
LUIGI PROVASOLI 

Studi sulla nutrizione dei Protozoi 

Introduzione 

In questi ultiu1i 15 anni è nato e s1 e sviluppato un nuovo ramo 
della fisiologia generale: la fisiologia della nutrizione dei Protozoi. Una 
serie di ricerche vertenti orn1ai su parecchie specie appartenenti a dif
ferenti ordini, ha perrnesso di poter definire un certo numero di tipi 
fisiologici. Già ne,} 1932 basando i sulla fisiologia delle specie studia te 
fino allora , A. L ·vvoFF aveva potuto stabilire h1teressan ti relazioni che esi- . 
stono fra la slrullura iuorfologica di tali tipi e le loro esigenze trofiche. 
Da allora in poi 11101ti altri Protozoi fnrono otlennti e studiati in colture 
pure, e gli studiosi che se rie occuparono .ap·portarono una n1assa di clocu·
ruenti nuovi e diedero u11 appoggio senJpre più sicuro alla teoria da 
LwoFF sviluppala sulla nutrizione dci Protozoi. 

· Sarebbe opporttui.o rifare qui ·la storia dei prin1i studi fatti sulla 
nutrizione dei Protozoi, ma esistendo già lma larga bibliografia in pro
posito, rimandian10 alla bella 111onografia ·di A. LvvOFF sulla nutrizione 
dei Protozoi (1932) e alla recente nosl ra messa a punto (PROVA SOLI 1937). 
Ci i1pporta ora di 1Hellere in chiaro sn quali basi morfologiche e fisiolo
giche si appoggiano le c·onclusioni che hanno pern1esso a L'1VOFF di de
firijre i tre importanti ti pi fisiologici di Protozoi. 

Antecedente1nente a I..;woFF, CHATTON (1926) divise tulli i micror
ganis1ni in protisti proc<n-ioti e in prol.isli eucarioti. 

I procarioti, corÌ1e lo dice il n·o111e, ono protisti ( on1e i batteri e le 
for1ne affini) sprovvisti di un nucleo e di mitocondri individualizzati. 
i protisti euc<n-ioti sono quelli che .possiedono nucleo e 111itocondri be~ 
indivjclualizzati (questa definizione esclude le Cianoficee). 

L·woFF (1932) accetta1~do questa· prin1a divisione dei pr9tisti ha ul
teriormente distinto i protisti eucarioti in tre Li pi prìnci pali. Tale divi
sione è basata sn osservazioni morfologiche e fisiologiche ad un teiu . 

] . ) . ] . 1 11 . po . essa non ha la pretesa e i sta Jl ire e e e se~1e naturali di organisnii nJ.a 
piullosto quella cli poter praticamente c1ua111are con un noni.e solo e 
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cumpren~i,·o forme é1n.•111i ·aralleri comuni eh~ Jl rcsentano nu compor. 
tamc1110 fì~iologico com1rnc e specfale. 

LwoFF .ha proposlo di chimnnre col no111e cli Clorofiti tutti i protisti 
<·lw possiedono 11110 o più plasti e clorofilla. In tiueslo gruppo ricnlra 
un "c11or111c c111a111i1à dj ·specie, a crhlc per allri caralleri a differenti or
.Jj11j e elasj, ;neuri però lulle uno Lesso .parlicoh1re sistema di 1rn1ri
zion , frg;ilo ai can1 lleri morfologi ·i che esse ham10 iu co11u111e (prescuza 
di pfos1i e clorofiUa). 

Sé1ra11110 chmqne ad esempio, Clorofiti: le Euglene, i Chlorogonium, 
j Chlamydomonas e gl.i Haematococcus. Questa categoria di organismi 
rientra nal11ral111enlc nel regno vegetale. D 'altra parte esiste ll'n numero 
cuorrnc di prolisli eucarioli c11e sono spro'vvisti di plasti e clorofilla .. 
LwoFF propone di clliamarli Protozoi sensu stricto o semplicemente Pro
tozoi. 111 que lo gruppo ouo compresi dei flagellati com.e Bodo, Oxyr
rhis. L epto11101rns e Trichomonas; ciliari co.me Glaucoma., Colpidiu111, 
Para111aeci11m; rizopodi come Amoeba, AcantJz,amoeba. Questa sero11da 
categoria apparliene .induJ)b.iarnente al r egno ~mimale. Esiste però llll 

lerzo gruppo di protisti encarioti, cl1e ci interesserà maggiormente nel 
pre~eute lavoro, e che comprende organismi aventi uno o più plasti: ma 
sprovvisti d i clorofilla, o di analogh i p igmenti a.ssim.ilatorii. Lwo.FF ha 
propo lo di chiamare tali organi mi L eu.cofiti. Q11est'111timo gruppo com
prende form e come Chilomonas, Ast.asia, Polytoma, Hyalogo11ùu11 1 Pofy. 
tomella. provcnienli, per perdila di f m1zfone éla tutti gJi onH1ù compo· 
11e11ti il 1ipo Clorofiti. 

Si a infatti, dopo Je ricerche classiche di DoFLEIN, ScHEHf'FEL 

e specialmente di PASCHER, che e istono in tutti gli ordini dei Clorofìti, 
comprende nti in predominanza forme a clorofilla, delle specie e delle rn· 
rictà incolori d1e per la loro forma, Ja loro s trutttira, la ]oro org:111izze1. 
zionc ed il loro c iclo evolutivo, sono idenLiche alle forme colorate. Duu· 
cruc iu realrà lJnes te forme non differiscono dalle forme verdi che per 
ra e nza lici pigmento assirnihtto1·e ed è an11nesso universalmente che 
l"'. se derivano per perdita di fu11zione dalle specie colorate (cvol11zio11c 
dei clorofìli jn lencofiti ) . 

E si Lo no Ò ahrn parte, cou:.1e ha di mostrato PASCHER nei suoi bril· 
lanli j mi . Ludi uJlc Crisomonadiue, deJle forme sprovviste 11011 :-olo 
di pigmento ma anche di plasti, che corrispondono a forme possedenti 
plasto e pigmenlo ass imilatore, fatto che co1nprova le derivazione diretta 
dci Prolozoi (nel sen so d efinito da LwoFF) dai Clorofiti. Da ciò si può 
d~durrc che l'evoluzione dei protisti eucarioti pnò seguire dne schemi 
differC'11ti: clorofiti · Je ncofit i - protozoi, oppu~·e d'ire ttamente, come nel 
c:1. 0 cl c ll c C1·isomonaJine : clorofiti. protozoi. I ]eucofiti posseggono ollrc 
a1 due c·u·-111er·1· o 't · ( d" I · · 1 • • • • ' ' · pra c1 at.1 presenza 1 p asti e ~ssenza m. p1gme11t1 a~s•· 
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mi1alorii) un allro carallere comune, cioè la presenza. di riserve gluci
diche figurale, quali l'amido e il paramilo; Lale carauere, come vedremo, 
è slrell.amenle l egalo alla presenza cli un leucoplasto. Tntte le recenti 
ricerche di fi iologia vegelale fauc da GurLLERMOND, MANGENOT~ PLAN

TEFOI. e EMBERGER hanno messo in lnce parecchi fatti importanti, e cioè: 
l") - Tutte le volte che ·il fenomeno della sintesi dell'anùclo· è stato 

segui to con cura, si è visto che l'amido si fonna nell'interno di lUl plaslo; 
11°) - I plasti non si possono formare ex novo, ma derivano, per 

divisione da plasti preesistenti; 

lll0
) - I plasti, nllo talo di riposo f1ulZ"Ìonale, hauno esattamente 

la te a Ionna e gli slessi cara lteri microfisici e microcliim.ici dei con
driosomi, coi quali essi si confondono nelle elhtle e1nhrionali formando 
con questi. un condrioma di apparenza omogenea; 

IV') - I plasLi non si distinguono dai condriosomi che per il loro 
potere di accumulare e elaborare durante i.l corso della differenziazione 
cellulare, clorofilla, pigmenti carotinoidì e amido, e acquistano una forma 
loro p1·opria per il fatto stesso della generazione di ta]i prodotti. Qu•este 
rnodificazioni. di fonna possono e sere transitorie nel ca o di produzione 
d'amido, po sono e ere anche definitive nel caso cli produzione di cloro
filla, inquantocl1è ·il plasto, caricandosi di pigmento, si ipertrofizza e 
prende l'aspetto di lt n grosso corpo sferico: solo in certi casi, perdendo 
la clorofilla, riprende la forma di minuscolo couclriosoma. . 

lVIa qualunque sia il g1·ado di affinità fra questi due organi, restano 
pur sempre due falli incontestabili: la produzione di am..ido avviene per 
opera dei pla ti e i plnsti hanno nna .continuità genetica. Si trattava 
quindi di mellcre in eyid nza il plasto nei lencofi.ti che possedendo ri
serve amilacee dovevano pu.r possedere l'organo deputato a tale funzione. 
La tecnica necessaria a Lale scopo è tanto delicata che non sempre è 
facile mettere i11 ev ide nza il leucoplasto; VoLKONSKY (1930) ha climo
strato per la prima volta l'esistenza del leucoplasto in Polytoma obtusum; 
LwoFF e PnovA OLI (1935) in Polytoma cmulatzun, var. astigmata; Ho
VASSE {1937) in Polytoma 1wella. Si JHlÒ conside1·are che probabil1nente 
tutte le spec!e rappresentnnti il genere Polytoma l1anno un leucoplasto. 
·BiiTSCRLJ (1868) descrisse in Chilomona.s paramoecium. un organo reti
colato superficiale (sjmile al leucoplasto cli Pol·yto·mci) e gli attribni una 
funzion e nella formazione dell' amido. Tale organo è stato veduto anche 
da altri At~to1·i di cui ne stmo però ntili~zò la tecnica fi.na di VoLKONSKY 

e non portò cpiindi la d·i1noslrazione d~ll~ 1rntnr~ l~ncoplas~ca di questa 
formazione ret" colata, per quanto a prion sembn d·tffic1le eh 1uettere tale 
natura irt dubbio. BAKER (1933 ) infine clescr.ivc u.n leucoplasto in Eu
glena. gracilis coltivata all'oscurità. Esi te quindi già fin cl'ora un certo 
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numero rfj osservazioni "ic11rc clic comprovano che là dove ci sono dei wa. 
terfali di riserva cr)u •iclica csLtc un pfosto che li Jrn prodotti: ciò è anche 
confermalo dallc

0 

esperienze eseguite cou Euglena Jli/esnili (A. LwoFF e 
H. Dus1 1935) <·he dimo Ira no cli e là dove non ci sono i plasti non ci 
sono riscrrn crlu ·idicl1c. Euglena Mes11ili pcrcle progressivamente e total-

e IJ' . • . m ' lll e j suoi pia 1i con mm lunga p •r11wn ' nza a oscur1ta, e con essi perde 
progrcssivamcnlc i gramùj di para~nilo pri1~rn abboudan~i. 

La cl fìnizion dci ·arattcri de1 lcucofit1: presenza eh un plasto e sin
te_i d ·Ile ri ervc gl11cidicl1e figurate, a enza di pigmenti assimilatorii. 
permeUc dunque di <li idcre nellamcnle i le ucofiti sia dai clorofiti (pre
senza di pigmento a imilalore), che dai protozoi proprìamente detti (as
senza di pi asi o e di riscrv~ di amido o parmnilo). 

V"dr mo più oltre ud <'apiLolo speciale, comparando la fi s iologia di 
questi tre gruppi, che ciascuno di essi possiede caratteri fi siologici propri 
· , tabili. che dipendono tr 1ta111cn1e dalla loro costituzione morfologica. 

* * * 
La serie dci ricerche p er sona1i cli cui è oggetto il pres nle lavoro 

focomin ciarono nell'ottobre 1934, e furono p·rosegttite fino ad oggi, parie 
all'Islituto Past ~u1· di Parigi e parte nel Laboratorio di Entomologia Agra
ria di ì\Jilano. Il no~ lro mne tro prof. R. GnAI\'DOIU ci aveva su ggerilo l'op
porluuità dj eseguire llc lle ricerche fi siologi.che s tilla J1utrizione dei pro
tozoi eh' 0110 normalmente presenti nel terre no agrario e ci invi (> a ll'I
stituto Paste ur pre -o il prof. André L\.\.OFF .per imparare la tec11ica da 
lui adoperata per tali ricerche. Noi otten emmo subito di poter i5olare 
in eoll11ra ha ll eriologicamenle pura Polytoma caii,datwn var. astigmata 
trova lo Ìll lUl lerr 110 di br11gl1iera Concimalo cli fresco, e ne studiammo 
la fi .. iologia i11 collaLorazione con LwoFF. E seguimn10 anche una coltura 
pun 1 di /i a/1'ia acrobaLes che si Lrnvavn presente n ello sLe so len uo. 
Nou e -~ emlo a11 ora possibile, aln1e110 per la gran maggioranza delle spe· 
cie. e-egnirc delle ricerche fi siologich e sui Ciliati poichè in generale e::si 
sono allamcutc ~ pecializzati ed hanno bisogno di fallori di crescita . cono
~cinti . p •11 am1110 di proi-cguire le nostre ri cer che e di estenderle nllr :'pC· 

cie del «cnerc Polytmna cl1e è fra ciuelli pill freq1lCntem cnLe rappr ·scn· 
lati nei Lctrcni •oncimnti. 

Perciò eseguimmo noi stessi ll:Jla serie di raccolte dj terre provenienti 
<l.a Jivcrsc !o~a~iLà. ital.ianc e !ra~c~si, e chiedemmo a parecchi nostri cor· 
r~~porn1 nl1 <~1 u.1vrn.rc1 can.1p1on1 eh terra e dj fango; potemmo così a\ ere 
c~r<'a un <.·e11tma10 d1 campioni che provenivano da località dh·ersc di R11:"· 

sut. PorloualJo Fr·mcia 01 ] S · K · · } 
. ' t: . • e e' anca, 11n1alra, en1a, Cecoslovacel11a Cl 

ILalia. rutti questi campioni furono adoperati per ollenere de11e rul· 
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ture brute. Potenuno così isolare sedici ceppi <lel genere Polytoma in 
culture pure mouofileLiche, e li studiammo fisiologicamente e n1orfolo
gicamente. Tale studio ci fu altamente proficuo non solo perchè potem
mo m e ttere a punto una tecnica di speriinentazione che ci fu e ci è 
preziosa, ma anche perchè le quattro specie di cui studiammo diversi 
ceppi ono tipiche e rappresentano quallro tappe d ella nutrizione car
Lona la. La sicurezza dci nostri risultati ci spinse a studiare accurata
mente la morfologia d elle , ;arie specie del genere Polytorna. 

Potenuno così scindere dal. « Séu11mela1·t » Polytomci uvella. il tipo 
ubtusmn ed erigerlo a specie con LwoFF, d elimjtando i caratteri morfo
logici e fis iologici propri cli queste due specie. La comparazione dei r.l
!:'ultati ottenuti coi vari ceppi di ogni specie ci convinse che i caratteri 
fisiologici di ogni specie ono stabili, e che essi, là dove j caratteri mor
fologici non sono molto distintiv i, possono sen ·ire con questi a d efinire 
iu un nuovo e valevole u1oclo Ja specie. 

Durante il coro delle ricerche sul genere Polytoma chhimo pure a 
notare che gli acidi g~assi cJ1e fino Hd allora enivano adoperati ad una 
concc11L1·azione omogenea del 2-3 °/00, pote ano aYere un effetto tossico 
a tale concentrazione, ed incornjaciauuno a<I applicare d e lle prove di 
11011-10 sicità. 

. Tali prove ci p ermisero di comprendere le divergenz.e che esi - te-
vano fra i vari Autori n p1·opos ito d e ll'assimilazioue dell'acido caproico 
da parte dei leucofiti e dci clorofi.ti privati della fm1zioue clorofilliana. 
Noi potemmo infaui con tatm·e che racido cc~proico è l'acido grasso a 
minor nmnero di atonu di carbonio "h e fa ccia s "'11tire ru1 e:ITe uo netta
m eille Lossico p er qua i tulle le specie s ltuliatc, anche a conceulrazionc 
dell' 1 °/oo. 

Ci preoccupammo di cslendere le ricerche agli acidi g1·assi a catena 
più lunga di quella d ell ' acido ca.proico. THli acidi e rano ~tati cou<::it.le
rati dai no tri predecessori inu ufruibili perch è essi li a e ano speri
menlati a concentrazioni lossich e. Facendo prove cli noli-tossic ità con 
successive diluizioHi. arrivammo a speri111entare a concentrazioni s icu
ran'l nle non tossiche e ad oll uere colture in Hcidi fino ad allora eonsi
dcn1ti \nnsnfruihili: Ci apparve allora necessario ricontrollare i risul
tati otleim1i dai diver si Aulot·i cogli alLri le u coflti. Noslra · prinrn cura 
fu ciuella di adoperare . i prodotti più puri che l' indus tria potesse for
nire per la serie d egli :icidi grnssi, onde evitare il pitt possibile gli errori 
derivanti da eventuali ' impurezze. Adoperammo per ques ti ceppi la te
cnica impiegata n elle prime. rice1:che sui . cepp~ di Poly toma. te.cnica che 
per gli abbondanti 0111roll1 falli e la r11~etiz1011e de.lle. esper.1enze con 

O'O'. • 11 sei·ie sola ci. i>otcva dare la ·s icure zza dei r1sultat1 ottenuti. passa001 J , • • 

P 1 · . Ilartc di ({ll<""te specie pote mmo ottenere r1s n ltati favo-. er a magg101 • ~ 
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revoli con acidi grassi a catena più lunga di ato1ni di carbonio di qi1ella 
dell acido cnproico, e porlanuno man n1ano le nostre ricerche fino al-
1 acido iniri tico; non crcdeuuno opportuno di estenderle ad acidi 
gq1-si npcrior.i poichè nolanuno che già con l'acido laurinico l'ef(ello 
favorevole si andava hidebolendo. Le prove cli non-tossicità che noi 1)er 
pri1ni abbimuo .introdotto nel1e speriuJentazioni sulla fisiologia dei pro
tozoi. ci lrn11110 perntes~o d u11que di estendere le ricerche ad acidi grassi 
aventi il nu111ero doppio di atomi cli carboni.o di quelli fino ad aHora 
spcri1nentati, e di ottenere un co1nplesso Tnaggiore . di dati fisiologici 
p ~r ogni specie. H.iconlrollanm10 i risulta ti ottenuti con a'ltre sostanze 
e ci do' enuno convi11cere che rea.l111ente l'alcool etilico è un ottitno ali
inenlo, anche nrigliore dell'acido acetico, per pai-ecchie specie. Pen-

aJn1110 di estendere ad una serie cli alcool Je ricerche sulJa nulrizione 
carbonala dei l eu'cofiti. Sfortunatan1ente non tutti gli alcool che ci po· 
tenuno procn rare erano di si cui: a pu:rczza eh in1ica. I risulta ti oUennLi ci 
pcnnettono però fin d 'ora di avanzare l ' i,potesi, con1proval.a dalla spc
ri1ncntazione, che n1ohi alcool pos ano essere assimilati dalle specie da 
noi studiale e che essi siano ass iu1ilali dopo essere stati ossidati ad acidi. 
grassi. Tale conclusione a cui noi arrivia1no, è cli grande uni)ortanza 
fisiologica, come arà più chiarmnente :piegato nella discussione dei ri
sultati poichè cliinostra ancora u11a volta quanto specifico sia i] rnodo 
cli nutrizione dei leucofiti. Siccon1e tali sostanze organiche idrocarbonate 
servono da nuLrin1ento specifico deJ leucopJaslo e dei cloroplasti pri\ ati 
del.la funzione clorofilliana, e ono i prodotti pd111i che servono a tali 
organi per Ja sintesi dell' ainiclo , è e tre1naine.nle interessante dj saper0 

che abbisognano esclushran1ente degli aci(li grassi per tale sintesi. Ciò 
Yiene a conferma dell' ipotesi di lavoro en1essa da L'YOFF, che un acido 
gra~~o sia nno degli ·intennediari deUa sintesi delle sostanze a1nilacee. 

Durante il corso delle esperjenze ebbin10 poi a notare un fallo in
tere sante. Il ceppo LwoFF di Polyto-1na obtu.szun, chef u isolato nel 1925 
cd intrattenuto da allora in un n1ezzo base peptonato senza acidi grassi 
non ra più capace di assin1ilare direltau1enle l'acido butirrico. Noi po· 
le1nmo, con un periodo di adall.a111cnto, ottenere di nuovo abbondanti 
f'olture in 111ezzo hase + acido butirrico: occorsero a questo scopo, 
nd l?36., es anta gion1i di periodo adattativo. 

E c!ueslo il pr·irno caso fino a<l ora riscontrato sperh11entaln1ente ne~ 
Protozoi della prodnzione cli i.n1 enzi1na adattativo. Fatti consimili 51 

0110 potuti ri ·onlrare r eccnten1enle per batteri e lieviti, ed banno pro· 
'p0 alo parecchi e teorie e 1111 buon nu.mero d) lavori interessanti. Il ceppo 

HOV ASOI .. 1 d1 Pol)'lo1n b . ) ~ . 11 i-
l ]. · a o tusiun appena isolato (1935 poteva él!'.iSll 
are t1rcllan1ente l'·,c·id 1 · · , l -· d" ·in . . . .. - ' , 0 )11tirr1co; e opo un solo anno 1 passaggi · 

5Cr1C l]) ntez~o ha~e SJHovvis to (]1· "'c'1d1" ))1. ~ogno. 
o grassi, esso aveva .pure - ...., 
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con1e :il ceppo Lvvo1:-F, di un perjodo di adauamento per poter assiJnilare 
il Jn1tirralo. Il periodo di aclattan1ento occorrente i)er tale ceppo, colti
valo da oli due anni in lm n1ezzo hase sprovvisto cli. acidi grassi è rnolto 
più corto (27 giorni) di quello del corrispon_dente cepp_o L'l\'OFF. . 

Abbimno potuto inoltre adattare questi due ceppi alla produzione 
clell'enzi111a necessario ad assinrilare l'acido caproico, che al n1omento 
dell'isola1nento dalla col tura bruta, essi non avevano potuto assin1ilare 
dirP.tlan1ente. 

Noi pensi:nno che con ques ti fenou1eni si apre un can1.po di ricer
che estren1an1e11te interessante che permetterà co l 111ateriale Protozoi, 
di risoJvere alcune delle questioni foudam.entali riguardanti la produ
zione di enz·iJ11i da parte dei n1icro·organisn1i con periodi di adattamento 
dirello o provocato -dal passaggio in mezzi preparatori i. I Protozoi pre
sentano jl vantaggio di avere lungliti periodi cli adattan1.ento che, contra
riam.ente ai batteri. i cni periodi adattativi sono estren1an1ente corti, per
n1ellono agli sperin1entatori cli poter seguire più facih11ente e 11etta
mente tale gruppo di fenon1eni. Noi speriaino in una serie di ·ricerche 
già intraprese u que~ ti due ceppi, e su altri , di p1oter apportare nuova 
luce al problen1a. 

Ci sentian10 in dovere di ringraziare ancora una volta particolar
mente il nostro iuaes tro prof. R. GnANDORI che ci h.a spinti, aiutati, e 

consigliali in qi.resto nostro indirizzo di ricerche; il Nlonte di Pìetà di 
ìVIilano banditore della borsa di studio «Arnaldo J\1ussolini » di cui 
noi u sufrninuno e la Fo:ndazione Rockefeller che ci perm..ise di pro
lungare il nostro soggiorno ·in Franc·ia con una speciale sovvenzione. 

Ci è grato poter testin1oniare qni la ~1ostra ;riconoscenza ed il no
stro con1n1osso con1pianto per fl prof. F. J\1EsNrL che ci accordò nel suo 
«Servizio di Protis tologia » dell'Istituto Pasteur la più larga ed ospi
tale accoglienza. Siamo particolarn1ente riconoscenti al prof. .A.ndré 
L-vvoFF che ci ha istradati, gui.dati e consigliati costanten1e11te, con la sua· 
grande esperienza, nel nostro lavoro. · 

Riugrazian10 pui-e i proff. A. L-vvo1~F·, I-I. Dus1 ecl E. G. PHINGSHEii\'I 
che hanno voluto gen tihnente rne ttere a nostra dis.posizione i loro ceppi 
delle ·varie specie e con essi i colleghi _l(onscn1KOFF, RoTTIEH, l\1oEvvs, 
DEFLANDRE per il loro interessa111ento e p er l'invio dei c~u11pioni di 
terra. Ci è poi part.icolaru1ente grato H ricordare la signora Luigia GRAN

DORI cl1e ci aiutò sen1pre gentihnente n ello studio i.norfologico delle 
specie~ e il prof. _'-\. PASCHER per i validi consigli da lui datici a tale 
proposito. 
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TECNICA DELLA SPERilVIENTAZIONE 

I) Colture brute e colture batter iologic am e 11-
t e pur e . - J\'.lolti dei ceppi che uoi abhia1110 studiato provengono dalla 
collezione dell'Istituto Pastetu·, altri dalla coUezione del P/la11ze11physio-

.logisches l nstùut di Praga, e. una parte dalla nostra collezion · personale. 
Tutti questi ceppi, ad eccezione del ceppo Polytoma urvella (ceppo 1921 
di E. G. PRINGSHElM) , sono 1nonofiletici, cioè proveugono da un olo in· 
dividuo. La realizzazione della coltura balteriologicameule pura con la· 
vaggi di un solo individuo è già stata descritta da LwoFF nella ~ua mo· 
nografia sul!a · nutrizione dei protozoi Non sarà male però ripetere e 
descrivere minutamente tale tecnica. 

Il prirn.o paisso per ottenere una coltura pura è q ucllo di . cegliere 
il materiale in cui facihnente si trovano le specie cl1 e . intere~ a110. Gene· 
rahuente i leucofi.ti si trovano in terre11i concimati di fresco ed in poz· 
zanghere e stagni contenenti · sostanze organiche in pulrefazion ' (piante 
o st erco di anima li) , m entre i cloro.fili si trovano in laghe tti. slag11i natu-
rali o in acque leggern1ente correnti. . 

Si procede alla raccolta di cmn pioni di terra o di acc1ue e ron c~a· 
senno di questi si fan1:10 tentativi di coltura bruta, con i diYen•j met_o<h e 
i n1ezzi u sati a tale scopo. Ci li1nitererno ad elencare brevemente 1 me· 
todi che ci hanno dato i n1igliorj risultati. S.i può sciogliere _una_ parte 
dei piccoli cmnpioni èli ten·a in acqtJia pura entro capsule Pctr1. o 111 iina 
infusione di fi eno, oppure porla in tubi inclinati di agar cli l\ lu ::-"raY~ 
Clegg, ricoperti con acqua potabile a cui si aggiunge, o no. acetato eh 
sodio. Ci ha <lato pure ottimi risultati il sistema de critto da PmNGS HEDJ. 
consisten te nell'a cro-iunaere una presa di terra del campione prelevn to~ 

oe o · 
oppure un po' cli liquido raccolto, a tubi conten enti terra o tor:l•a. rico-
perta d 'acqua {sterillzzati a vapore flu ente) in cui sono presenti 1>iccole 

· ' d · · I · J • • • ] · Le r11 l-qua n L1 ta 1 anuc o, oppure .pezzetti e 1 formaggio o semi e 1 grano. 
ture ln·nte che generalmente si sviluppano con rapidità, d e Y0110 t'~- t·rc 
$orvcgliate e seguite accuratamente, perchè ben }Jreslo un rapiilo :'nlup· 
po cli forme hé1Ueri che inquina i liquidi colturali , ucci(leudo :0p cS:<O lt: 
form e che i d esidera isohtre. 

Oue nuto un primo Yiluppo dei protozoi, si eseguono anali::i micro-
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scopiche per accertare la presenza e l' idenlilà delle forme presenli nel 
campione raccoho. Se ve n e saranno di inleressanli al nostro scopo, si 
preleverà per mezzo di una pjpella capillare il più gran nunrnro possi
bile di individui appartenenti alla specie che si vuole isolare e si i11ocu
lerm1110 nuovamente nei mezzi che hanno dato il miglior risultalo nella 
prima oltura bruta. Difficihnente con quesla prima serie noi saremo 
riuscili nel eliminare lttlle le a ltre fonne presenti di microrganismi, e 

-· ~enza dubbio j balleri r cst ranno e si svilupperanno abbondantemente 
anch e in questa seconda coltura. Sarà n1eglio dunque pToceder e ad un 
nuovo isolamenlo della specie che ci inter essa, preparando parec ·hi lubi. 
conten enti di versi m ezzi cohurali , entro i quali ~ i introducono uno o più 
individui della specie da i olare. I inezzi ch e con erranno cli più per 
·questo terzo passaggio, sono q·uelli all'agar Musgrave· Clegg, addizionato 
d'acqua e cPacctato di sodio, e quelJi sopra d escritti di Pn1N GS H E I M 

alla terra o lorba e amido : p er gli organi nù abituati ad un amhiente 
acido il m ezzo de1la torba amido ; p er gli organismi abituati ad a mbiente 
alcalino i l m ezzo terra-amido. Se si sviluppa la coltura nei tubi in cui si 
inoculò un solo individuo, noi av t·emo ottenuto 11na coltura clonica im
pura; acl ogni modo cla cp.1 sta coltnra noi potre1no .partire con n1aggiore 
tranquilli là p er gli lÙleriori te ntativi p er ottene r e colture pure. La tecnica 
impiegnta a questo scopo consi Le nel prelevnre una goccia della coltura 
impura e nel mescolarla con una goccia di un liquido sterile a bas <li 
pep-ton e cli ace tato cli sodio, po ta su LU1. vetrino portaoggetti, in una 
capsula cli P e tri s te rile. Sarà opporluno adoperare p er quest e opc rnzioni 
1>ipette in ' e tro n eutro e porta oggetti i n vetro n e u Lro affin ch ' il pH non 
' enga cambialo. Si lascer a uno i prolozoi in queste due gocci.e n1iscclat e 
per nna ventina di miIIuti a ffiuch è si abituino al nuovo m ezzo ; poi si 
inc01njnc ranno le operazioni .vere e proprie cli lavaggio. Si pre para .cfap
prjmn un certo numero cli capsule di P e tri s te ri] i conten enti dei Y<-'trìni 
n eutri , sui quali si cleposilano con una pipclla Pas teur d elle go ccie cH 
liquido ctdlurale s terile. Con l'aiuto cli u111nicroseopio bù1octùare e di pi
pelle capillari s terili, s i ~celgono dalla prinrn go eia di eci o dodic i p ro
tozoi ch e nuotino vigorosarue nle e si trasportano r a pidamente n ella se
conda goccia in cui si lascinno durante cinque minuti. Si' sceglierà allora., 
fra gli nl.tri, l'indi' ·duo che si dimostrerà il più a LU vo e r esi le nt e. l o s i 
p escherà con la pipc lla capillnrc e lo si trasporlerà n lla ter za goccia ::. te
rile. In segni to ques to protozoo sa rà tras1:>0rlato, prelev ando la ,1ni n imn 
quanti~it di liqnido .possibil e, sncccssivmneutc da nna goccia all nltra, e 
sad1 la ciato in ogni goccia per clne o tre n1-i11uti. · 

Durante ques ti hagni e la p ermanenza n c'll e g.oc ·ie, il protozoo nuo
tanclo si liber rà dai bau eri che er ano ade r c nt i alla su a ine~1hrana ·el
lulnr .D 'altra parte i b a lteri 1rasporla ti originariamente col prin10 pre-
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lie,-o del protozoo, verranno eliiniJrnLi p er dihrizione su ccessi a per il tra
sporto da goccia a gocci a. 

In generale dieci la\1é1ggi in dieci goccie sterili servono ad ollcrn're 
un protozoo che .seminato nel liquido colturale finale dà luogo ad una 
coltura pura libera da ])atteri. Non sarà però inopportuno cli csc.,u irnc. 
per precauzione, u11a quindicina. Le pipe tte capillari <l cvo110 csset~c fatt~ 
in 111odo ch e la parte capillare abbia un diametro tre o quallro volte più 
grande del diarnelro del protozoo elle si vuole isolare. Non occotT. <li 
proyocare alcuna aspirazione mediante te lline di gomma poich '- il Ji4 uido 
e il protozoo che si vuol a spirare n1onlano antomaticamen le per capilla· 
rità nella pipella. Qnesla tecnica è slala adoperala da LwoFF per gli iso
lctme nti cli Glauconut pyrifonnis (1923), e in segnho per tnlli gli altri 
i solaiuenti da lui faui; è stata egualmente adottata da PRINGSHEiì\l (F>:n) 
~ da _I10i (1935-1938). Il liquido che si adopera per il lavaggio e per la 
pri1na colttu·a pura è generalmente acqua p eplonata co 11Le11enLc acetato 
sodico, portala ad un pH che n ell'esp erimento n ella coltura impura si è 
dimostrato favorevo]e allo sviluppo deg]i organismi iii i tuclio. 

Non sempre si otti en e una co1tura della forma che è stata laYala e 
seminata, e g1i insu ccessi possono dipendere o dalla cauiva celta tlel 
protozoo o dalla pipe tta capi]hire Lroppo fiua che provocò aspi razioni 
troppo rapide, oppure dalla con1posizione chimfra del m ezzo in cui è ~e
minato l'individuo lavato. Certe specie sono particolarmente esigenti e 
fi siologicamente Silecializzate, e per esse occorre una serie di lavaggi e di 
semine differenti. Le collure impure sfortunatamente non ci danno ale1111 
indizio di qu ella che può essere la esigenza alimentare, poichè i protlotti 
di den1o]izione batterica ivi contcuuti sono estremamente varii e fra e~si 
moltissimi, di .1rntura a noi sconosciuta, sono n ecessari allo sv iluppo dci 
protozoi. P er giungere aHa coltura pura 11on resta quindi ch e tentare 
rnohi mezza di differente composizione. 

2) P r o v e b alt e ri o logie h e . Se le operazio11i sopra 
d e. critte di lavaggio sono eseguite rapidamente in tm. luogo riparalo d<~ 
orr nti d'aria, al coperto lalla · polvere, e lavorando correllameutc, si 

ottiene dotJO 10-15 ]avaaai a colpo si curo un fJaeellalo puro e :::cuza 
00 ' ' .._, 

batteri, quindi una coltura pura. A seconda delle specie, dalla priu~a ~e-
mina "i ollerrà un abbondante sviluppo, in un p eriodo variante fra 1 cm
quc e i venti giorni. Pe1· assicurarci che il ceppo monofile ti co co=-ì ol~c
nuto è privo di batteri noi ahb.iamo esegui Lo una serie di prove batterio· 
lo•ricl1e · · ~ . 

a) esam e diretto della coltura prelevando dal fondo una gocci<1 
,]j lic1uido cd es.., · 1 j f ' · · J b' t11· ro ad im· nminmH o a a resco a] n11croscop10 con o.) ie ' ' 
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mersione in campo chiaro e<l in can1po scuro; ed j noltre eseguendo d egli 

stri f'i fi ancloli e colorandoli, 

b) scminCL in vari m ezzi cula.ui alla crescila dei microorganismi: 
hrodo cli carne peptonata, "brodo di carne all'agar, ngar di Musgrave 
CJegg~ agar di Sabouroud, agar V cillon per anaerobiosi, brodo a I sangue. 
agar-Lroclo-saugue. Ta1i emine ono state fatte in doppia serie, 1ina 

incubala a temperaltu-a di labora torio, l'altra a 37°. 
Que te prove batteriologi h vennero seguite e verificale srn macro

scopi cam nte che rnicroscopicmuente, con esam e dir llo e con strisci co
lornti. Durante gli es.perimenti tali prove vennero ripetute frequente

m ente per ass icurarci dell' a enza di ogni infezione. 
I t11JJi delle serie che servirono alle conte dci protozoi vennero ado· 

pera ti dopo le numerazioni per le semine in questi s tessi mezzi batte-
rioJogici e ri ultarono sempr sterili. 

:-J ) Vetrerie. - Tulli gli esperimenti da noi compiuti sono ~ tali 
eseguiti con vetre ria neutra Pyrex, Sibor e vetro n e utro T enax-Murano. 
È notorio cl1e occorre adoperare f)er queste r .iccrch una vetreria neu
tra ch e, sola, 1rnn11etle di nrn11Le 11 ere i mezzi colturali élCl un pi-I deterini
naLo anch e se le col.ture rimangono per lungo tempo uei recipienti. 

La veLreria jn ogni caso, fu sempre lavala d1i111icamente per es:::e~e 
icuri di non introdurre olanz sconosciute nei liquidi colturali e per 

non alterare la composizjone chjmica. All' u·opo la Y treria, dopo es~ ere 

stata in a qua ca1<la e -oda e pa sa ta allo spazzolino, risci acqu a ta ahlrnn

tlentem nt · in accrua , viene pa sata pet· LJ.8 ore n ella misceln suJ fo-cro
mica , e per 6-12 ore in acido nitrico. Da lÙtimo ~i eseguono ripetuti la
vaggi in acqua per eliminare ogni traccfa di acidi, e ftnttlmente si risciac
qua in a ·qua di sti11ata. 

-J.) Pro d. o I ti e h imi ci. - CrecliauJo imoortante dj enume-• 
rare le 1n·ovcnicnze cli Lulli i prodotti chinrici che ono sta ti <la noi iin-
piegati nell esperienze. I prodotti organici che non si ono ollenu ti au
rora sint e ti camente ono più o m e no irupnri, ed il grado di purezza Ynria 

da confezione a confezione. Ci siamo preoccupali cli fornirci , special

inente pc~·_ le serie cle?li a cidi grassi, dei prodotti più }Htri esistenti at

~na~~11c 11t ' 111 _com111erc10, e crcdinmo dì essere .i primi ad nvcre impieg<Ho. 
m 11ccr --l1c <11 questo gen ere, quattro acidi grassi di origine sintetica. 
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Le provenienze dei prodotti chimici da noi usati furono: 

SALI INORGANICI 

p 1· o ·do l li MEHK 

:.<olfnto di mngnesio (puro pr.r analisi) · 
.cloruro di potassio (puro per :urnlis~) 
idrato di ;;odfo (}>Uro per analisi) 

Pro do L l i SHERINC K,\LOAUl\1 

Lifosfato di potas_io (puro pe1· analisi} 

PEPTONI 
P r o d o t t i E. V ArLLANT 

11epto11e pancreatico di muscolo 5 C. 

l' r o cl o L li 1-IoFFMANN ·LA RocHE 

peptone cli seta idroJizzatn 

ACIDI ORGANICI 

PJ·od o tti MEllK 

acetato di sodio (per :malisi sintetico) 
addo suociuico alliissimus (per analisi9 

» malico foattivo (puro) 
,, tartarico (puro) 

Pro do L ti FnAENKEL ET LANDAU 

.acido propionico (sintetico dn cinnetile) 
» Jrntirrico n. (sintetico purissimo) 
,, i solmlirni,co (purissimo) 
" valerianico n. ( puriss:imo) 
» isovalerianico (puriss imo) 
» rapro ico 11. (sintetico) 
>' i~ocaproico (puris imo) 
>• eptilico (1mri=s imo) 
» octilico ( puri imo) 
" nonilico (purissimo) 

nicid'o c!'ecilirco (purissimo) 
>> laurini'co (purissimo) 
» miristico (per analisi) 

p 1· o d o l li Rt·IONE·POULENC 

acido lauico1 puro D. = 1,21 

P r o cl o t t i HoFFì\l.\NN • L.\ RocHE 

piruvato di sodio 

ALCOOL 

Prodottj MEnK 

alcool metilico 
» etilico 
» 1propilico 
» isopro11iHco 
» Jrntilico 
» ,i!sobutilico 
» butilico secondario 
» butiJ:ico terziario 
» isoamilico 

l' .r od o t ti RI·IONE Poc LENC 

alcool nmilico 
» d:ctilctilfoo 
» cicfoesanQio 

P i1.· o cl o t ti PETllOL YurtTER 
nlcool nmiiico secondario 

Prodotti Vmu .. w 
alcool dimctilctilico 

pro d o t li cl j LADORATOll!O 

nlco-ol esilico puro E1r. = a.io 

È evidenle che allo stato attuale del commercio dei prodotti chimici, 
come si può rilevare dalla lista da noi data, noi manchiamo di una serie 
completa di prodotti che ci d'iano I.a sicurezza clei risultati dcJle espe
rienze di nnlriz~one: non possiamo quindi essere sicuri che dei risultati 
ottenuti con prodotti di sintesi, i soli, che ci garantiscano la purezza ehi
mica e l'assenza di altre sos tanze che possono essere eventuali fattori <li 
cre5cila. Come si potrà vedere più avanti, ~rnlla descrizione della nutri
zione cli ciascuna specie, LwoFF e Dus1 hanno potuto ottenere colture ot
time 111 mezzi puramente sintetici con mollè delle specie in istuclio qua
lora venis ero aggiunli i necessari fattori di crescita. 

Le no Lre esperienze sono state tulle forzatamente coH<loll~ in 1111 

mezzo ha ·e al pepto11e (sostanza di composizione chimica non clcfìniLa), 
~er pot~r _c~mpararc le vade specie fra di loro, dato che il no~lro lndio 
e. stat~ irnziato pri111a che si conoscessero i fatLori cli cresciLH necessrm 
Ht vari microorganismi. 
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Però tutte le nostre esperienze sono state fatte prep1arando i mezzi 
nutritivi con UJ1. solo lotto di: peptone proveniente da tuia uni.ca lavora
zjone; per ciascun gruppo di esperienze venivano preparati parecchi litri 
di oluzfone nutritizia, della quale una parte eré! usata come · mezzo di 
conlroJlo (senza acidi organici) 1nentre a:ll'altra venivano aggiunte le 
varie sostanze in esperin1ento. 

Dato che l'effetto di ogni sostanza sperimentata è stato valutato me
djanle comparazione numerica del.la popolazione ottenuta con quella del 
controllo, pensiamo che i nostri risultati siano ben provati. P er gli acidi 
grassi la sìc1irezza assoluta esiste solamente per quei quattro acidi sinte
tici che' nbbiamo potuto procurarci. Per tutti gli a1tri, nonostante sia stata 
no tra cura proctLrarci i più puri prodotti esistenti in commercio, non si 
pnò esci udere_ che contengano delle ·in1purità di acidi omo.loghi. 

Quando si potrà ottenere u:na serie completa di acidi organici sinte
tici. sarà necessario un controllo di tutte le esperienze finora fatte. Tut
tavia, poichè ahb.iamo lavorato ·con concentrazioni cli acidi grassi molto 
piccole, cli.modochè l'influenza delle eventuali iJnpurità non dovrebbe 
nvere gran j)eso sui risultati, pensiaino che hen. pocbe modificazioni po
:rarn10 essere aP'portate neilla listéi degli acidi o.rgan.ici utilizzati da og111 
~ingq]n specie. 

;) ) M e t o d i e a d e l l e e s p e r i e n z e . - Tutte le esperienze 
souo state da no.i esegtrite in mezzi nutr.itizi liq--i1idi, poichè essi soli per
mettono di sta]Jilire quantitativamente il grado di assi111ilazione e l'ef
fetto delle varie sostanze in esperin1ento. Infatti i mezzi culturali solidi, 
che sono largamente impiegati per i batteri, non servono a coltivare tutte 
le specie da noi studiate, e per quelle che vi possono crescere :non dareb
bero una costauza di i:isultati e non si presterebbero agli esami necessari 
per · stabilire e valutare l'effetto prodotto dalle sostanze in esperimento. 

Abbiamo adoperato la seguente soluzione salina come nwzzo base: 

;~cqi.1a biclistillatn . 

cloruro potassico . 
fosfato acido dli potnssi10 
solfato di m;1g11c.sio . 

cc3 1000 
gr. 0,20 

)) 0.20 
)) 0,20 

Chiameremo mezzo base al peptone pancreatico il mezzo in cui Jll 

pm della soluzione salina sopracitata furono aggii~mti gx. 4 di peptone 
pancreatico di carne (5 C. Vai:llant); e mezzo base al pepto11e cli seta 
quello in cui oltre alla parte salina aggiungemn10 gr. 4 di peptone di 
seta -idrolizzaln (I-loFFI\'IANN-LA RocHE). 

. . Abhian10 utilizzalo per tutte le prove di nutrizione, tubi d'assaggio 
u~ vetro neutro aventi un di.aruetro esterno cli 16 mm. e una lnn()"hezza 
eh 16 cm. Generalmente erano riempiti con. 10 cc. In casi speciali: rm·js-

~. 

i 
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~imi qrnHalo si voleva ottenere qua crescita vdoce per specie fortemente 
"' ide di ossigeno, i tubi si riempirono con soli 5 o 6 cc. Le iuoctùazioui 
ono -cmpre slate falte adoperando .le pipette di Pasteu'r. 11 numero di 

gocce che servirono nelJa semina varia a l a 5 gocce a seconda deO'li or
ganismi in i s l udi o. Iu q neste condizioni di speriinentazione, colle 

0
!wcce 

che si adoperano per la smnina si potrebhero portare nel nuovo l'l.~ezzo 
nntritizio de ll e sostanze la cui azione alin'l.e11tarè può es~ere 11otevole. 
P r e' ilare tal"' causa di · errore noi ahbia1no se1npre fallo parecchi lra
pia11li per ogn1u10 d ei n1ezzi colturali in istuidio e le serie cli trapianti 
s11cces~ivi partì c;empre dal ceppo (coltura nel solo inezzo base senza acidi 
cr.J'" ..;-1·) O n ~ • 

Sari1 opportuno spiegare dettagliatao1ente come av,riene lo studio 
della 11utrizione ca1·bonata di una specie, a p1artire dall'oue1ùn1ento della 
,cuJtura pura. Co1ne ahhiaino detto più sopra l'inoc1Ùazione di un solo 
individuo è tata da noi f.alla jn un n1ezzo nutritizio aJ peptone + ace
·tnto cli odio. Da questa prima cohura si parte per la serie di ricerche ue
cessarie allo studio d lla nn trjzione. Dal priruo tu~o originale si semina 
con una goccia un tubo contenente lo stesso mezzo adoperato per la prima 
coltura: ni<.1 enza acetato (111ezzo base) , ed un altro tubo contenente tw. 

m ezzo uguale al n1ezzo originario ( c:ioè mezzo base + acetato). 
Una ·erie di cinque o sei inoculazioni suocessive nel n1ezzo base, 

parl ·ndo dal prhno tuJJo, ce1-ve acl eli1ninare le traccie di acetato di sodio 
portale con la prima goccia proveniente dal tubo capostipite. Soh:mlo 
dopo il ses to passaggio in p e ptone si ottiene LUl ceppo che si può consi
d enue co1npletamenle sprovvisto di traccie di acido acetico e che si può 
adopenue come tuho origine delle sen1ine nei vari inezzi cont~nenti 
acidi grassi. Tulle le volte che noi parlere1110 di ceppo si tratta di una 
coltura di tal genere proveniente .da.Ila prinrn coltura rnonofùetica e colti
vala in un mezzo base peptonato sprovvisto di ogni tracda di acidi gras-i. 

