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Citologia. — / cariotipi i Triturus marmoratus ¢ T. cristatus
studrati con il «C-staining method » . Nota di Grorcio MANCINO,
MATiLDE RAGGHIANTI e STEFANIA Bucct INNOCENTI, presentata )
dal Socio M. Benazzi.

SUMMARY. — The mitotic chromosomes of the newt species 7riturus marmoratus and
7. cristatus were submitted to the C-staining method.

All the centromeres are darkly stained and single darkly stained bands are induced
on both sides of the centromere regions as well as on various chromosomes in subterminal
position. Therefore, the C-bands allow the identification of the single elements of the comple-
ments and their more exact arrangement into karyotypes. In both species, the sex chromosomes
show an extensive dark segment along the long arm corresponding to the heteromorphic
region of lampbrush chromosomes I. In spite of the different number and location of the
nucleolus-organizing regions and some discrepancies concerning certain subterminal bands,
the two karyotypes appear of similar morphology and structure. There is no evidence for
extensive structural rearrangements: probably 7. marmoratus and T. cristatus have mostly
undergone a certain differentiation caused by allelic changes in single genetic loci during
the processes of karyological evolution and speciation.

INTRODUZIONE

La tecnica della bandeggiatura cromosomica secondo Pardue e Gall
(1970) ¢ stata recentemente applicata ai cromosomi di Urodeli, nei quali si
¢ rivelata particolarmente efficace per una piut sicura identificazione dei sin-
goli elementi del corredo e, di conseguenza, per una pill approfondita analisi
comparativa dei cariotipi di specie sistematicamente affini ed aventi lo stesso
numero cromosomico (Nardi, Ragghianti e Mancino, 1973). Si ¢ ritenuto
percio utile estendere questa tecnica anche a 77iturus marmoratus e a T.
cristatus che, per la loro stretta affinitd sistematica, sono stati racchiusi nella
stessa superspecie (Lantz, 1947; Spurway, 1953) e sono in grado di dare I'ibrido
Fy Triturus blasii de 1'Isle (1862), nelle zone di sovrapposizione del loro areale
(cfr. Vallée, 19350).

I dati ottenuti nel presente lavoro hanno fornito un quadro cariologico
che precisa ulteriormente il grado di differenziamento cromosomico raggiunto
dalle due specie nel corso dei processi di speciazione.

MATERIALE E TECNICA

Le specie prese in esame sono 77iturus marmoratus (Latreille, 1800) e
Triturus cristatus carnifex (Laurenti, 1768).

L’areale della prima specie comprende la penisola iberica ad eccezione del
sud—est, estendendosi anche in Francia oltre i Pirenei a sud di una linea che

(*) Istituto di Istologia e Embriologia dell’Universita di Pisa, Via Volta 4, Pisa. Ricerche
eseguite con il contributo del C.N.R., Roma.
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37. — RENDICONTI 1973, Vol. LV, fasc. 5.



560 Lincei — Rend. Sc. fis. mat. e nat. — Vol. LV — novembre 1973

approssimativamente unisce la Normandia alla Borgogna. L’areale di 7.
¢. carnifex ricopre, invece, tutta la penisola italiana dal livello del mare a
m 1850, la Svizzera a sud delle Alpi, la Jugoslavia settentrionale, le regioni
alpine dell’Austria a sud del Danubio; puo estendersi inoltre fino all’Albania
(cfr. Thorn, 1968).

Entrambe le specie presentano il numero cromosomico 7 = 12, 2 7 = 24
comune alla maggior parte dei Salamandridi. Il loro cariotipo & stato analiz-
zato dettagliatamente su piastre metafasiche ottenute da tessuti diversi (testi-
colo, intestino e coda in rigenerazione). Le preparazioni sono state allestite
seguendo la tecnica introdotta da Pardue e Gall (1970) e successivamente
descritta in dettaglio da Gall e Pardue (1971), omettendo I'uso di RNA radio-
attivo ed usando HCI a concentrazione 1 N. Gli esemplari erano preventiva-
mente iniettati intraperitonealmente con 0,15 ml di Colcemid (Ciba; 1 mg/ml).
Dopo 24 h, il materiale era fissato in 1 : 3 acido acetico—alcool etilico e disso-
ciato in acido acetico al 45 %. Le preparazioni cromosomiche sono state infine
allestite secondo la consueta tecnica definita « dry-ice method ».

