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Genetica. — Polimorfismi enzimatici ed affinits tassonomiche in
Tisbe (Copepoda, Harpacticoida). Nota di PaoLo Maria BisorL ®,
presentata  dal Corrisp. B. BarracLia.

SUMMARY. — Twenty—four populations of several species of the genus Z%sée (Copepoda,
Harpacticoida) have been assayed for fourteen enzyme-systems by electrophoresis.

The affinity index, calculated as the ratio between the mean number of concordant bands
(same mobility) and the number of bands found in the reference sample (pattern with the
highest number of bands), increases with the degree of taxonomical affinity.

Evolutionary implications are discussed.

Secondo la definizione di Dobzhansky [13], la specie pud essere consi-
derata come «la popolazione pili comprensiva, nel tempo e nello spazio, che
rappresenti una comunitd riproduttiva distinta ». Ne consegue che, al fine di
valutare la struttura genetica di questa comunita, e quindi le affinitd tra specie
diverse, ¢ estremamente importante riuscire a evidenziare il « pool genico »
che gli individui appartenenti a una stessa specie hanno in comune. L’esame
di soli caratteri morfologici pud essere, in prima approssimazione, un metodo
per caratterizzare le specie, ma esso si rivela insufficiente qualora esista una
cospicua variabilitd intraspecifica ovvero non esistano evidenti differenze
morfologiche fra individui non appartenenti alla stessa specie (sibling species).

In questi casi solo la verifica di barriere riproduttive potrebbe dare una
risposta risolutiva. D’altra parte tale prova, non sempre possibile, porta alla
constatazione dell’esistenza di differenti genomi senza fornire alcun dato sul-
Pampiezza e sul tipo di queste differenze.

La tecnica dell’elettroforesi ha consentito di superare alcune di queste
difficolta: sulla base dei diversi assetti enzimatici & stato possibile valutare una
nuova ed ampia frazione del «pool genico» (Manwell ez a/., 1967 [18]; Hubby
et al., 1968 [16]; Gooch e Schopf, 1970 [15]; Ayala et al., 1970 [2]; Kerambrun,
1970 [17]; Schopf ez al., 1973 [20]) al punto da utilizzare questi nuovi carat-
teri biochimici in luogo dei criteri classici per distinguere le specie (Ayala,
1973) [1]-

La validita di questi risultati ci ha portato ad affrontare da un punto di
vista biochimico la tassonomia del genere 7%sbe. Numerose ricerche precedenti
avevano infatti evidenziato una serie di problemi concernenti i rapporti filo-
genetici e le modalitd di speciazione nel genere. In particolare sono state
descritte numerose specie gemelle, riconosciute mediante incroci, e sono state
riscontrate barriere riproduttive fra razze geografiche della stessa specie tali

(*) Ricerca svolta nell’ambito dell’attivita dell’Istituto di Biologia del Mare, C.N.R,,
Venezia (incarico di ricerca n. Dp. 302.2847/272075).
(**) Nella seduta del 13 marzo.
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da far pensare ad una speciazione in fieri (Volkmann, 1971 [22]; Battaglia
et al., 1969 [6]; [7]; Volkmann e al., 1975 [24]; Battaglia ez al., 1973 [8]).

Un primo approccio, limitato a due soli sistemi (Esterasi e proteine totali,
Battaglia e Bisol, 1975 [9]) aveva permesso di verificare una affinitd biochi-
mica decrescente dai genotipi alle razze alle specie.

Questa Nota rappresenta un’estensione e un approfondimento di tale
ricerca, e riporta i dati relativi a nove specie di 77sée analizzate elettroforeti-
camente per diversi sistemi enzimatici. '

Pill precisamente si sono analizzate 24 diverse popolazioni delle seguenti spec1e (fra
parentesi vengono riportate le localitd di raccolta):

1) Tisbe clodiensis (Venezia, Ponza, Arcachon, Roscoff, Beaufort);

2) T. dobzhanskyi (Anzio, Tunisi);

3) T. marmorata (Venezia, Pesaro, Anzio);

4) T. reticulata (Venezia, Roscoff);

5) T. aragoi (Banyuls);

6) T. holothuriae (Venezia, Gargano, Sigean, Banyuls, Plymouth, Costa scandinava,
Cape Cod);

7) T. furcata (Venezia, Cape Cod);

8) T. reluctans (Venezia);

9) T. biminiensis (Bimini).