P er iniziare lo s ttldio della nutrizione carbonata, noi siamo sempre 
partiti dal cep po inocttlando con una o tre gocce una serie di tuhi co11-
t e1H•nti le diverse sos tanze in esperin1ento agt,rinnte al n1ezzo di base che 
è . empn· stato tenuto 'come controllo. Alcuni dei tuhi contenenti sos l ~mze 
ù n·orevoli ri-pondono dando una coltura abbondante e di gt"an lunga su
periore nl con trollo (coltura ottenuta nel m·ezzo base). Da ciascuno di Cflle
Hi tubi favorevoli si effettua una serie .dj sen1ine successive, tutte in m ezzi 
conten "nti q11estn stessn sos l.a11za. Al terrnine di 7 od 8 semine successi ve, 
dopo aver controllato cli avere raggiunta nelJe coltuTe che co--1 s·i olten
~011? ' 1111a co;·tante velocità di sviluppo e una popolazione presso a poco 
~qui.\·a l~mte, si procede all' analisi quantitativa clell'influenza d.elle so-
tanze 1 n es"rne ( t d 1 · · 1 • • 1 • • • • mH'l 3 <h n1ezzo . . · .. · con a e., 1 ln(nv1,nu1 contenuti 1n ogni · 

llHlrit1zio) N ... 1· . tr . . ' . " .' r • 
• ~ 01 ct et rnmo opportuno 11 controUo d1 succe;:,SJ\ e sernrn e 
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nello s tesso mezzo per verificare che l'effetto non srn stato ternporaneo 
ed occasionale. 

Altre sostanze non han~no alcun effetto stilla crescita degli organismi 
in esame e le colture ottenute si sviluppm10 all'incirca come le colturt! 
controllo coltivate nel .mezzo base. In questo caso noi ripetiamo le prove 
con sen1inc pi ì:1 abbondanti (10 e 20 gocce a partire dal ce,ppo), oppnre 
semiuanclo con lma o tre gocce di culture sviluppnte in presenza di acido 
acetico, poichè essendo l'acido acetico sen1pre estre111amente favorevole, 
noi con iu1a o tre gocce se1uiniarno un gr~~n ntunero di individ·ui. Se si 
!:lviluppa una coltnra con qnest' ulti1uo tentativo, sì fa in segu.ito una serie 
di trapianti, ·per essere sicuri di avere eli1niua'lo tulle le tracce éli acido 
acetico portato con la semina. Quando nei tu.bi contenenti le sostanze in 
esperimento, che erano stati seminati con individLLi d'el ceppo, non si 
ebbe alctmo sviluppo, oppure si ·ottenne una colttu·a di densità di popola
zione inferiore alJa coltura-controllo, du1>itainrno che la cr escita potesse 
essere stata arrestala da LU1 effe tto tossico dovuto alla concentrazione~ 
ed allora eseguinun:o prove di non-tossicità. Le sostanze in ·is~·udio vanno, 
a c1ueslo scopo, adoperate successivan1ente a conc.entraz-ioni sen11He più 
clilnite fino a che esse perane ttono abneno nna 111oltiplicazione uguale a 
crnella del controllo; ar:rivatj a questo punto si esegue la prova di p-iì1 
forte inoculazione con1e abbia.mo descritto più so pra. . 

N atnralmen te ci si<uno preoccupati di non speri1uentare a co1~cen
trazioni v icine alla concentrazione tossica. La concentrazione toss ica può 
variare per lo slesso acido da sp ecie a s p ecie. 

Ci sembra che la sperin1entazione condotta econèlo questi principi 
sia la più adatta a dare dei risultati sicuri, inqnanlochè ogni risultato 
è ricont1·01laLo con serie di trapianti successiv i in presenza della so tanza 
in ishtdio . .D'altra parte il fatto di aver preso Ja precauzione elementare 
di verHìcn1·e la tossicità di og11i sos tanza ci ha portato a conclusioni molto 
dive rse da quelle dei nostri predecessori , che non avendo fatto tale esame 
giunsero a · conclusioni ine;:;alle e perfino contrastanti nej 'loro di versi 
lavo1·i. 

Ricorclimno che i nostri predecessori, appunto perchè adoperarono 
una concentrazione fi ssa di 2 o 3.0 /oo, couclnsero che l'acido grasso a ca
tena llÌÙ lunaa utilizzabile era l'acido caproico (il qua le però a tale con-

o ' ' 
centrazionc è già tossico per parecchie specie ed era stato considerato 
come :inattivo), n1entre noi s ia1110· arrivati ad ottenere risultati nettan1ente 
positivi con acidi aventi 1u1 :n1unero dop1)lio di aton1i di carbonio (acido 
lauriuico ). . 

Anche a prescindere dalJa p.rova di toss icità, i n1etocli dj speri1nen
tazione adoperati da noi e dalla scuola. di Lw?Fl';' el!n1~nano altre cau se 
ai errori e di incerlezze e se1nplificauo le urnn1polaz10111. 
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6) Rerizione ~el niezzo n_utritizio.-Uu'altracosa 
indispensabile per )a condol1él delle esperienze, appena ott'ennta la colhira 
pura, è c]j stabilire i limiti delle vélriazioni delle concentrazioni in ioni H 
e OR com1rntibili collo sviluppo delle culture, di determinare il. pH opti· 
mnm e di efCeLLnare Jo studio delle fisiologia delle varie specie in mezzi 
1111trjtizi a pH vicino od eguale al pJf optimum. Ricordiamo inoltre, come 
è già ~ lato detto più' sopra, che le più grandi precauzioni sono slalc da noi 
prese per assicurarci che tutta la vetreria impiegata (tubi d'assaggio, pi· 
pelle. palloni e bevute di Erlenmcyer) fosse chimicamente pura. 

7) N u, 111. era z i, on i. - L'accertamento delle proprietà favore
' oli o sfavorevoli di una sostanza rispetto a un dato ceppo, non arebLe 
<lHfìcile se lo sviluppo ne.I rnez.zo base (controllo) fosse nullo, mentre 
nel mezzo base più )a sostanza in esperimento fosse estremamente abhon
<lante. Dato che noi abbiamo incominciato e condotto tutte le esperienze 
prima che fossero conosciuti i fattori . d:i crescita necessari ai leucofiti e 
clorofiti coltiv·ati neJl'oscurità (fattori che, del resto, sono ignoti anrhe 
oggi per pai·ecchie specie) siamo stati obh.Jigati a sperimentare in un 
mezzo base composto con sostanze organiche complesse (peptone) : in 
qneslo mezzo nulritizio senza aggiunta di acidi organici i leucofiti si svi· 
Juppano sempre, più o meno abbondantemente a seconda delle specie: 
la cleùsi1l1 dell e colture oltenute in qllesto mezzo nutritizio (d1e serre cli 
controllo) è da 20 a 260 flagellati per mm. 3 

In tali condizione non si può concludere a1trime11ti sul valore nn· 
tril iz io di mm o tanza se ~1011 facendo una comparazione fra la rolrnra 
del mezzo di base e )a coltura del mezzo base a cui è stata agginnla Ja 
~o.:-ta n za stessa. ·Questa comparazione è relativamente fa cile poichè lo 
~Yil11 ppo e il punto massimo ottenuto neJla coltura sono snfficieutemenle 
regolari, lf1U1lora si abbia la precauzione cli osservare certe regole di 5pe· 
r i111c11la:t:io11e. Alctwi fattori fisici e chimici influiscono infatti sulla ere
~cita dei lcucofili . Ad esempio recenti lavori eseITTJiti sulla m11riziont . o 
elci Protozoi hanuo poluto accertare che i fa.ttori: rapporto s11perfirie--
Yo!11111c del I iqn ido colturale, concentrazione degli alime11 ti azotati. e 
c1. i11lizioni fi sichr , (per esempio temperatura), influenzano larga111ent~ 
]o ~Yiluppo elci Protozoi in coltura. Riportiamo a questo propo5ito I~ 
roncl ul'ioni di RoTTIER che ha studiato dettagliatamente l'ù1fl11e11za dei 
dnr primi fauori e ha seguito la curva cli crescita di Polyto'ma obwsmn 
(ceppo LwoFF) . · 

La crescita, conte per Lutti i microrgauismi, può essere divisa in P3: 

rcecl~i c fasi: :L) Un periodo cli attesa negativo (lag-pliase); 2) periodo di 
nr::c ila 1ogantmica; 3) '}l'eriodo in cui la crescita lo(Yaritmica è arrestata 
e la crescita prosegue con una velocità minore. L'andamento dclln ('\IT\":J 
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varia a seco.uda del fattore che interviene nell'arresto della fase logarit
mica. Nei mezzi peptonati senza acidi grassi lo sviluppo ha luogo nei pri
mi giorni che seguono la semina e poi si arresta ad un determinato punto 
e vi rinwne per parecchi giorni (andamento orizzontale nel grafico). La 
mrva in presenza di acidi grassi, qualora sia eseguita con colture in con
dizioni costanti, è del tipo a tre fasi più sopra descritto. 

Curve tipo delle specie del genere Polytoma TABELLA I. 
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Come ha mostrato RoTTIER, l'arresto della fase logaritmica nei mezzi 
peptonati contenenti acidi grassi dipende da vari fattori limitanti, cli cui 
l'ossigenazione del mezzo (cioè rapporto superficie-volume) è uno dei 
più importanti: inoltre egli potè dimostrare che, mantenendo costante 
allo stato optùnzun l'ossigenazione (insufflando aria nel mezzo di cultura) 
un allro fattore limitante entra in gioco: la concentrazione delle sostanze 
azotate. 

Per con.1parare l'effetto ottenuto colle varie sostanze è necessario 
perciò sperimentare iu condizioni di costante 1·apporto superficie-volume, 
~a cui dipende l'ossigenazione d'el mezzo, se questo non viene agitato o 
in~nfflaLo con aria, ed. inoltre in uguali concentrazioni d'alimento azotato 
e 111 condizioni fisiche il più possibile identiche. Noi abbiamo sperimen
tato ~~mpre in tubi di 16 1mn. di diametro dunque a superficie costante 
contenente 10 cc. di liquido nutritizio cioè a volume costante e a costante 
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rapporlu ' ttpcrficie-Yolume; j} liquido non fu aereato artHìcialu1entc nè 
'Jll r<1gilH1;ÌOllC llt' COll in 11fffnzionc d':iria. I risultali JIUIUerici da noi 

ofl 'J1t1li . 0110 L"n all udibili per tn.le condizione di non aerea::.ione· e 
per la 011ce11trazionc o tante iu sostanze azotate, del 4, 0 /00 (pe1none di 
e&irìle pancrea l ico 5 C. Vai li a 11 L). Le nostre esperienze, per il 1nodo con 
nti ,·enuero eseguile. possono servire alla valutazione dell'effetto dei dif
ferenti acidi e alfa 0111p:1razione fi::.iologica <leHe diverse specie. Sarchhe 
]JCrù ncec ~ar.io in seguito tn]Jilire urve di crescita per ciascun nei.do e 
per cia-.cun organi ·1110, in differenti condizioni . 

Tullociò prern s::io ulla op13ortunità di speri1nentare in dctern 1iuatc 
condizioni fi"sc~ esponim110 corne proceden11110 alla valutazioJle d ll'ef
fetto cl Ile Ynric so~t1111ze sperirnentate. La con1parazione fra P~ffclto 
ollcuulo nel n1ezzo ba-e e quello ottenuto nel mezzo base a cui ono tate 
aggiunte ]e -o tnuz i11 e::.peri1nento è stata falla in un prin10 te1npo e da 
tutti gli Autori gindica11do il grado di intorhidin1e11to delle colture. Solo 
re- .. 111 mente, e non da lutti, tale co1nparazione vien fatta sulla diffc
rc11zn di s\rilnppo inunerico degli individui sviluppati i nei 1nezz1 111 
· ~ alllC. 

Per oYvie ragion i cl i precisione noi procedeu11110 sernpre ali a v~tl n
lazion c nu111erica. Escguinuno le conte a]n1eno dopo il quarto passaggio 
in ~cr.ic nc1lc \ Hric o tanze sperin1entate. Le nnn1erazioni in ogni tubo 
f nrono ripetute parecchie 'olte con un sis te1na analògo a queJJo in1pie
gato da RoTTIER, durante i tre o cinque giorni, co1nprendenti lo svilup'po 
<leJl • colture (l'c. pcrienza acquistata nel seguire giornaln1ente lo svilup
po dcJJc colture dura11te le ino ulazioni in serie ci fornì se111pre un dato 
prali ·o che ci perinjse di sapere Cfltando e quanto tale periodo durava). 
La eif ra che indiclrimno nelle tabelle corrisponde al n1assh110 di crescitn da 
11oi O ' cn alo durm1Le la conta per nna detcrnrinata specie e ~Jer una de
terminata so Lanza. Le ntunerazioni ono state eseguite colla cellula di 
Nageotte (40 stri . ce di 1 ~25 1111'11.:l) per le colture povere e coJJ'en1atim etro 
di T\1ala . ez per le cullure abhon<lanti. 

Un"altra avverte11za i1nporlantissin1a per ottenere dei risultati at
tendi bi I i ncll" n 1unerazioni è che queste debbono essere fatte in un rno-
111 1110 il pitt pos~i]Jile ,ricino a quello de11o sviluppo n1assi.1110. La scuola 
mn rieana (HALL. LoEFER, JABN) si accontenta di co111parare l ' effetto 
t1 :He ,·arie o tanzc in e, ar:ne eseguendo le conte dopo un te111po clete.r~ 
11~ 11 rnt? dalPinoculazione (4.8-72 ore per es.). Con tale 1netodo si arri~elna 
cli mTtYarc a conclu ioni n1olto inesatte. Secondo l'andamento delle curv 
di cre:::cita. opra descritta, n1 ntre per il inezzo ba·se (peptone solo) la 

« fa,, l1~Wse » è e lren1an1ente corta, e si arriva in generale dopo 48 or' 
allo ~val111)[lO . · ( ] • • · ] • ·ecehi . . m.issnno la e nutssnno rrn1ane orizzonta e per pai 
grorrn) · per i mezzi coutenenti a cicli grassi il }Jeriodo di « lag phase » 
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prccedeute quello cli accrcscitnento. lo~arit111~co è sufficienteme~1te .lungo., 
e varia a se onda delle concentraz101u a c1u le sostanze sono 1n1p1egate. 
Facendo d lle conte a te111po det~nninato, facihnenle si potrà sorpren
dere lo svil~1ppo del 1nezzo ·base, alla fase orizzontale, 111a non si può 
sapere, per i 1nezzi contenenti altre sostanze in più dei componenti del 
mezzo base, in qua] punto della curva le nun1erazioni furono eseguite. 
Ciò può naturaln1ente portare non solo ad errori sulla valutazione del
l'effetto delle varie so tanze, 111a an he alla con ·lusione che esse sono 
del tutto inutilizzabili; è questo il a o dell'alcool etilico che per LoEFER 

e HALL sar bbe inutiljzzato ome alim.ento carbonato da ChilonuJ1u1s 

pa.rfn11oec1 u111. 
Noi ott nenu110 con tale sostanza e con questa specie abbondantis

sirne culture (716 flagellati. per 1n1n. 3 contro 120 del controllo). Gli A.u
tori ci tali esegn~irono le co11te dopo 45 ore dall'inoculazione, quando pro
babiln1en te le colture rano an ora in « f,ag plu1.se », oppure quando la 
crescita si lava iniziando: u1entrc noi ottenernino il massimo svih1pipo 
delle coltur solo dopo 2 lj.Q ore. . 

Ritenia1110 opportuno inoltre che la valutazione dei risultati nu
inerici oll nuti., debba ~ e~sere sufficienten1ente elastica in 1nodo da 
tener conto degli errori prohabili insiti nelle o~ndizioni speri1nentali. 
Oltre agli errori, dovuti alla onc ntrazione ed all'aereazione deJl col
ture, che noi lin1inan11:no nei Jjn1iti del possibile, ne esistono altri dipen
denti dalle i1npurezze chin1ich delle so tanze e dalle operazioni di nu-
1nerazione. 

Delle imptuezze abbiamo già detto in un paragrafo precedente; 
quanto agli c1Tori d l1e nun1erazion.i anche se fatte con buona tecnica., 
diren10 he essi ariano dal 4 all'8o/o cifra che può e sere aUJnentata se 
non si e egnono nun1erazioni paral1ele e rip'etute su nn n1unero abba
stanza grande cli prove e~eguite nelle ste~sc "'oudizioni e nello tesso 
n1ezzo di speri1nentazione ~ ntu11 r tir le che peri netta, facendo la n1edia, 
cli abba ar la percentnalc degli rrori. 

Credia1no opportuno perC"iò, conoscendo le in1perfezioni che ancora 
incombono sulle sperhnentazioni in p.1esto ca111 po, di isti t:uire una base 
di valutazione fo11dan1entale abba tanza elastica per 'agli are pratica-
1nenl i dati fornitici dalle numerazioni fatte nei singoli n1ezzi in espe
runento. 

In tal valutazione il nnn1 ro di individui riscontralo nel mezzo di 
controllo serv con1e base alla con1parazionc. Se il numero eleo-li indi
vidui c]1e si sviluppano nel 111 zzo 1 a e più la osta11za in an1 ~è om
preso fra qu'ello del co11trollo e il doppio di qne Lo (nna sola divi ione 
cellnla_re <li tnlli gli individui c1 1 controllo) noi consid ria1no che tale 
sostanza è i11u,t,iEzza.bile e che l'eff tto ottenuto può e sere dovuto in 
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gran pari e agli errori sperin1entali sopracitati. Alle sostanze che produ
cono -raJe effeLLo cO'rrisponde nelle tabelle il segno -. Se il 111unero degli 
judivichu sviluppat isi nel n1ezzo in esame è co111preso fra il doppio e il 
triplo di q11ello riscontrato nel controHo, noi coududiamo che la sostanza 
in esarue ba un leggero ef /etto suUa moltiplicaz-ioue (indicato nelle ta
helle dei risultali col segno +). Le sostanze che danno tu1 increm.ento 
allo s,rj}u•ppo co.mpreso fra tre e sei volte quello ottenuto nel controllo 
sono considerate utilizzabili e favorevoli (indicate col •segno + ) . Quelle 
che danno luogo ad un incren1ento superiore a sei volte quello del con
trollo sono considerate con1e alt<unente favorevoli. ( + + u.elle tabelle) . 

Tale graduazione che si basa da iu1a parte s1tllai: giusta valutazìon~ 
degli. errori prohahili co.mmessi, ·e dall'altra sulla comparazione nun1erica 
fra le colture fatte con cliv er se sostanze e quella d'el controllo, periuette 
a.ltresì di comparare fra di loro i risultati ottenuti con diverse specie di 
protozoi aventi ciascuna un proprjo coefficiente di oxitrofia, e ci semhrn 
la più adatta, a1lo stato attuale, per rappresentare, assierne ai computi 
numerici, gli effetti delle sostanze speri1nentate. 

SPIEGAZIONE DELLA TAVOLA 

l) Chla111~·domo11as agloiiformis (secondo Pascher). 
21 Polytoma u ve/la ( 01·iginale) 
31 Pol,-tomu obt11s11m ( origirn1Je) 

·11 Polytonw. cau.d<:tu.m var. astignwta (se corndo L. Grandori) 
5) Polytoma ocellat11.1n (secondo Fr:mcé) 
6) ffoenwt.ococcus 1>l11violis (secondo Rei cb enow) 
71 Polytome //a coeca (secondo Pring~heim) 

8) Cliilomo11as paramoecium. (secondo Biir schtli) 
9) Hy alogo11ium Kle bsii (sccond10 Klebs) 

'IO) Cltlorogm1ium. elo11 gatmn (secon.clo Dangeard') 
ll ) Clilorogon itun euchlormn ( second~ Pa sch e r) 
121 Astasia Clwtloni (secondo Pringshe im) . 

131 Englem i gracilis (sccond'o Chaclefoud e Provasoli) 
H 1 Euglena gracilis var. urophora (secondo Chacle forud' e Pro.vasoli) 
15) A stasi a quartana (secondo Pringsb eim) 
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Tavola l. 
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CLASSIFICAZIONE ADOTTATA. 

Tipo: PROTOZOA 
Sotto tipo: Plasmodroma Dolfein 

Classe: 1\IASTIGOPHORA Diesing 

Ordine: 

Famiglia: 

Genere: 

Genere: 

Genere: 

Genere: 

Genere: 

Famiglia: 

Genere: 

Ordine: 

Famiglia: 

Genere: 

Ordine: 

Famiglia: 

Genere: 

Genere : 

Phytomonadina Blockmann 

Chh1mydomonadidae Butschli 

Chlamydomonas Ehre.mberg 
ChlamJ'dornonas agloiformis Pascher 

Polytoma Eb.remberg 
Polytoma uve/ la Ehremberg 
Polytoma obt,us1un Pascher em. Lwoff e Provasoli 
Polytoma cczu.datum Korschikoff var. astigmata R. e L. Grau<lori 
Polytoma ocellcttuni Fraucé 

Haematococcus Agardh em. Flotow 
1-laem.atococcus pluvialis Flotow em. Wille 

Chlorogonium Ehremberg 
Chlorogoniu rn euchlonun Ehre1nberg 
Clorogonium elo11gatuni Dangeard 

Hyalogonium Pascher 
llyalogonium J(lebsii Paschcr 

Polyblepharididae Dangea rd 

Polytomella Aragao 
Polytomella coeca Pringsheim 

Cryptomonadina Stein 

Eucryplomonadidae Pascher 

Chilomonas Ehremberg 
Chilomonas pararnoeciurn Ehremberg 
Chilomonas oblo11ga Pascher 

Euglenoidina Blockmann 

Euglenidae Stein 

Euglena Ehre1nberg 
Euglena gracilis Klebs 

"Eue,lena gracilis var. urophora Chaclefaucl e Provasoli 

Astasia Dujardin 
Astasia Chattoni Lwo.ff 
Astasia quartana l\iloroff em. Pringsheirn 
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Chlamydomonas agloeformis Pascher 

e a,. atte,. i ni o,. f o logie i. - Questa specie è stata ottenuta 
da JVL\INX jn. collura monofiletica ed è stata dcterininata da PASCHEH col 
no1ne di. Chlauiydo;uona.s agloefortnis e d~finita coi seguenti caratterj 
n1or1'ologici: celhùe dorsoventrali~ cioè aventi luia parte conca' a e una 
}Jarle onves a nel senso della lu11ghezza; viste dall'alto sono oviformi 
arrotonda te nella parte posteriore, cli rr1embra na molto fine, n1unite nella 
parLe anteriore di una piccola papilla jspes~ila. I flagelli ono lunghi 
onanto a corpo: cromatofori, a fonna di II, (visti lateraln1e nle), stìgma 
<;rosso nucleo centrale, due 'acnoli contrattil-i, lurnghezza d elle celltùe 
o ' ......... 
12 :1., larghezza 7 :1.. Lo .. tndio fisiologico del ceppo di F. WÌAè~X fu co111-
piuto da A. ed IVI. LwoFF (1929). Tale organisnio si svil uppa hene anche 
a!l oscurità inantenendo la · propria olorofilla. 

1Vutrizio1ie azotata. - Chla111.ydo1nonas agloefor111is è ca
pace di r ea lizzare la sjntesi dei cornpouenli proloplasinatici partendo da 
oslanze proteich e complesse come i peptoni, ma è pure capace dj svilup

parsi perfctta1nenle in. 1ne?,.zi nutritizi che contengono un an1inoacìdo co
n1e sola fonte di azoto, quali l'asparag:ina e la glicocolla che sono ottime 
fonti di azoto per Chlarnydo1nonas agloefonnis. Tutti i tentativi fatti da 

Chlamydomonas agloeformis (cep1)0 M1\1Nx) TABELLA 2. 

·- !:::: -·- o 

Mezzo m1.triti z io base 
o :.... > C'l o ... 
N ~ ~ 
C": ::l . :.... !': 

Me;-.zo nutritizio base 

(asparagina 2°/oo) ( a.,paragina 2°/oo) 
...... °' - ·- ~ C'I ~ 

'!.J t:D 
~ °' - ~l ,....; 

e ""é . 
c., < 

cnz:1 acidi (controllo) - . 
I acido tartarico 2°/oo 

+ a ciclo acetico 2°/oo ++ + :!cido g] icerofosf ori e o 2°/oo 

+ a:·ido butirrico 2°/oo + + aci:•do malico 2°/oo 

+ aci.tlo lau ico 2°/oo - + acitlo citdco 2°/uo 

+ acido succinico 2°/oo -

L ·woFF per ottenere la èr escita di tale organisu10 all 'oscurità con fonti di 
azoto più se1nplici (sali (fa1n111onio e nitrati), sono stati vani. 

/V u /; r i zio ne e a r b on a t a.. - Un alirnento organico carbo-
11ato non è indisp ensabile allo svi] nppo di Chlc1111y<lo111on,<1s a.gloeforrn ~s 
all'oscuri Là, inf a Lti è stato possibile ad .A. ed lVI. L\VOFF di n1an tenere il 
ceppo p er 10 passaggi su ccessivi in un D1.ezzo contenente as·paragina pi Ll 
i con1ponenti 1ui.nera]i ncce~sa ri. Le colttrre ch e essi ottennero e rano po-
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,·cr'~ i fiageJlnti inolto piccoli, 111a ciònostante le colture furono trapian
tabili in .. cric. In tale inezzo base all'asparagina Paggiunta di acetato 
-odi --o al 2"/oo di de luogo a colture più abbondanti e aventi uno sviluppo 
più rapido. 

Par cclri acidi orgmuc1 sono stati sper~nentati, e di questi solo 
l'acido bnlirrìco diede colttu-e più abbondanti che Ie corrispondenti del 
co11trollo, ma n1euo ntunero e di quelle ottenute coll'acido acetico ag
cri11nto nJJo st s o 111 zzo di base. Gli acidi succinico, tartar1co, lattico O"li-o 'o 
cerofosforico, 1nalico e citrico non hanno dato colture più abbondanti 
tlcJ outrollo e -ouo dn considerarsi co1ne inu ufruibili. Chla11iydo1no11as 
ogloef ormis non ern lato incluso da L\-YO"FI<~ (1932) fra gli orgauismi 
oxitrofi poicliè la definizione da Juj allora data richiedeva :per tale gruppo 
fi iologico _il caratter della indispensabilità di un alimento carbonato 
or1rani co indipendente. È olo nel 1935 che Chl<11nydo1nonas agloefonnis 
'- entrnto a far parte degli organis1ni /Xtraoxitrofi, e più tardi, quando 
fu data nua definizion più larga e coÙ1prensiva dell'oxitrofia, entrò a 
far parte degli oxitro fì. 

I risnltnti ouenuli da A. e ìVI. L\VOFF con Chlc1111ydo111onas agloe
formi · riguardo il cnrallere altan1ente favorevole dell'acido acetico (oxi
trofia), ono tali conf rmati ed estesi da LucKSH ad altre Chla11iydo-
111011adi11<ie colthratc alJ 'o curi là: Chla111ydo111,onas pseudoagloe, Chlamy
clo111011as monoica Cltla111ydG111onas dorsoventralis, Chla11iydon1011as sub
globosa Chla111ydo11101u1s pulchra. Dato il n11mero delle specie fino a<l 
ora studiale si può concludere ' hc le Chla111yclo1nonadinae a clorofiUa 
~ono oxitrofe, cioè che e .se danno colture notevohnente n1jgliori d el co11-
trollo quando coltivate all'oscurità si aggiunge al mezzo di coltura l'a
cido acetico (ali1nento organico carbonato). 

Polytoma uvella Ehremberg. 

e (I r (I t le,. i 1n o ,. I o lo g i e i . - PASCHER n ella sua mono
grafia ~ 11 li Phytomonadi 11ae (1927) l1a d escritto Polyto111a uvella come 
un « Smnmelart »in cuj ha co1D!preso un nun1ero di for1ne a ci.ij diede un 
11 rn c pecifìco, enza però erigerle a sp ecie. Infatti tutte queste fonn(' 
prc ' lltano una grande so1nialianza fra di loro e sono so1a1nentc distin
gu ibili per alcun i caraLLeri v:i·tenti il diseano del con torno dell'individuo 
e per altre piccole diffcrm1ze, Giustamen~e PASCHER non ritenn~ validi 
t~~li eai·au :ri differenziali presi lla soli poi eh è le forme d escritte ed osser· 
':'t" <la lui e dagli altri 01ne simili a P. uvella erano state trovate e stn· 
dwtc~ nel materi·tl l I d. I · f t 1 

e e e na ura e 1 racco ta ma 11011 se ne era 1na1 at a n · 
cuna coltura che permettesse di riconoscer e co1ne stabili tali caratteri. 
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È noto infatti che a seconda delle sostanze coltnral'i contenute ne-i 
vari Juoghi di raccolta è possibile trovare individui appartenenti alla 
s te~sa s pecie che si presentano sotto forme più snelle o sotto forme più 
tozze poichè hanno trovato condizioni diverse d'anibiente. PASCHER 

Le so ammise che ·w10 stuclio 1norfologico sicuro, fatto su colture, avreb
be condotto a delimitare con precisione le varie forrne e a definire la 

' 
loro entità. 

Noi abbiarno isolato otto ceppi cli Polytoma uvella e due ceppi dt 
Polyto111a obtusurn (PASCH ER) e. abbiamo avuto 1nodo di confrontare e 
di segn.ire i caratteri n1orfologici di questi clne tipi. Abhia1no notato che 
tali c<rralleri so.no stabili ecl :in seguito a questo lavoro erigen1mo .con 
LvVOFF (1937) La le tip<;> obtusuni, a specie. Nello stesso tempo poteo1mo 
precisare i caratteri n1orfologici che corrispondono alla specie P. u·vella: 
corpo ov iforine-ellissoidale, in molti individui arrotonda Lo nella parte 
anteriore, meno arrotondato e cupoliforme nella parte posteriore, inen1-
hra11a nclta n1a non troppo ispessita, papilla n1e111hranosa ricoprente la 
papilla citoplasn1atica da cui partono dnei flagelli lu~nghi da una volta a 
una volta e mezza il corpo; _nuoleo centrale o tm po' sotto la linea n1eclia-
11a. stig1na piuLLosto piccolo ellissoidale o rotondo colorato dal carotinoide 
iu bruno chiaro, (nei ceppi da noi studiati lo stigu1a non era visibile pro
])abilrnenlc per inancanza di carotinoide), due vacuoli contrattili nella 
parte anteriore, abbondante dserva figurata di anudo in tuttri il corpo 
peciahnente n eJla parte posteriore, (i granuli di amido ~ono elittici-ovoi

dali); nell e colttu·e vecchie abbondanti for111azioni di gocce d'olio e pre
. enza di un carotinoide giallo aranciato; div isione vegetativa in 2, 4, 8 
cellule figlie; formazione cli zigoti protetti da una grossa ed ispessita 
membrana e anche <li zoozigospore. Abbiamo riscoJ1trato che la presenza 
della papiJla u1eJnbranosa è costante per tutti i ceppi da noi studiati e 
che era necessario introdurre un. nuovo concetto più. obbiettivo nel valu
tare il on torno delle cellule appartenenti a questa specie. (vedi Poly
toma obtitsz.un). 

S t o r i a . - Polyto1na uvella è stato isolato per la prima volta in 
coltura batteriologica111ente p1:i.ra da 0GATA (1893) che fu anche il prin10 
clte abbia realizzalo u'.na coltura batteriologican1ente pura di protozoi 
non parassi ti. Egli adoperò .brodo di carne g.lucosa to a cui aggiunse un 
d ecotto di Porphyra vzilga.ris (alga). Egli potè coltivare Polytonza uvella 
per 5 rnesi. Notò poi per prirno che i Polyton1a. si possono sviluppare su 
mezzi solidi fo1•11u1ndo •piccole colonie biancastre alla superficie di questo 
rnezzo. }ACOBSEN (1910) riuscì pure ad ottenere una coltura di Polyto1na 
zivella e a n1antenerla in vita durante parecchi passaggi in un liqui~l.o 
n1oho co1nplesso., costituito da u . .na soluizione sterilizzata di fibrina su cui 
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erano fatti 1n-e,riarneute ag.ire parecchi batteri cti specie indeterminata. 
Queste d11c prime colture ottenute da 0GATA e da JAèOBSEN non poteva-· 
.uo portare alcnn chiarimento srJ modo di .nnt:rizione di questo leucofi.ta. 
Spella d111H111e a PmNGSHEli\1 il grande merito d:i avere per primo nel 
1921 realizzato cli nuovo la colLu.ra pun1 di Polytonw wvella e di aver 
iutrapreso rìcerd1e m.inu;-;i.ose e dettaglfat.e sulla fisio.logia di questa in
teress:mtissirna specie. Eg.Ii 0Uem1e la coltura pura partendo da un ma
teriale infetto cont en ente sostmne organfr.be in putrefazione in cui s.i 
era sviluppala una buona coltu·ra selvaggia di Polytorna uvella.. Ouenuta 
Jn coltura balleriologicarnente pura, egli incomiuciò a cercare di deter
mirrnre le sostanze 1rncessarie alla nut.rjzione cli cruesto flagellato. 

Partendo dalla prima coltura sviluppatasi a, spese di sostanze pro
teiche previamente allaccate da batter~ e sterilizzate in seguito; egli saggiò 
il polere nutritizio di parecchi aminoacidi trapiantando ·i Polytoma i11 
mezzi co1llenentj tali a1~:inoacidi a cui egli aggiungeva o no, del glucosio. 
Osservando però che le coh.ure in tale mezzo nutritizio non riuscivano 
che molto povere, egli arrivò alla conclusione che forzatamente doveva 
esistere Jielle prjme colture impure realizza~e su gdatina, una sostanza 
o un gruppo di sostanze originate dalla demolizione batterica che e1·ano 
necessar.ie al.lo sviluppo di Polytoma uvella. Egli arrivò alla ·soluzione 
del prohlenrn facendo una serie di _constatazioni e CC?nsiderazioni biochi
miche e citologiche. Sap·endo che Polytorna uvella. (e molti altri flagellati 
del tipo) ha una g.rande quantità di sostanze glucidiche di riserva, 
egli sospellò che fosse nece.ssario un afimento organico carhonalo che do
vesse essere agg·iuulo al mezzo nutritizio da lui escogitato. Ora, nella 
gelatina in p11trefazìone, P'er opera di batteri proteolitici, si sviluppa un 
gran ntunero di aminoacidi fra ctLi la glicocolla è uno dei maggiori espo
neuti. Nel suo mezzo sintetico PH.INGSHEJM aveva già messo deUa glico
colla; nonoslaJ1te ciò non aveva ottennlo un abhond'ante sviluppo di fla
ge.llati; d 'alu·a parie era facile supp·orre che tale aminoacido servisse all'a 
sintesi dei' costilueJJti proteici di Polytom,~1 wvella e non a quella delle ri-· 
serve amilacee. Egli pensò che la glico.coUa desamj1rnta (per opera de:i 
batteri) si poteva trasformare in ac:ido acetico. la seguito a questa serie 
di deduzigni egli, dopo alcm1e prove p1·elimi1rnri riuscì a mettere a punto 
un mezzo nutr-it.izio in cui egli aveva ritù1jt·i l'acido aceti·co, la glicocoJla, 
e il glucosio in parti eguali. Coltivando Polytom.a uvella in questo' mezzo 
11n1ritizio egli olle1rne delle magnifiche coltrnre. PRINGSHEIM osservò an
d1 e ch e se si eliminava l'acido acetico da questo mè-zzo, non si ottenevano 
dic colture poverissime, mehtre eli1nina11d'o jl glucos.io e lasciando l'acido 
ac~t.ico. le :olture (Liveutavmw p erfettamente lJaragonabili a quelle in 
"

111 il gl.ucos10 era presente. In seguito PRINGSHEIM facendo variare i com
ponenti azotati e carbonati, potè arrivare alle seguenti conclusioni: l'a-
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ci do aceLic.o (sollo forma cli sale) costituisce un nutrimenlo specifico per 
Polytoma u:vella e può essere sostituito in qnesla sua azione dall'acido 
bulirrico; il glu.cosio non può servire come alimento caL°lJonato; le fonti 
tl'azolo migliori sono gli aminoacidi, però Polytom,a uvelfo. pnò fare la 
si11Lesi dei propri costìlne11Li citoplasmatici partendo eia sali d'ammonio 
e da peptoni. 

Più Lardi la nutrizione di Polytoma u.-vellafu studiata da PmNGSHEl~l 
(• .MAINX (1926) da PRINGSHEli\11 (1937) e da PROVASOLI (1937). 

Nutrizione azota La. - PruNcSHEIM nel 1921 concludeva 
Htlla p~ssibilità deH'nLiHzz.azione, come solo nutrimento azotato, dei sali 
trmmnonio. Più tardi lo stesso PRrl\°GSTIErM (1937), ript·enclendo la speri
rnc111azione delle fonti azolate per Polytorna uvella concluse che era ne
ce~. aria l'agg~1rnla di un caramello di glucos io per oUenere la ct·esci"ta 
in rnle mezzo a base cli acetato d'ammonio. (Il mezzo base di acetato di 
:i111111ouio + i sali minerali necessari i1on dava luogo ad alclUrn coltura) 
L\~'OFF e D us1 (1938) ham10 ripreso In questione sperime~1tando col 
ceppo Folytoma u.vella di PruNGSH.EIM (stamme 1921) ed harmo composto 
il _cgu ente ·mezzo uulritizio: acetalo d'ammonio gr. l; Lifosfato po
'.as~ico gr. 0~2; solfarlo 'cli magnesio gr. 0,1; clonn-o cli potassio gr. 0 ,1; 
acqua disti]~ata 1000 cc.~; id1rato sodico q. s. peil· portare il pH a 7~5. 

A ques lo mezzo venivano aggiunti, dopo sterilizzazione, soluzioni cli clo
ruro di ca lcio e cli cilrato cli ferro o cli cloru.ro fenico, tali da dare una 
r·uncentrazione finale rispettivamente di l p. 100.000 e 1 p. 100.000 -
l p. 10.000.000. 

Questi autori poterono coltivare Polytonw. zw-ella durante 15 p•1S
~ aggi in questo mezzo ottenendo· sempre ottime colture .. Dimostrarono. 
.co~l che è inutile l'aggitmta cli caramello cli glucosio e che i risultati ne
ga Li vi ottenuti da Pn.INGSHEIM dipendono probabilmente dal fatto che il 
Serro aggiunto sotto' forma di clonu·o fe!l·rico prima de lla ster.ilizzazioue 
prc ·ipita (il mezzo _adope1·ato da PRINGSHEIM è cli pH 7,0) ed è quindi 
comple tamente :inuit.i'lizzabilc per i flagellati. 

lnollre i d eui Autori hanno 1p•otuto dimostra1·e sperimentalmente 
clic Polytoma. uvella nou ha bisogno di alcun fatlore di crescita. Res ta 
quindi assodato che Polytouui uvella può fare la sintesi deUe sosìtanze 
f)t·oteiche partenclo da sali d'anunonio qualora però siano presenti ne] 
mezzo 11utL·it-izio sali opportuni di calcio e ferro ecl mu1 fonte carbonata 
organicn (acido acetico). 

N li trizi on e e a. r bo n <t t a. - PmNGSHElM (1921) nelle con
clusioni del suo p•rimo lavo:ro su'lfo nutrizione d~ Polytoma, wvella. dice 
che l'acido fornrico (sotto forma di forminto d ' ammon.io) e gli acidi ossa-
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lico, i trico, mnHco, tartarico o succm1co '"Ono inutilizzabili; cl1e l'acido 
propionico dà dci risultali migliori e cl1e Facido butirrico può essere ado
perato per ottenere delle buone co1tnre. Più tardi PRINGSHEIM e MA1Nx 
(1926) d<rnno una nuova lista dei co1nposli organici carbonati che sa
rebbero 11tilizzati da Polyt'oma uvella. L'acido acetico e butirrico sono i 
più fa, orevoli; l'ncido propionico e val erianico, « notevolmente ineno 
favore,·oli ». Gli acidi fumarico, eptilico, nonilico, palmitico, tricloro
acclico. glicolico, lattico, g1uconico, acrilico, oleico, benzoico, e gli alcool 
crilico e i sobutilico si dimostrarono inutilizzabili. 

Più tardi la 11111rizione di Polytoma iwelui è stata ripresa in esame 
da PmNGSH EJi\I (1937). In questo nuovo studio solamente gli acidi acetico~ 

hutirrico, latrico e ucciJ1ico sono considerati come favorevoli, e gli acidi 
propionico isobur irri o, va leriailico, isovalerianico, caproico, malico, 
piruvico, o::isnlico, il diossiacetone, l'aldeide gl~cerica, la glicerina, il gli
colo, l'arido glicolico, e ]'alcool eti lico, come inutilizzabili. Segnaliamo 
inolrre che nelle sue pubblicazioni PmNGSHEIM non ha mai dato il nu
mero di flagellati v iluppalisi per mm.a nei vari mezzi colturali da lui 
sperimenlati. 

Ricercl1e personali. 

Or i gin e de i e e p pi. - Abbiamo incmninciato nel 1935 una 
~cric di ricerche suHa fi siologia della specie Polyt.orna uvella. Noi potem· 
mo _ isolnre selle ceppi differenti provenienti da materiali naturali pre· 
Ie,ati in locaHtà varie: 

ceppo n. 5 ottenuto da un terreno del giardino de11'Università cli 
Porti ci (NapoJi - Italia ); 

ceppo n. 6 cla u.i1 terreno concimato di fresco di Kandersteg 
(Svizzera); 

ceppo n. 7 proveniente da un terreno coltiva to a patate di Kan
tlersleg (Svizzera) ; 

ceppo 11. 9 ottenuto per isolamento di un solo individuo di una 
eohura in agar-asparagina-acctato, inviataci pura dal Dott. GrnsBERG: 
coltura ottenuta direttamente da escrementi di porco, Delfl (Olanda): 

ceppo n. 13 ol.tcnulo da L~ terreno d:i risaia di Casale Monfer
rato (Italia) ; 

ceppo 11. 14 ottenuto da fango secco preso nelle vicinanze di 
Karkow (Russia) inviatoci gentilmeute dal Prof. l{oRSCBIKOFF; 

. ceppo n. 15 ottenuto da una coltura impura su agar, inviataci 
l_!ent1.lmc11Le dal Dott. P. MoEwus (ceppo proveniente da una terra di 
Snnt1ago del Chi le) . 
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E elusion e fatta del ceppo 11. 9 (Delft) abbiamo ottenuto dal mate
riale citato, secondo il n1eto<lo sopra descritto, dapprima delle colture in1-
i 11rC.'; da]Je quali d erivammo successivamente ce:pipi monofiletici batte
rio.logicamente puri per lavaggi ripetuti di un solo inllividuo. Il ceppo 
11 • 9 inviatoci già in coJtura batteriologicamente pura ha servito all 'iso
Jamcnto di un solo iuclividuo dal quale derivò un ceppo monofiletico. 
P ntN GSU EIM, dietro nostra rischiesla, ci ha gentilmente inviato il suo 
e ppo di Polyt01na. uvella (stamme 1921) con cui egli eseguì le prime 
ri cerche. 

Iu cornplesso avemn'lo quindi a d1s·posizione otto ceppi, che, come 
al1biamo de tto · nella parte morfologica, appartengono tulli alla specie 
Polyt.oma wvella sensll stricto. Essi son o stati sttt<liati morfologicamente 
in coUaborazioue con L. GRANDORI, e non si sono potute notare fra di essi 
diffe r·enze t.alin ente cospircne da far pensare alla possibilità <li distin
guere di ver se r azze. 

Il mezzo colturale adoperato è il mezzo base al peptone di seui idro
lizzala (vedi .parte« tecnica»). 

R e a zi o ne del 1n e z z o n u t r i tizi o . - Nostra prima cura. 
è Lata dj verificare i limiti del pH entro i quali è possibile la coltura per: 
ognuno d ei ceppi in esperimeuto. 

Come si potrà vedere dalla tabella aggiuuta la zona pi-I comune a 
tu Lii questi ceppi è con1pcesa fra pH-6 e pH-8,4. I ceppi n. O (Pringsheim) 
n. 5 (Portici) , 11. 6 (Kru1dersteg) e n. 13 (Casale) hanno in comune il li
mi te n ella zona acida potendosi infatti ottenere delle colture anche 
a pH - 5. 

