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Biologia. — Contenuto in DNA nei nuclei postcinetici in due
popolazioni cromosomicamente differenti di Rattus rattus (L.). Nota
di ErnEsTO CAPANNA ™ e MARIA GABRIELLA MANFREDI RoMA-
NINI ™ presentata dal Socio A. STEFANELLI.

SUMMARY. — An histophotometrical evaluation of the DNA content in post-kinetic
nuclei has been performed in the two karyological forms of Rattus rattus (L.), i.e. the Japa-
nese one with 42 chromosomes complement and the European one with 38 chromosomes,
and in Rattus norvegicus (Erxl.). Statistically significant differences have been demonstrated
between the two chromosomal forms of Ra#fus rattus and this datum has been discussed in
order to interpret the interrelationships between karyotypic transformation and DNA content
variation. Hypotheses on the evolution of the karyotype within the subgenus Ra#fus Fisher
and taxonomical speculations have also been proposed.

E ormai accertato, dopo le osservazioni di Bianchi e a/. (1969) [1],
Yosida ef al. (1969) [2], Yong (1969) [3] e di uno di noi (Capanna et al.,
1969 [4] e 1970 [5]), che esistono due popolazioni cromosomicamente distinte
nell’ambito della specie nominale Rattus rattus (L.). La prima popolazione &
distribuita in una limitata area, che va dal sud-est asiatico al Giappone, ed &
caratterizzata da un cariotipo a 42 cromosomi che pud nel suo ambito variare
per processi robertsoniani (Yong, 1971 [6]) inversioni pericentriche (Yosida,
1965 [7]; 1971 [8], Yong e Dhaliwal [9] (1970)) o polisomia (Gropp et al.
1970 [10]). Una seconda popolazione caratterizzata da un cariotipo a 38
cromosomi & presente in un vasto areale che va dal Sud-America (Bianchi
et al., 1969 [1]) all’Europa occidentale (Capanna e a/., 1970 [3], 1971a [11])
allAustralia e la Nuova Guinea (Yosida e a/. (1969) [2] ed all’ Africa
(Capanna e /., 1971 b [12]). I1 cariotipo di questa popolazione & rigorosa-
mente costante dal punto di vista morfologico e differisce da quello a 42
cromosomi per la fusione centrica di 4 coppie di acrocentrici che hanno dato
luogo a due coppie di grandi autosomi metacentrici; anche due inversioni
pericentriche sono intervenute nella trasformazione del cariotipo a 42 cro-
mosomi in quello a 38, vale a dire nel trasformare un grande ed un piccolo
acrocentrico in submetacentrici di pari dimensioni che caratterizzano ulte-
riormente il cariogramma del ratto a 38 cromosomi (vedi fig. 1).

Ci ¢ sembrato pertanto opportuno, nell’ambito di quegli studi che da
qualche anno stiamo conducendo (Capanna e Manfredi Romanini, 1971 [13],
Manfredi Romanini e a/., 1971 [14]) sulle variazioni del contenuto nucleare
in DNA in rapporto ai meccanismi di evoluzione del cariotipo, confrontare

(*) Pervenuta all’Accademia il 30 luglio 1971.
(**) Istituto di Anatomia Comparata dell’Universitd di Roma.
(¥*%) Istituto di Antropologia dell’Universitd di Pavia.
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tale contenuto in DNA nei nuclei di due forme cariologicamente differenti
. (38 e 42 cromosomi) ma appartenenti alla stessa specie nominale. Non solo,
ma abbiamo voluto confrontare il contenuto in DNA anche in una altra specie
del genere Rattus, vale a dire Rattus norvegicus (Erxl.) che pur possedendo
un cariotipo a 42 cromosomi mostra numerose affinita morfologiche che lo
fanno somigliare pili a Rattus rattus a 38 cromosomi che non alla forma a 42
cromosomi (Grande e piccolo submetacentrico — vedi Takagi e Makino, 1966
[15]) (vedi fig.). Cio al fine di poter effettuare una discussione che non fosse
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Fig. 1. — Confronto tra I’assetto autosomico aploide e gli eterocromosomi di Ra#fus rattus,

popolazione giapponese a 42 cromosomi (@), Rattus rattus, popolazione europea a 38 cromoso-

mi (8) e Rattus norvegicus (c). La freccia indica i cromosomi interessati nella fusione centrica,
la linea tratteggiata i processi di inversione pericentrica.

limitata al ristretto ambito della trasformazione del cariotipo all’interno
della specie nominale Rattus rattus ma estesa almeno all’evoluzione del cario-
tipo del sottogenere Rattus Fischer; infatti le due specie R. rattus e R. norvegicus
pur appartenendo a due distinti gruppi di specie (sezsu Ellerman, 1941 [16]),
sono ritenute dallo stesso Ellerman molto affini.
*
* *

Abbiamo esaminato 4 Raftus raftus (2 maschi e 2 femmine) provenienti
da una popolazione inglese, gid precedentemente studiata da uno di noi
(Capanna ef a/., 1971 [11]) e risultata con cariotipo a 38 cromosomi; 3 Rattus
rattus (2 maschi ed 1 femmina) provenienti dagli allevamenti del National
Institute of Genetics di Misima (Giappone) @) studiati da Yosida ez aZ. (1971) [8]
e'risultati a 42 cromosomi; 4 Rattus norvegicus (2 maschi e due femmine)
di ceppo Wistar. Per ogni animale impiegato abbiamo controllato il cariotipo
con il metodo del midollo rosso delle ossa.

