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RIASSUNTO

Lo scopo fondamentale della tesi & stato quellovetificare, sulla
specie Talitrus saltator (Crostacei, Anfipodi), lipotesi delle asimmetrie
fluttuanti, formulata da Mgller & Swaddle (1997)rclintento, in caso di
verifica positiva dell'ipotesi, di proporre questaratteristica della popolazione
come bioindicatore dello stress a carico degliistesi delle spiagge sabbiose.

Per raggiungere tale obiettivo sono state reakzmag serie di analisi
morfometriche su quattro popolazioniThlitrus saltator tre del Mediterraneo
e una dell'Atlantico. Le analisi morfometriche hanniguardato la capsula
cefalica (indicatore delle dimensioni complessivel dorpo dei talitri), il
numero degli articoli del flagello delle antennem®le (carattere bilaterale
meristico) e la lunghezza deieridei pereiopodi P3, P6 e P7 (caratteri bilaterali
metrici). Essendo 'asimmetria fluttuante un fenomei popolazione, il nucleo
centrale della ricerca e stato il confronto deklliw di asimmetria fluttuante
delle popolazioni in esame. In particolare, I'otvet era correlare il livello di
asimmetria fluttuante con gli impatti delle attvilegate al turismo, con
inquinamento di acqua e sedimenti da idrocarbypisticidi, con le condizioni
climatiche e le escursioni di marea e, anche, adadlia degli individui.

Sono state analizzate due popolazioni sicilianegdvaco e Bruca,
campionate alla fine dell’estate, che vivono swaggé soggette a un crescente
impiego ai fini turistici ed esposte a inquinamemnico da idrocarburi
dipendente dalle attivita di trivellazione in maer la ricerca e I'estrazione del
petrolio, all'intenso traffico di petroliere e ahJaggio (illegale) delle loro
cisterne. La spiaggia di Bruca e, inoltre, soggatiaquinamento da pesticidi,
utilizzati nelle vicine serre e scaricati in marantite le acque di drenaggio. La
popolazione atlantica, Damgan, campionata alla die#estate, proveniva da
una spiaggia della Bretagna, ed é stata sceltd@aioggetta a forti escursioni
di marea e a condizioni climatiche diverse dal M=daneo; un ulteriore
motivo era valutare un’eventuale influenza delgligadegli individui sui livelli
di asimmetria fluttuante visto che, spostandosiseefatitudini maggiori,
aumentano le dimensioni degli individui delle p@@ibni della stessa specie.
La popolazione di controllo e stata scelta a Cafigb, poiché non impattata o,
comunque, meno impattata delle altre spiagge, desiserita all’interno di
una riserva naturale, il Parco Regionale della khana, sito nella Toscana
meridionale. Su questa popolazione, per controkaentuali effetti stagionali
sul livello di asimmetria fluttuante, sono statfetfuati due campionamenti in
stagioni diverse (Collelungo October e Collelungorih. Per questa spiaggia
era nota la dinamica annuale della popolazione.

La popolazione piu settentrionale, Damgan, nonostd® maggiori
dimensioni della capsula cefalica, ha mostratoumero di articoli del flagello
delle antenne seconde significativamente minopetie alle altre popolazioni,
il che indicherebbe che questi individui, sepputalts siano ancora soggetti a
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crescere. La loro crescita sembra allometrica vishe solo imeri dei
pereiopodi P3 sono significativamente piu lunghi agielli delle altre
popolazioni; inoltre, in questi stesmieri, i talitri di Damgan manifestano
un’asimmetria direzionale destra e si pu0 ipotigzehe, in questa fase di
crescita, non ci sia ancora la perfetta simmeftéédrale.

E’ stato confermato il dimorfismo sessuale del dlimg delle antenne
seconde con i maschi che hanno un numero di artgighificativamente
maggiore delle femmine. | risultati hanno mostratche che il dimorfismo
sessuale di questo carattere si presenta in masiieraarcata nella popolazione
piu vecchia, Collelungo April. Nei talitri pio veleg inoltre, il dimorfismo
sessuale tende a manifestarsi anche in altri edration la prevalenza dei
maschi per la lunghezza deieri dei pereiopodi P7 e P3 e prevalenza delle
femmine mature nella lunghezza della capsula cafali

La popolazione di Collelungo October ha manifestasdmmetria
direzionale destra a carico del flagello delle anteseconde. Contrariamente
alle attese, questa popolazione ha mostrato utiolide asimmetria fluttuante
dei meri dei pereiopodi significativamente maggiore rispedtdutte le altre
popolazioni, comprese le siciliane, soggette a ragigignpatti chimici. Pertanto
e emerso che I'asimmetria fluttuante della lunghedeimeri dei pereiopodi di
Talitrus saltatornon puo essere usata come bioindicatore degissti@imici a
carico degli ecosistemi delle spiagge sabbiosey daé essa non aumenta in
guelle popolazioni che sono cronicamente 0 acuttrgsposte a inquinamento
da idrocarburi 0 a inquinamento cronico da pestiéidche diverse condizioni
climatiche o maggiori escursioni tidali non innadeail livello di asimmetria
fluttuante.

E’ stata dimostrata una differenza stagionale mellb di asimmetria
fluttuante di Collelungo. Infatti, la popolazione@bllelungo April, pit vecchia
rispetto a quella di Collelungo October, ha un mendvello di asimmetria
fluttuante. Questo e spiegabile con tre ipotesi resmtludentisi: 1) Gl
asimmetrici sono stati selezionati contro; 2) N@so delle mute successive, gli
asimmetrici hanno compensato le asimmetrie; 3) Sablall'interno di una
riserva naturale, la spiaggia di Collelungo ha tedativa presenza di visitatori
che vi giungono attraverso il Parco Regionale dblEremma determinando
impatto meccanico. | dati degli ingressi alla sgiagndicano un picco rilevante
di visitatori nei mesi di aprile e maggio che eppio il periodo di sviluppo dei
talitri. Gli individui di Collelungo October, natiella primavera precedente, si
sono sviluppati in un periodo di grande impatto caeico, mentre i talitri di
Collelungo April, nati verso settembre-novembrel’deho precedente, sono
stati sottoposti a minori impatti meccanici duraihteeriodo del loro sviluppo.
Invece, nelle altre spiagge campionate, nel peritidaviluppo dei talitri, cioé
nei mesi di aprile e maggio, c’@ un afflusso nobeemte piu limitato di
visitatori, mentre c'é una presenza relativameltgeda turisti in agosto, periodo
nel quale i talitri, gia sviluppati, si riducono densita.



Pertanto, l'asimmetria fluttuante della lunghezza&i dneri dei
pereiopodi P3, P6 e P7 dalitrus saltatorpotrebbe aumentare a causa degli
stress meccanici dovuti alle attivita legate aillizzo turistico degli ecosistemi
delle spiagge sabbiose durante il periodo di spitujpdividuale.

La maggioresensibilita agli stress meccanici si riscontra a carico dei
meri dei pereiopodi P3, cui seguono quelli dei P6, meerda maggiore
resistenzaall'innalzamento del livello di asimmetria fluttoi@ si riscontra nei
meri dei pereiopodi P7. Questo fenomeno potrebbe edsga@o a una
maggiore canalizzazione dello sviluppo della sinmaetbilaterale di
qguest’appendice a causa del suo ruolo funzionalBeaélibrio statico e
dinamico dell’animale. Essendo la specie relativaneesistente nei confronti
degli impatti, le differenze tra le popolazioni figkllo di asimmetria fluttuante
dei meri dei pereiopodi P3 e P6 sono quelle da utilizzare ggne come
allarme precoce di stress meccanici. Questi segtanho, inoltre, il vantaggio
di essere piu corti e quindi meno soggetti a edomisurazione.

L'uso di Talitrus saltator come bioindicatore ha il vantaggio di
consentire confronti su una vasta area geografiaalistribuzione della specie
— e durante tutto I'anno in quanto questa é latdurgedia del ciclo di vita. A
differenza di altri parametri di popolazione o dinwnita volti a valutare lo
stato di benessere di un ecosistema, I'asimmdutiudnte della lunghezza dei
meri dei pereiopodi diralitrus saltatorsembra presentare il vantaggio di non
dipendere dallo sforzo di campionamento né dalbamlolanza delle popolazioni
in un particolare momento dell’anno. Tuttavia, gla& I'asimmetria fluttuante
presenta variazioni stagionali, I'applicazione diesto bioindicatore ha come
presupposto la conoscenza della dinamica dellalgpipoe sulla quale esso
viene misurato, oltre che del periodo in cui agigcgli stress meccanici.

In conclusione, tenendo opportunamente conto debgee di sviluppo
dei talitri, della dinamica delle popolazioni inaese e del periodo in cui
agiscono i fattori stressanti, particolarmenteégionalita delle attivita legate al
turismo, i livelli di asimmetria fluttuante demeri dei pereiopodi P6 e
soprattutto P3 possono essere considerati un effieaprecoce bioindicatore
degli stress meccanici a carico degli ecosistefié dpiagge sabbiose.






1. INTRODUZIONE

1.1. Prologo

Uno dei criteri fondamentali nella classificaziated regno Animale € il
tipo di simmetria. All'interno del sottoregno Euraebi (complessita anatomica
a livello di organi o di apparati e sistemi), quemhimali dotati di simmetria
bilaterale, cioé il cui corpo puo essere diviso iae un piano sagittale in due
parti specularmente (quasi) identiche, costituiscdoh grado Bilateri che
comprende la maggior parte dei phyla. Ai Bilateri contrappongono gli
appartenenti al grado Radiati poiché dotati di satia raggiata. E’ un criterio
di classificazione filogeneticamente e ontogeneti@@te “antico” visto che
rimanda ad uno dei primi bivi seguiti dall’'evolua®del regno Animale e dallo
sviluppo degli organismi. Pertanto, indagare spliessibili alterazioni della
simmetria bilaterale, col suo sottostante mondgedi homeobox, basilari nello
sviluppo del piano architettonico degli embrioni iraali, di induttori
morfogenetici e di comunicazioni tra parte destsanéstra del corpo (Holland
& Hogan, 1988; Boncinellet al, 1994; Hughes & Kaufman, 2002; Emlen &
Allen, 2004; Nam & Nei, 2005; Crickmore & Mann, Z)Q e affascinante
poiché & un modo per accendere una piccola fiammansterritorio della
biologia ancora molto oscuro.

In questa tesi saranno esaminate le alterazionntigaiive della
simmetria bilaterale, tra cui si annovera, ancherpgioni di tipo ecologico,
I'asimmetria fluttuante.

1.2. L’Asimmetria Fluttuante

L'Asimmetria Fluttuante € un fenomeno di popolaegiatefinita come
lieve deviazione casuale di un carattere morfolmglalla perfetta simmetria
bilaterale (Mgller & Swaddle, 1997). L'asimmetri@rporea viene misurata
attraverso le differenze tra gli elementi destrsieistri di caratteri bilateral
degli individui di un campione della popolazionégpi€amente, 'asimmetria € il
frutto di un differente sviluppo dei due lati delrpo di un individuo.

Esiste un interesse recente, e non solo, per lfasinia fluttuante. Ci sono varie
ragioni. La piu importante € che I'asimmetria flisthte € in relazione con
guello che forse e il maggiore ed insoluto problgyaaerale della biologia ossia
I'ordinata espressione dei genotipi in complessofipi tridimensionali, in altri
termini il problema della forma in biologia. Il sappealdipende dalla nostra
conoscenza a priori dell'ideale, ossia la perfsittametria bilaterale.

Dal punto di vista statistico, I'asimmetria fluthte € definita attraverso
due criteri. | valori delle differenze tra partestta (R) e sinistra (L) del corpo
sono 1) distribuiti normalmente e 2) hanno una methie non si discosta
significativamente da zero dato che, in condizioleali, un certo numero di
individui ha un carattere piu sviluppato su un ldébcorpo, poniamo a destra, e
uno stesso numero di individui ha lo stesso camp@l sviluppato a sinistra:
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ecco perché fluttuanti (Fig. 1a). La varianza delistribuzioni individua il
livello di asimmetria di ogni carattere che, comuegpuod essere definito anche
attraverso il valore assoluto dell’asimmetria indiale di ogni carattere.

0
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Fig. 1. Tre usuali distribuzioni di R — L, valori delle differenze tra lato destro (R) e sinistro
(L) del corpo nei Bilateri a) Asimmetria Fluttuante; b) Asimmetria Direzionale; c)
Antisimmetria (da Palmer, 1994, modificata).

L’'analisi delle proprietd statistiche consente diffedenziare
I'asimmetria fluttuante da altri tipi di asimmetgame I'asimmetria direzionale
e l'antisimmetria.

L'Asimmetria Direzionale si manifesta quando c'eétémdenza di un
carattere a svilupparsi di pit su un lato del cqrptosto che sull’altro lato. In
guesti casi e possibile predire quale lato delttznasara piu grande prima che
tale carattere si sviluppi. Nell'asimmetria direxide i valori delle differenze tra
lato destro e sinistro del corpo si distribuiscawomalmente ma con una media
significativamente diversa da zero (Fig. 1b, asitnmedirezionale destra).
Esempi di asimmetria direzionale si hanno nel bedeb piviere dal becco
storto, sempre deviato a destra (Neville, 197d)ammsizione degli occhi delle
sogliole, nella direzione di avvolgimento della cbiglia delle chiocciole (in
guasi tutte le specie destrorsa) e nel numero ldi dei polmoni nelluomo.
Nell’asimmetria direzionale le deviazioni delleigtiorie dello sviluppo dalla
perfetta simmetria sono orientate verso una pdatieodirezione e sono
codificate geneticamente negli individui di una etstinata popolazione.
Quando per un dato carattere si manifesta peesrimetria direzionale, non é
pit possibile scindere gli effetti dello stress #&mnkale dal fattore genetico.
L'Antisimmetria si verifica quando un lato di unratere € piu grande
dell'altro, ma non c’e preferenza per quale latagau grande: quindi non &
possibile prevedere quale lato sara piu grande. tisBtamente,
nell'antisimmetria le differenze tra i due elemenii caratteri bilaterali si
distribuiscono in modo platicurtico, cioe con piatargato con una media non
significativamente diversa dallo zero, oppure =m#rao una distribuzione
bimodale che riflette la presenza, all'interno aedtesso campione, di due
gruppi di individui che tendono a svilupparsi imse opposto (Fig. 1c). Un
tipico esempio di antisimmetria &€ dato dalle cldilsegnalazione dei granchi



violinisti maschi che appartengono al gengia. In Uca musicale femmine
hanno piccole chele simmetriche mentre i giovansehainiziano la vita con
due grandi chele ugualmente sviluppate e l'asimmetello sviluppo e
determinata da quale delle due chele sara dannaggipersa per prima. La
chela danneggiata o persa ricresce piccola, comre#faqdelle femmine. Cio
accade in modo casuale nel 50% dei casi a desira 0% a sinistra: ne
scaturisce pertanto una tipica distribuzione bined&ono rarissimi i casi di
maschi che, non avendo subito danni, hanno, daiaduk chele di grandi
dimensioni, cosi come sono rari i casi di maschidwae chele di tipo femminile
avendole perse entrambe contemporaneamente (Newifié€6). Un altro
esempio di antisimmetria si ritrova nel becco ic@t dell’uccello crociere,
Loxia curvirostra nel 58% dei casi la mandibola incrocia a sinigtnael 42%
incrocia a destra dando origine ad una distribizibmodale (Neville, 1976).
Presumibilmente I'antisimmetria e il risultato dnaupredisposizione genetica
degli individui verso l'asimmetria. Come nell’asimima direzionale, anche
nell'antisimmetria, l'effetto dello stress ambidataon pud essere considerato a
prescindere dal fattore genetico (Palmer & Strop&686; Mgller & Swaddle,
1997).