I ceppi n. 14 (Karkow), n: 15 (Sàntiago L danno colture a co1uin
ciare da pH - 5 ,5 . L1fine i ceppi n. 7 (I(andersteg), e n. 9 (Delft) si svi-
1uv pauo in n1ezzi nutritizi da pH - 6 in avanti. Il pll dei m ez.zi colturali 
adoperati per tali ricerche è stato verificato dopo la sterilizzazi~ne. 
P m NGSH E IM (1934-1937) sostiene che Polytom,a uvella si può sviluppare 
rnJamen te in m ezzi basici cioè fra pH - 7 ,l e pH - 8 ,4. Non sappian10 
da re una spiegazione e.lei ri sultati da lni ottenuti poicll'è noi ottenemn10 
col ceppo d a lui inviatoc i (stanune 1921) dire ttamente una buona col
tura n el p eriodo di quattro giorni iu 1nezzi di differente pH, da pll . 5,4 
fino a vH - 8,4 .. Noi 1rnrtim.mo da una coltu.ra nel m ezzo sopra citato a cni 
era slnlo aggiunto il 2°/00 di acetato sodico avente p•l-1 - 7 ,8; la coltura e.ra 
al nrnssimo grado cli sviluppo quando l'adoperammo per l'inoculo n ella 
s ·rie di Lttbi a pH d'ifferente. L ' inoculo è stato cli tre o-occe il m ezzo in 

. . ' o ' 
c 111 esp er11ne1~ta111mo i vari pH era il m ezzo base al peptone pancreatico 
+ acetato sodico. Il massirno di coltura u el uiezzo a pl:l - 5,0 fu ottenuto 
al contrario sohnnente dopo 18 giorni dall' inoculazione. Dato che tntti 
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i ceppi da noi turliati hanno una zona comune sulficìentemcntc lata 
(fra pH 6 e pH - 8,4) noi possiamo concludere, conlrarjamenle a PR1Nc

. 11 EIM che Polytonia 11vclla pnò svilupparsi sia n ella zona acida come in 
qndla alcalina. 

Polytoma uvella - Zona di pH. favorevoli TAUELLA 3 • 

ì\lczzo 11111ri1izio 

( pcpto11c 5 C. ·l".'oo) 

+ al"clalo 

pll = 3.5 

pB = -1,0 

pH = -1,5 

pH = 5.0 

pH = 5,5 

pH = 6,0 

pfl = 6,5 

pH = 7.0 

pH = i,5 

)Jll = 8.0 

pH = 8.5 

N.B. - Le colonne ind icano le zone <li pH. in cui è ::.t:tla possibile la coltura. 

Determinata la zona comune ai vari ce·ppi dei valorj di pH favo
revoli. decidemmo di eseguire le nostre esperjcnze sui vari ceppi al pH 
costante di 7 ,4. 

J\ 11trizio11 e e a r bona la. - Tutte le prove esegu.ite per lo 
studio della fisiologia di questi otLo ceppi furono condotte nelle stesse 
rondizioni. ì\ el mezzo base a] peptone di seta idrolizzala, noi ottenemmo 
coi n1ri ceppi emprc delle colLm·e molto povere che però era possibile 
trapiantare in serie; allualmente noi sfamo al trentesimo passaggio per 
tutti i ceppi. Lo sviluppo massimo otlenurto varia entro limiti strellissimi 
eia <'cppo. a ceppo (l 7-25 flagellati pe1· 11101.:1 ). 

Aggnmgendo acido acetico (acetato di sodio 2 °/oo) si ottc11go110 cJeJle 
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eolt11re otl:ime il cui punto massimo varia da ceppo a cep•po oscillando 
fra limiti che vanno ·da 1900 a. 3500 flagellati Jler mm.". Il coe/ficiente 
,li oxit.rofìa. della specie P. uvella è in ogni caso superiore a. 100. 

Come vedremo l)l Ù tardi nella comparazione delle specie, è questo 
il 11w ·simo valore constatato per il coefficiente (li oxitrofia finora calco
lato per coll"l11re eseguite in pep·tone ed in ·tuhi 16/160 mm. contenenti 
10 l.'.C. di ·liquido co.ltnrale, senza aereazjone artjf:icìale. Nella parte intro
duttiva noi abhiaiuo spiegato le ragioni per cu_i occorre d elim:itare le 
modalità cli esperimento e mantenerle costanti per ottenere risultati com
parnbili. La prima serie di esperienze fau.e su tutti i ceppi in condizioni 
uguali, contprencllente 10 trapianti successivi in ogni mezzo ·iu istudio, 
è staia fnua colle concentrazioni del 2 °/oo in volume per i seguenti acidi 
grassi: propionico, butirrico nor.male, isohutirrico, valerianico normale, 
ir:itico; del 2 °/oo in peso per g,li acicli acetico e pirn.vico sotto forma (li 
:'ali di sodio; del 0,2°/oo jn volume per l'acido caproico. I mezzi co.lturalì 
1·osì ollcnuti venivano portati con idrato sod:ico a pH · 7,4 sterilizzati, ed 
il pH veniva riverificato dopo la sterilizzazione. La ·prima serìe di espe
l·ienze iu e seguita adoperando acicli grassi della Ditta :Me:rk. Fn in questa 
!"eric. dlU·anle l'esperimentazione, che e.i accorgemmo d e.Jla tossicità del
L1eido caproico che i1uzialmente noi adoperammo alla concentrazione cli 
.2''1co, non ollenenclo alcuna coltura. Non sapendoci spiegare (fUCStù fatto 
(a priori una sostanza che· non è utilizzata e che non è tossi.ca deve pe1·
wcttere mm coltu:i·a almeno uguale a quella del controllo) esegui~mo 
mw serie d'i concenLrazioni decrescenti e ·ci arrestan:uno alla concentra
zione di 0.,,2°/oo che i:isttltò essere la più favorevole per tutti i ceppi. Da 
queste prove risultò che la tossicità dell'acido caproico ha dei limiti quaU· 
litativ1· diversi a seconda del ceppo e precisamente ve ne sono alcuni più 
~rnsibili 'come per esempio i ceppi n. 5 e n. 7, ·per i qu·ali il caproato è 
tossico alla concentrazione di 0,5"/oo, mentre a tale concentrazione i ceppi 
n. 6 e n. 9 danno delle ottime colture; il ceppo più resistente si è dimo
"LTato essei;e il n. 9 il quale dà una buona co.lrura con l.ma concen
trazione in. acido caproico dell'l 0 /00. No'n credemmo opportun.o di modifi-
1.:are le concentrazjoui adoperate p:er gli acidi acetico, buLinico e vale
rianico poichè nessuJ.10 cli tali acidi dimostrò effetto tossico (colture ah
bonclanti). 

. Ese~1timn~o ~l contrario 1}rove cli non tossioità pe1· gli <-lcidi propio-
111co ed 1sobuLtrnco, che davano colttue d.i poco suiperiori al controllo. 
Come si potrà notare nella tabella riassuntiva (n. 4), crli acidi acetico 
lrntirri?o, v~derianico e caproico si dimostrarono essere

0 

altamente favo: 
rcyoJ.i. Facciamo nolare però ·che i diversi ccp•pi ri,spondono con un cli
vcr. o grado di munento nuni.erico di flagel1ati a questo effetto favore
vole. Le maggiori cliffe1·euze osservate sono (111elle 11ell'aci.(lo l · · 

· · · e · va erléllllCO 
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in cui il ceppo n. 1-l· dicd una cifTn n1assima cU 500 flagellati per mm,.\ 
mc111r il ceppo n. 6 (risultato n1assi1no o servalo) diede 2750 flagellati 
p r 111111.:

1
• No11 aLLi ~u110 però creduto opporlu110 di tener conto del note· 

'olc vnlore a olnto di quesle cliffere11ze mentre abhiam.o dato j 111por
lauza alln comparazione fra il com.p<>rtmncnlo numerico del ceppo co1-
ti\ ato in acidi grn -si e quello del controllo; confrontando ad esempio 
r e ffetto Jllllll rico pro<lollo dall' acido valerianico sul. ceppo n. 14 (500 
flagellali per nun. 3

) col controllo (20 flageJlati per nm1.3
) si deve con

clud r lic J'acido va1erianico è ~1tan1ente favorevole. Tenian10. a far 

Polytoma uvella - Comparazione della nutrizione carbonata dei vari ceppi TAB. 4 

·- =-- ·- ...... 
o e,) O Q C'I l/') '° tD..-
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:.. ~°' ·~ e-: . ~ e-: - ........ - ....... ....... o ':J • ti) ......, = -~~ r: e: >-
nutritizio base 

s o S:: t:D = ~ r- = - "" - ..... '"O 
Q e-:- . ... " • en-=::-lllt'ZZO e-: - ,.. .,.. ·- ""~ ~ ~ o :::i e ~~ :--.~ - o·- = .~ '== .... ~ o .:i C) o_,.... o Cl)~ o ~ ~ e: e; ,_ -~ ~ = e: . - ,... :.. e-: ,.. -- N c.~ e-: o U'J-- . c: o"" = o--= - ~ 

c. ... ,.. -o- c. '"O .:... - ...,._ c.0(3 ,... C'; - ...-(peptone di scia 4°/oo) e,) - c.~ E fr~ !:: "" - ;,.. ,... ,.. > 
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:-cnza aridi (controllo) 17 20 20 21 22 25 22 20 

+ acido acetico 2°/oCJ 1900 3550 2600 2000 2180 3000 2250 2500 

+ acùlo propionico 2°/oo 50 21 50 46 46 48 43 27 

+ ac·ido butirrico 2°,oo 2800 1330 4500 3200 3000 4200 3000 3200 

+ acido i~obut irrico 2°/oo 80 137 121 101~ 132 120 70 80 

+ acido Yalcrianico 2°/oo 1800 20<10 2750 2300 900 760 500 8SO 

+ aeido i ·o\'alc rianico 0,S0 /oo 60 so 60 so 
+ a ·ido caproico 0.20°/oo 1500 J11QO 1650 1000 1100 1950 440 1650 

+ acido i ~ ocaproico 0.20°/oo 500 430 450 

+ acido cptilico 0,1°/oo 50 45 45 

+ acido oetilico 0,1°/oo 250 270 195 . 

rilevare ch e ]e· differ enze di nw11ero ottenute per gli acido acetico e bu
Lirri ·o. 0110 piuttosto dovute a de fi.cenze sperimentali derivanti dalla clif
fi ·oltà di sorprendere il punto iuassin10 di moltiplicazione d elle colture 
( r ·di tabella 1, parte tecnica ) . Co111 e già rilevò RoTTIER, e noi confer
lHÌarno picnmnente, dopo lUl periodo di attesa (Zag-fase) la crescita si 
svolge lognriLinicmnenLe fino nel w1 punto inassimo in cui permane per 
una dun1ta di tempo molto breve; a tale fase logaritm.ica segue una pro· 
dnzion · di zigoti ed l{n~t Jisi (caduta brusca del nu.mero dei flage11ati) 
~egui ta da un aum nto nurnerico, nou 1ogarit1nico, che può raggiungere 
1111 5 ~cornlo massimo parecchie volte più allo del prin10. Anche questo 
ma.· imo è di hreve tlurHLa ed ad esso subentra una fase decrescente in 
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cu.i vi è una nuova formazione in massa di zigoti ed una lisi progressiva 
dei flagellati 1·hua ti allo stadio vegetativo. Noi abbiamo creduto oppor

tu110, per ragioni ovvie, di ritenere co1ne valido ed i1nputabile alla com
posizione del mezzo nutritizio soJament~ il prin1~ 1nass~10, perchè il se
condo ;nrviene anche a spese delle sostanze proteiche liberate nel mezzo 
nutritizio dalla Jisi dei f1]agella1-i. Dato il tempo estrema1nente breve cli 

. pernrnnenza del numero dei flagellati a tale massimo, in molti casi, non 
ci è stato possibile sorp1·endere la crescita nel punto esatto in cui raggiun
geva il valore tua imo nonostante si siano eseguite _le numerazioni ripe
tutamente su tubi diversi, in epoche diverse, ecl a periodi distanziati di 
6 iu 6 ore. Con ciò si spiega l'apparente grande differenza esistente nelle 
cifre da 11oi date per i va~ ceprpi coltivati jn tali acidi. 

Sncccssivan1ente noi eseguinm10 un controllo per i ceppi n. O, n. 5 e 
n. 15 adoperando acidi grassi FnAENKEL et LANDA u, cli cui 3 sono sintetici~ 
alle concentt·azioni scalari be attualmente adoperianto per lo studio della 
nutrizioue carbonata, ed ollen.e1nmo una pe.rfetta corrispondenza di ri
sultati nelle due serie. 

Per questi tre ceppi estendemmo le ricerche agli acidi grassi se
guenti: isovalerianico, isocaproico, eptilico ed octilico; i risultati ottenuti 
sono esposti nella tabella 4. 

Gli acidi grassi più favorevoli · per Polyta1na uveUa sono dunque: 
acido acetico, butirrico normale, valerianico normale, caproìco normale, 
L'acido isocaproico può servire cfaliiuento carbonato organico (buone 
collnre: 500-700 fl. per rmn3

). 

. L'acido octilico dà delle colture netta1nenle superiori al controllo 
(190-270 fl. p r 1ru11

3
) e si pttò considerare che dia un leggero effetto: 

così dicasi degli acidi isobutjrrico e piruvico che danno luogo a colture 
meno abbondanti delle precedenti (rispettivam'ente 70-137 e 90-150 fl. 
per n11na). Gli a idi proprionico, isovalerianico ecl eptilico pern1ettono 
soJ:nnentc cl lle colture po' ere, però superiori di circa il doppio a quelle 
ottenut~ n~l control~o: Dal!o sLu~io co1nparativo eseguito su ollo ceppi 
proven1enll da locahta varie dell Europa aventi cli1na ed altitudini dif
ferenti e su till e ppo an1ericano, risulta che non è assurdo pensare che 
esista una stai iJ i I à fisiologica della . specie. V ed ren10 più avanti che tale 
concetto è srn.ffragato dai risultati ottenuti anche per altre specie su cui noi 
sperin1entan11110, e che, sia pure con un numero n1inore di ceppi, hanno ri
velato se1npre un'identità cli co1uportameuto fisiologico. Noi teuianio per
~iò coinc prototipo della specie Polytonut. iivella il ceppo n. O che è quello 
isolato nel ] 921 da P1uNGSHEIM. 

Con1e si può notarn (vedi tabella 5) i nostri ri uhnti èòno molto clil
feren.ti da quelli ollennti da PRING HEll\I. Ricorc1ia1no che i nostri risul
tati .s~no sta.ti con troll a Li sn cl ue s.e1:ie. di cui la prilna rich lese quasi per 
tntll 1 cepp1 10 passaggi success1v1 1n ognuna delle so tanze studia te, 
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che le nu1nernzioni furono falle aLrneuo dopo sei passaggi, che i i1ostri 
risultati si ono clin10 I.rati uguali per tutti i ceppi stndiati, e che l'nlti-
1na cric fu falla adoperando prodotti cl1imici fra i più puri esistenti 
:illtfaltnentc (tre in tetici) , infine che fra i ceppi studiati è incluso quello 
sles o che ~crvì a PmNGSHEIM pe1~ i suoi studi. 

P cnc;ian10 dunque che la divergenza esistente fra i nostri risultati 
e quelli di PRINGSBEil\1 sia dov11ta al fatto che egli non ha eseguito delle 
prove cli nou toss icità e che abbia quindi sperin1entato con alcuni acidi 

n dosi to~ icl1e. 

Polytoma uvella (ceppo Pn1NGSHElM) TABELLA 5 • 
r- .. 
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~ cnza acidi (coni rollo) - -- I - - 20 + acido isocaproico 0,2°/o'o I 
T 500 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

al'ido acctieo '2° loo + + + ++ 1900 + acido cptilico O.I 0 /oo - - 50 
-

+ - oct :Ji ·o acido proplOlllCO 2°/oo + o - 50 + :rei cl o O, I 0 loo + 2'.j(J 

~icido butirrico 2°/o~ + + + t+ 2800 + acido rnali1co '2° I 00 - - 30 

:1eiclo :i .solrntirri:o 2°/oo o - 80 + acido latt.ico 2°/oo + - 30 
-

acido valerianico 2°/oo + o ++ 1800 + acido p1n1v1co 2°/oo - + 150 

aci1lo i:; o va l cri:lll i co O.S0 loo o - 60 + acido su cc i n,i,co ~~ * 2°/oo + - 30 
' 

acido caproieo * 0,2° /oo -+ t+ 1500 + al cool etilico 2°/oo - -

(*1 · Secondo E. G. l'rii,11gshe im in '' N~1111rc » • Gennaio 1937, è negativo (-);· j,11 « Planl.r: 
Arch. f. wissen . llot. » Apri'lc 193i, l 'a ido caproi1co darobh ei un leggere> eJTeuo favorevole. 

e ::: • Secondo Pring~ hcim (1921) sarebbe negati vo ·-. 

In conclu jone risulta dalle nostre esperienze che sono buone fonti 
carbonate organjcl1e per Pol)'torna uvella gli acidi acetico, butirrico, v a
lerianico e caproico; gli acidi isocaproico ed octilico possono pure es
sere ntilizzal i, 111a in proporzion·e nJolto n1inore; gli acidi p~rtnrico ed iso
hut.irrico danno solan1enle un leggero effetto. Sono n1ale assin1ilati o 
inassin1ilabili gl.i acidi: propionico, isovalcriauico, ep'lilico, rna.lico, lat
l~co .snccinico, il gh1co io, il lcvuloeio., e gli alcool 1netilico, etilico., prop~
l1 co, i~opropilico e buLilico. 

Polytonu1 u,veU~1. è ]' escn1pio di un organisrno slreua111ente oxitrofo, 
e coine tal e as i1nila bene una serie di acidi grassi inferiori (PROVASOLl 
1?37) il cui tern1in e 1nassi1no è· costituito da un acido a 8 aton1i di carbo-
111?' inentre non assin1ila gli zuccheri (Pn1NGSHEIM 1937) e non nssi1ni1 '1 
11h al cool (P1 ' e HNGSHElM_ e Pn.oVASOLl ) . 

30 
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Polytoma obtusum (Pascher em. Lw.oJT e Provasoli) 

Ceppo LWOFF 

e (l r (l l l e r i rn o r I o l o g i e i . - Il ceppo di Polytonia obtusu1n 
da 11oi studialo iu collaborazione con L'voFF è il ceppo isolato nel 1925 
da L'·VOFF e stucliato da lui sot-to H nouie di Polytonui uvella, ed è ugual
inente sollo questo nome che fu impiegato da ·voLKONSKY (1930) per il 
suo studio sul leucoplasto, e da RoTTIER nel 1936 per le curve di crescita. 

Noi riprendenuno co11 .LvVOFF nel 1936 lo stiud.io fisiologico cli questo 
ceppo e constalanrmo la grande .differenza fìsi?~ogica. che lo di~ti1~gueva 
neuarncnle dai ceppi di Polytorna uvellci da noi 1solat1 e da quello isolato 
<la PRINGSHEilVI. 

Tali differenze erano non solo nettissi1ne, 1na così grandj che credem-
mo opportuno procedere ad un esame morfologico del ce.ppo LwoFF 
(1925 ) . con1parandolo coi ceppi di Polyto1na, uveUa, sospettando che alle 
differenze fisiolo~iche corrispondessero differenze n1orfologiche. Lo studio 
n10-rfologico ci portò alla conclusione che questo ceppo era riferibile a 
Pol')'lorna obl,usurn, incorpora Lo da PASCHER nel « Samn1elart » Poly
to1na uvella. L. GRAN DORJ a1dope1·ò i nostri ceppi per uno stuJdio più ·pire
ciso di 1ni urazioni bion1elriche clJ;e ci diedero la certezza della stHhìlità 
dei caratteri 1norfologici di Pol1yto11ui obtusurn; accon1paguHTtclosi essi a 
caratteri fisiologici sLabili decidetnnl.o con LwoFF di erigere a specie il 
ceppo LwoFF. D' altra parle lo s tesso PASCHER, che conI.pi.·ese nella specie 
P. zivella un certo 11un1ero di tipi, ~uunise « che essi potranno e ssere più 
tardi eretti a spede in seguito ad ulteriori studri ». 

La definizion e data dal PASCflER per Polytonia obtusuni è la se
guente : cellule elli ssoidali fino a .tozzan1ente ov.iforini, arrotonda te nella 
Jlarrc anteriore .Eorte1nente arrotondate n e lla parrte posteriore e larghe, 
n1'en1hrana per lo più ottile e111pre senza papilla, qu:alche volta colorate 
in gialliccio ~ flagelli lunghi circa con1e il corpo, stigrna assente, granuli 
amidace i relativau1ente grossi"\ divisione sen1.pre trasversale, cellule lun
ghe 12-18 11. , largh e 9-12 11 •• 

11 ceppo da noi tudiato rispo11de ai caratteri Polyto111a. obtusznn 
Paschcr , t ranne che in qu:ello d ella papillla 1nen1hrélnosa la quale, as
se11te secondo PASCHER n ella forn1a da lui studi«tél, è p·resente invece 
nel 11oslro ceppo. 

Tal e pa-J?illa è d el Li po di quell.a. d! P. uvella e ricopre la pap.illa 
protopla-sn1at1ca en1pre n e lta1nenle v1s1b1le, come ebbe ad o sserv are 'T OL

KONSKY. L'acce rta111enlo d ell'esis te·1,.1za d ella papilla n1en1branosa .. in 
PolvtG111a obl,iisiun, ceppo L'·VOFF . richiese -acc1u·ate e lunghe o sserva
zioni, perchè, data la sottigliezza d ella n1en1brana , solo a fortissin10 .in-
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gra11di111ento e con ap•{M·opriata illun1i11azione essa s1 è resa finaln1'ente 
e clistin tmnente visibile. 

Ri1nandando ad altro lavoro ]a discussione s~nll' importanza della 
prese1~za clelJ.a papilla men1branosa quale carattere differenziale speci
fico, ahhimno creduto qpporttu10 fare rientrare la nostra fo,rma 11ella 
denominazione di P. obtusz11n PASCHER. 

L. GnANDORI dal 1936 ha sottoposto .i ceppi n. 1 e n. 10 e i ceppi 
di P. uz ella da :noi speri1nentati, ad u1110 studio biometrico con1parati' o, 
basandosi sui diversi valori che as1stune nei vari indjvidui clei diversi 
ceppi il rapporto fra diametro antero-posteriore e quello trasversale, con
siderando circolare o sub-c.ircolare la sez1011e trasversaile. L. GRANDORI 

TABELLA 6. 

1) contorno clii Polytonw 'nvella. (ceppo n. 7) 
2) conlorno di. Polytoma: obtusnni. ( cepp·o Lwoff) 

ha chimnato tal'e rapporto indice di sfericità ed ha con1p:h1to le misura· 
zioni su indi·vidui di diversi ce.pipi coltivati nello ·stesso mezzo colturale, in 
identiche condizioni. fisièhe e chiniic.he e qnaudo le colture si trovavauo 
in prossi1nità del 1nassimo svilu1)po nun1erico. Furono .con1piute misura· 
zioni negli anni 1936-37-38. Il computo statistico .dell'indice d] sfericità 
l1a pennesso di sta])ilire che la cliff eren:za fra il valore medio cl'eU'indicc 
di sfericità dei vari coppi cli Polyto111lL wvella e quello dei d\1e ceppi 
(n. l e n. 1 O. da noi deter1ninati co1ne Polytonut obtzisuni, è superiore 
scnsibil111ente a 3 volte il iue<lio errore della loro · cHfferenza. Dian10 il con
torn o di due indivichù medi: uno di P. obtu.surn ceppo· LwoFF l'altro di_ 
P. uvella, ceppo n. 7. 
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Tale differenza permetterebbe però soltanto la <l!stin~o~e ~i due 

I. erse e da sola non sarebbe sufficiente per servire eh cr1teno alla razze e 1 v , e: - • • • - I 
I. · . · e di specie diverse; senonchè le d1ff erenze fìs1olog:iche sono ta -

( JSlUlZlOJl . b Il di . ' d" 
te nette da autorizzarci a fare assurgere P. o tusum a a gn1ta 1 

men h · , li · · · specie djstinta da P. uvelùt, tanto più e e. esseri c~s1 sem~, c1 e pr1:°11-
tivi nella f orn1.a ha1mo differenze morfologiche ·specifiche piccole e diffi-
cilmente delimitabili. 

Re a. z i 0 ne del mezzo n u iriti zio. Come già è stato 
fatto rilevare da L·woFF (1929-1932) e come risulta dalle nostre ricerche 
la zona di pI-1 favorevole pe1· la coltura cli Polytoma obtusum è com
presa fra plf = 7 ,2 e pl-1 = 8,4 .. (Il limite superiore non è stato deter-

1ninalo). 

Nutrizione azotata .. _ LwoFF (1929-1932) ha studiato 
csauriente1nente la nutrizione azotala d1 tale ·sp0ecie. Polytoma obtusurn 
si sviluppa perfettmnente in mezzi p'epton:ati e in parecchi aminoacidi 
fra cui i 1nigliori ono: l'asparagina, la glicocolla, la cisteina, la glucosam· 
n~na. ln tali n1ezzi Polyton11~i obtu,sw1n dà deJ.le colture povere ma tra
pianta.bili in serie (tul. -ceppo è mantenuto da 12 anni in u .n mezzo al 
peptone di seta idTolizza La senza alcuna aggi un la cli acidi grassi). Poly
torna obtuszun può svilupparsi perf~ttamente in tm mezzo a.vente co.me 
tmica fonte di azoto lUl sale di am1nonio. ma in tal caso è necessar· o che 
gli sia for1ùta u11a fonte_ carbonata organica indjpendente (acido acetico) 
e la quantità ueces aria di u rn sale di ferro. ~"\iVOFF e Dus1 (1938) hanno 
ripetuto tale spcri111entazione ed haruio potuto dimostrare che tale speci'e 
non .ha bisogno di fattori cH crescila, ma che ad e a è necessario fon1ire 
un sale cli calcio e un sale di ferro che rislÙtano indispensabili (tale aO'
giunta è fatta .dopo la sterilizzazione affinchè i sali rin1angano in sol~
zione e siano assimilati da Polyto1na obtusznn). 

!V u t r i z i o n e e a r b o n a t a . - Secondo LwoF F (1929-32) 
Polytonia obtusiun assirrùla solamente lacido acetico e f acido bu'tirr·ico, ~ 
gli acidi propio:nico, isobutirrico, valerianico, caproico, octilico, nonilico 
lattico, piruvico, glicerofosforico, ossalico, succinico, malico, tartarico: 
ci.tric? e gli ~lcool 1netilico ed etilico, sono inutilizzabili. 11 coe/ficient~ 
d1 oxitrofia eh Polyto111a obtzLSw1n è di circa 100 in un 1nezzo peptonato 
senza aereazione artificiale. 

Noi abbian10 ripreso una serie cli ricerche in collaborazione con 
L"\iVOFF {L\VOFF. e ~ROVA~OLI 193:) che ci per1nettono di confern1are pie. 
nan1ente tulli 1 ri sultati ottenull precedenlen1ente da L"\iVOFF Aa0'

1
·l n 

• bO l -



' ' 
I { 

,, 
'I ., 
l 

••• 
d 

i 

' ·,· 

'i 

' I; 

I . 
~ 

-38 -

gerelllO che racido pirUViCO ( aie di odio) alla COTICeUlraz-ÌOlle di 2 °/ro CÌ 
diede un leggero eHctto (.19 l flagellati per uun]) e confern1ia1no il risul
tato ottenuto da LwoFF (1935) che l'éuuido solubile (150 flagellati per 

Polytoma obtusum (ceppo LwoF.F) TADELLA 7. 

·- •:- ·- ~ -e - o - .... e i.. I::: t:'-1 
IJl · .~ i.. t:= IN C:::l 

•I) 

o t: ~ o ~t--uutri'I i zio baso 
:.;: - OM o ;,.,. l"- nutritizio ha se N .... 0M o mez1,o ' • ~ °' ... OM I 

m ezzo ~ ~ '> e-- '> O M :... -:.~ .... :.. °' i.. C": 
............ ..... °' - '" ....:i c. ,_J C.., ,....., 

_, 
~°' ...:i~-

( p epi OllC di seta •1°/oo) - ·- N (peptone tH seta 11°/oo) :::: ;.:J C--1 . - . °' ~i 8 1:..0 <~ < :.,) ~D _j - i:. 
<,....., =I!) 

o~ 
......... 

o~ 
:... ~ ·~ C) 

- --

cn..::i acidi (controllo; - - 25 + nddo isocaproico 0,25°/oo - 25 

+ aeido acetico 2°/oo + .++ 2600 + ari cl o cptilico 0.,15° /oo - - 25 

+ aeido propiouico 1°/oo - - 30 + at'ido o etilico 0,15°/oo - - 25 

+ acido huLirrico 1°/oo + ++ 2800 + acido latt.ico 2°/oo - - 3•t 
-

+ acido .isoLutirrico 1°/oo - - 66 + acido piruvico 2°/oo - + 190 

+ acido Yalcri:mico 0,5°/oo - - 30 + aciclo s u ccfoico 2°/oo - - 30 

+ acido Lornlcrian ico 0,5°/oo - 20 + amido oh1bilc 2°/oo +· 1 
T 150 

I acido caproico 0,25°/oo - - 25 + alcool ctìiico 2°/oo -- - 30 T 

-
<: - .A. Lwoff · 1925 - .:\nnalcs 111-1. Pa tcnr V. 53 pag. 6.j.]. 

....J 

1mn
3

) è leggertnente favorevole. Dunque Polyto111a obtuszt7n è capace 
di utilizzare per]~ sua nntr:izione solan1ente gJi acidi acetico ·e butirrico, 
e gli altri acidi grassi, gli zuccheri e gli alcool sono inutilizzabili. 

Ceppo PnoVASOLI 

R icerche personali. 

Or i gin e del e-e p po. - Noi al>hìamo potuto isolare un cep· 
po da un terreno coltivato a pianle ornmnentali del giardino dell'Univer
~it.à di Delf (Olanda), ceppo cLe fisjo}ogica1nente si è dimostrato uguale 
al eppo Polytonu1 obtus111n cli L'VVOFF. Morfologicamente tale ceppo si 
(liJferenz)a dal ceppo di 1,voii per lo spessore i11oho Tnaggiore della ine1n· 
braua che rende 1nolto più visibile che nel ceppo L'vo:ff la· papilla mero· 
lJrauo a. L'indice dj sfei·icità n1i uralo sul ceppo olandese è uguale a 
quello del ceppo LWOFF e si stacca qrrindi dal tipo Polytonui uvella. 

R e a z i o ne d e l · ni e z z o n u t r i t :~ z i o . - Contrariamente 
al ceppo dj LWOFF la zona cli pll favorevole per il nostro ceppo .in un 
m.ezzo peptonato all ac·ido acetico è cornpresa 'fra pfI = 5,5 e pi-I == 8-:4. 
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JV zi t,. i zio n e a z o la t ll . - Con1e il cep·po di L-vvoFF, il nostro 
ceppo pnò svil11 piparsi in 1{n n1ezzo nulri tizio cori tenente solamente dei 
peptoni 0 clegH amjnoacjdri ai qua]i non è indispensabile ag~ungere del
l'acido acetico poicl1è le colture che selle ottengono, bencbè stano i1overis
sirne, ono Lrapiantab·iJ.i in serie. I l nostro cep1)0 fu studiato in con1par a
z.ioue col ceppo LvVOFF da Ln'OFF e Dus1 (1938) che hanno potuto r iscon
trare con1. e o pure realizza la sintesi di Lutli i prop·ri componenti pro
toplasn1atici in un mezzo all 'acetato crammonio a cui sono stati aggil.u1ti 
sali di calcio e d i ferro. 

J\T u trizi o ne e a r bo nata. Nel 1nezzo base a l peptone 
di seta idrolizzata (HoFFMANN LA l{ocHE) noi abbiamo ottenuto delle 
colture povere (28 fl<lgell a ti per m .m a) ma tTapiantabj li in serie. 

Poly toma obtu su m (ceppo PnoVASOLl) TABELLA 8. 

·- ·-- ·- ·-o '-> - o ~ -.... L.. o ·- :... o 
nutritizio base 

N o rn CO 
n ull·i tizio base N o ..-i CO mezzo - .... r. C"':l mezzo r. .... e-: C"':l ;.. ;.. . ·- - > . - ln - ln 

r-1:: o - e-: o 
(p di e t a 't 0 I oo) :... C"':l = ~ pto11 e C3 - °' (peptone di 4°/oo) 

... :... 
~ seta CJ -· °' :J ~ ,.....; 

~ "B 11.. ....... - ""'C = i..J '"C . 
o o ~ :.,) u 

. 
- e11za a ciel i (controllo) - 28 + acido isocapro.ico 0,25°/oo - 30 

' 
1 ,- acido acelico 2°/oo ++ 2500 + acido eptilico 0,15°/oo - 30 
1 acido . propionico 1°/oo + ,- - 35 acido o cti liico 0,15°/oo 30 -
+ acido butirrico 1°/oo ++ 3100 -L acido latt ico 2°/oo 35 I -
..L 

I acido I obutirrico 1°/oo - 60 + acido .pin1vico 2°ioo -+ 190 

+ aeiclo valerianico 0.5° /oo -- 35 + a c ido $ucci n i:co 2°/oo 30 -. 
+ acido i_ ovale ria nico 0.5° ioo - 30 + amido solubile 2°/oo 

-+ 150 
+ acido capro.ico 0,25°/oo - 35 + a"lcool etilico 2°ioo - 35 

I 
I 

L'aggiunta di acido acetico e di acido butirrico a tale mezzo base 
provoca delle colture abhon dantissirne (rispettiva1nente 2500 · flaO"ellati 
per n1u1;1 e 3100 flagettati per Jn tna) . t 

Il coe/ fciente <1~ oxitro~<c. ~ duuqu~ di circa 100 in un mezzo pe
pto nalo nza aereaz1on art1fic1ale. I l piru vato sodico e l'a1nid o solubile 
han no l lll leggero eff elto su Un cresci La di P olyto111 a obtusLun (190 e 150 
flagellati per n1.n1.a). G Jj acid i prop·ionico, i sobu tirrico, "'alerianico .. iso
valerinnico, caproico, isocaproico, epti1ico, octilico, lnttico .. succinico e 
l'a lcool e tilico, ~ono i n utj]jzzabil i. Con1e sì è potuto notare~ i l nost ro 
ceppo si coni porla fisio logica1ncnle con1e il ceppo LV\ OFF. L'unica d)ffe -
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rcnza è cos.tiluitn dalln zona di pH favo1;evo1e che è molto p1u ristrella 
nel ceppo Lwoff (plI=7 2 -8,4) che nel nostro cepp10 (pH=5,5 - 8/t) 
Abbiamo tro alo unn differenza consimile fra i vari ceppi della specie 
Polytama u:vella che si comportano iu modo identico per Lutti gli a.Itri 
cnrattc1·j fisiologici. Rimarchiamo inollre che anche iu altri caratteri che 
ora e porr 'lllO i due ceppi di Polytonw. obtuswn ham10 un comp·orta
mento idcutico e si differenziano dai ceppi cli Polytoma zwella. È noto, da 
0GATA (1893 ), PHINGSHEJM (1921), c11e Polytoma uvella può essere col
tivnlo iu un mezzo solido come nd esempio in un mezzo all'agar-pe
ptonc-acetnto. Ora uoi abbiamo eminalo ripetutamente tutti i nostri 
ceppi cd abbiamo sempre ollennto de1Je colture che si sviluppano alla 
superfice (le semine sono falle lasciando cadere una o due gocce di una 
coltura abboncl:rnte di Polyt:o'llla, sul piano il1c1inato a beoco. cli flauto 
dcll'agar contenuto i11 provelle) . I due ceppi di Polyt·oma obluszun semi
nati ullo ste o agar danno luogo sia a coltm·e ulla superfice che a co1-
Lnre nell ' interno cl ll'agar e fra J'agar e la parete di ven·o; carattere 
questo che non abbiamo . mai potuto riscontrare n elle coltlire paral1ele 
dci ceppi de11a specie Polytoma zwella. 

A da/, /, amento. - Quando riprenclenuuo con LwoFF (1936) 
10 studio fisiologico de] suo ceppo di Polytoma obtusUJn noi constatammo 
con mcnn iglia che tal e ceppo che n el 1925 assimilava perfettamente 
l'acido butirrico, non ne era più capace. 

Furono seminali allora dei tubi i11 cui ohrc all'acido h11tirrico era 
contenuta una piccola percentuale di a~ido acetico (0,2°/oo). Dopo 60 
giorni otlcneuuno in tale niezzo una coltura normale ecl abbondante; da 

·,111e Lo tubo capostipite noi potenuno eseguire undici passaggi in un 
mezzo hase + hntirr;ito. Notiamo però che n e] primo passaggio dal tubo 
ca posti pite (mezzo ha se hntirrato + acetato) .1a coltura si sviluppò so1o 
llopo f.S giorni; n~l secondo passaggio i] rilmo <li ,svi1uppo divenne com
pletamente uorma]c (6 giorni dall'inoculazione per raggiungere il punto 
rnn simo di sviluppo). Durante una delle serie di ricontrolJo de11a fisio
logia <lei Yari ceppi da noi slndiati , ebhimo modo di constatare analogo 
fatto per il ceppo PnoVASOLI cli Polytoma obtusum,: Tale ceppo is<_>lato 
nel dicembre 1935 fu sem.pre intrattenuto (come facenuno notare n ella 
parte Lccni ca) i11 11.11. mezzo base sprovvisto cl.i acidi grassi La 
~'rie di ricontro11o, come noi sempre facemmo iu tale caso, fu fatta ino
culane.lo una serie di tuhi a cui erano ao-~iunti vari acidi e:rassi. partendo l I . oo ..., , 
e n .ce!1po. La coltura cli Polytomn obtusum, ceppo PnoVASOLI, in acido 
lmtlfrico~ non si sviluppò che dopo 40 o-iorni cir a. Ricordiamo che nel1e 
e pcricnze falle nel dicembre 1935 le 

0

co1Lui·c in butirrato si erano s\ri-
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luppale in 7 giorni. Il nostro ceppo aveva. dunque perduto in due soli 
mini il potere cli assimilm"e c!iretta11wnte il bntirrato. 

Tnle iucapacità temporanea cli usufruire lacido butirrico per la 
sintesi, cla part.e di Polytoma obtusuni clipeude certamente dal fatto 
che i ceppi sono stati coltivali a lungo in assenza di acido butirrico; 
rimesso h1 presenza cli questo, il ceppo attraversa evidentemente un 
periodo cli adattamento, riprendendo lentamente la piena capacità cru
sufruire l'acido butirrico; il che in altri tern1ini significa che l'organismo 
produce l'enzima specifico che pennette di ustrlruire ,per· le sintesi l'a
cido butirrico, soltanto in presenza di cp:t'esto. Questo fenomeno presen
talo clai due ceppi di Polytom.a, obtusiun, trova riscontro in fenomeni 
molto simili in colture batteriche che, come è noto, pern1isero a KARS

TROM cli distinguere due serie di enzimi batterici: i costitutivi, che sono 
prodotti dai batteri anche quando le sostanze sulle quali agiscono non 
sono pre enti nel mezzo colturale, e gli adattativi che sono prodotti dai 
batteri sol.tanto in presenza di una ,particolare sostanza. 

L'importanza dei fe11on1eni <la noi osservali in Pol·ytonia obtusum 
ci spiuse a dprendere l'argomento nel 1937-38 con una nuova serie cli 
esperimenti tanto sul ceppo LwoFF come sul ceppo Pnov ASOLI. Risultò da 
que ti che il periodo adallativo occorrente a Polyto1na obtusu1n, ceppo 
Lwo.FF~ per formare di nuovo l'enzima necessario all'assimilazione del
l 'acido butirrico è di 60 giorni, tanto quando il caposL~pite da cui si parte 
per l'inoculazione è una coltura sviluppa tasi in acido acetico, . con1e 
<1uando e sa ~i svilt1ppa in un mezzo a1l butirrato + acetato (preso nella 
prima fase di crescila). Per il cep•po PROVASOLI di Polytorna obtusum 
tale periodo adallalivo è cli 27 giorni.. · 

L'andamento dell e colt1u·e adattative è il segtiente: h1 un mezzo hase 
peptonalo + acido butirrico si ha tm primo svihtppo corrispondente 
esa ttamente a CftH~llo che si può ottenere in tUl. inezzo base sprovvisto 
cli acjdo butirrico, cioè si raggin11ge in breve tempo m1 rnassi1110 cli 20-~0 
i_nclivichu per 1111113, massimo in curi le cohttre rin1a.ngono stazionarie per 
una diecina d·i giorni;. dopo tale periodo il nun1ero dei flagellati diventa 
sempre minore, tanto che osservando al tnicroscopio le colture nei tubi, 
non si vedono flagellati nel mezzo nutritizio. Questo periodo cli regre::i5 o · 

dura una trentina di giorni, e :in seguito ad esso la coltura si sviluppa 
secondo l'andamento corrisponc1eute a quello che si è descritto nella 
parte «tecnica » per u!n rnezzo contenente. a~idi grassi. Il periodo adat
·t· l. , 11 ·1 cl11· la crescita è p. resnnub1L11ente an·estata in cui le 

cl lVO e CfUe O 1 1 < , • . . . ' • · 

]] l · 1· ·dono ma restano 111 vlta e vanno adattandosi a pro-
ce t1 e non s1 01V1 . .1 I' · l l · · · 
l l ' . ·eutc }ler ass1nu are acu o Httlrnco. In inezzi col-

e urre . enznua occon · . l , · (O 2 o; · . 
] . . . . l blltirrico + ac1c o acetico , ·. oo) s1 ha un pruno 

tttra 1 contenenti acH o . · , 1· . 1 1.1 ·ccola quanttta c1 acetato presente, seguito da 
sviluppo a spese e e -a P1 
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1111 arresto deHa crescita, da llJUl c.adnta. ad un ntunero di flagellati per 
mnt..i eorri po11dcnte a queJla o servala nell'altro mezzo (periodo adaÙa-
1i,·o) cd i11finc tu1a -re cita a spese dell'acido hntirrico presente. 

, I11oltrc ··i è Lato possibile ottenere deUe colture in acido caproico 
partendo da colture previmnente adattate all'acid'o butirrico; col ceppo 
Lwo F.F ollen uuuo LllHl coltura in caproato in 30 giorni iuociùando due 
µ;oc ·e. Se I'.inoculo è più forte (3-5 gocce) si ottiene una coltura in 11 
~iorni. Col ceppo PnovASOLI iu identiche condizioni, si ottenne una co]
tnra iJI acido cnproico jn 15 giorni; se invece si inoculano tubi cli n1ezzo 
J1a'e + caproato, partendo (la una coltura in acetato, si ottiene l'adatta
rneutu alrat:ido ca proico in nn periodo di tempo più lungo, periodo che 
è ri$ullato di 69 giorni per il ceppo PROVASOLI e ancora più lungo ver il 
t'tppo Lwoll che allnahnenle, dopo 110 giorni dalla se1niua, non ha au
rora dato alcuno sviluppo: ciò farebbe supporre che il passaggio iu acido 
]J11lirrico i.· altamente favorevole per l'adattamento all'acido caproicò . 
Hiac;~11n1eudo: col ceppo Pnov ASOLI si ottengono colture in caproato par

tendo da butirralo in 15 giorni, e se ~i parte dall'acet~to il 1nassimo dello 
~,jJuppo è ollennl.o iu 69 giorni; per il ceppo LwoFF, se si parte dal bu
lirral~>. ' i ottengono colture in caproato dopo 30 giorni; partendo da un 
eC'ppo intrall enuto jn acetato non si è ancora ottenuto alcuno sviluppo 
dopo 110 giorni. Può darsi che per il ceppo L"''OFF sia assolntan1e11te ne
ce sario I adallamento al hutirrato pr.i1na di poter ottenere un adatta
mento nl caproalo; ciò perchè i] ten1po di attesa in caproato, prolungan
do ·i al di là dci 3 n1esi, potrebbe e·ssere dannoso ed. in1pedire ogni ulte
riore syiJuppo. Le ricerche ono ancora attualmente in corso; però re ta 
l!ià lì 11 d" ora di1110 tra ta la possihi lità, anche per i protozoi, di proyocare 
il --orgere cli 1n10\ j cnzin1i altra verso un .periodo di adattan1ento; è poi 
c~1reu1amente interessante il caso di questi dne ceppi coi quali noi po~ 
t'- mmo con talare sperin1entahnente una perdita temporanea cli uno degli 
l'Hziini e adnttativa111ente farlo riacquistare. 

Crediamo fern1a1nente che col 1nateriale che abbiamo a disposizione 
· arii possibile risolvere in a\ venire alcuni deuli in1.portanti problemi 
rignnrdanti gli enz imi adattativi probl1en1i chet7 non furono risolti fino 
ad .0 g!!i co i halleri poichè j perio~li di aclattan1ento per tali 1nicroorgnni: 
· 1.111 01 ~0 e:;Lrern amente corti (3-24. ore) e daT1no quindi luogo a diffi:olta 
~lr ~pcrimeulazione e di valutazione dei risultati ottenuti. Ci riserviamo 
'II altro eapilolo di cliscntere più a111pian1e11te sull'argomeuto. 
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p olytoma caudatum Korschikoff var. astigmata R. e L. Grandori 

e a,. a t te ,. i 1n o r f o lo g i e i. - Tale varietà è stata fondata 
da R. e L. GRANDORI, slud'iala n1orfologican1ente da L. GRANDORI (1934) 
e descritta da tali Auto'li nel seguente moclo: estremità non sen1pre ap
puntita, se lo è, non è fogg·iata ad appendj?e. ~audale bn1scamente assot
tigliata. nucleo centrale o su.boenu·ale, diVJs1one cellulare nettamente 
trasversale in 2,4 o 8 cellule figlie, stigma n1ancante, lunghezza clelle cel
lule 25-27 (J· , flagelli lunghi da 1 volta a 1 volta e mezza la lunghezza 
del co1:po., 111en1brana sottile n1a sempre nettan1ente visibile; il p1·oto
plas111a sovente non aderisce alla membrana nella parte caudale; due 
vacuoli pulsatili anteriori; papilla .citoplasrnatica ricoperta da una pa
pilla ineniliranosa. Tale forn1a fu ritrovata in un terreno di brughiera 
(ceppo n. 2) concin1ato da 6 n1es· e ve1me isolata. da L"'\tVOFF e PROVA-
SOLI (1935). . 

