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Autoecologia ed ultrastruttura di alghe

termoacidofile del nord e centro America

Molti Autori hanno riportato la presenza di un'alga unicellu-
lare eucariotica presso gli ambienti termali ed acidi di diverse
parti del mondo. Tutti erano stati concordi neH'attribuire questa
alga ad un'unica specie, in un primo tempo indicata con nomi
diversi e successivamente denominata Cyanidium caldarium
(Tilden) Geitler (Meneghini, 1839; Tilden, 1898; Galdieri, 1899;
Geitler, 1932; Geitler, Ruttner, 1935; Hirose, 1947; Seckbach,
1972).

In seguito a studi effettuati da ricercatori delTlstituto di
Botanica di Napoli (Italia), su materiale prelevato alla solfatara
dei Campi Flegrei di Napoli (Italia) e presso le fumarole del-
I'isola di Giava (Indonesia) (locus classicus di Cyanidium cal-
darium (Tilden) Geitler), risultd che alla specie C. caldarium
erano -state attribuite, erroneamente, popolazioni miste di due
alghe, simili per morfologia ma chiaramente differenti per ul-
trastruttura, fisiologia e per alcuni caratteri ecologici. Le due
alghe risultarono pertanto attribuibili a taxa nettamente distinti
e, dopo essere state indicate provvisoriamente come Cyanidium
caldarium forma A e Cyanidium caldarium forma B, vennero
classificate come Cyanidium caldarium (Tilden) Geitler e Pleuro-
coccus sulphurarius Galdieri (Castaldo, 1970; De Luca, Taddei,
1970; De Luca, Taddei, 1972; De Luca, Musacchio, Taddei, 1972;
De Luca, Taddei, 1976; De Luca, Musacchio, Taddei, 1980).
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Per quanto riguarda lo studio delle alghe termoacidofile del
continente americano, da materiale raccolto presso ambienti ter-
mali ed acidi del nord e centro America sono stati isolati nu-
merosi ceppi di alghe termoacidofile. Sulla base delle loro carat-
teristiche morfologiche i ceppi furono attribuiti a Cyanidium
caldarium (Tilden) Geitier e a Pleurococcus sulphurarius Gal-
dieri. Lo studio ultrastrutturale, effettuato esclusivamente sui
ceppi dello Yellowstone National Park (U.S.A)), dimostro che le
due specie del nord America presentavano caratteri ultrastrut-
turali del tutto coincidenti con quelli di C. caldarium e P. sul-
phurarius dei Campi Flegrei di Napoli (Italia) (De Luca, Gam-
BARDELLA, MeROLA, 1979).

Nel presente lavoro, al fine di apportare un contributo alla
risoluzione della problematica tassonomica delle due alghe ter-
moaoidofile, viene esteso lo studio ultrastrutturale delle alghe
americane ai ceppi del centro America, per verificare se anche
questi presentino gli aspetti ultrastrutturali gia noti per le alghe
dello Yellowstone National Park e dei Campi Flegrei di Napoli.

Con lo stesso fine vengono analizzati i caratteri autoecolo-
gici dei ceppi del nord e centro America, di cui si conoscono
solo alcuni dati riferiti allo Yellowstone National Park (Allen,
1959). Gli aspetti autoecologici, inoltre, vengono discussi com-
parativamente con quelli dei ceppi studiati in ambienti termali
ed acidi di altri continenti.

Materiale e metodi

Sono stati utilizzati i seguenti sette ceppi di alghe termo-
acidofile della collezione di alghe dell'istituto di Botanica di
Napoli (Italia): ceppo n. 139 di Cyanidium caldarium e ceppo
n. 140 di Pleurococcus sulphurarius provenienti dallo Yellow-
stone National Park (U.S.A.); ceppo n. 137 di C. caldarium e
ceppo n. 138 di P. sulphurarius provenienti da Playon de Ahua-
chapan (E1 Salvador); ceppo n. 134 di C. caldarium e ceppo



n. 135 di P. sulphurarius provenienti da Los Azufres (Messico);
ceppo n. 136 di P. sulphurarius proveniente da Cerro Prieto
(Messico).

Per gli studi ultrastrutturali le alghe sono state fissate con
KMnO{ al 2% in acqua, per 1 h, a temperatura ambiente. Dopo
ripetuti lavaggi sono state disidratate con etanolo a concentra-
zioni crescenti e con ossido di propilene, quindi incluse in Epon
812. Le sezioni, ottenute con un ultramicrotomo Ultrotome 111
(LKB), colorate con acetato di uranile per 5’ e citrato di piombo
per 5, sono state osservate con un microscopio elettronico Sie-
mens Elmiskop 1A, presso il Centro di Studi di Microscopia
Elettronica della Facoltd di Scienze dell'universita di Napoli.

