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Zoologia. — // dimorfismo nucleare dei Ciliati: inerzia vegetativa
del micronucleo ®. Nota di RENzo NoBILI, presentata dal Corrisp.
M. Benazz.

I1 dimorfismo nucleare ¢ un carattere peculiare dei Ciliophora. In questo
subphilum dei Protozoi si osservano infatti uno o pili micronuclei ed uno o
pilt macronuclei, diversi tra loro non solo per le dimensioni ma anche per il
loro comportamento durante la riproduzione vegetativa e sessuale. Il micro-
nucleo si divide mitoticamente ad ogni scissione e meioticamente durante
la riproduzione sessuale, mentre il macronucleo si divide amitoticamente o
non si divide affatto durante la scissione, e durante la riproduzione sessuale
viene di solito eliminato formandosene uno nuovo a partire dal sizcarion
di origine micronucleare. Si ¢ ammesso e viene tuttora riportato nei Testi
che il micronucleo abhia funzioni generative, mentre il macronucleo avrebbe
prevalentemente funzioni trofiche. Ma le ricerche piti recenti hanno dimo-
strato che al macronucleo compete il controllo genetico delle caratteristiche
fenotipiche.

Anzi tutto occorre ricordare che il macronucleo dei Ciliati viene consi-
derato in genere poliploide ®, fatto questo che differenzierebbe in maniera
netta il macro— dal micronucleo; cid ¢ stato dedotto dalle sue dimensioni che,
eccetto in Dileptus, sono sempre di gran lunga superiori a quelle del micro-
nucleo. Tuttavia la presenza di cromosomi ¢ ancora cosa congetturata piil
che accertata (Canella 19357), anche se recenti lavori (Schwartz 1938, Saito
1961, Kaneda 1961) sembrerebbero indicare una struttura cromosomiica
allinterno del macronucleo. Da ricerche istochimiche risulta comunque
che il macronucleo ¢ formato essenzialmente dagli stessi costituenti del
micronucleo, e cioe DNA, RNA e proteine, presenti in quantith uguali per
unita di volume nei due tipi di nuclei. Questi reperti si riferiscono a Para-
mecium caudatum (Moses 1950) e sono stati confermati anche per P. awurelia
da Woodard e Swift (dati inediti). Da questo fatto si pud presumere che
anche il DNA macronucleare sia organizzato in cromosomi analogamente a
quello del micronucleo.

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Zoologia € Anatomia comparata dell’Univ. di Pisa.

(**) Nella seduta del 10 Marzo 1962.

(1) Il dimorfismo nucleare presenta manifestazioni di complessitd crescenti all’interno
dei Ciliati. In Stephanopogon mesnili (Lwoff 1936) sono presenti 2 nuclei simili per cui &
impossibile distinguere tale dualismo; nei Zoxodidae e nel genere Trachelocerca il macronucleo
non si divide mai e si forma dal micronucleo ad ogni divisione vegetativa (Fauré-Fremiet
1954, Raikov 1958, 1959). Secondo Raikov il macronucleo di queste specie sarebbe inca-
pace di dividersi perché diploide, considerando l'autore lo stato poliploide come indispen-
sabile alla divisione del macronucleo.



RENZO NOBILL, /7 dimorfismo nucleare dei Ciliati, ecc. 393

L’ipotesi di un macronucleo poliploide ha ricevuto conferma dalle ricer-
che genetiche compiute su varie specie di Ciliati, dopo che Sonneborn (1937)
determino l'esistenza di tipi di coniugazione all'interno di popolazioni di
P. aurelia. Le ricerche genetiche anzitutto hanno precisato che il fenotipo &
sotto il controllo genetico del macronucleo (Sonneborn 1947); in secondo
luogo che in caso di frammentazione del macronucleo e successiva rigenera-
zione di un macronucleo da ciascun frammento, i macronuclei cosi rigenerati
hanno lo stesso genotipo del macronucleo « parente » che si era frammentato
per tutti i loci studiati. Data per certa questa differenza fra i 2 tipi di nuclei,
basata sulla poliploidia del macronucleo, si discute ancora circa 'organiz-
zazione ed il livello che questa poliploidia pud raggiungere.