In seguito noi isolan1mo cl ue ceppi cli c1Li 1u10 (ceppo n. 11) prove
niente da un terreno coltivalo nei dintorni di Zurigo, laltro (ceppo n. 12) 
cla nn terreno a ri a~a di Casale Monferrato {Italia). Il ceppo i1. 12 era 
stato da noi erronean1ente determinato come Polytoma dorsoventrale 
e sotto tale no1ne esso avpare nella nota da noi pubblicata sui . risuìtati 
della nn:trizione dei Protozoi (1937). Tale ceppo presentava :in origi11e 
una leggera dorsovc11tralità; in seguito, òallo studrio cli comparazione s1ù 
vari ceppi da noi isolati, pol nu110 1nettere in evid nza che anche Polv
torna caudaturn var. astignutta pre~enta alcune volte in coltura una clors~
\·eutralità L 1.nporanea: inoltre lo studio 1norfologico del ceppo n. 12, 
fatto Hllrav rso varie generazioni, ci ha convinti he anch~esso appar
t:ene alla specie Polytonui cazulatztm. 

R e a z i o n e <l e ~ ni. e z z o n u t r i t i z i o . Il ceppo 11 • 2 
(L\VOFF e PROVA OLI 1935) ·può viluppar i perfetta1nente· in n1ezzi aven
ti nn pH co1npreso ~ra 5,5 8,4; i oeppi n. 11 e 11. 12 possono anche 
svi]upparsi a pH = 5,0, però in tale mezzo il ceppo n. 11 rao-o-iunge il 
1nas$imo sviluppo clopo 11 giornj e il ceppo n. 12 dopo 30 giornf.t:> La ;ona 
cnmnne clei tre ceppi da noi i olati è dunqi.1e cou1pi'èsa fra pH_ = 5,5 
e: pH = 8,4·. 

ì\1 lt t,. i zio ne <i z o t a~ a. - I tt·e ceppi ono"stati i~olati colla 
tecnica clescrilla nella parte generale e sono Lutti 1nonofilet.ici. Polytorna 
caudatiun var. astig1nata si sviluppa bene :in 1nezzi p ptonati; anche con 
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J>Cptoue di seta sj pos ono ottenere delle colture trapiantah~li in serie. 
Lwo1:F e PnovASOLI (1935) concludevano che n on si potevano ottenere 
delle colture jn a;:,paragina o in an1inoacidi, anche se addizionati di ace
tato di sodio, ch e con uno sviluppo estremamente pover o ed e1uisero l'i
j)Olc(; i che « nun o tanza detenllinala presente nei peptoni è indispe:n-
ahilc alla realiz:tazioue cli u11 'otti1no svilup·po ». L woFF e Dus1 (1937) 

ripreudeudo Ja nu trizione azotata di tale specie detern1~1u1vano che la so
t.a11z ·1 iudj_ pen abile a Polytorna caudaturn var . astig1nata è il tiazolo 

e rhc cpia.ndo si aggiunga tale co1111posto ad un n1ezzo all'asparagina ace
taro o all ac tato d'anuuonio si ottengono delle ottin1e c1ùtnre . . 

Polyloma. caudatzun var. astigrnata può chu1que assimilare un sale . . . 
d"ammonio on1e solo nulr.i111ento azotato quando siano presenti nel 
1nezzo di coltura un alin1ento carbonato organico indipendente (acetato 
di odio) ed un faLLore di crescita (tiazolo). Il co1nportan1ento dei tre 
ceppi ~ a quc to proposito, è identico. 

iV n /. r . i:; i on e e a 1: b o n a: t a . - Ripor tiamo qui i risultati ot

tenuli da L 'rOFF e PnoVASOLI nelle loro ricerche sulla nutrizione carbo
nata di tale specie: iu l.ID _mezzo base al peptone paucreatico si hanno 
de.Ile c..: tÙture n1oho povere 111a trapiantabili in serie (35 fl. per mm. 3 ), 

l'agg.innla di acetato sodico provoca delle colture abbondanti la cui den-
ità ' di 2350 flagellati per JDJn.:

1
• 

II coef fìciente di ox it.rofia di Polyto1na caudatu.ni, var. astigniata in 
peptone pancreatico 5 C è (hu1que prossim.o a 90. Se a l posto di peptone 
di carne si adopera del peptou'e cli seta idrolizzata, si hanno col tti:.re molto 
JJiù }:O\ ere (10 flag. per nun3

) . L'aggiunta cli ac.ido acetico consente uno 
S\'ilnppo abLondanle (1000 flag. per mm3

). I l coefficiente d i oxitrofia nel 
v eplone cli seta idrolizzata è dunque cli •ciirca 100. L WOFF e PROVASOLI 

P' pcrirnenlarono con parecchi acidi grassi che . furo:no aggiui16 all'a con· 
centrazione del 2 °/oo ad un m ezzo colturale al peptone di seta idr olizzata : 
~li acidi propi1 onico~ butirrico nonnale e i l pirl.lvico, dieder o delle colture 
ncllamente uperiori al contro1lo (fra 120 a 200 flag. per mm3

) n1a molto 
inferiori on1 e si vede, a quelJ e date dall'aciclro acetico. . 

L ' acido isohutirrico, valerianico, caproico e lattico vennero consi· 
d.crali rla tali Autori co1~e 'inutilizzabili. Più t ardi noi ripre11cle1n1no le 
ri cerch e ~do1~erando tma serie .di acidi gr.assi Fraenk.el e L andau che fu· 
r?n? agg-iuu lJ n ell e proporzioni s·egu ent i: propionico, butirr ico, isohu
tirri c..:o 1°/00

; valerianico, i sov.alerianjco O 5°/oo · ca1)roico e isocaproico 
o 2°1 ·r ' ' • co ; eplt ico ed octilico 0,1 oloo. Per t utti e tre i ceppi noi ottenem1no 
buone colture ·] · · 1· · . I I · l f' . . ·. e •e 51 e 1stanz1ava110 n ctLa1nente dal control o so arnen '"' 
P r tr]1 ac1d1 ·1ccLi co ] · · Al. I · · · o 

t . ' e lnt1rr1co. ·cuni altri acidi come .i capro1co, 15 • 
r apro1 co e 1 octiF ] ] ' 11·· r' 1eo, canno uog.o ad lUl leggero miglioran1ento n e 0 5' •· 
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1nppo in rap1p1orto al coutrollo, senza però essere n'ettamente favorevoli. 
L~acido propionico non ci ha dato più l'effetto positivo che noi avevam0-
osservato nel 1935. 

Le esperienze fatte da noi in collaboraz.jone con LwoFF sono state 
rirl'etnte parecchie volte semp1re con uguali risultati, però l'acido pro
p{ouico del quale noi esperUn:entammo proveniva dalla Ditta Rhone
Pou lenc; al contrario l'acido propionico con cui noi facemmo :recente
rnenle le esperienze di controllo è di origine sintetica (FRAENKEL e 
LANDAU). 

Polytoma caudatum var. astigmata (ceppo L~VOFF-PROVASOLI) TABELLA 9 . 

mezzo 11utritizi·o hase 

(p eptone di sola 4°/oo) 

sen za acicli ( contro.Ilo) 

+ acido acetico 

+ aciclo propfonj1co 

+ a eido butirrico 

+ ac.iclo icrnbutiniico 

+ acido valeri~rnico 

+ ac ido capro1co 

- 10 

·--0~ 
Il) 

C': 00 
>M 
o°' 
i... ........ 

~ 

~ 

mezzo nutritiUio base 

(peptone cli seta 4°/oo) 

+ acido isocaproico 

2?/oo ++ 1000 ++ + acido eptilico 

2°/oo 

2°/oo ' 

2°100 

2°/oo 

+ 123 

+ 226 

- + a·cid'o- octiJico 

+ + acido latti co 

- + acido piruvfoo 

+ alcool etilico 

~) · <Pe.r l e conce ntra.zioni adoperate da noi, vedi te3to). 

0,25°/oo 

0,1°/oo 

.... 
.......... 
o 
r:n I 
e: eo 
> C'f":) 

o°' ............... 
ll.. . 
to-J 

0,1°/oo 4= 
2°/oo -- 20 -

2°/oo + 130 + 
2°/oo 

Di fronte a questo differente co1n_portamento della specie Polytoma 
cazulatiini, var. astigrn;ata a distanza di tempo e in presenza degli stessi 
acidi , è possibile einettere clue ipotesi: o 1' acido propionico Rhone
Poulenc conteneva delle impurezze favorevoli alla crescita di Polytoma 
caudatiun var. astignuita, oppure la ~pecie è andata soggetta ad ·"trna per
dita del potere cli utilizzare l'acido propionjco, comparabile al feno1neno 

, --~ ervnto coll' acido butirrico per la 1specie Polytoma obtusu111 .. 
In con cl nsione Polyto111.~t caudatuni, var. astigmata può fare la sin- . 

tesi delle ri serve glucidiche figurate, sola111ente partendo dall'acido 
a.ceti ·o e hutirrico; gli altri acidi grassi da noi sperin1enta1i sono da con
siderarsi conte inutilizzahili, co111e ,p;ure lo è l'alcool etilico. 
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Polyto1na ocellatum I"rancé 

e ([ r al I e r i m. o r/ o lo g i e i . - Tale specie nel complesso <lei 
caralteri n1orfologici corrisponde a Polyton1a uvella da cuiÌ si distingue 
per ]a presenza di Ire vacnoJi contrattili e di lUIO ,stig1na relativa1nente 
grosso~ di colore ro o che è fra i vacuoli pulsatili; flagelH lunghi quanto 
.i.t corpo ; J u 11 ghezza 241 l'· ; 1 a rgh ezza 12 11·. 

S t o r i a. - . La priina col ttu·a batteriologicamente pura cli Poly
Joma ocellallllll è sl.ata oll.enuta da PRINGSIJEIM (1936) che ne ha isolati 
due ceppi . Egli studiando questi d'u·e c'eppi ritrovò che i loro caratteri 
fi-.iolo!!:ici sono u101to cHf ferenti. Secondo i suoi ris'LÙtati i soli caratte:ri 

V 

fisiologici i11 co1n1u1c che esistono fra le due specie sarebbero: g]i acidi 
'1CCl ico~ j ~obut irrico, a·celalo di etile e diossiacetone sono utilizzabili dai 
due ceppi; g1i acidi caproico, piruvico, l'alcool etilico e l'aldeide glicerica 
noi1 arebhero a si1nilati da nesstmo dei due c'eppi. Il ceppo n. 1 non 
:'\s~imj 1:t racido propionico che è ass:llnilato dal ce·ppo. n.- ·2, -nia"" assin1ila 
gli a ·idi butirrico e valerianico, inalièo, lattjco, succinico che non sono 
'1:, imilati dal ceppo D. 2 . 

JV zi t r i z i o n e a z o t a t a e f a l t o r i <l i e r e s e i t a . 
Pn.INGSHEIM (1937) ha fatto lo studio .della nutrizione carbonata di Po
lytoma ocellotzun in un mezzo al peptone di carne e in questa sua nota 
non diede alcuna indicazione sttlla nutrizione azotata di tale animale. 
1 due ceppi che PnrNGSHEIM~ gentilmente ci inviò, furono studiati da 
L\YOFF e Dus1. (1937) nei lo.ro bisogni azotati; secondo questi Autori 
Polytoma ocellatum non si sviluppa che molto debolmente (da 1 a 8 fla
gel1ati per 1nn1.:

1
) in un mezzo all'asparagina naturale Roche, addizionata 

di acetato sod.ico. È necessaria l'aggiu.nta cli tiazolo (LJ.-metil-5 ~ idroxie-
1 ih iazolo) per ollenere in tale .mezzo l1na mohip+icazione a~bondante 
di flagellati. Però l'agginuta di tale fattore di crescita pern1,ette lo svi
luppo di oltinie colt1ue di Polytonut ocellatum aniche in un mezzo all'a
eelat.o d anunonio e persino in un 1nezzo in cui la fonte azotata è costi
tuiln da nitrato dì pùtassio (L\VOFF e Dus1 1938). Polytonut ocellatznn è 
dunque il prin10 esempio cli uu lcocofita che utilizza un nitrato con1e 
unica fonte ~tzolata, qualora però sia presente tma fonte carbonata orga
Jiica (acido acetico, alcool etilico) .ed un fattore di crescita (tiazolo)· 

Ricerche personali 

. Or i g i 11. e de i e e p pi. - Noi abbiamo utilizzato per le nostre 
:1~c~ehc co1ne LvvoFF e Dus1, i ceppi u. 1 e n. 2 che ci furono inviati 
bentilmente da PRINGSH.EIM. 
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R e a z i 0 n e cl e l n,,, e z z o d i e o l t u r a . - Ci siamo preoccu: 
· .· di jncoiu:inciare cdi cspcrin1entj, di conoscere quale zona d1 

p a LI , p r 1 n1 a . o • • • • • d . . _ 1_ • H _ 
plI era favorevole per 1 due ccpp1 r1~evut1. Due sei 1e . 1 t~wl .a p sca 

1 f emj·11at1• con tre uocce dl. una buona coltura in mezzo base are nrono e o 
pei touato + a etato ~on pl~ == 6,9. Il mezzo a differ_enti pH era pu.re 

·L ·t ]a una soluzione d1 peptone + acetato. Per 11 ceppo n. 1 ottecostI u1 o e d . . . . . 
nen11110 direttau1ente in 5 giorni colture abbon anl.Iss1111e ne1 n1ezz1 aventi 
li coiuiJresi fra 5 e 8,tl. A pH - 4,5 oltenentmo il massimo sviluppo sola-

p · .. ll'"d . . I l L doJJO 9 O'iorni. Il ceppo n. 2 si comporlo ne i enllca n1an1era e e 
n cn e o . ·1 · · 
ceppo u. ] , sola.mente nel n1ezzo a pi-I - 11,5 s1 ottenne i n1assuno svi-

luppo in ? giorni. 

JV u t ,. i z i 0 ,,, e e a r b o n a t a . - Le nostre esperienze sono state 
eseO'uite nel mezzo base al péptone pau.creatico a pll == 6,9. Entran1bi i 
cep

0

pi danno delle buone colture in tale ni.ezzo (260-270, fl~gellati per 

111m. ·• ). L aggiunta di acetato sodico (2 °/oo) dà luogo ad nn ottima coltura 
(2300-3500 flagellali per nu11.. 3

). Il coefficiente di oxitrofia nel n1ezzo 
suddetto, in tubi 16/ 160 nm1. contenente 10 cc.:i di mezzo nutritizio senza 
aereazione at·tificiale, è di 9 per il ceppo n. 1 e dì 14 per il ceppo n. 2. 
Faccian10 o ervare che il coefficiente di oxitrofia della specie Polyto1na 
ocellat,uni è il più basso fin 'ora osseì·vato uel genere Polyto1na. Abbian10 
di.n1oslralo con1 è stato -riferito in una nota pttbblicata, (PnoVASOLl 

1937) ch'e i due c ppi invia~ici gentilrnente da PRINGSHEli.\'I sono perfetta
menLe icJenLici nelle loro richieste fisiologiche per quanto riguarda la 
nulrizton carbonala. L'1VOFF e DusI (1937-1938) hanno pure stabilito 
l'identità di tali due ceppi per quanto riguarda la nutrizione azotata. Le 
riccrch 0 es guite da noi nel 1937 su 1.Ul. certo numero di acidi grassi, 
sono slale est~e piit tardi ad altri ali1nenti carbonati e la nuova serie di 
esperienze 1101~ l1a fatto che eonfern1are Je nostre conclusioni di allora~ 
cioè che i due ceppi 11auno un cornporta1uento fisiologico perfettamente 
identico: essi differiscono solnn1ente nel grad1

0 cli intensità d 1i utilizza
zione cli detenninali acidi organici. A 1 esempio l'acido isobutirrico dà 
670 flagellati per n1n1. :i per il ceppo n. 1., e 1550 p r il ceppo n. 2; l' a
cido eptilico 850 contro 2000; l'octilico 1000 contro 2000; l'arcido noni-
lico 970 ronlro 1370 (vedi Tabelle 11. 10 e n. 11 ). . 
· Analoghe differenze di grado cli utilizzazione esistono pure .fra i due 
ceppi per gli a i cli decilico., laurinieo., n1iristico e n1alico. Però tali 
differenze l1el grado di utilizzazione di determinati acidi oruanici da o 
parte dei due e ppi, non ono tali, a nostro parere, da poter scindere 
uettamenle con1e due i·azze fisiolo:riche distinte, un eppo dall'altro. Con1 -

parando i nostri risultati con quelli di PRINGSHEIM si noterà una grande 
divergenza. 
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Polytoma ocellatum (ceppo PnLNCSUEIM sHimme 1) - Acidi grassi TABELLA 10. 

·- E ·- . ... e:.> ·- e: o c:.> ..d .... o . ~ ·-.. 
"' 

o 
"!:j .. o 

nutritizi o hasc 
N o ~or-

•11 CO nutritizio ha se ~ r1. oc 
lllC1.ZO C"; C"; M mezzo <"= ~ ·:: .. ::I ·=CV) ;. ...:. .. ::I -::: (": .. °' o M -;:: .r: e •· 
(peptone 5 C .. i 0/oo) C3 ~ o.. .... .. 

°' (peptone 5 C. 40/oo) 8 :.. ~ 
<.) ~ 

p.. ,..... :::l o.._ 
cj ~ e: - ..j = "'C o _, o ..l c.. 
ex'5 

c.; 

--
,,cnza ad(li (controllo) - - 270 senza acidi (con trollo) - 2i0 

+ adclo acetico 20/oo + ++ 2270 + acido isocaproico 0,25°/oo 
-
+ 600 

+ arido propionico 1°/oo - ++ 2700 + ncitl'o eptilico 0,25°/oo + 850 
4 

+ aciilo hntirrico 1°.loo + ++ 3350 + acido octilico 0,25°/oo + 1000 

+ aciclo i~ohutirri co 1°/oo + + 670 + acido nonilico 0,1°/oo + 910 \ 

+ achlo v:ilcrinnico 0,5°/oo + ++ 1870 + nei do decilico 0,07°/oo 
-
+NO 

+ nrido Lornlcri:111ico 0,5°/oo - 420 + 'ncido laudnico 0,07°/oo + 210 
-+ nciilo cnproico 0,25°/oo - ++ 1780 + acido miristico 0,07°/oo + 620 

Come abbiamo detto uella ·parte storica, PRINGSHEIM co1ridera 
ques ti due ceppi come fi~ iologicamente differenti e le differenze da lui 
rj conlratc sono rcalmen l " molto grancl.i. Noi confermian10 la possibilità 
per i dne ceppi d i assimilare gli acicU acetico e isobutirrico; ma d'ahra 
pai.·te noi troviamo che il ceppo n. 1 ass:lluila perfettamente l'acido pro· 
pionico (contrariamente a ciò che afferma PRINGSHEIM) e che il ceppo 

Polytoma ocellatum (ceppo PmNGSBEI~r - stamme 2) - Acidi grassi TABELLA li. 

mezzo nutriti zio hnse 

fpl'ptonc 5 C. 4°/oo) 

senza acidi (controllo) 

+ nddo acetico 

+ acido pTOpionico 

+ :u·i<lo butirrico 

+ :iddo isohntirrico 

+ :H'ido ,·alcrinnico 

101 
100 

0,5°/oo 

+ acido i,,o,·alcrianico 0,5°/00 

+ acido cnproico 0,250/00 

-·= e:.> -"' ;.o,_ 
. ;:: M 
:... °' o., ...... 

+ 
+ 

+ 

- 260 

++ 3530 

++ 3100 

++ 4700 

+ 1550 

++ 2600 

mezzo nutritizio hase 

· (peptone 5 C. 4°/oo) 

senza a ci di ( contr.) 

+ acido isocnproi.co 0,25°/oo 

+ acido eptilico 0,25°/oo 

+ acido oclilico 

+ acido J1on~·Jico 

+ acido d•ecilico 

0,25°/oo 

+ 550 + ncido fourinico 

+ 1500 + ad<lo miristico 

0,1°/oo 

0,07°/oo 

0,07°/oo 

0,07°/oo 

-e 
rt t CO 
:": M 
;. . 
o r. ,,.., 

" O' - -
i 
~ 

I 

- 260 

+ 800 

++ 2000 • 

++ 2000 

+ JJiù 

+ 13i0 I 

+ ll:!O 

+ .562 
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11 2 dà oLLime colture cogli acidi butirrico e valerianico, che secondo 
P.RINGSBEIM non sono assimilabili. Per eulrambi i ceppi noi riscontria
nio che l' acido caproico è assimilabile mentre è inassimilabile secondo 
PRINGSHEIM; l'acid'o n1alico, che Pn1NGSBEIM considera assimilabile 

Polytoma ocellatum (ceppo PnINGSHEJ1\I - stamme 1) - Acidi e zuccheri - TAB. 12. 

I 
.§ 
C) o C) ...::: ·- .. '" 

~ 

base 
N o ;_o r- V> 

mezzo nnlriliz.io C"! C"! ee .. = ·e~ 
;;.. M -= e; o °' ( 11cplone 5 c. i!O/oo) -~ i:4 ,...... .... ......; 

8 C) 
p.. 

= ""; c.3 ..J o 
<.,) 

ti.i --
senza acicli (co ntrollo) - - 270 

+ aci<lo mali co 2°/oo + - 260 

+ arido la11 ico 2°/oo + + 1600 

+ ndd'o pinnrico 2°/oo - I+ 960 

+ acido t;irtnrico 2°/oo I 210 

I mezzo nutritizio base 

(pcplone 5 c. t!O/oo) 

+ ac i cl'o succinico 

+ aldcid'e gliceri•ca 

+ dioss ia celonc 

+ glucosio 

+ levulos io I 

·--o C) .. 
N .s C"! 

.'.:l - ~ a E::l 
·= C) - '"'; o .... 

2°,'oo 

2°/oo 

2°/oo 

2°/oo 

2°!oo 

[] 
•n 
;_o r-
·= M .. °' Cl.. ,.--1 

c.3 
ti.i --
+ 
-

+ 

·-o 
V> 

~ 
o 
~ 
..J 

- 40 2 

1= 
30 

31 

o 
o 

per il ceppo 11. 1 e inass·imila]Jile per il ceppo n. 2,- è per noi inusufrui
bile per tnui e due i ceppi (abbiamo osservalo un leggero effetto cli tale 
acido per il ceppo n. 2 che ha dato 400 flagellati per n1m; 3 contro 260 
del controllo). L 'acido lattico secondo PRINGSHE;IM ha un effetto posi-· 

Polytoma ocellatum (ceppo PmNGSBEIM stamm.e 2) - Acicli e zu~che1·i. TAa. 13. 

... =· ·- -e "' ·- e ·3 ·-o CJ o o "' o 
-~ 

:.. 'iii -~ 
.. ,,, 

nulritizio hasc s CD "' nulriLizio base o ;pr-
V> mezzo .s - r- <:: CO lllCZZ.O e: (-; 

CO ;:s .:: CV') > = !::: .:: ~ ;;.. 
~ - e: ;... °' o 

°' e-: ;.., °' o 
°' (}leptone 5 c. •l°loo) ti = c.. ..... d:; ,_. (pepLone 5 c. 4°/oo) § .. . 

~ r-1 e: r-1 ;::J 
() C) <.) C) 

"'O 0 ..J "'O <ii ,_;5 o o 
'-' .J 

~ w -- --
scnz;i ;i ci cl i (controllo) - - 260 + acido succinico 2°/co - - 350 

+ ari1lo mali co 2°/oo - - !J-00 ·+ alci e.i de glicerica 2°/oo -
+ acido !:ittico 2°/oo - ++ 1620 + diossj·arelone 2°/co + 
+ acido piruvico 2°/oo - + noo + glucosio 2°/oo - 270 

+ nci1lo tnrtnri ro 2°/oo - 260 + levulo io ?01 
- 1C'1 - 280 

• -

tivo per il ceppo 11. l e n egativo p er il ceppo n. 2~ per noi è utilizzabile 
~e~ ent ram.bi i cep1)'i , com.e pure lo è l"aciclo pinn ico, con siderato inu
tihzzabilc da PBINGSBEli.\.l. L'acido snccinico è considerato da noi con1 e 
inutilizzabile poichè nonostante abbia dato un leggero fftu:nento delle ere-
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scitc (350-tlOO flagell ati per mm.'
1
), Lale am:uento non è neanche s11pe

riore al dopp.io degli individui contenuti nel controllo (inferiore ad u 11 a 
divisi.one cellulare). 

C:ilcool etilico è considerato negatjvo per ambedue i ceppi da 
PmNGSllEiì\1, 111entre noi abbiamo ottenuto ollirne colLure (qu.'esto ri ul
talo venne cilato da LwoFF e Dusr 1938). 

Ci ono ignote le cau:,e a cui on.o dovute le differenze che PRING

S R.E t ì\T trova c i5tcre fra i due ceppi da lui isolati. Forse esse vanno ri
cercale nella lecnica da lni impiegata in tali esperienze e nella pro, e

uienz:i e natn.ra dei prodolli da lni adoperati. 
D'altro canto noi possfomo dire che le nostre esperienze sono state 

ripel.nte al111e110 Ire volte otLenendo sempre dei risultati costanti. Le . o
stanzc cl1e ci diedero risultati negativi furono speri1uentate pure pa
recchie volte e facenuno per ciascuna di esse deUe prove d1 non tossicità. 

Abbimno perimenlato con una serie di alcool su tuLLi e due i ceppi 

Polytoma ocellatum (ceppo PmNGSHEii\I - stamme 2) - Alcool - TA11E1.1.A H. 

·- 1.§ ,_ ·-e e:.> ·- § ·-o ~ -= o e ..-
'" ·- o 

nutrii i zio base N o (f) 

mezzo nutritizio hase o "' lll C7. 7.0 w <"! N 
~ e-:~ -,_ ~~ °' :... :::i ,;: M ~ CO > M 

(p •ptone 5 - "" :... °' o M e ,..e: o 
°' c. 40/oo) -~ .... °' (peptone 5 C. 4°/oo) :... 

8~ 
o......., o.. ....., ~;:::: p.. ..... 

='""O 0 ....i =~ o o ...l 

'"' ~ '-' 

-- -
-cnza ;ileo o I (controllo) - - 260 +alcool hutilico terz. 1°/oo - -153 

-+ alcool mcl il ico 2°/oo - 302 + alcoof :11nilico 0,5°/oo + 600 

+ all'ool ctilicò 2°/oo - ++ 5150 + alcoo~ i oam.ilico 0,5°/uo - -162 

+ alcool propilico 1°/oo ++ l 700 + alcool amilico scc. 0,5°/oo - 306 

+ alcool i80JH0 opilico JOfou _: 460 + alcool dimetiletilico 0,5°/oo - 375 

+ alcool bui il.ico 1111 .ou ++ 1500 + alcool es.ili e o 0,25°/oo ++ 2380 

+ alcool i ; ohutilico 1°.'oo + 1370 + alcool dicLiJeti.Jiico 0,25°/oo - 377 

+ al!'oo] lrnt ìlico .sec. 1°/uo - 406 + cicloesano lo 0,25°/oo - 273 

ott~11endo identici risuhali che furono ricontrollati. Nelle nostre tabelle 
riportiamo olmne11le i rj sultnti che furono otl'.euuti col ceppo li . 2 
poichè solo per quello rilenemiuo opportu.no di eseguire le numerazioui. 
Noi ·on ideriamo come altamente favorevoli gli alcool etilico, propilico, 
hutilico cd esilico.; come favorevole l'alcool isobutilico e come legg•r
men tc favorevoJe l'alcool arnilic.o. Gli altri alcool, nelle condizioni ecl nlle 
concentrazioni in cui fm·ono spcri111entati 11011 diedero alcun risultalo 
che polcsse considerarsi come favorevole. 
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DaLo che non siamo assolulan1enle sicuri della purezza chimica di 
tulli questi nlcool,, ci 1:iserviamo di riprendere queste sperimentazioni 
quando riusciremo a .fornirci di un.a serie completa e pura. 

Notammo cbc ·1e colLuic di Polytoma ocellatU:tn, contenenti alcool 
i cui corrispondenti acidi grassi non ono assimilati, avevano un forte 
odore di acidi grassi. Alle Linuuo allora delle colt~re in grande, in un 
n1ezzo base peptonato cui aggi tmg~nuno il 0,5°/00 in acido isoamilico; in
cubammo a 23° le collurc per 15 giorni: dopo ques to periodo, previa fìl
trazion dci protozoi, il liquido fu analizzato e riscontrala la presenza 
di acido valeri;rn ico. 

Non si è potuto per il momento, data la piccola qtrnntità ottenuta, 
fare mHt nnalisi più precisa per nccertare se tale acido fosse presente 
neJla forma a ca Lena cb·iua o diramata (acido .isovalerianico). 

Po in mo però dedtu·re che gli alcool 0110 ossida ti acl acidi grassi 
e vengono poi a imilati di le u ofiti ome t.aH (PROVASOLI 1938). 

Tal d duzione ci sernhra giustificata anche perchè la maggior 
parte degli alcool corri pondenti ad a i<li grassi assimilati, danno essi 
pure luogo ad ahho11danLi colLttre; fa eccezione l'alcool amiHco che dà 
una leg:?;era coltura rli 1no1to inferiore nlla paragonabile coltura ottenuta 
colJ' acitlo valerianico. Vedr 1110 che tale niancato effetto dell'alcool ami
lico non olam nt è talo ri cont.ralo in Polytorna ocellatum., m .a anche 
in altre specie; però prima di avanzare alcuna ipotesi in proposito, ci 
riserviamo tli ritornare Stùl'argo1ne nto quando potL·emo sperimentare 
con sostanze si tu·ameule p1u· . 

Polytoma ocellatum è fino ad ora lé1 prin1a specie clel genere Polytoma 
che è capa ·e di a imilare tu1 gran ntunero di acidi grnssi anche a ca t na 
abbastanza lunga (laurin.ico); alctmi acidi organici e parecchi alcool; 
d'altra parle è il primo esempio di un leu cofita che possa usufn1ire per 
la sna nutrizione azotala cli nn nitrato, ed esso è contemporauean1ente 
l'organi mo meno oxitrofo finora isolato del genere Polytoma. 

Haematococcus pluvialis Flotow em. Wille 

Secondo PA CHER i caratteri morfologici ono: cellnle larga1uente 
oviformi od eliuiche, aiTotondaLe alle due e tren1ità; n egli individui 
adulti manca Jn pnpiUa membranosa, nei giovani è can'lpaniforme; 1u m
hrana staccala dal pr0Loph1snrn ; flagelli lunghi pressapoco come il cor
po: clorospast.i pirifonni con n1u11cros i pirenoidi; stigma per lo più 
molto pallido, equatoriale o erso l'e trernità anteriore; vacuoli con
trattili superficiali e nun1erosi 11egli individui sviluppatisi in coltura. 

Tale specie Iu isolata in cultura batteriologicamente pura da MAtNX 
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cd è tata tndiata da A. ed M. LwoFF (1929-32). Secondo tali Autori 
che studiarono la fi siologia della nutrizione di H.aernatococcus pluvialis, 
all'oscurità, tale specie pnò realizzare Ja sintesi massiJna partendo da 
m1 aminoacido so lo (asparagina o gUcocolla) e non può svilupparsi in 
mezzi che co11Le11gono come unica fonte azotata dei sali d'auunonio. Essi 
riconohbero che la presenza tli un alimento organico carbonato non è 
imlispensaLile allo sviluppo cli Haematococcz/JS pluvialis però l'aggiunta 
di acido ncetico e cli acido butirr.ico al mezzo base alla asparagina, pro
vocnva cnltnre nbbondanti ed avent·i un p.i_ù rapido sviluppo. 

Haematococcus pluvialis (ceppo MAINx) TABELLA 15. 

I ·- t:: ·- I:: 
e·:::: o §·e o 

·- o :.. ·s o .,. 
ì\lczzo nutriti zio lia e s ...J -; C'J Mezzo nutritizio base .-; C\I 

~ = ..-i' ("!") E = ,_.M 

= r: . e.. . <: . e.. 
(a paragina • 211/oo) =·- :;;:c-.i (asparagina 2°/oo) -a!- ::E (N 

i:. 7c ~c.. . 
· e..>'to c.. 

~ o; 
~ ...... ~~ "' ..... 

o-= < - o - < c.l 

--
_enza ari cli (controllo) - + a cido tartarico 2°/oo -

+ al'ido acetico 2~/00 ++ + arido gliccrofosfo1;co 211/oo -

+ arido butirrico 2°/oo + + aci1Io ma.Iico 2°/oo -

+ ad cl o succinico 2°/oo - + acido citrico 2°joo -

+ acido lattico 2°/oo -

_Gli acidi succ11uco, lattico, tnrtarico, glicerofosforico, malico e ci
tri co non. avrebbero alcuna inAneuza sullo sviluppo di Haem.atococcus 
pluvialis. Tale specie 11011 fu dapprima inclusa negli organismi oxitrofi , 
più lartli , quando nella defìn izione dell'oxiLrofi.a furono con1presi anche 
gli organismi per i quali m1 alimento organico carbonato non . cloYeYa 
es ere as ol11tmnente indispensabile, ma favorevole, Haeniatococcus plu
vialis coltivato alJ'o cnrità entrò a 'parte de] gruppo degli oxitrofi . 

Chlorogonium euchlorum Ehre1nberg 

e a ra t t e ,. i m o ,. f o z o g i e i . - Questa s,pecie possiede i se· 
guenti caratteri rnorfo]~gici: CeJlnJe spesse, con parte posteriore per lo 
più non alhmgaln e oviforme fino a fu siforn1e; con parte anteriore al· 
lungata e assottigliantesi fino a forniare u.na sorta di b'ecco traspar('ute, 
oppure fusiforme. Cromaloforo . molto diffuso, (lifficilmente riconosci· 
bile nella sna struttnra, con tutta probahilità di forn1a piatta e spcs a. 
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Stigma grosso rosso. Numerosi vacuoli contrattili sparsi nel protoplasma 
e numerosi pirenoidi nei cromatofori. 

Storia. - La collnra batteriologicamente pura di Chlorogonium 
euchlon111n è stata realizznta da PRINGSHEIM (19.33) ed essa servì a 

LoEFER ed a -LwoFF e Dus1 per le loro esperienze. LOEFER e PRtNGSHEIM 

(1934) mo trarono con ricerche eseguite indipendentemente che era 
possiJJile coltivare all'oscnrità Clilorogonium. euchlorum; tale specie 
no'n perde la proiuia clorofilla anche dopo una lunga pennane nza al 
buio. 

N· u. trizi on e a z' o t a t a. - Me11zioniamo soltanto i risultati 
fino ad ora ottenuti dai vari Autori nello .studio della nutrizione azo
tata. Le couclus.ioni dj LoEFEH, PRINGSHEIM, LwoFF e Dus1, sono in 
contraddizione fra di loro e il problema non è ancora stato risolto. · S~
condo LOEFER gli alimenti 1niuerali azotati non sono sufficenti a Chlo
rogoniuni · euchlorzun. PRINGSHEIM dapprin1a conci use che tale specie 
poteva assimilare bene alJ'oscnrità tanto i nitrati che i sali d'arnmonio 
come soli alim.enti azotati; in seguito ·egli riconobbe che essi potevano 
essere assi1nilati solamente in presenza di estratto cli terra. Bisogna llO· 
tare però che il solo estratto di terra è già un buon alim.ento azotato 
come fn già dimostrato per Polytom-ella coeccr.. (Vedi discussione su tale 
specie). 

LwoFF e D usr ottennero colttu-e di Chlorogoniu1n euchlorum al
l'O!~curità solamente in peptone ed in asparagina. Attu'almente tali Au
tori stanno compiendo una serie di ricerche per determinare i fattori di 
crescita n ece s~ui a Chlorogoniu.ni euchlonun ~ s tanno per determinare 
finahnente il potere ma~simo di sintesi posseduto da tale specie nella 
nutrizione azotata. 

Re cr. z i o ne de l m e z z o n zi t ri ti z i o . - · Secondo LoEFER 
{1935) la zona cli pH favorevole alla crescita di Chloroaonium euchlo-. o 
ru1n tn un m ezzo base al Bacto-triptone + acetato di sodio, sarebbe 
('Ompresa fra pH 5,4 e pH .8,7. 

N u /, r i zio ne e a r b o n a t a. - La crescita di Chlorogoniu111 
euchloruni sarebbe secondo LoEFER (1934·), accellerata dai seguenti 
acidi grassi: acetico, butirrico, isobutirric.o e valerianico; gli acidi pro
pionico e caproico darebbero dci risultati negativi. PRTNGSHEIM (1935), 
LwoFF e Dus1 (1935) confcr1Uarono l'utilizzazion e d e ll'acido acetico 
.da parte di Chlorogo.nium euchlorum. Secondo LwoFF, Chlorogoniuni 
euchlorum, possiederebbe nn coefficiente di oxitrofi.a di 12-13 nel pe-
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ptone di carue 5 C. Vaillant LwoFF e Dus1 sperimentarono suJlo stesso 
ceppo PmNGSHEi ì\I che fu pnre ndopernto da LoEJò'ER _,e conclusero che 
soJo gli acidi acetico e piruvico potevano 'essere usufruiti da Chlorogo
nimn eucldorwn per la .:;ua nutrizione carbonata. P e r tali Autori g)i 

ncidi propionico, b u tirrico n., isohntfrrico, valer ianico u., e cap·roico ~n. 
so110 inutilizzabili. 

Chlorogonium euchlorum (ceppo P RINGSBEIM:) TABELLA 16. 

- ·~ * ::: -·- ... U"l e:.> 
..,., 

;.., ] ::: <:.l c:.>M g c:.> <"") <:.l o ._ 
°' "' °' .... 

"' t::: ....... tO ·- i::: ....... <:.l 
'T) 

u. ..: e ... o._ - r- ~ o._ o U"l Mczw nutritizio hase Mezzo nutritizio base - r- ' 
~ p.J M ·=~ ..: ..J ~ .: !""'! I rn ~ ,, ., 

°' ,,. - :... °' ... 
~ = °' :... °' ' - -·~ -o 1. ....... = . ...., ~ -" 

<:.l CO c.. o CO 
'- <z 0 c.; ...::· <.) ,......, - ::e ,......, 
o 

t:.:j 
o 

r.:.i '- (.) 

-- ---- -- - -
senza :te idi (controllo) -13 - 32 - + ncido lauico 2°/oo -

+ :wiilo :l('CIÌ('O 2°/on +s62 +t1.oo + + acido .pil'U\'ÌCO 2°/on +160 -

+ ac·iclo J>ropionico 2°/oo o - - + a ci clo SUC('.Ìll Ì('O 2°/on + 
+ acido hutirri co 2°/oo +252 - - + aldeide gli('crica 2°/oo -

+ acido i,ohutirrico 2°/on +32 - - + elio s iacetone 2°/oo -
+ acido ,·alcrianico 2°/on +63 - - + glucosio 2°/oo - + -

+ acido <':tproico 211
/00 o - - + levulosio 2°/oo - + -

+ aciclo malico 2°/oo - + al cool etiUco 2°/oo -

* · Conccnlrazioni :11lc quali LwolT e Du i e Pring_heim hanno sperimentalo. J. B. Locfer 
ha Ja,·orato col 3°/00 per gli ad<li gra:.'$Ì e 5°/00 per gli zucd1cri aggiunti ai mezzi ha:;c in parie 
organici e in •parte inorganici. - Rimandiamo ~ùb noi.a origi.n~1le di crueslo Autore Epeeial· 
mc111e per i ri>.;ul la l i 0 11 ermi i pct· gli zul'chcri. ( Arch. f. Prnt ist. voi. 8,l, ·pag. 465). 

Più lard:i PR1NGSEIEIM (1937) iu seguito a nuove es'perienze, con
cluse confermando pienamente i risultali di LV{OFF e D us1 per t ulli gli 
:.cjdi grassi utilizzat i, ad. eccezion fatta per racido piruvico che trova 
inutilizzabile e deffacido succinico che per tale Autore è favorevole 
LoEFEH (1935) trovò che pu r e un cei·to numero di zucch eri era u1iliz
zahi le per la i1u1rizione carbonala di Chlorogonizun euchlorzan; mli 
rirnhati non fnro1Ìo confermali nè da LwoFF e Dus1 .nè d a PmNGSHEJì\l . 
Ci . embra prohahi le che le conclu ioni di LoEFER, sia sugli acidi grass i 
che sugli zuccheri~ sinno state completamente fa lsale . dal fatto di mer 
fatto le nmncraz.ioni dei fJageHali nei vari mezzi in esperimento dopo 
un m.tmero di ore determinato ·e di i1on aver così potuto cogl ier e il punto 
mas:- imo di crescita nei vari u1ezzi sperimentati (vedi in proposito le 
osservazio11i fatte ne_lla parte «Tecnica della sperimentazione» e « as, 
simil nzionc d egli znccheri » per Chil01nonas paramoeciu1n) . 

I 

I 
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. 
Chlorogonium elongatum Dangea; d 

Tnlc specie si distingue dn Chlorogoniwn cuchlonun per i seguenti 
caratteri morfologici: cell nlc allungate fusiformi, da 9 a 15 voltè più 
lungh e che Jarghe, appuntite alle due estremità; flagelli lunghi circa la 
metà del corpo; il cromatoforo las ·ia libere le du·e estremità e presenta 
due pirenoicli disposLi sinunc tricamente rispetto al nucleo che è centrale . 
Stiunrn silunto all ' es1rcmi là del cromatoforo. Due vacuoli pulsanti. o 

Essa In pnre ottenuta in coltura batteriologicamente pura da 
PRINCSBEll\J (1933) e il ceppo che ne derivò servì a LOEFER per le sue 
ricerch e (1935 ) . Secondo LOEFER la zona di pH favorevole a Chlorogo
niurn elon gatum. in un tnezzo base al Bacto-triptonc + acetato è com
presa fra pH · 5 ,4 e pH 8 , 7. 

Chlorogonium elongatum (ceppo PRINGSHE1M) TABELLA 17. 

J . B. Locfer 

J. B. Loofe r 
1935 

o o ·-Mezzo nulrilizio hasc N 1935 Mezzo 11utritizio ba:;e N 
<: <: 
:... .... u - - o tJ 

( trip lone) 
C) 

( lri11tone) tJ ·; = --<.; <.) ,.Q - cc 
o o --al buio --a ...... 
'-' <.) cc 

- - -- - -
senza :.cicli (controllo) -8 senza ~ucche,ri (l·ontr.) - 8 59 

+ acido aceti co 3il/oo + 177 + xilos io 5°/oo + 8 84 

+ acido 11ropionico 3°/oo o + ramnos io 5°/oo + 83 

+ ac.ido bmirrico 3°/oo + 125 + d·rulros io 5°/oo + 8 84 

+ al•itlo isobutirrico 3°/oo + H + galatt o 10 5°/oo +· 11 99 

+ nci<lo valcr.in ni co 3°/oo + 28 + l evulosio 5°/oo + 23 103 

+ acido caproi t·o 3°/oo o + m altosio 5°/oo + 96 

+ nrabinosio 5°/oo + 9 96 

LoEFER ha s tudi a to r infhw11za di alcuni acidi ur assi e zuccheri . o 
sulla nutrizione cadwnala di tale specie che si può, come la precetlente, 
coltivare all' o cu rità. Noi non discuteremo i risultati di LDEFE.R poichè 
ad essi si applicano le riserve e le critiche che ahbian10 già esposto per 
le ricer che da lui e ffettuale s n Chlorogon.izun euchlorzun. D'altra parte 
basta a tale proposito consnltnrc i risu ltali otte nuti da questo Autore 
sperimentando aH'oscurilà cd alla luce coi vari zuccheri in rapporto a 
quelli oltenu ti col controllo. Riconliarno ch e i ri sultati alla luce non 
hanno alcun va lore p crchè f a lli in presenza della ftu1zione clorofilliana. 
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Non · ci i sa quindi spiegare come egli abbia potuto considerare u tiliz
zabili degli zu ccheri che 110 11 diedero ntuner.icamente ristL1tati nella
menle snperiori n qnelli ollc11uli 11el conl.rollo. Ci sembra in ogni ca. o 
certo che tale specie, come Chlorogonimn eu.chlonun sia capace cli svi
lupparsi a1Poscuritì1 e che gli acidi acetico e butirr ico siano per essa 
buoni alimenti carbonali. Sarà op.porl.m10 anche per tale specie ripreu
clere le sperimcnlazioni e delimitarne con precisione i caratteri trofici. 

Hyalogonium Klebsii Pascher 

Secondo PntNGSHEII\I il ceppo da lui isolato corrisponde a Hyalo
gonium Klebsii PASCHEn: Je cellule fu siformi allungate anteriormente 
in uT1 ]Jecco 0110 lunghe da 40 a 60 !'· e larghe 12 !'-, le pm giovani 
sono relaliva111cnle pii1 sottili; eslrernità posteriore spesso allungala e 

Hyalogonium Klebsii (ceppo PRINGSHEIM) TAnEL.LA 18. 

