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SEZIONE III

(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia)

Genetica. — Controllo genetico della fosfoesosoisomerasi (Phi)
tn Tisbe clodiensis (Copepoda, Harpacticoida) ™. Nota di Paoro M.
Bisor, Virrorio VaroTrro e BRUNO BATTAGLIA, presentata ¢ dal
Corrisp. B. BaTTAGLIA.

SUMMARY. — A method is described which permits the application of electrophoretic
techniques for the study of enzyme polymorphisms to single individuals of the Copepod
Tisbe. The method has been tested with ¥y and, occasionally, F, individuals obtained by
crossings between two geographic populations of 7. clodiensis. The electrophoretic analysis
carried out for the P4z, shows that this enzyme is under the control of three codominant
alleles at the same locus. Gene frequencies in the two populations have been calculated.
Both method and material prove very favourable for approaching a variety of ecological-
genetic and evolutionary problems in the marine environment.

La genetica evoluzionistica e di popolazioni ha avuto negli ultimi anni
un nuovo impulso grazie alla sempre pilt frequente utilizzazione dell’analisi
elettroforetica (Hubby e Lewontin [13]). Questo metodo consente, con I’au-
silio di colorazioni specifiche, di mettere in evidenza proteine che rappre-
sentano il prodotto di singoli loci. Sulla base della diversa mobilith elettro-
foretica delle frazioni enzimatiche, dipendente in ultima analisi dalle diverse
sequenze di aminoacidi, & possibile rivelare nelle popolazioni numerose
varianti fenotipiche; nell'ipotesi che a queste corrispondano altrettante va-
rianti genotipiche, diviene agevole I'analisi di buona parte del genoma come
pure la verifica di eventuali variazioni di frequenze geniche nel tempo e
nello spazio.

L’impiego di tecniche elettroforetiche si ¢ dimostrato particolarmente
utile nell’indagine condotta su organismi marini, per i quali, specialmente
a causa delle difficoltd di allevamento e di incrocio in condizioni di labora-
torio, il determinismo genetico era stato dimostrato a livello di pochissimi
caratteri per lo pil relativi a fenomeni di policromatismo (Gooch [1o]).

Col metodo dell’elettroforesi & stato possibile valutare il grado di diffe-
renziazione genetica tra specie affini, allo scopo di stabilirne le relazioni
filogenetiche (Gooch e Schopf [11]; Schopf e Murphy [15]); si sono appro-
fondite le conoscenze sui rapporti tra variability genetica e variabilith am-
bientale (Ayala e Valentine [2]; Ayala ef a/. [1; 3]); si sono tentate correla-
zioni tra variazioni di frequenze geniche e variazioni di parametri ecologici
(Doyle [0]; Gooch ez al. [12]). D’altra parte tutte queste ricerche danno
troppo spesso per scontato il controllo genetico dei polimorfismi evidenziati,

(*) Lavoro eseguito con mezzi messi a disposizione dall’Istituto di Biologia del
Mare, C.N.R., Venezia.
(¥*) Nella seduta del 13 marzo 1976.
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mentre non & sempre possibile escludere I'eventuale interferenza di artefatti
metodologici (Markert e Whitt [14]); dagli errori di interpretazione che ne
derivano potrebbero, per esempio, dipendere le frequenti discordanze tra le
distribuzioni osservate e quelle attese. E quindi in ogni caso opportuno
verificare mediante incroci leffettivo controllo genetico dei polimorfismi
enzimatici riscontrati. Purtroppo sono ancora pochi gli organismi marini
per i quali siano state messe a punto adeguate tecniche di allevamento e
riproduzione in laboratorio. Particolarmente favorevoli sotto questo profilo
si sono dimostrati i Copepodi appartenenti al genere 7%sée, dal cui studio
sono emersi numerosi e complessi problemi di speciazione e di genetica
ecologica nell’ambiente marino (Battaglia [4; 5]).

