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Zoologia. — Ciclo cellulare di Aspidisca aculeata (Ehrenberg). 
Nota di F e r n a n d o  D in i e P a o lo  B r a c c h i 00, presentata0"0 dal 
Socio M. B en azzi.

SUMMARY. — Under our experimental conditions (22-23 °C with plenty of food), the 
cell cycle of Aspidisca aculeata, stock Ge-  ̂ lasts 9 hrs. The macronuclear phases Gx , S , G2 
and D occupy 58%, 34%, 3%, 5%, respectively, of the cell cycle. The micronuclear cycle 
is characterized by the absence of the G2 phase as the S phase is followed immediately by 
the micronuclear division which precedes the macronuclear one. The length of micronuclear 
phases, , S and D corresponds, respectively, to 87%, 5%, 8% of the cell cycle. When 
more micronuclei are present in the same cell, they divide asynchronously.

Nell’ambito di un’indagine sulla biologia di alcuni Cibati Ipotrichi [11], 
[17] è stato analizzato il ciclo cellulare di un Aspidiscide.

I membri di questa famiglia [8], [io], fileticamente vicini agli Euplotidi, 
vivono sia in mare che in acqua dolce. Le aspidische marine, frequentemente 
reperibili in campioni di sabbia, sono difficilmente allevabili in laboratorio, 
difficoltà riscontrabile anche per quanto concerne le forme di acqua dolce.

Questo fatto può spiegare perchè specie del genere Aspidisca sono state 
studiate abbastanza bene dal punto di vista tassonomico [2], [3], [6], [12], 
[15], [Ï91 e ecologico [4], [5], [15], mentre scarsa è la letteratura circa la loro 
biologia. Dal classico lavoro di Summers [23], in cui vengono descritti i feno
meni nucleari associati alla divisione cellulare, si passa a quelli morfogenetici 
di Tuffimi [24] e Deroux e Tuffimi [9] per finire al lavoro di Diller [io] sul 
comportamento nucleare e cambiamenti morfogenetici durante la divisione e 
la coniugazione. Niente è noto sul ciclo cellulare.

Nei Protozoi, come in tutti gli organismi unicellulari, il ciclo cellulare 
può essere considerato come la caratteristica principale della loro biologia e 
quindi ogni evento è correiabile a determinati suoi stati [7].

II presente studio costituisce dunque la base per ulteriori e più appro
fondite ricerche biologiche in tale genere e fornisce elementi per una analisi 
comparativa fra Ipotrichi appartenenti a varie famiglie

Materiali e metodi

Le indagini sono state condotte sullo stock Ge1 reperito in un campione 
di sabbia raccolto lungo le coste somale (località Gesira) il quale, tra gli otto 
isolati, è quello che ha dimostrato di adattarsi meglio e per un periodo di (*) (**)

(*) Lavoro eseguito nell’Istituto di Zoologia e Anatomia comparata dell’Università 
di Pisa con un contributo del C.N.R. Gli Autori ringraziano il prof. P. Luporini per l’aiuto 
prestato nella raccolta degli animali durante un soggiorno presso il «Centro di Studio per 
la Faunistica ed Ecologia Tropicali del CNR».

(**) Nella seduta del io gennaio 1976.
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tempo maggiore alle condizioni di laboratorio: gli animali, mantenuti a tem
peratura costante di 22-23 °C, venivano cibati giornalmente con Dunaliella 
salina coltivata in « Erd-Schreiber medium ».

L’apparato nucleare è stato studiato in cellule fissate in Sanfelice e colo
rate con Allume-Ematossilina Carazzi o con la reazione di Feulgen. Per gli 
esperimenti di marcatura si è usata timidina H3 (Radiochemical Centre 
Amersham, England) con attività specifica di 5 Ci/mM, diluita in acqua di 
mare fino alla concentrazione di io [xCi/ml; i preparati autoradiografici sono 
stati eseguiti secondo la tecnica descritta da Luporini e Bracchi fi6].

