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La sistematica del genere Coris (Juhs di Cuwvier), ordine Perciformi,
gottordine Labroidei, famiglia Labridi, & stata oggetto, da tempo, di
discussioni in merito alle due specie mediterranee Coris julis (L.) e Coris
giofredi (Risso), che vari Autori, oggi, ritengono potersi considerare una
unica specie.

E stato Linneo, per primo, a descrivere nel 1766 il Labrus julis,
che gia nel 1758 aveva classificato col nome di Coris julis. In seguito
il Risso (1810), per determinati caratteri morfologici, ritenne di do-.
vere distinguere dal Coris julis un’altra specie, che denomino Coris
giofreds.

Altri Autori mantennero la distinzione fra le due specie. Il CANE-
STRINI (1872) descrisse forme di passaggio tra le due specie in questione,
tuttavia, le considero distinte. Dello stesso parere furono MOREAU (1881),
RAFFAELE (1888), GOURRET (1893) e Lo Bianco (1909) in base al rinve-
nimento di maschi e femmine appartenenti alle due specie; anche SARATO
(1890) segnald di avere trovato esemplari maschi di Coris giofreds.

Altri ittiologi, tra cui STEINDACHNER (1868), ritennero, invece, si
trattasse di una sola specie, e che Coris julis fosse il maschio e Coris
giofredi la femmina. A tale conclusione sono pervenuti : GUNTHER (1880),
che pur in un primo tempo (1862) era stato sostenitore della differenza
fra le due specie; DAY (1880), JORDAN (1891), SmITT (1893), HoLT (1898).
Anche TORTONESE e TROTTI (1949) sostennero che Coris julis e Coris
giofredi si dovessero ritenere sinonimi di una stessa specie.

Secondo BAccr e RAzzZAUTI (1957) Coris julis e Coris giofredi sono
da ritenersi maschio e femmina di una stessa specie, da chiamarsi « Coris
julis », che presenta due livree diverse indipendenti dalle fasi sessuali;
si tratterebbe di una specie ermafrodita proteroginica, con lunghe fasi
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puramente femminili e maschili, rientrante nella categoria dei falsi
gonocoristi.

Anche REINBOTH (1957) & d’accordo sulla inversione sessuale ed &
contrario alla dualitad delle specie.

Al riguardo si rileva, ancora, che RAFFAELE (l.c.), Fagr (1918) e
SPARTA (1933, 1956) descrissero le uova, lo sviluppo embrionale e post
embrionale, osservando che positive ripetute fecondazioni artificiali incro-
ciate conducono sempre alla schiusa delle larve, aventi lievi differenze,
sia per la durata della incubazione in laboratorio, sia per qualche parti-
colare morfologico. Nelle uova e nelle larve non si notano, pero, sostan-
ziali caratteri atti a dare precisi elementi diagnostici che inducano a
ritenere distinte le due specie (SPARTA 1956).

Questi Labridi, intesi volgarmente Donzelle, Girelle, Pesci di re ecc.,
sono molto diffusi nel Mediterraneo; qui a Messina vengono denominati
dai pescatori rispettivamente « viriola masculina e viriola fimminedda »,
mentre un altro Labride, il Thalassoma pavo (Julis di Bleeker), viene
denominato « zinghira ».

Le specie del genere Coris presentano corpo oblungo, lateralmente
compresso, provvisto di piccole squame che variano di numero e gran-
dezza; sono Teleostei dagli splendidi colori, le cui tonalitdh variano in
rapporto allo sviluppo, all’habitat, al sesso ed alla maturita sessuale.
Vivono a medie profondita ove vegetano abbondanti le alghe, si nutrono
in parte di queste, nonché di piccoli crostacei e molluschi. Le dimensioni
oscillano entro limiti piuttosto ristretti, la maturitd sessuale si ha in
primavera-estate.

I caratteri che hanno indotto i vari Autori citati a ritenere differente
Coris julis da Coris giofreds si riferiscono, soprattutto, alla pigmentazione
che, nei diversi periodi di vita dei Labridi, ed in particolare nel genere
Coris, subisce variazioni abbastanza evidenti.

Coris julis si differenzierebbe a prima vista da Coris giofredi per
caratteri pigmentari pili accentuati, e cioé per la presenza di una macchia
azzurra sui primi raggi della dorsale e di un’estesa macchia nera ai lati
del corpo.

