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Biologia, — Le basi genetiche della capacità di fusione fra  colonie 
in B otry llus schlosseri (Ascidiaced) ° .  N ota di A r m a n d o  S a b b a d i n , 

presen ta ta  (**} dal Socio U. D ’A n c o n a .

U n sistem a di seni sanguigni fra loro confluenti a ttrav ersa  la tunica delle 
colonie di Botryllus schlosseri, unendo in un unico circolo sanguigno gli 
zooidi che le compongono. A lla periferia della colonia i seni sanguigni si 
espandono in ampolle, che fra le altre  funzioni hanno quella di far aderire la 
colonia al supporto. G eneralm ente solo le ampolle di un  la to  della colonia 
sono in fase di a ttiv ità , con form a allungata ed epitelio colonnare, m entre 
altrove sono arro tondate  e con epitelio app iattito . S trisciando sulla superficie 
di attacco, le am polle a ttiv e  fanno m uovere la colonia nella direzione del 
loro asse.

D ue colonie che, aderendo allo stesso supporto, giungano in questo modo 
a con tatto , possono fondersi: la parete  delle am polle contrapposte  si rom pe 
nell’area di co n ta tto  e i due circoli sanguigni confluiscono, unendo le due co­
lonie in una  sorta  di parabiosi.

Q uesta capacità di fusione delle colonie dei Botrilli era no ta  da lungo 
tem po ed era s ta ta  in tu itiv am en te  riten u ta  un indizio di affinità: affinità siste­
m atica secondo G iard (l), il quale, in terp re tando  come specie diverse fenotipi 
di una stessa popolazione diversam ente p igm entati, ricorreva al criterio della 
fusione per decidere se due fenotipi, con differenze di pigm entazione non suf­
ficientem ente m arcate, andassero ascritti alla stessa specie o no; affinità 
genetica secondo B a n c ro f t(2), il quale dim ostrò che colonie non legate da 
vincoli di paren te la  generalm ente non si fondono, m entre  colonie sorelle 
si fondono spesso e pezzi della stessa colonia si fondono sempre.

L a questione è s ta ta  ripresa recentem ente da O ka e W atanabe (3), in 
Botryllus prim.ìgenus. Gli A utori hanno conferm ato che colonie senza legami 
di paren tela  generalm ente non si fondono e che pezzi della stessa colonia si 
fondono sempre, anche dopo essere s ta ti separati per lungo tempo. In  più 
hanno visto che vi è costan te fusione fra colonie figlie e colonie genitrici. Le

.(*) Lavoro eseguito con un contributo del Consiglio Nazionale delle Ricerche, nel­
l’Istituto di Zoologia e Anatomia comparata dell’Università di Padova e nella Stazione 
Idrobiologica di Chioggia.

(**) Nella seduta del 12 giugno 1962.
(1) A. Gl A im , Recherches surlesAscidies composées ou Synascidies, « Arch. Zool. expér. 1 », 

501-704 (1872). }
(2) F. W. Bancroft, Variation and fusion of colonies in compound Ascidians, « Proc. 

Calif. Acad. Sci. », 3rd ser., 3, 137-186 (1903).
(3) H. Oka, H. Watanabe, Colony—specificity in compound Ascidians as tested by fusion 

experiments, «Proc. Imp. Acad. Japan», 33, 657-659 (1957).
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colonie sorelle si fondono nella m aggioranza dei casi e precisam ente, le colonie 
derivate da una coppia di genitori che non si fondono, si distribuiscono in
4 g rupp i:-neiram bito , di ciascun gruppo le colonie si fondono sem pre fra di 
loro e quelle di un gruppo si fondono con quelle di due a ltri g ruppi e non con 
quelle del g ruppo restan te . P ertan to  Oka e W atanabe hanno supposto che la 
capacità di fusione sia controllata da un sistem a di alleli di uno stesso gene 
i quali, se presenti in coppie diverse nei due genitori, per esempio AB e CD, 
nella discendenza si distribuiscono in 4 gruppi, AC/AD/BC/BD. Le colonie 
di un  gruppo, o ltre che fra loro, si fondono con le colonie di quegli a ltri due 
gruppi con cui hanno un allele in comune, m entre  rifiu tano la fusione con 
le colonie di quel g ruppo che ha alleli en tram bi diversi.

