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SEZIONE I H 

(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia) 

Genetica. — Variabilità genetica in anfipodi del genere Gammarus 
di ambienti salmastri. Nota di PAOLO MARIA BISOL (•), TOMASO PA-

TARNELLO <•) e BRUNO BATTAGLIA <••), presentata <***) dal Corrisp. 
B. BATTAGLIA. 

SUMMARY. — Protein polymorphism in some brackish-water populations of Gant' 
marus aequicauda and G. tnsensibilis was assayed by electrophoresis. The analyses for 
several gene-enzyme systems indicate a low level of genetic variability. The data of 
repeated investigations show a strong temporal stability of the distribution of heterozy
gous loci, with a consistently high heterozygosity for the Pgi locus in G. insensibilis. 

This suggestes that the prevailing adaptive mechanism is based on a higher indi
vidual flexibility in more challenging environments. This is achieved through fixation 
of alleles conferring higher adaptiveness. However, it is possible that some loci can main
tain high levels of heterozygosity by interaction of stochastic and directional factors. 

INTRODUZIONE 

Lagune salmastre ed estuari rappresentano ambienti marginali di contatto 
fra le acque dolci e quelle marine. La loro caratteristica più importante è la no
tevole fluttuazione dei parametri fisico-chimici, sia temporalmente che spa
zialmente, a causa del continuo rimescolamento fra le acque dei bacini interni 
dei fiumi con [l'acqua del mare (Biggs e Cronin, 1981). 

L'instabilità di fattori come la temperatura e la salinità, che hanno grande 
influenza su molti processi biologici (Kinne, 1970; 1971), si riflette in una ri
gorosità che riduce il numero delle specie in grado di adattarsi. Il raggiungi
mento di tale obiettivo coinvolge numerose caratteristiche (metaboliche, po-
polazionistiche, comportamentali) di una specie e comporta una loro complessa 
interazione. 

Per quanto riguarda l'individuazione degli aspetti genetici dell'adattamento, 
il problema può essere affrontato con lo studio della variabilità genetica, riferita 
soprattutto a caratteri biochimici rivelabili con l'elettroforesi, e della sua di
stribuzione (Battaglia et al, 1978; Nevo, 1978; Nevo et al, 1984). Le moda
lità che tendono a ottimizzare le capacità riproduttive e di sopravvivenza po-

(*) Dipartimento di Biologia delPUniversità di Padova. 
(**) Istituto di Biologia del Mate, C.N.R., Venezia. 

(***) Nella seduta del 13 dicembre 1986. 
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trebberò risultare dalla esistenza di schemi di distribuzione comuni e riconduci
bili, in qualche misura, a quelle che Levins (1968) ha definito strategie adattative. 

I dati qui riportati si% riferiscono a una serie di indagini condotte su due 
crostacei antìpodi, Gammarus insensibilis e Gammarus aequieauda, tipici delle 
acque salmastre. La prima specie occupa soprattutto habitat lagunari con sa
linità più elevata; la seconda mostra una distribuzione estesa alle acque estua-
riali in zone a più bassa salinità (Brun, 1971; Karaman, 1982). 

I campioni delle due specie provenivano da ambienti geograficamente di
stinti e caratterizzati da un diverso livello di instabilità in rapporto al differente 
variare, per entità e per periodicità, delle condizioni ambientali. In questo modo 
sono stati resi possibili dei confronti fra genomi assai affini, sottoposti a regimi 
ambientali variabili in maniera differenziata. Inoltre, si è cercato di valutare 
l'eventuale costanza di certe combinazioni genetiche con la replica di alcuni 
campionamenti e seguendo per un certo periodo le frequenze geniche di uno 
specifico locus. 

MATERIALE E METODI 

I campioni di Gammarus insensibilis sono stati raccolti nella laguna di Ve
nezia (Chioggia), da una distesa a Ulva sp. nei pressi di Chioggia (Isola di S. Fe
lice): si tratta di un'area polialina che mostra marcate variazioni stagionali (Bru
netti et al., 1983). Per lo studio dei livelli di polimorfismo dei sistemi gene-
enzima, le raccolte sono state effettuate nel maggio 1976 e nel novembre 1986; 
le ricerche sull'andamento delle frequenze geniche del locus Pgi-1 che codifica 
per l'enzima fosfoglucosio-isomerasi sono state svolte dal dicembre 1978 al
l'aprile 1980, attraverso campionamenti pressoché mensili. 

Gammarus aequieauda proveniva sia da un ambiente lagunare - bacino di 
Bages-Sigean, Francia meridionale - sia da un ambiente estuariale - delta del 
Po. Nel primo caso l'instabilità dell'area è condizionata fortemente dalle situa
zioni metereologiche (Cahet et ah, 1974); nel secondo è l'apporto fluviale a de
terminare l'ampiezza e il carattere delle oscillazioni (Mazzocchi e Ferrari, 1978; 
rapporto ENEL, 1980). 

Nel bacino di Bages-Sigean, la raccolta è stata fatta nei pressi della stazione 
del Laboratorio Ârago nell'agosto 1977. 