= ·- '§ ~ e o 
Mezzo mtlril i zio l;asc 

u; 
!\lezzo nutritizio base 

..... "' ~ "'° N ~r-- r- E •= M ·=<"') 
(n•di .... "" (vcclii lesto) .... °' testo) Ci ~ ....... Oi p.. ...... 

<.. 
c3 

t) 

~ :::: 
o o 
" i::5 

t) 

~ 
-- -- -- --

~cnza aridi (controllo) - + aci do malico 2°/oo -

+ :trido :1rctico 2°/uo + + acido lattico 2°/co -

+ ari'do propioniro 2°/oo - + a fido pin1vico 2°/oo -

+ :irido liutirrico 2°/oo -- + acido su ccinico 2°/oo + 
+ ari cl o isoLutirrico 2°/oo - + alclcidc gli ceri ca 2°/oo -

+ acido rnlcrianico 2°/oo - + cliossiacelonc 2°/oo -

+ acido 1caproico 2° /oo - + alcool etilico 2°/oo -

cilirnlriforme. Flagelli lunghi circa la me tà elci corpo; due vacnoli an· 
teriori co11trallili. Stignia presente in forma di disco curvato Jliù lungo 
ch e largo con una striscia mediana piì1 · intensamente colorala. Secondo 
PmNCSHEi i\T es o somiglia slrellamente a Chlorogoniwn -euchlornm 
anche per le divisioni Yegetative. 

Qu(•sla specie non è stata ottenuta fino ad oggi h1 coltura batterio· 
logicamente pura che da PRINGSHEI M (1937) che ha pure accennati e 
modificati in parle i caralleri mo~·fologici già osservati da PASCHER che 
fondò Lale specie. 
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11 mezzo nulr1lJz10 adoperalo da questo Autore per la cultura di 
Hyalogoniwn .Klebsii è sufficieulem ente complesso : sarebbe necessaria 
la presenza, oltre acl un peplone, di estrallo di lievito, eslrallo di terra e 
caramello di glucosio. La zona di pH favorevole sarebbe com,p.resa fra 
pH 6,8 e pH 7,4. 

Secondo PRINGSHEIM tale specie potrebbe solo a imilare gli acidi 
acetico e succinico: le allre sostanze cla _lui sperimentate (vedi ta
bella) si sono dimostrate inadatte alla nutrizione carbonata cli Hyalo
gonium J(lebsii. In conclusione 1-lyalogoniwn Klebsii presenta le stesse 
esigenze carbonate che ha Chlorogoniwn euchlormn coltivato all:oscurità. 

Polytornella coeca Pri11gsheim 

e (I, ,. (l t te,. i nt o ,. I o logie i . - I cep·pi isolati i11dipendente
mente da PmNGSHEIM (1934) e ,eia LwoFF (1935) derivano da un ceppo 
cl01iico impuro prove1ùente dal laboratorio di KNIEP (Berlino) e fu
rono studiati da questi due Autori sotto il nome cli Polytomella agilis. 

Pii1 tardi PRu"\1GSilEIM (1937) sludiò morfologicamente il ceppo 
da lui iso lalo e ritrovò in ·esso una somma cli caralleri morfologici che 
gli permisero cli fondare una miova specie: Polytomella coeca. Nella 
sua monografia in proposito si troverà una comparazione dei caratteri 
morfologici cJj Polytomella. coecrt. colle altre sp ecie d ella famiglia. Di
remo in breve i caratteri morfologici che la distinguono. 

Secondo PRINGSHEil\I (1937) Polytomella coeca possiede cell nle 
nude oviformi, appuntite posteriormente, lungh e 18-20 I'·, larghe 10-
12 11· che cambiano facilmente cli forma; anteriormente con piccola ma 
distinta papilla, toncleggiaute, dalla cui base escono i quattro flagelli 
lunghi quanto il corpo; senza stigma visibile; zigoti a mei.nbrana ispessita, 
rotondi il cui diametro è di 10-12 11·. Granuli d'amiclo toncleggianti od 
oviformi. 

S lo ria . . - Come abbiamo d e tto più sopra questa specie è stata 
studiata da PntNGSHEIM (1934-35) e eia LwoFF (1935) sotto il nome di 

.Polytoniella agili..;;; in seguito da PRINGSREIM (1937) sotto il nome di 
Polytomella coeca, col quale nome d'ora i11 avanti verrà sempr e chia
mata. 

Nutrizione a z ola, I a. - PntNGSFIEtl\I (1934-35) asserì di 
aver coltivato Polyt:omella coeca in un mezzo sintetico in ctLi la sola 
fonte azotata era l'ammoniaca e la sola fonte carbonala l'acido acetico. 

Jn seauito (1935) questo Autore ritornò sulla sua prima concln
i::ione ccl a~rnunciò che Poly tomella. coeca si può sviluppar<" in acetato 
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cLmmionio ~olo ~e :-1 aggiu11gono delle goccie <li estratto di terra (senza 
tale aggi1111ta 11011 :3i ulle11go110 coltm·e nel mezzo all'acetato d'anuuoJiio ). 
LwoFF e LEDEHEH ti 935) co11ferrnarono l'.impossihilità cli ottc11ere col
ture nel 111l·zzu alLu: ·tato d <1111111011.io e la possjbilità di ottenerle coll'éw-

. o 
g;11111ta di e trailo di tcrrn, rna dimostrarono pure che in un mezzo in-
tl't iro all arclalo di sodio non co11tenente alcuna fonte azotata si pote
,·anu ull e11crc delle coli11rc qiialora si aggiungesse dell'estratto di terra. 
(}11<.':<la c:::-pericnza dimo~trnra dunque che Fest1~alto cli terra conticuc 
oltre ad allrc ::-o:-lauze, 1111a quantità di aJin1enti azotati necessari e suf
fiec111 i per pcr111cllere lo sviluppo di colt.tu-e (10 passaggi in serie iu tale 
m zzo). Q11c;;.ti Autori eseguirono delle esperienze comparative nei se
guenti 111rzzi: acetato di sod io + estratto di terra; acetato d'ammonio 
"'t' ·5trallo di I 'tTa; acetato di sodio + nitrato di potassio + estratto <li 
terra. Nei mez:.d alracelalo cli sodio + estratto di terra, e acetato cli sodio 
+ .11ilralo + e~lrallo di terra, ~i ottennero uguali r1snltati (96 flagellati 
per mm.~ ): nel 111czzo acetato d ' ammonio + estratto di terra 194 flagel
lati per 1111u.:1 ; c:-:$i couclu ero che in presenza cli estratto di terra Polyto
mella l'occa è capace cli a~ c::i111ilarc i . ali d'an1u1onio ·e non i lljtrati. 

Pt11[\;, IIEli\I tl937) riu -cì ad ottenere delle colture in un mezzo 
alL1cclato cli !:>Odio, al caramello di glucosio e a] .cloruro d'ammonio: 
ric~cc diffì<'il compn'nderc questo risu1tato, a meno di ammellere d1e 
egli alJ]Jia adoperalo per le . ue esperienze dei sali n1olto impuri, oppure 
chl' 11011 abbia fauo pa$$aggi in serie, oppure che pezzi di cotone dci 
lappi ::>iano caduti nel mezzo nutritizio; infatti LwoFF e DusI hanno 
dimo~lralo che due fallori di crescita ono necessari a Polytomella coeco : 
la pirimiclina e il tiazolo: que te cluc o tanze o erano contenute nei sali 
adoperati, oppure pr0Yc11iva110 dal cotone cardato clei lappi (si 'a dopo 
il lanH·o cli CIIOPFER e R'\TZ che il olone cardato contiene effeuh·a-
mrnte piri111idi11a e t inolo). 

I fattori di crescit, à.. PRINGSHEIM (1934·) con cspe· 
rir11zr di frnziorn1111cnto e dj assorhimenlo aveva concluso che le o
$lanzc allive co11tc1111tc negli e- traili di terra erano gli acidi umici. Que· 
;; tn condu. ione fn contraddetta dn LWOFF e LEDERER (1935). In seguito 
L WOFF e D · 1 ( l 937) riu cirono ad ollenere delle colture inclefìt1jtc iu 
1111 mezzo :-intctico alr:-tcclato d'a mmonio a cui erano aggiunte la piri
midina ecl il tiazolo. Qne ti Autori barnìo pure confermato le concl11-

::io11i cli LwoFF e LEDERER riimanlo alla non utilizzazione dei nitrati . ..., 

R t> a z i o 11 e d e l 111 e z z o n u l r i t i z i o . - Secondo PmNG· 
su EDI ~.l 9~-1) Polylomella cuecu non si sviluppa ~he in niezzi 1111tritiz~ 
aYcnti un pll compreso fra pH = S,3 e 6,5; tali risn1tati vennero da lm 
confermali più tardi (1935-19~7). 
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LwoF.F (1935) potè ollenere direllamente in un mezzo peptonato, 
collure cli Polytonu~lfo coeca fra pH 4,5 e 8,4 (i ·Jimiti sono pH = 3,5 
e pH = 9); questi risu1tati sono in contraddizione con quelli di PmNG
SHEIM e noi abbiamo ripre-so Ja questione: le nostre esperienze sono 
state eseguile in lU1 mezzo base il'eptonato + acetato cli sodio. Partendo 
da tm 1nezzo a pH = 7 si olleDgono direttamente senza alcuna <lif fì
coltà delle colture in m ezzi a pH 4,5; partendo da pH = 4,5 si otten
gono colture iu mezzo a pH 3,5 (iu taÌe mezzo fl pH finale, cioè dopo che 
-si sono sviluppati i flagelJati , è di 4,2 poi eh è l'acido acetico a tale p H è 
un .ottimo tam.pone). 

Partendo da ta]e m ezzo a pH 
mente cohnre a pH = BA e 9,0: noi 
sioni cli ~WOFF. 

4,2 è possibile ottenere diretta
confermiamo dunque le couclu-

/ 

Nutri zio ne e a r b o nata. - PHINGS.l:.IEIM (1935) asserì per 
primo che l'acido acetico è utiJizzabile menlre il saccarosio ed il glucosio 
non lo sono. In seguito LwoFF (1935) cò11fermò tali ri sultati e Jj estese 
trovando ~he oltre al saccarosio éd al glucosio, anche i seguenti zuccl1eri 
non sono utilizzabili: lauosio, galallosio, maltosio e levulosio. Questo 
Autore ha pure concluso che g.li ncidi propionico, ,lJqtirrico, isobutirrico, 
valerianico, e caprofoo sono dei buoni . aHm enti carbonati, mentre gli 
acidi lattico e piruvico non sono utilizzati da Polytonielln coeca. PRING
SHEIM (1937) confermò i risultati di LwoFF rigmirdo all'utilizzazione 
degli acidi propionico, hutirrico, isobntirrico e vaJerianico e alla nou 

- utilizzazione dell' acido phuvico, ·però egli asserì esse r e l'acido caproico 
senza effetto (prohahihnente p erchè l'adoperò a dosi toss iche) . 

Questo Au~ore ha es teso inollre lo s tudio ad altre sostanze: egli 
trovò che l'acido lattico, su ccinico, l'acetato di e tile, il diossiacetone e 
l'alcool eti~ico sono buoni alime nti carbonati, m e ntre l'aldeide gl icerica 
e gli acidi malico e isovalerianico sono inutilizzabili per Polytomella 
coec<t. 

Ricerche personali. 

L e nostre ricerch e sono state fatte col ceppo isolato da L-vvoFF (1935) 
nel m ezzo base al peptone pancrea tico a pH = 7.0. 

In tale mezzo nutritizio Polytomella cocca dà d ell e co1ture cli 1uia 

densità di circa 180 flagellati p er mm.
3

; I' aggiunta di acetato sodico al 
2°100 dà delle colture abhondanli (1340 fl. per mm. :i). Il coefficiente di 
oxilrofw. di Polytom.ella cocca ne l m ezzo da noi adoper a to, senza aerea
zione artificiale, è di 7. 

Confermiamo le conclnsioui di 
LWOFF (1935) per l'effeuo fa vo1·evolc 

Pn1NGSBEIM (1935-1937) e di 
degli acidi propionico, b11tirr:ico 
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e n1lerianico. L acido isobritfrrico non c1 ha dato ch e un ]ei:rO'ci·o oo au-
mento del numero dei flageJlati (270 contro 180 fL .p:er mm.=1 dcl con-
trollo); lo riteniamo perciò inutilizzabile. Questo risultato è in contrad
dizione coi risu ltati ottenuti dal LwoFF (1935) e da P RINGSHEIM {1937 ). 

Polytomella coeca (ceppo LwoFF) - Acidi grassi 1. 
ABEl.L.\ 19 • 

,... 
. § = ·- V') o c:J 

c:J M Il) ·- o ~ ...::l °' -= o ·-·- .. .,, .... U ) ... Q 
J\lcao nulrilizio l>asc N o t:JJ CD V> Mez-zo nutritizi.o base N O 

~- - V') t:: - ,_ <:CO :: ..... •e 
=~ :.. = ·=m .::M > M !: :: ~ .. :: :... °' o .. °' o°' 
:;..~ 

( prplOllC 5 C .. J0/110) o.;~ > o.. ....... .......... (peptone 5 C. <1°/oo) = .. ·- OC" 
Q,.\ = .. o.; ~ ~ 

.__ 
::: V ~ 

c.S 
tJ .., Q,, 

e; '"\; ~ 
< · ..j g"C ...3 '-' 

t.:i r.r5 :... 

-- -- --

;; ·nza .1l'idi ( C'OnlrolloJ - - - - 180 senza acidi (controllo) - ]81} 

+ :t!'iilo arctirn 2°/oo + + +· ++ i31rn + acido isoca.profoo 0,25°/oo 
-
T 551) 

+ aci(lo propionÌ•l'O 1° /oo ...L + + 1015 + acido eptilico 0,25°/oo + I&'.•) I 

+ aci(lo hutirriro 1°/oo + + ++ 1600 + acido o et ilico 0,25"/nr. ..L 11!:9 . 
+ at·ido i5ohutirriro JO/oo + + - 265 + addo nonilico 0,1 5°/oo ..L ;1)) 

I 

+ acido \'a]crianico 0,5°/uo + + ++ 1280 + a e.i do d·ecilieo 0,07°/rou ' T 661) 

-+ aC'ido isoyalerianico 0,5°/cu - - 210 + acido Iaurinico O,Oi0 /nu + 5li 

+ nei do caproico 0,25°/oo + - + 1015 + acido miristico 0,0i0 /ou - 20 

Ortencnnno ottime colture con l'acido capro1co e u1 ciò co11fe rmia· 
mo piennmenle il ris1Ùlato di Lv\'OFF; tale acido dà risultati negativi •t 

PmNGSHEI.M e ciò probabilmente dipende dal fatto che egli lo arrà nu· · 
pieg<Ho a rouce11lrazi011e loss.ica. Come già l'aveva notato PRINC H.El.\I 

Pol ytomella coeca (ceppo LWOFF) - Acidi organici e zuccheri TAoEr.1.A 20. 

E : = ·-V') ·~ ";J ·~ tn :; 
('(') ·- o·;::: M o :... 

°' o -- C\ 

i\lczzo nutritizio l1ase 
o ..... -;;; .,... o 

"' -- " s :_Dr- V> Mez~o nuuritiz'.:o base "' - :.o tn t": ,... 
i:: <:I CO <:I ;:s !::-: - r-

L. ~<:I ·=~ - <: .:=:m ,.. 
M ·= ('(') o o 

L. °' o L. C\ .. ~ , 
I peptone 5 C. 4°fo0) °' (ipcptonc 5 C. 40/oo) ;: c.,.... 
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'- Cll ...i ~ 1f ...J = C.> u ~ :..> 
o~ <: ~ o~ < '"' () 

:;:) cJ ç:., 

I -- - -- - -- - -
-cuza al'icli (rnntrnllo .J - - - 180 + diossiacelone 2°/oo + I 

1+ arido malil'O 2"/cc - 120 + saccarosio 2°/oo - - ---
I 

I + acido lauiro 2°/cc - + - 130 + maltos io 2°/oo -
I + .1l'itlo piru\'ico 
\ 2°/c~ - -· - :l02 + 1cvu 1 os i o 20/0IJ -
+ al'ido tartariro 2" /O'J 100 + glucos-io 2°/oo - - -

I· -, + ari1lo -"lll'l'Ìnico I ?fOI + 280 + galattosio 20/(l() -
lo - /11'1 -
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l'acido isovalerianico è inutilizzabile per Polytomella coeca. Abbiamo 
esteso le ricerche ad altri · acidi grassi a catena più lunga di atomi <li car
bouio e concln<liamo che gli acidi eptilico, oclilico, nonjlico e decilico 
sono favorevoli, che gli acidi isocaproico e laurinico sono meno favore
voli ma nettamente ntilizzabj]i; J'acido m.iristico non dà che una leggera 
crescita , ·l1e, in confronto al controllo, non è tale da poter giudicare 
come favorevole l'effello di tale acido. Riguardo agli altri acidi organici 
Pià esperimentati <lagJ i Autori che ci prece<lellero, noi possiamo confer. 
mare PRl.NGSHEl.M per l'effetto negativo dell'aciclo malico, e LwoFF per 
la non utilizzazione dell'acido lattico. L'acido piruvico ci ha <lato un 

Polytomella coeca °(Ceppo .LwoFF) - Alcool TABELLA 21. 

.E ·-o <J 
<J ·- o <J - o ,.... 

· - i.. -;;; · -i.. o 
Mezzo 1mtTitizio base N O .,, 

Mezzo nutritizio base N O "' e: -
e.o 

~CX> e: - t: CX> -""" i.. .. ·= C"t"') " ..., i.. -: .. e : ... ~ o~ 

(pCJ>lOllC 5 C. •1°/oo) .. °' o °' ( peptone 5 C. 4°/oo) .. °' u- ~- c:t ....... CJ = Q.. -V '°E ... <J 
=~ c.3 ..j = '"C ..j o o 
<.> 

~ 
,.,, 

-- --
senza alcool (con trollo) - MO + alcool lrntilico terz. 1°/oo - 116 

+ alcool metilico 2°/oo - 123 + alcool amilico 0,5° /oo - 69 

+ alcool etilico 2°/oo + ++ 2135 + alcool i soamiHco 0,5°/uo - 93 

+ alcool propili co 1°/oo ++ 1630 + alcool arnilico scc. 0,5°/oo - 82 

+ alcool isopropili1:0 1°/oo - 104 + alcool dimetiletili co 0,5°/oo - 118 

+ alcool hutilico 1°/co ++ 1700 + alcool csilico 0,25°/oo + 900 

+ alcool isobutilico 1°/oo + + alcool diÙilctilico 0,25°/co - 118 

+ ah:ool butilico scc. 1°/oo - 102 + cidocsanolo 0,25° /oo - 70 

leggero amnento dcJle colture, inferiore però al doppio del controlJo: 
noi lo consideriamo qnincli, co11 LwoFF e PmNGSHEIM, con1e inutilizza
bile. Sono pure jnutiJizzabili gli acidi tartarico e succinico: l'acido suc
cinico che è stato considerato conte favorevole da PRINGSHEIM (1937) 
diede anche a noi un leggero migliornmento nel ntW1ero dei flagellati , 
non tale però <la poter giustificare l'i11clusione di ~ale acido fra i prodoui 
favorevoli. Abbiamo credu to opportuno di esteudere anche per Polyto
mella coeca lo studio ull ef{eLLo degli alcool: confermiamo PmNGSHEIM 

sull'àzione graudeme11tc favorevole d ell'alcool etilico e aggiungian10 ebe 
g1i alcool propilico, butilico, isobutilico, ed esilico sono pure favorevoli 
allo sviluppo di Polytomella coeca. 

A] contrario non ottenemmo alcun aumento n ella crescita con gli 
alcool metilico, isopropilico, bntilico secondario, hutilico terziario, ami-
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lieo. isoamilico, amilico secondario, dimetiletilico, dietiletilico e ciclo· 
c!'m;olo, almeno alle concentrazioni da noi adoperate. 

Polytomella ('Oeca può dump1e usufruire, per la sinLesi delle su.e 
~os lanzc amilaeee di riserva, di m1 grnn numero dj acidi grassi anche 
;1 lunga carena 1lj alomi di carbonio e di P'arecchi alcool. 

Chilomonas paramoecium Ehremberg 

e (I,. (Il le ,. i . Il/, o ,. I o l o g i e i . - Secondo PASCHER, la specie 
Cliilo111011as 1mramoaciurn è definita <lai seguenti caratteri morfologici: 
corpo ohhmgo-cilirnlrico basalmente allungato ed arrotondato, spesso 
rirolro all'indiclro ~ lnngo da 20 a 4.·0 11· ; due flagelli di etti uno lnngo 
<1m11110 il corpo, l'altro più corto, uscenti dall'apertura della faringe; 
e<:rremità a11t criorc troncata obliqumnente con un leggero incavo, che si 
prolunga 11 ella faringe, ]a quale nella sua parte più profonda presenta 
una serie di gra11nli ~ferici (tri eocisti rudimentali); granuli d'amido 
gros$Ì, poliedrici. che riempiono talvolta tutto il corpo. Vacuolo unico 
po. lo anteriormente e dorsalmente . . 

SI or i a. - La prima coltura batteriologicamente pura di Chilo· 
11101ws l'.'m1111oecimn fu ottenuta da GIJASER e CoRIA (1930) e<l in se· 
guilo da LoEFER (1933-3<J). Più tardi LwoFF e Dusr (1934) ne isolavano 
pme un ceppo ed infiJ1e PRINGSHEIM (1937) ottenne in coltura pura un 
ceppo cli Chilo111011os pammoeciwn e due di Chilomonas oblonga. 

N u l r i ;;:; i o 11 e azotata.. - Noi i1on abbiamo menzionato fra 
le rnilun.• pure ottenute qu'ella realizzala da MAST e PEACE })Oichè, 
eome YC<lremo, si dubita che tali Autori abbiano realmente avuto Chilo· 
111011os 11orm11oecium. in una cultura hatteriologica111ente pura. 

Secondo questi Autori Chilom.onas paramoeciU'ln sarebbe capace di 
cr ··scere i11 un rn ez'.l.O com1;letamente minerale totalmente sprovvisto di 
alimenli carbonali organici la cui sola fonte d'azoto sarebbe un sale di 
mnmonio. MAST e PEACE conclusero che l'energia necessaria a questi 
flagellati arehhc largamente se non interamente fornita <laJl'ossidazione 
dcl cloruro ammonico in. nitrato; come fonte di carbon_io sarebbe ado· 
pernta l' ani<lri<le carbonica atmosferica. Questo risultato non ha polnto 
e ser e ·onfcrmalo nè da LoEFER (1934) nè da LwoFF e Dus1 (1934) nè 
da LoEFEH e HALL (1936). LwoFF (1934) emise l'ipotesi che neJle col
tmc di Clzilomo11as di MAST e PEACE esistesse in simbiosi un batlerio 
d1em io trofo. 

fofatti leggendo la memoria di MAST e PEACE si ved~ che essi non 
eff cllnarono 11c uua }n·ova batteriologica in mezzi che permctlouo 
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la coltura di tali batteri. È probabile dunque che le coJture di tali 
Autori fossero in.fette da un batterio che forniva .a Chilomonas para
moecium. sostanze organiche oppure fatto1·i cli crescita. LwoFF e 
Dus1 (1937-1938) riuscirono a din1oslrare sperimenta'lmente che Chilo
mo1ws paramoeciurn è capace di utilizzare un sale d'ammonio COille 
unico alimento azotalo in presenza cli una fonte carbonala organica (acido 
acetico), se però sono presenti nel mezzo collurale la pirimidina e il tia
zolo. ·Nello stesso mezzo in cui manchino questi due componenti dell'a
neurina non si ottengono colture. Questi Autori insistouo sul fatto c:he 
tracce minime cli tap sostanze bastano a Chilornonas /Htramoecium e che 
tali tracce possono essere fornjte clal colone cardato che serve per i tappi 
dei tubi o dalla garza che serve per involgere tali tappi. Infatti LwoFF 
e Dus1 p·er ottenere risltltati regolari e valevoli nelle sperimentazioni~ 
furono costretti, per Chi.l01nonas pa.ra.moeciwn, a servirsi di un secondo 
tubo di vetro rovesciato e incapsulante H primo, eliminando così total
mente i tappi di cotone. 

Nutrizione e et. r bona t a. - LoEFER (1934·-35) considera 
come favorevoli gli acidi acetico, p·ropion.ico, butirrico, isohutirrico e 
valerianico; con l'acido caproico non ottenne alcuna crescita. LwoFF e 
Dus1 trovano ugualmente che l'acido acetico esercita un'azione favo1·e
vole ecl aggiungono alle sostanze assimilabili gli acidi ]attico, piruvico e 
l'amido solubile. Secondo PRINGSHEIM (1937) Chilomona.s paramoecimn 
utilizzerebbe solo gli acidi acetièo e lattico, l'acetato d'etile, il diossìa
cetone e l'alcool etilico; gli acidi propionico, butirrico, isobutirrico. va
lerianico, caproico, . malico, succinico e l'aldeide glicerica sarebbero 
completamente inusufruibili. 

Ricerche perso.nali. 

Noi abbiamo uLilizzal.o per le nostre ricerche il ceppo monofiletico 
isolato da LWOFF e Dus1. Secondo le ricerche di LOEFER (1935) Chilo
monas paranw~cium in un mezzo al bacto-triptone, si sviluppa a pH 
compr'eso fra 4,2. e 8,4; nell~ stesso mezzo, a cui è stato aggiunto del
l'acetato di sodio, fra pH = 5,8 e pH = 8,4. 

Abbiamo ripetute tali esperienze in un mezzo al peptone èli carne 
a cui era stato aggiunto l'acetato sodico ed otte.nemn10 delle colture fra 
pH = 6,1 e pH = 8,4. Non abbiamo delimitato il limite inferiore, però 
possiamo aggiungere che non ottenemmo alcmrn cultn1·a in tale mezzo 
nutritizio avente pH = 5,4. 

Confermiamo dunque le conclusioni di LoEFER in proposito. Le 
nostre esp'erienze sono state c01npiute nel mezzo base al peptone di 
carne (SC Vaillant) avenle pH - 6,9. In tale n1ezzo Chilomonas para-

__ J 
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111oeci11m clii una coltura rli circa 135 flagellati pe1· mm.": l'aggiunta 
;1) mezzo di Lase di acelalo sodico al 2°/0°, provoca 11~1 arricchimento delle 
culture (480 fl. per nUJ1.") . 

II coeffìcie11te di oxi1,rofìa uel mezzo peptouato da noi utiliz.zato e in 
co11dizio11i di non aereazio11e è cli circa 3,5; il pH1 basso fino ad or a 
osservn lo. 

Confermiamo perciò LoEFEn (1933), LwoFF e Dusr (1934), e 
PmNGSHEIJ\I (1937) riguardo J'nt.iJizzazione delJ'ac.ido acetico; confer
minmo pure LoEFER sul carallere favoreyole che hanno gli acidi lmtir
nco e va leria!1ico (conLrariamcnle a ciò c.hc asserisce P RINGSIIEIM). L'a-

Chilomonas p aramoecium (ceppo LwoFF) - Acid i grassi TADELI,,\ 22 • 

I ·~ 

"' ·~ :i ·-o ... Cl ·- ·-., 
I " "' o o ., o ... ~M =tn •n ·;;; ... 

Mezzo 11111ri1izio base N o ., e-. ;_<>..._ 
<n Mezzo m11irit..i12:~lo base o ·r. 

"' - o ...... ~CO r: ..... e: ' 
~; ' ' 

O) M .:M ,.M ... ::i :;. 

(pepi onc 5 -"" !:::~ ... e-. o°' (,peptone 5 C. 4°/oo) -;:: .. e: o· 
C. .i"/uol a:;~ .M p_. ...... ~.....; "" 

l:Q °' o C.) :::::: ~ ... <:.> ...... ~ 0 
<,< ., 

=~ ~ ~ ,j ::: "O 
....l o o 

"' < c.:j 
c.. 

-- --
cC'llZa :1ddi ( ('01111'0110) _ 11.5 - - - IH senza ac~di (controllo) - 1· 34 

IO + ncido nl'cliro ?0/ + 33? + -r + 1180 + a ciclo isocaproico o 25°/ 
I + 4 - 00 CO 

+ acido propioJtil'o 

+ ad do hut irri('O 

+ adtlo isolmlirrico 

+ acido valtria11ico 

1°/oo + 1.19 

JO/co + 320 

1°/oo + 70 

0,5° /oo + 317 

- 190 + areiclo eptilico 

++ 805 -1- acido octili:co 

-f=" 235 + acido noni.Beo 

+ it.IO + aciclo mirisLiM:o 

0,25°/r.u +· 210 

0,15° /c0 + 580 

0,15°/oo + 300 

0,07° /oo + 261 

+ arido iso,·alcria11ico 0,5°/00 

+ arido raproieo 0.25°/oo o 
+ 320 

+ 530 

cido propionico ci ba date delle coltnre Jeggermente superiori a l con· 
troHo e noi lo co11s~deriamo, con PruNGSIIEIM come i11uti1izza_bile ed. i11 
ciò siamo in d.isaccordo con LOEFER; l'acido isobutirrico è consi
derato da noi come mofto leggermen le favorevole ( '=F: 235 f.l ageUaLi 
per mm." contro 13<.t del controllo): tale acido fu considerato da LoEFER 
come favorevoJe, e invece fnl considerato inutilizzabile da PRINGSHEIM. 

LOEFEH e PmNGSHEIM ottennero risultati negativi con J'acido ca· 
proico poic!tè essi probabilmente lo impiegarono a concentrazioni tos
siche; ·infaLLi noi ottenemmo con questo acido, a concentrazione <l'el 
G.25"/ .. ,, , colture abbondanti anche superiori a.Jle corrispondenti con ac1-
<10 acclicn. Abbiamo e Leso le r icerche ad altri acid.i grassi a catena prn 
lun ga e consideriamo gli acidi isocaproico e. octi]ico come favorevoli; gli 
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ncidi nonilico e nunstico come utilizzabili; l'acido eptilico non ci diede 
che delle colt1fre IeggenT1enle superiori al controllo e noi le cons-ide
riamo perciò come leggermente favorevole. Abbiamo già fauo notare 
(PnovASOLI 1938) che Chilomona.s paramoecium è particolarmente sen
sibile all ' azione tossica degli. acidi grassi aventi una catena più lunga di 
6 atomi di carbonio: molte volte è dHficile trovare una concentrazione 
alla quale l'effetto tossico sia eliminato ed in cui l'effetto favorevole si 
faccia sentire. Ottenemmo d'elle culture cogli acidi decilico e laurinico, 

Chilomonas paramoeci.um ceppo (Lwon') - Acidi organici e zuccheri TABELLA 23. 

Mezzo nut.ritfaìo base 

(peptone 5 C. 4°/ool 

senza acicl'i (controllo) 

+ :irido malico 

+ add'o lattico 

+ acido piruvico 

+ :ici<lo tartarico 

+ :1ciclo succinico 

+ aldeide gliccrica 

+ d iossfacetonc 

+ arabinosio 

+ xilosio 

2°/oo 

2°/oo 

2°/oo 

2°/oo 

2°/oo 

Mezzo nutritizio base 

(peptone 5 C. 4°/oo) 

-- -- ---1--------- --1----
- 179 - - 125 senza zuccheri' (contr.) 

+ 207 

+ 185 

- - 108 + n um.rrosio 

+ · + + 400 + d'cstrosio 

+ - + 570 + galattosio 

- - 126 + levulosio 

o 
o 

- + 209 + saccarosio 

+ 
+ maltosio 

. + lnttosio 

+ nmido solubile 

+ des tri:nn 

- 179 

- 174 

o + 194 

o + 225 

o + 228 

o + 19.l 

o + 213 

o + 216 

+ - 185 

+ 282 

però ci fu impossibile fino ad ora di ottenere in maniera costante tali 
risultati. 

Abbiamo pure sperimentato con altri acidi organici; confermiamo 
i risultati di LwOFF e Dus1 per i] carattere favorevole dell'acido lattico 
e piruvico e discordiamo da PR1NGSHEliVI a queslo proposito poichè egli 
Lrovò l'acido piruvico iuutilizzab.ile. Confermiamo PRINGSHEIM sulla 
inusnfrnjbilità dell'acido malico, e LwoFF e Dusr sLLlla inassimilabìHtà 
<leH'acido tartarico. L'acido succi.nico (non uti'lizzabile per PRID.TGSHEIM) 

ci ha dato un leggero sviluppo delle colture (209 fl. per mm.\ contro 
125 del controllo), non tale però da giudicare tale acido come favorevole. 

Anche per Chilomonas paramoec'iwn noi abbiamo sperim'entata una 
serie di alcool. LOEFER e HALL (1936) furono i primi a studiare per tale 
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"'pcc1c I' al ·ool etilico, che es ~1 t roYarono enzn effello sulla n1oltiplica
zionc. PmN HEll\l (1937) lo considera al ontrario favorevole e noi con
f'·rmimuo pienamente i ri 11ltat i di queslo Aulore poichè ollenen1mo ab
bond:rnti ime "11lt11rc (716 .flagella ti per n1m.·

1 contro 130 del controllo ). 
Crc(liamo ehc il ri ultalo di cordanlc ollennlo da LoEFER e llALL dipen
da dal fallo che questi Autori Jrnnno os erva to le colture solan1entc per 
un tempo brevi imo cd hanno fallo le n111nerazioni solo dopo 45 ore, 
(Cltifomo11as parmnoecium nel mezzo di base aJl'alcool etilico si sviluppu 
molto lentamenl ). 

Gli al ·ool b1;t ilico cd esilico 0110 favorevoli; gli alcool propilico e 

Chilomonas paramoecium (ceppo LwoFF) - Alcool TABELLA 24 . 

Mezzo 1111tritizio base 

I peptone 5 C. •10/oo) 

senza alrool (rontrollo) 

:: 
o <:.) ·- .... s o 
t'l -:... = e .. t: (,)= 
(... e.i 
:: "'; 
o 
c.. 

+ alcool · mctiliro 2°/uo 

+ alrool L'tilico 2°ioo 

+ akool propilico 1°/oo 

+ :tlcool faopropili co 1°/00 

+ alt-ool butiliro J0 /c,., 

+ alcool i obutilico 1°/00 

+ ;1kool butili co scc. 1°/00 

.... -o 
;!l CO ;M . °' - r-. ~ 

Mezzo nutritiz.i·o base 

(peptone 5 C. '1°/oo) 

- 130 + alcool butilico terz. 1°/00 

- 92 + alcool amilico 0,5°/oo 

o + + 716 + alcool isoamilico 0,5°/oo 

+ 337 + alcool arnm'i'co scc. 0,5°/oo 

- 10t1 -1- alcool dimeLileLili'co 0,5°/oo 

·-..... 
o 
•ti 
;.: CO .. ..., 
e °' o.. ~ 
..J 

- 96 

+ 300 

- 190 

- 12.i 

- 118 

+ 658 + alcool csilico 0,25°/oo + 390 

+ 237 + alcool cl.rieLilctiJico 0,25°/oo - lH 

- 133 + ·icloesanolo 0,25° /oo. - 73 

nmiHco UH po' meno favorevoli dei sopracitati; ralcool isobutilico è uti
lizzato solo molto leggennente . 

Consideriamo gli alcool melilico, isopropi:Iico, butilico secondario~ 
hutilico terziario, isoami li co, amilico seconda rio, diinetiletilico, dietileti
lico e ci loe a nolo non utilizzabili con1e fonte ca.rhonata organica, almeno 
alle con entrazioni da noi adoperate. (*) 

LwoFF e D 1 (1934) esperimentarono pure su parecchi zticcheri: 
glnrosio, galattosio, levu]osio, saccarosio, lattosio maltosio arabinosio, 

· 1 . ' ' C Xl 0510, 

Tali glucidi econdo questi Anrtori non sarebbero utilizzabili da Chi
lomonas /)(trW11oariL1111 per la intesi llelle riserve carbonate; al con trario 

(•) V c<lasi o;sen•azionc fatta a proposito degli alcool per Polytoma ocellalrim a pag. 51. 
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LoEFEn (1935) concluse che la 1noltipJicazione <li Chilomonas par<rrnoe

ciurn era accelerala da parecchi zuccheri fra i quali cita (Ark. f. Protist. 
voi. 8 j., pag. 462) la destriua, il galallosio, levulosio, lattosio, l'arabinosio 
e il maltosio. LoEFER indica nei grafici delle sue tabelle il rapporto x /x0 

corrispondcnlc ai risLtltati osservati per ciascuno degli zuccheri speri
mentali. Nel x/,x0 x rappresenta il numero dei flagellati riscontrato nei 
mezzi cultur~li dopo i.u1 numero <letern1inato di. ore a decorrere dall'ino
culazio11c ({mal count) , e x 0 il nlu11ero dei flagellati riscontrato nei mezzi 
colturali ubito dopo 1 inoctùazione (initial coZLnl). In· base ai dati forniti 
da LoEFEH n eJla sua pubblicazione noi abhiamo ricalcolato il numero 
real e dd prolozoi presenti alla conta finale in ognuno dei mezzi speri
mcnlnli. Secoudo 1e tabelle a pagina 4.67 del lavoro più sopra citato, xilo
sio. araLinosio e destrosio sono considerati da LoEFER co1ne aventi u11a 
i11fl ueuza u Ila crescita di Chilornonas p:ca-a1noeciu1n; secondo il calcolo 
da uoi fallo Hel mezzo cli base (controllo) la conta finale diede 179 fl. 
per nun.3, tnentre neJlo s tesso mezzo a cui fu aggitu1to lo xilosio i .flagel
lati rauo ] 85 per mm.\ 207 in quello con l'arabinosio, 194 in quello col 
destro io. Come si vede le differenze esistenti fra i 1nezzi contenenti zuc
cheri ed il ontrollo, sono estre1namente deboli; d'altra parte faccian10 
o ser va re ancora . ima volta che LoEFER ha eseguito le conte dopo un nu
mero di ore d etenninato e non si è curato cli cogliere il pllllto massimo 
di sviluppo della coltura. Può quindi anche darsi che presi in un periodo 
determinato tnli zuccheri abbiano influito sulla velocità cli moltiplica
zione nu1 è e tretumnen te difficile poter concludere da esperienze con
dott con tale tecnica, che gli zuccheri abbiano un reale effetto sulla cre
scita e clre possano costituire d egli alimenti carbonati per Chilomonas 
paramoecium. Noi pure abbia1no sperimentato col glucosio e il levulosio 
nel una concentrazione del 1,5°/oo ed ottenenuno delle culture appena leg
germente superiori a quelle del controllo. Concludiamo dttnque sulla non 
11tilizzazionc d egli zuccheri poichè le differenze in rapporto al controllo 
riscontrate da LoEFER e da noi ono estremamente p·iccole e possono es
sere dovute a impurezze. 

Chilomonas oblonga Pascher 

R eccnten1cnte PRINGSHEIM (1937) ha isolato due ceppi cli Chilomo
iws oblunga, data la brevità della nota in cui tali risuhati sono esposti 
noi ci lin1iLiamo, per ora, a riferire i dati da ·lui otlent~li. 

C01ne si potrà notare . dalla tabella acclusa i risnhati ottenuti da 
PRINCSHEIM per i ceppi n. 1 e n. 2 sono fortemente div'ersi. 

Ci permettiamo di avanza1·e il duhhio che o i due ceppi non appar-
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tengono alla s te~n specie, infa~li il ceppo n. 1 di PRINGSHEIM è molto si
mi le nella · ua nutrizione carbonala al ceppo LwoFF di Chilo1nona,S para. 
moecinm, oppure se i due ceppi sono realmente appart enenti alla slessa 
specie, che i risu.ltati ollenut.i da PmNGSFIEIM non siano esatti, come noi 

Chilomonas oblonga - Risultati di E. G. PmNGSHEI.M: (193 7) TADELLA 25. 
-

- C'.l - c.:i 

Mezzo nutrilizio base Mc:t.zo nutritizio base -· 11 

= = li = = 
o o o o 

(pcplonc 5 C.) .... i:. (peptone 5 C.) '"' i:. c. Q, e: Q, 

" ~ V ~ 
u u u <..,) 

--~ 

senza acidi (coni rollo) - - + a ciclo mali'co - -. 

r~ 
a ciclo acetico + + _J_ a ci dio lallico - -
ar.iclo propionico + - + aociclo p i.ruvico + -

I 
T acido butirrico + - + aci'do succiJ1ico + + 

+ ad do i obutirrico + - + aldeide g1icerka - + 
+ acido \•alcri:m i.co + - + diossfacetone + -

+ arido caproico - - + nloool e t iJico - + 

ebbimo a riscoutn1re in egual caso . per i cep•pi n. 1 e n. 2 di Polytoma 
ocellatiun che secondo PnINGSHEI:M sono differenti e eh.e noi potemmo 
dimostrare idenLici nella loro nutrizione carbonata. 

Euglena gracilis Klebs 

e ara t te 1' i ·1n o rio logie i . - Secondo PASCRER tale specie 
possiede cellule vivacemente lfne taboliche, cilindriche allungate fino a 
ovali allungate, con es tremità posteriore alluuga.ta in una breve punta; 
lunghe 37-45 !-'· e larghe 6-22 !-'· ; n1embra11a s triata spiraln1ente; flage1lo 
lungo come il corpo; cloroplasti nuJnerosi a forma di disco a contorno 
loLato con pirenoidi a capsula. 

S /, o r i a. - ZUMSTEIN (1900) ha Jnostrato p·er primo che - era 

pov ibile coltivare in coltura hatteriologicmnente p1wa EuglR.na gracilis 
all o :=: curi t~t. Questo ristùt.ato fu ricontrollato e confermato da T ERNETZ 

(~ 9·12) da PIUNGSHEII\I (1912) da MALNX (1928) e da L vvoFF e D u s1 

(1929) . Tutti questi Autori che precedettero LwoFF e Dus1 coltivarono 
E.11 glerw gracilis all' oscurità in un m ezzo pepto1H1to a cui non veniva ag· 
gnrnto alcun alin1cnto carbonato organico . 
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LwoFF e Dus1 (1929 ) hanno dunque il merilo di aver pensato per 
primi ~d aggin11gere una fonte carbo"°:ata orgai?ica ~ndipen~ente (acid~ 
acetico). In un 1nezzo al peptone peps1co poco 1drohzzato d1 carne, essi 
poterono ollen er e delle colture trapiantabili in serie n1a abbastanza po
vere ; l' aggiunta di acido acetico permetteva al contrario cohure molto più 
abbondanti. Se per fonte azotata essi adoperavano un peptone molto più 
degradato, come un peptone pancreatico od un. peptone di seta idroliz
zata, tali Autori 11011 ottenevano che poverissime colture: l'aggiunta di 
un aJimento organico carbonalo a t ale mezzo era indispensabile per ot
tenere un forte svilnppo delle colture. La funzione di un alimento orga
nj co ca·rhonato indip·e11dente per una Euglena fu così messo in evidenza 
da tali Autori p er la priu1a volta. L ·woFF e Dus1 (1931) studiarono l'e'f
fetto di un certo numero cli acidi organici e di zuccheri (vedi tabella). 
N el 1932 LwoFF :ii1cJuse Euglenu gra,cilis coltivata alroscurità fra gli or
ganismi oxitroft. LoEFER e l-IALL (1936) mostrarono che l'alcool etilico 
aveva un effe tto accellerante sulla crescita di ·Euglena gracilis alla luce; 
iufoie E. G. PRrNGSIIEIM (1937) studiando la nutrizione carbonata di 
Euglena gr((cilis confenuò completamente i risultati di LvVOFF e Dus1 sul 
)Ji sogno e sulla utilizzazione di un ali1ne11to organico carbonato da parte 
di Euglena gracilis coltivata all'oscurità. -

Ricerche personDli. 

Noi abbia1no utilizzato per le nostre ricerche il ceppo di Euglena 
gracilis isolalo da Pn1NGSHEIM; tal.e cep·po fu coltivato da LvYOFF e Dus1 
all'osctuità ininterrottamente dal G ennaio 1929 e deve esse1~e considerato 
come un ceppo stabilizzalo all 'oscurità~ P er tutto quanto riguarda la nu
trizione azotata ili tale · ceppo alla ·1urce e all'oscurità noi ri.n1andiam o ai 
lavori di L woFF e Dus1 (1931 e 193,3). 

N u t r i z i o ne e a r b o n ci t· et. - Le nostre esperienze su1Ia nu
trizione carbonata cli Euglena gracilis sono state co1npiute nel mezzo di 
base al p eptone pancr eatico di carne a pH = 6,9. Nel mezzo di base pe
ptonalo, come già fu notato da LwoFF é :Dus 1 (1929), Euglena gracilis 
all'oscurità dà delle colture d eboli (55 :B. p er mm .:i ); n ello stesso mezzo 
a cni sia stato aggiunto il 2°100 di acetato sodico si ottengono buone col
ture (4.4,Q 11. p e r m1n. :1 ). Il coefficiente di ox itrofia per tale specie coltivata 
alil 'osc~1rità .in · un inezzo p e ptonato, senza aer eazione artificiale, è <lun
Cflte di 8. 

