised ver-
sus sedentary old mice, and using adult individu-
als as control. We focused on the hind limb as the
most relevant to locomotion in mice, in particular
we analyzed the quadriceps femoris muscle which
is mainly composed by fast type II fibers that are
especially prone to sarcopenia (Larsson et al.,
1978; Lexell, 1995).

Materials and Methods

Animals and physical training
Three adult (12 months) and six old (28 months)

male mice from the INRCA breed (Ancona, Italy)
were used in this study. The INRCA breed is a forty-
year established Balb-c mice strain which has been
widely used for studies on physiological ageing: these
mice have a long life (mean life span 25 months; max-
imal life span 34 months; Mocchegiani et al., 2007),
and a relatively low incidence of pathologies, in par-
ticular tumors (Staats, 1980; Bronson and Lipman,
1993). Animals were bred as a close colony, main-
tained under standard conditions (24±1°C ambient
temperature, 60±15% relative humidity, and 12 h
light/dark cycle), and fed ad libitum with a standard
commercial chow diet. Three old mice were trained
by treadmill running (30 min at 9 m/min belt speed,
five days a week) for one month (old running group:
OR); three old mice (old sedentary group: OS) and
three adult animals (adult sedentary group: AS) had
only spontaneous free-moving activity in the cage.
Ultrastructural morphometry is a quite demanding
method; therefore the number of investigated ani-
mals per group was kept to the minimum required for

Figure 1. Transmission electron microscope
micrographs of quadriceps femoris myofibres
from adult (a), old sedentary (b) and old running
(c) mice. Note the large mitochondria aligned
among the myofibrils (arrows) or arranged in clu-
sters in the sub-sarcolemmal region (asterisks).
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statistical analysis. In order to avoid possible interfer-
ence of acute with chronic effects of physical exer-
cise, the animals were killed three days after the last
treadmill session. 

Transmission electron microscopy
The mice were deeply anaesthetized with pento-

barbital (50 mg/Kg i.p.) and then perfused via the
ascending aorta with a brief prewash of 0.09% NaCl
solution followed by 300 mL of a fixative solution
containing 2% paraformaldehyde and 2.5% glutaralde-
hyde in 
0.1 M phosphate buffer, pH 7.4 at 4°C. Quadriceps
femoris muscles were quickly removed and placed in
the same fixation solution for 2 hr at 4°C. After fixa-
tion, samples for ultrastructural morphology were
rinsed with PBS, post-fixed with 1% OsO4 for 2 hr at
room temperature, dehydrated with acetone and
embedded in Epon 812.

The muscles were cut longitudinally and the ultra-
thin (70-90 nm thick) sections were stained with
uranyl acetate to be observed in a Philips Morgagni
TEM operating at 80kV and equipped with a
Megaview II camera for digital image acquisition. 

Fifty inter-myofibrillar and fifty sub-sarcolemmal
mitochondria (x28,000) per animal were submitted
to morphometrical analysis by using the software 
Image J (NIH, USA); mitochondrial area, the ratio
between inner and outer membranes (estimating the
extension of cristae independently of mitochondrial
size) and the circularity factor (a value varying from
0 to 1, where 1 represents a perfect circle) were 

Figure 2. Myofibre of an old sedentary mouse:
many mitochondria occur in close proximity to
lipid droplets (asterisks). 

Figure 3. Inter-myofibrillar mitochondria in myofi-
bres of adult (a), old sedentary (b) and old run-
ning (c) mice.
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Figure 4. Mean±SE values of the variables measu-
red in inter-myofibrillar mitochondria. Asterisks
indicate values significantly different from each
other.

Figure 5. Mean±SE values of the variables measu-
red in sub-sarcolemmal mitochondria. Asterisks
indicate values significantly different from each
other.
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considered.
Statistical analysis

For each analyzed variable, the Kolmogorov-
Smirnov two-sample test was performed in order to
verify the hypothesis of identical distributions among
animals of each group. The data for each variable
were then pooled according to the three experimen-
tal groups, i.e. AS, OS and OR, and the mean ± stan-
dard error of the mean (SE) was calculated.
Statistical analysis of the results was performed by
the Kruskal Wallis test; moreover, in order to deter-
mine which pairs of samples tended to differ, the
Mann Whitney test was used. Statistical significance
was set at P≤0.05.