Nei casi di frammentazioni naturali il numero dei frammenti varia da
32 a 40, il che farebbe supporre che il macronucleo sia formato da altrettanti
subnuclei diploidi o poliploidi (Sonneborn 1947). Al microscopio elettronico
(Dippel, dati inediti) non si coglie una struttura subnucleare del macro-
nucleo, né in Parameci né in Zetrahymena, perd Allen e Nanney (1958)
studiando il meccanismo di stabilizzazione dei tipi di coniugazione in auto-
coniuganti della varieta 1 di 7. pyriformis ottennero reperti spiegabili essen-
zialmente sulla base di una struttura macronucleare a subunitd. Infatti i
dati ottenuti si adattano perfettamente ad un modello matematico formu-
lato indipendentemente da Schensted (1958) sulla base di 45-50 subunita
presenti in ogni macronucleo appena divisosi. Contro I'idea di subunita
macronucleari sta I'ipotesi avanzata da Kimball (1943) che il macronucleo
sia un « contenitore disordinato» (grab—bag) altamente poliploide di cromo-
somi. Quale sia il suo grado di poliploidia si pud dedurre dal rapporto tra
DNA micro— e DNA macronucleare; a tal proposito Woodard e Swift hanno
trovato un rapporto di I: 3500. Se ammettiamo una uguale concentrazione,
come ¢& stato dimostrato in 2. caudatum (Moses loc. cit.), di DNA per unita
di volume nel micro e nel macronucleo, allora il livello di ploidia dipende e
varia con le ciimensioni del volume macronucleare. In P. aurelia il livello di
ploidia varierebbe tra 200 e 600 7. Nello stock da me usato oscillerebbe in
media al momento della divisione tra 180 e 1200 %, cioé tra 9o € 600 7 per
cellule figlie se la scissione del macronucleo & regolare.

Si puo dedurre il grado di ploidia anche per altra via, studiando cioé
Parameci con macronucleo rigenerato. Parténdo da un clone eterozigote,
distinguibile da entrambi gli omozigoti per uno o pil loci non associati, si
puo vederge se un allele della o delle coppie ¢ andato perduto nella frammenta-
zione macronucleare e successiva rigenerazione. Sonneborn e Tallan (dati
non pubblicati) hanno esaminato 419 cloni di P. aurelia originatisi per rigene-
razione da singoli frammenti di uno stesso macronucleo, senza osservare la
perdita di alcun allele. Io ne ho esaminati un totale di 538 ed in tutti ho
riscontrato la; presenza dei 2 alleli originari. Nell’ipotesi di una distribu-
zione casuale dei cromosomi macronucleari ai frammenti in cui si spezza il
macronucleo, si puo calcolare, entro un intervallo di fiducia del 95 °/,, che il
livello di ploidia deve variare fra 3207 e 4007 nel macronucleo originario,
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dato che questo produce da 32 a 40 pezzi. E evidente che nel caso di segre-
gazione di genomi intatti, secondo l'ipotesi di una struttura a subunitd del
macronucleo, una ploidia da 64 7 a 807 ¢& sufficiente a spiegare i risultati.

Dai dati suesposti si rileva che il livello di ploidia del macronucleo di
P. aurelia oscillerebbe almeno tra 807 e 400 7. Considerando questo alto
livello, a cui si perviene attraverso varie vie, non si pud per ora escludere:
nessuna-delle 2 alternative avanzate circa la organizzazione del macronu-
cleo, cio¢ a subunitd ognuna con genomi completi, oppure con cromosomi
in numero poliploide ma distribuiti casualmente.

Il macronucleo, come gia accennato, controlla completamente o quasi
il fenotipo (Sonneborn 1946), ma non si hanno prove sicure .che il micro-
nucleo sia completamento inerte. Moses (loc. cit.), basandosi sull’attivita
micronucleare durante la riproduzione vegetativa, altrettanto intensa quanto
quella del macronucleo, avanza l'ipotesi che i geni micronucleari non rag-
giungano l'espressione fenotipica, nel caso in cui i due nuclei abbiano costi-
tuzione genotipica diversa, perché soverchiati da quelli macronucleari molto
pitt numerosi. Da un punto di vista bio—istochimico non ci sarebbe infatti
alcuna differenza tra i due nuclei, almeno in P. caudatum ed in P. aurelia.
E ben noto tuttavia che forme amicronucleate di Ciliati possono vivere e ripro-
dursi per scissione in maniera normale, mentre forme amacronucleate vengono
prima o poi a morte. Si conoscono perd casiin cui I'assenza del micronucleo
ha una certa influenza nei fenomeni di rigenerazione e nel ritmo di scissione
(Tartar 1940, Schwartz' 1947, Miyake 1956). In vista anche di queste diffe-
renze qualitative nell’ambito del gruppo dei Ciliati, si potrebbe allora supporre
che la morte delle forme amacronucleate dipenda dalla incapacita di portare
avanti le sintesi necessarie per l'accrescimento e l'attivo metabolismo da
parte del micronucleo, data la sua ridotta mole, piti che da una sua inerzia
o inattivitd totale nel periodo di riproduzione vegetativa. Secondo Polyan-
skii e Raikov (1960) il dimorfismo nucleare dei Ciliati sarebbe infatti sorto
ed evoluto verso una poliploidizzazione del macronucleo proprio come risposta
all’aumento delle complicazioni strutturali e dell’attivita metabolica degli
stessi.