Il metodo utilizzato per la valutazione del contenuto in DNA & stato
quello istofotometrico; due strisci di sangue per individuo e strisci di sangue

(1) Gli Autori ringraziano il prof. Tosihide H. Yosida, del « National Institute of Gene-
tics » di Misima (Giappone) che ha inviato loro i ratti a 42 cromosomi utilizzati per questo
lavoro.
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umano normale, utilizzato come parametro di controllo sono stati sottoposti
contemporaneamente alle stesse modalita tecniche di fissazione (formalina
al 10 %, per 20') e di colorazione (Feulgen-reazione con idrolisi a temperatura
ambiente per 1h con HCI 5N e reattivo di Schiff classico); per ogni striscio
sono stati rilevati i dati di contenuto in DNA e di area nucleare relativi a 25§
linfociti. E stato utilizzato I'istofotometro di Zeiss in luce monocromata A 550,
con un diaframma di campo ed un sistema ottico tali da intercludere 1,02 2
per ogni lettura. Su ogni nucleo sono state eseguite 2 o 3 letture ed & stato
utilizzato il valore medio di queste. I valori di contenuto di DNA sono riferiti
in unitd arbitrarie (u.a.), mentre i valori delle aree sono stati dati in p2, calco-
lati in base alla formula A = D;Ds7/4 dove D; e Dz sono le lunghezze
dei due diametri ottenute mediante I'uso del micrometro filare di Baush
e Lomb applicato ad uno degli oculari del dispositivo microscopico annesso
al fotometro. Le aree nucleari sono ritenute proporzionali al volume nucleare
in base all’effetto Korson (vedi Gerzeli, 1955 [17]). Sui dati ottenuti & stata
condotta I’analisi statistica dell’errore standard (s.e.) ed il confronto tra le
medie di diversi gruppi di osservazione con ’analisi del «#» di Student, sia
per quanto riguarda i dati del valore del contenuto del DNA nucleare, sia
per quelli delle aree nucleari. '

I dati analitici ottenuti e le medie relative sono riportati nella Tabella I.

Per quanto riguarda i volumi nucleari & da notare, almeno in via pre-
liminare, che tali valori sono sempre molto variabili e appaiono generalmente
correlati ai valori di contenuto in DNA nucleare nel confronto tra le due
forme di Rattus rattus a 38 e 42 cromosomi. Una correlazione non & invece
dimostrabile nel confronto tra Rattus rattus e Rattus norvegicus.

Il dato pil interessante che emerge dalle presenti osservazioni & la pre-
senza di una differenza, significativa statisticamente, tra il contenuto in DNA -
nei nuclei postcinetici delle due forme cromosomiche della stessa specie nomi-
nale Rattus rattus, contenuto che & maggiore nella forma a 42 cromosomi
ed inferiore in quella a 38, per un valore del 5,60 %, del valore totale del conte-
nuto in DNA del cariotipo a 42 cromosomi.

Sembrerebbe dunque una facile deduzione pensare che il processo di
fusione centrica comporti una perdita di materiale ereditario se tuttavia il
confronto Rattus norvegicus—Rattus rattus a 42 cromosomi non dimostrasse
il contrario. Infatti un decremento, parimenti significativo e della stessa entit3,
si osserva tra Rattus rattus a 42 cromosomi e Rattus norvegicus in assenza
di fusioni centriche. Non solo, ma Rattus rattus a 38 cromosomi e Rattus
norvegicus mostrano gli stessi valori del contenuto in DNA nucleare. Se
pertanto dobbiamo escludere che il processo robertsoniano sia la causa di
tale perdita, come gid riteniamo di aver dimostrato servendoci di osserva-
zioni su altri Roditori (Mus musculus € Mus poschiavinus: Manfredi Romanini
et al., 1971 [14]), non rimane che indiziare come responsabili del decremento
in DNA le trasformazioni non robertsoniane che, per 'appunto, fanno diver-
sificare il cariogramma a 42 cromosomi di Rattus rattus tanto da quello a 38
cromosomi della stessa specie nominale, quanto da quello di Rattus norvegicus,
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TABELLA 1.