In  B. primigenuSy questa capacità di fusione, o « affinità vegeta tiva », 
si contrappone alla « affinità sessuale » o capacità di fecondazione reciproca, 
nel senso che la fecondazione è possibile solo fra colonie che non si fondono. 
P ertan to , o ltre all’autofecondazione m anca anche la fecondazione fra colonie 
figlie e colonie genitrici, e nell’am bito di una serie di colonie sorelle è pos­
sibile la fecondazione solo fra colonie appartenen ti a g ruppi che non hanno 
alcun allele in comune. Q uesto schema in terp re ta tiv o  della affinità vegeta­
tiva e sessuale in colonie di B. primigenus è paragonabile a quello del sistem a
5 di alleli m ultipli che governa l’au tosterilità  e la s terilità  incrociata di m olte 
piante.

E videntem ente non è possibile una d e ttag lia ta  analisi genetica del feno­
m eno della fusione, se non si può procedere all’incrocio fra colonie capaci di 
fondersi. Q uesta difficoltà non si p resenta nella specie B. schlosseri. In  essa si 
verifica anche una lim ita ta  autofecondazione e com unque è sem pre possibile 
l’incrocio fra colonie con legam i s tre tti di parentela, indipendentem ente dal 
fa tto  se esse siano o no in grado di fondersi.

In  considerazione di queste m aggiori possibilità di studio, ci è sem brato  
opportuno procedere all’analisi genetica della affinità vegeta tiva fra colonie 
in B .t schlosseri.

M eto do  d e l l a  r ic e r c a .

Le colonie di cui si vuol saggiare l’affinità vegeta tiva vengono tag liate 
in sistem i e un sistem a dell’una viene trap ian ta to  accanto ad un sistem a del­
l’altra , facendo sì che si contrappongano am polle in fase a ttiv a . In  questo 
modo, un  buon co n ta tto  delle ampolle delle due colonie viene realizzato  gene­
ralm ente nell’am bito di 24 ore, e dopo a ltre  24 o 48 ore è possibile avere la 
p rim a risposta.

L a fusione è facilm ente riconoscibile dalla confluenza dei due sistem i 
sanguigni e quindi dallo stabilirsi di una corrente sanguigna com une fra 
le due colonie.

L a repulsione può assum ere aspe tti diversi. Tipico è il form arsi di una 
chiara zona necrotica alla estrem ità  delle ampolle nell’area di contatto ; però 
in qualche caso non si osservano d istin te  necrosi (forse perché del tu tto  tran-
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sitorie), m a solo incapacità  delle due colonie a fondersi. T alvo lta  la necrosi 
si estende alle in tere ampolle in co n ta tto  e alla parte  term inale dell’albero 
sanguigno di una o di en tram be le colonie. Spesso è s ta to  visto che la necrosi 
segue ad una fusione e causa la ro ttu ra  della fusione stessa, ed è possibile che 
ogni necrosi sia la conseguenza di una fusione alm eno m om entanea. M a ta l­
volta anche fra colonie che si respingono si può verificare in prove ripe­
tu te  qualche fusione du ra tu ra , apparen tem ente norm ale o che si accom ­
pagna al riassorbim ento di una delle colonie. Per questa variab ilità  di aspe tti 
che la repulsione presenta, la sua valutazione può essere ta lvo lta  difficile ed 
occorre dedurla da m olte  prove.

Dopo 24 ore dalla co n sta ta ta  fusione o repulsione le due colonie vengono 
separate e sono considerate disponibili per a ltre  prove solo dopo un in tervallo  
di tem po di alm eno 4 giorni. E  s ta ta  in fa tti osservata da Oka e W atanabe la 
possibilità che una colonia si assum a il ruolo di colonia ponte fra altre due co­
lonie, influenzandone i rapporti. A d esempio, due colonie sorelle che in p a r­
tenza si respingono, se vengono rimesse a con tatto  dopo essere s ta te  fuse per 
un  giorno con uno dei genitori, si possono fondere; viceversa, due colonie so­
relle capaci di fondersi, possono rifiu tare  la fusione dopo essere s ta te  fuse per 
un giorno T una con l’uno e l’a ltra  con l ’altro  genitore. Q uesta capacità di 
influenzam ento cessa tu tta v ia  dopo poco tem po dalla separazione delle due 
colonie.

P rim i r is u l t a t i d e l l a  r ic e r c a .

Le osservazioni eseguite su B. schlosseri hanno innanzitu tto  riconferm ato 
la costante fusione fra pezzi della stessa colonia e la costan te fusione fra 
colonie figlie e colonie genitrici. Le possibilità,, di fusione fra colonie p robabil­
m ente estranee sono assai scarse, anche se le colonie sono s ta te  prelevate in 
n a tu ra  da u p ’area assai lim itata: per esempio su 38 com binazioni fra colonie 
diverse sono, sta  te osservate solo 4 fusioni.