Queste popolazioni sono presenti nel nostro laboratorio gia da tempo, allevate secondo
il metodo descritto da Battaglia (1970) [5].

-~ Preparazione dei campioni: i metodi di raccolta, lavaggio, omogenizzazione sono
quelli descritti da Bisol e Battaglia (1973 [11]). Ogni campione, date le esigue dimensioni degli
animali, era costituito da 200 femmine adulte. Come estraente si adoperavano o,1 ml per
campione di fenossietanolo al 2%, in acqua pil saccarosio (10%) ovvero 0,1 ml di Tris~-HCI
0,01 M pH 8,5 piu saccarosio: in entrambi i casi veniva aggiunta qualche goccia di blu di
bromofenolo (2%, in acqua) quale indicatore del fronte di migrazione.

Per ogni analisi elettroforetica si prelevavano o,01'ml di supernatante.

— Modalita dz elettroforesi: elettroforesi su piastra verticale su gel di poliacrilamide
al 6,59 in tampone elettrodi con 4%, di N,N’~Metilenebisacrilamide Serva. Le corse venivano
effettuate in stanza termostatica a +4°C a voltaggio costante: 100V per 15°, 200V fino
all’uscita del blu di bromofenolo dalla piastra.

— Tamponi gel ed elettrodi: tampone A: Tris-EDTA-acido borico, pH ¢; tampone B:
Tris-acido borico, pH 8,5; tampone C: Tris—acido citrico, pH 8,65.

— Colorazioni: i metodi di colorazione seguiti sono quelli descritti da Shaw e Prasad
(1970) [21] e da Ayala e#. al. (1972) [4], con alcune sostanziali modifiche.

Aminopeptidasi (Ap): tampone B; colorante: Tris~HCl 0,05 M, pH 8,5; 25 ml; MnCl,
30 mg, L-aminoacido ossidasi Sigma 5mg, glicil-L-leucina 20 mg; o—dianisidina 5 mg;
perossidasi Sigma 10 mg, agar agar 29, in acqua 2§ ml.

Esterasi (Est): tampone A; colorante: tampone fosfato 0,1 M, pH 6,5; .100 ml;

a—naftilacetato (sc1olto in acetone) 1 ml, B-naftilacetato (sciolto in acetone) 1 ml, Fast Blue
BB 60 mg.

Fosfatasi atida (Acph): tampone B; colorante: tampone acetato 0,05 M, pH 5; 100 ml;
polivininlpirrolidone (PVP) 250 mg, Na o-naftilacidofosfato 5 mg, Na B-naftilacidofosfato
5 mg, Fast Blue BB 50 mg. Prima della colorazione le piastre venivano messe per 1 ora in
tampone acetato 0,05 M, pH 4,5.
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Fosfatasi alcalina (Aph): tampone B: colorante: Tris—HCl o,05M, pH 9, 100 ml;
PVP 250mg, Nax-naftilacidofosfato 5 mg, NaB-naftilacidofosfato 5mg, MgCl, 30 mg,
MnCl, 30 mg, NaCl 1 gr, Fast Blue BB 50 mg.

Gliceraldeide-3—fosfatodeidrogenasi (G-3—pdh): tampone C, colorante: Tris—HCI 0,05 M,
pH 7,5; 100 ml; Nag-D—fruttosio-1,6-difosfato 300 mg, aldolasi Sigma 50 unitd, B-NAD
20 mg, NBT 10mg, PMS 3 mg, Na,HAsO, 100 mg.

a—glicerofosfatodeidrogenasi («~Gpdh): tampone A; colorante: Tris—-HCl 0,05 M, pH 8,5,
100 ml; Na-D,L-x,@—glicerofosfato 500 mg, f—NAD 15 mg, NBT 15 mg, PMS 3 mg, EDTA
150 mg.

Glucosio—6—fosfatodeidrogenasi (G—6—pdh): tampone A; colorante: Tris-HCl o,05M,
pH 8, 100 ml; Na; glucosio-6—-fosfato Sigma 100 mg, NADP 10 mg, NBT 10 mg, PMS 3 mg.

Esosofosfatoisomerasi (Hpi): tampone B; colorante: Tris-HCI 0,05 M, pH 8,3; 100 ml;
Ba-fruttosio-6-fostato 60 mg, NADP 10mg, NBT 1omg, PMS 3 mg, G-6-pdh 0,03 ml.

Latticodeidrogenasi (Ldh): tampone B; colorante: Tris~HCl o,05 M, pH 8,5, 100 ml;
Na-L-lattato 120 mg, B-NAD 10mg, MTT 10mg, PMS 3 mg.

