Rosa Castaldo

Ricerche sull’ultrastruttura
del Cyanidium caldarium (Tilden) Geitler
dei Campi Flegrei (Napoli). *

Il Cyanidium caldarium (Tilden) Geitler & un'interessante
alga unicellulare, termo-acidofila, che vive in ambienti carat-
terizzati da fenomeni di vulcanismo secondario. Pertanto le sta-
zioni naturali in cui cresce presentano, come caratteristiche
ecologiche dominanti, temperature elevate ed insieme forte aci-
dita del substrato, come ¢ stato osservato da vari AA. (Copeland,
1936; Hirose, 1950; Brock, 1967 a, 1967 b; Rigano & Conforti,
1967) e confermato dalle ricerche di laboratorio eseguite da
Fukuda (1958), Allen (1959), Ascione, Southwick & Fresco
(1966), Rigano (1967), Rigano & Taddei (1967).

Il Cyanidium caldarium deve considerarsi, inoltre, un‘alga
cosmopolita, ad areale disgiunto, in quanto € diffusa nel conti-
nente asiatico (Giappone, Giava, Sumatra), in quello americano
(Yellowstone Park, Martinica) ed in Europa (Campi Flegrei, nei
dintorni di Napoli; Rigano, 1965).

La sua posizione sistematica & da molti anni in discussione
ed i pareri in proposito sono quanto mai incerti e contrastanti.
Il Cyanidium, infatti, ¢ stato incluso dai vari AA. ora tra le
Cyanophyta, ora tra le Cryptophyta (Lewin, 1961), le Rhodophyta,
le Chlorophyta. Lo stesso Hirose, dopo averlo classificato, nel
1950, tra le Chlorophyta (Chlorella caldaria), successivamente,
nel 1958, in base ad ulteriori osservazioni di carattere fisiomorfo-

(*) Lavoro eseguito con un contributo del Consiglio Nazionale delle
Ricerche, nell'lambito del Comitato Biologia e Medicina, Gruppo « Ecolo-
gia», presso listituto Botanico dell'universita di Napoli (Facolta di
Scienze).



— 136 —

logico, ne rivide la posizione sistematica, assegnandolo alle
Rhodophyta col nome di Rhodococcus caldarius.

Questa disparita di opinioni non ¢ stata eliminata neppure
dai dati forniti dalle ricerche di microscopia elettronica sul
Cyanidium. Infatti le osservazioni di Rosen & Siegesmund (1961)
ed ancor piu quelle di Mercer, Bogorad & Mullens (1962), su
materiale proveniente dallo Yellowstone Park, avendo accertato
la presenza di un nucleo morfologicamente definito e di orga-
nuli citoplasmatici, hanno permesso di concludere soltanto che
il Cyanidium caldarium non poteva essere ascritto alle Cyano-
phyta, come avevano suggerito in precedenza vari autori.

In definitiva, quindi, neanche l'acquisizione di queste cono-
scenze ultrastrutturali, venutesi ad aggiungere a quelle fisioeco-
logiche, ha consentito di dare una precisa collocazione sistema-
tica al Cyanidium, presentando questo un complesso di carat-
teri tali, da farlo rassomigliare a gruppi diversi di alghe.

Nell'esaminare, percio, al microscopio elettronico le carat-
teristiche morfologiche del Cyanidium caldarium dei Campi
Flegrei mi sono proposta tre scopi:

1°) ricercare eventuali, ulteriori elementi che possano portare
ad una migliore conoscenza dell'organizzazione cellulare del
Cyanidium e, quindi, al chiarimento della sua posizione
sistematica;

2°) approfondire lo studio di alcuni interessanti aspetti ultra-
strutturali del Cyanidium, come, ad esempio, quello del
cloroplasto con membrana limitante semplice;

3°) condurre, sulla base dei dati riportati da Rosen & Siege-
smund (1961) e da Mercer, Bogorad & Mullens (1962) per
il Cyanidium americano, uno studio comparato tra il ceppo
dei campi Flegrei e quello dello Yellowstone Park.

