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Genetica. — Sopravvivenza genotipica differenziale in relazione
alla temperatura in Gammarus insensibilis (Amphipoda, Crustacea).
Nota di Tomaso PATARNELLO *), PaoLo MARIiA BisoL *) ¢ Bruno
BATTAGLIA ®*), presentata ¢++) dal Corrisp. B. BATTAGLIA.

ABSTRACT. — Differential survival of genotypes in Gammarus insensibilis (Amphi-
poda, Crustacea) dependent on temperature. Laboratory tests have been carried out in
order to investigate on the possible adaptative role of PGI-1 locus in Gamwmarus insen-
sibilis.

The test consisted in keeping groups of 100 adult individuals at the constant tem-
perature of 27 °C for 36 hours. In each assay, after that time, the mortality was of
about 509%,.

The electrophoretic screening shows a differential survivorship of PGI genotypes

with a significant advantage of the heterozygote genotypes compared with the homo-
zygotes ones.

KEey worps: Differential survivorship; Genotypes; Temperature.

RiassunTto. — Allo scopo di chiarire il significato adattativo del locus PGI-1,
in Gammarus insensibilis, sono stati eseguiti esperimenti di laboratorio consistenti nel
sottoporre gruppi di 100 individui adulti ad una temperatura costante di 27 °C per
36 ore.

' Questo trattamento ha causato, in tutte le prove effettuate, livelli di mortalitd di
circa il 509%,.

Le indagjni elettroforetiche hanno permesso di evidenziare una sopravvivenza
della classe eterozigote significativamente piu elevata della classe omozigote.

INTRODUZIONE

Lo studio dei meccanismi di adattamento genetico attraverso I’analisi elet-
troforetica ha portato spesso a risultati controversi (Nevo, 1983).

La valutazione dei polimorfismi enzimatici in organismi che occupano
ambienti rigorosi, in cui i parametri fisico-chimici mostrano ampie fluttuazioni
stagionali, potrebbe favorire 'individuazione di tali meccanismi di adattamento.

D’altra parte, una stretta relazione tra parametri ambientali come la sali-
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nitd o la temperatura e particolari combinazioni genotipiche & stata messa in
luce' da diversi Autori (Nevo et al., 1977; Koehn e Immermann, 1981).

Il presente lavoro riporta i risultati riguardanti I'influenza della tempera-
tura sulle distribuzioni genotipiche, relativamente al sistema enzimatico Fosfo-
glucosio isomerasi, nell’Anfipode Gammarus insensibilis. Gli individui utilizzati
per queste indagini, provengono dalla laguna di Venezia (Chioggia), ed occu-
pano ambienti di acqua salmastra in cui si osservano ampie fluttuazioni, su base
stagionale, di parametri come la temperatura e la salinitd (Brunetti et al., 1983).

Studi precedenti hanno mostrato una notevole omogeneita spaziale nella
struttura genetica di diverse specie appartenenti a questo genere, dove lo sche-
ma che sembra ripetersi con regolarita prevede molti loci monomorfi o scarsa-
mente polimorfi e pochi loci altamente polimorfi (Battaglia et al., 1978; Siegi-
smund et al., 1985).

Per G. insensibilis, inoltre, I'aver rilevato un’elevata costanza temporale
delle frequenze geniche per il locus PGI-1, che pure ¢ il pit polimorfo, ha fatto
ipotizzare l'esistenza di una interazione tra fattori stocastici e fattori selettivi
tale da permettere il mantenimento di una simile situazione (Bisol et al., 1986).

Allo scopo di evidenziare l'effetto della temperatura sulla distribuzione
genotipica del locus PGI-1, sono stati allestiti degli esperimenti di laboratorio
realizzati in due riprese, a breve distanza di tempo gli uni dagli altri.