L’impiego del metodo dell’elettroforesi ha permesso di affrontare in
modo pili idoneo alcuni di questi problemi, anche se le dimensioni troppo
esigue delle varie specie di 7%sée non consentivano finora di applicare
Panalisi elettroforetica a livello individuale. Per esempio, dai risultati di un
recente tentativo eseguito utilizzando campioni costituiti da circa 200 esem-
plari, & stato possibile ottenere nuove utili informazioni sul grado di di ffe-
renziamento intra- e interspecifico (Battaglia e Bisol [6]; Bisol [7]).

L’impossibilita di applicare la tecnica su singoli individui di Z%sée
costituiva comunque una grave limitazione, in quanto i ¢ patterns’ elettr o-
foretici ottenuti da gruppi di esemplari non davano modo di ricavare adeguate
stime delle frequenze geniche.

Nella presente Nota viene illustrato un nuovo metodo di analisi elettro-
foretica su piastra verticale di gel di acrilamide, che ha permesso di superare
la difficolta sopra accennata. La validita del metodo & stata saggiata me-
diante una serie di incroci eseguiti, in 7isée clodiensis, per accertare il
controllo genetico della fosfoesosoisomerasi (P%7). Per gli incroci sono stati
utilizzati individui appartenenti a due popolazioni di diversa origine geo-
graﬁca Ponza, mar Tirreno, e Beaufort, N.C., costa atlantica degli Stati
Uniti. Queste ed altre popolazioni di 7. clodiensis erano gia oggetto di
ricerche sul processo di speciazione (Volkmann, Battaglia e Varotto [16]).
I ferogrammi relativi alla P%4i, ottenuti con campioni di 200 individui,
avevano mostrato 3 bande sia per la popolazione di Ponza che per quella
di Beaufort. Cio faceva sospettare I'esistenza di un polimorfismo, pur non
riscontrandosi differenze tra le due popolazioni. La situazione & radicalmente
cambiata quando si & riusciti ad applicare la tecnica su singoli individui,
sfruttando i vari tipi di incrocio effettuati per gli altri scopi sopra ricordati.
Si trattava di incroci reciproci ¢ Ponza’ X Beaufort’ eseguiti isolando coppie
di copepoditi di sesso diverso appartenenti alle due popolazioni, cosi da
essere certi che le femmine utilizzate fossero vergini.

La F, e in qualche caso, la F, di questi incroci sono state analizzate
individualmente per la P4i. La principale differenza rispetto al metodo
impiegato su campioni multipli (Bisol [7]) consiste nel fatto che sono state
ridotte sia le dimensioni dei pozzetti di deposizione (da 0,5cm a 0,3 cm
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di lunghezza) sia lo spessore della piastra (da 0,2 cm a 0,1 cm). L’omoge-
nizzazione veniva operata con appositi micropestelli in pozzetti ricavati su
una lastra di vetro previa deposizione, mediante microsiringa Hamilton,
di 0,02 ml di tampone estraente. La fase liquida veniva recuperata con la
microsiringa e utilizzata per I'analisi elettroforetica (circa 0,015 ml per cam-
pione). Essendosi notata una migliore risoluzione quando la penetrazione
nel gel di acrilamide avveniva a bassi voltaggi, per i primi 20’ di corsa la
d.d.p. era limitata a 50 V.

I fenotipi evidenziati sono schematizzati nella fig. 1, e i dati relativi
alla segregazione riportati nella Tabella I. Dai fenotipi e dai rapporti di
segregazione si puod stabilire che nelle due popolazioni di 7. clodiensis, con-
siderate assieme, la Pk & sotto il controllo di un unico locus con tre alleli
(A, B,C) fra loro codominanti. Ciascuna delle popolazioni presenta tuttavia
due soli alleli. Gli individui in cui si manifestano tutte e tre le bande sono
eterozigoti: si tratta pertanto di una molecola dimera (Brewer [8]). Le fre-
quenze dei tre alleli nelle due popolazioni usate per gli incroci sono riportate
nella Tabella II. Le risoluzioni appaiono buone sia per i maschi che per
le femmine (Tav. I, A).

®

A A AC AB BB BC ccC

Fig. 1. - Ferogrammi schematici delle P4z in Zisbe clodiensis.

