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F1G. 3. « Autumn » specimens. Mitochondria (m) in close association with lipid
droplets (1); note the myelin-like figure within the matrix (mf). X 30 ooo.
Fi1G. 4. « Autumn » specimens. Glycogen granules (gl) around a lipid droplet (I).
Note the profiles of rough endoplasmic reticulum (rer) surrounding mitochondria
(m). X 45 000.

Fi1G. 5. « Autumn » specimens. Detail of a vascular pole. Note vesicles of smooth
endoplasmic reticulum (ser) with electron-dense content. X 25 ooo.

FiG. 6. «Spring » specimens. Part of a liver cell showing cytoplasmic hole (h)
bounded by mitochondria (m). Note lysosomes (ly) near the nucleus (n). X 35 0oo.
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POLIMORHSMVIO EMOGLOBINICO IN CLUPEA SPRATTUS

FRANCO DE CRISTINI

Istituto di Zoologia ed Anatomia Comparata, Universita di Trieste

Lavoro presentato in occasione del 7° Congresso della Societa Italiana di Biologia
Marina (Venezia, 21-24 maggio 1975)

ABSTRACT

More than 2000 specimens of haemoglobin of Clupea sprattus were analysed by-
starch gel or Cellogel electrophoreis. Five different phenotypes were obtained.
Haemoglobin polymorphism is not related to sex, maturity stages of gonads or
length of the examined specimens.

A genetic model, based on the equilibrium of three alleles, is proposed to
explain the number and the frequencies of the observed phenotypes.

INTRODUZIONE

Le razze e le popolazioni di pesci sono state studiate finora sulla base
di differenze morfologiche e morfometriche fra i vari individui. Queste
differenze possono essere dovute sia a fattori ereditari sia a fattori
ambientali, che perd spesso interagiscono coi primi rendendo partico-
larmente difficile il riconoscimento di caratteristiche specifiche di una
determinata popolazione. Ultimamente, s & quindi ritenuto piu oppor-
tuno ricorrere all'analisi biochimica di caratteri che sono sotto stretto
controllo genetico, come le proteine, e che come tali risultano scarsa-
mente influenzati da variazioni ambientali.

Le emoglobine sono state studiate in modo particolare da questo
punto di vista per il loro facile isolamento allo stato relativamente
puro ed inoltre perché presentano frai vari individui di una specie una
variabilita suscettibile talvolta di una spiegazione genetica abbastanza
semplice. Pertanto I'emoglobina rappresenta un buon marcatore gene-



532 FRANCO DE CRISTINI

tico e pud servire per identificare una sub-popolazione in base ad una
determinata frequenza genica.

Il polimorfismo emoglobinico nei Pesci € stato descritto per la prima
volta da Sick (1961) in Gadus morrhua e G. merlangus; la tecnica usata
fu quella dell'éettroforesi delle emoglobine su gel d' agar. Alcuni anni
piu tardi, Cushing (1964) nella sua rivista sui gruppi sanguigni degli
animali marini, sottolined I'importanza delle ricerche immunologiche
e biochimiche per l'identificazione di razze di Pesci.

Una dettagliata ed esauriente rassegna sui metodi sierologici e bio-
chimici applicati allo studio delle popolazioni di Pesci, € stata ripor-
tata da de Ligny (1969).

Con il metodo dell'élettrofores su gel d' agar, Wilkins e lles (1966)
trovarono in Sprattus sprattus del Mare del Nord divers patterns emo-
globinici, che vennero interpretati come variazioni di tre fenotipi di base.
Nessuna relazione fu trovata fra lunghezza e pattern emoglobinico.
Gli Autori conclusero che i tre fenctipi di base rappresentano proba
bilmente I'espressione fenotipica di un complesso meccanismo di se-
gregazione genetica.

Un notevole lavoro di ricerca sull'emoglobina delo spratto delle
coste norveges € stato effettuato da Naevdal (1966, 1968). L'analisi elet-
troforetica delle emoglobine di piu di 2000 campioni, ha meso in evi-
denza 6 principali fenotipi, che sembrano non essere in relazione con
I'etd o la lunghezza. L'Autore presenta un modello genetico che implica
due o piu aledi di uno stesso locus genico per spiegare il numero del
fenotipi trovati e le loro frequenze.

Ned presente lavoro sono esposti i risultati di una serie di analisi elet-
troforetiche condotte sulle emoglobine di Clupea sprattus alla ricerca
di un polimorfiamo genetico che potesse servire a caratterizzarne le
eventuali sub-popolazioni.

MATERIALI E METODI

Tutti gli esemplari di Clupea sprattus analizzati sono stati raccolti nel
Gadfo di Trieste nel periodo 1969-75. Il prelievo di sangue é stato fatto
tagliando la coda e facendo poi defluire acune gocce in una soluzione
fisologica Alsever refrigerata. Questa operazione € stata sempre ese-
guita su animali vivi e a bordo delle imbarcazioni da pesca. | globuli
ross ono stati separati per centrifugazione. L'emolis € stata effettuata
con acqua distillata e successvo congelamento.
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S s0no usati come substrati per I' dettrofores sia il gel d'amido
(Graziod, 1969) sia il Cdlogd (Grazios e De Cristini, 1974); quest'ul-
timo presenta un potere di risoluzione migliore e richiede un tempo
minore per la separazione eettroforetica (30-40' contro 3-4 ore dd gel
d'amido); s presta quindi meglio per un normale lavoro di routine.
Come soluzione tampone s € usato il TEB (Tris, EDTA, acido borico)
a pH 9. Il tampone é stato diluito 1:3 per le eettrofores su Cdlogd
in modo da ottenere una migliore separazione delle varie frazioni emo-
globiniche. La ddp applicata agli elettrodi era di 400 V, corrispondente
ad unaintensita di corrente di 4 mA/cm. La colorazione € stata eseguita
con cloridrato di benzidina per le eettrofores su amido, con Amido
Schwartz 10 B per quelle su Cdlogd.