Mgller & Swaddle (1997) sostengono che nel cordio deviluppo si
creano delle asimmetrie nella struttura bilated@#’organismo ogniqualvolta
agiscono degli stress di natura genetica 0 amhbén@ao € stato visto spesso
negli uccelli, ad esempio nella coda delle rondimé¢ per volare deve essere
simmetrica; tuttavia, nelle popolazioni piu stréssadue rami della coda non
sono simmetrici. Per quanto riguarda gli streser@jine genetica, ricordiamo
mutazioni, elevati livelli di omozigosi, ibridazienche divide geni complessi
coadattati, inincrocio, intensi periodi di selezowlirezionale: tutti questi
fenomeni guastano il bilancio di un genoma riducerna capacita di un
organismo di tamponare la produzione di errori ahgdurante lo sviluppoA
conferma di quanto prima affermato circa gli strdssrigine genetica, c'é
'osservazione, che ha ancora piu rinfocolato ¢messe per I'asimmetria
fluttuante, di un’associazione statisticamente ifigativa tra asimmetria
fluttuante e eterozigosi: piu eterozigoti sonoigdividui o la popolazione, piu
bassa e I'asimmetria fluttuante. In altri termip&r ragioni ancora non chiare,
un incremento dell’eterozigosi sembra garantire imcremento del potere
tampone contro perturbazioni indotte dallambien& corso dello sviluppo.
Altre ricerche hanno riferito un incremento delifametria fluttuante in ibridi
tra specie rispetto al livello di asimmetria flettue nelle specie parentali: se ne
pud dedurre che qualsiasi sia il ruolo canalizzagitecato dall’eterozigosi
all'interno delle specie, tale canalizzazione semlyenga disturbata dal
mescolamento di complessi di geni coadattati nbgtii interspecifici (Palmer
& Strobeck, 1986). | risultati di queste ricerclens solo apparentemente in
contraddizione visto che tra gli stress geneticrsiovera anche l'ibridazione
che divide geni complessi coadattati. In questaspgetiiva, suona molto
veritiera la considerazione di Mayr (1942) sullee@p, come sistema per
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proteggere I'equilibrialdi complessi di geni conquistato attraverso il iagdklla
selezione naturale. Tra gli stress ambientali aariamno: temperature avverse,
inquinamento chimico, carenze nelle risorse alimentche possono
destabilizzare ulteriormente l'organismo durante fdge delicata del suo
sviluppo.

In conclusione, com’e stato evidenziato in un toebdi ricerche dagli
anni ‘50 in poi, 'asimmetria fluttuante ci fornsan’attraente misura di quello
che, con Lewontin (1998), definiamo rumore delldiluppo. In questa
prospettiva, le popolazioni che mostrano differelitielli di asimmetria
fluttuante sono probabilmente soggette a differgradi di stress.

| caratteri bilaterali che possono essere esamsiatlistinguono in
meristici e metrici. | caratteri meristici sono tjuehe si presentano in quantita
discrete cioe che si possono contare come i ragigg ginne pari dei pesci;
I'asimmetria nei caratteri meristici tende solitameea manifestarsi solo quando
lo stress raggiunge livelli molto elevati. Metrgmno i caratteri continui come,
ad esempio, le misure di distanze tra punti dep@oe rappresentano degli
indicatori piu sensibili della stabilita dello awipo di un organismo (Mgller &
Swaddle, 1997).

1.3. Breve inquadramento sistematico, morfologicodeecologico della specie
utilizzata

La specie utilizzata in questa ricer@alitrus saltator(Montagu, 1808),
appartiene al phylum degli Artropodi, subphylum €eazei, classe
Malacostraci, superordine Peracaridi, ordine Ardipsottordine Gammaridi,
famiglia Talitridi (Ruppert & Barnes, 1997).

| Peracaridi sono Malacostraci caratterizzati dghleesenza, nella
femmina, di una sacca ventrale incubatrice, dettasupio, formata da sottili
lamine triangolari dette oostegiti il cui svilupgosotto controllo ormonale e si
completa soltanto nell’eta riproduttiva. Lo svilupp diretto e, quando escono
dal marsupio, i giovani sono, all’aspetto, simgliadulti.

Gli Anfipodi sono Peracaridi con il corpo compredsteralmente,
lungo perlopiu dai 5 ai 15 mm, privo di carapaceswgdiviso in capo,
mesosoma, metasoma, urosoma e telson (Karaman). 893apo si trovano
le antenne prime e seconde, di solito ben svilgpghtmesosoma e formato da
8 segmenti, ma il primo (e raramente anche il s#égpncol suo paio di
appendici dette massillipedi, € fuso col capo. @il mesosoma appare
formato da 7 segmenti, ciascuno dei quali e forditan paio di appendici, i
pereiopodi. Le prime due paia di pereiopodi sonarohte anche gnatopodi,
sono spesso subchelate e hanno funzione prensiecéssivi pereiopodi hanno
prevalentemente funzione locomotoria. Ciascun ppoele € costituito da 7
segmenti che, in senso prossimo-distale, sono: ocozaxopodite, basipodite,
ischiopodite,meruso meropoditecarpus o carpopodite, propodite, dattilo o
dattilopodite. | pereiopodi 3 e 4 (P3 e P4) sond @imeno simili fra loro
mentre i pereiopodi 5, 6, e 7 (P5, P6 e P7) songrpssivamente piu lunghi
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anche se in qualche specie (ma noffafitrus saltato} la lunghezza maggiore
e nel P6. | dattili di questi pereiopodi sono oté&inverso la parte anteriore del
corpo dell'animale cioé in direzione contraria g8p ai pereiopodi 3 e 4 e agli
gnatopodi 1 e 2. Le branchie, che hanno l'aspettardelle o vescicole, si

trovano sulla faccia interna delle coxe dei pereibhpma mancano su quelle
degli gnatopodi 1 e, spesso, su quelle dei perdidpo.

Il metasoma é formato da 3 segmenti, ciascuno ukgi § dotato di un
paio di appendici filiformi, i pleopodi, che soneati per il nuoto e per creare la
corrente respiratoria. L'urosoma € costituito deegmenti, ciascuno dei quali
porta un paio di appendici, gli uropodi. Ogni urdpoé formato da un
peduncolo e da due rami, uno esterno e uno interaa@ meno forniti di spine,
anche se uno o entrambi i rami possono esserdiraaissenti. L’'uropode 3
(U3) é generalmente differente dagli uropodi 1 @dssiede un peduncolo piu
lungo o piu corto dei rami di cui quello internogpassere ridotto o assente.
Infine, il telson e una struttura unisegmentalaatéd dorsocaudalmente all’'U3,
sopra l'apertura anale (Fig. 2). Gli aspetti marfpti degli gnatopodi,
dell'uropode 3 e del telson sono alcuni dei critper l'inquadramento
tassonomico delle specie di Talitridi (Ruffo, 1993)

FLAGELLO PRINCIPALE

S
Al \\‘_//

Fig. 2. Morfologia generale esterna di un Anfipode. A1 = antenna prima; A2 = antenna
seconda; C1-C7 = coxe 1-7; Ep 1-3 = piastre epimerali 1-3; Gn1-Gn2 = gnatopodi 1 e 2;
P3-P7 = pereiopodi 3-7; ped. = peduncolo; U1-U3 = uropodi 1-3; T = telson; (da
Karaman, 1993).
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| Gammaridi sono Anfipodi perlopiu bentonici, beéctparecchi
possano nuotare, anche se non frequentementeirta ppr il nuoto é fornita
dai pleopodi e, in alcuni gruppi, dagli uropodi.lldestaccarsi dal substrato la
spinta iniziale € garantita usualmente da unoseditindietro del’'addome.

La famiglia Talitridae & I'unico raggruppamentolaetine Amphipoda
adattato alla vita sulla terraferma, anche se sergwata ad ambienti umidi.
Infatti, pur vivendo fuori dall'acqua, i talitridianno conservato le branchie per
gli scambi gassosi. L’aria deve essere umidaaétiiti sono costretti a vivere
nella sabbia bagnata, sotto i detriti, 0 nelladedt di foglie intrisa d’acqua nelle
foreste lontane dal mare.

Dalla letteratura € noto che, a differenza di aHtitridi, in Talitrus
saltator il dimorfismo sessuale non é accentuato; le dim@nsono, infatti, di
circa 13 mm per il maschio e 12 mm per la femminlassecondo gnatopode del
maschio non €& subchelato come in altre specie dtiridia Il dimorfismo
sessuale si manifesta nelle antenne seconde (A20ipghe nei maschi rispetto
alle femmine (Ruffo, 1993). Su talitri della GraneBagna, Williams (1987) ha
osservato che i giovani nascono indistintamente 4oarticoli nel flagello
dell'antenna seconda e che, nelle mute succeskivéemmina aggiunge,
simmetricamente su entrambi i flagelli, un articaleentre il maschio due. Il
numero degli articoli del flagello antennale, duegpud essere utilizzato per
conoscere l'eta dellanimale, una volta noto ilipdo che intercorre tra una
muta e la successiva.

Talitrus saltatorha una struttura corporea che ne garantisce V@)oci
agilitd di deambulazione e salti (da cui il nomdladespecie) fino a diversi
centimetri da terra; in particolare, grazie allenfa arcuata del corpo, per saltare
estende improvvisamente all'indietro 'addome tison ricavandone la spinta
necessaria.

Talitrus saltator vive nelle spiagge sabbiose del Mediterraneo,
dell’Atlantico Nordorientale e del Baltico Meridiale | talitri trascorrono tutta
la loro vita sulla stessa spiaggia e si muovontadedna intertidale a quella
sopralitorale e anche nelle zone retrostanti adldttda propria zonazione in
funzione delle caratteristiche del substrato, dédiati trofiche e anche delle
condizioni meteorologiche e delle fasi di mareaafiai et al, 1992).

La nutrizione diTalitrus saltatore generalmente saprofaga (detritivora),
prevalentemente su materiale organico spiaggiatqquiedi ha un ruolo
fondamentale nella catena alimentare dell’ecotaila dosta sabbiosa.

Sulle coste mediterranee, poiché I'escursione di@alimitata, i detriti
lasciati dal mare non sono in quantitd abbondantiynque la migrazione alla
ricerca del cibo pud avere un raggio piuttosto amfino alla duna (Scapirgt
al., 1992).

Per limitare il rischio di disidratazion€alitrus saltator presenta una
spiccata attivita durante la notte, periodo nelgeaerge dalla sabbia umida e
va alla ricerca di cibo. In generale si notano gdigehi giornalieri di attivita:
uno subito dopo il tramonto e uno poco prima diédda Eventuali condizioni
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climatiche avverse possono sopprimere o deprimecedi questi due picchi

(Scapiniet al, 1992). Invece, durante il giorno i talitri prefgono rimanere

infossati nella sabbia umida. Da tale substrataiésoono solo in caso di
pericolo: disseccamento della sabbia, sommersemene di scavo da parte di
un predatore. In caso di disidratazione, i tatichno evoluto un comportamento
di fuga verso il mare, mentre, in caso di sommeaksiotenderanno ad
allontanarsi da esso; la pioggia e le mareggiatergéano una maggiore
dispersione verso l'interno (Scapini, 1997).

Alle latitudini mediterraneeTalitrus saltatorsi riproduce nel periodo
tra marzo e ottobre, in cui le condizioni climagcbBono piu favorevoli alla
nascita dei piccoli. E' stata notata la presenzapidichi riproduttivi in
corrispondenza dei periodi primaverile e autunr{pié accentuata in questo
secondo periodo, perché i piccoli nati in primave@o gia in grado di
riprodursi), mentre poche nascite avvengono nebgerestivo a causa dell’alta
temperatura che non favorisce la sopravvivenzapimioli (Margueset al,
2003).

La crescita dell'individuo prosegue attraverso mpeeiodiche, fino al
raggiungimento della maturita sessuale, circa 3reedi dopo la nascita.

1.4. Talitrus saltator come modello di studio dell’asimmetria fluttuante e
come bioindicatore

Talitrus saltator(Fig. 3) e stato oggetto di numerosi studi che bann
condotto a una dettagliata conoscenza della suazimore e distribuzione (ad
esempio, Pavest al, 2009), dinamica di popolazione (Marquetsal,, 2003),
dei suoi adattamenti fisiologici (ad esempio, Mwbri& Spicer, 1998) e
comportamentali (unaeview in Scapini, 2006) e della struttura genetica di
popolazione (De Matthaegt al, 2000; Ketmaieet al, 2005).
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Fig. 3. Talitrus saltator (da: http://en.wikipedia.org/wiki/File:Talitrus_saltator_2a.jpg).

La vastita degli studi stialitrus saltatore su altre specie di talitridi e la
loro presenza su spiagge soggette a vari tipi dlithgDefeoet al, 2009;
Duganet al, 2010) fanno dei talitridi dei buoni candidati a®rioindicatori
degli stress ambientali, sia naturali sia antrogiaiarico delle spiagge sabbiose.
In particolare, l'uso diTalitrus saltatorcome bioindicatore ha il vantaggio di
consentire confronti su un’ampia area geografiazelig della distribuzione
della specie) e negli anni (gli individui vivond’gicirca un anno e ci sono due
o tre generazioni all'anno). Inoltre si tratta diauspecie relativamente diffusa
con popolazioni abbondanti ed &€ abbastanza rewmsiger cui pud essere
rinvenuta anche su spiagge relativamente inquieaiedisturbate (Scapini &
Morgan, 2002). Per tale ragione, non funge da Hioatore in base alla sua
presenza/assenza bensi in base alle differenze waverse popolazioni che
possono denunciare le differenze in termini di ittipra le spiagge di
provenienza; inoltre, puo fungere da allarme precdc stress prima che la
popolazione scompaia a causa di severi impatti emtdi (Scapini & Morgan,
2002). Ad esempio, € stato proposto di utilizzareihamica delle popolazioni
di Talitrus saltator come bioindicatore degli stress ambientali protioda
attivita legate al turismo (Weslawsd al, 2000; Faninget al, 2005; Ugoliniet
al., 2008). Per valutare la capacita portante degfisistemi delle spiagge
sabbiose sarebbe importante individuare precocengeffetti degli impatti
mediante bioindicatori la cui stima non dipenddalaforzo di campionamento
né dall’abbondanza delle popolazioni in un pardcelmomento dell'anno.
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Un buon candidato come precoce bioindicatore deghss ambientali
potrebbe essere il livello di asimmetria fluttuante
La notevole mole di studi effettuati Jalitrus saltator la sua ampia diffusione
con popolazioni abbondanti, la sua relativa resiee, ovviamente, il suo
essere un organismo con simmetria bilaterale en@zmzione metamerica
rendono questa specie un affidabile organismo rmdgler studi
sull’'asimmetria fluttuante

Il livello medio di asimmetria fluttuante, rinvemmunelle popolazioni
soggette a differenti gradi di impatto, rappresesitbe dunque il bioindicatore
dello stress ambientale.
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2. SCOPO DELLA TESI

Lo scopo della tesi e stato quello di verificare, Talitrus saltator
l'ipotesi delle asimmetrie fluttuanti, formulata daeller & Swaddle (1997),
attraverso una serie di analisi morfometriche sattqu popolazioni soggette a
impatti di natura diversa. L'intento era, in casb wérifica positiva della
suddetta ipotesi, quello di proporre 'asimmettigttiante come bioindicatore
di impatto a carico degli ecosistemi delle spiaggbbiose. Essendo un
fenomeno di popolazione, il nucleo centrale datlarca e stato il confronto del
livello di asimmetria fluttuante delle popolaziom esame. In particolare,
I'obiettivo era quello di analizzare I'eventualeladone del livello di
asimmetria fluttuante con gli impatti delle attvilegate al turismo, con
'inquinamento di acqua e sedimenti da idrocarbypesticidi, con le condizioni
climatiche e escursioni di marea e, anche, coagkat degli individui.
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3. MATERIALI E METODI

3.1. Descrizione dei siti di studio

Sono state scelte quattro popolazioniTdilitrus saltator (Montagu,
1808) viventi nelle seguenti spiagge sabbiose @&y Tabella 1):

1. Maganuco — Sicilia Sudorientale — Canale di M4gftrovincia di
Ragusa, Italia) - 36°431,00' N — 14°4913,62' E, campionata il 21 e 23 agosto
2008. Chiamero tale popolazione Maganuco August.

2. Bruca — Sicilia Sudorientale — Canale di Majieoyincia di Ragusa,
Italia) — 36°4407,63' N — 14°4041,78' E, campionata il 25 agosto 2008.
Chiamero tale popolazione Bruca August.

3. Collelungo — Toscana Meridionale — Parco Red®ndella
Maremma (provincia di Grosseto, ltalia) — 4218814' N — 11°0407,95' E.
Per questa popolazione ho eseguito due campiongnienanni e stagioni
differenti, il 3 ottobre 2008 e il 21 aprile 201CGhiamero tali popolazioni,
rispettivamente, Collelungo October e CollelungwilA

4. Damgan — Bretagna Meridionale — (Dipartimento Mibrbihan,
Francia) — 47°31'00",45N - 02°34'47",45 W, campionata il 29 agosto 2009.
Chiamero tale popolazione Damgan August.