Con1e si potrà notare dall a. tabella noi confenniamo pienan1ente i 
ri sultati di LWOFF e Du s1 (1931) e di PRJNGSHEIM (1937) riguardo al
l' utilizzazione, co1ne aliinenti carbona ti organici, degli a cidi: ace tico, 
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propionico, butirrico, valerianico e caproico. Già in una precedente nota 
(PtWVASOLI ] 938) noi conclndeuu110 che .l'acido isovalerianico ed eptilico 
sono . enza effetto; che l'acido isocaproico dà utn. leggero inci-emento alln 

Euglena gracilis (ceppo PmNGSBEI,,1) - Acidi grassi T ,\IJELLA 26. 

Mezzo 1111tritizii> hasc 

(peptone 5 C. ·l0 /oo• 

--------- ---- -- -
senza acidi tl'ontrollo) 

+ ari1lo at·ctico 

+ a1·ido propioni co 

+ acido hutirrico 

+ acido isolrntirriro 

+ ariclo valcri:mi<:o 

- 55 

2°/oo ++ + ++ 440 

111/oo + + ++ 520 

1°/oo ++ + ++ 550 

1°/oo 

0.5° /oo + + 
- 77 

++ 338 

Mezzo nutritiz.i.o l>ase 

(peptone 5 C. •l0 /oo) 

senza a cicli (controllo) 

+ acido isoca.proi<Co 

+ ad<lo ept.ilieo 

+ acido oct.i'.lico 

+ acido nonilico 

+ aciclo clc ciJico 

+ :wiclo j OYa JerÌ:l llÌCO 0,5°/oo - 60 + acido laurinico 

+ :1ci<lo caproiro 0,25°/oo ++ + + 3.10 + arud'o m:iristico 

0,25°/oo 

0,25° /oo 

0,15°/oo 

0,08°/oo 

0.07° /oo 

0,07°/oo 

0,07° /oo 

-.!) M ·~ 
C\ oc: t:: ...... ~,. :-:: 

o :: C' 
~·-

.. _ 
~; ? ,..!. 

.o c.:; 
-< .-

C!: ~ 

--
- - 5~ 

-
+ 1110 

o - 61 

o + 250 

+ 176 

+ 20~ 
' T 

l ""l ,_ 
-+ 136 

crescita e cl1e fn cido octi lico è favorevole. Aggiungiamo ora che gli acidi: 
noITilico. derilico, la11rinico ono n e ttamente utilizzati, e che l'acido mm
si-ico lrn solo un Jeggero effetto. 

' 

. 

Euglena gracilis (ceppo PmNGSBEll\1) - Acidi organici e zuccheri TABELU 2;. 

·w "- =' 
I - "' ·- - =' ·o o . ..., ·- o ·-(.) ..::: o (.) o o ~ o :... ... =.- "' ì\l czzo nutritizio base s o P=l ...... "' <Il Mezzo nutritiziiÒ base 

... o ~Di- •r. 

2: eo o: CO "' - ~ ~ (,)M = t- ;;.,.., = .e (.)M --~ 
'Q~ 

· - M o e- b;; .. C'\ 
~~ (p eptone 5 C. 1l 11 /oo) 

- .. :... e-
(.peptone 5 c. 4°/oo) aS A. ..... a~ ~,_ ... ""' o ~ o c.. c.. (.) > <) (.) ~ cS 3-::::: ~ (.!> ...J 

="'O' ...:i ..J o 
'- i:.:i 

<) 

~ t::i < -- - -- - --- -- - ---
$CJ1z:i aci di ( conlrollo) - - - 55 + acido citrico 2°/oo o 
+ Mido malico 2°/oo o + - 75 + acido gliccrofosfor. 2°/oo o 

+ 
+ 
+ 
+ 

:u·ido latt irn 2°/oo o - ++ 400 + cliossiacctone 2°/oo -
arido piruvico 2°/oo o - ++ 385 + a ldeide gli ceri ca 2°/oo -
acido su c1·i11ico 2°/oo o + - 70 + ghicosio 2°/oo o - 75 

arido tartarico 2°/oo o - i O + levulos io 2°/oo o - 75 

Noi confernuamo LwoFF e Dus1 rigLrnrdo alla non utilizzazione 
degli acidi: malico, succinico e tartarico in opposiz:ione a PmNGSHEi ì\I 

che trova utilizzabili g]i acidi malico e succinico; noi troviamo iJ10ltre 

J 

• 
I 
~ 

. 
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che gli a 'idj Jattico e pjruvjco sono aJtamente favorevoli per Euglena gra
cilis coltivata all'oscurità ed in ciò f'Ìamo in disaccordo con i risultati di 
LwoFF e Dus1 e PmNGSHEIM; confcriniamo al contrario i risuhati nega
th i ollc1111ti.da LwoFF e Dus1 coJ glncosio e il Jcvulosio. 

LoEFEll e HALL tudiando l'effe tto deJl'aJcool e tilico su parecchi pro
.tozoi esperimentarono pure sul ceppo Euglena gr(lcilis <li PRINGSHEIM 

e co11c111scro cùe tale alcool può essere utilizzalo da tale specie <lurante 
la crescita alla luce; -esseudo tata fatta tale esperienza alla luce , questo 

Euglena gracilis (ceppo PRlNGSHEH\l) - Alcool TAnELLA 28. 

-·- ::: ·-c.i-.o · ~ ·-o e.i :...~ ..:i o o <:.> -:.. 
~ """ 

,,, 
:-: ~ 

o 
Mezzo 11111 rit izi,o base ~· o "' Mezzo nutritizio bnse '" r: "' :.or- ~CO ::: - f! CO .:: O - ·= M "'M ~ ; o~ 

(peptone 5 c. 1°/oo) g:: ...J- ... °' e°' (peptone 5 C. 40/ool ... °' r: ~ ....... ~ == ~:I: (l. """ o.""'"""°' 
~o ... ~ 
o.-- .-; e:::: 0 ....i ="t:l ....i o ... 

t.:i 
- -

senza ah-ool (controllo) - - 55 + alcool butilico tcrz. 1°/oo - H 

+ akool metilico 2°/oo - 60 + alcool :u n ilico 0,5°/oo - 60 

+ alcool etilico 2°/oo + + ++ 31\4 + alcool i oamili eo 0,5°/oo - 57 

+ a'lcool propilico 1°/oo t+ 3H + al cool amilico sec. 0,5° /oo - 73 

+ aLcool isopropilico 1°/oo - 106 + a1cool cl imet ifotil ico 0,5"/oo - 65 

+ nlcool butili co 1°/oo +- + H5 + alcoo1 c;ilico 0,25°/oo ++ 396 

+ alcool isobutilico 1°/oo - 83 + alcool dict il e tilico O.;J.5°/oo - 68 

+ a lcoo l butilico scc. 1°/oo - 9<1 + ddoc,.,,:m olo 0,25°/oo - 6-l 

risultnto non è valevole. Spetta quindi a Pm~GSHEIM (193.7) l'aver per 
primo conclu o che l'alcool e tilico può es ere utilizzato da Euglena gra
cilis alJ'oscurità come fonte carbonntn organicn. 

Noi abbiamo sperimentalo col medesimo ceppo PmNCSHEIM anche 
· l'effetto di parecchi alcool e consideriamo come altamente favorevoli 
gli alcool etilico, propilico, butilico, ed es ilico; l' al cool isopropilico clà 
anch'es o un leggero incremento allo sviluppo delle colture, inferiore 
però al doppio del controllo; così dicasi di tuui gli altri alcool esperi
mentati , che alle concentrazioni da noi adoperate e nelle condizioni in 
cui sperimentammo, non ci di edero alcun effello che si potesse consiclc
rare. positivo. 
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Euglena gracilis var. urophora Chadefaucl • Prova'soli 

e (I ,. a t f. e ,. i tn o ,. I o logi e i . - Differisce dalla specie tipi('a 
Euglena gracilis per i seguenti caratteri: forma più affusolata; estremità 
caudale più accen tuata e permanente; contenuto cellulare meno traspa
rente, molto più confuso; cloroplasti meno labili. Una descrizione detLa
gliata di questa varietà vfon data in una nota (Chadefaud-Provasoli 1938) 
rn corso cl i squn pa. 

R i e e re h e p e r s o n a li. - Questo ceppo fu trovato in una 
coltura bruta ottenuta con terreno di risaia delle vicinau.ze di Milano. 
La coltura ballcriologicamente pura fu ottenuta con lavaggi successivi. cli 
un solo indi,riduo (ceppo monofiletico). Tale ceppo fu da noi in un primo 
tempo credulo come apparten ente al genere· Astasia, poichè durante j 

pr·imi m e::i clic noi l'a, emmo in coltura, tale specie era completamente 
focolor • ~ poi poco a poco ùwominciò él di venire verde. Facciamo notare 
che le col111re erano tenute in cilindri cli cartone alti quasi quanto i tu.hi , 
prescnla11ti el ci :fori sui Iati e posti in armadi a vetro, e potevano quindi 
andar soggetti, sia pure non direttamente, all'influenza della luce. 

Tale ceppo fn studiato cla · .Dus1 (inedito) e ristùtò da tale s tudio 
ch'esso ave ' a perso comp1etmneute il potere di as·sjmpare alla Iure i 
sali cPammonio e di ri chiedere invece ammiuoacicH o peploni per la pro
pria nnlrizio11c azotata alla luce. Si differenzia cprindi riguardo la nu
trizione :-1zo lala :1Ua Ju.ce, da] ceppo PmNGSHEIM cli Euglerw, gra,cilis che 
è autotrofo. 

Il m ezzo nutritizio in cui noi compimmo tuitte le nostre esperienze 
è il mezzo base al p eptone pancr eatico di can1e (5 C. Vaillant). 

·Il c~ppo ch e ha ser vi lo per le ricerche sulla nutrizione carbonala 
e lato s ~ mpre colti valo aH'oscurità dal gennaio 1936: si può quindi 
ro nsiclera re allualmente come un ceppo · or.mai sta.bilizzato a tali .coudi
zioni sperimen tali. La. zona di pH favorevole ad Euglena, gracilis var. 
uroplwra è compreso fra pH = 4-,5 e pH = 8,4: si possono ottenere 
ollime colt11re direttamente a tali pH, seminando tre goccie provenienti 
da nn ceppo coltiva lo in uu m ezzo base + acetato di pH = 7 (i limiti 
<" tremi non : 0110 stati determinati ) . Nel mezzo base al peptone p:rn· 
crca lico <li carne, .Euglena. gracilis var. uroplzora. dà delle colture povere 
(60 flagellati per 1m11.

3
); nello stesso mezzo él cui sia aggim1to dell'areta lo 

cli o<lio al 2°/oo si ottengono 435 A. per mm.3
: il coefficiente di oxitrofi[t 

è dunque di 7. ·per un mezzo al peptone pancr eatico cli carne se.nza a?· 
reazione ar t_ifìcialc, in tubi cli 16 mm. per 160 mm. contenenti 10 cc3 di 
liquitlo 11utritizio. 



- 73 

Gli acidi propionico, butirrico, cnproico, lattico e piruvico, come 
l'acido aceti co, sono molto favorevoli; gli acidi isobutirrico, valerianico, 
eptilico ed octilico possono considerarsi come buoni alimenti carhonati 

Euglena gracilis var. urophora (ceppo PROVASOL1) ·Acidi grassi TABELLA 29. 

·-·- ·-o ~ o o e..> o 00 .... 00 

Mezzo nulritizj.o haso ·s o "' M Mezzo nutritizio base N o "' M 
e-: :; ..:: °' ..:: "' °' .!:: > ...... ... :i > ...... 

:: o ·,.!. :: o ..:. 
(peptone 5 C. 1l0 /oo) ~ ... (peptone 5 C. 40/oo) .... 

~ M ~ p... M 
<) ".i °' e:;) ~ °' e: "'O ,.j 

...... "'O ,.j -o o 

'"' '"' 

-
scnzn aridi ( co111rollo) - 60 + acido isocaproico 0,?5° /oo + 180 

+ acido acetico 2°/oo ++ 435 + acido eptiHco 0,25°/oo + 220 

+ arido propioni'Co J0 /oo ++ 425 + acido octilico 0,25° /co + 310 
-+ acicl·o butirrico 1°/oo ++ 580 + acido noni'! tco 0,1° /oo + li5 

+ :1d1l'o is ob ut it-rico 1°/oo + 230 + .acido decilico O,Oi0 /oo + lS•l 

-+ ad do va lcrianico 0.5°/oo + 290 + acido laudnico O,Oi0 loo + 162 
-+ acicl'o i ovale rim1ico 0,5° /oo -115 + acido miri.;tico 0,0i0/oo + 159 

+ acido cnproico 0,25° /oo ++ 380 

orgamc1; gli acidi isoca.proico, nonilico, decilico, In uri nico e nn n stico, 
sono nssim_ilati in proporzione minore; gli acidi isovnleria.njco, malico, 
t rurtarico, succinjco e il glu:cosio e il levtùosio, sono innLilizzahili. 

Euglena gracilis var. urophora (ceppo PnovASOLI} - Acidi e zuccheri TABELLA 30. 
I 

·- ·- ·-o o o 
Mezzo nuL~itiz.io base ·;:: ... 

o '" Mezzo n u tritizi10 base ~ :; ~ Cò :.. 
o"" 

(peptone 5 C. 40/oo) =. "' ... °' (peptone 5 C. 4°/oo) C.l~ " ...... 
:..J~ -= 't:l ..,j o 
'-' 

o e ~ o ·- 1(1 N o 
~ Q:,') i.: :; 0M =:: ... °' 

C.l ~ :i.. ..... 
Q~ 
=~ ..j o 
'-' 

senza aci'di (controllo) - 60 + acido tartarico 2°/oo - 70 

+ acido malico 2°/uo - 70 + acido s uccinico 2~/00 - 90 

+ acido lattico 2°/oo ++ 380 + g·lucos io 2°/uo - i O 

+ nei cI·o piruvico 2°/oo + 330 + levulos io 2°/oo - iS 

. 
Euglena gracilis var. urophora può assimilare pure parecchi alcool: 

sono molto favorevoli gli a lcool etilico e butilico, favorevoH gli alcool 
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propilico, isolrn:ilico ~d esilico; tu Ili 
noi sperimenta t1 (vech tabella)' ~101~ 

] . ... ·1n1eno ... lJe concentrnz10m 

gli altri alcool, p'er i cnml. . . ' )10111 ] 
c1 hanno dato nlcun risult . <a 
I . . . ato f, e a no1 u11p1egate. ... 

vorevo e, " · " 

Euglena gracilis var. urophora (ceppo PROVAsou) - Alcool T.1nELt\ 3 
I. 

---=-. 

·- ·-' 5 CJ 
·- § ~ o o ·- ~ "' .Mezzo 11.ut.ritizi10 base ·- .... 

Mezzo nutritiZ.:."O base "' o ;:: cO "'o •n "' - "' -... ;:I ... "" !: = ~~ 

~~ 
o°' Cpeptone 5 C. '1°/oo) = .. ~ ... ,,, 

(peptone 5 C. 4.0/ool è: ...... ~Cl 
~ i:.> 8. ~ ~..., 
=~ .J gt 

..:i o 
" <.> ---senza alcool (controllo) - 60 + nlco(}I hutiJi.co terz. l°loo - 55 

+ ;ilcool melili co 2° /oo - 70 + alcool amiH'co 0,5° /oo - 60 

+ alrool ctiHco 2°/oo ++ ,B5 + alcool isoamiHeo 0,5° /oo - 50 

+ alcool propilico 1°/oo + 3,rn + alcool ami'li'co sec. 0,5° /oo - 60 

+ alcool isopropilico 1°/oo - 100 + aJeool d'imet.i.Jetilico 0,5° /oo - •IO 

+ :1lcool bntilico 1°/oo ++ ,i95 + alcool esili e o 0,25° /oo + 325 

+ alcool isobutilico 1°/oo + 305 + alcool d.ietiletilko 0,25°/oo - 90 

+ alcool butilico scc. JO/oo _; 85 + ci'cloesanolo 0,25°/oo - 45 

Co rn JJ a.razione e on E zt g lena g r a e il is . - Noi ah· 
hiamo visto che Euglena. gracilis var. urophora. presenta caratteri morfo· 
logici e fisiologici molto vjcini ad Eztglena gracilis: innanzi tutto sono 
due forme cbe si possono coltivare aJl"'oscurità; amhedue p·erdono al hnio 
la loro c.lorofiJla; se riportate alla luce la riacquistano sintetizzandola; 
ambedue assimilano bene gli acidi: acetico, propionico, butirrico, vale· 
ria nico, r aproico, octilico, la nico e piruvico e. gli alcool etili.co, propilico, 
h~1~ilico ed esiHco; esse assimilano m eno· bene gli acidj isocaproico, 1~0: 
mhco, clecilico, laurinfoo e rniristico; nesst.urn delle due assimila g]j acidi 
isovalerianico, malico, tartarico e succinico, il glucosio ed il levulosio 
Le due forme presentano però, come abbiamo visto nella parte morfo· 
logica al~ nni canltleri differenzia li, e pr.esentano pm·e neJla nutrizione 
alcune chfferenze fisiologiche. Innanzi tutto nella nutrizione azotata 11.ll.a 
luce si ri scontra lUla di:ffei·enza molto netta ess~ndo Euglena graci1r.s 
autotrofa n1e11 t·r·e E z ·z· · 1 • 1 , . 1 ... nutri· . ' ug ena. gract 1,s var. u.rop wra ~lon o e; pe1 " . . 
~~o.ne cnrhon.ata le du1e specie differiscono 'tra lor.o poichè Euglena .7~a 
cli.li s non assnnila gli acidi isohutirrico ·ed eptilico e l'alcool isobullhco 
e .1e sono al cont. . · 1 . .

1 
. . . . 111iorll· 

rano Jen assum ah da Euglen<t gracihs var. iuo 
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Astasia Chattoni Lwojf 

e . ((. t l e r i lfl. o r I o l o g i e i. - Astasia Cliattoni fu per la 
. a 'Ila descrilla da LwoFF (1934·); i caratteri morfologici da lui 

Pruna vo cl 
. cr lale sp ecie sono: corpo allungalo; lungo a 4·0 a t.18 I'·, largo da 

dnll P13 I'- fla.,.elli corli (circa 2/3 della lunghezza del corpo), lo sligma 
11 a , "' l . d. . . .d 1· I . _ l te e 11011 si trova a cuna traccia i p~g:mento earotmo1 e a e ove 
e n:.sel · I· d · · I ·1 • f · 
I , hhe essere lo stigma; numerosi granu 1 1 pararmc o e 1 · orma ovo1-

c O\ re 11 . . . I I dalc abbondanti specialmenle ne a. estrenula posleriore e e corpo. 
PmNGSIIEIM (1936) descris~e tale sp e.c1e, se~za essere stato a c?nosce11za -
del lavoro di LwoFF, sotto il nome eh Asl>asia longa. I carallen morfolo
gici da lui dati corrispondono a quelli descritti da LwoFF e lo slesso 
PnrNGSllEIM ha riconosciuto che le du.e descrizioni corrispondono alla 
slcssa specie; è clunque dove1·e mantenere, Eecon<lo le regole della no
menclalllra, il nome cli Astasia Chauoni, che per priorità spella a tale 
specie. Creruamo opporlw10 però cli aggitmgere alla desc1·izione morfo
Jorrica alcuni caratteri osse1-vati da PRINGSHEIM :. corpo sollile, quasi 

o 
a bastoncino, oppure ingrossato nella parte posleriore; parte anteriore 
tronca obliquamente; estremità posteriore ch'e si assottiglfa grada tamen
tc iu una breve punla, oppure tondeggiante. Cellule poco metaboliche, 
membrana liscia, flagello grosso, natrisforme·, lw1go ci1·ca la metà del 
corpo; stigma mancante; nucleo molto spostato verso l'esLremi.tà posle· 
rio re; gramùi di paramiclo bastonciniformi, ellissoiclali o poliedrici. 

Le rnisure date da PRINGSHEIM si avvicinano molto a qnelle date 
da LwoFF pur essendo la specie slndiala da PRINGSHEÙ\1 un po' più al
hmgala: celhùe lunghe da 55 a 60 !'-, larghe 5 I'·. 

Storia . - Il ceppo isolato da LwoFF e Dus1 (1934) proviene 
per i solamento di lID solo individno da trna cuhura brn'la ottenula da 
CHATTON seminando dell'acmia di s tauno dei dintorni cli Banyuls-Sur-
1\'l . ~ ~ o ' 
· er, m un mezzo all'acqua piit se1:ni di grano. Astosia Chattoni può svi-
luppars~ in n~ezzi contenenti peptone, anche se degradato come il pe- · 
}>tone d1 seta idrolizzata. Nel mezzo base al peptone di seta si otten.,.ono 
cieli~ coltu~·e molto povere trapiantabili in serie (circa 18-30 6. 

0 

per 
nun ) ; se s1 aggiunge l'acido acelico al mezzo cli base alla seta si otten
Tono delle colture abbondft~1ti (240 fl. per mm.'). LwoFF e Dus1 (1936) 
mimo pure studiato l'effetto di parecchi acidi oTassi e or.,.anici sulla 
nutrizion b . . . . ? . . 0 

• • . e car ouata eh Asta.sia Chatloni: gh ac1d1 acetico but1rr1co e 
capro1co sono . . . f 1. ' . . . ' . . .1 1 

. . 1 pnt avorevo I; un po meno favorevoh li prop1omco e 
J va enamco. l' . I . b . . 1· . .., . . 
nte t l Il ' acH 0 iso ullrr. 1co e lede solamente un prnco10 arncclu-

11 o < e e co lt f ·cl · · :ure e · u cons1 er a to come Jeao-ennente favorevole· o-li = ' o 
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acidi lattico e piruvico sarebbero r.nire utilizzati da La]e or11• •• 
. . . • • . • • 0 am:m'J-

PmNG S HEIM (1937) confenna 1 nsuhati d1 LwoFF riguardo arrli acidi 
acetico! ·propionico, butirrico e isobutirrico; non ottenne perÒ alcuna 
coltura nell'acido valerianico e nel cap,roico che egli, prohahilmenu. 
i111p.iegò a. coucentr~zi?ni. tos~iche. Per t?le Autore gli acidi lattico e pi
ruvico sono sprovv1st1 d1 azione (sono invece favorevoli per L\rorr t 

Dus1); e gli acidi malico, succinico, l'aldeide glicerica e l'alcool etiliM 
sarebbero buone fonti organiche di carbonio. 

Ricerche personali. 

Abbiamo adoperato per le nostre ricerche il ceppo isolalo da Lwon 
e DlJSI. Il 1nezzo nutritizio i1npiegato è il mezzo base al peptone pantrf"c:
tico di carne (5 C Vaillant) a pH = 6,9. La zona di pH favorevole prr 
tale specie è con1presa fra pH· = 5 e pH = 8,4; (non ottenenuno alcun.l 
'Coltura in tu1 mezzo a pH 4,5). In un mezzo base al peptone pancreatir1> 

Astasia Chattoni (ceppo Lwo:FF e Dus1) - Acidi grassi T .\BELU 3!. 

'° 
s::; ·- .,., -- C) <'? .8 

.§ ~ -o C) 
~ 

...... o 
i.. ""' o "' Mezzo nuLritizito base · ·~ o !:CM 00 <J) Mez.zo nulritiz:,o base s o ;: e:: o~ 

1:.1) c:s CO E: ~'Ei i:: i:- >M ~ :""': 
!> ·-CV') i=: ..... c:s ,,. ·- i.. O\ o O\ 

(peptone 5 C. 4°/oo) --(peptone 5 C. 4°/oo) §~ ...:i ::l 
p... - ~- =-= "" éJ <) _C) ~o :: re ' 

1 
§'";I c.!> ..j o ..... 

~ :l 
<) 

~ 
-- --

senza acitli (controllo) - 60 + aci.d·o iiso caproico 0,25° /oo + l~i - --
+ acido acetico 2°/oo ++ + ++ 380 + -acid'o e,pti'lico 0,25°/oo + 3;~ 

+ acido prop.i:onilco 1°/oo + + ·+ 235 + acido octilico 0,25°ioo T 31) 

0,15°/oo I ?"'• 

+ acido butirrico 1°/oo ++ + ++ 550 + acidQ nonilico T -» 
-

acido 1°/o~ + 
- ac'i,do decilico 0,07° /rx T J6') + is ohutirrico + + 120 + 

+ a c'ildo valerianico 0~5°/oo ++ 380 + addo krnrinfoo 0,07°/oo ~U8 
+ -

. \\: acido isovalcrianico 0,5° /oo - 90 + acid'o ll1 iTÌS ti CO 0,0i0/oo ;- 16'! 

acido c-a pro.ico 0,25°/oo ++ - + 355 

"""---'= 

I 

s1 ottiene una coltutra debole (èirca 60 fl. ·per mm.3
); l'aggiunta di net~ 

arctico a tale m_ezzo provoca un aumento molto netto nel numero dei 
flag;cllati (380 fl. per 111111.=1); il coefficiente di oxitrofia è dunque s~co~• 1° 

· 1 · /.. • • • aruficia e ~HH ( 1 o, 111 un mezzo al peptone pancreatiico senza aereaz10ne ' 
111 tn1Ji di 16 m.m. per 160 nun . 

I) · · · . ]'effetto 
oss1arno confennare LwOFF e Dus1 e PRINGSHEIM CII ca f 

r . l . . . con cr
i .ivorevo e che hanno crli ac1·c11· ac0 tico pro ili onico e buttrrico' - .d. 

. . o ' · e '- ' · . ] l" CI 'I 
rniamo pnrc Lwm~F e Dus1 s1ù1'effetto altamente favorevo1e < eg 1 a 
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valerianico e caproico contrariamente ai r isultati otten uti da PRI NG

SHEIM , che n oi pensia1no abbia speri1nentato tali acidi a concentrazioni 
troppo forti e t ossiche. 

Astasia Chattoni (ceppo L woFF e D usr) - Acidi organici e zuccheri TABEl,LA 33 • 

.... 
·- \O _g 

.... <"") 
<:i 

o <:i <lJ ..J. ..Q ·- ... 
!%:: ~ <Il 

Mezzo nutritizi.o hasc N o ;.n i-e-:= o ....... 
b <:I '> ·= = 

(peptone 5 C. '1°/oo) 
... ·- .... °' 

~~ ...:i :g p.. ...... 
(.J C) ·o ::: -.::: <. :..:> o 
<.> ::r- ~ 
-- -- --

senzn nci<li (controllo) - -
+ acido malico 2°/oo + 
+ acido fallico 2°/oo + -

+ acido pirnvico 2°/oo + -
+ nei do tartarico 2°/oo -

Mezzo nul dtiz~o base 

(peiplonc 5 C. 4°/oo) 

60 + acic11o succi111Jco 

50 + aldeide gliccrica 

+ + 440 + d!io.ssiacctone 

80 + glucosio 

65 + levulosio 
• 

2°/oo + 
2°/oo .J... 

I 

2°/oo l -
2°/oo -
2°/oo -

-o 
"' e oo o<"") 
.... °' r-, ....... -

- 60 

- 50 

- 55 

Ah.biamo potuto coltivare Asta.sia. Chattoni nel mezzo base al pe
ptone a curi aggi u nge1umo acidi grassi a catena p iù hu1ga di sei atomi d i 

Astasia C h atton i (ceppo LwoFF e Dus1) - Alcool TABELLA 31l • 

, 
·2 . § ·-<:i .... ·-o <:i ..Q o o<:,) o ·- ... 

"' ·- .... Mezzo nutdtiz:o base o <I> Mezzo nutritizi·o base N O <ri N 
!:!) i- ;'=CO e: CO e: ~ r: = I ... ::i .E= --= >= 

(pe;pt.one 5 C. 4°/oo) e ... e: :... °' p °' (peptone 5 C. 40/oo) = .. e; p <:!'> v= p.. ..... e: ..... o= e: ..... 
':! ~ 

0 
;,,! o 

e: "'O .j :: t. .j o · O 
u 

~ 
t) • 

- - --
senza nlcool (controllo) - 60 + .alcool but flico terz. 1°/oo - 55 

+ alcool met il ico 2°/oo - 50 + aJcool amilico 0,5°/oo - 90 

+ alc.ool etilico 2° /oo + . ++ 750 + alcool isoam.ilico 0,5°/oo - 60 

+ afooo] propilico · 1°/oo ++ 470 + alcool am.i lko sec. 0,5° / oo - so 

+ alcool isopro1>i1ico 1°/oo - 65 + alcool dimctiletilico 0,5°/oo - 40 

+ alcool LutiUco 1°/oo ++ 650 + alcool esiHco 0,25°/oo ++ 410 

+ a l'coo.l isobuLi'li·co -
1°/oo + 170 + al'cool <liethlerilico 0,25°/oo - 85 

+ al e o o.I butiHco sec. 1°/oo - 65 + ci1c1oesanoo0> 0,25°/oo - 60 

éarb o11io (P nov ASOLI 1937) ; insistiamo sul fatto che t ali acidi devono 
essere adop·era ti a concentrazioni 1nolto deboli (vedi sulla tabella le con ... 
centrazioni da noi a d'opera Le). 
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(;li acidi ·ptilico e octilico sono utilizzabili e favorevoli; gli acidi 
i ~oh11tirrico. isocaproico, decilico, laurinico e mfristico sono poco favo
rt•voli 11w sempre 11 Llamente utilizzabili. L'acido isovalerianico è da noi 
co11::"idcrato come inutilizzabile (90 f). per n1m~=

1 

contro 60 de] controlJo ). 
Noi confermiamo LwoF.F e Dus1 sulla utilizzazione dell'acido )a.t

tico e la 11011 utilizzazione deH'ctcido Lm·tarico, del glucosio e de) Jcvu
lo•:io. Non abbiamo potuto ollenere alcun effetto positivo con l'acido 
pirudco: i11 ciò jnmo d'accordo con PRINGSHEIM e discordiamo da 
Lwofl:- e D t che trovarono tale acido utilizzabile. Gli acidi malico, 
e mr<·iuico che per Pn.tNGSHElM so110 favorevoli non ci hanno dato al
c1111 effe.Ilo po itiYo. Come lo notò PmNGSHEIM (1937), e noi confer
miamo. I"nlcool etilico è un buon alimento carbonato per Astasia Clwt-
1011i. Speriment:mdo con una serie di alcool abbiamo potuto constatare 
ehc .,)j alcool propilico, butilico, ed esilico sono altamente assimilati; 
l'alcool i:-olmtilico è moho meno· favorevole e gli alcool metilico, isopro· 
pilico. lmtilico ecouclario, hntilico terziario, amilico, isoam·ilico, amilico 
sec·ornlario. dimctilcLilico, dietiletilico e cicloesanolo sono E:enza alcun 
efferto -ulla ere cita di Ast.asia. Chattoni, almeno coi campioni di alcool 
(la noi impiegati e alle concentrazioni da noi sperimentale. 

Astasia quartana Moroff em. Pringsheim. 

e (L 1' (Il le ri 7n o 1' I o logie i. - PRINGSHEIM (1936) lia ride
scritta -ouo il nome di Aslasia quartana la sp·ecle da lui in precedeuza <le
fcrilln come Astasia ocellata~ Tale specie p1·esenta caratteri morfologici 
intermedi fra Astasia ocella.Va. KHA WKINE e Eugkna quartana MoROFF. 

Secornlo Pm~CSHEti'\I Astasia quartana pre·.senterebbe i seguenti carat
teri morfologici: corpo claviforme con la parte anteriore più larga, cli 
forma Pili ·oidalc od ovale fino a cilindrica; .la parte posteriore per lo 
pili alquanto corta , assottigliata gradatamente, o con due successivi 
rc:; tring-imcnti. può es ere molto sottile ma mai appuntita. Caratteri tica 
ili tale · pccie è il labbro superiore protratto che con la sua posizione fa 
~ì che la parte boccale appare spostata ventralmente; il flagello ìn con· 
:-t'l;ll"11za cli ciò esce lateraln1ente. Celhcle metahoUche che diventano 
"fcrich c eo11 la fi azione. Palmelle e cisti rotonde. Le celhùe sono hm· 
~hc 38-50 P· e larghe 14.-16 p. ; la n1embrana cellulare presenta una 
qriatura molto fine, obliqua di circa 45°; flagello lungo una volta e 
liwzza il cor1>0; f'liama rotondo no11 n1olto colorato vicino al vacuolo 

. . o ' ' 
prmeipalc: 11u lco posteriore al centro situato nella parte del corp? 
che rnmincia a restrinuersi · (Tranuli di naramido non molto piccoli. ·r . o ' t; r 
on 11 rn11 0 irregolari o allungati; nttlota ruotando lentamente . 
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Storia. - Asta.sia quartana fu isolata per la prima volta in cul
tura LHlleriologicame11te pura da PRrNGSHEJM (1921) ; più . tardi da 
MAINX (1928); t.aJi Autori la studiarono sotto il nome cli Astasia ocellata. 
PmNGSHEIM (1921) studiò sopratutto Astasia quartwui in coltu.i·a im
pura concludendo dalle sue ricerche che l'a'Cido acet.ico avrebbe una 
infuenza uJla 1noltiplicazione cli tale specie in cpianto che abbasserebbe 
il pH del m ezzo · nutritizio; tale effetto a suo parere poteva esse1:.e olle-
11ulo anch e coll'aggilm.ta clcJI'aci<lo doridrico o soJforico al mezzo di 
coltura. Concluse anche, dalle sue esperienze in ctùtura pura, d1e gli 
acidi grass i non sono utilizzati. MATNX (1928) lavorando in coltura pura 
arriva pur~ alla n1edesima conclusione, e cioè che gli acidi grassi non 
sarebbero uti fjzzati da Astasia. qiur:rtanl-:t, .e ammette che tale specie 
possa coprire i suoi bisogni carbonati a spese degli aininoacidi conte
nuti nei peptoni. 

Le migliori culture sono state da lui" ottenute coll'ereptone e con un 
altro peptone molto degradato. LwoFF e Dus1 sono i prhni a mettere in 
evidenza l'effeLLo degli acidi grassi per le Euglene (Euglen<L gracilis 1928-
1932 - Asta sia Chatton.i, 1934). Noi ahbiamo fatto rilevare in una nota di 
LwoFF (1936) che Aslasia. quartana come Astasia Cluittoni è oxitrofa e 
che l'acido acetico provoca cleJle colture molto più abbondanti che nel 
controllo. PmNGSHEIM riprendendo lo "studio di Astasia qu<utana in col
tura pura (1937) coi:1fern1ò l '·qtilizzazione dell'aciclo acetico ed espose 
i risultati da lui ottenuti con differenti acidi grass i pet· tale ceppo. (Vedi 
tabella 35) . 

Ricerche personali. 

Il ceppo da noi isolato proviene da una coltura bruta ottenuta 
partendo cla una terra coltivata a riso delle vicinanze cl i Milano. 

Ottenenuno mm coltura batteriologican1ente pttra e monofiletica 
con ripetnti lavaggi di un solo individuo (novembre 1935 ). Morfologica
mente il nostro ceppo corrisponde perfettamente alle definizioni date 
da PRIN~SREIM per la specie quartana. Il mezzo che ha servi to all'iso
lamento è quelJo che è stato u sa to successivamente per le esperienze, ha 
la seguente composizione : 

pcptònc pa11cre:11ico d.i carne 5 C (Vn ilfant) 
soirnto di mngne.s io . 

fosfoto nc-ido d'i potassio 
acqua hiclis tiiUata 

gr. 4,-
» 0.2 
)) 0,2 
)) 1000,-

Il pH naturale cli tale mezzo si aggira fra pH = 5,2 e pH = 5 ,4. 
Come si noterà , noi abbiamo escluso cl'alla forn1ula del mezzo di base 
normale il cloruro potassico, poichè Asta.Sia qu.artaria sembra essere 
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-.: •11-.ibilc a1 cloruri. La zona di pll favorevole per Astasia quartmrn è 
compre a fra pH = 4~2 e pll = 6,8 (i I.uniti estremi esalti non furono 
da noi d ··terminati); le Ho tre esperienze furono condotte a pH varianti 
fra 5,3 e 5~5. Nel mezzo di base da noi adoperato le colture cli Asl<t.lìia 
qucrrtmw ono povere, però trapiantabili indefinitainente (24 fl. per mm3

). 

Nel m · :tzo di base a cni fu aggiunto dell'acetato cli sodio al 2°100 noi ot. 
tenemmo delle coltul'e abbondanti (332 flagellati per 1nm.:i). Col mezzo 
con c111 abbiamo e::iperimentato, Hl assenza di aereazione artificiale, il 
coef fìcicnte di oxitro/ì<L di Asta ia. qLwrtana è di 13. 

J\lczzo 11111ri1izìo hasc 

( pcp1011c 5 C. ·l°loo) 

5c11za ar.idi (co111rollo) 

+ acido :1cc1ico 

Astasia quartana (ceppo Pnov ASOL1) T.rnEI.u 35. 

.... 
o 

Mezzo nutr:itiz.i,o base 

(peptone 5 C. 4°/oo) 

"' ~CO • 
0M ... °' i::i...,.... 

+ 100 

• I + aciclo propionico 

2°/oo 

1°/oo 

1°/oo 

1° /oo 

+ 
+ 
+ 

- 24 

++ 332 

++ 505 

++ 460 

+ acido eptiUco 

+ acido malico 

+ acido lattilco 

0,1°/oo 

2°/oo 

2°/oo 

2°/oo 

2°/oo 

2°/oo 

+ liO • 

+ acido b111irrico 

+ aeido isobutirrico 

+ acido nlcrianito 0,5° /ao 
+ acido i ovalcrianico 0,5°/oo 

-t- 72 

+ acido pilruvico 

+ acido succinico 

+ aldeide glicerica 

+ dioss.iacetone 

+ 70 

+ 

+ acido caproico 0,2°/oo 

++ 200 

+ 80 

+ 122 

+ 120 

+ alcool eùlico 2%o - - 2-l . 

+ acido i ocaproico 0,2°/oo 

=========================================================~========================-~=====' 

Confermiamo i risultati ottenuti da PRJNGSHEIM cogli acidi propio· 
nico e butirrico; tali acidi sono favorevoli e utilizzati anche meglio clel
l'acido acetico. Gli acidi: isobutirrico, va lerianico e caproico non bauuo 
<foto alcnn risiùtato a PRINGSHEIM, noi al contrario abbiamo ottenuto 1111 

leggero effetto coll' acido isobutirrico (72 flagellati per mm.=1 contro 24 
<lei con trollo); gli acidi valerianj_co e caproico ci hanno dato de1le 
buone· cultm:e e sono da noi considernti come nettm11ente favorevoli. 
Abbiamo con Latato cl altra parte che l'acido valerianico è già tos~ i ·o a 
concentrazione del l 0/00; fu da noi i111piegato con successo ecl turn con· 
e ntrazionc del 0,5°!00• L'acido caproico è tossico ad una concentrazione 
di O,S

0

f00
: le no tre esperienze furono eseguite acl 1ma concentrazione 

del 0.2"100• Pensiamo che i risultati negativi ottenuti cla PRINGSI:lEll\l con 
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tali acidi siano dovuti al fatto che egli li sperimentò ad una concentra
zione tossica. Noi ahhiamo potuto _ottenere buone colture anche cogli 
acidi isocaproico ed eptiHco che adoperammo rispettivamente alle con-
·centrazioni del .0,2°/00 e 0,1°/00. Facen11no già notare (PROVASOLI 1938) 
che l'acido eptilico è nettmnente tossico ad una concentrazione di 0,25°/oo. 
I nostri ristùtati riguardo agli acidi lattico e piruvico sono pure in disac
cordo con quelli ottenuti da PRINGSHEIM che li definì come inutilizzabili; 
noi otteniam.o un leggero ·effetto con l'acido piruvico e delle buone colture 
con l'acido lattico. Possia1no al contrario confermare l'inutilizzabilità del
]'a.lcool etilico (PRJNGSHEIM 1937). Crecl.ian10 opportuno ricordare ancora 
una volta che le nostre esperienze sono state eseguite con due serie di sette 
trapianti snccesshri. in ciascuno dei mezzi in istudio, e che lo studio di tale 
specie fu esegnito in due anni di sperimentazioni. 

' . 
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COMPARAZIONE DEI VARI TIPI DI NUTRIZIONE CARBONATA 

NEI PROTOZOI 

Foto tr ofi a e a p lo l r o J i a. - Noi abbiamo già diviso~ se
condo il con Ilo direllivo impiegalo dn CHATTON e eia LWOFF, i protisti 
eu('arioti in 3 categorie: clorofit.i, leucofiti e protozoi. Tale divisione è 
ha:,ala 11 o::.scnazio11i fi -iologiche e morfologiche e non ha la pretesa di 
creare delle seri e naturali di organismi, nrn piuttosto quella di poter chia
mare rompn'11sivnntenle forme aventi al cuni caratteri morfologici conumi 
che implicano 1111n fi -iologìa speciale e comm1e. 

Neiri11trod11zione ci limitanuno a d escrive re l'insieme dei caralleri 
morfologici tipici di eia cuna dj queste tre divisioni. Dicemmo che cloro
fiti 50110 tutti quei prolis li eucarioti che possiedono uno o pitt plasli, pro,-. 
\"i:::ti di pigmento a- imilalore; che i leucofiti sono tntti i protisti eucarioti 
a\"cnl i 11110 o più plasli , riserve glucidiche figurate ma sprovvisti di pig
m ent o <L -i111ilalore; che i protozoi 0110 tutti i protisti eucarioti sprov· 
visti di plaslo, di pigmento assim.ilaLore e incapaci di sintetizzare le ri
<;:en·c gl11cidichc figurale. A questi caralleri di ordine morfologico cor
rispondono "arnllcri fi siologici trofici, tipici per ciascuno dei gruppi. 

Noi 11011 discuteremo qui le conclusioni e le divisioni creale da 
LwoFF nelh1 nutrizione azotala dei protisti, essendo lo scopo <lel pre
sente lavoro. ri lre llo al modo speciale di nutrizione carbonala dei leu-
cofì ti: l'oxitrofia. . 

Ciò a11che pe1·chè, da recentiEsime ricerche, si è potuto riscontrare 
elic 111inoorga nis111i che sembrava ave sero rn1 assoluto bisogno cl.i c:o· 
stanze complesse (peptoni) iu realtà sono capaci · cli fare la sintesi dei 
propri co til11e11ti ci toplasmatici partendo da sostanze semplici (sa li di 
m11111011io. aminoacidi), qualora siano presenti nei mezzi nutritizi dci 
fattori di crescila che sono normalmente contenuti nei peptoui. Biso· 
gnerà quindi allendere che Lale parte della fisiologia dei n1i.coorganismi 
!'Ìa maggiormente S\-ilnppala per poter elaborare di nuovo con altri con· 
e tti una In sificazionc delle richieste azotate dei microorganismi La 
nutrizione cnrbon<lla dei' clorofit.i dipende ed è s t:.rettam·ente legala ai ca· 
rallcri morfologici strutturali di tal'e categoria. 

La pr cnza di imo o pili plasti a pig1ne nto assimilatore porta auto· 
maticam 11Lc con sè il potere di sintetizzare con l'aiuto della fotosintesi 
l' i'O~ lanz idrocarbonnlc cli riserva (amido e paramilo) a spese dcl CO! 
atmosferico. 1-a mas n di lavori esis tenti in proposito ~uJI'assimilazione 
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clorofillinrrn deJle pianle superiori, ci risparmia di dover confermare 
tale affermazione. D'allra par le la sperimenlazione compiuta sull e specie 
di ·lorofiti sino ad ora oLtenLlte in coltura pura, conferma pienamente 
le teorie stabilite con organismi superiori. Tale n1oclo di nutrizione car
bonala de.i clorofiti è stato definito da LwoFF col uome di fototrofia. 

Alcuni dei clorofiti però sono ohbligatorimnente fototrofi, cioè, l'as
simifazione del co~ a tmosferico per n1ezzo del processo fotosintetico è 
indispensabile. . 

Infatti delle Euglene studia le fino ad ora, soJamen te Euglena, gra
cilis e Euglena gracilis var. urophora, possono fare la s intesi delle so:. 
stanze idrocarhonate anche all'oscurità, in assenza Cflijncli ciel processo 
cli fotosintesi clorofilJiana. In tali condizioni questi due clorofiti si com
portm10· ne.i loro bisogni carbonati esattam.ente come i leucofiti~ cioè 
hanuo bisogno di un alimento carbonato organico indipendente da cu.i 
partono per la sintesi delle sostanze i·drocarbonate cli ri se1·va. 

I protozoi senszi stricto, secondo la definizione cli LwoFF, sono 1 

protisti eucarioti che non possiedono plasto, nè pigmento assim.ilatore e 
non fanno la sintesi cli sostanze amilacee. Tali m.icroo~ganismi jn dipen
denza dei caratteri sopra enu'nciati , hanno 11110 speciale n1odo di nutri
zione: non avendo essi nè plas to con pigmento assimilatore nè un l~uco
plasto, e non facendo la sintesi cli sostanze ami]acee, gli acidi grassi non 
ham.10 su di loro aJcrrn effello. 