L'area estuariale è rappresentata dalla Sacca del Canarin, compresa fra i 
rami del Po di Pila e di Tolle. Ad un primo campionamento nel settembre 1979 
se ne è aggiunto un altro nel maggio 1980. Nello stesso mese si è proceduto 
inoltre alla raccolta di campioni da uno specchio d'acqua contiguo ma separato 
da un argine. Nella tabelle i due campionamenti nella stessa località ma in tempi 
diversi vengono indicati con le sigle Aj e A2; il terzo con la sigla B. 

Le analisi elettroforetiche sono state condotte inizialmente utilizzando gel 
di acrilamide come supporto; successivamente (1979) sono state introdotte tec
niche per il gel d'amido. Per il campionamento più recente (1986) è stato appli-
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cato anche il sistema Sartophor, che prevede l'acetato di cellulosa come mezzo 
sul quale far avvenire la migrazione. 

L'applicazione di tecniche diverse e il loro affinamento nel corso del tempo 
giustificano una relativa disomogeneità nel numero e nel tipo di enzimi studiati 
di volta in volta. Alcune differenze nel campione di geni studiato sono impu
tabili al fatto che gli animali, conservati in freezer al momento dell'analisi elet-
troforetica, davano risposte non chiaramente interpretabili per alcuni sistemi. 

Le metodiche seguite sono quelle descritte da Selander et al. (1971), Harris 
e Hopkinson (1976 e supplemento 1977), Bisol (1976; 1980), con alcuni ag
giustamenti relativi ai pH dei tamponi e alle quantità dei substrati. Per econo
mia di spazio si omette la descrizione analitica delle tecniche e dell'ampia gamma 
di condizioni sperimentate. 

RISULTATI E DISCUSSIONE 

Per lo studio del pool genico delle popolazioni di Gammarus si sono ese
guite due diverse vie: in una prima fase, dal 1976 al 1980, le indagini hanno 
riguardato un campione casuale di sistemi gene-enzima, dato che il criterio di 
scelta ^i basava sull'affidabilità delle classificazioni; nella seconda si è lavorato 
su un gruppo di geni scelto in rapporto alla funzione metabolica svolta dai loro 
prodotti. 

Nella Tabella I sono illustrati i valori medi dei principali parametri indi
cativi del polimorfismo genetico, ottenuti nella prima serie di ricerche. 

In tutti i casi e per tutti i parametri - numero medio di alleli per locus, 
percentuale di loci polimorfi, frequenza osservata e attesa degli eterozigoti - ri
sultano dei valori molto bassi. Ciò dipende dal fatto che nella gran parte dei loci 
si è fissato o quasi un allele, come è suggerito dalla fig. 1, indicativa della etero-
zigosi attesa per locus. Limitate a uno o due loci appaiono le situazioni con fre
quenze di eterozigoti superiori al cinquanta per cento dei genotipi possibili. 

Le due specie di Gammarus hanno caratteristiche biologiche molto simili. 
La riproduzione avviene per tutto l'anno con tempi di sviluppo che variano 
in funzione della temperatura: la maturità sessuale viene raggiunta in 25-30 
giorni nella stagione estiva e in 100-150 in quella invernale (Jansen et al., 1979). 
Oltre che euriterme le due specie possono essere considerate eurialine: G. aequi-
cauda sopporta salinità comprese fra il 5 e il 40 per mille; G. insensibilis fra il 15 
e il 38 per mille (Brun, 1971, I.e.). 

Il fatto che a tali capacità di adattamento fisiologico corrisponda un grado 
di variabilità genetica molto simile riferita in larga misura agli stessi geni, po
trebbe indicare l'esistenza di meccanismi genetici di adattamento comuni. In 
particolare, il basso grado di polimorfismo proteico dipenderebbe dalla preva
lenza di meccanismi che favoriscono la fissazione di alleli in grado di soddisfare 
la più ampia plasticità individuale. In questo modo le continue e ampie varia
zioni dell'ambiente verrebbero tamponate da poche combinazioni genotipiche 
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Fig. 1. - Distribuzione delPeterozigosi attesa sui loci studiati nei campionamenti del 
maggio 1976 per Gammarus insensibilisy delPagosto 1977 per G. aequicauda di Sigean 

e maggio 1980 (A2) per quello del delta del Po. 

piuttosto che attraverso il succedersi di genotipi. L'economia di tale mecca
nismo potrebbe inoltre essere attribuita alla specializzazione delle popolazioni 
che sperimentano un unico, pur se variabile, tipo di ambiente e alla relativa 
lunghezza dei cicli biologici. 

Questo schema interpretativo sembra essere in qualche misura suffragato 
dalla distribuzione stessa dei dati, risultando i valori medi del polimorfismo 
inferiori in G. aequicauda rispetto a quelli di G. insensibilis, in accordo quindi 
con la maggiore rigorosità degli ambienti di raccolta. 