Le caratteristiche dei siti di campionamento soassunte e confrontate
in Tabella 1.

| f/( ¢ V7 \"\“L%\\
a
-~ %M%w‘/\‘f g

Bruca
» Maganuco

Fig. 4. Siti di campionamento.
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Tabella 1. Caratteristiche dei siti di campionament  o.

Spiaggia Maganuco Bruca Collelungo Damgan
Lunghezza 890 m 1630 m 4400 m 1560 m
Profondita 80,0 m 275m 32,7m 50,9 m
massima (in bassa
marea diurna)

Profondita nel 45,9 m 27,5m 32,7m 32,4 m
punto di cattura
(in bassa marea
diurna)
Orientamento 174° 234° 211° 190°
medio
(perpendicolare
alla linea di riva)
Vegetazione Si Si, in piu villette Si Solo nei 300 m
dunale dietro le dune attorno alla zona
di cattura
Limiti laterali Scogli su Scogli su un lato, Scogli su un Scogli su
entrambi i lati ghiaia e scogli lato, ghiaia e entrambi i lati
sull’altro scogli sull'altro
Vie di accesso 6, dicui 3 3,dicui2 2 3 principali e
frequentemente adiacenti e numerose
usate frequentemente secondarie
usate
Corsi d'acqua o No Si, un canaledi  Si, riva sinistra  Si, un canale di
canali di scolo scolo dalle serre, del fiume scolo a 1090 m
situate nel vicino Ombrone a 5051 dal punto di
entroterra, scarica mdal puntodi  campionamento
nel mare a 678 m campionamento
dal punto di
campionamento
Area protetta No No Si No
Presenza di turisti ~ Si, specialmente Si, specialmente  Si, specialmente Si, specialmente
in agosto in agosto in aprile e in agosto
maggio
Pulizia della Si, meccanica, in No No Si, meccanica,
sabbia agosto in agosto
Presenza di Nella parte Dappertutto ad Dappertutto Solo nei 170 m
taliridi orientale della eccezione dei 380 attorno alla zona
spiaggia (non m attorno agli di cattura (pochi
molto frequentata accessi principali accessi, no
dai turisti) pulizia)
Date dei 21, 23 agosto 25 agosto 2008 3 ottobre 2008; 29 agosto 2010
campionamenti 2008 21 aprile 2010
Areadicattura 17 nf 21 nf 10 nf; 17 n? 20 nf
dei talitridi
Numero di 50 80 114; 115 110
talitridi catturati
Densita nellarea 2,9 3,8 11,4; 6,8 55
di cattura
(individui/ m?)
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Alla luce dell'ipotesi di Mgller & Swaddle (1997p scelta dei siti di
campionamento €& stata indirizzata a individuareofagioni provenienti da
spiagge impattate e popolazioni viventi in spiaggen impattate 0 meno
impattate, al fine di confrontare il loro livello @simmetria fluttuante.

La spiaggia diMaganuco (Fig. 5a) & caratterizzata da un impatto
turistico crescente ma concentrato nel mese ditagpga un inquinamento
cronico da idrocarburi, giacché, a largo di québréle, vengono eseguite
trivellazioni per la ricerca e I'estrazione delnpdib. In particolare, la spiaggia
situata vicino al porto di Pozzallo che funge dsebdi supporto per Vega, la piu
grande piattaforma petrolifera del Mediterraneo sh&ova a 12 miglia dalla
costa (Fig. 5b).

Fig. 5. a) Spiaggia di Maganuco con il punto di campionamento e il porto di Pozzallo (da
Google Earth, 10 maggio 2009); b) Piattaforma petrolifera Vega. (da:
http://www.greencity.it/news/2564/  riprende-l-attivita-della-piattaforma-petrolifera-vega.
html; 25 giugno 2010).

Sulla spiaggia di Maganuco, come in molte altrelittialale ragusano, e
comune imbattersi in residui catramosi legati aliévita estrattive, all'intenso
traffico marittimo, specie di petroliere, e anchdaaaggio (illegale) delle loro
cisterne.

Nell'altra spiaggia sicilianaBruca, oltre al crescente impatto turistico
(ad agosto) e al cronico inquinamento da idrocérisiiaggiunge la presenza,
nel vicino entroterra, di vasti impianti di serifittwa ove si fa uso di pesticidi,
una quota dei quali, tramite le acque irrigue dendlggio, € scaricata
direttamente in mare attraverso due canali di sgitp 6).
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14°40'24.61"E

Fig. 6. Spiaggia di Bruca con il punto di campionamento e gli impianti di serricoltura nel
vicino entroterra. Le frecce indicano lo shocco dei canali di scolo delle acque reflue di
drenaggio delle serre (da Google Earth, 10 maggio 2009).

Si tenga conto che le correnti marine della zonaosm assoluta
prevalenza da Ovest per cui i reflui scaricati erenvanno a investire la zona di
cattura dei talitri.

La spiaggia di Collelungo & stata da me considerata quella
presumibilmente non impattata o, comunque, menaitata delle altre spiagge
selezionate poiché inserita all'interno di unamisenaturale, il Parco Regionale
della Maremma (Fig. 7), che € una zona non inqajn&ti cui dintorni si pratica
obbligatoriamente agricoltura biologica e dove tEuwe di drenaggio sono
periodicamente  monitorate per eventuali contamorazi chimico-
microbiologiche. La spiaggia €, inoltre, relativart® non impattata dal turismo
(Fanini et al, 2005). Su questa spiaggia ho effettuato due iaramenti in
anni e stagioni diverse per evidenziare eventdtditestagionali sul livello di
asimmetria fluttuante.

20



(b)

Fig. 7. a) Spiaggia di Collelungo con il punto di campionamento (da Google Earth, 3
settembre 2004); b) Vista della spiaggia dal retroduna (da: http://www.meteoclima.net/
itl5/index.php?option=com_content&view=category&id=59&Itemid=109).

La spiaggia dDamganin Bretagna (Fig. 8) € stata scelta poiché, oltre

al crescente impatto turistico (ad agosto), & stggeforti escursioni di marea e
a condizioni climatiche diverse dal Mediterranedidéa era di saggiare
I'eventuale influenza di tali condizioni sul livelldi asimmetria fluttuante della
popolazione. Un ulteriore motivo della scelta et@e,cspostandosi verso
latitudini maggiori, aumentano le dimensioni degllividui delle popolazioni
della stessa specie. Volevo verificare, infattiemantuale influenza della taglia
degli individui sui livelli di asimmetria fluttuaat

Fig. 8. Spiaggia di Damgan con il punto di campionamento (da Google Earth, 24
settembre 2002).

3.2. Campionamento

Seguendo tecniche di campionamento gia precedenteraglizzate in
studi di dinamica e struttura di popolazione (Segap002; Marqueset al,
2003; Faniniet al, 2005), individuavo, nell'ambito della spiaggla, zona di
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massima frequenza dei talitridi, e poi, smuovendo dtrato sabbioso
superficiale, catturavo solo talitridi adulti medii@ un aspiratore entomologico
(Fig. 9). Poi misuravo I'area di campionamento geantificare lo sforzo di
campionamento e ottenere una misura della densitaatitridi nell’'area di
cattura (Fig. 10). | talitridi poi erano trasferiti un contenitore di plastica
contenente sabbia umida della medesima spiaggiatatoddi buchi per
permettere Il'aerazione. Nella stessa giornata dehpionamento o entro
indomani, per ogni popolazione, trasferivo sirgohente non meno di 50
talitridi adulti dentro provette eppendorf riempjieecedentmente con etanolo
assoluto (99,9%) che, poi, erano stoccate allageatpra di —20°C.

Fig. 9. L’autore nell'attivita di campionamento a Damgan (Bretagna, Francia, 29 agosto
2009). Si vede l'aspiratore entomologico e il contenitore per il momentaneo stoccaggio
dei talitridi catturati.

Fig. 10. Area di campionamento delimitata (Damgan, 29 agosto 2009).
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3.3. Analisi morfometriche e genetiche

In ogni individuo ho esaminato un carattere bila&emeristico ossia il
numero degli articoli del flagello delle antennem®le (A2) che é indicativo,
inoltre, dell’eta del talitro.

Per quanto concerne i caratteri metrici, il critebasilare nella scelta
dei segmenti bilaterali da misurare e stato laaswst e chiarezza dei punti di
repere poiché da cio sarebbero dipese I'accurateizgrecisione delle misure.
Il secondo criterio e stato quello di evitare djdes la misura di un carattere ad
un altro carattere. Ad esempio, l'utilizzo di ur@mne come punto di repere di
un segmento ne avrebbe condizionato la misura, aleoquest'ultima sarebbe
dipesa dal punto in cui la spina si era sviluppeitaché dalla sua lunghezza e
orientamento. Il terzo principio era analizzareossggmenti rettilinei, dato che
prendevo le misure direttamente per mezzo del et inserito nell’oculare
dello stereomicroscopio, senza far uso di foto eamklisi delle immagini.
Rispetto a misurazioni effettuate da foto allo esdenicroscopio, la misura
diretta nello stesso strumento diminuisce il numdirpassaggi che portano al
dato finale, riducendo cosi il numero di errori.fbo#o, infatti, implica la messa
a fuoco con la macchina digitale diminuendo, speck0X, la chiarezza dei
punti di repere. Si consideri, inoltre, che perurid I'entita dell’errore di
misura, effettuavo due misurazioni dei carattertriroebilaterali. La foto, una
volta fatta, non consente di spostare il segmeldorigerca di una posizione
migliore, nel senso che entrambe le misurazionodewessere effettuate sullo
stesso reperto digitale, mentre, nelle misure tdirés seconda volta & possibile
che si individui un orientamento migliore sul piarofine, ho scelto di non
misurare due o piu segmenti della stessa apperaticesempioneruse carpus
giacché essi correlano sia negli esemplari simoiedia in quelli schiettamente
asimmetrici (osservazione personale) per cui questasarebbe rivelata
un’analisi morfometrica ridondante.

Invece, tenuto conto dello sviluppo anamorfico ceistacei (prima la
parte anteriore del corpo, poi quella posteriogggreiopodi P3, P4, P5, P6 e P7
erano i piu adatti per lo scopo della ricerca. tdoigb di utilizzare i pereiopodi
P4 e P5 di destra e di sinistra per I'analisi geaetlopo aver verificato,
adattando il metodealting outdi Miller et al (1988),che da essi era possibile
estrarre, una sufficiente quantita di DNA e amgidifi alcuni frammenti genici.
Invece i pereiopodi P3, P6 e P7 di destra e distsmisono stati scelti per
'analisi morfometrica, non solo perché si sviluppan tempi differenti, ma
anche perché sono di dimensioni progressivameaseenti.

In queste appendici, imeri sono i migliori segmenti per quanto
concerne chiarezza e costanza dei punti di reppeg k& facilita di misurazione
con lingrandimento 50X (Fig. 11). A tal proposit,consideri che negli studi
sull'asimmetria fluttuante & importante utilizzaneita di misura che non siano
troppo grandi in rapporto all'effettiva asimmetgaiché, in caso contrario, pur
in presenza di asimmetria fluttuante del carattereesame, si avrebbe
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leptocurtosi, ossia un addensamento dei valori mafsual centro della
distribuzione. Per questo motivo ho scelto di ze#ire I'ingrandimento 50X. In
base ad una serie di osservazioni preliminari, éxfigato che per meri dei
pereiopodi P6 e P7 il lato piu idoneo alle misuwariera quello posteriore
osservato dalla faccia interna del segmento. kofier entrambi i segmenti, il
repere prossimale era il punto piu distale delkvdi incisura tramerus e
ischiopodite, mentre il punto di repere distale exppresentato dall’apice del
ginocchio con esclusione della spina (in base @rsdo criterio). Perineridei
pereiopodi P3, il lato piu idoneo era quello amtexiosservato dalla faccia

esterna del segmento, con punti di repere ideatwuelli dei pereiopodi P6 e
P7.

Lieve incisura con ischiopodite  Apice del ginocchio (esclusa la spina)

Basipodite Ischiopodite Meropodite (merus) Carpopodite Propodite

Fig. 11. Pereiopode P3 destro osservato allo stereomicroscopio ad ingrandimento 50X.

Sono indicati i principali segmenti che formano I'appendice e i punti di repere prossimale
e distale del merus.

Infine, ho misurato anche la lunghezza della capsdfalica come
indicatore delle dimensioni complessive del corgd tdlitro (Marqueset al,
2003).

La Figura 12 e la Tabella 2 riassumono le apperaicsegmenti scelti
per le analisi genetiche e morfometriche e i relgtiinti di repere.

La Fig. 13 mostra, al microscopio elettronico anséane, in corrispondenza
dell’articolazione traneruse carpusdel pereiopode P6 destro, il punto di repere
distale deimerus
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Fig. 12. Rappresentazione descrittiva di a) Talitrus saltator. In giallo le appendici usate
per le analisi genetiche, in rosso i segmenti utilizzati per le analisi morfometriche. b)
Articoli del flagello delle antenne seconde; c) Merus del pereiopode P7; d) Merus del
pereiopode P6; e) Merus del pereiopode P3; f) Pereiopode P5; g) Pereiopode P4
(modificata da Ruffo, 1993).
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Tabella 2. Segmenti misurati e punti di repere util

izzati.
Antenne
seconde Pereiopodi P3  Pereiopodi P6  Pereiopodi P7
Capsula
cefalica Dggtra e Dggtro e Dggtro e Dggtro e
Sinistra Sinistro Sinistro Sinistro
(A2)
Segmento - Flagello Merus Merus Merus
Faccia - - Esterna Interna Interna
Lato Destro - Anteriore Posteriore Posteriore
. Estremita Punto piu distale Punto piu distale Punto piu distale
Punto di . ! . !
repere posteriore i della lieve della lieve della lieve
rosF;imaIe della incisura con incisura con incisura con
P capsula ischiopodite ischiopodite ischiopodite
Puniodi  Base della ghocchio ginoceho ginoceo
repere antenna i (gesclusa la (gesclusa la (gesclusa la
distale prima . ) .
spina) spina) spina)

Fig. 13. Articolazione tra merus e carpus del pereiopode P6 destro col punto di repere
distale del merus (foto al microscopio elettronico a scansione ad ingrandimento 530X).
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Ho messo a punto un protocollo, di seguito illustrgper garantire le
migliori condizioni per compiere analisi morfometre e genetiche sullo stesso
individuo, per evitare fratture o mescolamento eleppendici e, infine, per
ridurre I'entita dell’errore di misura umano.

Ogni individuo era posto in un pozzetto di vetrdlaldase piana (le
cosiddette saliere), riempito con etanolo assoldo osservato allo
stereomicroscopio (Wild). Per mezzo di pinzetterilsteate mediante
flambatura, da ogni talitro prelevavo i pereiopBdie P5 di destra e di sinistra e
trasferivo queste appendici in provette eppend@igo di etanolo assoluto per
le successive analisi genetiche. Poi, per ciasedividuo, allestivo due vetrini
portaoggetto, uno per le appendici di destra eperayuelle di sinistra; sui lati
corti di ogni vetrino riportavo le scritte “Capo™&elson” mentre sui lati lunghi
scrivevo “Prossimale” e “Distale” in modo da averettro punti di riferimento
che mi consentissero di posizionare correttamenpereiopodi e ridurre il
rischio di confonderli. Poi prelevavo dal talitrgpereiopodi P7, P6 e P3 di
destra e li posizionavo sul vetrino portaoggettd@estra”, dopo ripetevo la
procedura per i pereiopodi di sinistra (Fig. 14).

Fig. 14. Vetrini portaoggetto Sinistro (in rosso) e Destro (in blu) con i rispettivi pereiopodi
P3, P6 e P7.

1 mm

Fig. 15. Flagello dellantenna seconda osservata allo stereomicroscopio ad
ingrandimento 50X.
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Utilizzando l'ingrandimento 50X, contavo il numedi articoli del
flagello delle antenne seconde di destra e ditsinigig. 15). Poi, usando le
chiavi dicotomiche (Karaman, 1993; Ruffo, 1993)ntificavo la specie cui
apparteneva I'esemplare sotto osservazione. Tlitthdjvidui catturati erano
Talitrus saltator ad eccezione di due, entrambi provenienti datiaggia di
Bruca che, avendo gli uropodi terzi (U3) rotti, qmstevano con certezza essere
identificati comeTalitrus saltator Pertanto, il numero complessivo di talitri di
Bruca da 50 si e ridotto a 48 individui.