Si è calcolato il tempo di incorporazione della timidina H3 da parte delle 
cellule, misurando l’intervallo di tempo intercorrente tra l’aggiunta del mar
catore radioattivo ad una coltura di Aspidisca, che proliferava asincronica- 
mente, e la comparsa di bande di replicazione macronucleari marcate. Esso 
è risultato essere di circa 30 min.

Non essendo riusciti ad ottenere colture sincrone applicando le più co
muni tecniche, la determinazione del ciclo macronucleare è stata effettuata 
utilizzando popolazioni asincrone in fase logaritmica di crescita. In tali popo
lazioni, secondo quanto descritto da Nachtwey e Cameron fi 8], è possibile 
convertire il numero di cellule in una qualsiasi fase del ciclo cellulare nella 
frazione di tempo di generazione spettante a quella fase, applicando un fattore 
di correzione che tenga conto del gradiente di età delle cellule nella popo
lazione.

R isultati

Morfologia.

Gli animali osservati in vivo con l’ausilio del microscopio interferenziale 
presentano le seguenti caratteristiche. Lunghezza totale del corpo 35-40 [zm, 
massima larghezza 25-28 [im. Contorno cellulare laterale e posteriore larga
mente rotondeggiante, anteriormente più acuto con apice volto a sinistra. 
Mentre la superficie dorsale convessa è priva di ciglia, quella ventrale con
cava porta sette cirri frontoventrali, sei anali ed una cavità boccale spostata 
verso il margine sinistro dell’animale. La cavità orale si presenta costituita 
da due sezioni di diversa grandezza. Quella anteriore più piccola è provvista 
di 4 membranelle, la seconda molto più grande ne presenta io -ri. Gli ani
mali sono spiccatamente tigmotattici.

L’apparato nucleare consiste di un macronucleo a forma di ferro di cavallo 
con una protuberanza anteriore e di un numero di micronuclei variabile da 
I a 4. In corrispondenza del lato destro dell’animale sono presenti da sei ad 
otto globuli sferici altamente rifrangenti. La restante parte del citoplasma si 
presenta ialina e trasparente.

Per tutte queste caratteristiche, gli animali dello stock Ge1 possono essere 
ascritti alla specie Aspidisca aculeata (Ehrenberg).
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Durata del ciclo cellulare.

Il tempo di generazione (intervallo compreso tra due divisioni cellulari 
successive) calcolato partendo da 20 animali in divisione provvisti di abbon
dante cibo, è risultato essere di circa 91 (Media =  9,01 ±  0,37) a 22 -23 °C.

Ciclo Macronucleare.

In Aspidisca, come in tutti gli Ipotrichi, il riconoscimento in preparati 
fissati e colorati di animali con macronucleo in G5 , S , G2 e fase divisoria (D) 
è estremamente semplice, date le caratteristiche tipiche presentate dal macro
nucleo in ciascuna fase del ciclo cellulare.

Dairesame di 906 animali prelevati a caso da colture asincrone in fase 
logaritmica di crescita e preparati alla Feulgen, sono risultati essere 598 (66%) 
in Gj, 254 (28 %) in S, 18 (2 %) in G2 e 36 (4 %) in D. Applicando il metodo 
precedentemente descritto [18, pag. 223, l.c.] si è ricavato che la durata delle 
diverse fasi macronucleari G1 , S , G2 e D (fig. 1) corrisponde rispettivamente 
a circa il 58%, 34 % ,  3%, 5 %  della durata dell’intero ciclo.

Fig. i. -  Diagramma del ciclo cellulare 
di Aspidisca aculeata (Ehrenberg). Il 
ciclo procede in senso orario. Il cerchio 
più esterno si riferisce al ciclo macro
nucleare, il più interno a quello micro
nucleare.