S tàb ilite  queste premesse, si è passati a ll’esame dei poteri di fusione fra 
colonie sorelle e alla verifica sperim entale dell’ipotesi di O ka e W atanabe 
sul loro determ inism o genetico. Il program m a di lavoro, ancora in via di ese­
cuzione, com prende diverse tappe, qualcuna delle quali non è ancora s ta ta  
affrontata. M a ecco le tappe percorse e i risu lta ti fin qui acquisiti:

i° U na  prim a serie (a) di 25 colonie sorelle, generate dall’incrocio di 
due colonie che non si fondevano fra loro (quindi da un incrocio del tipo 
AB XCD secondo l’ipotesi degli A utori suddetti), sono s ta te  saggiate fra 
loro nelle varie combinazioni. Esse si ordinano effettivam ente in 4 gruppi 
(AC/AD/BC/BD in base al tipo di incrocio indicato), rispettivam ente di S-6~$-6  
colonie. F ra  i 4 gruppi vigono i rapporti messi in evidenza per le colonie 
sorelle di B. primigenus'. nell’am bito di ciascun gruppo le colonie si fondono 
tu tte  fra loro e le colonie di un gruppo si fondono con quelle di a ltri due 
gruppi e non con quelle del gruppo rim anente. Ciò fa effettivam ente pen­
sare ad un fenomeno controllato  da un sistem a di alleli dello stesso gene,
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A B C D .. .,  tale che ciascun gruppo, caratterizzato  da una coppia di alleli, 
si fonde con quegli a ltri due gruppi con i quali ha alm eno un allele in comune 
(AC con A D  e BC, AD con AC e BD ecc.) e rifiuta la fusione con l ’altro  gruppo 
che ha en tram bi gli alleli diversi (AC non si fonde con BD ; AD non si fonde 
con BC).

A nalogam ente una seconda serie (b) di 9 colonie sorelle, derivate dal­
l’incrocio di due fratelli di a ltra  provenienza, che non si fondevano fra di loro, 
si è pure d istribu ita  in 4 gruppi rispettivam ente di 2-2~3~2 colonie, con gli 
stessi rapporti reciproci della serie precedente.

2° L a serie (a) era cugina della serie ([b), essendo uno dei suoi genitori 
fratello di uno dei genitori della serie (b). A ll’epoca deH’esperim ento i due fra­
telli non erano più disponibili, per cui non è s ta to  possibile accertare se erano 
o no in grado di fondersi fra loro. Nell’ipotesi probabile che potessero avere 
in comune alm eno un fa tto re  di fusione, che si sarebbe trasm esso alla rispettiva  
discendenza, la serie (a) è s ta ta  confrontata  con la serie (b).

È s ta to  così possibile accertare che il 2° e 40 gruppo della serie (a) non 
si fondevano con alcun gruppo della serie (ò), m entre il i° e 30 gruppo della 
serie (a) si fondevano con il 20 e 40 gruppo della serie (b). D ’accordo con l’ipo­
tesi di Oka e W atanabe ciò indica che i due fratelli facenti p a rte  l ’uno di una 
e l’altro  dell’a ltra  coppia genitrice delle due serie, avevano in com une il fa tto re  
C, che si è d istribu ito  ai gruppi i° e 30 della serie {a) e ai gruppi 2° e 40 della 
serie (b). Per i 4 gruppi di q u est’u ltim a serie si può dunque im m aginare una 
costituzione genetica del tipo EG/EC/FG/FC, dall’ipotetico incrocio E F x G C .

Come era da attendersi in base alla co n sta ta ta  scarsa frequenza di fusioni 
fra colonie estranee, il sistem a di alleli controllanti la fusione stessa si p rean ­
nuncia form ato da num erosi fattori.