Results

Ultrastructural observation of quadriceps
femoris samples form A, OS and OR mice revealed
a similar general organization of the myofibre in
all animals (Figure 1). However, in OS and OR
mice large mitochondria occurred both lined
between the myofibrils and clustered in close
proximity of myonuclei in the sub-sarcolemmal
region (Figure 1 b,c); in addition, in OS animals
the inter-myofibrillar mitochondria were frequent-
ly observed in association with lipid droplets
which accumulate among the myofibrils (Figure
2), while in OR mice lipid droplets were quite
scarce similarly to A animals. The morphological
features of mitochondria underwent modifica-
tions with ageing: in A mice they were ovoid in
shape with some lamellar transverse cristae, but
in OS and OR animals mitochondria became larger
and with longer cristae which sometimes showed
tubular shapes (Figure 3). 

Morphometrical analyses (Figures 4 and 5) con-
firmed a significant increase in mitochondrial size
and in the inner/outer membrane ratio in OS mice
in comparison to A mice, while mitochondria of
OR mice showed intermediate values. These mod-
ifications occurred in both inter-myofibrillar and
sub-sarcolemmal mitochondria. On the other
hand, no significant change was found for the cir-
cularity factor, demonstrating that neither ageing

nor physical exercise affect mitochondrial form.  

Discussion

Our observations on mitochondria of quadriceps
femoris muscle from A, OS and OR mice demon-
strated that 1) ageing induces an accumulation of
mitochondria characterised by larger size and
longer cristae than in adulthood; 2) in OS mice the
inter-myofibrillar mitochondria often occur in
close proximity to the lipid droplets which accu-
mulate in the myofibre; 3) physical exercise par-
tially restores adult features in mitochondria of
old muscles.

Our results confirm and extend previous studies
reporting an increase in mitochondrial size and
number in muscle cells during ageing (Ozawa,
1997). It has been hypothesised that these alter-
ations could be related to unbalanced
fission/fusion processes: in fact, these mecha-
nisms are regulated by specific proteins such as
Mfn2, Fis1 and Drp1 which undergo functional
alterations during ageing, thus leading to an accu-
mulation of abnormally large mitochondria
(Peterson et al., 2012). These proteins are also
involved in the development of the mitochondrial
cristae (Mannella et al., 2006) and their dysregula-
tion could affect also the inner membrane length.
In addition, the well-known impairment of the
degradation mechanisms occurring in ageing cells
(Jameson, 2004) probably hampers the physiolog-
ical elimination of defective mitochondria, thus
contributing to their accumulation. 

Our data demonstrate that the age-related struc-
tural alterations affect similarly inter-myofibrillar
and sub-sarcolemmal mitochondria, according to
a recent report showing similar features of the
two mitochondrial sub-populations (Picard et al.,
2013). The difference in the measured area
between inter-myofibrillar and sub-sarcolemmal
mitochondria essentially depends on their differ-
ent orientation in the longitudinally sectioned
myofibres.

It is known that during ageing inter- and intracel-
lular lipids accumulate in skeletal muscles
(Sakuma e Yamaguchi, 2013); this phenomenon
could promote an increased utilization of fatty
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acids as the energy source for respiration, thus
inducing enlargement of mitochondria and expan-
sion of their cristae (Halestrap e Dunlop, 1986;
Malatesta et al., 2001). Under our experimental
conditions, the mitochondrial alterations
observed in old skeletal myofibres are significant-
ly reduced after physical exercise, although the
morphological and morphometrical features of
these organelles in OR mice remain significantly
different from those of A animals. This finding is
consistent with the scientific literature, reporting
that in elderly physical exercise may improve pro-
tein synthesis, gene expression and biogenesis in
the mitochondria of skeletal muscle (Peterson et
al., 2012). In addition, physical exercise was
observed to markedly reduce the intracellular
accumulation of lipid droplets, likely promoting a

return to the preferential utilization of carbohy-
drates as metabolic substrate for respiration with
a consequent decrease in mitochondrial size and
cristae length (Halestrap and Dunlop, 1986;
Malatesta et al., 2001).