Di 1146 esemplari € stata presa pure la misura LA (distanza pre-
anae) ; per rilevare un dato morfometrico il piu vicino possbile alla
lunghezza totale, S € scelta questa misura perché era la sola disponibile
dopo I'amputazione del peduncolo codae. Inoltre, rispetto ad altre
misure, era quella che presentavai valori piu alti e rendeva quindi meno
facili gli errori di rilevamento. Di 128 esemplari € stato determinato pure
il ses0 ed andlizzato lo stadio di maturita delle gonadi. Si € seguito
per questo il metodo che Andreu (1955) ha impiegato per la determi-
nazione dello stadio di maturazione sessuae in Sardina pilchardus.

RISULTATI

L'analisi eettroforetica delle emoglobine di Clupea sprattus dd Gadfo
di Trieste, ha rivelato che in questa specie esiste un notevole polimor-
fismo. Come riportato in fig. 1, s sono ottenuti 5 diversi patterns
emoglobinici, che differiscono per il numero delle bande e per la con-
centrazione relativa delle diverse frazioni. | fenotipi 1, 2, 3 hanno tutti
in comune un'unica banda catodica. 1l fenotipo 1, che & quello piu fa
cilmente riconoscibile, presenta una sola frazione anodica. | fenotipi
2 e 3 o invece caratterizzati entrambi da tre componenti anodiche
e la differenza fra questi due patterns € di tipo quantitativo. Infatti
nd fenotipo 2, la prima delle tre componenti anodiche & debole, mentre
nd fenotipo 3 essa € molto piu accentuata ed ha quasi la stessa concen-
trazione delle altre due. | fenotipi 4 e 5 presentano fra le tre bande
anodiche la stessa differenza quantitativa registrata per i fenotipi 2
e 3; hanno perd tre componenti catodiche, che hanno la stessa con-
centrazione.
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FIG. 1. Schema dei 5 patterns eletiroforetici dell'emoglobina di Clupea spratfus.
S-linea di partenza.

Nelle diverse pescate, la frequenza di ogni fenotipo oscilla di poco
intorno a valori che si mantengono costanti nel tempo. I fenotipi 1,
2, 3 sono perd decisamente i piu frequenti (rappresentano infatti il
98.86 % di tutti i fenotipi) e i confronti fra le misure sono stati eseguiti
fra questi fenotipi, tralasciando gli altri che hanno frequenze troppo
basse per permettere un'analisi statistica.

DISCUSSIONE

Stabilito quindi che in Clupea sprafftus s riscontra un polimorfismo
emoglobinico, si € voluto indagare sulle cause che lo determinano. Queste
possono essere di tipo genetico e non genetico. Per quanto, riguarda
queste ultime, si & voluto vedere se vi fosse una correlazione fra feno-
tipo emoglobinico e sesso, stadio di maturita delle gonadi e lunghezza
raggiunta dall'individuo.

Per quanto riguarda il sesso, esso & stato determinato sui 128 esem-
plari della pescata del 9 febbraio 1970. Di questi, 16 erano maschi e 108
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femmine (per 3 individui non fu possibile determinare il sesso). Gli in-
dividui maschi e femmine sono stati poi suddivisi in base al loro fenotipo.
Come risulta dalla tab. 1, sembra non vi sia nessuna relazione tra seso
e pattern emoglobinico, dato che i fenotipi appaiono distribuiti nello
sesso modo anche nel maschi, nonostante il piccolo numero.

TABELLA 1.

Distribuzione dei fenotipi emoglobinici in relazione al sesso degli individui (pescata
del 9-2-70).

Sesso Fenotipo

I 2 3 4 5
é 3 7 5 I —
@ 3o 47 30 I 1
Indef. 1 I 1 —_— —
Totali 34 55 36 2 |

Dda 128 esemplari della pescata dd 9 febbraio 1970, sono stati deter-
minati anche gli stadi di maturazione delle gonadi. Si sono osservéti
anche 6 stadi intermedi. Anche in questo caso, come mostrato nella
tab. 2, non sembra sussistere alcuna relazione fra fenotipo emoglobinico

TABELLA 2.

Distribuzione dei fenotipi emoglobinici in relazione allo stadio di maturazione
delle gonadi (pescata del 9-2-70).

Stadio Fenotipo

maturild I 2 3 4 5
I 2 1 2 1 —
31 15 31 20 1

IIT 14 22 10 — I
v 1 — I _

Intermedi 2 I : — —

Totali 34 55 36 2 I
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e stadio di maturazione sessude. Infatti la distribuzione percentuale
dei fenotipi appartenenti alo stesso stadio di maturazione ha un anda-
mento uguale alla distribuzione percentuale dei fenotipi della pescata
considerata globalmente.

In diverse specie di pesci, 0no state riscontrate variazioni nei quadri
emoglobinici in relazione alla lunghezza e all'eta raggiunta dagli indi-
vidui. In particolare, Wilkins e lles (1966) riscontrarono in Clupea
harengus una corrdlazione fra sviluppo ontogenetico e fenctipo emo-
globinico. S é voluto vedere se una dipendenza di questo tipo sussi-
steva anche per Clupea sprattus dd Gdfo di Trieste. Di 1146 individui
€ stata pertanto rilevata la misura LA (distanza fra estremita cefalica
e punto dinserzione della pinna anale). Quindi le misure dei vari feno-
tipi sono state confrontate fra loro con il test F (analisi della varianza).
Anche in questo caso, € probabile che non ci sia nessuna correlazione
fra fenotipo emoglobinico e lunghezza degli individui. Infatti, come
mostrato in tab. 3, i confronti fra le misure dei fenotipi 1-2, 2-3 e 1-3
hanno fornito tutti un valore di F sempre inferiore a quello tabulato
per il limite di probabilita de 5 %. Cio significa che la differenza fra le
medie de tre fenotipi non & statisticamente significativa

TABELLA 3.
Analisi della varianza dei dati relativi alla misura LA dei fenotipi 1, 2 e 3.