Questi primi risultati dimostrano che il metodo messo a punto per
lanalisi elettroforetica individuale consente di affrontare da un punto di
vista biochimico varl problemi emersi nel corso delle nostre -indagini su
Tisbe. Da segnalare, in particolare, il vantaggio offerto dalla possibilita di
verificare il controllo genetico dei polimorfismi- enzimatici evidenziati e di
affrontare sperimentalmente il problema del loro eventuale significato adat-
tivo. Mediante I’allestimento di popolazioni di laboratorio aventi una deter-
minata composizione genotipica, diviene relativamente facile riferire even-
tuali variazioni di frequenze geniche all’azione selettiva di un’ampia gamma
di fattori ambientali. Una dimostrazione che i limiti imposti dal metodo
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TABELLA 1.

Rapporti di segregazione nei diversi tipi di incrocio. Non si riporiano i sessi
né lorigine della popolazione, non essendosi riscontrate differenze nelle

segregasions.

Tipo Numero d‘Numero . GENOTIPI o

di incrocio incroci iscendenti X p
esaminatl | AA | AB | BB | BC | CC | AC

AAXBB 7 196 196

AAXCC I 8 8

BBXxCC I 9 9

BBXxBB 2 22 22

AAXBC 8 236 116 120 | 0,007 >o0,7

BBxBC I 13 5 8 0,386 >o0,5

ABXBC 11 212 64 | 54| 40 54 | 5,509 >o0,I

BB xAB 6 136 67 | 69 0,029 >0,8
*ABXAB 2 86 16 | 50| 20 2,651 >0,3
* ACxXAC 1 43 13 10| 20| 0,628 >o0,7
* BCxBC 1 43 14 | 20 9 1,372 >o0,5

* Individui F; dei primi tre incroci.

TABELLA II.

Distribuzioni genotipiche e frequenze gemiche per il locus Phi-1 nelle due
popolazioni di Tisbe clodiensis wtilizzate per gli incroci.

Popolazione GENOTIPI N. %2 P F;Zg?ceéleze

AA AB. | BB

Beaufort . . | oss. 64 43 18 125 | 5,214 <0,05 | #(A) =0,0684

' att. 58,482 | 54,036 | 12,482 : ¢ (B) = 0,316

|

BB BC CC

Ponza . . . | oss. 40 60 22 | 122 | 0,003 >0,95 | ¢ (B) =0,574

att. 40,164 59,672 22,164 7 (C) = 0,426
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adottato precedentemente sono stati largamente superati, & data dal fatto
che mentre dall’analisi condotta su 200 individui le popolazioni di Ponza
e Beaufort apparivano omogenee, I'analisi individuale ha permesso di sta-
bilire che tra le due popolazioni ¢’¢ un solo allele in comune, con frequenze
nettamente diverse. Con esperimenti successivi & stato possibile rivelare la
presenza di un quarto allele nella popolazione di Venezia (Tav. I, A).

Senza entrare nel merito di questi primi dati, che saranno oggetto di
ulteriori ricerche — si consideri, tra Plaltro, il problema delle differenti con-
dizioni di equilibrio nelle due popolazioni prese in esame (Tabella II) —
appare evidente il salto qualitativo che il metodo qui proposto consente.

Prove preliminari effettuate per altri sistemi enzimatici (esterasi, mali-
codeidrogenasi, fosfoglucomutasi, isocitricodeidrogenasi, fosfatasi acida, fosfa-
tasi alcalina) (Tav. I, B) indicano che questo metodo si pud estendere a
tutti gli enzimi saggiabili elettroforeticamente, anche se si & notata una certa
difficolta nel mettere in evidenza quegli enzimi che richiedono come colo-
rante sali di diazonio (esterasi e fosfatasi) rispetto ad altri che si colorano
con sali di tetrazolio.

La possibilita che il nuovo metodo offre di analizzare in misura pit
adeguata la struttura genetica delle popolazioni di Z%sée, permetterd di
affrontare con maggiore validitd e rigore il problema, molto attuale, dei
rapporti intercorrenti tra variabilita genetica e diversificazione temporale e
spaziale dei fattori ecologici.
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Polimorfismi enzimatici in 72&? clodiensis: A, locus Phi-v, B, loci Afili-1 e Aph-i.