Come si rileva dalla letteratura, sin qui passata in rassegna, gli studi,
ginora compiuti, sono stati limitati ad osservazioni sulle uova, sviluppo
embrionale e postembrionale, sulle differenze biometriche, sulle gonadi,
sulle livree. Secondo Sparta molto utili, ai fini diseriminativi, sarebbero
ulteriori indagini da condurre su organi ciatiformi, scheletro, otoliti
squame ecc., gia in corso in questo Istituto Talassografico.

Non sono state ancora indagate le caratteristiche antigene del genere
Coris, studio che costituisce lo scopo del presente lavoro, nel quale sono
paragonati sierologicamente gli antigeni estratti dalle masse muscolari
di Coris julis e Coris giofredi.

Ai fini del controllo della sensibilitd del metodo, gli antigeni sono stati
paragonati anche con la specie del genere Thalassoma, Thalassoma pavo (L.).
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Materiali e metodo

Stante la difficolta di ottenere nei Labridi in studio congrue quantiti
di sangue per puntura cardiaca, le prove sierologiche sono state con-
dotte su antigeni estratti dalle masse muscolari (1).

PREPARAZIONE DELLA POLVERE DI MUSCOLO. — Esemplari di Coris
julis (L.), Coris giofredi (Risso) e Thalassoma pavo (L.) furono tenuti a
stabulare per otto giorni in acquari con acqua di mare. I pesei furono,
quindi, ucecisi e privati sia di quegli organi (cervello, occhi, squame, ecc.)
i cui antigeni organo-specifici avrebbero potuto interferire nelle prove di
immunodiffusione, sia di quegli organi interni (come il tratto digerente)
contenenti antigeni nettamente eterologhi, inerenti ai microorganismi
della flora intestinale. Le masse muscolari vennero omogeneizzate steril-
mente in apparecchio Politron 20 OD e sottoposte a eriolisi. Infine il
materiale fu estratto a freddo ( — 10 °C) tre volte con migcela di Bloor
(etere solforico -+ alcool assoluto 3 : 1), al fine di allontanare i lipidi (2).

PREPARAZIONE DEI SIERI IMMUNI. — Il muscolo dei peseci, essiccato
e polverizzato come descritto, veniva sospeso in goluzione fisiologica in
ragione di mg 100 per ml.

La sospensione era mescolata con parti eguali di adiuvante di Freund
completo ed inoculata, in ragione di ml 1 di emulsione, nella zona nucale,
per via sottocutanea, in conigli maschi del peso di kg due. Dopo una setti-
mana veniva praticata una seconda iniezione con adiuvante, e la immu-

(1) A questo riguardo vogliamo ricordare le ricerche condotte da STALLCUP (1954)
con antigeni estratti dai muscoli per prove quantitative di precipitazione, sulla scorta
delle misurazioni della torbidita. Le ricerche di questo Autore, fatte su volatili appar-
tenenti alla famiglia Fringillidae, condussero alla valutazione di differenze sierologiche
che hanno avuto valide applicazioni ai fini tassonomici ed hanno dimostrato che la
classificazione in base ai caratteri sierologici concordava con quella effettuata in base
a criteri anatomo-morfologici. Lo stesso Autore (1961) ottenne risultati confortevoli
nella comparazione sierologica di alcune famiglie del sottordine dei Passeri.

JoHNSON e LEONE (1955) e LEoNE e WIENS (1956), in alcuni casi, hanno utilizzato
come antigene, in reazioni di precipitazione, estratti dal cuore o dalle masse muscolari,
o di pollo o di mammiferi.

(2) I lipidi sono stati allontanati espressamente perché, se iniettati assieme al
materiale proteico muscolare, comportandosi come apteni, avrebbero potuto contri-
buire alla produzione di anticorpi non certamente specifici. Infatti & noto che in tutto
il mondo organico vivente sono contenuti i cosidetti antigeni lipidici ubiquitari.