Materiale e metodo

Il materiale, proveniente dai terreni fumarolici acidi dei
Campi Flegrei, é stato fissato con una soluzione, non tampo-
nata, di KMnO! al 2%, per Ih a 4°C.
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Dopo lavaggio in acqua bidistillata, si € proceduto alla disi-
dratazione con una serie di alcooli etilici a concentrazione cre-
scente e, quindi, alla inclusione in Epon 812.

| blocchetti sono stati sezionati con un ultramicrotomo
Ultrotome 111 della LKB.

Per le osservazioni e le fotografie delle sezioni, contrastate
con acetato di uranile e citrato di piombo, si é utilizzato un
microscopio elettronico Siemens Elmiskop 1A.

Osservazioni

Il Cyanidium caldarium (Tilden) Geitler dei Campi Flegrei
e un‘alga unicellulare sferica con un diametro che oscilla tra
6 ed 85 p (Fig. L e Taw. I e Il). Le sue dimensioni, quindi, su-
perano quelle del Cyanidium dello Yellowstone Park (3-5 p).

Le mie osservazioni al microscopio elettronico hanno rive-
lato, strettamente aderente al plasmalemma, una parete non
omogenea, che presenta uno spessore complessivo di circa 0,2 p
ed ¢ costituita di due strati: uno esterno (0,03-0,04 p), piu
denso agli elettroni ed uno interno (0,12-0,17 p), piu traspa-
rente (Taw. I, A e IlI, A).

Una parte notevole della cellula é occupata da un unico
cloroplasto, privo di pirenoide. Esso ha la forma di una coppa
dai margini lobati (nelle mie microfotografie si possono contare
fino a 4-5 lobi), facilmente ricostruibile facendo osservazioni
in serie (Taw. II, A, B e Ill, A). Questo cromatoforo accoglie,
nella sua concavita, il nucleo o, piu spesso, il vacuolo (Tav. II,
A, B). Rosen & Siegesmunp (1961), invece, osservando eviden-
temente sezioni passanti attraverso i lobi del bordo, riferiscono
di un cloroplasto a forma di salsiccia ricurva (« sausage-
-shaped »).

E molto interessante notare che il cloroplasto & prowvisto
di una membrana limitante semplice, che io ho trovato dello
spessore di circa 85 A (Tav. Ill, A B, C, D). Questo particolare,
gia messo in evidenza da Rosen & Siegesmund (1961) per il Cya-
nidium dello Yellowstone Park, non e stato finora mai segnalato
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nelle altre alghe, né tanto meno nelle piante superiori (SCHOTZ &
DiEers, 1965; KiRKk & TYLNEY-BASSETT, 1967; SIRONVAL, 1967). Per
il resto il cloroplasto risponde alle caratteristiche di quelli di
tipo lamellare. E costituito, infatti, di ampi tilacoidi paralleli,
immersi in un denso stroma e distanti tra loro circa 750 A. Nel

Fig. 1. — Disegno schematico di una cellula adulta di Cyanidium calda-
rium (Tilden) Geitler.
Cl: cloroplasto; D: dictiosomi; M: mitocondrio; MeCl: mem-
brana del cloroplasto; N: nucleo; Pe: strato esterno della
parete; Pi: strato interno della parete; Pl: plasmalemma;
RE: reticolo endoplasmatico; V: vacuolo.

corso delle mie osservazioni ho potuto constatare, inoltre, che
le lamelle situate immediatamente al di sotto della membrana
limitante si dispongono parallelamente a quest’ultima e si chiu-
.dono costantemente a formare una sorta di doppia membrana,
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che circonda tutti gli altri tilacoidi. Solo in alcune sezioni, fatte
a livello dei lobi del cloroplasto, ho avutc modo di osservare
non uno, ma due strati di tilacoidi concentrici, situati imme-
diatamente al di sotto della membrana limitante il cloroplasto
e racchiudenti tutto il rimanente sistema lamellare. Questa di-
sposizione dei tilacoidi ricorda molto da vicino quella dei cloro-
plasti delle Rhodophyta (KiRk & TYLNEY-BASSETT, 1967; MORRIS,
1967), dai quali, pero, il plastidio di Cyanidium differisce sostan-
zialmente per la presenza di un involucro limitante semplice.