Le analisi autoecologiche sono state: ricerca del pH otti-
male di crescita, aloresistenza, crescita su diverse fonti di azo-
to (ammoniacale o nitrico), crescita in eterotrofia.

Le prove sono state condotte utilizzando beute da 100 mi,
contenenti 35 mi di terreno liquido di Allen (1959), a pH 15;
il terreno di Alien, in alcuni casi, & stato modificato, come di
seguito viene riportato.

Le beute sono state poste su di un piano oscillante di plexi-
glas ed illuminate dal basso da lampade Philips TLD 30 W/55,
a luce continua di 8000 lux.

L'ambiente era termostatato a 35°C.

La crescita delle alghe é stata controllata, ogni ventiquattro
ore, mediante lettura ad un colorimetro Bausch & Lomb, alla
lunghezza d'onda di 550 nm.

Per la ricerca del pH ottimale di crescita il pH del mezzo
veniva regolato, con aggiunta di H2SO4, ai valori di 0,5; 1,0;
1,5; 2,0; 25.

Per le prove di aloresistenza sono state preparate colture
con quantita di NaCl varianti dallo 0 al 13%, con intervalli di
una unita.
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Per la crescita su azoto ammoniacale il mezzo non subiva
modificazioni; per la prova di crescita su azoto sotto forma ni-
trica il mezzo veniva modificato sostituendo I™"NHASCh con
NaNOs (0,85 g/1).

Le condizioni di crescita in eterotrofia si ottenevano ag-
giungendo glucosio (3 g/1) al mezzo e ponendo le beute al buio.
Questo tipo di crescita ¢ stato verificato, in parallelo, su mezzi
contenenti azoto ammoniacale o azoto nitrico.

Risultati e discussione

Le osservazioni al microscopio elettronico hanno dimostra-
to che tutti i ceppi centro-americani di Cyanidium caldarium,
indipendentemente dalla loro provenienza, presentano le stesse
caratteristiche ultrastrutturali gia osservate nei ceppi dello Yel-
lowstone National Park (U.S.A)) (De Luca, Gambardella, Me-
rola, 1979) e nei ceppi dei Campi Flegrei di Napoli (Castaldo,
1970). E stato osservato, infatti, un solo cloroplasto, a forma
di coppa, con margini pit a meno lobati, delimitato da una sola
membrana e con tilacoidi disposti concentricamente e/o a spi-
rale, un solo mitocondrio, la costante assenza del sistema va-
cuolare e la riproduzione rigorosamente per quattro endospore
(Taw. | b, 11 b).

Anche le peculiarita ultrastrutturali di Pleurococcus sulphu-
rarius, gia osservate nei ceppi nord-americani ed europei, pri-
ma menzionati, sono state verificate nei ceppi centro-americani
di questa specie. E risultato, infatti, ohe esiste un solo cloro-
plasto, a forma di coppa e con margini lobati, delimitato da
una sola membrana unitaria; uno, due e anche tre tilacoidi, di-
sposti concentricamente e paralleli alla membrana unitaria, for-
mano come una sorta di ulteriore delimitazione per i tilacoidi
piu interni, che decorrono paralleli fra di loro e aliasse mag-
giore del piastidio. | mitocondri sono sempre piu di uno, il si-
stema vacuolare ¢ molto ben sviluppato e la riproduzione av-



viene con formazione di quattro, o multipli di quattro; endo-
spore (Tawv. la, lla, IlI). %

Rispetto ai ceppi nord-americani ed europei, un ceppo cen-
tro-americano di C. caldarium (Los Azufres, Messico) presenta
una maggiore quantita di globuli elettrondensi, probabilmente
lipidici (Tav. Il b) e tutti i ceppi centro-americani di P. sulphu-
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rarius presentano il vacuolo molto piu sviluppato. In entrambi
i casi tali variazioni sono da attribuire, come precedentemen-
te dimostrato (De Luca, Gambardella, Merola, 1979), al fatto
che le colture dei ceppi centro-americani, utilizzati nel presen-
te studio, si trovavano in fase stazionaria di crescita. -

I valori dei pH ottimali di crescita dei ceppi americani
sono risultati compresi tra 1,1 e 1,5 per i ceppi di P. sulphura-
rius e di 1,2 per i ceppi di C. caldarium (Tab. I).