MATERIALI E METODI

I campioni di G. insensibilis sono stati raccolti nella laguna di Venezia
(Chioggia) presso l'isola di S. Felice nel marzo e nell’aprile ’87. In entrambi
i casi-alcune centinaia di individui, trasportati vivi in laboratorio, sono stati
suddivisi in gruppi di 100 adulti ed immessi in acquari di dimensioni 35 X
X 25 X 25 cm. Ciascun acquario conteneva circa 15 litri di acqua di maré
(pH 8.2, Salinita 359,,), raccolta a Chioggia in coincidenza dei massimi di
marea e filtrata, prima dell’uso, con filtri di 5 um di diametro. In questo modo
veniva eliminato tutto il particolato. Sono stati allestiti due tipi di acquari dif-
ferenti solo per la temperatura: in uno ’acqua era mantenuta a 27 °C mentre
nell’altro, che fungeva da controllo, la temperatura era di 10° C, essendo questa
molto vicina alla temperatura dell’acqua al momento della raccolta. In entrambi
i tipi di acquari gli animali erano privi di cibo, ed in quello a 27°C Pacqua
veniva ossigenata continuamente. La durata dell’esperimento & stata di 36 ore.
I campioni morti durante l’esperimento sono stati prelevati dall’acquario ed
immediatamente congelati a — 40° C. La stessa conservazione ha riguardato i
sopravvissuti alla fine delle 36 ore. Gli individui di tutti gli acquari sono stati
poi sottoposti ad analisi elettroforetica, utilizzando come supporto gel di acri-
lamide secondo le tecniche descritte da Bisol (1976).

Nel primo esperimento sono stati allestiti due acquari, uno a 10°C ed
uno a 27 °C. Nella replica, due acquari sono stati tenuti ad alta temperatura
mentre uno fungeva da controllo.
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RISULTATI E DISCUSSIONE

Le prove sul possibile ruolo selettivo della temperatura condotte sui cam-
pioni di Gammarus insensibilis hanno dato risultati completamente diversi in
rapporto al diverso trattamento. I valori registrati nei due gruppi di esperimenti
sono riportati in Tabella I.

TaBELLA 1.

Quadro riassuntivo della mortalita nei diversi acquari alla
fine delle 36 ore.

M v IVR
A 51 45 4
B 50 50 0
C 38 58 4
D 0 96 4
E 0 - 96 4

A,B, C = acquari tenuti a 27 °C. D, E = acquari tenuti a

10 °C. M = individui morti prima delle 36 ore; V = individui

sopravvissuti al termine delle 36 ore; N/R = individui non
recuperati al termine delle 36 ore.

Nei tre acquari tenuti a 27 °C per 36 ore, la mortalitd media & di circa il
509, mentre nei due acquari a bassa temperatura solo il 49, degli individui &
da ritenersi morto, ‘dato che alla fine dell’esperimento sono stati raccolti 96 in-
dividui dei 100 immessi. Con ogni probabilitd la ragione & da attribuirsi a fe-
nomeni di carfmibalismo. Tali fenomeni, peraltro, non sembrano dipendere
dalla temperatura, in quanto anche negli acquari a 27 °C non ¢ stato possibile
recuperare tutti gli individui. L’entitd del fenomeno & comunque di cosi scarsa
rilevanza, inferiore al 5%, da non dover essere considerato come influente
sui dati.

Questi dati suggeriscono il ruolo condizionante della temperatura sulla so-
pravvivenza di G. insensibilis. Brun (1971) aveva segnalato il mantenimento
delle attivita biologiche principali in popolazioni naturali ed in giovani esem-
plari a 30°C. Le diverse risultanze di questi esperimenti potrebbero essere
dovute al protrarsi della elevata temperatura tale da determinare, in individui
adulti, situazioni di letalitd (Kinne, 1954) attraverso possibili alterazioni del
metabolismo. '

I risultati delle indagini elettroforetiche, riferite al locus PGI-1, confer-
mano una notevole stabilita delle frequenze geniche. Si tratta di valori ampia-
-mente sovrapponibili a quelli descritti ‘da Bisol et al. (1986) riferiti ad anni
precedenti.
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Inoltre, i campioni di marzo e di aprile mostrano tra loro una notevole
omogeneita. Infatti, il confronto statistico attraverso il test di y?2 applicato alle
frequenze geniche (Workmann e Niswander, 1973) ha permesso di valutare
come non significative le differenze tra i campionamenti per ogni singola fre-
quenza genica. Omogeneitd tra marzo ed aprile risulta anche quando si con-
siderano i genotipi.