L’estrema brevità della fase G2 è stata confermata applicando il metodo 
descritto da Prescott e Stone [21], secondo cui, somministrando timidina H 3 
ad una popolazione asincrona di cellule in fase logaritmica di crescita e prele
vandone campioni ad intervalli frequenti per l’analisi autoradiografica, il 
valore minimo dello G2 è definito come l’intervallo di tempo compreso tra 
l’incorporazione del marcatore radioattivo e la comparsa di macronuclei 
marcati in divisione. Usando questo metodo sono state trovate Aspidische 
con macronucleo marcato in divisione (circa il 3 %) dopo 15 min dall’inizio 
dell’incorporazione della timidina H3. Tale risultato concorda con quello 
ottenuto in precedenza circa la brevità della fase G2 macronucleare.
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a d o  Micronucleare.

L’osservazione dei preparati autoradiografici allestiti per la determina
zione del tempo di incorporazione della timidina H3, aveva messo in evidenza 
la presenza di micronuclei marcati solo in animali in cui le bande di replica
zione macronucleari avevano percorso circa 1/3 del loro percorso. Sulla base 
di questo reperto, singole popolazioni di 40-50 animali isolati in divisione, 
sono state sottoposte ad un a pulse » di timidina H3 della durata di 30 min 
e fissate ad intervalli di 15 min. dalla 50 all’8° ora del ciclo cellulare. La 50 
ora corrisponde all’inizio della fase S macronucleare. Dall’esame autora
diografico dei preparati si è potuto rilevare che la duplicazione dell’ADN 
micronucleare inizia alla 6° ora del ciclo cellulare e si completa in circa 30 min. 
La fase S è seguita immediatamente dalla divisione del micronucleo che 
richiede un tempo di circa 40 min. Nel ciclo micronucleare si succedono dun
que le fasi Gj ,S  e D (fig. 1), la cui durata corrisponde rispettivamente al 
87 %, 5 %, 8 % della durata dell’intero ciclo.

La presenza, nelle suddette popolazioni, di animali plurimicronucleati 
ha permesso di rilevare come tutti i micronuclei presenti non replicano il 
loro ADN contemporaneamente; in tutti comunque la fase S si esaurisce 
entro circa l’8° ora del ciclo cellulare per cui la divisione del (i) micronucleo (i) 
precede sempre quella macronucleare (fig. 1).

D iscussione

I risultati ottenuti indicano che, nelle condizioni in cui abbiamo ope
rato, lo stock Gex di Aspidisca aculeata presenta un tempo di generazione 
di 911. I cicli dei due tipi di nucleo (macro- e micronucleo) differiscono tra 
loro per quanto concerne la porzione di tempo di generazione spettante alle 
rispettive fasi< Infatti nel ciclo macronucleare si succedono le fasi Gì , S , G2 
e D la cui durata corrisponde rispettivamente a circa il 58%, 34%, 3 % e 5 % 
della durata del ciclo cellulare; nel ciclo micronucleare manca uno G2, mentre 
a ciascuna delle restanti fasi Gì , S e D spetta rispettivamente circa l’87 %, 
5 % e 8 % del tempo di generazione. Risulta quindi: a) che non vi è sincronia 
tra il ciclo rrtacro- e micronucleare sia per quanto concerne l’inizio che la 
durata delle diverse fasi; ò) mentre la divisione macronucleare coincide con 
la citodieresi, quella micronucleare le precede entrambi; c) e inoltre quando 
nella stessa cellula sono presenti più micronuclei questi svolgono il loro ciclo 
in maniera asincrona.

II ciclo di Aspidisca si allinea dunque con quelli già noti degli altri Ipo- 
trichi [14], [1], [22], [11] essendo caratterizzato dall’assenza o estrema brevità 
della fase G2 rispettivamente a livello del ciclo micro- e macronucleare. Da 
questa situazione unitaria si distacca Euplotes, unico genere il cui micro
nucleo, compiendo la fase S in telofase [20], trascorre la massima parte del 
suo ciclo in G2, manca cioè di una fase G^ In tutti gli altri generi studiati che,
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con 1’aggiunta di Aspidisca, coprono tutte le famiglie dell’ordine degli Ipotrichi, 
si riscontra dunque una elevata omogeneità dèi cicli macro- e micronucleari, 
per cui si può considerare questa omogeneità di ciclo come un carattere distin
tivo dell’ordine.
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