Per i ceppi delle due specie dei Campi Flegrei di Napoli
sono stati riportati valori analoghi, compresi tra 1,1 e 2,0 (Ri-
gano, Taddei, 1968; De Luca, Taddei, 1970; De Luca, Taddei,
1976)

I dati relativi alTaloresistenza mostrano che i ceppi ameri-
cani idi P. sulphurarius presentano una chiara capacita di resi-
stenza alle alte concentrazioni di NaGl (9-10%), mentre i ceppi
di C. caldarium presentano valori di aloresistenza nettamente
piu bassi (3-4%) (Tab. 1).

Risultati simili sono sitati ottenuti per i ceppi di P. sulphu-
rarius e C. caldarium dei Campi Flegrei di Napoli (10% e 3%
rispettivamente) (Musacchio, Pinto, Sabato, Taddei, 1978) e
dell'isola di Giava (Indonesia) (10% e 4% rispettivamente) (De
Luca, Musacchio, Taddei, 1980).

Le prove di crescita su diverse fonti di azoto, relative alle
specie americane, mostrano che tutti i ceppi sono in grado di
utilizzare sia la forma ammoniacale che quella nitrica, con Tuni-
ca eccezione di C. caldarium dii Los Azufres (Messico) che non
ha presentato crescita in presenza di azoto nitrico. Dall'analisi
dei valori delle costanti di crescita (K), risulta che tutte le alghe
presentano una crescita migliore quando possono utilizzare il
sale di ammonio come sorgente azotata (Tab. II).

Il confronto tra i ceppi americani e quelli europei ed asia-
tici pone in evidenza un diverso comportamento, relativamente
alla utilizzazione della forma nitrica ‘dell’azoto. Per i Campi
Flegrei di Napoli ¢ risultato che un ceppo di C. caldarium uti-
lizza la forma nitrica dell’azoto, al contrario di un ceppo di
P. sulphurarius che non riesce ad utilizzarla (De Luca, Taddei,
1972; De Luca, Taddei, 1976). Analogo comportamento presen-
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tano un ceppo di C. caldarium ed un ceppo di P. sulphurarius
delle fumarole di Giava (De Luca, Musacchio, Taddei, 1980).
Per il Giappone, infine, un ceppo di un'alga termoacidofila, che
risultd riferibile a C. caldarium (De Luca, Taddei, 1976), riesce
ad utilizzare la forma nitrica dell'azoto (Fukuua, 1958).

Il dato riguardante la capacita di utilizzare la forma ni-
trica dell'azoto, manifestata dal ceppo n. 140 di P. sulphurarius
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Tab. Il - Costanti di crescita (K) in condizioni di autotrofia (ammonio o

nitrato) e di eterotrofia (ammonio o nitrato) di ceppi di Pleuro-
coccus sulphurarius e Cyanidium caldarium del nord e centro
America.
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dello Yellowstone National Park, da noi esaminato in questo
lavoro, risulta in contrasto con quanto in precedenza riportato
da Allen (1959). Secondo questo Autore, infatti, il ceppo n.
1355/1, che corrisponde a P. sulphurarius (De Luca, Gambar-
della, Merola, 1979), da lui isolato dalle fumarole dello Yel-
lowstone National Park, non € in grado di utilizzare Il'azoto
nitrico. E interessante notare, a questo proposito, che anche
presso i Campi Flegrei di Napoli sono presenti ceppi di P. sul-
phurarius capaci (Gambardella, dato non pubblicato) o meno
(De Luca, Taddei, 1972) di utilizzare la forma nitrica dell'azoto.

La capacita di assimilare nitrato, risultata discordante non
solo per ceppi della stessa specie provenienti da continenti di-
versi, ma addirittura per ceppi isolati presso la stessa stazione,
non e, pertanto, da ritenersi un carattere sistematico distintivo
a livello di specie, ma & da interpretarsi come una espressione
di variabilita intraspecifica.

Le prove di crescita in eterotrofia delle due specie ameri-
cane mostrano che nessuno dei ceppi di C. caldarium riesce a
sopravvivere in queste condizioni, sia in presenza di ammonio
che in presenza di nitrato. Al contrario, i ceppi di P. sulphu-
rarius crescono in eterotrofia, in presenza deU'una o dell'altra
forma dell'azoto. Tra le due forme, quella ammoniacale ha de-
terminato la crescita migliore, che & risultata superiore anche
a quella presentata da questa specie in condizioni di autotro-
fia (Tab. II).