Per ogni individuo, poi, determinavo il sesso dpapenenza. | maschi
si riconoscono per la presenza di due peni chei@ppaome sottili tubicini
situati, 'uno di fronte all’altro, sulla faccia w&rale del talitro a livello del
settimo mesosomite (Fig. 16).

Fig. 16. Esemplare di maschio di Talitrus saltator osservato allo stereomicroscopio. Sono
evidenziati i due peni e alcune branchie. (a) ingrandimento 12X; (b) ingrandimento 25X
(foto del Dott. S. Gambineri).
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Le femmine si riconoscono per la presenza di daebfiaterali di sottili
lamine triangolari dette oostegiti, visibili sufiaccia ventrale dell’individuo dal
secondo al quinto mesosomite. Si distinguono ferammature e immature. Le
femmine mature (Fig. 17) sono dotate di oostegitiuppati e, soprattutto,
provvisti di setole che, allacciandosi con le colatierali, permettono la
formazione della sacca, detta marsupio, ove soncoltacle uova e,
successivamente, i piccoli in via di sviluppo. lmegti casi contavo il numero
delle uova o dei piccoli. Le femmine immature (Fi§) si distinguono poiché
hanno oostegiti piccoli e privi di setole.

Con un ingrandimento di 25X, staccavo la capsultalica e la
sistemavo nel pozzetto di vetro in modo che mosgralssuo lato destro (Fig.
19); poi misuravo la lunghezza dalla base delllamgéeprima fino all’estremita
posteriore della capsula cefalica. Il resto ddtrtale la capsula cefalica erano
poi riposti nell’eppendorf originaria. Dopo, ponenda turno, sotto lo
stereomicroscopio, i vetrini portaoggetto di desrdi sinistra, disarticolavo i
meri dai rispettivi pereiopodi in modo da avere una liazazione ancora piu
chiara dei punti di reperenteri dei pereiopodi P7 e P6 erano quindi disposti in
modo da rivolgere allo stereomicroscopio la lorocfa interna, mentre meri
dei pereiopodi P3 vi rivolgevano la loro facciaeest. Per avere un maggior
contrasto di luce, ponevo uno sfondo nero sottetiino portaoggetto (Fig. 20).

Utilizzando l'ingrandimento 50X, eseguivo due mexioni del lato
posteriore deimeri dei pereiopodi P7 e P6 e del lato anteriore rdeii dei
pereiopodi P3. Eseguivo le due misurazioni dellessbmerusnella stessa
giornata con un intervallo di almeno tre ore freole durante questo periodo di
tempo analizzavo altri campioni in modo da non esseondizionato dai
precedenti risultati. Le misure ottenute con lorestenicroscopio erano
convertite in micron tramite opportuni calcoli dirersione.

Ho personalmente eseguito tutti i campionament enisurazioni in
modo da ridurre l'errore dipendente da eventuathmianamenti selettivi e
guello imputabile all'impiego di misuratori diffeng.
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Fig. 17. Esemplare di femmina matura di Talitrus saltator osservata allo
stereomicroscopio. Sono evidenziati alcuni oostegiti con setole, alcune branchie e uova.
(a) ingrandimento 16X; (b) ingrandimento 32X (foto del Dott. S. Gambineri).

Oostegite
poco sviluppato
e senza setole

Fig. 18. Esemplare di femmina immatura di Talitrus saltator osservato allo
stereomicroscopio. Sono evidenziati alcuni piccoli oostegiti e le branchie. Ingrandimento
16X (foto del Dott. S. Gambineri).
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Fig. 19. Capsula cefalica di Talitrus saltator staccata dal resto del corpo, osservata allo
stereomicroscopio ad ingrandimento 25X.

Merus del pereiopode P3

Merus del pereiopode P6

Lieve incisura con ischiopodite

Merus del pereiopode P7

Apice del ginocchio (esclusa la spina)

Fig. 20. Meri di Talitrus saltator disarticolati dal resto dei rispettivi pereiopodi di sinistra,
osservati allo stereomicroscopio ad ingrandimento 50X.

3.4. Analisi Statistica

Per le analisi statistiche il livello di significata utilizzato é stato del
5%.

Il ¥ test & stato usato per valutare I'eventuale soesito dall’atteso
dellasex ratiodi ogni campione delle popolazioni in studio.

La procedura di analisi statistica dell’asimmetfiattuante & stata
realizzata prendendo spunto da Palmer & Strobe@Rgjle Palmer (1994) e
usando Excel e S-Plus 6 per Windows.

Negli studi sull’asimmetria fluttuante, € importargscludere glbutlier
dall’analisi statistica, in quanto sono una fontemane di distribuzioni
asimmetriche o di leptocurtosi. | valori delle difénze tra parte destra (R) e
sinistra (L) di pochi individui dutlier), allinterno di un campione grande ed
altrimenti distribuito normalmente, possono deviatallo zero in modo
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insolitamente rilevante. Pertanto, in primo luogsgludevo quegli individui che
mancavano di un’appendice da una parte del cotpgessedevano dall’altra,
oppure avevano un’appendice ridotta a un sempbbezzo non misurabile da
una parte del corpo e I'appendice controlateralemate. Casi simili erano
guelli di esemplari in cui, pur essendo presentpgpendici da sottoporre alle
analisi morfometriche, si rilevavano delle frattureei meri prima delle
misurazioni con conseguente impossibilita di unaetta misura. Erano, infine,
assimilabili a questi ultimi casi quelli di frateurconseguenti al tentativo di
rilievo dei punti di repere che erano “incassatél segmento adiacente. Piu
precisamente, tutte queste tipologie di talitri neradesignati NA Not
Availablg, cioé dato non disponibile. Negli NA, la mancamtiauno dei due
dati di un carattere bilaterale avrebbe determirmgiovalori molto alti della
differenza tra parte destra (R) e sinistra (L) delpo andando a influenzare
pesantemente I'indice di asimmetria fluttuante.

| talitri rimasti dopo I'esclusione degli NA eramsottoposti alla ricerca,
mediantebox plot deglioutlier. Gli outlier sono individui che, per il loro essere
minus o plus varianti, si collocano al di fuori della distridtore gaussiana.
Mediante la loro esclusione ottenevo distribuzideiidati che si avvicinavano il
piu possibile a quella normale, che é condiziorsldr@ per I'applicazione dei
test parametriciK-test,t-test, ANOVA).

Per ciascuno dei caratteri esaminati eseguivoderaa deglioutlier
mediante ibox plot sia considerando gli individui del campione netolo
complesso sia differenziandoli in base al sessd. ddso deimeri, inoltre,
effettuavo I'analisi mediantbox plotper ciascuna delle due misure effettuate.
Se un talitro era uroutlier, poniamo per il flagello antennale, lo scartavo
dall'analisi statistica di tale carattere ma norgdalla concernente gli altri. Un
talitro che, in una qualsiasi delle analisi deri, era stato classificato come NA
0 era stato individuato conmaitlier per mezzo debox plot era eliminato dalla
successiva analisi statistica di tuttheri sia per comodita di analisi dei dati, sia
per ragioni di prudenza statistica, sia per potéizzare un indice composito di
asimmetria fluttuante (CFA, vedi dopo) che impliaaer forza avere individui
con tutti i meri integri. In genere, comunque, si trattava sempigi dtessi
individui, nel senso che se un talitro eyatlier per la prima misura quasi
sempre lo era anche per la seconda, oppure sritiex per il merusdi destra,
molto spesso lo era anche per quello di sinistranfine, se eraoutlier
nell'analisi dei meri in generale, spesso lo era anche nell’analisi ndefi
condotta differenziando per sesso.

L'esclusione degli NA e degbutlier si basa sulla considerazione che i
loro valori estremi sono da imputare a severe dafar congenite oppure a
incidenti verificatisi nel corso della vita e questenti non sono rumore nello
sviluppo che e il fenomeno che voglio indagarerffea) 1994).

La media e l'errore standard (SE) delle misureadedipsula cefalica o
dei merio del numero degli articoli dei flagelli delle antee seconde sono stati
calcolati escludendo gli NA e gloutlier. Negli istogrammi relativi alla
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distribuzione dei valori di ciascuno dei carattari studio, gli outlier sono
riportati in tratteggio.

Per i caratteri metrici, ho usato i t€set per confrontare la prima e la
seconda misura di ogni segmento. Allorché ho pastdudere un significativo
contributo dell’errore di misura, ho calcolato |zdra tra le due misure per le
successive analisi statistiche. Per ciascun cegdtte diviso il campione in base
al sesso per controllare I'eventuale presenza mibdismo sessuale. Quando
non riscontravo dimorfismo sessuale, i dati di rhasdemmine erano cumulati
per le successive analisi statistiche.

Per ogni carattere bilaterale ho verificato l'eve¢ presenza di
asimmetria direzionale medianteofe-samplet-test. La normalita delle
distribuzioni e stata controllata con tecniche igted.

Il livello di asimmetria fluttuante e stato calcmamediante l'indice
FAl1 = Media |R - L| (Palmer, 1994), ossia la metté valore assoluto delle
differenze tra parte destra (R) e sinistra (L) d&po. Si tratta, probabilmente,
dell'indice di asimmetria maggiormente utilizzater ia sua facilita di calcolo e
di comprensione, raccomandato per campioni con 30> impiegato senza
difficolta nella procedura ANOVA di confronto freeto piu campioni.

In abbinamento al suddetto indice di asimmetri&tdfante, seguendo i
consigli di Palmer & Strobeck (1986) e di Mgller 8waddle (1997), ho
applicato anche lindice FA2 = Media (|R - L| / (§RL)/2)). L’indice FA2 ha
gli stessi pro e contro dell'indice FA1 tranne chdlifferenza di quest’ultimo,
non é influenzato da un’eventuale dipendenza datjfia della differenza in
valore assoluto tra parte destra (R) e sinistra H9so, infatti, opera una
correzione, a livello individuale, per la tagliay maniera tale da ridurre il
rischio che il livello di asimmetria fluttuante s@ndizionato dalla taglia e,
quindi, attenuando il rischio di false positivita.

Infine, per ulteriore controllo dell’'andamento disultati, ho applicato
lindice FA5 =X (R - LY / N che pero, al pari dellindice FA1, non opera
nessuna correzione per la taglia.

Inoltre, seguendo le indicazioni di Leurgal (2000), ho calcolato un
indice composito di asimmetria fluttuante (CFA) mésiscun individua cosi
definito:

[ FA.

dove FA = |R - L|, avgFAé l'asimmetria fluttuante media per il
carattere j, e k € il numero totale di caratterisiderati.

L’ANOVA a una via é stata utilizzata per confrorgde popolazioni per
ciascun carattere e per il livello di asimmetrigtthiante.
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4. RISULTATI

4.1. Densita nell’area di cattura esex ratio

Le popolazioni campionate avevano differenti deéngikell'area di
cattura (individui/m?2): Maganuco 2,9, Bruca 3,8JI€ango 11,4 a ottobre 2008
e 6,8 ad aprile 2010, Damgan 5,5.

A Damgan, Maganuco e Collelungo April e stata osstaruna lieve
prevalenza delle femmine, ma $&x rationon differisce significativamente
dall’atteso 1:1. Invece a Collelungo October € iigativamente sbilanciata
verso le femmine (0,507 -test:p < 0,05), e a Bruca verso i maschi (2,69,
test:p < 0,01) (Tabella 3 e Fig. 21). | risultati cir@dex ratiodi Collelungo
October e Collelungo April sono in linea con presd studi di dinamica di
guesta popolazione condotti da Marqgeeal. (2003).

Tabella 3. Sex ratio dei campioni esaminati.

Popolazioni Maganuco Bruca Collelungo Collelungo Damgan
August August October April August
n 50 48 54 54 54
Maschi 19 35 18 21 25
Femmine 31 13 36 33 29
Sex ratio(M/F) 0,61 2,69 0,50 0,64 0,86
x2 test n.s. p< 0,01 p<0,05 n.s. n.s.
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Fig. 21. Sex ratio nelle popolazioni saggiate.

4.2. Analisi genetiche
L’estrazione del DNA dei talitri ha funzionato bengilizzando

I'insieme dei quattro pereiopodi P5 e P4. Anche tdae soli pereiopodi P6
oppure con i due P7 € possibile ottenere similintitéaa di DNA giacché, in
questi casi, si tratta di pereiopodi piu grandbeiso ai P4 e P5. Come materiale
per estrarre il DNA ho provato anche i quattro fgedi P6 e P5 o cinque
pereiopodi (due P7, due P6 e un P5) ma, con quésiee due fonti, ho
riscontrato fenomeni di superamplificazione diperidda un’eccessiva quantita
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di DNA dovuta all'impiego, in fase di estrazionétmppe appendici peraltro di
grandi dimensioni.

Ho poi realizzato I'amplificazione della regione Ifer del gene
mitocondriale codificante per la subunita | delitopcromo ¢ ossidasi (COIl)
usando primer LCO (Reversgl e HCO Forward), ottimizzando il processo in
termini di temperatura dinnealinge quantita di reagenti per la PCR (Fig. 22);
ho iniziato un analogo procedimento anche per ihegelella proteina
mitoribosomiale 16S.

= Col 74 = Col 74 = Col 74 5 Col 73 artrollo
s - P4 P& P7 PE-PS Positivo
[ - Sx D - Sx Do - Sx Do - S

Fig. 22. Elettroforesi in gel d’agarosio di amplificato della regione Folmer del gene
mitocondriale codificante per la COIl di Talitrus saltator di Collelungo October. DNA
estratto da coppie bilaterali di pereiopodi (P5 e P4; P6; P7; P6 e P5).

Tuttavia, le analisi genetiche sui campioni del@pgazioni studiate
non fanno parte di questa tesi ma saranno svoltminfase successiva, una
volta verificata I'applicabilita del confronto diello di asimmetria fluttuante
come bioindicatore degli impatti sugli ecosistemilie spiagge sabbiose.

4.3. Individui NA e outlier

La Tabella 4 riporta, per ogni popolazione, il nuondi talitri esaminati
e quelli effettivamente sottoposti alle successamalisi statistiche dopo
I'esclusione degli NA e degtutlier.

La piu alta percentuale d’individui NA autlier per le antenne € stata
rinvenuta a Maganuco August mentre pardri dei pereiopodi I'ho riscontrata
nella popolazione di Collelungo October; infiner pa capsula cefalica, il

36



maggior numero di NA eutlier & stato riscontrato a Collelungo October e a
Damgan August (Fig. 23).

Tra gli outlier, segnalo il caso di un 4% di individui del campodi
Collelungo October che, in un lato del corpo, avieveri dei pereiopodi P6 piu
lunghi dei meri dei pereiopodi P7. Nel 9% degliraptari della popolazione di
Damgan, imeri erano molto fragili e gia parzialmente o totalneefratturati
prima di poterli misurare oppure si sono frattural tentativo di disarticolarli
dai segmenti adiacenti con cui manifestavano uscedimento visco-elastico.
Inoltre i meri apparivano rinsecchiti, schiacciati come se mamcassmuscoli
interni, ripiegati su stessi, e i punti di reper@gsimali erano impossibili da
rilevare in quanto apparivano stranamente erosincamcanza dell’esoscheletro
nell'area prossimale del segmento, soprattutt@galice utilizzate per il rilievo
delle misure (interna sul P6 e P7 ed esterna guinko sulle facce opposte. Il
fenomeno riguardava tuttinneri oggetto dell'analisi morfometrica e, anche per
guesto motivo, ho definito tale fenomeno sindromesrayprossimale,
ipotizzando che la suddetta percentuale di taliétfia Bretagna fosse affetta da
una qualche patologia, forse gli effetti di un’inf@ne.In questi casi, inclusi tra
gli NA, era evidentemente impossibile il rilievolidemisure tranne che negli
individui in cui la sindrome era ancora agli esoftilttavia, il fenomeno non
riguardava solo meri ma anche gli altri segmenti dei pereiopodi e,4%l dei
casi, coinvolgeva anche la capsula cefalica chearagp sfrangiata,
semifratturata, col punto di repere prossimale rilewvabile e con i tessuti di
struttura visco-elastica.