La nomenclatura che si riferisce alla morfologia dei cromosomi in base
alla posizione del centromero ¢ in accordo con la terminologia proposta da
Levan, Fredga e Sandberg (1964); quella che si riferisce alla bandeggiatura ¢
in accordo con le norme stabilite nel corso della Conferenza di Parigi (1971).

RISULTATI E DISCUSSIONE

Poiché lo scopo del presente lavoro ¢ essenzialmente quello di presentare
i dati relativi al « banding pattern» e alla caratterizzazione dei cariotipi di
T. marmoratus e di 7. ¢c. carnifex, presenteremo i risultati ottenuti dall'impiego
della tecnica precedentemente menzionata separatamente per le due specie.

A) T marmoratus

@) Regione centromerica.

~Tutti i cromosomi del corredo presentano un centromero evidenziato da
un granulo piuttosto spesso o da un tratto che risulta colorato intensamente
seguendo il « C—staining method» (Tav. I; Tav. II, fig. 1); particolarmente
evidente ¢ la regione centromerica del cromosoma XII.

6) Bande pericentriche.

Ai lati della regione centromerica sono presenti tratti semplici che con il
Giemsa risultano colorati in scuro. Queste bande, definibili per la loro posi-
zione come pericentriche, in alcuni cromosomi (IX, X e XI) sono ben evidenti
su entrambi i bracci, mentre in altri sono presenti solo sul braccio corto
(I,Vi e VIIT) o sul braccio lungo (XII) (Tav. I; Tav. II, fig. 1). Sottili tratti
pericentrici sono talora presenti anche sul braccio corto dei cromosomi II,
III, TV, V e VII e sul braccio lungo dei cromosomi II, VI, VII e VIII.
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Fig. 1. - Metafase spermatogoniale di T. marmoratus. 1 cromosomi del sesso sono indi-
cati con *. Ulteriori spiegazioni nel testo.

Fig. 2. - Cromosomi di piastra metafasica somatica di T. marmoratus. Con -s & indi-
cata la regione nuclelo-organizzatrice del cromosomi X; con * un cromosoma del sesso.
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¢) Bande subterminali.

L’uso del « C—staining method » determina bande subterminali, ben evi-
denti anche nell’adulto, sul braccio lungo dei cromosomi II e III (Tav. I;
Tav. 11, fig. 1); quella presente sul cromosoma II appare talvolta come una
estesa area subterminale (Tav. I).

d) Regione nucleolo—organizzatrice.

Nel corredo di 7' marmoratus & presente una sola coppia di regioni nu-
cleolo-organizzatrici, precisamente sul braccio lungo del cromosoma X in
posizione subterminale (Nardi e Mancino, 1971). Questa regione generalmente
appare come un tratto chiaro dopo trattamento dei cromosomi mitotici con il
«C-staining method » (Tav. II, fig. 2); tuttavia in alcune preparazioni & pos-
sibile osservare un granulo o un sottile tratto scuro ai bordi della costrizione
nucleolare. Questo dato ¢ in accordo con le osservazioni compiute, anche su
altro materiale e con procedimenti tecnici diversi, da precedenti Autori, quali
Ganner e Evans (1971), Vosa e Marchi (1972) e Labrousse, Guillemin e Gal-
lien (1972). Questi ultimi Autori, in particolare, applicando la tecnica del Giem-
sa a pH = 9 nella specie Pleurodeles waltliz, non hanno osservato alcuna
banda colorata in scuro a livello delle costrizioni secondarie delimitanti il
satellite dei cromosomi III e XI, che rappresentano la coppia dei cromosomi
nucleolari della specie.

¢) Regione eteromorfa dei cromosomi del sesso.

I due cromosomi partner del bivalente Jampbrush 1, caratterizzati da
lunghezza diversa e da una vasta regione eteromorfa ed achiasmatica che si
estende sul braccio lungo, sono stati considerati gli eterocromosomi della specie
(Mancino e Nardi, 1971; Nardi, Ragghianti e Mancino, 1972). Colorando le
mitosi con il Giemsa, il segmento di cromosoma I, corrispondente alla regione
eteromorfa, risalta per intensita di colorazione sulla restante porzione cromo-
somica (Tav. I; Tav. II, fig. 1); tale comportamento degli eterocromosomi
& stato notato in entrambi i sessi.

B) 7. cristatus carnifex

@) Regione centromerica.