Questa conc.lusioue è basata SLl parecchi fatti sperimentali che noi 
tenianJO a ricordare. Già daJ 1923 LwoFF aveva potnto coltivare il ciliato 
Glaucoma pyriformis in un m ezzo peptonato sprovvisto di alimenti carbo
nali organil'i indipendenti. Questo fatto è stato conferrnato pienamente da 
ulteriori ricerche eseguite dalla scuola americana su altri Ciliati di specie 
vicine a cruella coltivata a LwoFF: 1-IETHERINGTON coltivQ Colpidill'rn 
cam pylwn e Loxoceplw.lus granulosus, ELLIOT, Colpidizun cam pylun't e 
Colpulzun striatiun, J OBNSON, Glaucoma ficarfo; tuHi questi Autori .han
no ottenuto buone culture cogli orgnnismi citati, jn un m ezzo peptonato 
semp.lice. Anche l'am.eba A cantJwm.oeba Caslella.nii fu coltivata da CAIL
LEAU in tu1 mezzo peptonato; ad analoghe conclusioni arrivò REicB con 
Mayorella. palestinensis. Nmnerosi flagellati parassiti appartenenti ai 
generi Strigomonas e Leptmnona~. {nrono ottenuti in coltura pura da 
M. LwoFF e possono svilupparsi perfettamente in un mezzo peptonato. 
Alcuni di essi richiedono, ìn più d el peptone, l'aggiunta di fattori di cre
scita. Altri flagellati parass iti quali Eutrichomastix colu.brorum, Tricho
monas f oetus, pos,.ono svi1upparsi in niezzi al brodo peptonato a cui 
sono aggiu1J1te altre sos tanze organiche necessarie alla cresci ta d·i ta]i 
microorganismi, qua.li: sangue, fegato e siero {CEIATTON, '\VITTE~ Bos. 
CAILLEAU). Tutti questi microorganismi possono cl'unqne svi lupparsi 
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111 un lll.ezzo azotato organico e non sentono la necessità dell'aggiunta 
di un alimento organico · carbonato specifico (acidi grassi). 

Dato che la percentuale di peptone norn1almente adoperata per tali 
colture è sufficientemente elevata (2ff'/oo), LwoFF si do1nandò se dimi
nuendo la concentrazione dell'alimento azotato, non si potesse mettere 
in evidenza il bisogno e l'azione favorevole degli acicli grassi per tali 
organfami. Tale Autore esegi:ù cl elle colture con Glauconia. p·yrif ormis e 
St,rigomonas oncopelti in inezzi peptouati al 2°1°0 e a] 4°/oo con e senza 
aggiuola dj acido acetico (alin1ento carbonato organico che è favorevole 
a tutti i Jencofiti) : non ottenne alcuna differenza nello sviluppo delle 
colture. 

L'woFF eseguì pure in- un mezzo peptonato al 20°/oo delle prove di 
npn inibizione con \~arie concentrazioni di acido acético (da 0,2 a 21)/r.o) 
e potè notare che racido acetico aggiunto in un mezzo alla concentra
zione opt,im,u1n cli sostanze azotate, non ha alcun effetto benefico nè iui
bitore. 

Ci sembra giusto quincli. concludere, con LwOFF~ che, allo stato 
attuale della sperin~entazione, la moltiplicazione e la crescita dei proto
zoi in senso stretto non è influenzata dalla presenza o dal.l'assenza di 
acidi grassi nel inezzo nutritiz·io. LwoFF,- definisce i protozoi in senso 
streUo come aplotrofi, cioè n1icroorganis1ni per i quali un alime11to azo· 
lato organico co1nplesso (peptone) può servire pure ai bisogni della 
nutrizione carbonata. 

In op1losizione al gruppo degli aploÙofi esiste quello degli oxitrofi 
nel quale ~ono compresi tutti i 111icroorganis1ni che in più di un alimento 
azotato, richiedono un ali1nento carbonato organico indipendente (acidi 
grassi). Tale modo c]i nutrizione rnoho particolare è 1proprio dei leucofiti 
e noi vedremo che è strettamente legato alla presenza del leucoplasto e 
della formazione di riserve glucidiche figurate. 

L' oxifrolìa. 

Storia. - Nel 1921 PRINGSI-IEIM mostrò per primo che l'acido 
acetico e butirrico avevano un grande effetto sulla crescita e lo sviluppo 
cli Polytoma uvella. A lui spetta inoltre il ui.erito di aver com.preso che 
tali acidj grassi servivano com.e punto di partenza per la sintesi delle ri· 
serve i<lrocarbonate figurate che tale specie ha sernpre nel proprio cito· 
plasma. 

A tale epoca però era .impossibile stabilire- una concezione più larga 
e gcner.alizzare ad altri mieroorganismi ]'osservazione che PmNGSHEDl 

<Weva fatta ulla utilizzazione degli acidi grassi da parte di Pol·yt0!110 

zwelln. ln[atti ~RINGSHEIM (1921) studiando Chilornonas in colt-nr~ nn
pura a' cva notato che tale specie era influenzata dalla presenza di glu-
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cidi nel 1nezzo 111tlri l1z10. DoF LEIN (1916) aveva prima di lui creato un 
gruppo che ch.i~unò « Zttckerflagellaten », in cui comprendeva un gran 
numero di flagellafi che, iu cuillura impura, utilizzavano largamenle i 
alucidi. Faccian10 notare che a Lale epoca non essenclosi ancora ottenute 
delle colttu-e ptu·e era difficile porsi la ·clon1anda se . realn1ente gli zuc
cheri erano assjuiilali direttamente dai flagellati o se venivano previa
mente attaccali dai batteri present.i nelle collure impure. Inoltre PRTNG

SHEIM (1921) aveva oltenuLo in. coltura impura anche Astasia qua:rt<.uu1 
(ocellata) ed aveva osservalo che l'acido acetico aveva una influenza sul
l'audameulo delle colture, ma siccmue tale .effetto benefico poteva essere 
otlenulo pure cogli acicU cloridrico e solforico, concln<leva che l'effetto 
favorevole delracido acetico per Astasia qua:rtana era dovuto, più che 
altro, ad UD abbassamento del pH nel n1ezzo di coltura. Egli ottenne in 
coltura pura tale specie e dalle sue esperienze d.ednsse che gli acidi grassi 
non avevano ttlctnrn azione stilla iuoltiplicazio11e di Astasùi qua:rt<aui. 
Si vede quindi come PRINGSI-IEIM, che ebbe il grande m erito cli scoprire 
per pt·imo l'ntilizzazione degli acicli grassi per il flagellato Pol'ytoma 
uvella, e di capire che lali ac.idi erano punto cli partenza per la sintesi 
delle sostanze mnilacee di riserva, non poteva a tale epoca, dati i ris1ù
tati non concordanti ottenuli con Chilon1onas e Astasia quartana, vedere 
chiarame11te che tale modo speciale cli nutrizione era con1une a parecchi 
altri 1nicroorga11is1ni. MAINX, nel 1928, riprese lo stlLldio della nutrizione 
di Astasia qucrrtana ed arrivò a conclusioni analoghe a qu!ell~ di PRING- : 

SHEIM. Tale Autore studiò pure ra nutrizione di parecchie Euglene ma 
uon potè me ltere in evidenza l'effetto che gli acid.:i grassi han.110 snlla 
moltiplicazione di Eziglena gracilis all'oscurità. 

l.woFF (1929-32) eseguì una serie di brillanti ricerc11e su leucofiti 
e clorofiti speri1nenLahnente privati cleHa funzione clorofilliana; euli . . o 
confermò i risultati di PRlNGSBEIM slùl'influenza che gli acidi grassi 
acelico e butirrico . hanno suUa mohip)icazione di Polytoma u..-vella (il 
ceppo stndjato da LwoFI• è stato chimnato più tardi Polyto1na obtziszun). 

A. ed M. LwoFF (1929-1930) conclursero che l'acido acetjco era net
tamente assi1nilato da Haem.atococczis pluvialis e cla Chlam,ydomonas 
agloefonnis all 'oscurità. 

L\'VOFF e .Dus1 (1929-31) iianno avute;> il tuerito di mostrare per 
prin1i che Euglena gracilis coltivata all'oscurità in assenza della fun
zione clorofìJliana era nettamente influenzata dalla presenza di acidi 
grassi e che 1111 clorofìta privato della clorofilla si con1portava, nella nu
trizione carbonata, esattan1ente co1ne un leucofìta (Polyto1rur. uvella) . 

LwoFF (1932), avendo a disposizione tale complesso di risultati, 
potè prosp·eltarc in llll cp1adro con1plessivo il problen1a dei poteri di sin
tesi dei 1nicroorganisn1i e delimitare alcuni tipi fis.iologici che esistono 
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nei mi ·roorgauismi. In questa sua n1onografia egli deli1nitò, fra i vari 
modi di 11nlrizio11e dei n1icroorganis1ni, le tipiche esigenze degli oxitrofi. 

Succc~;;;ivanientè n101ti altri leucofiti -e clorofiti, coltivati in as cnza 
di f1mzionc clorofìJliana dimostraron'o di possedere tutti i caratteri 
fi ~iologici che LwoFI7 diede con1e tipici per gli oxitrofi. 

Per brevità di spazio noi daren10 una lista delle specie ~tucliatc fino 
ad oggi ~cgucHdo :il concetto di priorità nell'isolamento in coltm·a pura; 
tntli questi microorganisn1i hanno dirnostrato cli assi1nilare l'acido acc
li ·o od a1tri acidi grassi per i bisògni della lor~ nutrizione carbonata. 

I clorofiti comp,resi in questa lista sono stati studiati dai vari Au
tori all oscurità cioè in assenza di funzione clorofilliana. 

Pol) toma uvella (E. G. Pringshei1u 1921-26-37; L. Provasoli 1937). 
Polytoma. obt11si11n (A. Lwoff 1929-32; A. Lwoff e L. Provasoli 1937). 
Chla111ydomo11as agloeforinis (A. e NI. Lwoff 1929). 
Haematoco cns plu.vialis (A. e IVI. L'voff 1929). 
Euglena gracilis (A. Lwoff e I-I. Dusi 1929-31 ; A. Lwoff 1932; H. Du~ i 

1933; E. G. Pringsheitn 1937; L. Provasoli ] 938). 
Chlmnydomonas pseudagloe, rnonoica, dorsoveritra.lis, subglobosa: pul

chra (I. Lncksh 1932). 
Chlorogoninm eu.chlonun (J. B . .Loefer 1934-35; E. G. Pringsheim 193!1-

1935; A. Lwoff e H. Dusi 1935; E. G. Pringshein1 1937). 
ChlorogoniLun elongatiun (J. B. Loefe1: 1934-35). 
Aslasia C/wlloni (A. Lwoff e H. Dusi 1934-36; E. G. Pringsheim 1937; 

L. Pro' asoli 1938). 
Pol.vtomelh coeca. (E. G. Pringshein1 1935; A .. Lwoff 1935; E. G. Pring

heim 1937; L. Provasoli 1938). 
Chilomonas /><tramoecizun (J. B. Loefer 1934; A. Lwoff e H. Du i 193.1; 

E. G. Pri11gshei1n 1937; L. Prov~soli 1938). 
Polytoma. cauda.tiun (A. Lwoff e Provasoli 1935). 
Astasia (fLWrla11a (ocellata.) (E. G. Pringsbein1 1922; F. Mainx 1928: 

L. Pro\ a oli 1936; E. G. Pringsheim 1937; L. Provasoli 1938). 
Hyalogoniiun J(fobsii (E. G. Pringsbein1 1937). 
Chilo11101w$ oblonga (E. G. Pri11gshei1n 1937). 
Polytoma ocellat 11111 (E. G. Pringshei1n 193 7; L. Prova soli 1937) · 
Eurr/cna gracilis var. uro phora (L. Prova soli 1938). 

. Tntti que Li leucofiti e clorofiti privati sperimentaln1ente della foto~ 
rntc i clorofilliana sono eleo-li o:x.-itrofì cioe' l'ao-!riunta di acidi gras~• o . ' . 00 

apporta nn forte miglioramento aHo sv11u'Ppo delle loro colture. 
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D e fin i zio ne de l l' o x i t r o f i a. - LwoFF · (1932) . de~n1 
oruanisn1i ox itrofì quelli per i quali un aliniento_ carbonato organ1co u1-
di~cudente è indispcnsabi~e, qualnnque sia l'_ali1nento azot~to._ In se
guito coll'estendersi delle r1cerche ad al_tre ~p.ec1e app~rtenen~1 a_1 Jeuco
ftti, LwoFF constatò éhe non sempre gh acHh orgaruc1 sono 1nchspensa
hili. I\1ro.no Je constatazioni faLte a tale proposito con Astasia Chattoni, 
Chilo111011as parwnoecitun, Polytoniella coeca, che convinsero LwoFF 
sulla 0°ppo1·Lunità di costituire -il gu:uip·po paraltlelo dei para-pxitrofi 
(193tJ..) i11 cui sono co1npresi quegli organismi, . fisiologicau1enLe n1olto 
vicini agli oxitrofi, per i quali gli acidi grassi non sono indispensabili 
ma 111olto favorevoli. 

In seguilo tale Autore stahilì un n1odo di valutare praLican1ente 
l'effetto prodotto dagli acidi grassi ecl istituì un coefficiente di o~-citrofia 

Tale co fficiente è otte1nito facendo un rapporto fra il numero nuts
simo di organis1ni che si svilup:pano in un inezzo sprovvisto cli acidi 
g1·assi cd il 11 nmero u1assimo ottenuto in. lUI mezzo uguale a cui fu ag
giuuto il 2°/00 cli acetato sodico. 

Con tale metodo si potè detern1inare il coefficiente di oxitrofia delle 
varie specie fino ad oggi otlenute in coltura pura. 

LwoFF po tè notare che uon esistevano demarcazioui nette fra gli 
organisn1i definiti co1ne para-oxitrofi e quelli definiti strettan1ente oxi
trofi poichè il coefficeule di oxitrofia può variare da 6 (Polyto11,,,ella 
coeca) a 1000 (Polytonllt. uvella). TaJe Autore credette opportuno dun
que, istituire una ·n.nova definizione più co1nprensiva delf oxitrofia che 
si deve considerare altuahnente come la condizione fisiologica degli or
ganismi a.i qnali un ali111enlo carbonato organico i11dipendente in più 
di un alimento azotalo organico, è i1~dispensabile, o sullo sviluppo rlei 
quali, gli alùnent,i cm·bonati organici, hanno lt·n' azione favorevole spe
cifica (1935). 

R e l a. z i o 1i e f r n i e a r a t t e r i ui o r f o l o g i e i e i c a -
r all e r i fì si o logie i. - Nell'introduzione, noi esponen1n10 i ca
ratteri morfologici dei clorofi ti, dei Jeucofi ti, e dei protozoi in senso 
stretto. Aggiungenuuo che ci saremmo r_iservati di descdvere i caratteri 
fisiologici cli f.Jllesti tre gruppi e di mostrare che esiste una conriessioue 
'fra questi e i caratteri n1orfologici. 

Leucoftti, sono stati de fini Li quegli. organ.is111i che sono provvisti cli 
un~ ~ più_ ·plasti, di riserve figurate an1ilacee e sprovvisti di pigmento 
ass11n1 Iato re. 

. Nella ~arte Jnorfologica, abbiamo fatto notare che, già in n1olti 
~e1 lenco~t1 ot.tenuti in coltura pura., con r:icerche di fine istologia ., si 
e 111esso 111 ev1denza la presenza in tali organismi di 1111 leucoplasto, 



·, 

r:. 
. f .. 

1, 
I ' r ;'. 
• f i' , 
s ! 

t . ' . 
• • f 

I ' f . 
I # 
J i' 

t 

'' .' f I 

I • . 
I 

1. 

I 

,, 
I 

, '.~ 

'\ ~· ·• . I 
I : 

I 

; I il 
t • 

• I I 

I l 

: it 
} !\ , ,. 

I ' , I, 
• 

., '· I . 
I I 

' ' :1 •• 
I ' I .. 

I, 
•; , 
~ ' 

Cl 
- 88 

Rit.cJiim110 che, con ricerche speciali, sarà possibile mettere in evidenza 
ancltc negli nitri lencofiti tale orgm10 assi1nilatore e ci pare accettabile 
rafferrnazione di LWOFF che, tutti i leucofiti possiedono un plasto sprov
visto di pigmento assin1•ilatore. Dice1nmo, a s·eguito delle briUanti ricerche 
della scuola di GutLLEnMOND e di quelle di VoLKONSKY, che il plasto è 
l'organo deputato aLl'amilogenesi: tale constatazione, a cont1«1riis, porta 
nn appoggio all 'affermazione di LwoFF, che tutti i leucofiti possiedono 
un plnsto, poichè uella definizione di leucofiti si dice chiaramente che 
questi microrgnnismi possiedono delle riserve amilacee figurate e quine.I.i 
devono possedere l'organo necessario per sintetizzare tali sostanze. 

n cnrallere fisiologico distintivo di questo gruppo di protozoi, è 
l'oxit.rofia, cioè il bisogno o l'azione favorevole che 'esercita un alimento 
carbonalo organieo indiipende11te (acidi gr~ssi). Già PRINGSHEIM (1921) 
t misc l'ipotesi che l'acido a~etico servisse come punto cli partenza per 
la s.intesi delle riserve idrocarbonate. 

. LwoFF (1932) potè constatare che le esigenze carbonate cL lm clo
rofit a 1nivat.o della clorofilla (Euglena gracilis), e di un leucofita (Po
l1J I0111a obtusu.m), sono identiche. A1nbedue queste specie, nelle coudi
zion i di sperimentazioue adoperate da LwoFF, possiedono caratteri idcn· 
Lici: .la presenza di un leucoplasto e di riserve glucidiche figurate. Am
bedue hanno un n1odo di nuti·izione carbonata tipico: l'oxitrofia. 

L WOFF convinse che gli acidi grassi ed. in spec.ial modo "l'acido ace
tico, che è il più favorevole fra gli acidi grassi adoperati, si devono 
consi<lerare come l'alimento elettivo del pJasto; questa affermazione è 
convalidata, per opposizione, dal fatto che i protozoi in senso 8lretto. 
che sono spro\rvisti di plasto e di riserve amilacee, non banno bisogno 
di uu _a]imcnto carbonato organico · indipendente. 

Dal 1932 acl oggi, le ricerche che si sono susseguite sui vari prot1st1 
ottenni i in coltura pura, non hanno fritto che confernrnre le afferma· 
zioni di LwoFF: fino ad oggi, tutti i leucofi.ti e i dorofiti, sperimental
mente privati dell'assimilaz.ione clorofi]liana, sono oxitrofi. Il .faito rhe 
esis ta turn identità cli mo(lo di nutrizione fra forme stabiln1ente deco· 
lora te e forme verdi sp·erimentalmente private della assimilazione clo
rofilliana, ha fatto avanzare a LwoFF la seguente ipotesi di laYoro. 
Lo chema classico della si11tesi dell'a111ido durante la fotosinte i clo
fìlli:rna segue le seguenti tapp-e: 

CO 2 -· Alcleide form.ica -+ glucosio -+ a1nido 

Scgncndo t.ale schema è lecito pensare che qualcuna di quest~ s~
~ lanze prodotLe co1ne tapp·e interrnedie fra l'anidride carbonica e i:a ~JJ~
d?· po sano supplire come alimento del plasto qualora a questo si im
hisca la f nnzione fotosintetica. 
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Ora abbiamo visto nella ,parte speciale che gli zuccheri e il glucosio 
sono senza alcun effetto sulla moltiplicazione dei leucofiti e dei clorofiti 
sperimcntabnente privati della funzione clorofilliana e che al contrario 
l'acido acetico è la sostanza tmiversalniente assimi.Iata dai leucofiti e per
mette ai clorofìti, in assenza della fotosintesi, di sintetizzare l'amido. 

LwoFF, avanza dunque l'interessante ipotesi, che, poichè l'acido 
acetico può rimpiazzare nel funzionamento del plasto l'assenza dei pro
dotti <lell'assin1ilazione fotosintetica, sarebbe una delle prime tappe 
intermedie della sintesi dell'amido nella frmzione clorofilliana e avanza 
a titolo di ipotesi di lavoro che lo schema dell'a111ilogenesi degli organismi 
verdi sia C02 - ... acido acetico - ... amido. 
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DISCUSSIONE SULLA FISIOLOGIA DELLA NUTRIZIONE 
DELLE SPECIE STUDIATE 

Nel ,·ari paragrafi d el capitolo 1111 esponemmo molto sinteticamente 
i risultali ollcm1li dagli Autori che ci pl·ececlettero ed i nost ri. A que to 
punto ci sentiamo autorizzati :=t trai-re conclusioni sicure perchè i risultati 
ottenuti . ono il frntto di lnngbe e ripetute esperienze condotte per tre 
annj cowcc11li\ i. Complessivnmenle si tra llò di circa 8000 tub.i di col· 
tura ; ogni ri 11ltalo è .:i talo ricontrollato con numerosi passaggi in serie; 
fa cem1~10 alm 110 dne serie, cinscuna delle quali comprendente m1 nu
mero di lrapia11ti uccessivi in ciascuna d elle sostanze in istudio e procc· 
de1111110 all e 1111111 razioni necessarie alla valutazione d ell'effetto delle 
,-arie so tanze in esperimento, solo dopo che attraverso i trap ianti in 
seri e ablJimno ott nuto un risultato costante. Esegui1nmo pure numero~e 
prove ba tteriologich e per accertarci clic i nostri ceppi e le colture fos ero 
sempre lrnllcriologicamente pure. 

1) S tabilit, à e specificità dei caratteri fisiolo
gi e i .. - Durante la prima parte del lavoro, in cni ci eravamo propo~ti 
di ottenere i11 coltura pura il niaggior numero possibile delle specie com· 
pre~ e nel gener Polytoma, isolammo 7 ceppi di Polytoma wvellct, 3 ceppi 
cli Polytuma cauda1um, var. ast,igmata ed 1 ceppo di Polytoma olJtusum. 
Ri~pcllin11ncnt e. la fì jologia di Polytoma z.ivella fu studia ta con 7 reppi 
uo, tri e il ceppo (« lamme ] 921 ») cli PRIN GSHEIM; Poly tomn cauda1111n 
. u 3 ceppi 110 t ri ; Polytoma obtusm n nl ceppo L WOFF (1925 - Polytoma 
u velfo ) e l ceppo no tro; Polyt;oma ocella.t1un sui ceppi « starmue 1 » 
e « ~ tiimme 2 » di PHIN GSHEJM • . 

Co111 ' aLLiamo riferito n ei capitoli riguardanti le singol " specie. 
i ri sultati ott enuti coi 'ari ceppi di ogni sp ecie, sono identici: "sistono 
~olament c. specialme nte p er i due ceppi di Polytoma ocellatwn di.ffe
r cnzr nello sviluppo m1111el~ i co degli individui i11 coltura; si tra tta però 
di di fferc11zc fi iologiche minime consistenti nel risponder e ali a~ ìmila
~ io ne di <lctcrminnti acidi gr assi con una crescita numericameute piìi o 
meno <1bbondant e ; ma H fenomeno è sostanzialn1ente uguale e qucslr 
diffe renze non offron o base ad una distinzione di varietà o specie fi o: io· 
logiche. Gli 8 ceppi di Polytoma iivella studiati hanno pure preseu.tato 
fra di loro differenze simili in presenza di a cido valerianico e in mmor 
misura ~ in presenza di acido caproico. . 

Se però co11frontimno i risultati ottenuti in acido vale rianÌ<'O per 1 
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ceppi 11. f. e u. 5, coi risul_tnli ottenuti nel mezzo Lase sprovvisto di acidi 
gra::.si, v ·diamo che ~un Led ue i ceppi assimilauo l'acido valerianico, <lato 
d1c il coutrolJo deJle due specie (là una coltura poverissima. È logico 
(j11i11di di noli cindere ceppi che presentano caraueri fisiologici uguali 
di as imitazione di determinati acidi, solamente p erchè l'effetto s ullo 
sviluppo è lato minore in alcuni e snperiore in altri. La con cordanza 
elci ri uhnti che noi abbiamo ollennto coi diver i ceppi, è veramente un 
fallo irnporlantc, sp ecialmente se si pensa che i terreni da cui sono stati 
oll n111i i niri ceppi .dn noi i olnti provenivano dn local ità mollo diffe
rcnli sin per posizione geografica, che per condizioni climatiche e per 
allitudine ul livello del mnre. lnfall.i noi olle~em.mo un ceppo dall'Ilalia 
dcl Sud (Portici L uno dnll'Italin del Nord (Casale Monferrato), d 11e 
e ·ppi vizzeri (Kandersteg), u11 ceppo dalla Cecoslovacchia (« s tanun-e 
1921 » di Pmì'."GSHEIM - Praga ), un ceppo dall a Russia (Karkow) e un 
ceppo dall'America de l Sud (San tiago d el Chili). Riguardo all'allitutlinc 
sul Ii, Ilo del mare, noi abbiamo un ceppo preso ad altitudine O (Por
tici); la maggionmza proviene dn altezze comprese fra i 200 e i 500 metri 
sul livello del mare, infine i due ceppi di l(anclerstcg pro,·engono da 11 na 
locnlità a Ll40 metri sul livello del mare. D ei due ceppi di Polyloma 
nbtusum uno proviene dn ster co cli cavallo d ell scuderie delrI titulo 
Pnsteu1· di Parigi (ceppo L\ OFF) , l'a1Lro da uua terra lli giardino d ell ' U-
11iv er~ iti1 di D elft (Olanda). II fatto che tali ceppi provengano da loca
li Là div •rse, da ambienti naturali fisicamente e chimicam en te diversi, 
e che ciò 110110 tante prcsenlino u guali caratte ri morfologici e fisiologici, 
ci pcrmclle cli co ncludere ch e, per qttel che riguarda la nutrizione, esisle· 
in realtà, nelle specie, una stabililà di caralleri fisiologici, come esiste 
la stabilità dei carolleri morfologici. 

Al contrario, tutte le volte che si riscontrò fra ceppi di una prove
nienza diversa, una differenza morfologica minima, ri scontrammo an
che con le col~ure, una corrispondente diffe re nza fi siologica, cosicchè non 
è da escl uder i che, a somigliauza cli quanto è già avvenuto in hatterio
fogia. la i tem a tica d ei Protozoi, in alcuni cas i, possa in avvenire gio
n1r i dc11 ' ~alla cono cenza fisiologica, per il sicuro ri cono cimento della 
specie. · 

È questo il ca o di Polytoma oblnsLun che solloposlo acl uno s tudio 
morfologico compai·a ti vo~ (L. GRANDO.HI) co11 la specie Polytoma uvella, 
ha penne o di stabi lire ch e l e diffe1· nze fra il valore m edio d ell ' indice 
<li . fcri ·i 1à dci ceppi cli Pol)'toma uvella. e quello clc] ceppo P. obtusum. 
è superiore sensibilmente a Lr volte l'e1-rore m edio d e lla loro dilferenza. 
L'ordin cli :rrnndezza di tali differenze avrehbe p erm esso solamente !a 
dis tinzion di due razz diverse, e da solo non sarebbe .s tato snfficcnte
come carallere distintivo fra due specie. 
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Si potè erigere a specie distinta il tipo P. obtusuni solo perchè in 
ag~innta a questa differenza biom'etrica dell'indice di sfericità, esistevano 
in pii1 carati.eri fisiologici della specie P. obtuswn nettamente differenti 
da quelli _della specie P. zwella.. -

Dallo studio comparativo eseguito sui vari cep-p·i ottenuti in coltura 
pura, di ogni specie del genere Polytorna, abbiamo notato che il carallerc 
!lOna di pH favorevole non è un carattere t.ipico cli tutti i ceppi appar
tenenti ad una clet.crmirnrta specie. Ricordiamo che nella specie P. wvella, 
di cui noi potemrno isolare il più gran numero di cepp), quattro ceppi 
poss.iedono una zona di pH favorevole compresa fra pH = 5,0 e ·8,5; due 
eeppi hanno una zona favorevole compresa fra pH = 5,5 e pH = 8,5; 
due ceppi hanno una zona favo.revole comp0resa fra pH = 6 e pH = 8,5 . 
Esi ~ te quindi una zona di pH favorevole comune a tntti i ceppi compresa 
fra pi-I = 6 e pH = 8,5, mentre le differenze fra le punte massime 
della zona acida di pH favorevole si riducono ad una sola unità. Le dif. 
ferenze maggiori fra le zone di pH favorevoli, fino ad ora osservate nel 
genere Polytoma., s.ono quelle esistenti fra i due ceppi della specie P. 
obl1ts1un. fofatti mentre il ceppo LwoFF ha dei limiti molto stretti di pH 
favorevole, compresi fra pH 7,2 e 8,5, il cep1po PROVASOLI può svilup· 
parsi direttamente in zone di pH comprese fra pH = 5,5 e pH = 8,4. 

In questa specie, un ceppo può svilupparsi solamente nella zona 
basica, l'altro in piìi cl~e ·nella zona basica, può, crescere in una parte 
della zona acida e le differenze sono 'veramente notevoli. Da questi risul· 
tal.i ci semhra di poter couclndere che non esiste stabilità fisiologica nel 
carat;tere « zona di pH favorevole » . 

Dai risultati delle ricerche eseguite dagli altri Autori e dalle nostre. 
risnlta che non esiste solamente una stabilità d-i caratteri fisiologici nella 
nutrizione carbonata ·e azotata, ma che ogni specie ha un potere speci· 
fico e tipico di àssimilare un determinato gruppo di acidi organici (dclln 
~erie grassa satura monocarhoss.ilica come della serie grassa bicarbossi· 
lica), che può essere più o meno esteso a seconda della forza di potere 
ossidativo che ciascuna delle specie possiede. 

2) Indipendenza. del potere cli sintesi azotata e 
d e l l a n u. t r i z i o ne e a r b o n a t a . . - Se da una parte è innegahil· 
mente provato dalle ricerche .di KosTYTSCHEW (1926) e di WARBU RG 

<1920) che l' assinrilazionc e la riduzione dei nitrati avviene nei coloropla
~ t.i , e che I:1 sintesi delle proteine, almeno nella pi-ima parte della organica· 
21,~ne delh1z~to, dipende ed è legata a] processo fotosintetico clorofilliano. 
d .i)\ra parte e stato recentemente provato dagli studi di Dus1 e cli HuTNER 
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che anche organismi usufruenti della funzion~ clorofilliana possono 
avere esigenze azotate complesse. Le ricerche di Dus1 e di H UTNER 

souo Lasate sn un gruppo di Euglene coltivate alla luce in presenza della 
fu11zio1_1e clorofilliàna. Delle specie studiate solamente tre: Euglena gra
cilis, Euglena stellata, Euglena Klebsii, possono assimilare i nitrati; le 
ah re quattro specie: Euglena anabae1ur, Euglena, deses, Eu .. glena pisci
fonnis ed Euglena viridis, non possono assimilare alla luce, nè i ni
trati nè i sali d'ammonio e hanno bisogno di aminoacidi o di peptoni . 
.Analoghe considerazioni si possono fare in rapporto al leucoplasto: le ri
cer che di VoLKONSKY sul leucoplasto di Polytorna obtusum hanno in
fatti dimostrato che lo spessore e le ramificazioni del leucoplasto di ·ialc 
~pecie sono variabili col variare dei mezzi nutritizi in cui tale organismo 
(: coltivalo: se la fonte azotala è costituita da un sale' d'ammonio il leu
coplasto è molto più spesso e molto più ramificato, se la fonte azotata è 
costituita da aminoacidi o peptoni il leucoplasto è più esile e meno ra
mificalo. 

Da cruesle constatazioni biochimiche e morfologiche si deve dedurre 
che il leucoplasto e i cloroplasti sono la sede della sintesi degli aminoacidi 
e dei primi stadi della proteosintesi; ma anche nel caso del leucoplasto se 
esso interviene obbligatoriamente nel ·caso di organicazione di azoto inor
ganico, la presenza di èsso in un organismo non porta con sè obbligato
rianiente la possibilità da parte di tale organismo cli assimilare l'azoto· 
i uorga nico. 

Infatti, come fu già osservato da LwoFF (1932) e da Dus1 (1933), i 
1eucofiti e i clorofiti sperimentalmente privati della funzione clorofilliana 
che in rapporto alla nutrizione carbonata sono degli oxitrofi, possono 
avere un potere di sintes.i nella nutrizione azotata più o meno esteso. 

P er esempio fra i Polytonui che sono tutti oxi trofi, come fu provato 
da LwoFF e Dus1 (1938) si trovano delle specie come Polytoma obtu
szwt e Polytoma uvella che possono assimilare i sali d ' ammonio, specie 
tome Polytom~i caudatmn che hanno bisog.no in più dei sali d'ammonio 
dei fattori di crescita e una specie poi che in presenza di fattori cli cre
scita può fare le proprie sintesi partendo da nitrati (Polytoma ocellatwn) ~ 
Inoltre molti dei leucofiti e dei clorofiti coltivati al buio richiedono nella 
loro nutrizione azotata sostanze complesse come i peptoni; ·ebbene tutt~ 
queste forme riguardo alla loro nutrizione carbonata sono tutti degli 
oxitrofì. Al contrario vi sono specie che hanno uguale potere di sintesi 
come Polytoma wvella e Polyto1na obtusmn, poìchè ambedue assimilano 
i sali d'ammonio, inentre riguardo alla nutrizione carbonata queste due 
specie hanno un cli verso potere di ossidazione; infatti mentre Polytomff 
uvella può ossidare acidi grassi a lnnga catena di atomi di carbonio (aci
do octi1ico ), Pol·ytonw. obtuswn attualmente è capace solo di ossidare 
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l 'acido acetico e, soltanto dopo u1J1 P.revio adattamento, il butirrico. 
Questi ri uhati sono in perfetto accordo con quelli ottenuti da Dus1 

(.l 933) per la nntrizione delle Eugleue alla luce. Si può quindi conc1 11• 

dcre da questi dati che la nutrizione azolata può soltanto in certi casi es· 
sere in strello rapporto colla nutrizione carbonata (caso dei clorofiti col· 
tivati alla luce e assimilanti i nitrali). 

3) Particolarità insite nell'assimilazione de
gli a e id i g r a. s si. - Abbiamo fatto rilevare nella parte « tecnica 
della sperimentazione» che per primi abbiamo potuto constatare nu ef
fetto tossico degli acidi grassi sullo sviluppo degli organismi coltivati. 
Rilevammo infatti che l'acido caproico era considerato clalla maggioranza 
degli Autori non nsnfruibile perchè essi lo usavano in conccn trazioni 

. troppo forti. 1stituirnmo allora delle prove di non tossicità (diluizioni snc· 
cessive cd aumentanti dell'acido g1·asso in istudio), dirette a scoprire 
le concentrazioni più opportnne a cui impiegare gli acidi grassi aventi 
una catena di atomi di carbonio più lunga di 6 atomi. 

La concentrazione del 2°100 non è dannosa ai vari organismi da uoi 
studiati per gli acidi acetico, butirrico. Gli acidi valerianico ed isovélle. 
rianico non 0110 tossici a tale concentrazione per i Polytoma, lo souo al 
contrario per le Euglene e Astasia quartana .. La concentrazione ciel 2°/co 
è 11el.lamenle tossica per Lutti gli organismi studiati quando si adopera 
l'acido caproico, che perde la sua tossicità, in generale, solo quando 
,-cuga sperimentato ad una diluizione cli cÌl'ca dieci volte superioJ"e. Tnle 
eff cllo cli Lo. icità cresce lentamente ma costantemente man mano che la 
catena degli atomi di carbonio degli acidi grassi. aumenta di lunghezza, 
così che noi siamo stati coslrelli a sperimentare cogli acidi caproico, iso· 
caproico, eptilico ed octilico a concentrazioni di 0,2°/oo; per l'acido uoui
lico a concentrazioni varianti fra 0,15 e 0,1°/oo; per gli acidi clccilico. 
lanrinico e miri~ti co a concentrazioni di 0,07°/oo. 

Ln en ibilità alla tossicità di questi acicli grassi a lunga catena di 
atomi <li carbonio è diversa nelle varie specie da noi studiate e persino 
nei diversi ceppi appartenenti ad una stessa specie. Citiamo a tale propo· 
..ito ii ceppo n.9 della specie Polytorna. uvella che sopporta ed assimila 
1lcrfcllamenle l'acido caproico ad una concentrazione deffl °loo (2~/co tos· 
l'ico ) · il ceppo n. 6 che può essere coltivato in acido caproico a 0,5°/o> 
rnu .ottimi risultati, mentre i ceppi n.5 e n. 7 risentono un netto effello 
tm:!'tco ed una inibir.ione nella coltura con ]'acido caproico adoperalo 
alla c?ncentrazionc del 0,5°/oo: per tali ceppi ]'assimi1azione dell'arido 
capro\co avviene a concentrazione del 0~2°/oo. . 
oli. ~0•11 ahb~amo ~lelimilato con precisione per tutte le specie e per tut~i 

.1c1111 '' rnss1 sper1n t t' 'l l' . d. . . , . . t 1 ·1t1 0 
· len a il imlte 1 Loss1c1ta, ma c1 slélmo accon ell ' ' 
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come abbiamo de tt..o nella parte tecnica, <li trovare una concentrazione 
che fos::;e sicuramente favorevole .e non tossica. Durante questa ricérca 
di eu11cenlrazioni opti11iwn noi abbiamo potuto rilevare, sempre in rap· 
porto aJlc altre specie studiale, che alcune erano particolarmente sensi
bili all'effello tossi·co degli acidi grassi a hmga calena di atomi d~ car
bouio. Uno degJi organismi più sensibili a tale proposito è Asta.sia quar
tana, che infaLLi risenle cli un effetto nellamente tossico con l'acido vale
riauico ad ima concentrazione di' l°/011, dell'acido caproico a 0,5°/00; del
l'acido eptiJico a 0,25°/oo, dell'acido octilico a 0,1°/oo, cd abbiamo dovuto 
adoperare per mettere in evidenza il suo potere cli assimilazione, tali 
acidi ·alle concentrazioni seg1.ienti: acido valerianico e isovaleriani~o 
0,5"/uo; acido caproico ed isocaproico 0,2°/oo; acido cptilico 0,1°100• Non 
olleniamo ancora dei risultati costanti con l'acido octilico a concen
Lraziouc del 0,07°/oo. 

Un' altra specie parlicolarmenle sensibile è Chilmnonas paramoe
cium, per la quale l 'acido nonilico in un primo tentativo è risultato tos
sico a 0,15°/00; ma tale specie coltivata con risultati positivi nello stesso 
acido ad nna concentrazione del 0,1°/oo, ha potuto essere portata, con esito 
positivo, alla conceulrazione del 0,15°/00• Con l'acido decilico a 0,07"/c() 
olle11emmo una coltura solo dopo circa un mese di attesa. In susseguenti 
collure fatte a partire dal ceppo, 11011 potenun'o conferrnare La le risultato; 
ollcnemmo colture in un mezzo nutritizio in cui l'acido decilico e~a ag
giunto a 0,05°/oo. In conclusio~1e non abbiamo polnlo fino ad ora trovare 
una concentrazione adalta in cui avere ris1ùtati costanti e riproducibili in 
serie con tali acidi. Da segnalare il fallo, sempre per Chilom.ona.s para
moccinm, che l'acido miristico non sembra avere alcuna influenza tossica 
alla concentrazione del 0,07°/oo. 

Da quanto è stato esposto si pnò concludere che gli organismi da 
noi sl11cliati presentano una sensibilità particolare verso gli acidi grassi a 
catena di atomi di carbonio più lunga di 5 atomi, che risultcuw_ tossici per 
da1° co11centra.zioni. Si è potnlo rilevare inoltre che l'effetto di tossicità 
aumenta con l'awn,entare del numero degli atom,i di carbonio.componenti 
la catena degli acidi grassi satu.ri da 1-wi ini,piegati. 

* * * 
Se si considera l'munento ntm1erico degli individui nelle colture, 

Qllenuto con l'assimi lazione dei diversi acidi grassi, si potrà notare che 
mentre si ollengono· con l'acido butirrico adoperato all'l 0 /00 delle colture. 
n ella maggior parle dei casi, _più numerose di quelle ottennte al 2°/oo coi~ 
l'acido acelico, con l'acido valerianico invece, qualora esso sia assimilato 
si ollcngono risu Itali presso a poco uguali a quelli ottenuti con l'acido ace: 
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tico: ed infine con racido caproico si o ttengono colture che sono molte 
volle inferiori a quelle ottenute con l'acido acetico. Gli acidi epLilico ed 
ocLilico., quando siano assimila ti, danno u n aumento nun1erico sempre in
foriore a quello o tlenuto con gli acidi acetico, butirrico e valerianico, però 
provocano sempre delle colture nwlto abbondanti. Gli acidi nonilico, de
cilic~ ~ laurinico e miri stico (vedi tabella 36), quando vengono assimilati, 
lo 0110 in quantità. decrescente via via che il numero degli atomi di car.: 
lJ011io aumen ta. 

Esempi tipici di tale fatto sono quelli forniti da Polytom.a. ocellatwn, 
Polytomella cocca,, Astasùt Chauoni, Euglmm gracilis var. uroplwra. Es-

TAaF.1.u 36. 

·= I :.:'! ;!:, 
I 

= o - "' ! ........ "' "' ·;:; ... 
~ s C'J ~ .2 ::: "' o I 

J\lczzo nutritizio b::ise Ci ~ t"! " = :::J c.> o u ..e ... ... c. E "' o.o tL .s ;:; 5 CJ E c.> u o I .s c.> o ... 
(peptone 5 e . 4°/ool 

;., ;:;:i t: o o E; .~ 2 E 
o~::-:: ;., (,I ~ e:; o ..e e: <rJ <:.) I ~ o;:;; :.. tD ..: 

~ u "' !S tL 
~ 

Po <rJ ~ e 
-<i: ~ 

I 

enz::i acidi (controllo) - 260 -180 - 13'1 - 60 - 55 - 60 ; 

+ ::icido acetico 20/00 ++ 3530 ++ 1340 + 480 ++ 380 ++ 440 'T+ .ml 
+ addo butiiTico 1°/oo ++ 4700 ++ 1600 ++ 805 ++ 550 ++ 550 

l ++ 5801 
' 

+ acido c.1.proico 0,25°/oo + 1500 + 1015 + 530 + 355 + 310 ...!..+ 38~ 

+ 
l + nei do ept ilico 0,25°/oo ++ 2000 + 1000 210 + 370 - 64 + 220; 

+ ::irido octilico 0,25°/oo ++ 2000 + 1000 + 580 + 345 + 250 + 310' 
I 

+ ::iddo noniJico 0,150/oo + 1370 + 700 + 300 + 235 I 
T 176 +mi 

+ acido dccilico 0,070/oo + 1370 + 660 -:+" 160 + 209 + m I 
! 

+ acido lauri nico 0,07°/oo 
- + 148 + 172 + 162 + 1120 + 535 

+ ml + acido miri3tico 0,070/oo 
-

-- 240 + 264 162 + 136 + 562 ··,-
J 

scndo p erò ,nolto limitato il numero degli organismi fino ad oggi studiati, 
che banno la capacità di u sare acidi grassi a lunga catena di atonu di car· 
lJonio, crediamo opportuno di avanzare per ora, solamente un'ipotesi di 
lavoro; che l'effetto snll' az.unenlo nzu;ierico degli individui nelle colture 
e il grado d'assimilazione degli acidi grassi a lunga catena di atomi di car: 
bonio dim.ùwi scono con l' aum!entare degli cttonii diJ carbonio com po11e1111 
la calc11a. stessa. · 

* * * 
Se si considerano i dati forniti dalle» studio delle esigeuze troficht> 

de.Be :p~cie studiate, si può osservare che sono· assimilati con più facilità 
"lt 'lCI l . l' . 0 ' l I H\'Cnll un munero pari di gruppi CH" eh~ quel l aventi un nu-
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mero dispari. Gli acidi aventi gruppi CH~ pari sono assimilati da un 
maggior numero di specie che quelli a numero impari; e gli isomeri a 
catena hiiòrcala sono in generale utilizzati in maniera nettamente infe. 
1·iorc dei corrispondenti acidi a catena diretta. 

Alcune specie poi sembrano nettamente preferire i composti aventi 
un numero pari di tali gruppi e non usufruiscono gli isomeri a catena 
biforcata. Ma dato che non esistono nette preferenzé per tutte le specie e 
che finora si conoscono le esigenze trofich'e di troppo poche specie non ci 
sem]Jn\ opportuno trarre per ora de11e conclusioni. 

4) Assimilazione degli alcool dlt part· e degli 
o .:r il r o f i. - Nella parte speciale riguardante la nutrizione degli or
gani mi studiati, via via mette1nmo in evidenza che anche alcuni alcool 
potevano essere assimilati dai leu1cofiLi e clorofiti sperimentalmente pri
vali della funzione clorofilliana. 

Nel corso delle sperimentazioni notamn10 che esisteva una certa 
concordanza di risultati fra alcool e acidi grassi aventi un numero uguale 
di atomi di carbonio. Questa concordanza in verità non era assoluta, cioè 
csi levano degli alcool corrispondenti a degli acidi· grassi utilizzati, che 
IIOll erano assimilati e alcool che erano assimilati mentre i corrispondenti 
acidi grassi non lo era.no; in ogni modo là dove la concordanza si era 
verifi cala, essa doveva coJlegarsi ad una causa chè soltanto inciden
talmente durante i trapianti successivi poten1mo conoscere. Notammo 
cioè che in tubi contenenti alcool non assimilati dag]i organismi in 
istudio si sviluppava un forte odore di acidi grassi. Tale effetto e.i 
fece pensare a1la possiJJilità.che questi organismi potessero ossidare gli 
alcool ad acidi grassi. L'odore di acido grasso era evidente specialmente 
nei lttLi contenenti l'alcool isÒamilico. Per meglio studiare questo inte
res ante fenomeno, aJlesLimmo colture in bottiglie di Legroux. Il mez.zo 
lrnsc adoperato fu il solito mezzo base al peptone pancreatico: l'alcool 
isoamilico f n adoperato a1la percentuale di 0,5°/00• Inoculammo· con 
delle colture di Polytoma ocellatzun, d1e già erano al terzo passagg.io in 
serie in alcool isoamilico ed incubammo le boLLiglie di Legroux a 23° 
per 15 giorni. 

