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ULTERIORI NOTIZIE SULL’ALLEVAMENTO E SULLA BIO-
LOGIA DEI BOTRILLI IN CONDIZIONI DI LABORATORIO (1)

Nuove ricerche su Botryllus schlosseri (PaLLas) Savigny hanno permesso
di migliorarne i metodi di allevamento e di studio. Inoltre sono stati raccolti
altri dati sulla biologia delle colonie in allevamento, che possono utilmente
integrare quelli gid pubblicati (SaBBaDIN, 1955 @) e illustrano le possibilita
di impiego dei Botrilli in ricerche di laboratorio.

METODI DI ALLEVAMENTO E DI STUDIO

Nel nostro laboratorio i Botrilli crescono attaccati sulla faccia inferiore
di lastrine di vetro di em 5x5 sostenute da supporti poggianti sul fondo di
capsule del diametro di 7-8 cm e dell’altezza di circa 2 cm. Le capsule, gene-
ralmente in numero di 8, sono immerse in acquarietti di vetro di 12 em di
altezza, riempiti per quasi 2/3 di acqua nella quantitdh costante di 6 litri.
L’acqua viene cambiata ogni settimana e mantenuta a saliniti costante. Cia-
scun acquarietto & fornito di un aereatore.

Culture in mezzo liquido di Chlamydomonas e di Nitzschia forniscono il
nutrimento, che viene somministrato giornalmente in ciascuna capsula con una
pipetta graduata.

Gli acquari sono tenuti in stanza termostatica, ad una temperatura abi-
tuale di 18-19°C.

I’allevamento pud essere iniziato partendo da piccole colonie o frammenti
di colonie prelevati in natura o, pit soddisfacentemente, partendo dalle larve
che le colonie emettono per lunghi periodi dell’anno. Le colonie che vivono
nella Laguna di Venezia, ad es., si riproducono sessualmente da Aprile a
Novembre, cioé per tutto il tempo durante il quale la temperatura media
dell’acqua si mantiene superiore a 10-11°C (SaBBADIN, 1955 b).

(1) Lavoro eseguito con un contributo del Centro Nazionale di Studi Talassografici
del CNR.

Limpianto di allevamento & stato costituito con un contributo della « New York
Zoological Society ».

Le stanze termostatiche sono dono della Fondazione Rockefeller,
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Le colonie, che possiedono larve sviluppate, portate in laboratorio ed
esposte alla luce le emettono generalmente dopo poche ore. Le larve possono
essere raccolte facilmente con una pipetta, soprattutto sulla parete pit illu-
minata del recipiente.

Le larve metamorfosano in poche ore, pilt rapidamente se si rinnova spesso
Pacqua. Il sistema di ampolle, che si sviluppa all'inizio della metamorfosi, le
fa aderire saldamente ad un qualsiasi substrato. Pertanto, all’inizio della meta-
morfosi, esse vengono trasportate sulle lastrine di vetro che servono all’alleva-
mento, orientate con un ago in modo che le ampolle siano a contatto della super-
ficie del vetro, e fissate ad essa con una leggera pressione. Dopo qualche ora
le lastrine possono essere capovolte e le capsule immerse negli acquari. Finita
la metamorfosi, si inizia la somministrazione di cibo.

In un qualsiasi lotto un certo numero di larve possono non metamorfo-
sare affatto e devono percid essere eliminate. Altre possono presentare disturbi
talora fatali della metamorfosi, come la mancata regressione della coda o una
scarsa efficienza del sistema di ampolle. Talvolta la larva da un oozooide nor-
male, la cui gemma peraltro presenta uno sviluppo anormale o0 comungue non
riesce a completare lo sviluppo. In qualche caso cio & dovuto ad un cattivo
orientamento dell’oozooide, che comprime la gemma contro la superficie d’ap-
poggio.

Le piccole colonie all’occorrenza possono venire trapiantate, staccandole
dal sostegno con una lama sottile e disponendole nella nuova sede con le ampolle
a diretto contatto del vetro.