In conclusion, the present study provides fur-
ther evidence that an adapted physical exercise
may represent a suitable non-pharmacologic
approach to limit the negative effects of ageing on
the skeletal muscle, even when applied at late age.
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Introduction

RNA synthesis in the cell nucleus gives rise to
perichromatin fibrils (PF) and perichromatin
granules (PG), which are ribonucleoprotein
(RNP) containing structures representing the mor-
phological evidence of transcription at electron
microscopy (Bernhard, 1969).

It is known that PF represent the most frequent
and mobile complexes among the RNA-containing
structures. Incorporation of RNA precursors as
well as specific  immunolabeling have shown that
co-transcriptional splicing and capping occur
therein (Fakan, 1994; Fakan and Bernhard, 1971;
Fakan et al., 1986).

As for PG, they probably represent a storage
form of RNA and likely originate from the folding
of PF. According to the most generally accepted
theory, PG play a role in the export/accumulation
of mRNAs in the nucleus: this is based on the
results of different experiments in which drugs
and hormones have been used to purposely alter
RNA metabolism or transport to the cytoplasm.

In support of this theory it must be underlined

that the PG observed in mammals share close sim-
ilarities in their structure and composition to the
Balbiani ring granules (BG), i.e. the nuclear mRNP
found in the polytene chromosomes of Drosophila
and Chironomus species (Daneholt, 2001). The
comparison of the sub-structural features of BG
and PG using the same preparation procedures
showed that single granules of either type are
indistinguishable at electron microscopy as for
their fine structure (Vàzquez Nin et al., 1996;
1997). Studies mainly performed by immunoelec-
tron microscopy demonstrated that both the PG
and BG contain already spliced and polyadenil -
ated mRNA, thus suggesting that both structures
should likely derive from mature PF (Vàzquez Nin
et al., 1996). 

The aim of this study was to investigate, by
ultrastructural immunocytochemistry, the local-
ization and molecular composition of BG from
Chironomus thummi polytene chromosomes. In
fact, these salivary gland cells produce huge
amounts of RNA coding for a single protein, hence
the mRNAs have all the same length and the
resulting granules should have identical character-
istics.
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Summary
We investigated, by ultrastructural immunocytochemistry, the localization and molecular composition of Balbiani granules from
Chironomus thummi polytene chromosomes. The salivary gland cells produce huge amounts of RNA coding for  a single protein,
hence the mRNAs have all the same length and the resulting granules share identical characteristics. Our results show the local-
ization of cleavage, polyadenylation and splicing factors on the nascent perichromatin fibrils and, more rarely, on the already struc-
tured Balbiani granules. 

Key words: cell nucleus, RNA transcription, Balbiani granules.
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Materials and Methods

Samples of salivary glands from Chironomus
thummi were prepared for the ultrastructural
immunocytochemical analyses at the Centre for
Electron Microscopy of the University of
Lausanne (Switzerland).

Salivary glands isolated from fourth instar lar-
vae under a stereo microscope were fixed in 4%
formaldehyde for 2 hr at 4°C; after thorough wash-
ing in phosphate buffered saline (PBS), the glands

were immersed in 0.5 M NH4Cl in PBS for 30 min
at room temperature (r.t.) to block free aldheyde
groups. The samples were then dehydrated in
ethanol, embedded in the acrylic resin LR White,
and polymerized at 60°C for 24 hr. Thin (60-70 nm)
sections were cut with an ultramicrotome and col-
lected onto 200 mesh nickel grids to be treated for
immunocytochemical labeling.

Sections were incubated for 3 min with Normal
Goat Serum (NGS) diluted 1:100 in PBS, followed
by 5 min incubation in a mixture of 0.05% Tween
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Figure 1. After EDTA regressive staining, Balbiani granules can be seen during the folding of the fibril
(arrow); immunolabeling for RNase.
Figure 2. Double immunolabeling for RNase A (large gold grains) and methylcap (small grains). The
black arrow indicates a completely formed and coiled granule, while the white one a labeled fibril on
which capping is still undergoing.
Figure 3. CPSF 100 is labeled on the fibril by 6 nm gold grains. The sample is stained selectively for RNA
with terbium citrate.
Figure 4. After immunolabeling for SC-35 splicing factor: the gold grains are localized on a transcript
emerging from the Balbiani ring (B).
Bar = 100 nm