Un comportamento del tutto analogo € riscontrabile nei
ceppi di C. caldarium e P. sulphurarius dei Campi Flegrei di
Napoli (De Luca, Musacchio, Taddei, 1972; De Luca, Taddei,
1976) e nei ceppi di Giava (De Luca, Musacchio, Taddei, 1980).
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Conclusioni

I risultati ottenuti nel presente lavoro mostrano che, rela-
tivamente a ciascuna specie, i ceppi di Cyanidium caldarium e
di Pleurococcus sulphurarius, provenienti da differenti localita
del nord e centro America, presentano una precisa corrispon-
denza ultrastrutturale e fisiologica.

Una analoga corrispondenza risulta dal confronto tra le
due specie termoacidofile americane e le alghe di ambienti ter-
mali ed acidi di altri continenti.

Fa eccezione soltanto la capacita o meno di assimilare I'a-
zoto sotto forma nitrica, che & da attribuirsi ad una espressione
di variabilita intraspecifica, osservata, tra l'altro, anche per
ceppi della stessa specie isolati presso la stessa localita.

L'uniformita morfologica e fisiologica di ciascuna delle due
specie termoacidofile risulta di grande interesse se si considera
che C. caldarium e P. sulphurarius sono specie a distribuzione
cosmopolita, ma, nello stesso tempo, puntiforme. Appare quin-
di molto probabile che tale uniformita sia strettamente dipen-
dente dai fattori microambientali che caratterizzano in modo
specifico ed univoco tutte le stazioni termali ed acide del mon-
do, indipendentemente dalla loro localizzazione geografica.
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RIASSUNTO

E stato effettuato uno studio autoecologico su diversi ceppi delle due
alghe termoacidofile Cyanidium caldarium e Pleurococcus sulphurarius,
provenienti da ambienti solfatarici del nord e centro America. Uno studio
ultrastrutturale ha riguardato i ceppi del centro America.

Gli studi autoecologici hanno mostrato che i ceppi di ciascuna specie
presentano una evidente uniformitd per quanto riguarda i valori di pH
ottimale di crescita, di aloresistenza e di crescita in condizioni di etero-
trofia.

| dati ottenuti sono risultati coincidenti con quelli gia noti per le due
alghe termoacidofile di altri continenti (Europa ed Asia).

Uniformi sono risultate anche le caratteristiche ultrastrutturali dei
ceppi di ciascuna specie del continente americano ed europeo.

SUMMARY

Strains of the thermoacidophilic algae Cyanidium caldarium and
Pleurococcus sulphurarius coming from North and Central America were
examined from the autoecological point of view. An ultrastructural study
was carried for the Central American strains.

The autoecological studies showed that the strains of each species
are very uniform as regards acidophily, salt-tolerance and growth in etero-
trophic conditions. Their physiological responses, furthermore, resulted
like those of the respective thermoacidophilic algae coming from European
and Asian acid hot springs.

The ultrastructural studies confirmed the uniformity existing among
all the strains of each species coming from the American and European
continents.
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TAV. |

a - Pleurococcus sulphurarius di Playon de Ahuachapan (E1 Salvador).
Si noti il cloroplasto (C) delimitato da membrana semplice; i tilacoidi
esterni sono disposti concentricamente, quelli interni sono paralleli
fra loro e all'asse maggiore del plastidio. Un solo grosso vaculo (V)
occupa quasi tutto il restante citoplasma, (x 22.000)

b - Uno sporangio di Cyanidium caldarium di Playon de Ahuachapan (E1
Salvador). Si noti l'assenza di vacuolo nelle endospore e la particolare
disposizione dei tilacoidi del cloroplasto (C). (x 20.000)
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TAV. 11

a - Pleurococcus sulphurarius di Los Azufres (Messico). Le sue caratte-
ristiche ultrastrutturali sono le stesse del ceppo di P. sulphurarius di
Playon de Ahuachapan (E1 Salvador). (C) cloroplasto, (V) vacuolo,
(x 15.000).

b - Cyanidium caldarium di Los Azufres (Messico). Si noti l'assenza di
vacuolo. Il cloroplasto (C), delimitato da membrana semplice, pre-
senta i tilacoidi disposti concentricamente e/o a spirale. Numerosi
globuli osmofili sono presenti nel citoplasma periferico che contiene
anche il nucleo (N). (x 32.000)
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Pleurococcus sulphurarius di Cerro Prieto (Messico). Perifericamente al
grosso vaculo centrale (V) sono visibili due lobi del cloroplasto (C) e un
mitocondrio (M). (x 12.000)
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