La superficie di appoggio, che le colonie graduaimente invadono nel loro
accrescimento, deve essere tenuta accuratamente pulita per facilitare 'accre-
scimento stesso e mantenere la tunica ben trasparente ai fini delle osservazioni
da compiere.

Nelle adiacenze delle colonie e sulle stesse colonie prosperano frequente-
mente Flagellati e talora Idrozoi. I rifiuti delle colonie e vecchi frammenti di
tunica ospitano numerosi Ciliati e qualche volta larve di Copepodi, Nematodi,
Gastrotrichi ecc. Cid rende necessaria una frequente pulizia delle colonie e di
tutti i recipienti usati.

L’osservazione periodica delle colonie viene eseguita al microscopio da
dissezione nelle stesse capsule di allevamento. Le colonie sopportano bene
anche una illuminazione prolungata. L’ordinaria ispezione periodica, che per-
mette di rendersi conto dello stadio di sviluppo e delle condizioni della colonia,
viene eseguita dalla faccia ventrale con luce trasmessa. Si ricorre invece alla
luce riflessa per lo studio della distribuzione dei pigmenti sulla faccia dorsale
degli zooidi (Tav. I, Figg. 1-2).

Le colonie possono essere sottoposte alla anestesia ogni qualvolta cid &
richiesto: un anestetico efficace e innocuo, in uso nel nostro laboratorio, & la
novocaina, sciolta nell’acqua di mare nella concentrazione di 1.10—*. Le colo-
nie possono restare a lungo nella soluzione.
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SVILUPPO E CICLO VITALE DELLE COLONIE

L’oozooide, derivato dalla larva metamorfosata, & il fondatore della colo-
nia, che si forma per gemmazione. Ciascun individuo, nella sua piena maturita,
porta due generazioni successive di gemme (Tav. I, Fig. 3). La prima di esse
matura quando il genitore, terminato il suo ciclo vitale, regredisce e viene rias-
sorbito; contemporaneamente la seconda generazione gemma a sua volta. In
questo modo la colonia & costantemente costituita da tre generazioni di indivi-
dui, i cui stadi di sviluppo sono in stretta correlazione. Alla temperatura di
18-190C, ciascuna generazione ha un ciclo vitale della durata di circa 20 giorni,
e le generazioni si avvicendano in media ogni 7 giorni.

I stato dimostrato (WATTERsON, 1945; SaBBADIN, 1958) che il numero
di gemme prodotte da ciascun individuo e il numero di gemme che raggiungono
la maturitd funzionale variano fortemente non solo da colonia a colonia, ma
anche fra individui della stessa colonia da generazione a generazione e nell’am-

TaBeLrA 1. - RITMO DI ACCRESCIMENTO IN 18 COLONIE DERIVATE DA LARVE
DI DIFFERENTE PROVENIENZA. I INDICATO IL NUMERO DI INDIVIDUI
COMPONENTI LE VARIE COLONIE ALLA 5% 10* E 15* GENERAZIONE

BLASTOGENETICA.
No protocollo colonia 58 generazione 102 generazione 158 generazione

la 1 1 1

95 1 2 3

1b 2 3 4

34 a 1 2 4

101 1 1 5

159 2 6 9

74 b 2 8 9

34 b 2 4 12

31b 4 16 21

97 a 3 4 22

68 4 16 25

74 a 2 10 26

3la 7 22 27

97 b 3 12 28

90 3 11 28

45 5 16 35

100 20 56 90

65 10 33 97
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bito della stessa generazione, in dipendenza di fattori ambientali e di competi-
zione, Osservazioni in corso indicano che le colonie per autofecondazione danno
una discendenza meno vigorosa che per fecondazione incrociata, dotata di
minori poteri blastogenetici.

In conclusione, differenti colonie, a paritd di eta, pur se allevate nelle stesse
condizioni, possono presentare un numero assai diverso di individui. Di cid
e del ritmo di accrescimento delle colonie da una idea la Tab. I, in cui sono
considerate colonie derivate da larve di differente provenienza.