Il citoplasma & generalmente spinto alla periferia della cel-
lula dall’'unico grosso cloroplasto a coppa, nella cui concavita,
come ho riferito precedentemente, sono allogati il vacuolo o,
talvolta, il nucleo.

Nel citoplasma ho potuto osservare pochi mitocondri (4-5
per sezione), con un sistema di creste abbastanza sviluppato
ed, inoltre, chiaramente riconoscibili, in alcune sezioni, anche
se poco abbondanti, il reticolo endoplasmatico ed i dictiosomi
(Tav. III, A, B, E). Questi ultimi, la cui assenza veniva sottoli-
neata sia da RoSEN & SIEGESMUND (1961) che da MERCER, BoGo-
RAD & MULLENS (1962), presentano scarse vescicole e sono costi-
tuiti da non piu di 4 -5 cisterne sovrapposte.

Nelle mie osservazioni al microscopio elettronico non ho,
finora, mai riscontrato amido o altro materiale di riserva, né
nel cloroplasto, né in seno al citoplasma fondamentale.

Il Cyanidium dei Campi Flegrei si riproduce per endospore,
come il ceppo americano. Mentre, perd, per quest’ultimo ven-
gono segnalate al massimo otto endospore, in quello dei Campi
Flegrei io ne ho, in piu sezioni, contate fino a tredici, il che
fa supporre la presenza anche di trentadue endospore (Tav.
V, A, B).

Le cellule madri di queste ultime sono facilmente ricono-
scibili al microscopio elettronico per le notevoli dimensioni,
ma soprattutto perché, quando si preparano alla formazione
delle endospore, subiscono particolari trasformazioni dei loro
organuli. Si ha, infatti, una frammentazione del cloroplasto,
preceduta dalla rottura dei tilacoidi, che appaiono molto piu
brevi e non pilt ordinatamente paralleli. Contemporaneamente i
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mitocondri mostrano una matrice pitt densa, un sistema di creste
pit complesso ed, aumentando di volume, assumono caratteri-
stiche forme allungate, che preludono alla loro scissione
(Tav. IV, A, B).

Interessante € notare come in questo stadio tali mitocondri
aderiscano ai frammenti del cloroplasto in divisione (Tav. IV,
C, D). Cio ¢ in rapporto con la rottura e la successiva ricostitu-
zione del sistema lamellare. Entrambi questi processi, infatti,
richiedono un notevole consumo di energia.

Inoltre, durante la formazione delle endospore, ¢ possibile
osservare un aumento del reticolo endoplasmatico e dei dictio-
somi, ovviamente in relazione alla formazione del fragmoplasto
e della parete delle nuove cellule (Tav. IV, A).

DISCUSSTIONE E CONCLUSIONI

Queste mie prime osservazioni sulla morfologia ultrastrut-
turale del Cyanidium caldarium (Tilden) Geitler dei Campi Fle-
grei mi hanno consentito di rilevare i seguenti caratteri:

a) Una spessa parete costituita, almeno per quanto
‘riguarda la opacita agli elettroni, di due strati ben netti e di
diverso spessore.

Questo particolare risulta evidente anche nelle microfoto-
grafie di ROSEN & SIEGESMUND (1961) e di MERCER, BOGORAD &
MurLEns (1962). Non si comprende, percio, la ragione per la
quale i primi non ne facciano alcun cenno nel testo ed i se-
condi riferiscano soltanto di una parete cellulare omogenea.

b) Un nucleo, morfologicamente definito, caratterizzato
dalla presenza di molti lobi (Tav. III, A).

¢) Un cloroplasto lamellare circondato da una membrana
limitante semplice. Questo importante aspetto ultrastrutturale,
gia notato da ROSEN & SIEGESMUND (1961) nel Cyanidium dello
Yellowstone Park, appare anche nelle microfotografie pubbli-
cate da MERCER, BoGorRAD & MULLENS (1962).
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La presenza di ura membrana limitante semplice, finora
mai riscontrata nei cloroplasti delle altre alghe e delle piante
superiori, ha a mio giudizio, un'importanza ontogenetica e filo-
genetica notevolissima, in quanto farebbe supporre, per il clo-
roplasto di Cyanidium, un’origine diversa da quella proposta
da FREY-WISSLING & MUHLETHALER (1965) per i plastidi di tutti
i vegetali. Infatti, l'ipotesi che i plastidi e i mitocondri si ori-
ginerebbero entrambi da vescicole formatesi in seguito ad estro-
flessioni della doppia membrana nucleare non pud ovviamente
essere accettata per un cromatoforo con membrana limitante
semplice.