30 L ’incrocio fra due colonie del gruppo EG ha dato  una serie di colonie 
sorelle, 27 delle quali sono s ta te  finora stud ia te  nei loro rapporti. Esse si sono 
d istribu ite  in 3 gruppi, rispettivam ente di 6 -15 -6  colonie, dei quali il secondo 
si fonde con entram bi i rim anenti, m entre il prim o ed il terzo si respingono 
fra di loro. Cioè, come postula l’ipotesi degli A utori giapponesi, l’incrocio di 
due polonie appartenen ti ad uno stesso gruppo EG ha p o rta to  alla d istrib u ­
zione dei suoi due alleli nei tre  gruppi EE/EG/GG, due dei quali con uno dei 
due fa tto ri allo s ta to  omozigote. Che questa sia effettivam ente la costituzione 
genetica dei tre  gruppi, è d im ostrato  dai loro rapporti con gli a ltri tre  gruppi 
(EC ^FG -FC ) della serie cui appartiene il gruppo dei loro genitori. Le colonie 
dei tre  g ruppi E E —EG—GG rifiu tano tu tte  la fusione con il g ruppo FC; le 
colonie del g ruppo EG si fondono con EC e FG, m entre le colonie del gruppo 
E E  si fondono solo con EC e quelle del gruppo GG si fondono solo con FG.

D is c u s s io n e  e c o n c l u s io n i.

E in program m a l’incrocio di colonie sorelle omozigoti per lo stesso fa tto re 
di fusione. D a ll ’incrocio ci si a ttende una discendenza d istribu ita  su un unico 
gruppo di colonie tu tte  in grado di fondersi fra loro, perché tu tte  omozigoti
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per quello stesso fattore. M a anche in assenza di quest’al tra  prova, appare 
sufficientem ente d im ostrata  la valid ità dell’ipotesi di Oka e W atanabe: la ca­
pacità  di fusione delle colonie dei botrilli, così in B . prim igenus come in 
B . schlosseri^ è regolata per via genetica da un sistem a di alleli di uno stesso 
gene.

C ontrariam ente a quanto  si verifica in B . prim igenus , in B . schlosseri 
non sem brano esistere rapporti fra capacità di fusione o « affinità vegetativa » 
e capacità di fecondazione reciproca o « affinità sessuale ».

Su m ateriale della L aguna V eneta siamo giunti ad individuare 7 alleli del 
sistem a che controlla la capacità  di fusione nelle colonie di B . schlosseri. 
Lo stock di colonie a costituzione genetica nota, a ttualm en te  in nostro pos­
sesso, ci perm ette rà  di com pletare l ’analisi del sistem a per la popolazione 
della L aguna V eneta e ci perm ette rà  di ricercare se lo stesso sistem a valga 
per altre  popolazioni e quindi un confronto fra popolazioni naturali.

Il m etodo di studio da noi utilizzato  è assai laborioso. In fa tti nei num ero­
sissimi accoppiam enti di colonie eseguiti, l ’esperienza ci ha d im ostrato  che se 
si ripete più volte la prova con le stesse coppie di colonie, accanto ai m olti r i­
su lta ti n e tti di costante fusione o repulsione, vi sono non pochi casi nei quali 
le prove successive dànno risu lta ti non uniformi, per cui solo una fìtta  re te  di 
osservazioni su più colonie ci perm ette  di inquadrare con sicurezza una d a ta  
colonia in un determ inato  gruppo genetico. Eccezionalm ente si è anche veri­
ficata l’im possibilità di far fondere una colonia con a ltra  colonia sicuram ente 
appartenen te  a gruppo genetico affine. È  pure avvenuto  che per i risu lta ti 
con tradd itto ri cui davano luogo, un paio di colonie della prim a serie di so­
relle descritta  non hanno trovato  sistem azione in nessuno dei q u a ttro  gruppi 
della serie stessa.

L a capacità di fusione cioè non sem pre si esprime con una reazione del 
tipo « tu tto  o nulla ». L a ragione di ciò non ci appare per ora chiara. L a dim o­
strazione datja da Oka e W atanabe in B . prim igenus (applicabile, in base a 
nostre osservazioni qui non riferite, anche a B. schlosseri) che la capacità di 
fusione fra  due colonie può essere influenzata fenotipicam ente dai loro prece­
denti rapporti con a ltre  colonie, sem bra indicare che la fusione e la repulsione 
dipendono da sostanze trasm issibili, presenti nel circolo sanguigno, condi­
zionate dal sistem a genetico sopra descritto. Forse o ltre al tipo delle sostanze 
ha im portanza anche la loro concentrazione, che potrebbe essere legata al ciclo 
fisiologico della colonia e quindi al m om ento deH’esperienza. Verosim ilm ente 
poi il sistem a genetico considerato condiziona solo un tipo di affinità, con tra­
s ta ta  più o m eno validam ente da altre  somiglianze o differenze biochimiche 
a diverso determ inism o.