I blastozooidi della colonia sono raccolti in sistemi (Tav. I, Figg. 1-2).
Le gemme prodotte dagli individui di uno stesso sistema giunte alla maturita
funzionale tendono anch’esse ad ordinarsi in uno stesso sistema, che si
sostituisce a quello dei genitori quando essi scompaiono. Ma aumentando le
gemme di numero oltre un certo limite, giunte alla maturitd si separano in due
o pili sistemi. Questi possono comprendere un numero assai variabile di indi-
vidui (Fig. 1).

Man mano che aumenta la grandezza e il numero dei suoi sistemi, la colo-
nia si espande sulla superficie di attacco, aderendovi con nuovi ordini di
ampolle. I’area limitata del supporto pone un limite all’espansione della
colonia, anche se essa, raggiunti i bordi della lastrina di vetro, si pud riflettere
sulla superficie dorsale della stessa, invadendola a sua volta. In genere le colo-
nie allevate nelle condizioni descritte possono arrivare solo a qualche decina di
sistemi, mentre in natura possono arrivare a possederne qualche centinaio.
E tuttavia possibile, e spesso molto utile, tagliando la tunica comune, suddi-
videre la colonia in sistemi o gruppi di sistemi, che poi vengono staccati dal
supporto e trapiantati in altre capsule. L’emorragia che si produce non ha
gravi conseguenze. Questa operazione permette alla colonia di continuare il
suo accrescimento e inoltre permette una moltiplicazione dei cloni di individui.

Grazie al sistema di vasi della tunica, col quale ciascun individuo & in comu-
nicazione, la colonia rappresenta una unitd anche in senso fisiologico oltre che
strutturale e genetico. Basta in proposito osservare come tutti i sistemi della
colonia, anche quelli fra loro pit lontani, sono esattamente allo stesso stadio
di sviluppo. Se si interrompe la continuitd fra i sistemi, dopo qualche genera-
zione il loro sviluppo pud divenire pili o meno sfasato.

La colonia si frammenta spesso spontaneamente per il differente sviluppo
della tunica, con il suo sistema di vasi e ampolle, nelle varie direzioni; cid de-
termina infatti stiramenti e rotture di vasi, seguiti da sfaldamento della tunica
nel tratto interessato. Questa polarizzazione dello sviluppo, riconoscibile dal
fatto che il lato proliferante della tunica presenta ampolle ad epitelio molto
alto, colonnare, (Tav. I, Fig. 4) fa si che la colonia, anche rimanendo intera,
possa compiere notevoli migrazioni sul sostegno, spesso lasciandosi dietro tratti
di tunica consunta e ampolle usurate, ridotte a cumuli di pigmento. Cid &
particolarmente evidente ogniqualvolta, per condizioni ambientali sfavorevoli o
per particolari interventi sperimentali, la colonia attraversa lunghi periodi
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di sofferenza. In questi casi i prodotti della regressione di una generazione, che
la generazione successiva non riesce a utilizzare completamente, si stipano nei
vasi e nelle ampolle. Quando la colonia ritorna nelle condizioni normali, pre-
senta i descritti fenomeni di sviluppo polarizzato che le permettono di libe-
rarsi della vecchia tunica e dei vasi, che cadono in necrosi,

Questo ringiovanimento periodico delle colonie, che pud essere facilitato
rimuovendo i resti di tunica e trapiantando pezzi della colonia come detto
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Fig. 1. - Numero di individui per sistema in 780 sistemi esaminati. Sulle ordinate le fre-
quenze osservate,

sopra, sembra poter assicurare alle colonie allevate in laboratorio una poten-
ziale immortalitd. Colonie in allevamento da oltre un anno e mezzo, sono
per lo pilt andate incontro a spontanee frammentazioni e a migrazioni pin o
meno ampie sul supporto; periodicamente qualche loro sistema non & riuscito
a maturare le sue gemme e non ha percid lasciato discendenza, ma le colonie
nel loro insieme si mantengono tuttora in buone condizioni e in piena attivita
di riproduzione sessuale.

