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Zoologia. — I l  dimorfismo nucleare dei Ciliati: inerzia vegetativa 
del micronucleo ^ . Nota di R enzo N obili, presentata^ dal Corrisp. 
M. Benazzi.

Il dimorfismo nucleare è un ca rattere  peculiare dei Ciliophora. In questo 
subphilum  dei Protozoi si osservano in fa tti uno o più micronuclei ed uno o 
più m acronuclei, diversi tra  loro non solo per le dimensioni m a anche per il 
loro com portam ento  d u ran te  la riproduzione vegeta tiva e sessuale. Il m icro­
nucleo si divide mi to ccam en te  ad ogni scissione e m eioticam ente du ran te  
la riproduzione sessuale, m entre il m acronucleo si divide am itoticam ente o 
non si divide affatto  d u ran te  la scissione, e du ran te  la riproduzione sessuale 
viene di solito elim inato form andosene uno nuovo a partire  dal sincarion 
di origine m icronucleare. Si è ammesso e viene tu tto ra  rip o rta to  nei Testi 
che il micronucleo abbia funzioni generative, m entre il m acronucleo avrebbe 
p revalen tem ente funzioni trofiche. M a le ricerche più recenti hanno dim o­
s tra to  che al m acronucleo com pete il controllo genetico delle caratteristiche 
feno tipiche.

Anzi tu tto  occorre ricordare che il m acronucleo dei C iliati viene consi­
derato  in genere poliploide (l), fa tto  questo che differenzierebbe in m aniera 
netta il m acro - dal micronucleo; ciò è stato dedotto dalle sue dimensioni che, 
eccetto in D ilep tus , sono sem pre di gran lunga superiori a quelle del m icro­
nucleo. T u ttav ia  la presenza di cromosomi è ancora cosa congettu ra ta  più 
che accerta ta  (Canella 1957), anche se recenti lavori (Schwartz 1958, Saito 
1961, K aneda 1961) sem brerebbero indicare una s tru ttu ra  cromosomica 
all’in terno del m acronucleo. D a ricerche istochimiche risu lta  com unque 
che il m acronucleo è form ato essenzialm ente dagli stessi costituenti del 
micronucleo, e cioè DNA, RNA e proteine, presenti in q u an tità  uguali per 
u n ità  di volume nei due tipi di nuclei. Q uesti reperti si riferiscono a Para- 
mecikm  caudatum  (Moses 1950) e sono sta ti conferm ati anche per P. aurelia 
da W oodard e Swift (dati inediti). D a questo fa tto  si può presum ere che 
anche il DNA m acronucleare sia organizzato in cromosomi analogam ente a 
quello del micronucleo.

. ■(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Zoologia e Anatomia comparata dell’Univ. di Pisa.
(**) Nella seduta del io Marzo 1962.
(1) Il dimorfismo nucleare presenta manifestazioni di complessità crescenti all’interno 

dei Ciliati. In Stephanopogon mesnili (Lwoff 1936) sono presenti 2 nuclei simili per cui è 
impossibile distinguere tale dualismo; nei Loxodidae 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.
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L ’ipotesi di un m acronucleo poliploide ha ricevuto conferm a dalle ricer­
che genetiche com piute su varie specie di Ciliati, dopo che Sonneborn (1937) 
determ inò l’esistenza di tipi di coniugazione all’in terno  di popolazioni di 
P. aurelia. Le ricerche genetiche an z itu tto  hanno precisato che il fenotipo è 
sotto  il controllo genetico del m acronucleo (Sonneborn 1947); in secondo 
luogo che in caso di fram m entazione del macronucleo e successiva rigenera- 
zione di un m acronucleo da ciascun fram m ento, i m acronuclei così rigenerati 
hanno lo stesso genotipo del m acronucleo « paren te » che si era fram m entato  
per tu t t i  i loci s tud ia ti. D a ta  per certa  questa differenza fra i 2 tipi di nuclei, 
basa ta  sulla poliploidia del m acronucleo, si discute ancora circa l’organiz­
zazione ed il livello che questa poliploidia può raggiungere.