Leucinoaminopeptidasi (Lap): tampone B; colorante: Tris-maleato-NaOH, pH 7,
100 ml; L-leucina—B-naftilamide-HCl 40 mg, Fast Garnet GBC 40 mg.

Malicodeidrogenasi (Mdh): tampone B; colorante: Tris-HCI o.05M, pH 9, 100 ml;
Na-malato 100 mg, f~-NAD 10omg, NBT 1omg, PMS 3 mg.

Enzima malico (Me): tampone C; colorante: Tris~HCI o,05 M, pH 8,3; 100 ml, acido
malico 100 mg, NADP 15 mg, NBT 10mg, PMS 3 mg.

Fosfoglucomutasi (Pgm): tampone B; colorante: Tris—-HCl o,05M, pH 8,5; 100 ml,
Nayglucosio-1-fosfato Sigma grado I 100 mg, D—glucosio-1,6-difosfato Sigma 1 mg, MgCl,
0,1M 1 ml, NADP 10 mg, MTT 20 mg, PMS 3 mg, G-6-pdh 0,03 ml.

Sorbitolodeidrogenasi (Sdh): tampone A; colorante: Tris-HCI 0,05 M, pH 8,5, 100 ml;
Sorbitolo 500 mg, B~NAD 15 mg, NBT o MTT 10 mg, PMS 3 mg. -

Con Deccezione della Ldh e della Lap, i patterns elettroforetici risultano
sufficientemente caratterizzanti le specie e per mobilitd e per affinitd al sub-
strato (Esterasi e Fosfatasi acida ed alcalina).

Nell'impossibilithd di ricavare le frequenze geniche dai ferogrammi ottenuti,
avendo dovuto utilizzare 200 individui per campione, si & elaborato un indice
di affinitd basato sulla percentuale di bande in comune allo scopo di quantiz-
zare il grado di differenziazione genica fra le unitd tassonomiche prese in consi-
derazione. Un metodo analogo & stato seguito da Manwell (1967) [18] nello
studio di specie gemelle di copepodi del genere Calanus, e da Bedford e Reid
(1969) [10] in molluschi, bivalvi e gasteropodi. Nel caso di specie di cui sono
state saggiate pil popolazioni, il ferogramma & stato « costruito » riportando
in un.unico schema tutte le bande evidenziate nelle singole popolazioni. I fero-
grammi sono stati confrontati a due a due. Fungeva da campione di riferimento
il pattern elettroforetico che presentava il maggior numero di bande: sono
state considerate concordanti le bande che avevano la stessa posizione e la
stessa affinitd per il substrato. Il confronto fra razze geografiche & stato fatto
utilizzando, sulla base di questi criteri, i singoli ferogrammi. L’indice di affi-
nita ¢ stato calcolato come percentuale del quoziente tra il numero di bande
concordanti e il numero massimo di bande (Bisol e Battaglia, 1973) [11]).
Si sono considerate discordanti anche le bande che presentavano differenze
di 1 mm. La legittimitd di tale criterio restrittivo deriva, a nostro parere, da
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due ordini di considerazioni: 1) le differenze minime si sono riscontrate anche
nelle repliche; 2) I'analisi della F, derivate dagli incroci reciproci di diverse
razze geografiche di 7. c/odiensis ha evidenziato eterozigoti a due bande per
Aph~2 mentre le parentali erano monomorfe per bande distanziate di 1 mm
(Tav. I). Bisogna tener presente inoltre che la ricerca & stata condotta in due
tempi successivi per motivi pratici (piastre a 20 pozzetti). Nella prima fase
sono state analizzate le 5 popolazioni di 7. c/odiensis e su queste sono state
messe a punto le tecniche ed i tempi di corsa. Successivamente sono state
saggiate tutte le altre popolazioni pilt una di 7. clodiensis come controllo. Ne
consegue che, data la costanza delle condizioni per ottenere la massima com-
parabilita dei risultati, la risoluzione non pud essere ottimale per tutte. Gli
indici di affinitad sono riportati in Tabella I.

TABELLA [

Indice di affinita fra specie, specie gemelle
e razze geografiche.