Il centromero & evidenziato dalla tecnica impiegata su tutti i cromosomi,
ma appare spesso rappresentato da un granulo scuro di dimensioni piti ridotte
rispetto a quelle rilevate in 7. marmoratus (Tav. 111, Tav. IV).

b) Bande pericentriche.

Anche in questa specie si evidenziano bande pericentriche semplici su
entrambi i bracci dei cromosomi VIII, IX, X, XI e XII e sul braccio corto
dei cromosomi I, V e VI. Tratti pit sottili e meno evidenti sono talora presenti
anche sul braccio corto del cromosoma III e su entrambi i bracci dei cromo-
somi IV e VII (Tav. ITI, Tav. IV).
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¢) Bande subterminali.

In T. ¢. carnifex sono rilevabili con il Giemsa bande subterminali sui cro-
mosomi I, V e VIII (Tav. III, Tav. IV). E possibile avanzare una spiegazione
delle discrepanze fra questa specie e 7. marmoratus solo per le bande subter-
minali del V e dell’VIIL. Confrontando infatti le mappe dei rispettivi Zamp-
brush chromosomes si & visto che questi elementi in 7. ¢. carnifex portano sfere
inserite in posizione subterminale (Callan e Lloyd, 1960 @), mentre in 7.
marmoratus mancano completamente di sfere (Nardi, Ragghianti e Mancino,
1972). -

d) Regioni nucleolo—organizzatrici.

Le due regioni nucleolo—organizzatrici del corredo sono presenti, in posi-
zione subterminale, sul braccio corto del cromosoma VI e, in posizione pres-
soché mediana, sul braccio corto del cromosoma IX (Mancino, Nardi e Rag-
ghianti, 1972). In tutti i preparati esaminati, in corrispondenza di tali regioni
non ¢ stato individuato alcun granulo colorato in scuro dal Giemsa.

¢) Regione eteromorfa dei cromosomi del sesso.

Come in 7. marmoratus, anche in T.. c. carnifex i cromosomi della coppia I
presentano un’estesa regione del braccio lungo fortemente colorata dopo trat-
tamento con il Giemsa (Tav. III, Tav. IV). Rispetto al bivalente Zampbrush 1,
costituito dagli eterocromosomi (Callan e Lloyd, 1960 4), si ritiene che tale
regione possa corrispondere al tratto caratterizzato da Joops eteromorfi e da
costante assenza di chiasmi.

Dall’esame comparativo dei cariotipi di 7. marmoratus e 7. cristatus
carnifex & possibile rilevare che i singoli elementi mostrano una soddisfacente
corrispondenza nei corredi delle due specie non solo per morfologia e dimen-
sioni, ma anche per struttura generale. Infatti, tenendo presente che le
« C—bands » possono essere considerate regioni ad eterocromatina costitutiva
(Pardue e Gall, 1970; Arrighi e Hsu, 1971; Yunis e Yasmineh, 1971) proba-
bilmente ricca in DNA ripetitivo (cfr. Cooper e Hsu, 1972), I'affinitd struttu-
rale tra i due cariotipi pud essere dedotta sia dal comportamento pressoché
identico dei centromeri di tutti i cromosomi di fronte al Giemsa sia dal pattern
di bandeggiatura che in diversi cromosomi appare caratterizzato da bande
in ugual numero e localizzazione. In entrambi i corredi, inoltre, i partners
della coppia I, ritenuti i cromosomi del sesso, presentano una estesa regione,
corrispondente a quella eteromorfa sul rispettivo bivalente lampbrush, che
reagisce in maniera identica alla tecnica impiegata.

Non sono invece emerse prove sicure che 7. marmoratus e T. cristatus
carnifex differiscano per estesi riarrangiamenti strutturali. Al momento attuale,
il differenziamento delle due specie appare quindi legato principalmente a
cambiamenti allelici avvenuti a livello di singoli loci genetici, come & stato
rilevato dallo studio delle variazioni morfologiche dei Joops giganti e di altri
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landmarks sui lampbrush chromosomes (cfr. White, 1969; Nardi, Ragghianti
e Mancino, 1970; Mancino, Nardi e Ragghianti, 1972; Mancino, 1973). Dal
presente studio ¢ emerso infine che anche gli organizzatori nucleolari contri-
buiscono a differenziare i due cariotipi; tuttavia non sono ancora chiari i
meccanismi che hanno portato ad un numero diverso di regioni nucleolo—
organizzatrici nelle due specie né I'importanza di questa diversificazione strut-
turale ai fini dell’evoluzione cariologica e della speciazione.
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