Altri Autori hanno trovato bassa variabilità genetica (Gooch e Hetrick, 
1979) o polimorfismo limitato a pochi loci (Bulnheim e Scholl, 1980; 1981 a e b; 
1982; 1985) in specie di Gammarus marine, d'acqua salmastra o d'acqua dolce, 
giustificandoli come risultati di fenomeni di deriva genetica. 
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Le popolazioni di Gammaridi sono di solito parcellizzate e vanno incontro 
a oscillazioni numeriche stagionali, accompagnate da più o meno rapide suc
cessioni di generazioni; per G. aequicauda e G. insensibilis delle coste meridio
nali francesi si vedano i già aitati lavori di Brun e Jansen e co-autori. Ripetuti 
colli di bottiglia potrebbero determinare riduzioni della variabilità genetica o 
impedire l'accumulo di mutazioni geniche. 

L'aver replicato i campionamenti di G. aequicauda del Delta del Po e l'aver 
seguito per oltre un anno le frequenze geniche del locus Pgi-1 nell'altra specie, 
(Tab. II), hanno consentito di ottenere ulteriori informazioni che suggeri
scono la possibilità di interazioni fra i diversi fattori ambientali e biologici più 
che l'azione di un singolo fattore evolutivo. 

Per G. aequicauda le variazioni più rilevanti sono state a carico di geni per 
i quali erano state messe in luce situazioni di motiomorfismo o quasi. Si tratta 
comunque di pochi loci come quelli per la Glutammieoossalaceticotransaminasi 
(Got-1 e 2) e per le Aminopeptidasi (Ap-1 e 2). L'aumento in frequenza del-
l'allele più diffuso fino alla fissazione comporta una diminuzione dell'eterozi-
gosi media attesa, riferita ai soli loci comuni ai tre campionamenti, dal 4,5% 
di settembre 1979 al 3,5% di maggio 1980. 

Pure agli alleli rari sono da imputare le principali variazioni di frequenza 
osservate per il sistema gene-enzima della Fosfoglucosioisomerasi, le cui distri
buzioni genotipiche sono riportate assieme alla frequenza dell'alide più co
mune in Tabella II. 

Nei diversi campionamenti, infatti, un andamento erratico è stato messo 
in luce per gli alleli A, E, F e, in minor misura, B, che mediamente rappresen
tano una frequenza pari a 0,05. Per gli alleli C (frequenza media 0,55), e D 
(frequenza media 0,40) i chi-quadro di omogeneità fanno ritenere le oscilla
zioni osservate casuali: per il primo allele il chi-quadro è uguale a 14,44, per 
il secondo a 10,35 con conseguenti probabilità ampiamente superiori al valore 
limite di 0,05, essendo 14 i gradi di libertà. È da notare, inoltre, che la scom
parsa! degli alleli rari appare legata anche alle dimensioni del campione studiato. 

Anche i risultati del più recente studio, novembre 1986, suggeriscono una 
certa stabilità della composizione genetica in G. insensibilis. Attraverso l'analisi 
elettroforetica di un campione di 100 individui, 50 maschi e 50 femmine, per 
un gruppo selezionato di 19 enzimi si sono ottenuti i seguenti livelli medi di 
polomorfismo: 

numero medio di alleli per locus = 1,62 ±0,30; 

percentuale di loci polimorfi = 4,8 (P<0,05); 16,2 (P<0,01) ; 

eterozigosi osservata 2,9%; attesa 3,9%. 

La diminuzione delle frequenze degli eterozigoti rispetto a quelle della 
Tabella I dipende, in buona misura, dal fatto che sono stati esclusi dall'analisi 
sistemi per i quali non sia noto il normale ruolo metabolico in vivo. Pertanto 
non sono stati considerati sistemi come le esterasi che, con la fosfoglucosioiso
merasi, contribuivano ad innalzare i valori medi del polimorfismo. 
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Per ciò che concerne il locus Pgi-1 sono stati messi in luce i sei alleli già 
descritti con una distribuzione ampiamente sovrapponibile a quelle medie 
precedentemente riportate: Pgi-A =0,005; Pgi-B =0,030; Pgi-C =0,580; 
Pgi-D =0,375; Pgi-E =0^)05; Pgi-F =0,005. L'elevata eterozigosi rimane 
quindi una caratteristica peculiare di questo locus, mentre gli altri continuano 
a mostrare livelli di polimorfismo bassi o nulli. 

Il perdurare di tali distribuzioni per un arco di dieci anni porta a consi
derare un'interazione fra diversi fattori quali mutazione ricorrente, migrazione, 
selezione bilanciata, deriva genetica. La strada, intrapresa con l'ultimo campio
namento, di studiare in modo elettivo sistemi enzimatici con funzione meta
bolica nota e correlabile (ciclo di Krebs, glicolisi) potrebbe facilitare il chiari
mento delle modalità di interazione fra le diverse componenti in gioco. Più sem
plice potrebbe allora risultare l'individuazione di caratteristiche biochimiche 
con effetti sulla fitness, in modo da arrivare a valutare fino a che punto la di
stribuzione del polimorfismo osservata rifletta meccanismi di adattamento ge
netico ad ambienti variabili. 
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