Opposto al fenomeno della spontanea frammentazione, & il fenomeno della
spontanea fusione di colonie che, nella loro espansione sul supporto, giungono
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in contatto. L’interesse di questo fenomeno, gia studiato in B. schlosseri da
Bancrorr (1903) e in B. primigenus da WATANABE (1953) e da Oxa e
WaraNaBE (1957), sta nel fatto che esso realizza una vera parabiosi fra le colo-
nie interessate, dato che si stabilisce una anastomosi fra i loro sistemi san-
guigni (Tav. I, Fig. 6). In questo modo le colonie fuse vanno a costituire una
unita fisiologica di ordine superiore: in breve tempo i loro stadi di sviluppo si
equiparano, anche se in partenza erano assai diversi. Se le colonie fuse non dif-
ferivano in partenza nel tipo di pigmentazione, col tempo esse non sono pit
distinguibili nella nuova colonia composta. Cio deve rendere cauti nell'impiego
di colonie prelevate in natura in certi tipi di ricerche, dato che potrebbe trat-
tarsi di miscugli di genotipi, anziché di singoli cloni.

RIPRODUZIONE SESSUALE

Secondo le piu recenti osservazioni (BERRILL, 1941 a, b), le cellule germi-
nali si segregano in gruppi dalle pareti della giovane gemma, prima e all’inizio
della sua organogenesi, e danno gonadi bilaterali che maturano in coincidenza
con il passaggio della gemma alla maturitd funzionale. Nelle prime generazioni
blastogenetiche non compaiono gonadi; poi per qualche generazione maturano
solo testicoli e finalmente gonadi ermafrodite (Tav. I, Fig. 5). Secondo BERRILL
questa sequenza di fatti corrisponde rispettivamente ad una mancata segre-
gazione di cellule germinali, a segregazione di sole cellule maschili e finalmente
a segregazione di cellule germinali dei due sessi. Bisogna peraltro tener presente
che spesso si osserva che, specialmente nel primo periodo di vita delle colonie,
le cellule germinali segregate all’inizio dello sviluppo della gemma vengono poi
riassorbite prima che la stessa maturi. Cid vale soprattutto per gli ovociti, che
per le maggiori esigenze di nutrimento tutti o in parte in alcune generazioni
non riescono a maturare e vengono riassorbiti nella gemma o nell’adulto a grado
variabile di accrescimento. In tal modo si osserva uno sfasamento non solo
fra la generazione che per prima matura testicoli e la generazione che per prima
matura anche gli ovari, ma anche fra le generazioni nelle quali compaiono per
la prima volta gonadi dell'uno e dell’altro sesso e le gemerazioni nelle quali
le stesse per la prima volta maturano. Cio & chiaramente osservabile per alcune
colonie nella Tab. II.

Anche in colonie in piena attivita riproduttiva si verifica talora che gli
ovociti non riescono a maturare e pertanto gli adulti presentano solo testicoli,
o comunque presentano un numero di uova quasi sempre inferiore a quello che
si pud osservare nelle gemme. Vi & in questi fatti, come gia nell'intensita
della blastogenesi, una forte variabilitd individuale fra le diverse colonie, messa
in evidenza dalla Tab. II.

Alla temperatura di 18-19°C, nelle condizioni di allevamento descritte,
le colonie dunque non entrano generalmente in piena attivitd riproduttiva
prima di due mesi d’etd, e spesso assai piu tardi. Tuttavia si & osservato che &
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TasernLA II. - RiTMo DI SVILUPPO DELLE GONADI IN 15 COLONIE ALLEVATE
IN LABORATORIO.

; e prima comparsa | .
Ne protocollo prima comparsa | prima maturaz. ovociti prima maturaz.
colonia gonadi testicoli i pearcHoiT. ovari

48 9a generaz. bl. | 108 generaz. bl. [ 108 generaz. bl, [ 102 generaz. bl

100 9a » » fa » » 9a » » | 10a » »

54 9a » » | 10a » » | 12a » » | 128 » »

65 9a » » | 108 » » | 108 » » | 148 » »

68 108 » ° » |1l4a » » | 108 » » | 178 » »

35 8a » » | 128 » » | 208 » » | 248 » »

61 12a » » | 13a » » | 13a » »

67 148 » » | 16a » » | 168 » »