d) Poch. mitocondri che, a differenza di quanto affer-
mato da ROSEN & SIEGESMUND (1961) e da MERCER, BOGORAD &
MuLLENs (1962), sono sempre facilmente riconoscibili, poiché
in essi appare chiaramente sia la doppia membrana limitante,
che il sistema di creste.

e) Uno scarso reticolo endoplasmatico ed un grosso va-
cuolo.

f) La presenza di dictiosomi, negata, finora, sia da ROSEN
& SIEGESMUND (1961), sia da MERCER, BoGORAD & MULLENS (1962).
Questi ultimi autori, anzi, avevano addirittura considerato la
assenza dei dictiosomi come una delle caratteristiche differen-
ziali tra Cyanidium e Chlorella.

g) La mancanza, nel cloroplasto e nel citoplasma, di
amido o di altro incluso di riserva. Cio non esclude, pero, che
potrebbero essere presenti dei polisaccaridi non osservabili al
microscopio elettronico, per la loro solubilita. Per cui, almeno
per il momento, non esito a condividere lipotesi di HIROSE
(1958). Questi, in proposito, osservando i cambiamenti di co-
lore (rosso, rosso vino, rosso bruno) delle cellule di Cyanidium
trattate con i reagenti allo iodio, suppone la presenza di un
polisaccaride solubile, che, per la colorazione che assume, puo
ritenersi chimicamente molto vicino all’amido delle Florideae,
al glicogeno, o alle destrine.
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I suddetti caratteri, da me osservati nel Cyanidium dei Cam-
pi Flegrei, si riscontrano anche in quello americano. Le uniche
differenze tra i due ceppi sono:

1) Le dimensioni leggermente maggiori delle cellule (6-8,5p
contro 3-5p del ceppo americano).

2) Il numero delle endospore, per ogni cellula madre: fino
a trentadue nel ceppo napoletano, non piu di otto in quello
dello Yellowstone Park.

In conclusione queste mie osservazioni, confrontate con
quelle di RoseN & SIEGESMUND (1961) e di MERCER, BOGORAD
& MULLENS (1962), mi hanno permesso di:

a) confermare alcune caratteristiche gia segnalate per il
Cyanidium dello Yellowstone Park, come, ad esempio, la pre-
senza di un unico cloroplasto lamellare, circondato da una
membrana limitante semplice; di pochi mitocondri con un si-
stema di creste piuttosto semplice; di scarso reticolo endo-
plasmatico;

b) accertare, tra l'altro, l'esistenza dei dictiosomi;

¢) condividere l'ipotesi di Hirose (1958), circa la pre-
senza, quale prodotto di riserva, di un polisaccaride solubile,
chimicamente molto vicino all’amido delle Florideae, al glico-
geno, o alle destrine.

Tali caratteri sono tutti tipici di un’organizzazione cellu-
lare completa, ma relativamente semplice, in base alla quale,
a mio giudizio, il Cyanidium caldarium (Tilden) Geitler an-
drebbe incluso in un gruppo di eucariotiche wmolto primitive,
che potrebbe comprendere forme intermedie tra le Cyanophyta
e le Rhodophyta.

Nel corso di queste mie ricerche, inoltre, ho avuto modo
di osservare, insieme col Cyanidium, un organismo unicellulare
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molto piccolo (3 p circa) che, almeno per il momento, non mi
risulta essere stato mai segnalato (Tavv. I e VI).

Le sue caratteristiche ultrastrutturali, ad una prima inda-
gine, sono:

1) Una forte somiglianza col Cyanidium, anche se con una
organizzazione cellulare ancor piu primitiva.

2) Un cloroplasto con mebrana limitante semplice e con
caratteri tali da ricordare le « Cianelle » simbiotiche.

3) Un unico mitocondrio, cosi come si puo stabilire da
sezioni in serie.