Tisbe clodiensis
Tisbe dobzhanskyi
Tisbe holothuriae
Tisbe aragoi
Specie Tisbe reticulata
Tisbe marmorata
Tisbe reluctans
Tisbe furcata
Tisbe biminiensis

e ———

Tisbe clodiensis

Tisbe dobzhanshyi 19,5

Specie gemelle

Tisbe reticulata
Tisbe aragoi

27

| Tisbe holothuriae
(Venezia, Gargano, Banyuls,
Sigean, Plymouth, Costa scan-
dinava, Cape Cod)

7 z's&e' marmorata %
% 66

Razze geografiche

Tisbe clodiensis 2
(Venezia, Arcachon, Ponza,

56
| Roscoff, Beaufort) s

I1 fatto che ad ogni unitd tassonomica corrisponda un diverso grado di
somiglianza genetica fa cadere l'eventuale obiezione, che si sono utilizzati
animali allevati in laboratorio. Anche se non si pud escludere che la variability
genetica sia diminuita nel tempo in seguito a selezione per adattamento alle
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condizioni di laboratorio, o per deriva o « colli di bottiglia » negli allevamenti,
¢ tuttavia legittimo affermare che i diversi gradi di affinitd riscontrati siano
effettivamente rappresentativi delle differenze che sussistono tra i « pool genici»
di specie distinte. Se cosi non fosse avremmo dovuto trovare non una scala di
valori bensi differenze dello stesso ordine di grandezza. Riteniamo invece che
maggior peso abbia il limite derivante dal fatto che non si possono ricavare
dai nostri ferogrammi delle frequenze geniche. Questo ci impedisce di calcolare
le affinita o le differenze fra specie, specie gemelle e razze geografiche secondo
i metodi di Nei (1972) [19], che consentono di valutare il grado di sostituzioni
alleliche per locus che si sono accumulate in due popolazioni differenziatesi
da una popolazione ancestrale comune, o di Ayala e Powell (1972) [3], che
permettono di esprimere in termini di probabilitd 'appartenenza di una popo-
lazione ad una specie o meno. Per questi motivi i nostri ferogrammi caratte-
rizzano si le specie e fin qui lo scopo della ricerca ¢& stato pienamente raggiunto,
ma i dati che ne derivano non possono essere pienamente sfruttati. In altre
parole essi possono essere utilizzati come nuovi caratteri per classificare le
specie ma non per valutare il grado di differenziazione genica necessario affin-
ché una popolazione possa essere classificata come nuova specie. Nonostante
questo limite, si possono trarre alcune indicazioni sulle modalitd di speciazione
nel genere 7isbe. Infatti la maggiore affinitd riscontrata fra i due gruppi di
specie gemelle analizzati (7. clodiensis e T. dobzhanski, i.a. 19,5), T. reticulata,
T. marmorata e T. aragoi, i.a. 27,0) sta ad indicare che esse sono simili non
solo morfologicamente ma hanno in comune anche molta parte del genoma.
Si pud quindi avanzare lipotesi che anche in Z7%sée, come in Drosophila
(Dobzhansky, 1956) [14], i meccanismi di speciazione non interessano che in
minima parte i caratteri morfologici, che hanno raggiunto un ottimo grado
di perfezionamento, ma piuttosto coinvolgono caratteri fisiologici sotto controllo
genetico. Anche s¢ non sono possibili confronti diretti in termini quantitativi,
per le ragioni gid esposte, 'aver trovato un buon numero di bande con la stessa
modalitd od affinitd al substrato, o che le bande discordanti siano localizzate,
nelle specie gemelle di 7%sbe, in zone vicine (Tav. II), corrisponde abbastanza
bene alla dimostrazione data da Ayala e# a/. (1970) [2] circa la validita della
ipotesi di Dobzhansky per Drosophila: sulla base dei risultati ottenuti mediante
analisi elettroforetica, le specie gemelle di Drosophila hanno in comune frazioni
del genoma superiori anche al 5309%. Inoltre molte varianti elettroforetiche
che consentono di distinguere le specie sono alleli diversi di uno stesso locus
(Ayala, 1973) [1].

Dai ferogrammi delle specie gemelle del gruppo reticulata si pud eviden-
ziare anche un nuovo meccanismo di isolamento che va ad affiancarsi a quelli
meccanico ed ecologico gid descritti da Volkmann (1973) [23]. Esiste infatti
una differenza nel numero dei loci delle fosfatasi alcaline delle tre specie:
2 loci in' 7. marmorata, 3 loci nelle altre. Questo fatto, oltre a confermare che
esistono variazioni di rapporti fra geni, indica anche una modificazione nel-
lordinamento cromosomico che contribuisce a mantenere 'identitd delle
specie qualora esse siano simpatriche. ’ ‘
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Un'ulteriore indicazione che la speciazione nel genere 7%sbe interessi mag-
giormente i caratteri biochimici & data dai diversi assetti enzimatici e dai
conseguenti indici di affinitd riscontrati nelle razze geografiche delle specie
esaminate. Limitandoci alle due specie 7. kolothuriae e T. clodiensis delle
quali si & analizzato un discreto numero di popolazioni troviamo una buona
corrispondenza fra dati biochimici e risultati degli incroci.