Tabella 4. Numero di talitri esaminati e analizzati statisticamente per ciascun
carattere dopo I'esclusione degli NA e degli outlier.
o Numero di articoli Meri dei
- Talitri Capsula : .
Popolazioni esaminati cefalica del flagello pereiopodi
dell'antenna seconda P7, P6 e P3
Maganuco August 50 49 41 43
Bruca August 48 48 43 46
Collelungo October 54 52 46 46
Collelungo April 54 54 51 48
Damgan August 54 52 53 48
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Fig. 23. Percentuali di NA e outlier per i caratteri misurati in ogni popolazione. NA =
individuo con appendice mancante o non misurabile; outlier = individuo estraneo alla
curva di normalita (metodo dei box plot).

4.4. Capsula cefalica

Nella Fig. 24 sono riportati ibox plot e gli istogrammi delle
distribuzioni della lunghezza della capsula ceéaldi ciascuna popolazione
considerandola complessivamente, mentre nellaZ=igsono riportati quelli in
cui gli individui di ciascuna popolazione sono istatddivisi in base al sesso.
Dato che in nessuna delle popolazioni esaminatmérsa alcuna differenza
significativa tra femmine e maschi (Tabella 5), sono sentito legittimato a
cumulare i dati dei due sessi per avere i dati dessjpvi sulla lunghezza media
della capsula cefalica (Fig. 26).

| talitri di Damgan hanno dimensioni della capsutefalica
significativamente maggiori di quelle di tutte l&r@ popolazioni (ANOVA:p <
0,001). | talitri di Collelungo April hanno dimemsii della capsula cefalica
significativamente f < 0,01) maggiori dei talitri della stessa popaaz
catturati a ottobre. Le due popolazioni siciliarenfo una capsula cefalica
significativamente (ANOVA:p < 0,001) piu piccola delle altre popolazioni
analizzate e non si differenziano fra loro per talmttere.

Una preliminare osservazione dei dati mi aveva sutggun’ulteriore
analisi, ossia di suddividere il campione non solbase al sesso ma anche in
relazione alla tipologia di femmine, mature e imunat L’analisi delle capsule
cefaliche condotta distinguendo maschi, femmine atume e femmine mature
non ha evidenziato alcuna significativa differennalle popolazioni di
Maganuco, Bruca, Collelungo October e Damgan (Efga, b, c, d). Invece,
nella popolazione di Collelungo April (Fig. 27 e)eenerso che le femmine
mature hanno una capsula cefalica significativam@ANOVA: p < 0,01) piu
lunga non solo delle femmine immature ma anchendsichi.
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Fig. 24. Box plot e distribuzioni della lunghezza della capsula cefalica di a) Maganuco
August; b) Bruca August; ¢) Collelungo October; d) Collelungo April; €) Damgan August.
In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Fig. 25. Box plot e distribuzioni della lunghezza della capsula cefalica di femmine (in
rosso) e maschi (in blu) di a) Maganuco August; b) Bruca August; c) Collelungo October;
d) Collelungo April; €) Damgan August. In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Tabella 5. Lunghezza media =* SE della capsula cefalica ( pm): confronti fra sessi

con F-test e t-test.

Popolazioni Maganuco Bruca Collelungo Collelungo Damgan
P August August October April August
Femmine:

: * + + + +
Media + SE 1160,00 £ 11,05 1178,46 £ 19,47 1314,86 £10,36 3BY+ 19,75 1420,30 £ 24,12
Maschi:

+ + + + +
Media + SE 1181,47 £17,40 1157,94 £ 10,56 1302,35£19,07 688+ 16,17 1436,32 £ 27,33
F-test n.s. n.s. n.s. p <0,05 n.s.
t-test n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
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Fig. 26. Lunghezza media = SE (um) della capsula cefalica nelle popolazioni studiate

(ANOVA: p < 0,001).
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Fig. 27. Lunghezza media + SE (um) della capsula cefalica in a) Maganuco August; b)
Bruca August; c) Collelungo October; d) Damgan August; e) Collelungo April.

4.5. Flagello delle antenne seconde

Nelle Figg. 28 e 29 sono riportatibiox plote gli istogrammi delle
distribuzioni delle frequenze del numero deglicatiidel flagello delle antenne
seconde. Un primo sguardo alle distribuzioni hateufatto sorgere, in tutte le
popolazioni, il sospetto di una bimodalita. Pervarnche alla luce dei dati in
letteratura (Ruffo, 1993), per tale carattere hmsaterato separatamente
femmine e maschi ottenendo cosi, per ciascun sdshe distribuzioni normali.
In tutte le popolazioni c’é stata la conferma didimorfismo sessuale, con i
maschi che hanno un numero di articoli del flagelklle antenne seconde
significativamente maggiore delle femmine, sia’aptenna destra sia in quella
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sinistra {-test: p < 0,001) (Tabella 6). Quindi, per questo caratteo@ ho
potuto cumulare i dati di maschi e femmine e hadotio un’analisi separata.

Il dimorfismo sessuale si &€ manifestato in tuttpdpolazioni, anche se
€ apparso in una misura pit 0 meno marcata (Figpe8d’antenna sinistra e
Fig. 31 per I'antenna destra). Nel caso della pmpohe di Damgan August
(Figg. 30 a, 31 a) si osserva che i dati di femndrmeaschi, sia a sinistra sia a
destra, sono ancora parzialmente sovrapposti mémtsono di meno nelle
popolazioni di Collelungo October (Figg. 30 b, 31 Maganuco August (Figg.
30 ¢, 31 ¢) e Bruca August (Figg. 30 d, 31 d).refinella popolazione di
Collelungo April (Figg. 30 e, 31 e) femmine e masappaiono come due
gruppi nettamente distinti. La Fig. 32, che riassundati relativi al numero
medio di articoli del flagello delle antenne secomalle femmine e nei maschi
di ciascuna popolazione, evidenzia il dimorfismessmle e in essa si osserva
che la maggiore differenza tra maschi e femmineesifica, sia nell’antenna
sinistra sia in quella destra, nella popolazion€dalielungo April.

Confrontando il numero medio di articoli nelle ptgaioni saggiate, si
osserva che sia le femmine sia i maschi di Damgagust hanno un numero di
articoli del flagello delle antenne seconde, siasimistra sia a destra,
significativamente (ANOVAp < 0,001) minore rispetto alle altre popolazioni
(Fig. 33).

Oltre a ribadire il dimorfismo sessuale del numedsgli articoli del
flagello delle antenne seconde, la Fig. 32, comsentprima approssimazione,
di effettuare, all’interno dello stesso sesso diigmppolazione, dei confronti tra
la media degli articoli dei flagelli delle antenwie sinistra e di destra. In
generale, si osserva, sia nei maschi sia nelle fesymna media simile, ossia
una generale simmetria bilaterale. Tuttavia, npligolazione di Collelungo
October la media dellantenna destra, soprattuionmaschi ma anche nelle
femmine, appare maggiore di quella dellantennga Pertanto, allo scopo
di verificare un’eventuale presenza di asimmetiiazibnale, per ogni sesso ho
elaborato i grafici delle distribuzioni delle difesmze tra antenna destra (R) e
sinistra (L) per il numero di articoli del flagel(&ig. 34) e poi applicatodne-
samplet-test. Le differenze R-L hanno una distribuzionenmme e una media
non significativamente diversa dallo zero in tlét@opolazioni saggiate tranne,
come accennato prima, per Collelungo October instainelle femmine sia nei
maschi, la media e significativamen{fe< 0,05) maggiore di zero ossia esiste
un’asimmetria direzionale destra per le antenng. @3).

Il livello di asimmetria fluttuante delle altre polpzioni €& stato
calcolato mediante l'indice FA1 = Media |R - L|. idonfrontato il livello di
asimmetria fluttuante del numero di articoli delgéllo delle antenne seconde
con 'ANOVA a una via e non & emersa alcuna diffieee significativa tra le
popolazioni campionate (Fig. 36).
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Fig. 28. Box plot e distribuzioni del numero di articoli del flagello dell’antenna seconda
sinistra nelle popolazioni di a) Damgan August; b) Collelungo October; ¢) Maganuco
August; d) Bruca August; e) Collelungo April. In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Fig. 29. Box plot e distribuzioni del numero di articoli del flagello dell’antenna seconda
destra nelle popolazioni di a) Damgan August; b) Collelungo October; c) Maganuco
August; d) Bruca August; e) Collelungo April. In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Fig. 30. Dimorfismo sessuale del numero di articoli del flagello dell’antenna seconda
sinistra nelle popolazioni di a) Damgan August; b) Collelungo October; ¢) Maganuco
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Fig. 31. Dimorfismo sessuale del numero di articoli del flagello dell’antenna seconda
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Tabella 6. Numero di articoli del flagello delle an

femmine e maschi con F-test e t-test.

tenne seconde: confronti fra

Popolazione Antenna Femmine Maschi F-test t-test
Collelungo April n 33 18
Collelungo April  Media+ SE  Sinistra 22804 20,3 p<0,01 p<0,001
Collelungo April  Media + SE Destra 23,0+0,4 2982 p<0,01 p<0,001
Collelungo
October n 33 13
Collelungo  \yodia+ SE  sinistra 235403  269+0,7 ns. p< 0,001
October
Collelungo Media + SE  Destra  24,1+0,3 28,5+0,6 n.s. p< 0,001
October
Bruca August n 13 30
Bruca August Media + SE Sinistra 22,2+0,2 26,230 p<0,05 p<0,001
Bruca August Media + SE Destra 22,1+0,3 26,2 +0,3 n.s. p< 0,001
Maganuco August n 24 17
Maganuco August Media+ SE  Sinistra 215+0,2 26014 p<0,05 p<0,001
Maganuco August  Media + SE Destra 21,4+0,2 2814+ p<0,05 p<0,001
Damgan August n 29 24
Damgan August  Media+ SE  Sinistra 20,2+0,3 2205 p<0,05 p<0,001
Damgan August Media + SE Destra 20,2+0,2 23,24+0 n.s. p< 0,001
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Fig. 32. Dimorfismo sessuale: numero medio * SE di articoli del flagello delle antenne
seconde di sinistra e di destra in ciascuna popolazione esaminata. In rosso sono
riportate le femmine, in blu i maschi. (t-test: p < 0,001).
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Fig. 33. Numero medio + SE di articoli del flagello delle antenne seconde nelle
popolazioni analizzate (ANOVA: p < 0,001).
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Fig. 35. Medie (+SE) delle differenze (R — L) fra il numero degli articoli dei flagelli delle
antenne seconde destra (R) e sinistra (L) nelle femmine (in rosso) e nei maschi (in blu)
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Fig. 36. Valori medi (+SE) di asimmetria fluttuante (calcolati con l'indice FA1 = Media |R -
L|) del numero di articoli del flagello delle antenne seconde nelle femmine (in rosso) e
nei maschi (in blu).
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4.6.Meri dei pereiopodi

Nelle Figure 37 — 46 sono riportatibox plote gli istogrammi delle
distribuzioni della lunghezza dsieridei pereiopodi P7, P6 e P3 di sinistra e di
destra per la prima e seconda misura di ciascupal@mone considerandola
complessivamente, mentre nelle Figure 47 — 56 simuotati | box plote gli
istogrammi in cui gli individui di ciascuna popoieze sono stati suddivisi in
base al sesso.

Non ho mai rinvenuto differenze significative teagrima e la seconda
misura in tutte le popolazioni e in tuttimeri, sia a sinistra sia a destra, sia
considerando gli individui complessivamente, sibinéérno di ogni sesso.
Pertanto, avendo escluso un significativo contdbdell'errore di misura, per
ciascun segmento ho calcolato la media tra la per@aseconda misura per le
successive analisi statistiche.

Nella Tabella 7 sono riportati le lunghezze mediSK) deimeri dei
pereiopodi P7, P6, P3, di sinistra e di destraerfeimmine e nei maschi di
ciascuna popolazione e gli esiti dei test di camtfivoPer ciascumerusnhon c'é
mai una significativa differenza tra femmine e nihscelle popolazioni di
Damgan, Collelungo October e Bruca. Nella popolaidi Maganuco & emersa
significativita ( < 0,05) dellF-test nel confronto fra maschi e femmine per i
meri dei pereiopodi P3 di sinistra, matitest, come in tutti gli altri precedenti
confronti, non e risultato significativo. Pertanfoer queste popolazioni, ho
cumulato i dati di maschi e femmine. Invece neligpgdazione di Collelungo
April, i maschi hanno meri dei pereiopodi P7 e P3, sia a sinistra sia a aestr
significativamente @ < 0,05) piu lunghi delle femmine; I'andamento dell
medie é analogo per il P6, ma non c’e differenatisticamente significativa.

Con 'ANOVA a una via, ho confrontato la lunghezmadia demeri di
ciascun pereiopode nelle cinque popolazioni ed ersamuna significativa
differenza (ANOVA:p < 0,001). | talitri di Collelungo April, sia i maltsia le
femmine, hanno meri dei pereiopodi P7 e P6, sia a destra sia a sinigiiia
lunghi di quelli delle altre popolazioni mentrealitri di Maganuco sono quelli
con i meri piu corti. Si osserva che i talitri di Damgan haninmeri dei
pereiopodi P3, sia a destra sia a sinistra, sgatifiamente piu lunghi di quelli
delle altre popolazionip(< 0,001) (Fig. 57 e Tabella 8).

Per verificare I'eventuale presenza di asimmetrieezibnale, ho
elaborato i grafici delle distribuzioni delle difésze delle lunghezze dwmieri di
destra (R) e di sinistra (L) e poi applicatorie-samplé-test. Per la popolazione
di Collelungo April ho tenuto separati femmine e sofd; tuttavia, le
distribuzioni delle differenze erano normali e leedi® non si discostavano
significativamente dallo zero (Fig. 58), per cumeno per questo carattere, mi
sono sentito legittimato a cumulare maschi e feramih Maganuco, Bruca,
Collelungo October e Collelungo April (considerandtsieme maschi e
femmine) le distribuzioni erano normali e avevanedim che non si
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discostavano significativamente dallo zero per fugtereiopodi e, quindi, ho
escluso la presenza di asimmetria direzionale (B8). Invece, i talitri di
Damgan, come si vede meglio nella Fig. 60, al galie altre popolazioni, non
hanno manifestato asimmetria direzionale meri dei pereiopodi P7 e P6, ma
hanno mostrato un’asimmetria direzionale destranmeii dei pereiopodi P3

(one-samplé-test:p < 0,05). | grafici mostravano normalita, per caidcartato
I'antisimmetria.
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Fig. 37. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di sinistra nella
popolazione di Maganuco August . a) P7; b) P6; c) P3; 1) prima misura; 2) seconda
misura. In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Fig. 38. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di destra nella
popolazione di Maganuco August . a) P7; b) P6; c) P3; 1) prima misura; 2) seconda
misura. In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Fig. 39. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di sinistra nella
popolazione di Bruca August . a) P7; b) P6; c) P3; 1) prima misura; 2) seconda misura.
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Fig. 40. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di destra nella
popolazione di Bruca August . a) P7; b) P6; c) P3; 1) prima misura; 2) seconda misura.
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Fig. 41. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di sinistra nella
popolazione di Collelungo October . a) P7; b) P6; c) P3; 1) prima misura; 2) seconda
misura. In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Fig. 42. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di destra nella
popolazione di Collelungo October . a) P7; b) P6; c) P3; 1) prima misura; 2) seconda
misura. In tratteggio sono indicati gli outlier.