Nei casi di fram m entazioni natu ra li il num ero dei fram m enti varia da 
32 a 40, il che farebbe supporre che il macronucleo sia form ato da a ltre tta n ti 
subnuclei diploidi o poliploidi (Sonneborn 1947). Al microscopio elettronico 
(Dippel, da ti inediti) non si coglie una s tru ttu ra  subnucleare del m acro­
nucleo, né in Param eci né in Tetrahymena , però Alien e N anney (1958) 
stud iando  il meccanismo di stabilizzazione dei tipi di coniugazione in auto- 
coniuganti della varie tà  1 di T. pyrifo rm is  o ttennero  reperti spiegabili essen­
zialm ente sulla base di una s tru ttu ra  m acronucleare a subunità. In fa tti i 
da ti o tten u ti si ad a ttan o  perfe ttam en te  ad un modello m atem atico  form u­
lato ind ipendentem ente da Schensted (1958) sulla base di 45-50 subunità  
presenti in ogni m acronucleo appena divisosi. Contro l’idea di subunità  
m acronucleari s ta  l’ipotesi avanzata  da K im ball (1943) che il macronucleo 
sia un  «conten itore d isord inato»  (^grab-bag) a ltam ente poliploide di cromo­
somi. Quale sia il suo grado di poliploidia si può dedurre dal rapporto  tra  
DNA m icro - e DNA m acronucleare; a tal proposito W oodard e Swift hanno 
trovato  uh  rapporto  di 1 : 500. Se am m ettiam o una uguale concentrazione, 
come è s ta to  d im ostrato  in P. caudatum  (Moses loc. cit.), di DNA per u n ità  
di volume nel m icro e nel m acronucleo, allora il livello di ploidia dipende e 
varia con le dim ensioni del volume m acronucleare. In  P. aurelia  il livello di 
ploidia yarierebbe tra  200 e 600 n. Nello stock da me usato  oscillerebbe in 
m edia al m om ento della divisione tra  180 e 1200 n, cioè tra  90 e 600 ^  per 
cellule figlie sé la scissione del m acronucleo è regolare.

Si può dedurre il grado di, ploidia anche per a ltra  via, studiando cioè 
Param eci con m acronucleo rigenerato . Parténdo  da Un clone eterozigote, 
distinguibile 4a en tram bi gli om ozigoti per uno o più loci non associati, si 
può vedere se un allele della o delle coppie è andato  perduto  nella fram m enta­
zione m acronucleare e successiva rigenerazione. Sonneborn e T allan  (dati 
non pubblicati) hanno esam inato 419 cloni di P. aurelia originatisi per rigene­
razione da singoli fram m enti di uno stesso m acronucleo, senza osservare la 
perd ita  di alcun allele. Io ne ho esam inati un to tale di 538 ed in tu t t i  ho 
riscontra to  la, presenza dei 2 alleli originari. N ell’ipotesi di una d istribu­
zione casuale dei cromosomi m acronucleari ai fram m enti in cui si spezza il 
macronucleo, si può calcolare, entro  un intervallo  di fiducia del 95 °/0, che il 
livello di ploidia deve variare fra 320 n e 40o n  nel m acronucleo originario,
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dato  che questo produce da 32 a 40 pezzi. È evidente che nel caso di segre­
gazione di genomi in ta tti, secondo rip o te s i di una s tru ttu ra  a subun ità  del 
m acronucleo, una ploidia da 64 n a 80 n  è sufficiente a spiegare i risu ltati.

Dai dati suesposti si rileva che il livello di ploidia del macronucleo di 
P. aurelia  oscillerebbe almeno tra  80 n  e 4 0 0 ^ . Considerando questo alto 
livello, a cui si perviene a ttraverso  varie vie, non si può per ora escludere* 
nessuna delle 2 a lternative  avanzate circa la organizzazione del m acronu­
cleo, cioè a subun ità  ognuna con genomi completi, oppure con cromosomi 
in num erò poliploide m a d is trib u iti casualm ente.

Il m acronucleo, come già accennato, controlla com pletam ente o quasi 
il fenotipo (Sonneborn 1946), m a non si hanno prove sicure che il m icro­
nucleo sia com pletam ento  inerte. Moses (loc. cit.), basandosi sull’a ttiv ità  
m icronucleare d u ran te  la riproduzione vegetativa, a ltre ttan to  in tensa quanto  
quella del m acronucleo, avanza l’ipotesi che i geni m icronucleari non rag ­
giungano l’espressione fenotipica, nel caso in cui i due nuclei abbiano costi­
tuzione genotipica diversa, perché soverchiati da quelli m acronucleari molto 
più num erosi. D a un pun to  di vista bio-istochim ico non ci sarebbe in fa tti 
alcuna differenza tra  i due nuclei, almeno in P. caudatum  ed in P. aurelia. 
È  ben noto tu tta v ia  che forme am icronucleate di C ibati possono vivere e rip ro ­
dursi per scissione in m aniera norm ale, m entre forme am acronucleate vengono 
prim a o poi a m orte. Si conoscono però casi in cui l’assenza del micronucleo 
ha una certa influenza nei fenom eni di rigenerazione e nel ritm o di scissione 
(T a rta r 1940, Schw artz' 1947, M iyake 1956). In  vista anche di queste diffe­
renze qualita tive  nell’am bito del gruppo dei C ibati, si potrebbe allora supporre 
che la m orte delle forme am acronucleate dipenda dalla incapacità di portare  
avan ti le sintesi necessarie per l’accrescimento e l’attivo  m etabolism o da 
p a rte  del micronucleo, d a ta  la sua r id o tta  mole, più che da una sua inerzia 
o in a ttiv ità  to tale nel periodo di riproduzione vegetativa. Secondo Polyan­
skii e R aikov (i960) il dimorfismo nucleare dei C ibati sarebbe in fa tti sorto 
qd evoluto verso una poliploidizzazione del macronucleo proprio come risposta 
all’aum ento  delle complicazioni s tru ttu ra li e dell’a ttiv ità  m etabolica degli 
stessi.