In ricerche condotte da PErNICE (1958) allo scopo di verificare mediante la rea-
zione di fissazione del complemento, servendosi come materiale antigene delle masse
muscolari, la identita sierologica o meno tra Coris julis e Coris giofredi, non vennero
ottenuti risultati sufficientemente probativi a causa della considerevole minore produ-
zione di anticorpi ottenuta con Coris julis, nella immunizzazione dei conigli (effettuata.
senza ’adiuvante di Freund) rispetto agli animali trattati con Coris giofredi. In questi,
infatti, il tasso degli anticorpi era risultato circa il decuplo di quello ottenuto con
Coris julis.
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nizzazione veniva protratta con due iniezioni settimanali di ml 1 di
sospensione muscolare in soluzione figiologica, senza adiuvante. Periodi-
camente gi effettuavano dei salassi per saggiare lattivita dei sieri alle
prove di immunodiffusione. In caso di esito soddisfacente si procedeva
al salasso totale dell’animale, in caso contrario si continuava il tratta-
mento immunizzante, sempre senza adiuvante. In genere per una buona
immunizzazione fu sufficiente un periodo di 12 settimane con Coris gio-
fredi e Thalassoma pavo, mentre periodi leggermente maggiori furono
necessari per ottenere sieri attivi dagli animali trattati con Coris julis.

ESTRAZIONE DEGLI ANTIGENI DALLA POLVERE DI MUSCOLO. — Onde
potere disporre del maggior numero di antigeni si & creduto opportuno
procedere alla estrazione frazionata delle proteine muscolari, ciod quelle
del sarcoplasma separatamente da quelle delle miofribille; allo scopo si
& seguito quanto suggerito da Helander (1957), apportando al metodo
alcune lievi modifiche. La polvere di muscolo veniva estratta due volte
con tampone fosfatico (mono e di-potassico), a pH 7,3 e 0,03 M, in ragione
di ml 10 di tampone per grammo di muscolo secco. Effettuata la sepa-
razione mediante centrifugazione, i surnatanti venivano riuniti in pool
(frazione A) e sul sedimento venivano eseguite altre tre estrazioni con
ml 10 per volta di tampone fosfatico a pH 7,4 e 0,1 M, addizionato
di KJ 1,1 M; dopo centrifugazione le tre aliquote venivano riunite in
pool (frazione B). Tutte le estrazioni erano effettuate per tre ore a
temperatura ambiente. Il residuo della seconda estrazione era ulterior-
mente estratto per 12 ore a 37°C con tampone al Veronal secondo Mi-
chaelis a pH 8,4 e 0,01 M (frazione O).

Sulle tre frazioni 4, B e (' & stato determinato il contenuto in
azoto con il micro-Kjeldahl. Come si pud rilevare dall’esame della tabella I,
la maggiore quantitd di azoto si trova nella frazione A, in cui & oscil-
lante tra il 41,56 e il 53,70 %, a seconda della specie di Labride. Le fra-
zioni B e C contengono rispettivamente delle quantita di azoto comprese
tra il 25,60 ed il 29,62 9, e tra il 10,98 ed il 24,70 9. La perdita,
rispetto all’azoto totale della polvere di muscolo, oscilla tra il 5,13 ed
il 9,64 %, a seconda del Labride preso in considerazione.

TaBELLA I

Coris julis Coris giofredi Thalassoma pavo

N mg/g % N mg/g % N me/g %

Sostanza muscolare secca . 96,5 —_ 93,6 — 90,0 —_
Frazione 4 . . . . . . . 40,11 41,56 39,18 41,86 48,33 53,70
Frazione B . . . . . . . 26,74 27,71 23,97 25,60 26,66 29,62
Frazione C . . . . . . . 23,83 24,70 20,81 22,23 9,88 10,98
Perdita sul secco . . . . 5,82 6,03 9,64 10,29 5,13 5,70
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ALLESTIMENTO DELLE PROVE DI IMMUNODIFFUSIONE. — Le prove
di immunodiffusione sono state eseguite secondo la tecnica del micro-
metodo di WADSWORTH (1962). In alternativa é stato adoperato il macro-
metodo di OUCHTERLONY (1962).

Le varie frazioni antigene ottenute per estrazione della polvere di
muscolo venivano saggiate sia con i sieri omologhi che con sieri ottenuti
da conigli immunizzati con polvere di muscolo proveniente da altro

Labride.

RISULTATI

Le prove di immunodiffusione, allestite fra le frazioni antigene A4, B
e O estratte da Coris julis, Coris giofredi e Thalassoma pavo ed i relativi

gieri immuni, hanno dato
luogo ad un numero va-
riabile di strie di preci-
pitazione, cinque con Co-
ris julis e Coris giofredi
e sei con Thalassoma pavo.
Le reazioni crociate tra
Coris julis e Coris giofredi
hanno mostrato identita
antigene dei due estrat-
ti. Archi di precipitazio-
ne assolutamente identici
con totale fusione delle
linee stesse sono stati os-
gervati sia per le frazio-
ni 4 (figg. 1 e 2) che B
(fig. 3) e U (fig. 4) tanto con
gieri immuni anti-Coris ju-
lis che anti-Coris giofreds.