Figure 5. Labeling for SC-35 is present both on the fibril and on the completed granule.
Figure 6. Passage of the granules from the nucleus to the cytoplasm. The nuclear envelope is underlined
in white. At the pore complex (np) SC-35 is still associated with the BG. 
Bar = 100 nm

20 plus 0.1% bovine serum albumin (BSA) in PBS
(PBS-Tween-BSA); the sections were then incu-
bated for 17-24 hr at 4°C with specific antibodies
(see Table 1) diluted in PBS-Tween-BSA, and final-
ly with the appropriate gold-conjugated secondary
antibodies diluted 1:20, for 30 min at r.t. In some
experiments, double immunolabeling was per-
formed using secondary antibodies conjugated
with differently sized gold particles.

To detect RNA, the immunolabeled sections
were stained with 0.2M terbium citrate pH 8.5 for
45 min at r.t. and briefly washed with water
(Biggiogera and Fakan, 1998): terbium ions bind
guanosine monophosphate in the RNA molecules
(Ringer et al., 1980) and the electron dense prod-
uct allows an effective visualization at high reso-
lution.

To label RNPs, the immunolabeled sections
were submitted to the EDTA regressive proce-
dure (Bernhard, 1969): briefly, the sections were
stained for 3 min with 7% uranyl acetate in water,
washed and dried; they were then incubated for
3-5 min with  0.2M EDTA, pH 7.0, washed and
dried, to be finally stained with lead citrate for 1
min. Uranyl acetate binds both RNPs and DNA in

the nucleus, while EDTA is able to remove uranyl
from DNA thus bleaching chromatin; on the con-
trary, a higher contrast will be acquired by the
RNP containing structures.

Results

At the electron microscope, the EDTA regres-
sive staining is very useful to interpret the struc-
ture and the nature of the polytene chromosome
in Chironomus. In Figure 1, the BG appear darker
than the nucleoplasmic background and are easily
identified.

We utilized an anti-RNase A antibody specifical-
ly labeling the enzyme, both in the active and inac-
tive form; in the same experiment, an additional
labeling with the H20 antibody was used to recog-
nize the 2,3,3-methylguanosine present at the 5’
site of the transcript. An elongated fibril contain-
ing nascent pre-mRNA can be seen labeled by the
H20 probe in Figure 2: in the same micrograph it is
worth noting that several fibrils were labeled by
the anti-RNase antibodies. It must be underlined
here that double-labeled fibrils were never found. 
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The fibrils  may give rise to BG by folding, and in
some cases (Figure 2, arrows) the labeling can be
observed also on these structures. Immunola -
beling for the methyl-cap was, however, quite rare:
likely, as the folding of the fibril starts at the 5’ end
the epitope would  precociously become hidden to
the antibody.

Termination of the RNA synthesis is linked to
polyadenylation, and the cleavage and polyadeny-
lation specificity factor (CPSF) is involved with its
four subunits of 160, 100, 73 and 30 kDa (Schul et
al., 1996); in its action, this factor moves together
with RNA polymerase along the DNA molecule
and may be detected by anti-CPSF100 and anti-
CPSF160 kDa antibodies. In Figure 3 the labeling
for CPSF100 is shown: interestingly, the signal is
rather abundant, indicating that at this step of BG
formation the epitopes are still openly available
for antibody binding. One of the key steps in
mRNA maturation is splicing, i.e. the removal of
introns which are four in the case of the gene
expressed in salivary glands. The SC-35 splicing
factor is an essential non-snRNP factor which
locates on the BG at different levels of granule for-
mation. SC-35 was detected on the puffs of poly-
tene chromosomes, where chromatin decondens-
es during transcription (Figure 4). Moreover, this
factor can also be seen in the nucleoplasm, in cor-
respondence of the fibrils on the way to coiling
and form BG (Figure 5). Finally, the labelling for
SC-35 was also found close to the nuclear enve-
lope, which is well visible in Figure 6, where BG
start to unravel to cross the nuclear pore.

