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Zoologia. —  Contributo alla cariologia dei Tardigradi. Osserva
zioni su Macrobiotus hufelandii(* (**)}. Nota di R o b e r t o  B e r t o l a n i , 

presentata dal Socio A. S t e f a n e l l i .

SUMMARY. ■— The chromosome num ber in M . hufelandii is 2 n =  12 and n =  6 as 
in two other species of Macrobiotus (M .rich tersi from Pisa and M . harmsworthi). The results 
differ from previous data  which have stated 2 n =  14 in M . hufelandii females. It is 
supposed tha t a t least two sibling species are included in M . hufelandii.

L a classificazione dei T ard ig rad i presenta spesso notevoli difficoltà e 
incertezze [1] poiché i pochi caratteri d istintivi (apparato boccale, cuticola 
e suoi processi, unghie e ornam entazioni dell’uovo) possono presentare u n ’am 
pia variabilità nell’am bito della stessa specie; essendo stato possibile l’alle
vam ento solo in pochi casi, non si è riusciti a verificare se tali variazioni 
siano specifiche, o se vi siano più specie comprese sotto lo stesso nome. Il 
medesimo discorso vale per specie classificate con nome diverso, m a che 
tu ttav ia  presentano solo piccole variazioni tra  loro (per esempio: gli Echiniscus 
della serie blumi—canadensis). L ’esistenza di questi problem i ha suggerito 
di in traprendere un esame cariologico sui Tardigradi. Questo lavoro si 
inserisce in un piano di ricerca del nostro Istituto inteso all’individuazione 
di specie siblings la cui esistenza è già stata dim ostrata in alcuni Crostacei 
rizocefali [2].

I dati bibliografici sulla cariologia dei T ardigradi sono scarsi e non 
sempre attendibili, sia perché rappresentano osservazioni incidentali nel 
corso di ricerche eseguite con altri intenti, sia perché sono ottenuti con 
m etodi non molto idonei (sezioni istologiche), sia perché i corredi cromosomici 
a volte sono attribu iti a specie entrate in sinonim ia o insufficientemente 
descritte. Basse [3] asserisce che piastre equatoriali di gonadi femminili in 
Macrobiotus hufelandii presentano circa («etwa ») 14 cromosomi. H enneke [4] 
in Macrobiotus macronyx, che in realtà è un Hypsibius (H . dujandini o H. au
gusti secondo M arcus), osserva elementi della gonade femminile e maschile 
con 5 cromosomi, m a non decide se si tra tta  del num ero aploide o diploide. 
Von W enck [5] in Macrobiotus lacustris (anche in questo caso si tra tta  di un 
Hypsibius; secondo M arcus H. augusti) descrive la prim a divisione m aturativa 
delle uova con 5 bivalenti, assai piccoli, m a ben separati tra  loro; l’Autore 
descrive inoltre io  cromosomi nelle cellule em brionali. M arcus in un lavoro 
sull’em briologia dei T ardigradi [6] ed in una monografia [7] cita alcuni num eri 
cromosomici osservati negli ovociti dopo la formazione del corion: 14 per

(*) Ricerca eseguita nell’Istituto di A natom ia Com parata dell’U niversità, Via Beren
gario, 14, 41100 Modena.

(**) Nella seduta del 18 giugno 1971.
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Macrobiotus hufelandii, 12 per Hypsibius convergens e Tf. harmasworthi, 
io  per altre specie di Hypsibius, per esempio. IL  megalonyx (sin. H. augusti). 
L ’A utore inoltre rappresenta e descrive nelle m etafasi I degli ovociti di IL. 
convergens 6 tetradi. Più recentem ente A m m erm ann [8, 9] osserva in H. dujar- 
dini 5 bivalenti nelle m etafasi I degli ovociti e io  cromosomi nelle mitosi 
em brionali. In  un precedente lavoro [io] ho accertato l’esistenza in M . rich- 
tersi di una popolazione bisessuata con 6 bivalenti nelle m etafasi meiotiche 
e 12 cromosomi nelle mitosi, e di u n ’altra  popolazione partenogenetica con 
18 cromosomi nelle m itosi ovocitarie e somatiche. Avendo osservato che anche 
in M . hufelandii vi sono popolazioni bisessuate e popolazioni prive di 
m aschi [11], in questa N ota riferisco i risu ltati delle prim e osservazioni su 
questo T ardigrado, sia come prem essa all’esame delle popolazioni prive di 
maschi, sia come inizio di un esame cariologico di questi animali; infatti 
M. hufelandii, forse perché è una specie cosmopolita, presenta una notevole 
variabilità nei caratteri morfologici, che ha fatto sospettare l ’esistenza di 
popolazioni sistem aticam ente distinte [12].