Le prove crociate al-
lestite tra le frazioni an-
tigene A di Coris julis,
Coris giofredi e Thalasso-
ma pavo mostrano che
tra quest’ultimo e I’egtrat-
to antigene relativo (omo-
logo) si forma un netto
arco di precipitazione ri-
feribile ad un antigene
assente sia in Coris julis
che in Coris giofredi; tutti
gli archi di precipitazione
sono in comune con quelli
ottenuti con le frazioni 4

F16. 1. — Nei pozzetti superiori: a sinistra frazione antigene 4 di
Coris giofredi, a destra frazione antigene 4 di Coris julis; nel pozzetto
inferiore siero anti-Coris julis. (macrometodo sec. Ouchterlony).

Fia. 2, — Nei pozzetti superiori: a sinistra frazione antigene 4 di
Coris giofredi, a destra frazione antigene 4 di Coris julis, nel pozzetto
inferiore siero anti-Coris giofredi. (macrometodo sec. Ouchterlony).




— 188 —

F16. 3. — Nei pozzetti superiori: a sinistra fra- F16. 4. — Nei pozzetti superiori: a sinistra fra-

zione antigene B di Coris julis, a destra frazione zione antigene C di Coris julis, a destra frazione

antigene B di Coris giofredi ; nel pozzetto infe- antigene C di Coris giofredi ; nel pozzetto infe-

riore siero anti-Coris giofredi. (micrometodo di riore siero anti-Coris julis. (micrometodo di
Wadsworth) Wadsworth).

delle altre due specie (figura 5). L’identita degli antigeni delle masse mu-
scolari di Coris julis e Coris giofredi & stata confermata anche mediante
immunoelettroforesi comparativa eseguita secondo la tecnica di 'WADs-
WORTH ed HANSON (1960), nonché mediante prove di assorbimento
crociato effettuate trattando il siero anti-julis con antigene « gio-
fredi » e rispettivamente siero anti-giofredi con antigene «julis». In
entrambi i casi ’assorbimento degli anticorpi ¢ stato totale in quanto
prove successive tra i sieri assorbiti ed i relativi antigeni non hanno dato
luogo alla formazione di alcun precipitato.

F16. 5. — Nei pozzetti superiori: a sinistra frazione antigene 4 di Coris gusredi,

al centro frazione antigene 4 di Thalassoma pavo, a destra frazione antigene 4

di Coris julis¢ nei pozzetti inferiori siero anti-Thalassoma pavo. (macrometodo
di Ouchterlony).

La presenza di un antigene in Thalassoma pavo non reperibile in
Coris julis né in Coris giofredi & stata anch’essa confermata immunoelettro-
foreticamente. Inoltre, il siero anti-Thalassoma pavo assorbito con anti-




— 189 —

geni di Coris julis e Coris giofredi si presenta sempre un anticorpo residuo
che da luogo ad un arco di precipitazione allorché tale siero viene sag-
giato contro 1’antigene omologo; 1o stesso siero non da alcuna stria contro
antigeni di Coris julis e Coris giofredi.

Discussione e conclusioni

Base per la classificazione degli esseri viventi ¢ la identificazione dei
caratteri genetici e filogenetici intercorrenti fra due o piu individui che
permettono di considerarli simili. Ai metodi anatomorfologici, largamente
impiegati per questa classificazione naturale, si sono da tempo affiancati
i metodi sierologici, che consentono di appurare eventuali similitudini
tra quei componenti essenziali dell’organismo vivente, soprattutto pro-
teine, dotate di potere antigene. Le proteine, in particolare, sono notevol-
mente utili ai fini della classificazione poiché ciascuna specie animale o
vegetale possiede delle proteine specifiche, differenti da quelle presenti
in specie anche strettamente correlate (WALD 1952). Fanno eccezione a
questa regola gli antigeni di organo, che possono essere comuni a specie
differenti, soprattutto se appartenenti allo stesso genere o alla stessa
famiglia.