Gli indici di affinita delle razze di 7. kolothuriae, in cui precedenti ricerche
(Battaglia ez a/., 1973) [8], avevano evidenziato la piena interfeconditd con
discendenze eterotiche, sono mediamente piu elevati di quelli delle razze di
T. clodiensis, in cui sono state riscontrate barriere riproduttive tali da far
ritenere che si tratti di una superspecie (Volkmann ef /., 1975) [25].

In 7. holothuriae gli indici di affinitd sembrano variare in funzione della
distanza (minor affinitd della popolazione di Cape Cod con quelle europee,
indice medio 53,45; maggiore affinitd fra le popolazioni mediterranee, 77,88)
e dell’ambiente (le popolazioni di Plymouth e della Costa scandinava sono
molto pit affini della popolazione di Banyuls, pure di ambiente tipicamente
marino, che non alle altre popolazioni mediterranee di acque salmastre).
Nell'ipotesi che i diversi gradi di affinitd siano il risultato di fenomeni adatta-
tivi, questi dati confermerebbero che la speciazione nel genere 7%sbe segue
il modello geografico: I'isolamento porterebbe a una differenziazione del genoma
sotto la spinta di pressioni selettive diverse; successivamente, quando le bar-
riere cadono e le due popolazioni tornano in contatto, i meccanismi di isola-
mento riproduttivo sviluppatisi nel frattempo mantengono distinte le due
specie. Quest’ultima condizione sembra sufficientemente verificata nell’ambito’
delle specie gemelle sia simpatriche che allopatriche, del gruppo reticulata.
Il metodo utilizzato & tuttavia inadeguato per dimostrare '’eventuale efficacia
di pressioni selettive diverse, come pure per valutare convenientemente le
differenziazioni del genoma. Infatti 'omogeneitd di una popolazione sulla base
della presenza o dell’assenza di alcune bande potrebbe essere sovvertita qualora
si riesca a calcolare le frequenze geniche. In altri termini, due popolazioni da
noi considerate « molto affini» per la presenza di due bande ovvero di due
alleli, potrebbero avere frequenze geniche completamente diverse.

Il metodo di analisi elettroforetica di singoli individui, da noi recentemente
messo a punto (Bisol ez al., 1976) [12] potrd consentirci di verificare in labo-
ratorio sia il controllo genetico delle frazioni enzimatiche sia I'eventuale azione
selettiva dei parametri ambientali, mettendoci cosi in grado di affrontare in
modo pilt corretto il problema della speciazione in 7%sée e di saggiare, in par-
ticolare, la validitdh del modello prospettato.
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Acc. Lincei - Rend. d. Cl. di Se. fis, PAOLO Maria Bisol - Polimorfismi enzima-

mat. e nat. - Voi. LX. tici ed affinita tassonomiche, ecc. -TAV. I.
1 2 3 4 5 6 7

Aph 2

Aph 1

Ferogrammi della fosfatasi alcalina in Tisbe clodiensis.

i) Roscoff; 2) Ponza; 3) Fj $$ Beaufortxdd Roscoff; 4) Fx Roscoff Xdd Roscoff;
5) Fj Beaufort Xdd Ponza; 6) Fj $$ Ponza Xdd Beaufort; 7) Beaufort.



Acc. Lincei - Rend. d. Cl. di Se. fis, Paolo Maria Bisol —Polimorfismi enzima-
mat. e nat. - Voi. LX. tici ed affinita tassonomiche, eco. -TAV. II.

Ferogrammi della fosfoglucomutasi in Tisbe.
i) / .dobzhanskyi An/.io; 2) T. dobzhanskyi Tunisi; 3) 7L marmorata Venezia; 4) T. marmo-
rata Pesaro; 5) T. marmorata Anzio; 6) T. reticulata Roscoff; 7) T. reticulata Venezia;
8) T. holothuriae Venezia; 9) T. holothuriae Gargano.