Confronti F G.L. Valore
limile
(P ==0.05)
I-2 ) 0.06 845 : 3.85
2-3 1.43 885 3.85
i-3 1.42 526 3.86

E stato quindi supposto che il polimorfismo emoglobinico in Clupea
sprattus sia determinato geneticamente. 1l meccanismo di controllo ge-
netico pud essere chiarito ovviamente solo per mezzo di esperimenti di
incrocio. Siccome questa procedura risulta essere particolarmente dif-
ficile nel caso del Clupeidi, ci s élimitati a proporre un modello genetico
in accordo con le frequenze osservate dei vari fenotipi. La maggior dif-
ficolta a cui s va incontro nel formulare una ipotesi genetica, sta nello
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stabilire quali fenotipi rappresentino un omozigote e quali invece un
eterozigote. Nell'eredita delle emoglobine, non s ha in genere domi-
nanza completa e quindi s pud supporre chel' eterozigote presenti un
numero di bande pari o superiore a ciascuno degli omozigoti. Basandosi
quindi su questo criterio che prende in considerazione il numero delle
bande presenti, s pud escludere che il fenotipo i rappresenti un possi-
bile eterozigote, in quanto possiede una sola banda anodica. Esami-
nando i fenotipi 2 e 3, si nota che la loro differenza & quantitativa e non
qualitativa; nd fenotipo 3 infatti la prima banda anodica &€ molto piu
marcata della corrispondente banda dd fenotipo 2. Escludendo ogni
intervento di eventuali fattori di regolazione dell'attivita dei geni che
controllano la sintesi dell'emoglobina nello spratto, € verosmile pen-
sare che la quantita di emoglobina presente in questa prima banda sia
maggiore nell'omozigote perché l'allele che ne regola I'espressione é
quantitativamente doppio rispetto all' eterozigote. S pud pertanto
tentare una corrispondenza fra fenotipo e genotipo di questo genere:
fenotipo 1 = AA; fenotipo 2 = AB; fenotipo 3 = BB. Siccome i fe
notipi 4 e 5 sono troppo rari nelle singole pescate prese singolarmente,
la convalida del modélo genetico proposto € stata fatta dapprima pren-
dendo in considerazione i fenotipi 1, 2 e 3. Come riportato in tab. 4,
le frequenze teoriche di questi fenotipi calcolate in base allalegge di
Hardy-Weinberg, si discostano poco da quelle osservate; il x° calcolato
e risultato significativo solo in 2 casi su 21.

Per poter formulare un modello genetico completo che includa anche
i fenotipi rari 4 e 5, s sono sommati i dati relativi alle frequenze del
fenotipi di tutte le pescate. Questo € possibile in quanto frale varie cat-
ture € stata riscontrata una notevole omogeneita, come dimostra il
test x* per la omogeneita (x> = 22.71; gl. = 19; P = 0.3).

Pertanto il polimorfismo emoglobinico in Clupea sprattus si spieghe-
rebbe con I'equilibrio di 3 alleli probabilmente dello stesso locus genico.
I fenotipi 4 e 5 risulterebbero dalla combinazione dell'allele C rispet-
tivamente con A e con B.

Anche se il x° complessivo ottenuto con i dati di tutte le pescate &
alquanto elevato (tab. 5), il modelo genetico proposto resta finora il
piu valido; altre ipotesi genetiche sono state scartate in quanto forni-
vano x’ troppo alti.

Combinando in tutti modi possibili 3 alleli, si dovrebbero ottenere
6 diversi genotipi e quindi 6 diversi fenotipi. Come risulta dalle analisi
fatte, i patterns emoglobinici ottenuti sono stati solamente 5. Questa
apparente incongruenza € dovuta al fatto chel'allele C haunafrequenza
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TABELLA 4.
Frequenze osservate e teoriche dei fenotipi 1, 2, 3 nelle singole pescate. Sono
riportate anche le frequenze degli alleli A e B e i valori dei singoli .
Data I 2 3 Tot. fu te x2
25- 2-60 Oss. io 35 18
Teor. 12.03 31.00 19.97 63 0.437 0.530 1.05
28- 2-69 Oss. 32 76 40
Teor. 33.11 73.78 41.00 148 0.473 0.527 0.13
11- 3-69  Oss, 25 68 20 '
Teor. 28.58 60.94 32.48 122 0.484 0.516 1.64
5+ 2-70 Oss, 27 64 26
Teor. 29.72 58.50 28.78 117 0.504 0.406 1.03
9- z-70  Oss. 34 53 36
Teor. 30.26 62.48 32.26 125 0.492 0.508 1.33
20- 2-70 Oss. 26 61 27 :
Teor. 28.05 57.00 28.90 114 0.496 0.504 .56
24- 2-70 Oss. 23 38 28
Teor. 19.53 44.36 24.91 89 0.472 0.528 1.83
27-11-70 Oss. 11 45 29
Teor. 13.19 40.59 31.21 85 0.394 0.606 0.99
17- 3-91 Oss. 13 28 10
Teor. 14.25 25.4I 11.31 51 0.529 0.471 0.53
7-12-71 Oss. 24 49 20
Teor. 25.34 46.41 21.35 93 0.522 0.478 0.29
20-12-71 QOss. 24 41 18
Teor. 23.85 41.28 17.87 83 0.5360 0.464 0.00
I5- 2-72 Oss. 18 5I b
Teor. 23.67 3969 1663 80  0.544 ©0.456  6.48
24~ 2-92 Oss. 19 46 24
Teor. 19.83 44.36 24.81 89 0.472 0.528 0.06
21- 3-72 Oss, 21 55 24
Teor, 23.52 49.54 26.52 100 0.485 0.5I5 I.1I
8-11-72 Oss. i5 33 14 :
Teor. 16.00 31.00 15.00 62 0.508 0.492 .26
I15-11-72 Oss. 13 38 15
Teor. 15.52 32.97 17.50 66 0.485 0.515 I.53
5-12-72 Oss. 35 39 37
Teor. 30.29 80.49 41.23 161 0.494 0.506 1.80
2I~II-73 Oss. 25 66 23
Teor. 20.54 56.98 27.48 114 0.500 0.491 2.86
22- 1-74 Oss. 26 76 19
' Teor, 33.06 6o.29  26.84 12t 0.529 0.471 7.89
22-1I-74 Oss. 23 37 22
Teor. 26.01 50.99 24.95 102 0.505 0.495 1.4
28- 2-75 Oss. I5 53 22
Teor. 19.13 44.72 26.15 90 0.461 0.539 3.08
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TABELLA 5.