Conclusions

RNA maturation is a complex process involving
several factors which mostly act co-transcriptional-
ly. Investigation over the last twenty years allowed

to unravel this mechanism as far as PF are con-
cerned (Cmarko et al., 1999); on the contrary, the
study of the role and dynamics of PG proved to be
much more difficult. So far, the folding of the fibril
was only observed in BG, thanks to the large num-
ber of these structures which can easily  be exam-
ined at electron microscopy and isolated for bio-
chemical analyses (Daneholt, 1975, 1997, 2001). We
have shown here that salivary glands represent a
model of choice to detect the association of matu-
ration factors to pre-mRNA, since these cells syn-
thesize one mRNA only, thus producing a homoge-
neous pool of pre-mRNA molecules.

Our results show the localization of cleavage,
polyadenylation and splicing factors on the nas-
cent PF and, more rarely, on the already struc-
tured BG. Interestingly, the anti-methylcap is pres-
ent almost exclusively on the fibrils, since the epi-
tope is hidden during the folding. On the contrary,
SC-35 can be detected on both structures and is
still present nearby the nuclear pore and in the
cytoplasm. On some fibrils, we found immunola-
beling for RNase A but not for methyl-cap, and
vice versa: this could indicate that the fibrils
labeled for RNase may undergo degradation even
before capping or, alternatively, that the methyl-
cap may be degraded first with the resulting loss
of the target epitope.

These present findings confirm that BG in poly-
tene chromosomes are an especially convenient
natural model for investigating in situ the molec-
ular interaction of specific factors involved in
RNA synthesis and maturation.
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Table 1. Antibodies used for the immunocytochemical analyses.

Primary antibody Source Antigen Dilution References

Anti-RNAse A Rabbit RNase from bovine pancreas 1:100 Painter et al., 1973

H20 Mouse 2,2,3-trimethylguanosine cap 
at the the 5' terminal of the UsnRNP 1:50 Luhrmann et al., 1982

CPSF 100 Rabbit 100 kDa subunit of CPSF 1:20 Jenny et al., 1994

CPSF 160 Mouse 160 kDa subunit of CPSF 1:50 Jenny et al., 1994

Anti-SC-35 Mouse SC-35 Splicing factor undiluted Fu and Maniatis, 1990
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Essere Soci SISM (Società Italiana Scienze Microscopiche) vuol dire far parte di una Società Scientifica che, nata dalla consoli-
data tradizione scientifica della SIME (Società Italiana di Microscopia Elettronica), opera con uno spirito di forte dinamicità nei
diversi settori della Microscopia, è sempre attenta alle continue evoluzioni tecniche e scientifiche in ambito Biologico, Biomedico
e in Scienza dei Materiali e che ha voluto fare della integrazione tra Ricercatori, Tecnici e quanti sono interessati alle applicazioni
ed al progresso delle Scienze Microscopiche il suo obiettivo costante.La Società promuove Congressi Scientifici a livello nazio-
nale ed internazionale, organizza e sponsorizza Scuole, Corsi teorico-pratici, Workshops, Seminari su specifici temi di particolare
interesse e/o attualità per favorire l'aggiornamento teorico-applicativo di ricercatori, operatori professionali e personale specia-
lizzato delle aziende del settore.
Essere Soci SISM vuol dire:
- far parte dell'EMS (European Microscopy Society, www.eurmicsoc.org) e usufruire delle opportunità offerte dalla Società

Europea in termini di informazioni, aggiornamenti, Corsi e Congressi a cui si può partecipare con quote ridotte;
- avere la possibilità di ricevere la rivista semestrale Microscopie che contiene informazioni riguardanti non solo le attività della

Società, ma anche le novità che possono offrire le Ditte legate al settore, recensioni su pubblica-zioni di interesse per i micro-
scopisti, articoli scientifici e contributi dai diversi Centri di Microscopia che, diffusi su territorio nazionale, offrono grandi
potenzialità in termini di strumentazioni e di competenze scientifiche  facilmen-te condivisibili  tra i Soci SISM;

- essere informati delle attività, Congressuali e non, che coinvolgono il mondo della microscopia in tutti i suoi aspetti;
- partecipare con quote vantaggiose a tutte le attività della Società;
- partecipare con quote vantaggiose alle iniziative accreditate secondo il progetto ECM (Educazione Continua in Medicina);
- avere la possibilità, per i giovani non strutturati, di usufruire di premi e borse di studio intese a favorire la partecipazione a