L’'interesse destato da queste prime osservazioni mi ha in-
dotto ad approfondire lo studio di questa forma, per poterne
dare una precisa interpretazione in un prossimo lavoro.
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RIASSUNTO

Vengono riportate le prime osservazioni sulla morfologia ultrastrut-
turale del Cyanidium caldarium (Tilden) Geitler dei Campii Flegrei.

Questa interessante alga unicellulare, termo-acidofila, presenta: a) una
spessa parete cellulare, costituita di due strati ben netti e di diverso
spessore; b) un nucleo morfologicamente definito; c¢) un cloroplasto la-
mellare, privo di pirenoide, circondato, come gia osservato da Rosen &
Siegesmund (1961), da una membrana limitante semplice; d) pochi mito-
condri con un sistema di creste piuttosto semplice; e) uno scarso reti-
colo endoplasmatico; f) un grosso vacuolo. E stata, inoltre, rilevata per
la prima volta resistenza dei dictiosomi.

Per le suddette caratteristiche morfologiche il Cyanidium dei Campi
Flegrei & molto simile a quello dello Yellowstone Park. Le uniche diffe-
renze riscontrate tra i due ceppi sono: 1) le dimensioni leggermente
maggiori delle cellule (6-8,5~ contro 3-5 p, del ceppo americano); 2) il
numero di endospore, per ogni cellula madre: fino a trentadue nel ceppo
napoletano, non piu di otto in quello dello Yellowstone Park.

| dati sopraindicati, e soprattutto la conferma della presenza di un
cloroplasto lamellare con membrana limitante semplice, rivelano, anche
per il ceppo dei Campi Flegrei, un'organizzazione cellulare completa, ma
relativamente semplice, in base alla quale l'autore suggerisce Il'ipotesi
che il Cyanidium caldarium (Tilden) Geitler vada incluso in un gruppo
di eucariotiche molto primitive, che potrebbe comprendere forme inter-
medie tra le Cyanophyta e le Rhodophyta.

Viene, infine, segnalata la presenza, nel materiale esaminato, di un
altro organismo unicellulare, molto piccolo (3y, circa), che, per lo meno
ad una prima indagine, non risulta essere stato mai descritto. Un'inter-
pretazione delle sue particolari ed interessanti caratteristiche ultrastrut-
turali, tra le quali un cloroplasto che ricorda le « Cianelle » simbiotiche,
sara data in un prossimo lavoro.
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SUMMARY

Some first observations on ultrastructural morphology of Cyanidium
caldarium (Tilden) Geitler growing at Campi Flegrei are reported.

This interesting unicellular alga present: a) a thick cell wall, consi-
sting of two distinct layers of different thickness; b) a morphologically
well defined and multilobed nucleus; c) a lamellar chloroplast, without
pyrenoid, bounded by a single limiting. membrane, as described by ROSEN
& SIEGESMUND (1961); d) a few mitochondria with an almost elementary
system of cristae; e) a scanty endoplasmic reticulum; f) a large vacuole.
The presence of Golgi bodies in this alga has been shown for the
first time.

For such morphological characteristics the Cyanidium growing at
Campi Flegrei is closely similar to the Yellowstone Park one. The
only differences between the two strains are: 1) the slighty larger size
of the cells (6-8,5p, versus 3-5p of ™z American strain); 2) the
number of endospores for each mother cell — up to 32 in the Neapo-
litan strain; no more than 8 in the Yellowstone Park one —.

The above data, and chiefly the ascertained presence of a lamellar
chloroplast with a single limiting membrane, show a complete but rela-
tively simple cellular organization also for the Campi Flegrei strain.
On the basis of these characteristic the author suggests that the
Cyanidium caldarium (Tilden) Geitler could be grouped with some
very primitive eucaryotic algae, which could include intermediate
forms between Cyanophyta and Rhodophyta.

Finally the paper reports on a very small unicellular organism —
3 about — which the author came across when examining the ma-
terial and which does not seem to have been described as yet. An
interpretation of its particular and interesting ultrastructural characteri-
stics — among which a chloroplast reminding the symbiotic « Cianellae »
— will be given in a future work.
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Tav. |
R. Castaldo: Ricerche sull'ultrastruttura del Cyanidium cal-
darium etc.