Frequenze osservate e teoriche dei diversi fenotipi e frequenze degli alleli A, B, C.
Nell'ultima colonna & riportato il ¥’ totale.

1 2 3 4 5 Totali f4 iz fo x2
AA AR BB  AC BC

Oss. 459 I1z4 492 I3 Iz
2000 ©.4805 0.5048 o0.0057 14.7
Teor. 502.97 1032.20 534.79 IL75 Iz2.IL

teorica molto bassa (0.57 %) e un individuo di fenctipo 6, che rappre-
senterebbe I'omozigote CC, dovrebbe trovarsi una volta ogni 30000
campioni circa

Come s nota dalla tab. 4, le frequenze dleliche oscillano di poco
intorno a valori che s mantengano costanti per tutto il periodo durante
il quale lo spratto viene pescato. Non solo, ma anche durante l'intero
periodo di osservazioni (1969-75) non S sono rilevate variazioni fra i
divers anni. Questo fa supporre che nel Gadfo di Trieste esista una po-
polazione di Clupea sprattus in equilibrio alelico in accordo con la legge
di Hardy-Weinberg.

RIASSUNTO

Sono stati sottoposti ad analisi elettroforetica oltre 2.000 campioni di emoglo-
bina di Clupea sprattus provenienti da pescate effettuate nel periodo 1969-75 nel
Golfo di Trieste. Si sono ottenuti 5 diversi patterns emoglobinici distinguibili in
base a numero ed alla concentrazione relativa delle diverse bande. Sembra da
escludere una dipendenza del fenotipo dal sesso, dallo stadio di maturazione delle
gonadi e dall'eta.

Per spiegare il numero e la frequenza dei fenotipi € stato proposto un modello
genetico basato sull'equilibrio di tre alleli. Gli scarti fra le frequenze osservate
e teoriche sono stati saggiati con il test del ¥’ e solo in due casi su 21 il ¥’ &
risultato significativo. Le frequenze dei vari fenotipi variano di poco intorno ad
alcuni valori medi e questo fa supporre una certa omogeneita fra le varie pescate.

SUMMARY

More than 2.000 specimens of haemoglobin of Clupea sprattus were ran on
electrophoretic plates. Samples were collected in the Gulf of Trieste from 1969
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until 1975. Five different phenotypes were obtained, differing for number of bands
and relative concentration. Meristic and morphometric analyses combined with
electrophoresis showed that haemoglobin polymorphism is independent of age,
sex and maturity stages of gonads of the specimens examined. Therefore a genetic
model, based on the equilibrium of three alleles, is proposed to explain the number
and the frequencies of the observed phenotypes. Discrepancies between expected
and observed frequencies were tested by x° method. Only in two on 21 cases, the
x° was significant. Average phenotypes frequencies do not differ significantly
among all captures. This observation suggests a relatively high homogeneity
among samples.
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VARIABILITA DI MYTILUS GALLOPROVINCIALIS
DELLA LAGUNA DI VENEZIA
ANALISI BIOMETRICA E POLIMORFISMI ENZIMATICI *

EMANUELE RODINO

Istituto di Biologia Animale, Universita di Padova

Lavoro presentato in occasione del 7° Congresso della Societa Italiana di Biologia
Marina (Venezia, 21-24 maggio 1975)

RIASSUNTO

Vengono presentati i risultati ottenuti dallo studio di alcuni campioni di Mytilus
galloprovincialis Lmk., provenienti da diverse stazioni della Laguna di Venezia

I diversi campioni di mitili, opportunamente scelti, sono stati sottoposti ad
analisi sia morfologica, con la valutazione di alcuni parametri biometrici, che ge-
netica, mediante la separazione elettroforetica di un sistema enzimatico (Leucina-
amino peptidasi), polimorfo per quattro alleli.

Alle evidenti differenze morfologiche e biometriche che caratterizzano i di-
versi gruppi di mitili, non corrispondono differenze significative nelle frequenze
geniche osservate. La omogeneita genetica dei mitili delle diverse zone esaminate,
che indica la presenza di una sola grande popolazione, sembra quindi confermare
che l'estrema variabilita morfologica che questi bivalvi presentano, sia dovuta
essenzialmente a fattori ambientali.

Sulla base dei dati ottenuti, viene messa in discussione la convenienza del me-
tododi studio morfologico — biometrico per lasoluzionedei problemi tassonomici
che il genere Mytilus ancora presenta.

! Lavoro eseguito con contributi C.N.R. nell'ambito dei programmi di ricerca
dell'lstituto di Biologia del Mare di Venezia
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SUMMARY

VARIABILITY OF MYTILUS GALLOPROVINCIALIS (MOLLUSCA, PELECYPODA)
FROM THE LAGOON OF VENICE.
ENZYMATIC POLYMORPHISM AND BIOMETRIC ANALYSIS (*)

Three samples of mussels were obtained from three different stations spaced from
the outside to the inside part of the lagoon of Venice.

The mussels were subjected both to biometrical analysis (the measured para-
meters were: length, height and width of the shell) and to acrylamide gel elec-
trophoresis of a gene-enzyme system (Leucine-Amino-Peptidase) variable with
four alleles.

The different samples, while showing significant differences in shell morphology,
were very similar in gene frequency for the LAP locus. This observation seems
to imply that the mussel population on the lagoon of Venice is genetically homo-
geneous. The great morphological variability of the shell seems to be completely
dependent from the differential action of environmental factors, interacting with
the shell formation during the growth phase.

On the basis of these results, one may conclude that the classical morphological—
biometrical approach may not be the most convenient for the solution of the
taxonomic problems concerning the genus Mytilus L.

(*) This research was supported with a National Council of Research grant to
the Institute of Marine Biology, Venice.
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RIASSUNTO

Si confrontano tra di loro popolazioni infralitorali di P. coerulea e di P. aspera
provenienti da due stazioni tirreniche (Fortullino, presso Livorno e Punta S. An-
gelo a Ischia) con le corrispondenti popolazioni mesolitorali per tre variabili cor-
relate tra di loro: la lunghezza della radula, |'altezza e il diametro maggiore della
conchiglia.