Per questa ricerca ho utilizzato circa 450 esemplari di Macrobiotus hufe
landii Schultze appartenenti a popolazioni bisessuate, dove ho riscontrato 
un  rapporto-sessi di circa 1 : 1, e che sono state raccolte nelle zone appenni
niche delle provincie di M odena e Reggio Em ilia [11]. I T ardigradi sono 
stati estratti da m uschi e licheni inum iditi con acqua distillata (per 30 m in - 
6 h), sono stati isolati dai vari detriti ed esam inati m  vivo. Per il com pleta
m ento della diagnosi sistem atica gli anim ali e le uova sono stati trasporta ti 
su un vetrino e m ontati in polivinil—lattofenolo e sono stati classificati 
secondo i criteri di R am azzotti [12] e di M arcus [13]. Per l’analisi cariologica, 
dopo vari ten tativ i con orceina acetica, carminio acetico e con il m etodo di 
Feulgen, ho preferito l ’orceina aceto-lattica per la costanza e nitidezza dei 
preparati; pertanto  i T ard igrad i sono stati posti in una salierina con pochissima 
acqua alla quale sono state aggiunte alcune goccie di orceina aceto-lattica; 
nella salierinq, coperta da un vetro, si è effettuata la colorazione (12—70 ore); 
i singoli anim ali sono stati quindi raccolti al binoculare con una sottile pipetta 
e trasferiti singolarm ente su un vetrino in una goccia di nuova orceina aceto- 
lattica e infine coperti da  un coprioggetto. Il preparato  è stato sottoposto 
ad una verifica tassonom ica ed è stato m isurato l’animale. Successivamente, 
quando il caso lo richiedeva, veniva effettuato uno schiacciamento, più o 
m eno spinto* per m ettere meglio in  evidenza i cromosomi ù). Il metodo 
descritto ipon può essere standardizzato per tu tti i Tardigradi; infatti H yp
sibius , m a soprattu tto  M ilnesium  e gli Echiniscidi, si colorano appena o non si 
colorano affatto se i tessuti restano all’interno della cuticola, e pertanto in questi 
casi è necessario com prim ere il coprioggetto fino a far uscire le cellule dalla 
cuticola. In  ogni caso le vescicole germ inative e i cromosomi degli ovociti m aturi

(1) Ringrazio il dott. B. Fratello per l ’aiuto e i consigli ricevuti durante lo svolgimento 
di questa ricerca.
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non si colorano o prendono una colorazione debolissima se restano all’interno 
dell’anim ale; così, e questo vale anche per i Macrobiotus, si deve esercitare 
con un ago una pressione sul coprioggetto che provochi la fuoriuscita degli 
ovociti. V a notato inoltre che in M. hufelandii le uova sono più scarse (1-4) 
che in M . richtersi (8-15, fino a circa 30); ciò com porta una maggior 
difficoltà nell’ottenere buoni preparati, essendo relativam ente facile che qualche 
ovocita non fuoriesca, o che si rovini. Bisogna infine tener presente che i 
preparati allestiti con orceina aceto-lattica sono sem iperm anenti poiché col 
tem po l’orceina precipita in granuli e si adensa rendendo inutilizzabile il 
preparato. Le osservazioni dei cromosomi, date le piccole dimensioni, sono 
sempre state effettuate ai m assim i ingrandim enti (X 100) in campo chiaro 
ed in contrasto di fase.

L ’analisi cariologica in M . hufelandii ha messo in evidenza la presenza, 
oltre che di mitosi e meiosi nelle gonadi, di mitosi in m olti tessuti somatici, di 
cui già è stato riferito precedentem ente [14]; tra  le mitosi som atiche si prestano 
meglio ad un conteggio cromosomico quelle delle cellule intestinali, dove 
più volte ho distinto 12 cromosomi sferoidali (fig. 1), sia in femmine che in 
anim ali di sesso non riconosciuto; 12 distinti cromosomi sono stati contati 
anche in un globulo cavitario. Le migliori mitosi, data  la m aggior separazione 
dei cromosomi, sono quelli goniali; esse sono presenti negli individui più 
piccoli, quando il sesso non è riconoscibile. Anche in questi casi sono state 
osservate piastre con 12 cromosomi sferoidali o appena allungati (fig. 2). 
Le rare mitosi rinvenute nelle gonadi m aschili non mi hanno permesso un 
com puto sicuro.