PARTE I. — DATI ANALITICI

ESEMPLARI ESAMINATI

Contenuto in DNA : unitd arbitrarie
(media su 25 misure)

Area nucleare : p.2
(media su 25 misure)’

Specie sex | 27| n. I° striscio 2° striscio 1° striscio 2° striscio
Rattus rattus . . . 38 I 9.23 7.64 21.71 14.92
Rattus rattus . . . 38 | II 8.00 7.93 20.45 17.72
Rattus raftus . . .| @ | 38| 1 8.07 7.81 15.52 14.29
Rattus rattus . . .| @ | 38| II 8.17 8.79 18.37 23.95
Rattus rattus . . . 42 I 8.79 8.73 18.697 23.95
Rattus rattus . . . 42 | 1II 8.86 8.41 22.78 35.71
Rattus rattus . . . 42 I 8.59 9.14 21.2I 22.71
Rattus norvegicus .| 3 | 42 I 8.41 8.43 24.23 25.80
Rattus norvegicus . 42 | 1I 8.66 7.54 23.78 36.43
Rattus norvegicus .| Q | 42 I 9.14 8.92 33.33 37.33
Rattus norvegicus .| @ | 42 | 11 6.78 8.90 59.57 51.75

PARTE II. — VALORI MEDI E CONFRONTO TRA LE MEDIE
CLassI Contenuto in DNA : unita arbitrarie Area nucleare : u?
; <+ errore standard -+ errore standard

Specie sex 2n

Rattus rattys . . . 3 38 r8.3oi 0.10 4 24.16 + 1.08\
: ~ /8.25io.09<]— P 21.10 4 0.635
Rattus rattus . . . 38 1 821 + o.15 f 18.03 -+ 0.59
‘ +P5%
Rattus ratius . . . 3 42 |—8.7o;}; 0.13\ ‘ 26.02 4 1.07
' ~ 87540.114= ~ >24.67i 0.77
Rattus rattus . . . 42 1886+ 0.22 | 21.96 -+ 0.79
+P19,
Rattus norvegicus . a8 42 i—8.26 + 0.09 27.56 + 0.73 N
~ >8.35:1:o.12 /36.5531: 1.03
Rattus norvegicus . 42 L8.43:{: 0.22 = 45.54 4 1.46

Nota: II segno - indica la presenza di una differenza significativa al test del «#» di Student;

P 59, indica il livello di tale significativita.

P1% o
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vale a dire le inversioni pericentriche responsabili della formazione dei quattro
submetacentrici.

Si potrebbe perd anche logicamente ipotizzare che la perdita di DNA
rilevata istofotometricamente sia da ritenersi dovuta o ad eterocromatinizza-
zione di DNA autosomico (Noescke, 1971 [18]) ovvero alla presenza di
minime delezioni e trasformazioni puntiformi, non rilevabili morfologica-
mente, differenti nelle due forme cariologiche della stessa specie nominale,
indici entrambi di una diversitd considerevole a livello di geni tra tali forme
cariologiche. Riemerge dunque, alla luce di diverse considerazioni la oppor-
tunitd, gia proposta sulla base di evidenze morfologiche e zoogeografiche
da uno di noi (Capanna e# a/., 1971 b [12]) di considerare solo provvisoriamente
le due forme cromosomiche (specie cromosomiche?) come appartenenti alla
stessa specie nominale, in attesa di una definizione meramente tassonomica
del problema.

~Rimane tuttavia cromosomicamente polimorfa la popolazione sud—est
Asiatica di Rattus rattus con cariotipo a 42 (o pilt) cromosomi e va rilevato a
questo riguardo l'interessante situazione di una popolazione cromosomicamente
polimorfa che sovrappone il suo areale di distribuzione su quello che ¢& ritenuto
I'areale di origine del genere Rattus e che in tale areale questa specie ¢ polimorfa
anche dal punto di vista morfologico, tale che Ellerman (1941 [16]) vi pud rico-
noscere ben 143 «forme ». Polimorfismo cromosomico e morfologico si accom-
pagnano nel caso della popolazione asiatica di Rattus rattus proprio come Chalin
e Matthey (1971 [19]) ritengono debba avvenire nella fase che precede la diffe-
renziazione cladogenetica in una evoluzione simpatrica. Questa situazione
€ ora caratterizzata, a seguito delle presenti ricerche da un contenuto in DNA
maggiore di quanto non si osservi in specie che ¢ lecito ritenere diversificate a
partire dallo stesso pool di forme cariologicamente e morfologicamente poli-
morfe, come verosimilmente & avvenuto per Rattus rattus a 38 cromosomi,
Rattus norvegicus ed altre specie del subgenere Rattus. Quasi che il processo
di diversificazione cladogenetica comporti la eliminazione od il mascheramento
per eterocromatinizzazione dei geni non pili operanti in seguito alla specializ-
zazione in una determinata nicchia.
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