Gli esemplari infralitorali di entrambe le specie presentano rispetto alle cor-
rispondenti popolazioni mesolitorali un aumento del rapporto tra diametro mag-
giore e altezza della conchiglia e una diminuzione dei rapporti tra la lunghezza
dellaradula e il diametro maggiore e tra la lunghezza della radula e I'altezza della
conchiglia.

Le rette di regressione della lunghezza della radula sull'altezza e sul diametro
maggiore della conchiglia delle popolazioni infralitorali delle due specie di Patella
giacciono sempre a di sopra delle rette di regressione delle popolazioni mesoli-
torali. Le rette sono o parallele o divergenti main tal caso a partire da un punto
che s trova a di fuori dei valori osservati.

Il grado di divergenza tra le popolazioni esaminate & stato valutato mediante
il calcolo di una funzione discriminante che utilizza le misure delle tre variabili
considerate: c'e una distanza biologica apprezzabile tra le popolazioni mesolito-
rali e le corrispondenti infralitorali, per cui la discriminazione tra di esse é possi-
bile con una probabilita di errore di classificazione molto bassa, mentre le popo-
lazioni infralitorali si sovrappongono ampiamente.

Si discute sul significato adattativo di tale uniformita fenotipica delle popola-
zioni infralitorali di Patella e della loro notevole differenza dalle popolazioni
mesolitorali.
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SUMMARY

BIOMETRICAL ANALYSIS OF MESOLITTORAL AND INFRALITTORAL POPULATIONS OF
P. COERULEA AND P. ASPERA

P. coerulea and P. aspera infralittoral populations of the two Tyrrhenian stations
of Fortullino (Leghorn) and of Punta S. Angelo (Ischia) are compared between
themselves and with the corresponding mesolittoral populations by examining
three correlated variates, namely the radula-lenght, the shell-height and the shell-
lenght.

The infralittoral populations of both species show, contrary to the mesolittoral
populations, an increase of the ratio between the length and the height of the
shell and a decrease of the ratios between the radula-lenght and the shell-height
and between the radula-lenght and the shell-length.

The regression lines of the radula-lenght on the shell-length and on the shell-
height of the infralittoral populations of the two species of Patella, lie always above
that of the mesolittoral populations. The lines are either parallel or divergent from
a point well outside the populations data.

The extent of the divergence between all these populations has been evaluated
by means of a discriminant function which takes into consideration the three
variates examined: there is a remarkable biological distance between the mesolit-
toral and the corresponding infralittoral populations of the two stations. The
discrimination between them is possible with a very small probability of misclassi—
fication. On the contrary the infralittoral populations completely overlap.

Suggestions are made about the adaptive significance of the phenotypical
uniformity of the Patella infralittoral populations and of the marked difference
with the mesolittoral populations.
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ABSTRACT

Symbionts of Chondrilla nucula (Demospongiae), belonging to a Cyanophycea
species, have been studied in situ, also purposely displacing some specimens of
the sponge from lighted to darkened conditions. These Cyanophyceae are found
concentrated in the cortical layers of the sponge, occurring more sparsely in the
deeper layers, till they are replaced by bacteric symbionts. Some changes in the
photosynthetic apparatus of the algae have been observed relatively to their lo-
cation in the sponge tissues.

INTRODUZIONE

L'associazione di Cianoficee Croococcdi attribuite a genere Aphano-
capsa con le Demospongie marine Petrosia ficiformis ed Ircinia varia-
bilis é stata studiata per la prima volta da Feldmann nel 1933. Sara
e Liaci (1964) hanno osservato |'associazione costante di Chondrilla
nucula e Aphanocapsa feldmanni, mentre, in un successivo lavoro, Liaci,
Sciscioli e Matarrese (1973) hanno precisato la localizzazione di questi
smbionti nel tesociti e negli ovociti della spugna.

1 Lavoro eseguito con il contributo del C.N.R.
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Lo studio in microscopia elettronica dei problemi di associazione
tra Poriferi e Cianoficee € stato condotto da Vacelet (1971) su Verongia
aerophoba e da Sara (1971) su lIrcinia variabilis. Quest'ultimo autore
sottolinea la locaizzazione di Aphanocapsa feldmanni ned mesoilo ed
individua un'altra forma simbionte, tipicamente extracellulare e di
maggiori dimensioni — Aphanocapsa raspaigellae — che s trova ndle
cavita dd mesoilo.

L'associazione tra alghe e cdlule della spugna, secondo le osser-
vazioni degli autori citati, determina in Chondrilla nucula la pigmen-
tazione dell'esemplare che pud variare in relazione alla densita dei sim-
bionti, direttamente influenzata, a sua volta, dalla quantita di luce
ricevuta. La colorazione di Chondrilla dipende quindi dall'intensita
dell'irradiazione luminosa e puo variare da un intenso verde oliva, in
aree molto ben illuminate, ad un verde piu pallido, ed infine, attraverso
diverse gradazioni, a biancastro delle grotte piu oscure.

Poiché questa associazione ha carattere di smbios mutualistica e,
negli ambienti illuminati, s stabiliscono delle strette relazioni ecolo-
giche tra spugna e aghe, ci € parso estremamente interessante variare,
per acuni esemplari, le condizioni fisiche dell'ambiente in cui s svilup-
pano, per ossarvarne a distanza di tempo il comportamento.

La presente indagine prende quindi in esame, dal punto di vista
ultrastrutturale, questa associazione interspecifica, cercando in parti-
colare di mettere in rapporto la presenza e la localizzazione dell'alga
con le condizioni ecologiche alle quali é sottoposta la spugna ospite.

MATERIALI E METODI

Tutti i campionamenti sono stati effettuati in prossimita della Punta
di Portofino, in una zona con costa rocciosa, di moda moderatamente
battuta, con acque ancora relativamente poco inquinate. A Levante
della Punta, in zone superficiai e molto ben illuminate, con fondali
di roccia chiara, e particolarmente interessante una facies a Chondrilla
nucula che s estende, con varie interruzioni dovute ale caratteristiche
del substrato, per un centinaio di metri in direzione di Portofino.

Ciascun esemplare, prelevato direttamente dal sommozzatore e chiuso
in un sacchetto di plastica sempre in immersione, veniva portato in la-
boratorio in un contenitore termico e preparato ed osservato entro tre
ore dal prelievo.