Nel testicolo le cellule sono molto piccole, m a tra  esse si possono indi
viduare le m etafasi I degli sperm atociti (fig. 3), dove si osservano 6 corpi 
cromatici allungati e riun iti a stella (3-3,5 pi di diam etro) simili a quelli di 
M. richtersi [io]; si deve ritenere che ogni corpo cromatico rappresenti un 
bivalente, anche se in essi non è netta la fessurazione longitudinale; talvolta 
nella .gonade maschile appaiono piastre più piccole (2,2-2,7 fi,. circa) in cui 
si riconoscono 6 piccoli cromosomi rotondeggianti (fig. 4); queste im magini 
vanno in terpretate  come m etafasi IL

Nella gonade femminile sono stati osservati ovociti al term ine della 
vitellogenesi in m etafase, nei quali sono riconoscibili 6 corpi cromatici (fig. 5), 
più o meno allungati, di dimensioni m aggiori rispetto a quelli degli sperma- 
tociti e ben distanziati tra  loro; negli ovociti la natu ra  del bivalente è chiara- 
niente denunciata dalla m arcata fessurazione longitudinale (fig. 6).

Il num ero cromosomico di M. hufelandii risu lta pertanto  essere in condi
zione diploide 2 n — 12 ed in condizione aploide n =  6.

Questi dati non concordano con quelli descritti in bibliografia per questa 
specie (2 n =  14 [3, 7]). D ata la usuale accuratezza delle osservazioni di 
M arcps e la diversa origine del m ateriale, sono portato ad escludere un errore 
di conteggio; si affaccia piuttosto l ’ipotesi che vi siano almeno due specie 
m orfologicamente simili, che presentano un diverso num ero cromosomico 
(specie sibling) riunite in M. hufelandii: infatti tra  i cam pionam enti italiani
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Mitosi som atica (i) e granale (2) in AI. hufelandii. I divisione (3) e l i  divisione meiotica
(4) del maschio. Bivalenti nella I divisione meiotica della femmina: in piastra (5) e due

bivalenti in fuso (6).
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sono state trovate popolazioni bisessuate a M odena e partenogenetiche a 
R avenna [11].

Il corredo diploide di M . hufelandii risulta num ericam ente uguale a 
quello di altri Macrobiotus di cui è noto il num ero cromosomico: M. harm - 
sworthi <2b [7] e la popolazione bisessuata di M. richtersi [io]. Ciò tu ttav ia  
non im pedisce che possano esistere differenze nel num ero cromosomico tra  
specie affini o add irittu ra  nell’am bito della stessa specie; ne sono prova le 
differenze tra  M . richtersi diploide e triploide [io] e tra  Hypsibius convergens [7] 
e H. dujardini [9], che sono m orfologicamente assai simili. Per questo motivo 
ritengo che una ricerca in questo senso sia prom ettente e pertanto sono 
incoraggiato ad approfondire l’esame cariologico dei Tardigradi.

C o n c l u s i o n i

E stato precisato il num ero cromosomico di M . hufelandii, che nella 
condizione diploide è uguale a 12 e 6  in quella aploide. Il corredo cromosomico 
di M . hufelandii risu lta num ericam ente uguale a quello di altre due specie 
di Macrobiotus (M. richtersi di Pisa e M. harmsworthi). I risultati ottenuti 
differiscono da quelli di precedenti A utori, i quali hanno descritto 2 n =  14 
nelle femmine. Si prospetta l ’ipotesi che in M. hufelandii coesistano specie 
diverse.

B ibliografia

[1] G. Ram azzotti, «Mem. 1st. Ital. Idrobio!. », 21 , 117-128 (1967).
[2] B. F ra te l lo , « Caryologia », 21 , 359-367 (1968).
[3] A. Basse, «Zeitschr. wiss. Zool. », 80 , 259-281 (1905).
[4] J . Henneke, «Zeitschr. wiss. Zool.», 97, 721-752 (1911).
[5] W. Von Wenck, «Zool. Jahrb. », A bt. A n a t. Ont., 37, 465-514 (1914).
[6] E. Marcus, «Zool. Jahrb.», A bt. A n a t. Ont., 50, 333-384 (1929).
[7] E. Marcus, in: Bronns, Klassen u n d  Ordnungen des Tierreichs, V (Leipzig, 1929).
[8] D. Ammermann, « N aturwiss. », 49, 115 (1962).
[9] D. Ammermann, « Chromosoma », 23 , 203-213 (1967).

[10] R. B e r to l a n i ,  «R end. Acc. Naz. Lincei», ser. 8, 50 (in stampa) (1971).
[11] R. Bertolani, «R end. Acc. Naz. Lincei», ser. 8, 50 (in stampa) (1971).
[12] G. Ram azzotti, «Mem. Ist. Ital. Idrobiol. », 14 , 1-595 (1962).
[13] E. Marcus, in: D as Tierreich, 66, 1-340 (W alter de G ruyter ed., Berlin und Leipzig, 

1936;).
[14] R. B erto lan i, « Rend. Acc. Naz. Lincei », ser. 8, 48 , 739-742 (1970).

(2) In  osservazioni personali ho verificato la presenza di 6 bivalenti negli ovociti di 
M . harmsworthi a conferma dei risultati di M arcus [7].