Infatti, il %2 di tabelle di contingenza, applicato agli omozigoti ed agli ete-
rozigoti, mostra valori di probabilita (P) compresi tra 0,5 e 0,3.

Similmente, il confronto delle frequenze geniche e quello dei genotipi non
evidenzia significative differenze fra i campioni ripartiti negli acquari alle di-
verse temperature sperimentate.

Data la sostanziale omogeneita tra i campioni ed i sottocampioni, si ¢ quin-
di ritenuto lecito cumulare i dati dei tre acquari a 27 °C. nei quali si ¢ verificata
Pelevata mortalita. I valori cosi ottenuti sono riportati in Tabella II.

TaBeLrA II.

Confronto genotipico, omazigoti-eterozigoti, tra il totale de-
gli individui marti prima delle 36 ore ed il totale di quelli
rimasti vivi, relativamente agli acquari a 27 °C.

M v
Omozigoti . . . . . 74 * 60 *
' 64,228 *#* 69,772 **
Eterozigoti . . . . . 65 * 91 *
74,772 ** 81,228 **

gradi di libertda = 1; chi~quadro = 5,308; P < 0,05.

* Valori osservati. ** Valori attesi, calcolati in base a
tabelle di contingenza secondo un’ipotesi di indipendenza.
M = individui morti prima delle 36 ore. V = individui so-
pravvissuti al termine delle 36 ore.

Si pud notare l’accentuata mortalita degli omozigoti rispetto ad una ipo-
tesi di equivalenza dei genotipi, ed una maggiore sopravvivenza degli eterozi-
goti. Tali differenze sono statisticamente significative con probabilitd inferiore
a 0,05.

Questi dati, quindi, suggeriscono una capacita differenziale di rispondere
a condizioni di temperatura elevata da parte di fenotipi biochimici, con una
migliore efficienza della classe eterozigote. La superiorita degli eterozigoti sembra
in accordo con I'ipotesi, precedentemente avanzata (Bisol et al., 1986), secondo
la quale, in G. insensibilis, una selezione di tipo bilanciato sia fra i meccanismi
responsabili del mantenimento di un elevato polimorfismo del locus PGI-1.

Con questi soli dati, tuttavia, non & possibile chiarire in quale modo I’ete-
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rozigote possa esercitare il suo vantaggio. Potrebbe trattarsi di una superiorita
intrinseca di questo genotipo tale da permettere una risposta efficace nelle di-
verse condizioni. Come pure potrebbe trattarsi di una condizione contingente deri-
vante da una minore adattability delle classi omozigoti a particolari situazioni
limite come quelle da noi sperimentate.

I due meccanismi infine potrebbero operare contemporaneamente per i
diversi alleli e le loro combinazioni genotipiche. '

La plausibilitd di questa interpretazione deriva dai dati sulle diverse cine-
tiche enzimatiche, in relazione alla temperatura, ottenuti proprio per il siste-
ma enzimatico Fosfoglucosio isomerasi in lepidotteri del genere Colias (Watt,
1983), nell’antozoo Metridium senile (Hoffmann, 1981) e nel mollusco bivalve
Mytilus edulis (Hall, 1985). Accanto a combinazioni sempre eterotiche, si hanno
combinazioni eterozigoti, soprattutto per alleli rari, che sono eterotiche solo in
particolari condizioni o che possiedono caratteristiche intermedie a quelle degli
omozigoti.

Il variare delle cinetiche in rapporto a diverse condizioni di temperatura
implica cambiamenti dei coefficienti di adattamento che tendono ad attenuare
od a esaltare le differenze dei vari genotipi. Il fatto che al di fuori di situazioni
limite i diversi prodotti genici tendano ad equivalersi, comporta, da una parte,
una riduzione del carico genetico e, dall’altra, la possibilita che anche altri fattori,
non esclusi quelli stocastici, influiscano sugli andamenti delle frequenze geniche.

Con prove biochimiche si cercherad di valutare Peffettivo contributo al-
Padattamento del locus PGI-1 e dei suoi alleli, in rapporto alle diverse situa-
zioni in cui le popolazioni naturali vengono a trovarsi.
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