19 14a » » | 142 » » 20a » »

79 Ta » » 9a » »

3 12a » » 14a » »

52 9a » » 14a » »

22 12a » » 152 » »

38 16a » » 172 » »

93 9a » » | 1la » »

possibile abbreviare questo tempo se le colonie, anziché riunite negli acquari
comuni, vengono singolarmente isolate in cristallizzatori con acqua cambiata
tutti i giorni. Reciprocamente & stato spesso osservato che colonie in piena
attivitd riproduttiva, tolte dall’isolamento e rimesse negli acquari, spesso ces-
sano di maturare gonadi: dapprima scompaiono le uova e, dopo qualche gene-
razione, anche i testicoli.

In colonie mantenute nelle migliori condizioni di allevamento, I'attivita
riproduttiva, una volta insorta, dura per un tempo praticamente illimitato:
alcune colonie che si erano riprodotte ininterrottamente per oltre 20 genera-
zioni, continuavano ancora a maturare testicoli e ovari quando sono state tolte
dall’isolamento. Testicoli e ovari infatti si riformano ex novo in ciascuna gene-
razione, prodotti nelle gemme, le cui capacitd morfogenetiche non sembrano
variare con il passare delle generazioni. Non & tuttavia da escludere che le mag-
giori esigenze di nutrimento degli individui impegnati nella maturazione delle
gonadi possa ripercuotersi negativamente sulla quantitd di nutrimento che essi
possono mettere a disposizione delle loro gemme, e quindi sulle capacitd di
queste di maturare a loro volta le gonadi. In effetti, quando si ispeziona una
colonia in riproduzione, si osserva generalmente che non tutti i sistemi o non
tutti gli individui presentano gonadi. E dunque verosimile che periodi di atti-
vitd e periodi di riposo sessuale decorrano contemporaneamente nella colonia
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in sistemi e individui differenti di una data generazione e che essi si alternino
nelle varie generazioni.

La discendenza che una colonia di in ciascuna generazione blastogenetica
& naturalmente pitt 0 meno numerosa a seconda del numero di individui da cui
& costituita e dal numero di essi che sono in fase di attivitd riproduttiva e
dal numero di uova che essi portano. Per le colonie maggiori essa pud essere
costituita da molte decine di larve per ciascuna generazione.

1l lungo ciclo vitale delle colonie e la lunga durata dei periodi di ripro-
duzione consentono e suggeriscono di procedere ad una selezione genetica di
colonie che costituiscono uno stock di riproduttori, usabile ogniqualvolta si
richieda una discendenza con determinati caratteri. Tale selezione & stata ese-
guita nel nostro laboratorio per aluni caratteri della pigmentazione a compor-
tamento mendeliano semplice (SABBADIN, 1959 b).

La colonie appartenenti allo stock dei riproduttori, al momento desiderato
vengono isolate in cristallizzatori con circa un litro d’acqua cambiata giornal-
mente; in tal modo si accelera il loro ritorno alla fase riproduttiva se erano in
fase di riposo. Il ciclo di sviluppo delle gonadi puo essere agevolmente seguito
al microscopio da dissezione in ispezioni periodiche. Quando le colonie sono
in grado di maturare le gonadi, si pud procedere negli stessi cristallizzatori al
tipo di incrocio desiderato.

Come si & detto, le gonadi maturano pressapoco in corrispondenza del pas-
saggio delle gemme alla maturita funzionale ciod dell’apertura dei sifoni. Allora
diviene possibile I'emissione degli spermi e le uova mature, lungo I'ovidotto,
raggiungono la cavita atriale, ove si annidano in tasche incubatrici, vengono
fecondate e si sviluppano. Le due colonie da incrociare possono percio essere
messe assieme quando nella colonia cui appartengono le uova da fecondare
la generazione adulta inizia la sua regressione, preannunciando cosi la prossima,
maturazione della generazione successiva che deve essere fecondata. Se le due
colonie sono allo stesso stadio di sviluppo, si avra il doppio incrocio.