Il maggior ostacolo nell’applicazione di alcuni metodi sierologici
(della precipitazione in provetta in particolare) ¢ rappresentato dalla
difficoltd di poter discernere il grado di reattivita crociata tra estratti
antigeni provenienti da animali molto vicini nella scala zoologica. Un
notevole vantaggio al fine del superamento della difficoltd suddetta puo
presentare I'uso delle reazioni di precipitazione in gel anziché in provetta.
Tale tecnica consente di evidenziare tra un estratto antigene ed il relativo
antisiero un numero di archi di precipitazione pari al numero di antigeni
contenuti nell’estratto stesso. Nelle prove comparative, archi di precipi-
tazione prodotti da antigeni uguali tenderanno a fondersi, mentre quelli
derivanti da antigeni diversi si incroceranno vicendevolmente.

Nel nostro caso ¢ evidente che la totale fusione degli archi di preci-
pitazione che si verifica con gli antigeni di Coris julis e Coris giofredi,
saggiati sia con sieri immuni per Coris julis che per Coris giofredi,
parla a favore di una reale identitdh degli antigeni costituenti queste
due forme.

Le prove di paragone allestite con gli antigeni muscolari di Thalas-
soma pavo, specie molto vicina a Coris julis e Coris giofredi, immunologi-
camente parlano per una netta diversita delle due specie, in quanto in
Thalassoma pavo esiste un antigene assolutamente assente nei due Coris.

Ci si sarebbe aspettato un rovescio della medaglia nel senso cioé che
Coris julis e Coris giofredi mostrassero un antigene proprio, specifico
della specie, non presente in Thalassoma pavo. I mezzi sin qui messi in
atto nel dispositivo sperimentale non hanno consentito mettere in evi-
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denza questo ipotetico antigene di specie, ma nulla vieta di ammettere
che in effetti il fenomeno possa essere in questi termini. TUn eventuale
antigene di specie potrebbe anche essere effettivamente presente, ma in
quantitd talmente esigua che il metodo adottato non ne abbia reso pos-
sibile evidenziazione. Per ora, in base alle ricerche fin qui condotte con
le metodiche adoperate, immunodiffusione ed immunoelettroforesi, si puo
affermare che le masse muscolari di Coris julis e Coris giofredi presentano
identitd di struttura antigene fra di loro.

Pur con le riserve legate al fatto gia rilevato della sensibile differenza.
dei titoli anticorpali ottenuti nei sieri di conigli immunizzati con gli anti-
geni muscolari rispettivamente di Coris julis e Coris giofredi, vogliamo qui
rendere noto che le prove eseguite da PERNICE (1958) mediante reazione
di fissazione del complemento, allestite con diluizioni a scacchiera dei
sieri e degli antigeni, non avevano messo in evidenza differenze tra i due
antigeni.

Gli estratti muscolari di Thalassoma pavo, mostrano rispetto a quelli
di Coris julis e Coris giofredi un antigene nuovo che & senz’altro un anti-
gene da riferire presumibilmente alla selezione filogenetica. I cinque
antigeni estratti dalle masse muscolari posseduti in comune dai due
Coris e da Thalassoma pavo sarebbero da riferire ad antigeni con specifi-
cith di organo, legati cioé a componenti proteici muscolari.

RIASSUNTO

B stata condotta una indagine sierologica a scopo sistematico per
verificare la unicita o meno delle due specie appartenenti al genere Coris
(Coris julis e Coris giofredi). B stata adoperata la precipitazione su gel
di agar usando antigeni proteici estratti dalle masse muscolari. Le prove
effettuate non hanno mostrato differenze che possono consentire di affer-
mare che trattasi di due specie diverse.

RESUME

Recherche sérologique entreprise dans le but de vérifier, du point
de vue systématique, l'unicité ou non de deux espéces du genre Coris
(Coris julis et C. giorreds). On s’est servi de la précipitation sur gel d’agar
en utilisant les antigénes protéiques extraits des masses musculaires.
Les preuves effectuées n’ont pas signalé de différences permettant d’affir-
mer qu’il s’agit de deux espeéces différentes.

SUMMARY

Serological studies, consisting in a gel-diffusion test, were carried
out to ascertain the eventual identidy of two species belonging to the
genus Coris (Coris julis and Coris giofredi). Protein antigens were
extracted from the muscle. The test did not bring out any difference
which would justify to consider them as two different species.
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