59



Collelungo April - P7 Sinistro Merus 1~ Misura
B 1a
1250 .
o 1400 15
g 14
S0 i
2 1300 12
H fr
<120 S
% 120 3%
2150 N
2 1100 z
2 1050 a4
31
1000 H
950 1
ol
900 801- 851- 901- 951- 1001- 1051- 1101- 1151- 1201 1251- 1301- 1351- 1401- 1451-
a0 50 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500
(a 1) micron
Collelungo April - P7 Sinistro Merus 2~ Misura
8 150
16
o 1400 15
E 14
S0 u
1300 b3
fr
1250 S
2
1200 s
1150 29
1100 =3
1050 i
i1
1000 21
950° 11
o1
900 801 851- 901- 951- 1001- 1051- 1101- 1151- 1201- 1251- 1301 1351- 1401- 1451-
a0 B0 %00 90 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500
(a 2) micron
Collelungo April - P6 Sinistro Merus 1+ Misura
1350 [
1% ¥
£ 1200 16
g0 i
§ 100 3
Lios0 _ 8
£ 1000 3
G 50 g 1
£ o0 R
H 850° s 7
£ a0 Bl
2 0 H
2 70 3
€ & H N
< o0 B i e
2 ss0 s 8scccsaesEseaecaregzs88
g 50 888388822883 8¢8¢888¢8¢8¢8¢8¢%
B S iEEEinEiiZiissdisgfigs
2 o FHSYEREERREE S g 854
s g§85288¢8
(b 1) micron
Collelungo April - P6 Sinistro Merus 2~ Misura
E 1350 —
8 1300 1
L 1250 i
£ 1200 1
< 50 &
£ 00 i
Zioso B
a 2%
H 23
i
H §
i =
H H
€ H
00 F m I 0a
250
ia 999588988388 828¢8288288%
£ 0 ER N - RO - R ficiipoficfioflo flofl
5 s sE83488849
(b 2) micron
Collelungo April - P3 Sinistro Merus 1~ Misura
Fuzso
"o 2
Euso b
€ 1100 1
Z10s0 I
1000 38
2o $h
3 w00 5%
A £
£ L
& a0 H
: ! MAHH
750
L 3
i : ]
3 650 [ I
£ oo S01. 551 601 651 701 751- 901 G51- 901 961 100I-10SL- 110L L1S1 1201 1251
2 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300
(C 1) micron
Collelungo April - P3 Sinistro Merus 2~ Misura
Fuzso
1200 8
2 18
Euso bid
€ 1100 »
Z10s0 1
& 1000 5
3 21
HE e
g £33
£ w0 B
& wo g
g 0 i
§ 70 H
g o0 5
£ oo S01. 551 601 651- 701 751 901 G51- 901 961 100I-105I-110L 1151 12011251
2 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300
(C 2) micron

Fig. 43. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di sinistra nella
popolazione di Collelungo April . a) P7; b) P6; c) P3; 1) prima misura; 2) seconda
misura. In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Fig. 44. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di destra nella
popolazione di Collelungo April . a) P7; b) P6; c) P3; 1) prima misura; 2) seconda
misura. In tratteggio sono indicati gli outlier.

61



Damgan August - P7 Sinistro Merus 1+ Misura

— 1
18
i
13
2
u
5 —
3
s M
27
£ e
@ Z s
1 4 1
3 3 H
g 3
g 1 [
£ : = =]
§ w0 601 651 S0l SSI- 1001 105i- 1101 1151 1201 1251 1301 1361 140L- 1451-
£ G50 %0 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 130 100 140 1500

(a.1)

Damgan August - P7 Sinistro Merus 2 Misura

— .
Si0 .
§ 1400 is

g

£ 10 i

3 1300 2

H 1

& 10 S

§ 1200 2 g

3 us0 R

E 1100 z o] =

& 5

& 1050 i

: 3

§ 1000 31 L

g 1 H

Fwo P —

g 50 B0 851 0L 851 1001 1051 1101 L1SL 1201 1251 1301 1351 1401 1451
E 850 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500

(a.2)

Damgan August - P6 Sinistro Merus 1 Misura

1
17

E 1200 1%

€ ]

€ 1150 1

%100 13 M

= 1050 ,E

£ 1000 3

2 ss0 B

& a0 S8

HES £

ko z ¢ [

5 0 H

© 700 3 | f

£ 50 H | 21

3 600 3 [ul |

2 s50

2 5w 8833383838888 ¢888888388¢88¢8¢%

§ 450 RN R R R R R

£ oo SRS ¥ ABE8RRAdSdEEEAREEE

HE §8595883§

(b.1)

Damgan August - P6 Sinistro Merus 2 Misura

“
¥

3

i

i

3

;

28

B

£

:

:

]

;

:

0 inl
5535858 EF 8888883888883

(b.2)

Damgan August - P3 Sinistro Merus 1" Misura

1200 k]
1150 ]
i
1100 i
1050 i
1000 51
w0 R
29
o £
¢
w0 g
70 s
0 [ 4‘ ’7
650 B 0 0 0o.na
a0 so1. s51. GOL 651 701 751 801 851 901 951 00K 05K 10K 1151 1201 1251
o 550 600 650 700 750 800 50 900 950 1000 080 1100 1150 1200 1250 1300

(c.1)

Damgan August - P3 Sinistro Merus 2 Misura

1200 8
1150 i
i
1100 i
1050 i
1000 s B
i
550 £ -
s £é
Z
w0 ¢
H
ot H
0 H il
&0 B =] nllm s
w0 so1. S61 GOL 651 701 751 001 851 %01 851 1001105 101 1158 1201 1251
“ S50 600 630 700 750 600 85 900 950 1000 108 100 110 1200 1250 1300

(c.2)
Fig. 45. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di sinistra nella
popolazione di Damgan August . a) P7; b) P6; ¢) P3; 1) prima misura; 2) seconda
misura. In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Fig. 46. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di destra nella
popolazione di Damgan August . a) P7; b) P6; ¢) P3; 1) prima misura; 2) seconda
misura. In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Fig. 47. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri

dei pereiopodi di sinistra in

femmine (in rosso) e maschi (in blu) della popolazione di Maganuco August . a) P7; b)
P6; c) P3; 1) prima misura; 2) seconda misura. In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Fig. 48. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di destra in
femmine (in rosso) e maschi (in blu) della popolazione di Maganuco August . a) P7; b)
P6; c) P3; 1) prima misura; 2) seconda misura. In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Fig. 49. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di sinistra in
femmine (in rosso) e maschi (in blu) della popolazione di Bruca August . a) P7; b) P6; c)
P3; 1) prima misura; 2) seconda misura.
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Fig. 50. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di destra in
femmine (in rosso) e maschi (in blu) della popolazione di Bruca August . a) P7; b) P6; c)
P3; 1) prima misura; 2) seconda misura.
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Fig. 51. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri

dei pereiopodi di sinistra in

femmine (in rosso) e maschi (in blu) della popolazione di Collelungo October . a) P7; b)
P6; c) P3; 1) prima misura; 2) seconda misura. In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Fig. 52. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di destra in
femmine (in rosso) e maschi (in blu) della popolazione di Collelungo October . a) P7; b)
P6; c) P3; 1) prima misura; 2) seconda misura. In tratteggio sono indicati gli outlier.

69



Collelungo April - P7 Sinistro Merus 1% misura -
Confronto fra Sessi

& 150
, 1400 j——

g

S0 b

21300

£

S0

z S8

N R o ® Femmine
gl H Maschi
£ 1100 Es

H . A @ Outier M
£ 1050

5 3]

£ 1000 2

< 0 11

£ o0 o

2 801 851 901 951- 1001-1051-1101-1151-1201-1251-1301-1351-1401-1451-

5 w0 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500

(a 1) Femmine  Maschi micron

Collelungo April - P7 Sinistro Merus 2" Misura -
Confronto fra Sessi

on)

w0 —
¢ "

e =

w0

:

21250 °

fum 3!

£ I

fum S 8 Outier v
& 1050 z

£ .

2o :

£ !

H s s 01 95100008t on. 151011251101 155 140 151

g w0 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500

(a 2) Femmine  Maschi micron

Collelungo April - P6 Sinistro Merus 1" Misura -

i Confronto fra Sessi
L0

£ 1200 1

Shis B

£ i i

Ll

s -

o] ER

o g9 Femmine
g g2 8 Maschi
2w £

1 i

&% = THI

£ i 2 Il

B 6 ! n

g %o 9 e383E8ER BB ERERRRERE

£ BSIEPCEECRERERERCARERESR

i GiGEBEBEELBB L cniia:

i= FAEEREIEEREES 554454

(b 1) Femmine  Maschi micron

Collelungo April - P6 Sinistro Merus 2/ Misura -

g Confronto fra Sessi
Lo

21200

e

£l i

el

et B

§ El

£ e g7 Femmine
2 0 g5

: g Maschi
2 o £ '

E 750 z 4

@ 7% THI

%o i Il I

B 6 1 n

g %0 S E8E3CBC REBEEERERERERE

£ FSIS22ConEgERERCARRRRE

LB iGEEEEERABEAiiiREEE:

i FESESHIERREEE 4 usg5q44

(b 2) Femmine  Maschi micron

Collelungo April - P3 Sinistro Merus 1 Misura -
Confronto fra Sessi

on)

B Femmine
B Maschi

Nelndividui

Cotelungo Apr - P3 Sinistro Merus 17 Wisura (mic

650 8888288888888 ¢8¢8 8
bt FEEEREEEE§35383¢¢%

(C 1) Femmine  Maschi micron

Collelungo April - P3 Sinistro Merus 2" Misura -
Confronto fra Sessi

§ 1250
1200

£is0 1

€ 100 i

Z10s0

& 1000 S 3

£ o0 2

2 900 5 | |

@ a0 3]

2 750 3

Ew 3!

g o= 8§3823888¢88¢8¢8¢88¢88
3 600 R EEEEEEREEEEREEE]
fw FEBERFEEE 3533 ¢6¢

(C . 2) Femmine Maschi micron
Fig. 53. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di sinistra in
femmine (in rosso) e maschi (in blu) della popolazione di Collelungo April . a) P7; b) P6;
¢) P3; 1) prima misura; 2) seconda misura. In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Fig. 55. Box plot e distribuzioni delle lunghezze dei meri dei pereiopodi di sinistra in
femmine (in rosso) e maschi (in blu) della popolazione di Damgan August . a) P7; b) P6;
¢) P3; 1) prima misura; 2) seconda misura. In tratteggio sono indicati gli outlier.
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Tabella 7. Lunghezza media + SE ( pym) dei meri dei pereiopodi P7, P6 e P3 di
sinistra e di destra nelle femmine e nei maschi di

Confronti fra i due sessi con

F-test e t-test.

ogni popolazione analizzata.

Popolazione Pereiopodi Femmine Maschi  F-test t-test
Collelungo April n 29 19

Collelungo April P7 sinistro 1199,38 £+ 14,97 1249,26 + 13,49 n.s. p< 0,05
Collelungo April P7 destro 1195,83 +14,52 1249,42 +13,64n.s. p< 0,05
Collelungo April P6 sinistro  1143,17 +13,95 1170,42 +11,85n.s. n.s.
Collelungo April P6 destro 1141,14 +£13,66 1168,37 +13,18n.s. n.s.
Collelungo April P3 sinistro 846,24 £ 12,92 885,47 £+ 12,68 n.s. p< 0,05
Collelungo April P3 destro 845,14 + 13,07 886,26 + 12,62 n.s. p< 0,05
Damgan August n 25 23

Damgan August P7 sinistro 1166,28 + 18,15 1167,57 +22,95n.s. n.s.
Damgan August P7 destro 1168,56 + 18,23 1168,09 +22,57n.s. n.s.
Damgan August P6 sinistro  1124,08 +17,94 1128,65 +22,50n.s. n.s.
Damgan August P6 destro 1123,36 £18,50 1129,87 +£22,23n.s. n.s.
Damgan August P3 sinistro 949,52 + 18,65 973,91 £ 23,51 n.s. n.s.
Damgan August P3 destro 953,88 + 18,33 976,22 £ 24,00 n.s. n.s.
Collelungo October n 32 14

Collelungo October P7 sinistro 1161,31 £13,11 1189,93 +£20,96n. s. n.s
Collelungo October  P7 destro 1154,84 £+ 12,63 1189,00 + 19,98n. s. n.s
Collelungo October P6 sinistro  1090,09 + 11,54 1126,71 +£19,64n. s. n.s
Collelungo October  P6 destro 1081,97 £11,79 1112,00 +19,32n. s. n.s
Collelungo October P3 sinistro 831,03 £9,76 853,79 £18,41 n.s. n.s
Collelungo October  P3 destro 829,53 £9,18 854,93 +£ 18,61 n. s. n.s
Bruca August n 12 34

Bruca August P7 sinistro 1006,92 £+ 20,54 1051,21 +£12,05n. s. n.s
Bruca August P7 destro 1009,50 + 18,94 1048,00 +12,20n. s. n.s
Bruca August P6 sinistro 951,67 +17,85 977,94 £11,45 n. s. n.s
Bruca August P6 destro 947,33 £ 17,78 980,15+£11,18 n. s. n.s
Bruca August P3 sinistro 710,75 £ 13,04 740,76 £9,61 n.s. n.s
Bruca August P3 destro 712,08 £ 13,41 739,79 £9,59 n.s. n.s
Maganuco August n 27 16

Maganuco August P7 sinistro 980,74 £ 10,13 1016,88 £ 18,24 n. s. n.s.
Maganuco August P7 destro 979,96 £ 10,16 1015,56 +19,74 n. s. n.s.
Maganuco August P6 sinistro 926,52 + 9,45 940,63 £14,99 n.s. n.s.
Maganuco August P6 destro 925,19 £+ 9,78 936,75 £ 18,00 n. s. n.s.
Maganuco August P3 sinistro 690,67 + 7,47 722,25 +15,58p<0,05 n.s.
Maganuco August P3 destro 691,89 £7,81 720,25 £ 14,59 n. s. n.s.
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Fig. 57. Lunghezza media + SE (um) dei meri dei pereiopodi P7, P6 e P3 di destra e di
sinistra nelle popolazioni esaminate.

Tabella 8. Lunghezza media + SE ( pym) dei meri dei pereiopodi P7, P6 e P3 di destra
e di sinistra nelle popolazioni analizzate.

. P7 P6 P3 P7 P6 P3
Popolazione - - L
Destro Destro Destro Sinistro Sinistro Sinistro
Collelungo 11944136 116844132 8863+12,6 124934135 117044110 88554127
April Maschi
Collelungo
April 11958 +145 1141,1+137 8451+13,1 11994+150 11432+140 8462+129
Femmine
?A%rgS:tn 116834142 11265+142 9646+149 11669+143 11263+141 61,2+ 14,8
Collelungo 16654108 100114102 8373+86 117004112 110124102 8380+88
October
Bruca August 10380105  O716%96  7326+80 1039.7+107 971197 7329480
Mzggﬂgfo 0932+9,9  9205+90  7024+75  9942+96  031,8+81  7024+7,7
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Fig. 58. Distribuzioni dei valori delle differenze (R — L) tra i meri dei pereiopodi (a) P7, (b)
P6 e (c) P3 di destra (R) e sinistra (L) nelle femmine e nei maschi della popolazione di
Collelungo April.
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Fig. 59. Distribuzioni dei valori delle differenze (R — L) tra i meri dei pereiopodi P7, P6 e
P3 di destra (R) e di sinistra (L) nelle popolazioni di a) Maganuco August; b) Bruca
August; c) Collelungo October; d) Collelungo April; e) Damgan August.
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Fig. 60. Media (+SE) delle differenze (R — L) nella lunghezza dei meri dei pereiopodi P7,
P6 e P3 di destra (R) e di sinistra (L) nelle popolazioni studiate. L'asterisco indica
significativita con I'one-sample t-test (p < 0,05).

4.7. Asimmetria Fluttuante deimeri dei pereiopodi

Per calcolare il livello di asimmetria fluttuanteidneri dei pereiopodi
delle popolazioni campionate ho utilizzato I'indiédl = Media |R - L|
(Palmer, 1994), che é la media del valore assdafelte differenze tra lato
destro e sinistro. Le differenze tra le popolazi@oino state testate con
’ANOVA a una via. | talitri di Collelungo Octobemanifestano un livello di
asimmetria fluttuante significativamente maggioieqdello di tutte le altre
popolazioni nemeridei pereiopodi P7, P6 e P3 (Fig. 61).

Il livello di asimmetria fluttuante € significaticeente maggiore nei
meri dei pereiopodi P6 e P3 (< 0,001), mentre si colloca ad un grado di
significativita minore nelmerusdel P7 p < 0,05). Inoltre, si evidenzia una
differenza stagionale nel livello di asimmetriatflante di Collelungo. Infatti, i
talitri di Collelungo April hanno un livello di asimetria fluttuante
significativamente minore rispetto a quelli di dite.