Per saggiare tali ipotesi, cioé se i geni micronucleari sono attivi ma
non vengono espressi perché in netta minoranza, e se la morte degli amacro-
nucleati ¢ dovuta a difetto di dosaggio e non ad inerzia micronucleare, ho
esaminato il comportamento di amacronucleati di 2. aurelia con un numero
variabile di micronuclei. Usando la tecnica della rigenerazione del macro-
nucleo durante la riproduzione sessuale autogamica, ho ottenuto alcuni
cloni eterozigoti in pili loci per marcatori sierotipici semidominanti nel macro-
nucleo e omozigoti invece nel micronucleo. Entrambi gli alleli dei vari loci
erano iespressi negli individui normali (Nobili 1961). Ho esaminato poi il
comportamento di amacronucleati con micronuclei a varia distanza di tempo
dalla loro origine e precisamente dopo 35, 10, 25 ore. In tutti i casi in cui la

\

reazione antigene—anticorpo si ¢ manifestata chiaramente, tutti gli ama-
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cronucleati hanno sempre risposto ad entrambi i sieri per i 2 alleli dei vari

loci esaminati. Per esempio la costituzione genotipica macronucleare era
ast g5t 32
a*9 432 g57

5t 432 5T . ; . .

g il fenotipo espresso dagli amacronucleati era congruente con la
costituzione genotipica del macronucleo assente, cio¢ era ancora eterozigote.
Per spiegare questi risultati si potrebbe pensare ad un effetto di omeostasi
epigenetica (Nanney 1958) od anche ad un «lag » citoplasmatico, anziché ad
una inattivita di tali geni nel micronucleo. Tuttavia se si tien conto che il
micronucleo ¢ rimasto allo stato omozigote per decine di generazioni vege-
tative ed alcune sessuali prima del prelevamento degli amacronucleati, ci si
aspetterebbe una prevalenza immediata o quasi dei geni micronucleari, non
appena il macronucleo ¢ stato rimosso, se tali geni nel micronucleo fossero
veramente attivi. Non essendosi verificata tale azione se ne deduce quindi
che in P. aurelia, nelle condizioni sperimentali usate e per i geni esaminati,
il micronucleo ¢ completamente zznerte anche nelle forme amacronucleate.

Tale inerzia si deduce pure per altra via. Le forme amacronucleate
vengono a morte in un tempo pitt 6 meno breve anche quando il numero dei
micronuclei ¢ tanto elevato da riportare il rapporto N/C entro limiti confa-
centi alla vitalitd, qualora il micronucleo stesso fosse attivo. Ho esaminato
infatti i rapporti N/C di amacronucleati appena formati, dopo 5 ore e dopo
20 ore. Su 25 individui per -ciascuna delle 3. classi il rapporto N/C medio &
risultato essere 0,00084; 0,00088; 0,0023 rispettivamente, con un campo di
variabilita da 0,0006 a 0,0052. Venticinque individui che avevano ricevuto
poco macronucleo al momento del loro formarsi presentano un rapporto
N/C iniziale medio di 0,0071, con campo di variabilitd da 0,0012 a 0,0099.
Da questi dati sintetici si rileva che vi & parziale sovrapposizione nei valori
dei raporti N/C tra forme amacronucleate con molti micronuclei e forme con
poco macronucleo. Tuttavia le prime vengono a morte, mentre le seconde
sono capaci di sopravvivere e riportarsi in condizioni normali (Nobili 1961).
Si deve pertanto concludere che anche quando non vi & differenza di dosaggio
genico, 'come nel caso sopra descritto, le forme amacronucleate muoiono
per la totale inerzia dei geni micronucleari. In questo caso infatti la quantita
di DNA ¢ la stessa, ma l'attivita risulta diversa, per cui il DNA micronu-
cleare deve considerarsi geneticamente inerte, almeno durante la vita vege-
tativa.

Probabilmente il ruolo preponderante del macronucleo ¢ legato non solo
alla poliploidizzazione, nelle forme che la presentano, ma anche al processo
di differenziamento che ha luogo durante il suo sviluppo a partire dal sinca-
rion; differenziamento che sembra essere sotto il controllo citoplasmatico.
Nei Ciliophora si avrebbe pertanto un nucleo (macronucleo) che si differenzia
durante lo sviluppo poliploidizzandosi e che & capace di rigenerare un nucleo
simile a se stesso senza sdifferenziarsi, ed un nucleo (micronucleo) non diffe-
renziatosi e capace solo di generare un nuovo macronucleo attraverso un
processo sessuale.

mentre quella micronucleare corrispondente risultava essere
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