Congressi di Microscopia nazionali ed internazionali e a premiare la ricerca svolta;
- poter avere libero accesso, a richiesta, a materiale didattico e scientifico prodotto dalla Società su argomenti di particolare

attualità e/o interesse;
- avere la possibilità, per i Soci che siano promotori di attività di spin-off, di partecipare, con quote vantaggiose,  alle iniziative

della Società.
In conclusione, essere Soci della SISM vuol dire far parte di una Comunità di Microscopisti attiva, dinamica e in continua evolu-
zione non solo su scala nazionale, ma anche in un contesto europeo.
Per maggiori informazioni si prega di consultare il sito all'indirizzo www.sism.it.

La rivista Microscopie è una pubblicazione a carattere tecnico-scientifico
edita dalla Società Italiana Scienze Microscopiche (SISM) che viene distri-
buita a tutti i soci. La rivista ha periodicità semestrale ed è stampata in b/n
in formato A4 con copertina a colori. A pagamento possono essere inserite
pagine interne a colori.
Le tariffe per le inserzioni pubblicitarie sono le seguenti:

Pagina interna b/n € 400,00

Pagina interna colore € 600,00

Seconda o terza di copertina (colore) € 800,00

Quarta di copertina (colore) € 1000,00

I prezzi si intendono per singola pagina, IVA esclusa.

Il materiale pubblicitario, di elevata qualità, deve essere fornito su supporto
digitale e deve essere inviato almeno 15 giorni prima della pubblicazione
della rivista al seguente indirizzo:

Manuela Malatesta 
Dipartimento di Scienze Neurologiche, Neuropsicologiche, Morfologiche e
Motorie, Sezione di Anatomia e Istologia
Università degli Studi di Verona strada Le Grazie, 8 37134 Verona
Tel. +39.045.8027157/8425115
Fax +39.045.8027163
E-mail: manuela.malatesta@univr.it

Date di pubblicazione della rivista: 15 Marzo e 15 Settembre.
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della Società.
In conclusione, essere Soci della SISM vuol dire far parte di una Comunità di Microscopisti attiva, dinamica e in continua evolu-
zione non solo su scala nazionale, ma anche in un contesto europeo.
Per maggiori informazioni si prega di consultare il sito all'indirizzo www.sism.it.
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I manoscritti devono rispecchiare, nel loro contenuto, le principali aree di inte-
resse scientifico della Società (biologia, medicina, ambiente e scienza dei mate-
riali). Saranno considerati per la pubblicazione lavori di carattere sia metodolo-
gico che applicativo.
Gli Autori devono inviare, per e-mail al Direttore Responsabile, il manoscritto, in
lingua inglese, almeno 40 giorni prima della pubblicazione della rivista stessa. Gli
Autori saranno avvisati dell'accettazione del lavoro, sempre via e-mail, dopo che
i componenti del Consiglio Direttivo avranno revisionato il manoscritto e sugge-
rito eventuali modifiche.
Il manoscritto, completo di tabelle e didascalie, dovrà essere fornito in un unico file
in formato .DOC, mentre le figure dovranno essere in formato .TIF o .JPG ed avere
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La prima pagina deve riportare il titolo del lavoro, il nome ed il cognome degli
Autori, con relative affiliazioni, e l'indirizzo completo dell'Autore di riferimento. La
seconda pagina deve contenere il riassunto e cinque parole chiave. Il lavoro deve
essere diviso in paragrafi secondo il seguente ordine: Introduzione, Materiali e
Metodi, Risultati, Discussione e Bibliografia. Quest'ultima deve essere redatta in
ordine alfabetico e secondo lo schema sotto riportato:
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re il cognome dell’autore, l’anno di pubblicazione e l’eventuale suffisso. Nel caso
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riportato il cognome del primo autore seguito da “et al.”.
Le didascalie delle figure e le tabelle devono essere allegate alla fine del testo, su
pagine separate. Le figure devono essere numerate progressivamente nello stes-
so ordine in cui compaiono nel manoscritto. Le fotografie saranno stampate a
colori solo se necessario e il costo sarà addebitato agli Autori. 
In base a criteri di rilevanza scientifica e qualità artistica, potrà essere scelta per
la copertina una figura dai lavori accettati per la pubblicazione.
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