Applicando gli altri indici di asimmetria fluttuasti risultati sono del
tutto sovrapponibili a quelli ottenuti con lindicEALl. Con l'indice FA2
diminuisce il valore della significativita sul P8ap < 0,001 ap < 0,01) (Fig.
62). Con l'indice FAS5 i risultati sono simili, ma kignificativita scompare sul
P7 e diventa quella tipicamente accettata in anttibogico sul P6 e sul P3
(Fig. 63). Applicando l'indice Composito di Asimmiat Fluttuante (CFA) non
e emersa alcuna significativita (ANOVA).
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Fig. 61. Valori medi (+SE) di asimmetria fluttuante (calcolati con l'indice FA1 = Media |R -
L|) dei meri dei pereiopodi P7, P6 e P3 nelle popolazioni studiate.
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Fig. 62. Valori medi di asimmetria fluttuante (calcolati con l'indice FA2 = Media (IR - L| /
((R +L)/2)) dei meri dei pereiopodi P7, P6 e P3 nelle popolazioni studiate.
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Fig. 63. Valori medi di asimmetria fluttuante (calcolati con lindice FA5 = Z (R - L)2/ N)

dei meri dei pereiopodi P7, P6 e P3 nelle popolazioni studiate.
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5. DISCUSSIONE

| campioni da me studiati erano rappresentativiledaispettive
popolazioni poiché queste erano abbondanti sullagge campionate, con
presenza di femmine mature e di giovani anche ee,gp scopi di questa
ricerca, catturavo solamente talitri adulti. | caomamenti sono stati eseguiti da
me personalmente e con la stessa metodica sudpgagge. | risultati circa la
sex ratiodi Collelungo a ottobre e ad aprile sono in licea precedenti studi di
dinamica di questa popolazione condotti da Marcpteal. (2003). Solo per i
talitri di Collelungo e, attualmente, disponibilenau studio completo della
dinamica di popolazione (Marquesal, 2003).

Un dato curioso riguarda un individuo della popmae di Damgan
nella cui provetta ho rinvenuto un talitro nato o, poi un altro piccolo é
emerso dalla faccia ventrale del talitro allorché Ideposto nel pozzetto di
vetro per iniziare I'analisi morfometrica. Quinditenevo fosse una femmina.
Poi ho individuato i due peni e la mancanza di egisit escludeva che si
trattasse di un intersesso. Dunque, si trattavandinaschio. Si pud ipotizzare
che i due piccoli, appena nati o emersi da quafetrenina disturbata, si siano
attaccati al primo adulto che capitava. Questo @rtamento permette ai
piccoli di ricavare indirettamente protezione, ®lail'aerazione della sabbia in
cui stanno infossati.

Il metodo di cattura mediante aspiratore entomelogé considerato
guello meno invasivo per questa specie e quinditeouto che le percentuali di
outlier rinvenute nei campioni fossero quelle effettivateepresenti nelle
rispettive popolazioni e non determinate dal metddoattura che, peraltro,
stato sempre lo stesso per tutte le popolazioni.

Un dato interessante riguarda un comportamentdatiei di Damgan
che, quando vengono disturbati, stanno fermi, goitdb@nte per non segnalare
la loro presenza ad un eventuale predatore; questo comportamento si
prolunga “fino alla fine” nel senso che passane@geiti secondi prima che essi
comincino a reagire, tentando di fuggire saltanglma volta introdotti nelle
eppendorf piene di etanolo assoluto. Invece, irtahediterranei, solitamente,
qguando disturbati non stanno fermi, ma tendonotsudifuggire; altrettanto
immediata era la loro risposta di fuga appenadrasfientro le eppendorf. Si
potrebbe ipotizzare che il comportamento dei tatiirDamgan si sia evoluto
per sfuggire alla vista dei predatori che, in cualpiaggia, sono spesso uccelli
(gabbiani).

Il rilievo che i talitri di Damgan abbiano dimensiaignificativamente
maggiori di quelle di tutte le altre popolazionino® conferma la significativa
differenza delle dimensioni della capsula cefalieahe le due popolazioni di
Maganuco e Bruca abbiano, al contrario, una capsugkfalica
significativamente piu piccola delle altre popotedi analizzate sembra
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confermare il fenomeno per cui alle latitudini miggy aumentano le
dimensioni corporee delle popolazioni della stegsecie. Questo fenomeno e
confermato, sul versante meridionale delle popot@zicampionate, anche
considerando la lunghezza media deéri dei pereiopodi che ha il valore
minore nelle due popolazioni siciliane, sia a desta a sinistra, con un minimo
a Maganuco. Invece, sul versante settentrionale fel@dmeno, i risultati
sembrano apparentemente contradditori dato chétri i Damgan hanno i
meri dei pereiopodi P3, sia a destra sia a sinistrajfgigtivamente piu lunghi
di quelli delle altre popolazioni, ma questo nogudrda anche meri dei
pereiopodi P6 e P7. A tal proposito si pud invocareallometria, forse
dipendente dall’eta, ossia una crescita non armsanitel corpo dell’individuo
con i pereiopodi P3 che crescono prima degli pkreiopodi. In queste stesse
appendici, i talitri di Damgan manifestano un’asietria direzionale destra e si
pud ipotizzare che in questa fase di crescita nosiac ancora la perfetta
simmetria bilaterale. Se l'ipotesi che i talitriblamgan siano ancora in crescita
fosse corretta, si potrebbe prevedere che camgaild medesima popolazione
catturati in periodi successivi ad agosto possarssgrereneri dei pereiopodi
P6 e P7 piu lunghi di quelli rinvenuti nel campioda me analizzato. La
suddetta ipotesi trova comungue sostegno nel datoecnente i flagelli delle
antenne seconde dei talitri di Damgan che, nontestdn primato delle
dimensioni della capsula cefalica, sorprendentemyehédnno un numero di
articoli  significativamente minore rispetto alletral popolazioni il che
indicherebbe che questi individui — seppure adeldi grandi dimensioni —
siano ancora soggetti a crescere.

| talitri di Collelungo April hanno dimensioni sifitativamente
maggiori dei talitri della stessa popolazione aatiua ottobre. Si pud ipotizzare
che i talitri di Collelungo April siano piu vecchii quelli catturati a ottobre.
Questo risultato, peraltro, € in linea con le oszzpni di Marque®t al. (2003)
sulla dinamica di questa popolazione.

Nella popolazione di Collelungo April, pitu vecchiapetto a quella di
Collelungo October, si osserva, inoltre, dimorfisreessuale della capsula
cefalica con dimensioni piu grandi nelle femminetuma rispetto ai maschi.
Tenuto conto che gli oostegiti si estendono dabR%° mesosomite, si pud
ipotizzare che lo sviluppo sessuale delle femmoeeatterizzato da crescita
dimensionale degli oostegiti e comparsa delle setela accompagnato, per
ragioni strutturali, anche dall'aumento dimensiend¢lla capsula cefalica che é
il tagma piu prossimo a quello della regione odsitzge che questo fenomeno
si renda evidente nei talitri piu anziani. E’ urtalancora iniziale che mi limito
a proporre conscio, tuttavia, che il campionamerda € stato finalizzato a
questo scopo e che tra i maschi, seppure depumgti dutlier, potrebbero
annidarsi dei “giovani” che abbassano la media e, &h differenza delle
femmine, non €& possibile discriminare morfologicatee Comunque, la
presenza di giovani maschi potrebbe essere scaréatando dal rilievo che
nella popolazione di Collelungo April i maschi sogoelli che, in media, fra
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tutte le popolazioni analizzate, hanno, sia a tsaisia a destra, il maggior
numero di articoli del flagello delle antenne satmihe € un indicatore dell’eta
dei talitri (Fig. 33).

La ricerca ha confermato il dimorfismo sessuale fijello delle
antenne seconde imalitrus saltator (Ruffo, 1993). Tuttavia, nelle diverse
popolazioni, il dimorfismo sessuale sembra marafssin maniera pit 0 meno
marcata. In particolare sembra meno accentuatoa netipolazione “piu
giovane” ossia Damgan (come desunto dal numeretidok del flagello delle
antenne seconde) e piu marcato in quella “pit vetdssia Collelungo April.
In questa stessa popolazione, il dimorfismo sessigalde a manifestarsi anche
in altri caratteri, con la prevalenza dei maschi lpelunghezza deieri dei
pereiopodi P7 e P3 e prevalenza delle femmine matefla lunghezza della
capsula cefalica.

E’' stata osservata asimmetria direzionale destiafldgello delle
antenne seconde nella popolazione di Collelungooléget E' noto che le
antenne hanno un ruolo sensoriale, che sono usate ndschi per
I'accoppiamento e che servono a tutti i talitri phiudere la buca nella sabbia,
ma, anche alla luce di questi ruoli funzionali, amgparduo spiegare le ragioni
della presenza dell’'asimmetria direzionale in Goligo October ma non nelle
altre popolazioni. D’altra parte, Mgller & Swaddifermano che quando per
un dato carattere si manifesta asimmetria direomon & piu possibile
scindere gli effetti dello stress ambientale ddtofe genetico. L’assenza di
differenze significative nel livello di asimmetrifiuttuante in un carattere
meristico come il numero degli articoli del flageldelle antenne seconde
indicherebbe, in accordo con Mgller & Swaddle ()9%he il livello di stress
ambientale a carico delle spiagge studiate nomadgiunto livelli molto elevati.

Quando é stata programmata la strategia di cammpieni@, I'attesa era
quella di rinvenire, rispetto alla popolazione dill€lungo, piu alti livelli di
asimmetria fluttuante e piu basse densita nellepdpelazioni siciliane a causa
dell'inquinamento chimico e del crescente impatiidstico. Maganuco e Bruca
sono soggette a inquinamento cronico da idrocarlmarne testimoniato dai
residui catramosi ivi rinvenibili, e a Bruca c’écle lo scarico in mare di
pesticidi attraverso le acque reflue di drenaggitiedserre situate a poca
distanza dalla spiaggia. Invece, contrariament®gd aspettativa, i talitri di
Collelungo October — proprio quelli provenienti dahrco Regionale della
Maremma — manifestano un livello di asimmetria tllabte neimeri dei
pereiopodi P7, P6 e P3 maggiore di quello di tu¢ealtre popolazioni
esaminate. E’ interessante il fatto che questata & popolazione in cui avevo
riscontrato la maggiore percentualeodtlier per imeridei pereiopodi, non solo
con individuiminuso plusvarianti, ma anche con individui in cui i pereiopod
erano mancanti oppure aberranti nel senso di avessi dei P6 piu lunghi dei
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meri dei P7 il che non rientra nell'anatomia normalgldénfipodi. Anche
Serviaet al. (2004b), esaminando popolazioni di larve deld@tChironomus
riparius (Meigen, 1804) provenienti da siti con differetipi e gradi di impatto,
sia naturale sia antropico, hanno scoperto piuagldivelli di asimmetria
fluttuante nella stessa popolazione di larve ovevaro trovato la piu elevata
frequenza di individui deformi.

Le due popolazioni siciliane, impattate in manisiaile dall’afflusso
turistico e dall'inquinamento da idrocarburi e irodo diverso per quello da
pesticidi, hanno un livello di asimmetria fluttuargignificativamente inferiore
rispetto a quello di Collelungo October e non $iedénziano fra loro per tale
carattere. Anche Barca-Brawt al. (2008) hanno ottenuto risultati negativi
riguardo al possibile uso del livello di asimmetfitigtuante delle popolazioni di
Talitrus saltatorcome bioindicatore di stress ambientale dovutajaimamento
chimico da petrolio. Anche se su appendici diveiggetto al mio lavoro, questi
autori hanno confrontato il livello di asimmetriatfuante di tre popolazioni di
Talitrus saltatordi spiagge della Galizia spagnola diversamenteaitage dal
naufragio della petrolier@restige nel 2002. E' stato rinvenuto un maggior
livello di asimmetria fluttuante nella popolaziopeveniente dalla spiaggia piu
soggetta ad attivita legate al turismo e all'indaspiuttosto che in quelle
provenienti dalle spiagge inquinate dal petrolimriuscito dalla Prestige
L’'assenza di un significativo livello di asimmetfilattuante nelle popolazioni
di Talitrus saltatoresposte a inquinamento di acqua e sedimenti dalipet
(Spagna e Sicilia) e da pesticidi (Sicilia) puoeeesndicativa di elevati livelli
di resistenza in questa specie.

Il livello di asimmetria fluttuante € maggiore meeridei pereiopodi P6
e P3, minore naherusdel P7, che e il piu lungo e che si sviluppa dglpaltri
due. Il minore livello di asimmetria saherusdel P7 potrebbe essere spiegato
facendo riferimento alla maggiore lunghezza di tgdpendice rispetto ai P6 e
P3, per cui svolgerebbe un ruolo fondamentale i@hdiamento di un corpo
compresso bilateralmente (Schellenberg, 1942, ppO-140) ossia per
I'equilibrio statico e dinamico (camminare e saadell’animale. L’asimmetria
sul P7 potrebbe essere selezionata contro. Inteidtriini, i percorsi di sviluppo
che portano alla simmetria bilaterale deéri dei P7 dovrebbero essere piu
canalizzati nel senso di Waddington (1979) rispattpuelli che approdano allo
sviluppo deimeri dei P6 e dei P3. Nel famoso paesaggio epigenatico
Waddington (Fig. 64) i percorsi di sviluppo delimmetria bilaterale deineri
dei pereiopodi P7 sarebbero rappresentati da wallto profonde, difficili da
varcare.
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Fig. 64. Il paesaggio epigenetico di Waddington (da Waddington, 1979).

In accordo con Palmer & Strobeck (1986), le diffimee nel livello di
asimmetria fluttuante tra i caratteri possono fi@nin criterio per ordinarli in
termini del loro significato funzionale per un ongmmo, con poca o nulla
conoscenza a priori di come questi caratteri realenfinzionino.

Il rinvenimento di un minore livello di asimmetrilattuante proprio sul
meruspiu lungo &, inoltre, un indice della bonta defiesure da me effettuate
visto che, come da letteratura, maggiori livelli asimmetria fluttuante si
riscontrano spesso proprio nelle appendici e rejlipiu lunghi a causa degli
errori di misura che sono strutturalmente piu alev per i segmenti di
maggiore lunghezza. L’applicazione di altri inddi asimmetria fluttuante,
almeno per il caso in studio, & servita solo a @nére i risultati gia avuti con
l'indice FAL.

Infine, e stata dimostrata una differenza stagmnaél livello di
asimmetria fluttuante di Collelungo dato che ittalii Collelungo April hanno
un livello di asimmetria fluttuante significativamte minore rispetto a quelli di
Collelungo October.

Inizialmente, per spiegare il maggiore livello dirametria fluttuante
della popolazione di Collelungo October confrontatan le impattate
popolazioni siciliane, avevo ipotizzato che la elifnza latitudinale potesse
avere un ruolo decisivo nel senso che la popolazibiCollelungo, vivendo piu
a settentrione, potesse, nel periodo di sviluppotaldri, essere esposta a
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condizioni climatiche piu severe, ad esempio bgtrasdurante la primavera,
rispetto alle popolazioni siciliane. Lo scarso liwedi asimmetria fluttuante
rinvenuto nella popolazione di Collelungo del mdsaprile (quindi svernante)
e lo scarso livello di asimmetria fluttuante deflapolazione di Damgan —
guest'ultima esposta alle condizioni climatichel'ddlantico settentrionale —
mi hanno fatto escludere questa ipotesi. Anche iSeet al (2004a),
esaminando popolazioni di larve del Ditte@hironomus riparius(Meigen,
1804), hanno escluso che le variazione climatidie i verificano nel corso
dell'anno abbiano un significativo effetto sul liledi asimmetria fluttuante.
Pertanto, per spiegare l'alto livello di asimmetflattuante di Collelungo
October e, di contro, lo scarso livello di asimnzetfluttuante della stessa
popolazione ad aprile, si possono invocare altus&zanche coesistenti.

1) Gli asimmetrici sono stati selezionati contrmlire, a tale selezione
possono aver contribuito anche le piu dure condiziell'inverno rispetto
all'estate.

2) | talitri di aprile, che hanno svernato e chaagiu vecchi di quelli
di ottobre, nel corso delle mute hanno compensaésimmetrie.

Le ipotesi 1) e 2) portano entrambe al risultate cha popolazione piu
vecchia ha meno individui asimmetrici.