A: Cellula giovane di Cyanidium caldarium con altra forma non ancora
determinata.

B: Cellula adulta di Cyanidium caldarium con altra forma non ancora
determinata.
Cyan.: Cyanidium caldarium; Fr. ind.: forma indeterminata.

Delpinoa, n.s., voli. VIII-IX.



A:

B:

Tav. Il

R. Castaldo. Ricerche sull'ultrastruttura del Cyanidium cal-

darium etc.

Cellula giovane di Cyanidium caldarium. Si noti I'unico grosso cloro-
plasto a coppa, nella cui concavita sono allogati il nucleo ed il vacuolo.
Cellula adulta di Cyanidum caldarium. E ben evidente uno dei lobi
dell'unico cloroplasto a coppa.

Cl: cloroplasto; M: mitocondrio; MeCl: membrana del cloroplasto;
N: nucleo; P: parete; Pe: strato esterno della parete; Pi: strato
interno della parete; V: vacuolo.

Delpinoa, n.s., voli. VIII-IX.



Tavola 111

Particolare di una sezione passante per un lobo del cloroplasto.
Aderente ad esso il nucleo, caratterizzato dalla presenza di molti
lobi (x 30.000).

Particolare di una cellula in cui & ben evidente la membrana sem-
plice che circonda il cloroplasto (x 35.000).

Una porzione del cloroplasto mostrante il sistema lamellare e la
membrana limitante semplice (x 37.000).

Alcuni tilacoidi e la membrana limitante semplice, visti a pitu forte
ingrandimento (x 46.000).

Dictiosomi in una cellula adulta di Cyanidium caldarium (x 44.000).

Cl: cloroplasto; D: dictiosomi; MeCl: membrana del cloroplasto;
MeN: membrana nucleare; N: nucleo; P. parete; Pe: strato esterno
della parete; Pi: strato interno della parete; V: vacuolo.



Tav. I
R. Castaldo. Ricerche sull'ultrastruttiira del Cyanidium cal-
darium etc.

Delpinoa, n.s., voli. VIII-IX.



Tav. IV
R. Castaldo. Ricerche sull'ultrastruttura del Cyanidium cal-
darium etc.

A: Una cellula madre delle endospore. Si noti, in particolare, la fram-
mentazione del cloroplasto preceduta dalla rottura dei tilacoidi che
appaiono molto piu brevi e non piu ordinatamente paralleli (x 8.500).

B: Particolare del cloroplasto di una cellula madre delle endospore.
E ben visibile la frammentazione dei tilacoidi (x 30.000).

C e D: Particolari di due cellule madri delle endospore nello stadio in
cui i mitocondri, molto allungati, aderiscono strettamente ai fram-
menti del cloroplasto in divisione. Le frecce indicano i punti in cui
i frammenti del cloroplasto si incastrano nei mitocondri.

(X di C- 41.000; x di D: 25.000).
Cl: Cloroplasto; D: dictiosomi; M: mitocondrio; N: nucleo; P: pa-
rete; RE: reticolo endoplastico; V: vacuolo.

Delpinoa, n.s., voli. VIII-IX.



Tav. V
R. Castaldo. Ricerche sull'ultrastruttura del Cyanidium cal-
darium etc.

A: Cellula madre con endospore.

B: Particolare di una cellula madre con endospore.
Cl: cloroplasto; M: mitocondrio; N: nucleo; PCm: parete della cel-
lula madre; PEn: parete dell'endospora; V: vacuolo.

DELPINOA, n.s., voli. VII-IX.



Tav. VI
R. Castaldo: Ricerche sull'ultrastruttura del Cyanidium cal-
darium etc.

z MeCl

0,5

Forma non ancora determinata, di cui alla Tav. I. E da notare l'orga-
nizzazione cellulare assai semplice ed in particolare il cloroplasto che
presenta caratteri tali da ricordare una « Cianella» simbiotica.

Cl: cloroplasto; M: mitocondrio; MeCl: membrana del cloroplasto;

N: nucleo; P: parete; Pl plasmalemma.

DELPINOA, n.s., voli. VII-IX.