Due bottiglie contenenti 500 cc." dello stesso m'ezzo colturale, steri
lizzalo nello stesso m.odo, e al quale era aggiunta la stessa quantità di 
alcool isoamilico, furnno incubate a 23 °per 15 gorni, coJle corrispondenti 
bolliglie di .LEGROUX :in cui si era inoc1tlato Polytoma. ocellatwn e ci ser-
virono da controllo. · 

Al termine cli questi 15 giorni di incn.bazione, il liquido contenuto 
nelle lwttiglie previamente inoculate, fu filtrato per eliminare i protozoi 
presenti ed analizzato per cura del Laboratorio di chimica delle fermen-



1· I I ' ... 
1 •. '.l' 

'i 
f., •• .. ,, 

I !• ' ,. 
I 

1 
.. . 1 

' . I 
j I''· .i 

'! :ì 
' 

r i I 
I I I, 

I 1, I 
I ' 

I 
I, . 

'. 
I 

,, . 
I .. .. ,. 

" •• ' . ~ ; 

i' 11 
! 

/ I , 
I l 

• 1 I ,. 
" ~ 

;· 
!.. 

I 

I? . 
•, 

~· 
/1 . ~ A 

t. ì 
I j 

' 11 I 

( 'l 
" I 
r. 

' 

·~ . !' I 
I 

.i 
., 
, 

-' ·1 
Il 1,.": 
~I ,, , • 

!i '-

" I ~ 

,,. ,. . 
I 

•! 'i· 
I" 

I· . 
\' f' ., 
:I • 

'· 
~: l 

'I 

• '· i I 
'I 

I 

•• I . 

~i 
I 

IJ 
I• 

· .. \. 

~J 

' 
·~ 

- 98 -

tazio11i del Prof. ScHOEN. Nel liquido coh-nrale a cui era stato aggmnto 
Palcool isoamilico ed enLro il quale si erano sviluppati i Polytoma, si ri· 
sco nlrù la presenza di acido valerianico, meutre in quello in cui j Pofr· 
tuma non era no sta ti inoculati non si riscontrò alcuna presenza di aci<io 
grasso. 

A causa della piccola quantità di acido grasso presente nella col
tura, 11011 ci è Lato possibile ollenere un'analisi più precisa, dire t.La a de
terminare se racido grasso a 5 aLomi di carbonio fosse valerianico o iso
valerianico. così come, per ristrettezza cli ten:1po a disposizione, non po
temmo allestire nuove colture più abbondanti che permellessero l'analisi 
qualitativa. 

Non notammo mai alcun odo.re di aciclo grasso nei tubi co ntenenti 
alcool etili co, prnpilico, butilico ed es:ilico, che. sono assimilati dagli or· 
gani::.mi da 11oi studiali, molto probabilmente perchè man mano che le 
piceole fraz.io'ni di alcool venivano ossidate ad acido grasso esse erano 
immecliata111e11le u sufruite per la sintesi delle sostanze idrocarbouatc di 
riscn·;i. D'ahra parte nelle colture sviluppantesi in liq11ido nutritizio 
a cui erano w1Li aggiunLi alcool non assimilati, l'odore di acido comiu· 
ciava a farsi sentire' solo dopo 8 o 10 giorni dal momento della emina: 
il ch e ignifica che fossiclazione dell'alcool procede lentamente e l'acido 
gra 'O prodouo si accumula man mano che gli organismi si sono svilnp· 
pati nel mezzo. Dalla tabeìla annessa si potrà osservare che tre alcool: 
etilico, Lntilico ed esilico sono assi.un lati dai sei organismi , da 11oi stu
diali: ora tali specie utilizzano pure p er la sintesi delle sostanze idrocar· 
bonalc cli riserva gli acidi acetico, butirrico e caproico. Esiste dunque in 
que"lo caso 1111 perfetto parallensmo: gli alcool corrispondenti ad acidi 
grassi a similati sono essi pure utilizzati nelJa sintesi carbonata. L'alcool 
propilieo dà per la grande maggioranza delle specie, risultati simili e com· 
parabili con qu elli ottenuti con l'acido propionico ad e~cezion falla pt'r 
Chilo111011as paramocciwn che secondo noi non assimilerebbe r acido pro· 
pionico ed al contrario sarebbe capace di assimilare leggermente l'alcool 
propilico. L'alcool isobutilico jn n10clo generale si comporta eome l' a
cido j obuL.irrico per tutte le specie studiate, eccezion fatta per Polyto~ 
mella <'oeca. che non assimila l'acido isobutirrico ed è capace invece <h 
a~similarc r alcool isohntilico 

Là <love però si trova la.1Jiù O'rande discordanza di risnltati fra ral-
1 

b •• 

COO C COITiSJ>Ond enle acido urasso C coll'alcool amilico che Il011 è :lSSlllll• 
b ' 

lato_ ila Polyt.omella coeca., Ast;.asia Chauoni, Euglena gracilis ed Euglena 
;..ri:acilis var. urophor(i che, al contrario, assimilano hene l'~ciclo val:ria
mco; Polytoma ocellrt1,mn e Chilonwna.s para.moecium assimi I ano heve· 
mcnt~ l'alcool amilico mentre assimilano bene l'acido valerjauico. 

E difficil e trnrrc una n·etta conclusione dai risultati ollennti; ma 
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}Jerò fin d'ora creclimno di poter afferm.are che gli alcool, dagli organismi 
da noi studiali, sono assimilati solo dopo essere stati previwnente ossidati 
a<l acido grasso. Ad affermare ciò, olLre al fatto sperimentale riscontrato 
(ossidazione di un alcool ad acido grasso), esiste una concordanza abba
stanza significativa fra i risultati ottenuti cog1i acidi acetico, butirrico e 
c:aproico e queUi otlenuti con gli alcool eti]ict>, butilico ecl esilico. 

Comparazione dell'effetto degli acidi grassi e degli alcool TAnELLA 37. 
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+ acido acetico ++ ++ + ++ ++ ++ 
+ alco•)l etilico ++ ++ + ++ ++ ++ 

-
+ :icido propionico ++ + - + ++ ++ 
+ al cool propilico ++ ++ 7 ++ ++ + 

+ acido butirrico ++ ++ ++ ++ ++ ++ 
+ alcool butilj co ++ ++ + ++ ++ ++ 

+ acido i.;ohuti·rdco + - + =f - + 
+ :ileo o I iso hu iHi co + + + 7 - + 

+ acido valerianico ++ ++ + ++ ++ ' T 

+ :ik ool amilico =i= - 7 - - -
- ----

+ a cido caproico + + ' T + + ++ 
+ alcool csilico ++ + + ++ ++ + 

Riguardo· alla discordanza riscontrata fra l'effetto dell' acido vale
rianico e quello dell'alcool amili co per le specie studiate, ci sembra che 
l'ipotesi più razionale che si possa avanzare è che il campione d'alcool 
da noi adoperato foss'e impuro; infatti a priori noi non vediamo alcuna 
ragione per cui proprio so.lo l'alcool amilico debba dare dei risultati di
scordanti con qnelli ottenuti con l'acido valerianico. 

D 'altra parte però, nrnncanclo cognizioni precise sul modo come tali 
organismi ossidano ed assimilano gli alcool e gli acidi grassi, non v'è da 
sorprendersi di questi risultati disc~rdanti. È anche possibile che g'li 
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acidi grnssi o gli alcool siano prl.11<1 o duranle la sinlesi delle sostanze 
di riserva, scissi in composli avenli·una calena a minor numero di ato1ni 
di carbonio cli quella cle11'acido usufruito. 

Solo delle precise ricer ch e biochimiche nggiunte ad•mrn sperimcnla
zione biologicn folla con campioni di alcool e di acidi nssoluLamcnlc 
puri, potranno po1·tarc luce sul rneccaui smo'. inlimo deJJa sinlesi ai11ilacca 
iu ques ti organismi. 

5) E n = i 111 i e o s t i t 1i t i v· i e d e n z i m i a d <L t t a t i v i . -
In questi uJtim:i anni si è avut·a mm serie di lavori sugli enzimi adattalivi 
dci batteri e dci lieviti ma sohauto nel 1930 KARSTROM, slndiando pro
fomlameutc le r elazioni che e istono fra la presenza di determinati idrati 
di carbonio nei m ezzi colturali dei batteri e la produzione dei con-ispon
dcnti enzimi (carboidrasi) , ha potuto dividere gli enzimi, seguendo le con
clizio11i in cui era110 prodotti , in due differenti gruppi. Secondo tale Au
tore Olio e11ziwi costituti'vi quelli che gli organismi costruiscono sempre 
indipendentemente dalla composizione del mezzo di coltura in cui sono 
coltivali . e che perciò sembrano essere una parte essenziale della co
sti l uzioue enzima tien deg] i orgél nismi. A I contrario sarebbero e11zimi a
d atto Li vi q ucll i ch e gli organismi proJ ucono solo in segui Lo a stimolo; 
la ]oro produzione dipendendo dalla presenza di una sostanza particolare 
contcunla nel m ezzo 1111Lritizio in cui gli organismi .si sviluppano. Y DKI N 
(1932 ) ha cc1·ca to di determinare, lavorando sui batteri del grnppo coli. 
se la produzione degli enzimi era dovuta alla selezione d egli indi\'idui 
ch e potevano produri·e l 'enzima n ecessario per una sostanza datn (le col
Lnre di batteri in generale non ono mni monofiletiche) o se es isteva vera
mente 1111 adattamento. Questo Autore conclu.deva il suo lavoro riassu
mendo tulli i dati che gli facevano credere come giusta la secon<la ipo
te i; ma solmnenl c STEPHENSON e STIKLAND (1932-33) hanno potuto 
dimostrare ehe in realtà si trattava di un vero e proprio adallarncnto, 
dato che in questo periodo il .numero dci batteri presenti nei mezzi col
turali rimaneva coslaute. Il pote re di formare dei nuovi enzimi specifici 
(in pre.,enza ·di tma determinata sostanza ) può anche avvenire enza 
moltiplicazio11i cellul ari. 

Bisog:na notare che gli enzimi ada Lta Li vi nel senso KAnsTnOl\I ~0110 
formati olamcntc in presenza di mm data sos tanza e che qu'amlo questa 
~o lanza non è piìi presente ne] m ezzo di coltura il pote r e <li produrre 
r enzima adnltalivo viene p er so altre llm1Lo facilmente di quanto è stato 
acqui . tato. Ma FtLDES, GLADSTONE e KNIGT-IT (1933) hanno potuto adat
tare (~ci ceppi « exaeting » a cl ivenire «non exacting ». Le ricerche di 
qnc-l1 1\ l · · . f · · · · " . · ~· ori ono tat e · nllc con Bocteriwn typhoswn su parecclu ceppi 
dw n('lucdc\'·1 · ·' 1· . · · 1· 

' 110 m pm e 1 nn mezzo base, composto dai sah m •mera 1 ne-
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cessai-i, 11:11 sale d'ammonio e parecchi amjJ1oacidi fra cui il triptofano era . 
indi spensabile {ceppi « exacLing »). 

Questi anlori con dei passaggi in serie in mezzi hase + saJi d'am
rnon.io avenLi delle qnantilà sempre più deboli di triptofano arriva
rono ad adaLLare i ceppi di Bacterimn Lyphosurn a svilupparsi in un 
mezzo aveule come sola foutc azotata un sale d'ammonio (ceppi « non 
exacting ») . . Dato che questa formazione di un enz·ima necessario aIJ'assi
miJazione di sali d ' auÌ'monio si fece in presenza di sa]j d'ammorùo biso
g.11erehbe considerare qi.testo enzima eom·e adattativo. Ma se si cons·idera, 
come lo fa notare KN1GHT (1937) ,. che il periodo di adattamento è estre
mamente più lnngo in coufro11to a quello corrispondente n·ecessado alla 
produzione di un enzima adattativo, che il potere cli produrre questo 
enzima occorr ente all'assimilaz.ione dei sali d ' ammonio una voha acqui
sito 11011 è facilmen Le preso, si vede che ci sono delle differenze fra g.li 
enzimi adaLLativi nel senso KARSTROM e questo enzi11ia necessario alla 
a-. imilazioue dei sali di anm1onio. 

D'ahra parle bisogna ricordare che secondo l'evoluzione fisiologica 
della nulrizione azotata la possibilità di assimilare nn sale d'ammonio 
è considerata come uu carattere più primitivo che l'assimilazione degli 
aminoacidi. KNIGIIT conclude che secondo .lui sarebbe questo un caso dj 
reversione a un metabolism'.J più primitivo, cioè cli nuova produzione di 
un enzima che gli organismi priJniLivamente possedevano. Noi abbiamo 
.11clla parte speciale della nuLrizione di Polyt01na oblu.s1.un fatto notare 
l'he esiste va nnche in un leucofita la formazione, attraverso un periodo 
di adattamento, cli enzimi in presenza d el substrato corrispondente. 
Sarà opporltrno però ricordare i faui delJa sp erimentazione per rendere 
pili comprensibi le l'esposto. Ambedue i ceppi cli Polytoma obtusum 
durante nna permanenza pii:1 o meno ]unga nel 1nezzo nutritizio base 
sprovvislo di acidi grassi perdono la possibiliLà di sintetizzare diretla
n1cJ1tc l'enzima necessario all'assimilazione dell'acido butfrrico. Ambe~ 
due i ceppi al momento de ll'isolam·ento erano capaci di assimilare diret
tan1ente l'ncido bntirrico senza alcun periodo di adattamento. Attual
mente il ceppo LwoFF dopo 12 anni di colturn in un mezzo base sprov
visto di acidi grassi b•a bisogno di un _periodo di aclattamento variante 
dai 60 ai l lO giorni, per s intetizzare l'enzima necessario all'assimila
zione dell'acido bu1irrico; il ceppo PROVASOLI dopo 2 anni di perina
nenza in nn m ezzo nutritizio base sprovvisto cl .i acidi grassi, ha bisogno 
d.i un pe riodo cli adattamento di 27-30 giorni. 

Si deve du•nqne notnre ch e esiste una r'elazione fra la durata del 
periodo di adattamento e la p e rmanenzn d el ceppo in un mezzo sprov
vi. lo di ncidi grassi. Si può crnindi arguire che probabilmente alla lunga 
il potere di assiiui]are l'acido butirrico possa essere perso, cioè qi.rnnclo il 
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periodo di adalla111enlo necessario per fabbricare questo enzima sia coj 
lungo clic Ja 1n1orte dei fJagelJati , nelle colture adatlative, sopraverrà 
prima che gli orgm1ismi si siano ada Llati a produrre l'enzima necessario 
per r assi mi !azione di La le acido grasso. Per le n1odalità colle quali av
viene la produzione di questo enzima bisognere]Jbe considerario come 
nn enzima ndauativo (nel senzo l(AnSTROM) poichè esso si forma in prc
sé11za dclJa -o laH'.t.a specifica a cui tal e euzima è deputalo, e poichè e so 
i.· prodotto dagli organismì solmneule in segu.ito ad uno stimolo. Bisogua 
però ricorclar:_,i che Polytoma obtzisu.m al rr1on1e11lo dell'isolamento po . 
:'cdcva In fa ·oltù cli ~l imilare direltmncn te l'acido butirrico, cioè aveva 
r euzi ma llC .... ssario per La le f LU1ZÌone . 

Ci sembra dnnque che il nostro caso si possa paragonare a queJlo 
con lalalo da FILDES, GLADSTONE e l(NIGHT, che secondo l'opinione di 
l(NIGJTT dovrebbe pi n llosto ascriversi ad una reversione o ritorno alla 
produzione di un cnzinrn che gli. organisnu pri1ni tivmll'ente possede,·ano. 
Noi pure 011 idcriamo la fornrnzione dell'enzitna necessario alJ'assimila
ziouc delracido butirrico da parte di Pol)rto111a. obtuszun, con1e la nuo,·a 
produzione allraverso ad un periodo di adatlmuento, di un e.nzìma rhe 
primitivamente tale organismo possedeva. D'altra parte noi abbiamo po
lulo sperimentalmente adattare Polyto111a. obtuszurr. a produrre l'enzima 
necc~ . ario aH'a similazione dell'acido eaproico, con1e abbiamo fallo notare 
nella parte speciale della nutrizione di tale specie. Sembra che il fatto 
di adallar~ i nd a imilare l'acido caproico sia slrettan1ente legalo ad un 
preYio adalla1ncnlo all'ass.in1iJazione dell'acido butirrico. Infatti col 
ceppo PnovA OLI il periodo di adattamento necessario all'assimilazione 
ll ll'acido aproico, qualora si parla da colture già adattale all a-simila
zio11e dell'acido hntirrico, è di 15 giorui; se invece si parte cla colture 
'ohivale in acido acetico, il periodo di aclattmuento all'acido caproiro 
è molto più I ungo cioè cli 69 giorni. Per il ceppo L ·woFF, parlen<lo da 
·ohnrc già adallale ali ' aci<lo butirrico, il periodo di adallamenlo all'a
cido caproico è cl i 30 giorni; se si parte da colttue in acido acetico, il 
periodo di adauamenlo, poslo che sia possihile ottenerlo, è inoho pit't 
lungo: allnalmenle dopo 110 giorni non si sono ancora olleuute colture 
!n a ido eaproico. Può darsi. du1u111e che per il ceppo LwoFF sia neces
sario as~o l utamen L partire da colture previamente adattale · all'arido 
~Julinico. poichè il periodo di a·dauamento può essere cosi lungo eh~ 
1 [Jagcllati prcscn Li 11clle colt nre ada llati ve nnwiono prin1a di e serst 
adnttal i a fahhrica'.J'c )'enzima necessario all 'assin1ilazione {lell' addo 
eaproico. Tale cnziuù1 può es ere consid rato co

1

me enzima adauativo uri 
· c n~o KAn THOì\I; rimane però da spieuare con1e 1nai sia necessaria 0 

favoreyo} una preaclallazionc all'assimiÌazione dell'acido butirrico . 
È ciò 1 · · r lC c1 proponiamo di chiarire n elle prossin1e esperienze. 
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COiVIPARAZIONE DEI CARATTERI FISIOLOGICI 
DELLA NUTRIZIONE CARBONATA DEI FLAGELLATI ST.UDL~TI 

p 0 z )' t o 1n a . Il genere Polyton1 a è cp1ello che fino ad ora 
è . Lato n1eglio studjato: ~i sono potuti isolare in colture batteriologica
mente i:n1re quattro specie e ciascuna di cruestc è stata studiata con un 
numero c(j ceppi varj. Lo studio fisiologico della 11utrizione delle specie 
Polytmna obULszun e Polytoma ocellatum, è basato i11fatti sulle ricerche 

Genere Polytoma - Fattori cli crescita - Risultati di LwoFF e D usI (1938) TABELLA 38. 

Specie 

P. tffclla 

P. obi w um 

J>. caudalum 

P. occllalum 

Mezzo ba-s e 

(acclalo ammonio 1°/00 

+ ca·l cio e ferro) 

I 
I 

+ 
o 
o 

J\'I ezzo ba-e <::ice Lato am-

monio + calcio e ferro ) 

+ thiazolo 

+ 
I 

I 

I 
I 

I 
I 

fall e con due ceppi; Polytoma caiulatzun sulle ricerche eseguite su t r e 
ceppi e · Polytoma iivella sulle ricerche vertenti otto ceppi. Il fatto cli 
;n er potuto ollenere ceppi derivanti da località e ambieu ti naturali di
versi, con ri sultali fisiologici perfetta111ente identici, ci permise non solo 
di poter concludere che ·esiste una stabilità nei caratteri fisiologici, ma 
che qne Li po ono considerarsi sicuri e ben provati anche perchè lo 
studio di ogni ceppo venne eseguito con una tecnica basata su nume-· 
rosi controlli. · 

Considerimuo ora i puu ti comuni e le differenze esistenti nel genere 
Polytonut riguardo alla nutrizione azotata ed alla nutrizione carbonata. 
DalJa tabella acclusa si po trà notare che esistono due specie, Polytonut 
uvella e Polytorna. obtuszun, che hanno un esteso potere di sintesi nella 
nntr.izione azotata: essi possono realizzar e la sintesi dei loro costituenti 
protoplasnrnti(oÌJ partendo da sali cl'a.n1Illonio. Questi due organismi, . 
:orne è slato ditnost:rato da L'1VOFF e Dus1 (1938) qualora siano posti 
Hl m~zzi couten'enli i sali necessari di ferro, calcio, n1.agnesio, potassio 
e sod101 non hanno alcun bisogno di fattori cl i crescita . 

.. 



H 
, 

e . 
l· 

I 

' i 
I 

. 
I 

J° ! .. . 

.. 

' . .. 

. 
~· I 

I 

I 

~ 

- 104· -

Al coutrario Je specie Polytom.a. caudatrun, e Polytorna ocellatun 
che possouo mnbedue realizzare la sintesi u1assima nella nutrizione azo~ 
tata, partendo e ~e pure da sali d'nmmonio, hanno bisogno di un fat. 
tore di ere~ ·ita: il tiazolo .(4-inetil-5 ~ i~roxi~tilti~z?lo ~. Queste due spe
cie dunque h,nn110 perso 11 potere d1 sintetizzare 11 tiazolo che al con
trario Polytoma obtusurn e Polytomn uvella possiedono ancora. 

Inoltre Polytorna ocella.turn presenta riguardo alla nutrizione nzo. 
tata un potere di inte i finora s·conosciuto nei leucofiti; tale organi rno 
in presenza del necessario fattore di crescita (tiazolo), può as imilare 
perfcunmente anche un nitra lo e parti.re da questo sale inorganico per 
realizzare fo siute i dei propri costituenti citoplasnrntici azotati. È que
sto il primo esempio cli nn leucofìta che faccia una shltesi così completa 
nella nutrizione azotata. 

La comparazione dei Cé!J'a Iteri fisiologici della nutrizione carbonata 
delle quattro specie del genere Polyto1na è estreman1ente intere , ante 
poichè ognuna delle specie rappresenta una tappa di potere ossidativo 
di,·crsa. 

Dci generi fino ad oggi s tudiati è infatti solamente il gener P 0 /y. 

tonrn che comprenda specie aventi così diverse potenzi al i tà di o sid~
zionc. La specie cl1e nella fisiologia delJa nutrizione carbonata possiefle 
il potere più specializzato di sintesi è Polyt01na obtusum. Tale ~peci e 
come abbimno. ·de tto n ella parte monografica, attualn1ente può ;r8imi
larc direttmnenle solo l'acìdo acetico; l'assiinilazione dell'acido butirrico 
che in ambedue i ceppi al 1no111ento dell'isolan1ento avveniva diretta
mente, athia1mente si ottiene solo dopo lll1 previo periodo di a<lauamento 
(l'enzima è adattativo econdo la definizione di KARSTROM e si for
ma i1i prc euza della oslanza che deve essere assimilata) . 

Non si tra tta qui di unii scomparsa di funzione vera e propria . 
poichè con un periodo adattativo noi possiamo ripristinare la funzione 
eh<.' al mom nto dell'isolamento esisteva, ma di una attennazion della 
vdocità di produzione di un enzirna necessario. Polytoma caudalum as· 
. imila bene dire ttamente sia l'acetato che il butirrato, è incapace di assi
milar<.' acidi grassi superiori al butirrico e gli alcool, ed ha quindi la 
po ~8ibilità di rea lizzare la sintesi delle su·e riserve idroearbonélle par· 
trndo da due oli acidi organici. Polyto1na uvella può assimilare di
r ~ttmncnte molto h ene alcuni acidi grassi il cui tern1ine superiore è 
r acido caproico ; l acido octilico è il termine 11iù alto che Polytoma 
zwclla può an ora assimilare ma iu quantità molto 111inore d ell'acido 
~-nproico; tale !'p<.'cic è però incapace di fare la sintesi delle sue so tanze 
Hlr?~arhonate di riserva a partire da acidi a catena più lunga d eiracido 
orti.hro : dagli alcool; essa presenta quindi la possibilità di poter 11511-
frmre (h ., ·1 Tl t un Pili argo numero di acidi org~nici. Polytoma oce a 11111 
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è .Ja sp~cie del genere PolytoTTui che ha il più esteso potere ossidativo: 
può sinteti~~are ~e s.ue, ri~erve idrocarbonate P?:tendo da ~ua.si tut~i ~li 
acidi grassi 1ufer10rt (I acido grasso a catena piu lunga ass1m1Lato e l a
cido faurinico) e da parecchi alcool. 

Genere Polytoma - Acidi grassi e alcool. TABELLA 39. 

l\J C?.ZO nutritizio base Polytoma Po-lytomn Polytoma Polytoma 
I 

( peptone 5 C. 4°/oo> cn udntum obtusum uve Ila ocellatum 

cnza aciiH (contl"ollo) - - - -
I 

T acido acetico ++ ++ ++ +-+ 
+ :acido prnpionico - - - ++ 
+ addo lmtirrico + ++ ++ ++ 
+ :1oi clo i.sohut irrico - - - + 
+ acido vnlcl"hmico - - ++ ++ 

-+ al'iclo isovale rinnico - - - + 
+ acido caproico - - ++ + 
+ acido isocaproìco - - + + 
+ acido cptilico - - - ++ 
+ a ciel o octilico - - '=F ++ 
+ :a· i do nonilico - - - + 
+ arido cl ccii ico - - - + 
+ acido Jaurinico + 
+ acido miristico '=F 

+ alcool etilico - - - ++ I 

+ alcool propilico - - - ++ 
+ alcool butilico - - - ++ 

E u. glene ed A stasi e. - Noi consideria1no ntile comp·a
rare le caratteristiche fisiologiche delle Astasie con quelle clelle Euglene 
poichè inorfologican1ente è orinai generalm.ente. amn1essa la cleri~azione 
per perdita di pigmento assirnilatore delle Astasie (flagellati incolori) 
dalle Euglene (flagellati a clorofilla). Non abbia1no fatto una analoga 
comparazione dei caratteri fisiologici fra i Polyto·ma e i Chlan1ydo111011as 
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da cui i primi d •rivano per perdita del pigmento assiIUilatore, poichè 
. e i Cblamydomonas possono essere coltivati all'oscurità in a senza <lclla 
f unziotH' clorolìllimw, essi però non perdono il potere di sintetizzare 
anche all'osc11riti'l la cJorofilla e poi ·hè gli Autori che eseguirono Jc ri

cerche su tale specie non provarono che mm serie molto limitala di 

Genere Euglena e Astasia TABELLA 40. 

.; 

1111tri1 i zio hase s .:!? 
r: o:I o:I ·- r: 

.Mezzo = > 15 r: o .~ t:; - c.> cn ... <I> V I :: 
7o 

·e; 
~=='"a r: !: i:: r: -;;; r: 

I pcplonc 5 C. ·111 / 00) ... ::i·- o .,, r: w eD ~ (.) ... < u < = ~ ::s C" 
~D 

-----

;;cnza :u·idi ( co11 lro1lo) - - - -

+ acido acetico 2°,'oo ++ ++ ++ ++ 
+ acido propionico JO/oo ++ ++ + ++ 
+ acido hutirrico 1°/oo ++ ++ ++ ++ 
+ acido i .011111 irrico JO/oo - + ·-'F T" 

+ arido ,·alcdanico 0.5°/oo ++ + ++ . ++ 
+ addo isovalcrianico 0,50/oo - - - T" 

+ acido caproico 0,25/000 + ++ + + 
I acido isocaproico 0,251°00 :i:: 'T 'T -r T I 

+ acido cprilico 0,25/000 -- + + .L . 
+acido octilico 0,15°/oo + + + 
+ aciùo nonilico 0,08°/oo + 'T + 
+ acido dcc il ico O,Oi0/oo ·i 'T 'T 

+ :irido laurinico 0,0i0/oo + T" "T 

+ alcool ctili<·o 20/oo ++ ++ ++ -
+ alcool propili co 1°/oo ++ + ++ -
+ alcool h111 ilico 1°/oo ++ ++ ++ -

I+ alrool c-ilico 0,25°/oo ++ + ++ -

aci1li grac-._i cd organici e non esiste quin(U il 1nateriale necessario acl uua 
comparnzionc fra i due generi. 

Eugleua grocilis e Euglena gracilis var. urophora sono finorn .i clnc 
Hnici C'cm.plari lii clorofiti che coltivati all'oscurità perdono almeno 
t~mpor:mcamcntc, il potere di sintetizzare la loro clorofilla. BAKEH, 

t1 ahra parte, clic lrn eseguito morfologicamente l'effetto della mancanza 
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lii hr<·c 11 Euglena gracilis, conclude che all'oscurità quando avvengono 
divi ~ io111 vcgern tive i cromatofo1·i cli /!,uglena si sminuzzano in parecchi 
piccoli I •11 ·oplnsti. In reahi1 du1HJL1e neJJe condizioni sperimentali in cui 
si è <1gito l!-'u.gle11a gracilis coltivala all'oscurilà possie<le caratteri morfo
logici curri · poudenti a tjlieJli dei leucofiti; a senza (temporanea) di pi
"lll 1110 a ~imilntore e presenza di leucoplasto. 
" Com· i potrà o crvare dalla label1a annessa (n. 40) i caratteri de11a 
u11triz1ouc arfiouata di Englena gracilis e di Euglena gracilis var. u.ro
plrom 0110 tremamen te imili a quelli <li Astasia Challoni e vi sono 
pur(' molt 1 puut i cli somiglianza con Astasia quartana, nonostante questa 
prc~ ·11ti il potere di assimilare un m.inor numero di acidi orga11ici. 
Aslasia quarlana non è capace di assimilare gli alcool e in ciò si diffe. 
rcuzia da Aslasia Challoni e dalle due Euglene gracilis. 

Soi JJOH abbiamo polu'lo finora ollenere risultali co tanti cou l'acido 
octilil'o; 11 .. Jla pnrte speciale rclaliva ad Aslasia quarlwl<L abbiamo falto . 
not;1rt· <"hc tale organismo è e tremamente sensibi le alla tossicità degli 
acidi gra~si a lu11ga catena di atomi cli carbonio; tale difficoltà pratica 
ci lrn impedito durante il corso delle presenti esperienze <li poter sapere 
se tnle ::- pccie a imila o no gli acidi grassi a catena più lunga cli 8 atomi 
di carbonio. 

Himane pe1·ò assotfato che Asl.asia. quartana non pnò assimilare gli 
nlcool. 

Il)' " logo Il i u lii e eh lo,. o go n i LI, m. - Le specie finora 
studiate ~0110: H·yalogonium Klebsii, Chlorogonium euchlorum e Chlo
rogo11iu111 elonga1 u11n. Come è stato dello nella parte speciale, finora S?nO 
<111<·1..-a '011troYersi i ri ultati oll ·nuti con i due Chlorogonium e i risnl
tat i ollc11nti dn Pring:::>heU:U per H·yalogonium nou ono finora stati con
trollati da altri autori. 

Ha. ancloci però sui ri ultali ftno1·a oucnuti si può concludere c11e 

nella n11trizio11e arbonata essi si comportano in un modo si mile : C/z/o. 
rogo11iu111 uchlormn e 1-lyalogonium Klebsii assirnilauo ambedue sola
m lllC fa icJo acetico e 0110 incapaci di assimilare altri acidi gretssi e gli 
alcool. Chlororroniwn elongatwn fu studiato solo da LoEFER; i ri nltati 
ollcn nti , j prc tano alle critiche da noi falle nella parte speciale, però a 
valutazione fattn dei rj suhati si può ammettere cbe gli acidi acetico e . ' 
hutirrico , iano as imilati da tale specie. 

'f " /) I' e d i p o ~e r e o s s id a ti v o ne l la n u t r i z i o n e 
,. "r ho 11 al a . - Radunando ora le specie aventi gli stessi caratteri 
fisiologi ·i n lla nnlrizione clarem.o 11no sguardo riassnnlivo al cornplesso 
d<'i dati ottenuti. 
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1) /1yalogo11iuni Klebsii c Chlorogoniurn euchlorum possono solo 
as imi lare l'acido acelico; 

2) Polytoma obtustun può assimilare dircllamenie solo l'acido 
ncctico; adaLtalivamcnle J'aciclo butirrico e l'acido caproico; 

3) Polytoma caculatum var. ·astigmata, Chlamyclom.onas agloe
formis, Chlorogoniwn elongatwn assimilano l'acido acetico e il butirrico; 

4.) Polytoma 1wella e Astasia qucrrtana assirnilano parecchi degli 
:.cicli grassi compresi fra l'acetico e l'octilico; 

5) Polytoma ocellatw11, Polytomclfo coeca, Chilomonas para
muecium, Euglena gmcilis, Euglena gracilis var. urophora ed Astasia 
Clwllo11i, a similano molti degli acidi grassi comprési frn l'acido acetico 
e l' acido la11rinico e parecchi alcool. 

Come fece 11otare LwoFI~ (1935) e PruNGSHEIM (1937) l'acido .acetico 
è il :.olo acido assimilato da tutti i leucofiti e clorofiti privali della funzio
ne lorofilliana. Poi esistono degli organismi che sono capaci cli assimilare 
nrn11 mano un numero più grande di acidi grassi e gli alcool. Come si 
potr~t o- ervare dalla tabella comparativa (n. 41) gli orgnnismi che pos
so110 as i111ilare un acido grasso avente una catena com'po ta di un numero 
d ·l nninalo di atomi di carbonio, possono assimilare anche altri acidi 
grassi avcnli LUI minor numero di alomi di carbonio nella catena. Non si 
è potuto finora osservare il contrario cioè organismi che possono assimi- · 
lare solmnente acidi grassi a lunga catena di atomi di carbonio e nou 
acidi grassi a corta catena di atomi di carbonio. · Se noi consideriamo 
il prodouo finale dell assimilazione delle sostanze carbonate che· in 
qu cl"li micrnorganismi è l'amido e che, come risll!lta dalle ricerche cli 
PmNGSHEIM e cli L'woFF, gli acidi grassi servono alla sintesi delle so
slanze iclrocm·bonate di rise rva · e ono alimento specifico del leucoplasto, 
ci si rendct·à conto cl1e gli organismi in questione partendo da .sostanze 
01·g;aniche mollo poco ossidate sintetizzano llll composto come l'amido 
che è molto ossi.dato. Bisogna dunque conside~.are che ima gran parte 
dcl lavoro speso in questa sintesi sia una ossidazione, che in certi casi 
deve e sere minimo o nullo n1enlre in lalaltri è massimo: minimo o 
1111110 per composti com~e l'acido acetico (l'acido grasso più ossidato fra 
qu elli a imilati), massimo nei casi dell'assimilazione di acidi grassi a 
lunga catena di atomi di carbonio come l'acido laurinico e l'alcool esilico. 
Che si lraui <li tma ossidazione ci pare un fatto sicuro poichè oltre alla 
con-iderazione che il prodotto finale cli questa sin lesi (amido) è un pro
dollo molto pii1 ossidato d gli acidi grassi assimilati , noi potemmo pro
vare che gli alcool sono assimilati sotto forma di acidi grassi, cioè essi 
sono pr viamcnte ossidati ad aciclo grasso· corrispouclente. Se si accetta 
il presupposto che la sintesi dell'amido cla parte dei leucofiLi e dei cloro
fiti sperimenlalmente privali della funzi.one clorofillhrna sia un'ossida-
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zionc per la quasi totalità degli acidi grassi, le quattro tappe della imtri
zion arbonala devono e ere onsiderale come quattro diff reuti po· 
tcuzialità di 1jolere os iclativo. Noi vediam~o che tale concezione è conrn
lidatn dai fntti fino ad oggi osservati: 

J) l'acido acetico che è l'acido ptu ossidato fra quelli a similati 
è l"nuico ncido che può e ere assin1ilato da tutti i leu'cofiti e clorofìti 
:5perimentnlmenle privati del.la assimilazione clorofilliana . 

2) Gli organisn1i che sono capaci cli ossidare acidi gras i molto 
ridoui ono capaci di ossidare acidi grassi meno ridotti n1enlre non pos· 
ono compiere delle o sidazioni al di là di un certo limite (organi. mi che 

assimilano l acido laurinico possono assimilare l'octilico, il caproico: il 
hntirrico e l'acetico e Hl contrario nessun organis1110 è capace di assi· 
milnre acidi ome Jaurinico e I'octilico e non assimilare l'acido acetico). 
Le lappe di potere o iclHtivo da noi osservate corrispondono a lappe cli 
succcsshre perdite cH tale potere. Ciò ci se1nhra ben confermalo da due 
COll iderazioni principali. Euglena gracilis ed Euglena gracilis var. lll"D-

1:/wra ono due clorofiti che nelle condizioni sperin1entali in cui furono 
rolth·<lli ono perfettamente con1parabili ad un leucofita divenuto tale 
di re ente data. Questi lorofiti coltiva ti nell'oscurità perdono il potere 
di . iut tizzare la lo:ro clorofilla e secondo le ricerche di BAKER i cloro· 
pla Li di Eugle11;r gracilis quando intervengono divisioni cellulari nl buio 
~i "}>Czzellano in piccoli filamenti che secondo tale Autore sono da consi· 
derarsi dci leucoplasti. Questi clorofiti dunque coltivati all'oscurità 0110 

morfologicamente simili a dei Ieucofiti (assenza di clorofilla presen
za rli un leucoplasto e di riserve glucidiche figurate). Fisiologicamente 
ri'-petto alla nutrizione carbonata essi banno un largo potere os idatiYo 
e- endo capaci di assio1ilare acidi grassi a lunga catena di atomi di car
lJOnio e di alcool. 

I noltrc esiste pure il fatto che Polyton1a obtusiim ha perso tempo· 
rau ament iu oli dodici auni <li coltura in me.zzi sprovvisti di acidi 
gras~ i il potere di a similare direllamente l'acido butirrico. Con 1111 pc· 
ri clo .di aclallnmenlo ci fu possibile ripristinarlo in tale funzion · 

Nono tante che al m·on1enlo dell'isolan1ento dei due ceppi di Poly· 
loma obtusum n nno dei due a-si111ilasse l'acido caproico, ci fu possi· 
l>ile. adattare ambedue 1 ceppi aJla produzione dell'enziina nece-sario 
0 <lir ·ttamcnte da un e ppo coltivato in acetato o passando per ui~ pre· 
' ' 10 adnttmnento in aci lo butirrico. A.1 tempio delrisolamento noi noi~ 
~0 · l~Ct~aYnmo an ora che esi~tessc la possibilità di far produrre degli 
enznm adattativmncnte e llOll abbian10 falla alcuna esperienza in pro
po~iio .. Ciò 110110 tante ci sen1hra molto probabile che con1e lo è pc~ In 
pr<uluzionc cl Ir enzima necc sario all'asshnilazione dell'acido butirrico . 
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anche fa produzione dell'e:°zima necessario all'assi1nilazionc dell'acido 
caproico s.ia una riproduzione· cli nn enzirr1a Jlrimiti van1'ente esistente. 

Questi falli seguiti sperin1entaln1ente ci provano che esiste real
mente Ja possibilità di perdere man ruano alcuni degli enzimi necessari 
a!Passimilazione deg1i acidi grassi rneno ossidati ,e che vengono persi 
per ultimi gli enziu1i necessari acl assinulare gli acidi che sono, consi
clerali in rapporto cogli a.llri, i più ossidati. 

Per ora tale perdita è l.ernporanea cioè la funzione è ripristinabile 
mediante un. periodo di adatt~mento che varia però a seconda della 
durala della permanenza in nrezzi sprovvisti di acidi g1·assi. Fatalmente 
tale perdila diventerà definitiva CJLlan<lo il ternpo di adatta1nento sarà 
così ]ungo che la morte clei protozoi sopravverrà priu1a che gli organismi 
si iano adattati a produrre l'e:nzin1a necessario all'assimilazione degli 
acidi a ctLi sono deputati. Un clorofita, che speri1nentahnente va con
siderato co.me un leucofita · prin~tivo, è caratterizzato nella sua nutri
zione carhonata da tu1. largo potere ossidativo. Un leucofita seguito in 
coltura cJi111ostra che è possihìle la perdita degli enzimi che servono a 
tali o si<lazioni e che ultinia ad essere pei-sa è la possibilità di assin1ilare 
j] composto più ossidato, quindi che i poteri ossidativi si possono man 
D1<1110 perdere. Aniheclue cruesti fatti sperin1entali stanno a d .ù11ostrare 
che nei lencofiti il carattere primitivo della nutrizione carhonata è quello 
di oss·idare un gran n1u11ero di acidi grassi anche inolto ridotti e gli 
alcool, e che esistono delle perdite di potere ossidativo graduali di cui 
per pri111i sorprendemmo alcune tappe. 

Ciò indica che 1iei leucofiti esiste un'evoluzione nella nutrizionè 
carhonata, evoluzione c~1c segue il senso: assintilazione alcool-acidi grassi 
a 12 atomi di carbonio • assirnilazione cli acidi aventi 8-6 atomi 
·cli ('arbonio • assimilazione di acidi a 4 atom·i di carbonio 
asjmi.lazione di un solo acido, quello a 2 atomi di carbonio (sen1pre 
rifcr ndo ~i éllla potenzialità 1nassima di ossidazione). Tale evoluzione 
1rnrlicolare e ristretta ni leucofiti e alla nutrizione carbonata si dovrebbe 
cli.iamare più proprimnentc una specializzazione a vita in nu an1b.iente 
.. 1 condizioni molto liJnitate e speciali. 

Riguardo perc.iò alla evoluzione di clorofiti --· leucofiti --· 
protozoi il caso particolare della nutrizione carbonata (fi.1101·a ri:,tretta 
"C ci si basa su i da ti di fatto, a specie del genere Polytoma) si deve con
siderare come facente capo a deJle spede che per le loro caratteristiche 
tronche non hanno alcun avvenire nell'evoluzione tendente verso gli 
animali . 

. Evidente1nente l'evoluzione dei Ieucofiti tende verso i protozoi (ani
mnl 1) e ciò è stato provato oramai dai lavori di molti morfologi. Il nostro 
Lndio pennette però d'asserire che ciò 'è vero probabilmeute solo per 
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certe serie tli specie; per ahre si ha una evoluzione particolare che tcncle 
vcr o una specializzazione tale di esigenze trofiche che le specie piìt cvo
hrte si trovano ad e sere così legate al fattore ambiente specifico, da scm
brnre destinate a scomparire di fronte anche a minimi cambiamenti delle 
eondizioui ambientali . 

Lo schema generale dell'evoluzione dei protozoi sarebbe quindi rap
prcsentahile n'cl m'odo seguente: 

Clorofiti --- Leucofiti 

assimilanti numerosi acidi grassi 

orgauismi assimilanti 
solo l'acido acetico 

!'enso unico Protozoi ,, 

/ 

Com~ già concluse LWOFF (1938) solo i clorofiti o i leucofiti nvcnti 
un basso coefficiente di oxitrofia e assimilanti un g;ran' numero cli ncidi 
grassi e alcool, cioè organismi . dotati di grande potere ossidativo, pos· 
sono clar luogo ad una evoluzione verso gli animali ~protozoi se11su stri
cto). A lato cli questa vera evoluzione esiste per la nutrizione carhonata 
una speciale evoluzione che può portare ad organis1ui aventi un riclo_l· 
tissimo e specializzato potere ossidativo, e alla creazione di serie di pec1e 
che 11011 hanno alcun avvenfre, che sono fine a sè stesse e rappre cntano 
un binario morto nel processo evolutivo. 

I) 
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CONCLUSIONI 

1) Le seguenti specie sono state studiale nelle loro esigc11ze tro
fiche rispetto alla nutrizione crabonata: Polytoma uvell<t., Polytoma ob
tusum, Polytoma cazulatwn var. astigmata, Polytonia ocellatmn, Polyto
mella coeca, Chilomonas paramoecium, Euglena gracilis, Euglena gra
cilis var. urophora, Astasia Chauoni, Asta.sia quartana. 

2) Abbiamo potuto constatare che esiste realmente una stabiliLà 
dei caralleri fi siologici della nnLrizione e che tali caratteri là dove i ca
raLLeri morfologici non sono netti e ben definibili possono essere di pre
zioso aiuto per la determinazione della specie. 

3) La zona di pH favorèvole 11011 è un carattere stabile. 
4) Confcrrniamo LwoFF e Dus1 su1la possibilità di una co.mpleta 

indipend enza fra il potere di sintesi (esige11ze azotate) e la nutrizione 
carbo11ala. 

5) CÒn prove di non-tossicità noi poterumo rnettere in ev:idenza 
il carallere tossico degli acidi grassi a lunga catena di. atomi di carbonio; 
alcune specie sono particolarmente sensibili a tale effetto tossico. 

6) L"·effeuo di tossicità aumenta parallelamente all'aumento 
del numero degli atomi di carbonio componenti la catena tlegli acidi 
grassi saturi. 

7) L'a~similabilità degli acidi grassi impiegati dirninuisce col
faurn cutare della lunghezza. della catena degli atomi di carbonio. 

~) Non esistono nelle preferenze 11ell'assimilazione degli acidi 
grassi: la maggior parte dcli~ specie assimila gli acidi grassi a numero 
pari di gruppi CI-L ma anche i composti a numero impari e gli isomeri 
a catena biforcJta possono essere assimi]ati. 

9) Parecchie specie hanno il potere di assimilare alcuni alcool; 
tali composti po<:sono essere ossfrlati ad acidi grassi prima cli essere usn
frniti per la nutrizione carbon~ta. 

10) AJ)biamo polnto dimostrare che anche flagellati lencofiti 
possono atlaLLaLivamente pro(hure degli euzirni e precisamente enzimi 
ossidativi. 

11) Colla comparazione dei risultati olte.nuLi dallo studio delle 
specie abbiamo potuto determinare qnatlro Lappe di successive perdite 
di potere ossidativo nella nutrizione carbonata, perdite che caratterizzano 
tma serie di unicellulari che si sono staccati dalla linea evolutiva lencofiti 
- ... protozoi .in senso stretto, specializzandosi 111 una nutrizione car
bonala che richiede il mjnirno sforzo ossidativo. 
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