Una prima serie di campionamenti € stata effettuata su popolamenti
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di Chondrilla insediati su un fondale ad una profondita di 12 m. Per
poter successvamente osservare il comportamento del simbionti con
il variare delle condizioni ecologiche, s & operato prelevando sul fondae
di 12 m una grossa pietra ricoperta da numeros esemplari di Chon-
drilla elas étrasportata, senza toccare né danneggiare in alcun modo
le spugne, in un anfratto semioscuro che s trova nella stessa zona
ad una profondita di 35 m circa. Tali esemplari sono stati successiva
mente prelevati a distanza di tempo, lasciando in grotta materiale suf-
ficiente per poter ulteriormente proseguire le ricerche.

Sono state effettuate misure di penetrazione della luce, rilevando
a—12 m una intensita pari a 7,7 % de valori registrati 40 cm sotto
la superficie, ed a —35 m, al'interno della grotta, una penetrazione
dello 0,06 %.

Le osservazioni in microscopia fotonica sono state compiute su se-
zioni di spessore variabile tra5 e 10 [, preparate con la tecnica del mi-
crotomo congelatore e quindi osservate in fluorescenza con microscopio
Wild M 20.

| preparati per l'osservazione in microscopia elettronica sono stati
fissati in gluteraldeide al 25 % in acqua di mare portata a pH 7,58
con NaOH 0,1 N. Dopo 2-10 ore di fissazione a temperatura tra 5° e
10° C, sono stati effettuati ripetuti lavaggi in acqua di mare addizionata
di 65 g/l di NaCl per mantenere costante |I'osmolaritd. La successiva
post-fissazione € stata fatta con tetrossido di osmio al 2 % in acqua di
mare. Le sezioni ottenute dopo inclusione in Epon sono state contra
state con acetato di uranile e citrato di piombo ed osservate con micro-
scopi Hitachi HU 11 e Zeiss EM 9S-2.

RISULTATI

L'esame delle sezioni di Chondrilla nucula ha permesso di mettere in
evidenza la seguente disposizione dei simbionti. La pellicola superficiale
della spugna risulta completamente priva di Cianoficee per uno spes-
sore costante di una decina di micron. Essa é seguita da uno strato in
Cui € possibile distinguere una zona di massima concentrazione algale
che hauno spessore di circa 600 1 ed una zona spessa 400 U nella quale
i simbionti iniziano a diradarsi pur continuando a presentare una fluo-
rescenza diffusa all'esame microscopico. Procedendo in  profonditd,
tutta la parte interna della spugna € caratterizzata da un'ulteriore di-
minuzione dei simbionti algali che tendono a raggrupparsi in masserelle.
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La Cianoficea s presenta nello strato superficiale con I'aspetto di
piccoli corpuscoli ovoidali di lunghezza fino ad 15 4, che in luce di
Wood assumono una colorazione rosso arancio. L'indagine ultrastrut-
turale permette di osservare con maggiori dettagli la morfologia di questi
simbionti. Ess sono circondati da una parete cellulare liscia e presen-
tano un apparato fotosintetico cogtituito da un tilacoide non ramificato,
che s arrotola a spirale al'interno della cellula (fig. 2, ). Il tilacoide
inizia a livello della membrana citoplasmatica e va a terminare nella
parte centrale della cellula dove sono visibili il citoplasma ed il nucleo-
plasma, al'interno del quale é spesso riconoscibile un reticolo di fila
menti (fig. 1, d).

La posizione delle aghe in Chondrilla e tipicamente extracellulare
(fig. 1, a b, C): ese d osservano, infatti, nel mesoilo della spugna,
dove sono visibili anche in fase riproduttiva.

Le cellule della spugna poste nello strato esposto alla luce — proba
bilmente tesociti — emettono un gran numero di  prolungamenti cito-
plasmatici che circondano ed inglobano le alghe, racchiudendole in va-
cuoli dove vengono digerite. E possibile, infatti, osservare vari stadi di
degradazione delle Ciandficee all'interno delle cellule della spugna
(fig. 1, b, ¢). Lo sviluppo dd tilacoide nei simbionti algali osservati
pud variare a seconda dellalocalizzazione dell'alga nel corpo della spugna
ospite. Ndlo strato piu supeficiae il tilacoide presenta, in genere, non
piu di due spire, mentre procedendo in profondita il numero di queste
tende ad aumentare. Esiste, tuttavia, una zona intermedia nella quale
le alghe con tilacoide a basso e ad alto numero di spire coesistono
(fig. 2, d). S nota anche una variazione dimensionale, in sezione
trasversale, tra le due forme, in quanto le alghe con poche spire di
tilacoide hanno in media un diametro inferiore (0,7-1,0 1) a quelle con
piu spire (1,0-1,5 ).

In Chondrilla nucula é stata anche osservata la costante presenza di
forme batteriche ovoidali — che ricordano quelle di Agelas oroides
(SaraGaino-Vdentini 1973) — e presentano una particolare distri-
buzione in rdlazione alla concentrazione dei simbionti algali. Dove le
aghe sono pid abbondanti, nella zona piu superficide, i batteri
ONO presenti in numero assai limitato (fig. 2, a), mentre la loro con-
centrazione cresce procedendo verso l'interno della spugna (fig. 2, b).
Come osservato in Verongia (Lévi e Lévi 1965, Bertrand e Vacelet
1971), nella zona profonda il popolamento batterico & particolarmente
sviluppato e sostituisce i simbionti algali. Questa costante presenza dei
batteri nella zona piu interna induce a ritenerli simbionti stretti di



ALGHE E BATTERI IN CHONDRILLA NUCULA 549

Chondrilla nucula. Anche per i batteri s s0no osservati fenomeni di
fagocitos attiva da parte delle cellule.

Gli esemplari di Chondrilla nucula trasferiti in ambiente semioscuro
N0 stati prelevati ed osservati dopo due mesi. Un primo esame delle
sezioni in luce fluorescente mette in risalto la presenza di uno strato
superficiale completamente privo di ssimbionti che raggiunge i 100 p di
spessore, mentre, in condizioni normali, nella stessa zona, la concentra-
zione delle Cianoficee era assai elevata. Procedendo in profondita s ha
un graduale continuo aumento della fluorescenza per uno spessore di
un centinaio di micron, fino ad un livello in cui la concentrazione delle
Ciancficee raggiunge i valori piu alti. Nella parte piu interna non s
osservano evidenti modificazioni nei confronti degli esemplari prelevati
in condizioni normali.