Per saggiare tali ipotesi, cioè se i geni m icronucleari sono a ttiv i m a 
non vengono espressi perché in n e tta  m inoranza, e se la m orte degli am acro­
nucleati è dovu ta  a d ifetto  di dosaggio e non ad inerzia m icronucleare, ho 
esam inato  il com portam ento  di am acronucleati di P. aurelia  con un num ero 
variabile di m icronuclei. U sando la tecnica della rigenerazione del m acro­
nucleo du ran te  la riproduzione sessuale autogam ica, ho o ttenu to  alcuni 
cloni eterozigoti in più loci per m arcatori sierotipici sem idom inanti nel m acro­
nucleo e om ozigoti invece nel micronucleo. E n tram bi gli alleli dei vari loci 
erano espressi negli individui norm ali (Nobili 1961). H o esam inato poi il 
com portam ento  di am acronucleati con micronuclei a varia d istanza di tem po 
dalla loro origine e precisam ente dopo 5, io, 25 ore. In  tu tti  i casi in cui la 
reazione an tigene-an ticorpo  si è m anifesta ta  chiaram ente, tu tti  gli am a-



Renzo Nobili, I l dimorfismo nucleare dei Ciliati, ecc. 395

cronucleati hanno sem pre risposto ad en tram bi i sieri per i 2 alleli dei vari 
loci esam inati. Per esempio la costituzione genotipica m acronucleare era

a s i  ^ 5 1  ^ 3 2

—9 ^32 -~5X , m entre quella m icronucleare corrispondente risu ltava essere

a51 d 32 e51g5I ^32 -51 ; il fenotipo espresso dagli am acronucleati era congruente con la 
costituzione genotipica del m acronucleo assente, cioè era ancora eterozigote. 
Per spiegare questi risu lta ti si po trebbe pensare ad un effetto di om eostasi 
epigenetica (N anney 1958) od anche ad un « lag » citoplasm atico, anziché ad 
una in a ttiv ità  di tali geni nel micronucleo. T u ttav ia  se si tien conto che il 
micronucleo è rim asto  allo s ta to  omozigote per decine di generazioni vege­
ta tive  ed alcune sessuali prim a del prelevam ento degli am acronucleati, ci si 
aspetterebbe una prevalenza im m ediata o quasi dei geni m icronucleari, non 
appena il m acronucleo è s ta to  rimosso, se tali geni nel micronucleo fossero 
veram ente attiv i. Non essendosi verificata tale azione se ne deduce quindi 
che in P. aureliaì nelle condizioni sperim entali usate e per i geni esam inati, 
il m icronucleo è com pletam ente inerte anche nelle forme am acronucleate.

T ale inerzia si deduce pure per a ltra  via. Le forme am acronucleate 
vengono a m orte in un tem po più o meno breve anche quando il num ero dei 
m icronuclei è tan to  elevato da ripo rta re  il rapporto  N/C entro lim iti confa­
centi alla v ita lità , qualora il m icronucleo stesso fosse attivo . Ho esam inato 
in fa tti i rap p o rti N/C di am acronucleati appena form ati, dopo 5 ore e dopo 
20 ore. Su 25 individui per-ciascuna delle 3 classi il rapporto  N/C m edio è 
risu lta to  essere 0,00084; 0,00088; 0,0023 rispettivam ente, con un  campo di 
variab ilità  da 0,6006 a 0,0052. V enticinque individui che avevano ricevuto 
poco m acronucleo al m om ento del loro form arsi presentano un rapporto  
N/C iniziale medio di 0,0071, con campo di variabilità  da 0,0012 a 0,0099. 
D a questi dati sintetici si rileva che vi è parziale sovrapposizione nei valori 
dei rapo rti N/C tra  forme am acronucleate con m olti m icronuclei e forme con 
poco macronucleo. T u ttav ia  le prim e vengono a m orte, m entre le seconde 
sono capaci di sopravvivere e riportarsi in condizioni norm ali (Nobili 1961). 
Si deve p ertan to  concludere che anche quando non vi è differenza di dosaggio 
genico, come nel caso sopra descritto , le forme am acronucleate muoiono 
per la to tale inerzia dei geni m icronucleari. In questo caso in fa tti la q u an tità  
di DNA è la stessa, m a l’a ttiv ità  risu lta  diversa, per cui il DNA m icronu­
cleare deve considerarsi geneticam ente inerte, almeno du ran te  la v ita  vege­
ta tiva .

P robabilm ente il ruolo preponderan te del m acronucleo è legato non solo 
alla poliploidizzazione, nelle forme che la presentano, m a anche al processo 
di differenziam ento che ha luogo du ran te  il suo sviluppo a partire  dal sinca- 
rion; differenziam ento che sem bra essere sotto il controllo citoplasm atico. 
Nei Ciliophora si avrebbe pertan to  un nucleo (macronucleo) che si differenzia 
du ran te  lo svijluppo poliploidizzandosi e che è 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 m acronucleo attraverso  un 
processo sessuale.
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