Lo sviluppo embrionale si completa verso la fine del ciclo vitale degli zooidi:
alla temperatura di 18-19°C esso ha una durata di circa 5 giorni. Volendo
raccogliere separatamente la discendenza delle due colonie, queste verranno
isolate in recipienti diversi dopo essere state unite, ad es., per tre giorni.

11 giorno in cui verranno emesse le larve & esattamente prevedibile in base
allo stadio di sviluppo delle colonie. Esse vengono raccolte e messe in alleva-
mento secondo il metodo gia descritto. Le larve, che sono ben visibili per tra-
sparenza nel corpo materno, possono essere liberate per lacerazione con un
ago, qualora il genitore inizi la regressione senza averle espulse. Larve non
emesse, dopo la regressione del genitore restano imprigionate nella tunica e
vanno perdute.

Particolari condizioni di sofferenza, cui per cause accidentali e impreve-
dibili le colonie vanno talora soggette, determinano un anticipo nella regres-
sione degli zooidi che percid danno larve a sviluppo non completo. Hsse, a
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partire pressapoco dallo stadio di bottone codale, sono in grado di maturare
anche fuori del corpo del genitore.

Recenti osservazioni (SaBBaDIN, 1959 a), hanno dimostrato che in questa
specie & possibile 'autofecondazione, in grado di portare ad una discendenza
almeno in parte normale. Questa sembra tuttavia incidere in maniera trascu-
rabile, e comunque controllabile mediante geni marcatori, sulla discendenza

complessiva di colonie poste in condizioni di incrociarsi (SABBADIN, 1959 b).

CoNCLUSIONT

Botryllus schlosseri pud essere mantenuto in laboratorio con notevole faci-
lith, e una soddisfacente tecnica di allevamento & stata messa a punto. Il suo
impiego in ricerche di laboratorio si raccomanda anche per alcuni aspetti parti-
colari della sua biologia:

1) per via asessuata si formano grosse colonie, cloni comprendenti un
gran numero di individui, i quali possono inoltre essere moltiplicati per succes-
sive frammentazioni e trapianti;

2) le colonie, il cui sviluppo pud essere facilmente seguito al microscopio
da dissezione, sono dotate di estesi poteri regolativi che permettono loro di
sopportare anche forti variazioni ambientali;

3) fenomeni di ringiovanimento periodico, spontaneo e provocabile spe-
rimentalmente, consentono alle colonie di mantenersi in condizioni di piena
vitalith per un tempo assai lungo, durante il quale si succedono a brevi inter-
valli numerose generazioni di blastozooidi;

4) le colonie si riproducono bene in laboratorio. Gonadi ermafrodite
maturano nei blastozooidi della colonia quando questa ha raggiunto certe
dimensioni e una certa etd, a partire da una data generazione blastogenetica.
L’attivitd sessuale perdura poi per molte generazioni, la cui rapida successione
consente alle colonie anche di modeste dimensioni di dare in breve tempo una
discendenza numerosa;

5) il lungo ciclo vitale delle colonie e la lunga durata dei periodi ripro-
duttivi consentono di costituire in laboratorio uno stock di riproduttori che
possono essere selezionati geneticamente e usati al momento voluto per i tipi
di incrocio desiderati.
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SUMMARY

FURTHER INVESTIGATIONS ON THE CULTURING AND THE BIOLOGY OF
BOTRYLLUS UNDER LABORATORY CONDITIONS

In the present paper new data are reported on the development and the sexual
activity of the colenies of Botryllus schlosseri (Pallas) Savigny under laboratory conditions,
An account of the culture methods is also given.

Special reference has been made to the numerical growth of the colonies and the
numerical composition of the systems, to the gonadal development and the sexual repro-
duction throughout the life of the colonies.

Description is given of the periodic rejuvenescence of the colonies, brought about
by a polarized proliferation of the common test and its vessels followed by a partial
degeneration of old ampullae, old vessels and test, which endowes the colonies with a sort
of potential immortality.

This phenomenon, like other aspects of the biology of Botryllus, e.g. the large
number of animals in the colonies, the rapid succession of the blastogenic generations,
the long periods of sexual activity, make the colonies of Botryllus a suitable material for
experimental research.
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