L'indagine, condotta sugli esemplari prelevati in grotta ha permesso
di osservare in tutte le Cianoficee presenti nel corpo della spugna un
tilacoide sempre costituito da un elevato numero di spire. Le dimen-
soni di queste alghe simbionti con tilacoide molto sviluppato sono
solitamente superiori a u (1,4), in concordanza con quanto osservato
negli esemplari di Chondrilla di ambiente ben illuminato. Anche in
gueste osservazioni sono state notate Cianoficee in fase riproduttiva,
circondate dagli pseudopodi emess dalle cellule, e alocalizzazione extra-
cellulare. Si osservano tuttavia alterazioni nella struttura del tilacoide.

Il popolamento di batteri simbionti, anche in questo caso, tende ad
aumentare procedendo verso l'interno della spugna.

DISCUSSIONE

L'aspetto ultrastrutturale e le dimensioni delle Cianoficee da noi osser-
vate in Chondrillale riavvicinano a quelle gia studiate da Vacelet (1971)
in Verongia aerophoba. Secondo questo autore, infatti, tali Cianoficee
hanno dimensioni da 13 a 2,3 |, mentre quelle da noi osservate vanno
da meno di 10 u ad 15 . L'indagine ultrastrutturale compiuta da
Sara (1971) su Aphanocapsa feldmanni in Ircinia variabilis riporta di-
mensioni che vanno da un minimo di 2 ad un massmo di 3 p e delle dif-
ferenze nella parete cellulare che anziché esser liscia, forma una serie
di ondulazioni con un periodo di 100 p.

In base a questi dati € evidente la grande variabilita morfologica di
tali forme simbionti nelle specie di spugne ospiti. Resta da stabilire se
queste differenze siano da attribuire a fenomeni di adattamento della
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Cianoficea alle diverse condizioni di vita che essa incontra nei tessuti
delle varie spugne, o ad una reale diversita specifica

In Chondrilla nucula s notano variazioni nell'apparato fotosintetico
dell'alga smbionte a seconda della sua localizzazione; riteniamo, tut-
tavia, che tale polimorfismo non vada inteso come possibilita di adat-
tamento della specie smbionte a mutate condizioni ecologiche, ma come
termine di un processo di specializzazione probabilmente irreversibile.

Questa ipotesi troverebbe conferma nelle nostre osservazioni sugli
esemplari di Chondrilla che, dopo il trasferimento in ambiente semi-
oscuro non presentavano piu le Ciandficee con tilacoide a poche spire
tipiche della zona esposta alla luce. Nélla stessa zona, infatti, non esi-
steva alcuna forma di alga simbionte.

Se le aghe con tilacoide a poche spire, caratteristiche del mesoilo
corticale, all'attenuarsi dell'irradiazione luminosa fossero state in grado
di aumentare il numero delle spire, esse sarebbero state ancora presenti
nei preparati.

Il persistere nella zona piu interna delle alghe con tilacoide a molte
spire pud essere frutto della loro abituale capacita di sviluppo in uno
strato soggetto ad irradiazione attenuata. La riduzione di densita ed
i fenomeni di degenerazione che s manifestano in queste alghe con
alterazioni dd tilacoide, fanno pensare che tali ssimbionti non possano
sopravvivere ancora a lungo. In base a questi fatti ¢ci sembra s possa
escludere la possibilita che la stessa alga incrementi il numero delle
spire del proprio apparato fotosintetico, e quindi riteniamo che debba
trattarsi di specie diverse.

Naturalmente queste ipotes sono frutto di osservazioni ancora limi-
tate nel tempo (permanenza in grotta di due mes) e sono quindi suscet-
tibili di ulteriori apporti.

Poiché il cambiamento di ambiente non ha, fino a questo punto, al-
terato I'integritadei tessuti della Chondrilla, si puo ritenere— in accordo
con guanto notato in Ircinia variabilis (Sara, 1971) — che la simbios
s sia stabilita in questi Poriferi come difesa contro I'eccessiva irradia-
zione. Le Ciandficee, infatti, sviluppandos in numero molto elevato
nel mesoilo corticale, elaborano dei pigmenti che proteggono i tessuti
della spugna permettendole di svilupparsi anche in ambiente ben illu-
minato.

E probabile che Chondrilla fosse una forma originariamente sciafila
che oon il graduale instaurarsi di questa smbios abbia avuto la pos-
sibilita di conquistare anche gli ambienti esposti ad irradiazione solare
diretta (Sara, comunicazione verbale).
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Riguardo alla distribuzione dei batteri nel tessuti della spugna, che
va crescendo man mano che s procede dalla superficie in profondita,
essa sembra confermare |'esistenza di un fenomeno di antagonismo con
le Cianoficee (Vacdet, 1971). Nd mesoilo corticale, infatti, dove i sm-
bionti algali, sono pit abbondanti, i batteri sono piuttosto rari, mentre
quando, negli strati profondi, le Cianoficee s rarefanno fino a scompa-
rire, le forme batteriche possono sviluppars abbondantemente e sosti-
tuire a questo livello il popolamento algale.

L' attiva fagocitos da parte delle cellule della spugna, osservata negli
strati superficiali ne confronti delle Cianoficee, s manifesta anche nella
zona a denso popolamento batterico; sia le alghe che i batteri costitui-
scono, pertanto, una notevole riserva alimentare per Chondrilla nucula.

Riteniamo sia di un certo interesse proseguire questo tipo di indagine
sia su esemplari di Chondrilla prelevati ale varie profonditd, per con-
fermare |'esistenza della relazione tra quantita di luce ricevuta e loca
lizzazione dei smbionti, sia sugli esemplari trasportati in grotta dopo
pit lunga permanenza in quell'ambiente. Sara anche interessante repe-
rire in grotte completamente oscure — che finora non abbiamo indivi-
duato nella zona presa in esame — esemplari di Chondrilla depigmentati,
a fine di studiare la distribuzione dei simbionti batterici in relazione
al'assenza delle forme algali.

RIASSUNTO

Sono stati presi in esame l'aspetto ultrastrutturale dei rapporti di simbiosi tra
una Cianoficea Croococcae e Chondrilla nucula e le modificazioni che intervengono
nella localizzazione dell'alga quando la spugna viene trasferita in ambiente mo-
deratamente oscuro. L'alga vive e si riproduce nel mesoilo della spugna e viene
inglobata dalle cellule di Chondrilla attraverso I'emissione di lunghi pseudopodi
che circondano progressivamente la Cianoficea

In Chondrilla nucula & stata osservata una sottile pellicola superficiale priva
di simbionti, seguita da una zona corticale ad alta concentrazione di Cianoficee.
Nella zona profonda tali forme si diradano fino ad essere sostituite da simbionti
batterici.

Le alghe della zona superficiale presentano un apparato fotosintetico con un
tilacoide a basso numero di spire, mentre procedendo in profondita esse sono ca-
ratterizzate da un tilacoide a piu spire.

Variazioni nella distribuzione delle Cianoficee sono state osservate su esem-
plari di Chondrilla dopo due mesi di permanenza in ambiente semioscuro. In tali
condizioni sopravvivono solo i simbionti algali con tilacoide ad elevato numero
di spire.
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SUMMARY

The symbiotic connections between a Cyanophyceae and Chondrilla nucula have
been studied by electron microscopy. Chondrilla presents a thin superficial layer
devoid of symbionts, followed by a cortical one crowded by Cyanophyceae, which
became more sparse in the deeper layer till they are replaced by batteric sym-
bionts. Some changes in the location of the algae, happening after specimens of
the sponge have been transferred to a darker position, have also been considered.

This alga lives and breeds in the mesoyl of the host sponge, where it is absorbed
by Chondrilla cells emitting long pseudopodia which gradually surround the Cya-
nophycea.

The photosynthetic apparatus of the algae living in the cortical layer usually
has a thylakoid with lesser coils than that in the deeper layer.

Some variations regarding Cyanophyceae location in Chondrilla specimens after
a two-months stay in a fairly dark spot have been observed. In these conditions
only the algae having photosynthetic apparatus with more coils survive.
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Fic. 1. Aspetti ultrastrutturali della simbiosi tra la Cianoficea Croococcale e
Chondrilla nucula nel mesoilo corticale della spugna (A, B, C). Particolare di alcuni
simbionti algali della stessa zona (D).



Fi1G..2. Batteri (—-) e Cianoficee nella zona corticale (A). Popolamento batterico
tipico della zona profonda (B). Cianoficea simbionte con tilacoide a poche spire
caratteristica della zona superficiale (C). Particolare di due Cianoficee con tilacoide
a basso e ad alto numero di spire (D).
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RIASSUNTO

Sono state esaminate due popolazioni di T. holothuriae provenienti da due sta-
zioni lagunari con caratteristiche ecologiche dissimili: la prima € prossima alla
localita Alberoni, a circa 3 chilometri dal mare aperto, la seconda, presso Mala-
mocco, €& piu interna distando poco pit di sei chilometri dal mare. L'associazione
bentonica della prima stazione si presenta piu varia rispetto alla seconda.

Le due popolazioni studiate presentano differenze in varie statistiche: numero
medio di uova per femmina, tempo minimo di sviluppo, incremento della morta-
lita e sterilita in conseguenza dell'inincrocio. Queste due ultime misure hanno
permesso di avere una stima della «concealed genetic variability»: il carico gene-
tico, come numero di equivalenti letali, &€ maggiore nella popolazione di Alberoni
ed una simile relazione esiste considerando il numero di «equivalenti di steri-
lita». Cio favorisce I'ipotesi che la popolazione di Malamocco, piu marginale ed
inserita in un'associazione pil monotona, presenti una variabilita genetica infe-
riore rispetto a quella di Alberoni.

Il carico genetico in T. bulbisetosa proveniente da Maamocco € molto simile a
quello calcolato per T. holothuriae della medesima stazione.

| valori del carico genetico calcolati per popolazioni dellalaguna di Venezia sono
sensibilmente inferiori rispetto a quelli calcolati per popolazioni del mediterraneo
occidentale. Cid e in accordo col fatto che le popolazioni del Nord Adriatico di
T. holothuriae possono essere considerate marginali rispetto a quelle del mediter-
raneo occidentale e quindi caratterizzate da una variabilitd genetica minore di
quella presente nelle popolazioni centrali.

La relazione tra bassa variabilita ambientale e basso carico genetico, in
T. holothuriae, € verificata anche dalle misure effettuate in una popolazione man-
tenuta da lungo tempo nelle condizioni standard di laboratorio: questa infatti ha
presentato il carico piu basso.
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SUMMARY

GENETIC LOAD IN TISBE HOLOTHURIAE AND T. BULBISETOSA
(COPEPODA HARPACTICOIDA) FROM THE LAGOON OF VENICE

Two populations of Tisbe holothuriae coming from two lagunar localities different
in their ecological characteristics has been examined. The first station is located
near Alberoni at a distance from the sea of 3 kilometers about; the second one is
the most interior, near Malamocco, 6 kilometers about from the sea. The benthic
community at the Alberoni station is richer than at Malamocco station.

Several statistics differed in the two populations: the mean number of eggs
per female, the minimum developmental time, the mortality and sterility incre-
ment as a consequence of inbreeding. The two last measures enabled us to estimate
the « concealed genetic variability ».

The genetic load, expressed as number of lethal equivalents, is higher in the
Alberoni population and such a relationship is found also when «sterility » equi-
valents are considered. This suggests the hypothesisthat the Maamocco population,
more marginal and living in a poorer community, possesses a lower genetic variabi-
lity by respect to that of Alberoni.

The genetic load of T. bulbisetosa from Malamocco is very close to T. holothuriae
one from the same station.

The populations from the lagoon of Venice seem to possess a lower genetic
load by respect to those from the western Mediterranean sea, and this suggests
that the populations from the northern Adriatic sea may be considered as marginal
populations.
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