3) Sebbene all'interno di una riserva naturalesgeggia di Collelungo
ha una relativa presenza di visitatori, talvoltachen a cavallo (osservazioni
personali). Ho, dunque, considerato il possibilelawlegli impatti meccanici
dovuti al calpestio dei visitatori che, attraverdoParco Regionale della
Maremma, giungono sulla spiaggia di Collelungo.

La Fig. 65 e la Tabella 9 (colonna di sinistrapstrano gli ingressi
totali al Parco Regionale della Maremma negli adai 2006 al 2010
cumulando i dati relativi ai mesi corrispondentmési con il maggior numero
di ingressi al Parco sono quelli di maggio e apéeodo nel quale si concentra
il 46% (64.235 + 58.734 = 122.969, 46% del total26b.651) dei visitatori del
Parco. Un secondo picco si osserva nel mese diagos 13% di visitatori
(35.799 su 265.651). Invece i mesi da ottobre aomaono quelli con il minor
numero di ingressi (13% dei visitatori ma spalmaili’arco di sei mesi).

La Fig. 66 e la Tabella 9 (colonna di destra) relat soli itinerari che,
attraverso il Parco Regionale della Maremma, cdosenl’accesso specifico
alla spiaggia di Collelungo, confermano che la deammaggioranza degli
ingressi si ha nei mesi di maggio e aprile, perindbquale si concentra il 54%
(74.979 su 138.722) dei visitatori che accedona giiaggia di Collelungo. Di
converso, si riduce lI'importanza quantitativa dedse di agosto, periodo nel
guale giunge sulla spiaggia solo 1'8% dei visitat@1.007 su 138.722).
Evidentemente, in quel periodo, complici le altenperature stagionali e il
cammino relativamente lungo per accedere alla g@agttraverso il parco, i
visitatori preferiscono altri itinerari, quelli chaon portano alla spiaggia.
Un’ulteriore motivo dei minori ingressi osservati agosto € la prevenzione
antincendi a causa della quale alcuni itineraripdeto sono chiusi e agli altri vi
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si accede solo in gruppo e sotto la supervisionandi guida. Anche senza
attraversare il parco, € possibile raggiungerepiaggia di Collelungo, ma
attraverso un accesso che implica un percorsod @ies km (Faniniet al,
2005). Complessivamente, si accentua I'importanamntitativa delle visite nei
mesi di aprile e maggio. Questi dati, derivanti damulo degli ingressi nei
mesi corrispondenti degli anni dal 2006 al 201(gamo confermati nella Fig.
67 ove, per i soli itinerari che portano alla sgiagdi Collelungo, sono
confrontati i vari anni e mesi: si osserva semjgre icmesi piu “caldi” per gli
ingressi alla spiaggia di Collelungo sono aprilen&ggio. Quello € proprio il
periodo di sviluppo dei talitri. Nel caso in stugdienuto conto della dinamica di
guesta popolazione (Marquesal, 2003), si osserva, come illustrato nella Fig.
68, che gli individui di Collelungo October sondineella primavera precedente
e, quindi, si sono sviluppati in un periodo di gianmpatto meccanico sulla
spiaggia dovuto all’afflusso dei visitatori attrase il Parco Regionale della
Maremma,; invece i talitri di Collelungo April, naterso settembre-novembre
dell'anno precedente, sono stati sottoposti a mingratti meccanici durante il
periodo del loro sviluppo. A differenza di quantstg finora a Collelungo,
nelle spiagge di Damgan o in quelle siciliane,peiodo di sviluppo dei talitri,
cioé nei mesi di aprile e maggio, c’'e un afflusebemolmente piu limitato di
visitatori mentre c’é una presenza relativamertge dilturisti durante il mese di
agosto. Infatti, in questo mese, a Maganuco heaitela scomparsa dei talitri
nella parte occidentale della spiaggia, nelle @oie di un villaggio vacanze e
dei principali accessi e dove, dunque, il flussoistico e piu elevato.
Analogamente, a Bruca i talitri sono rinvenibilipgertutto tranne che nei 380
m attorno ai due accessi principali. A Damgan,gosto, i talitri erano assenti
in tutta quella parte della spiaggia ove aggettgihingressi principali e dove
viene praticata, mediante trattore, la pulizia ra@ota della sabbia; i talitri di
Damgan erano confinati alla zona di spiaggia dews®io ingressi secondari e
dove non giunge il trattore per la presenza di mtd di scogli che ne
impedisce l'accesso. Si rilevi, tuttavia, che istg, in Sicilia sudorientale e in
Bretagna meridionale, i talitri nati in primaverans gia sviluppati e, almeno
nel Mediterraneo, una nuova generazione si sviluppa successivi mesi
autunnali.
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Fig. 65. Ingressi al Parco Regionale della Maremma dal 2006 al 2010. Confronto fra
mesi (dati forniti dalla Direzione del Parco Regionale della Maremma).
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Fig. 66. Ingressi al Parco Regionale della Maremma dal 2006 al 2010 per i soli itinerari
includenti la spiaggia di Collelungo. Confronto fra mesi (dati forniti dalla Direzione del
Parco Regionale della Maremma).
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Tabella 9. Numero di visitatori del Parco Regionale della Maremma dal 2006 al
2010 (sono stati cumulati i dati dei mesi corrispon denti) (dati forniti dalla Direzione
del Parco Regionale della Maremma).

Tutti gli Itinerari solo
itinerari per Collelungo
Gennaio 3.154 1.980
Febbraio 2.087 1.488
Marzo 15.333 10.083
Aprile 58.734 36.500
Maggio 64.235 38.479
Giugno 26.634 12.163
Luglio 21.954 6.439
Agosto 35.799 11.007
Settembre 22.482 10.758
Ottobre 9.270 6.140
Novembre 3.270 2.073
Dicembre 2.699 1.612
TOTALE 265.651 138.722
B Gennaio @ Febbraio O Marzo @ Aprile B Maggio O Giugno
O Luglio @ Agosto O Settembre B Ottobre @ Novembre O Dicembre
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Fig. 67. Ingressi al Parco Regionale della Maremma dal 2006 al 2010 per i soli itinerari
includenti la spiaggia di Collelungo. Confronto fra anni e fra mesi (dati forniti dalla
Direzione del Parco Regionale della Maremma).
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Fig. 68. Ingressi al Parco della Maremma per i soli itinerari includenti la spiaggia di
Collelungo nei periodi di nascita, sviluppo e cattura dei campioni Collelungo October (in
marrone) e Collelungo April (in verde). Confronto fra anni e fra mesi.

L'ipotesi 3) circa il differente livello di asimmea fluttuante nelle
popolazioni studiate sembra trovare ulteriore gpgienei dati concernenti la
densita. Infatti, almeno nellarea di cattura, @etlue spiagge siciliane, a
Damgan e a Collelungo April ho rinvenuto valorid#insita minori rispetto a
Collelungo October. Questa bassa densita potreddmresattribuita agli impatti
del calpestio dovuto all’elevato numero di turistivisitatori nel periodo di
campionamento, agosto per Maganuco, Bruca e Danagaite per Collelungo.
Comunque, per trarre conclusioni piu solide cialénsita delle popolazioni,
sarebbe necessaria una differente strategia di ioampento con catture
effettuate piu volte nel corso dell'anno e includeranche i giovani (Fanirt
al., 2009). E’' interessante, comunque, il rilievo dhdivello maggiore di
asimmetria fluttuante non si riscontra nelle popigliai con minore densita.

Sorge spontanea la domanda circa il meccanismocapgli impatti
meccanici dovuti al calpestio andrebbero a disterdarmonioso sviluppo
della simmetria bilaterale dei pereiopodi. Infatlla cornice delle conoscenze
ecologiche, risulta piu facile comprendere I'effetti un inquinante chimico,
solitamente spiegato ipotizzando una sua inibizicorpetitiva con i reagenti
di una qualche catena metabolica oppure un’aziepeessiva nei confronti
dell'espressione di alcuni geni. Analogamente,aiteffiutrizionali o temperature
avverse potrebbero rallentare certe catene methieob I'espressione di certi
geni. Nel caso delle asimmetrie si pud pensarenthlienza di tali fattori nei
confronti di catene metaboliche coinvolte nella duzione di induttori
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morfogenetici 0 nei confronti dei geni per la kélatita. Gli impatti meccanici
sono stati considerati solb latere nell'ipotesi di Mgller & Swaddle dato che,
tra gli stress ambientali, i due autori citano angfli stress uditivi che, in
comune con gli impatti dovuti al calpestio dei stiri potrebbero avere simili
modalita di azione. Rispetto ai controlli, & statwenuto un maggiore livello di
asimmetria fluttuante dei femori e dei primi molarandibolari e mascellari di
ratti esposti a stress uditivi durante la fase wliuppo intrauterino o anche
durante ilpost partunmper un numero di giorni uguale a quello della gtanza
(Mgller & Swaddle, 1997, pp. 144-145).

Si ricordino, poi, gli esperimenti di embriologiaechanno dimostrato,
tramite centrifugazione o altri trattamenti analioglcarico delle uova o degli
embrioni nei primi stadi, la possibilita di altezdo sviluppo di un organismo in
seguito alla modificazione della distribuzione rmtoplasma di sostanze
induttrici il futuro destino morfogenetico (Buiattl984, pp. 54-70). Sulla
scorta di questi studi di embriologia sperimentaletrebbe essere ipotizzato
che gli impatti meccanici determinino un’altera@omella simmetrica
distribuzione degli induttori di campi morfogenetiilaterali. Le conseguenze
potrebbero essere lievi casuali differenze nelotaisdivisione cellulare tra i
due lati e/o piccole casuali differenze nei tassi processi fisiologici tra le
cellule bilaterali.
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6. CONCLUSIONI

Gli ecosistemi sono tra i piu alti livelli di orgamazione della materia
vivente. Pertanto, la valutazione del loro statbehessere necessita I'impiego
di parametri ad alto livello d’integrazione. Qugstissono essere caratteristiche
di popolazione (ad esempio, stagionalita del cigtale, struttura di etasex
ratio, variabilitd genetica, caratteri fisiologici e cpontamentali) oppure
caratteristiche delle comunita (ad esempio, presenspecie alloctone, livello
di biodiversita). Tuttavia, alcuni di questi paramgossono dipendere dallo
sforzo di campionamento e dall’labbondanza delleofagmoni in particolari
periodi dell’anno.

Nel caso della specie oggetto della presente acesicpuo affermare
che l'uso diTalitrus saltatorcome bioindicatore ha il vantaggio di consentire
confronti su una vasta area geografica — la distidne della specie — e durante
tutto 'anno in quanto questa é la durata media aelo di vita. Infatti,
I'impiego di Talitrus saltatorcome bioindicatore & stato proposto da vari autori
per diversi caratteri come la struttura della papmne (Faninget al, 2005), la
variabilita genetica (Ugolinét al, 2004), I'abbondanza e il comportamento di
orientamento (Fanirét al, 2007).

Lo scopo della tesi era di verificare I'ipotesildehsimmetrie fluttuanti
di Mgller & Swaddle (1997), inralitrus saltator confrontando il livello di
asimmetria fluttuante di alcune popolazioni soggettdifferenti stress con |l
successivo scopo, in caso di verifica positiva’igeliesi, di proporre questa
caratteristica di popolazione — che e un caratjeatitativo dello sviluppo —
come bioindicatore degli impatti ambientali a caridegli ecosistemi delle
spiagge sabbiose.

E’ emerso che l'asimmetria fluttuante della lungteezlei meri dei
pereiopodi diTalitrus saltatornon pud essere usata come bioindicatore degli
stress chimici a carico degli ecosistemi delle ggéasabbiose. Infatti, essa non
aumenta in quelle popolazioni che sono cronicamégmgge di Maganuco e
Bruca in Sicilia) o acutamente (spiagge della Gali@pagnola, cfr. Barca-
Bravo et al, 2008) esposte a inquinamento da idrocarburiingainamento
cronico da pesticidi (spiaggia di Bruca).

Dalla presente ricerca € risultato, invece, chsifimetria fluttuante
della lunghezza deimeri dei pereiopodi P3, P6 e P7 dalitrus saltator
potrebbe aumentare a causa degli impatti meccaloieuti al calpestio dei
turisti durante il periodo di sviluppo individualeuindi, usando i suddetti
caratteri metrici, il confronto del livello di asmetria fluttuante delle
popolazioni diTalitrus saltator potrebbe essere un buon bioindicatore degl
stress meccanici subiti stagionalmente dagli etasisdelle spiagge sabbiose.
Essendo la specie relativamente resistente neiram@nfdegli impatti, le
differenze tra le popolazioni possono essere usatee un allarme precoce di
stress meccanici prima che la popolazione si astirgcausa di severe pressioni
ambientali come hanno dimostratog$tawski et al. (2000) evidenziando la
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riduzione e/o la scomparsa Balitrus saltatornelle spiagge dove la pressione
turistica & elevata. Dato che la maggieensibilita agli stress meccanici si
riscontra a carico deneri dei pereiopodi P3, cui seguono quelli dei P6, meent
la maggioreresistenzaall'innalzamento del livello di asimmetria fluttoi@ si
riscontra neimeri dei pereiopodi P7, probabilmente per una maggiore
canalizzazione dello sviluppo della simmetria leitate di quest’appendice a
causa del suo ruolo funzionale, ai fini di utilirzde differenze tra popolazioni
come allarme precoce di stress meccanioigri dei pereiopodi P3 e P6 sono
qguelli da analizzare per primi. Essi, inoltre, harihvantaggio di essere piu
corti e quindi meno soggetti a errori di misuragorQuesto bioindicatore
potrebbe essere utile nella scelta delle opziosiigeali degli ecosistemi delle
spiagge sabbiose.

L'asimmetria fluttuante della lunghezza deieri dei pereiopodi di
Talitrus saltatorsembra presentare il vantaggio di non dipenddte sf@rzo di
campionamento né dall’abbondanza delle popolazioniun particolare
momento dellanno. Tuttavia, giacché [I'asimmetriduttiante presenta
variazioni stagionali, l'applicazione di questo ibdicatore ha come
presupposto la conoscenza della dinamica dellalgpipoe sulla quale esso
viene misurato, oltre che del periodo in cui agigcgli stress meccanici.

In conclusione, tenendo opportunamente conto debgee di sviluppo
dei talitri, della dinamica delle popolazioni inaese e del periodo in cui
agiscono i fattori stressanti, particolarmentetdgionalita delle attivita legate al
turismo, i livelli di asimmetria fluttuante demeri dei pereiopodi P6 e
soprattutto P3 possono essere considerati un effieaprecoce bioindicatore
degli stress meccanici a carico degli ecosistefié dpiagge sabbiose.
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Abstract

This study focused on verifving the fluctuating asymmetry hypothesis in the
crustacean Talitrus saltator, which lives in sandy beaches. We analysed three
populations, one from an unpolluted Tuscan beach relatively free of tourism,
and two from Sicilian beaches, which have been increasingly used for tourism
and have been exposed to hydrocarbon/pesticide pollution. Results confirmed
the sexual dimorphism in the second antennae flagella, which in the Tuscan
population presented directional asymmetry. This population had a significant
level of fluctuating asymmetry in the P6 and P3 meri. The results showed the
importance of the developmental stage during which environmental mechanical
stresses act.

1. Introduction

The aim of our research was to verify the fluctuating asymmetry hypo-
thesis (Mgpller & Swacddle 1997) in the supralittoral amphipod Talitrus salta-
tor (Montagu 1808) in order to postulate this population characteristic (in
the case of a verification of the hypothesis) as an indicator of environmental
stress on sandy beach ecosystems. Fluctuating asymmetry is defined at
population level as a random slight deviation of a morphological character

The complete text of the paper is available at http://www .iopan gda pl/oceanologia/
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from perfect bilateral symmetry. Body asymmetry is measured through the
differences between the right and left elements of bilateral characters of an
organism in a population sample. Tt is usually the result of the different
development of the two body sides of an individual. From a statistical
point of view, fluctuating asymmetry follows two rules: the values of the
differences between the right (R) and left (L) body sides are (1) normally
distributed, and (2) have the mean around zero (as a certain number of
individuals have a character more developed on one side of the body and
the same number of individuals have the same character more developed
on the other side). The variance of the frequency distribution characterises
the asymmetry level of each character. The analysis of statistical properties
makes it possible to distinguish fluctuating asymmetry from other kinds of
asymmetry, that is, directional asymmetry and antisymmetry (Figure 1,
Palmer 1984). Directional asymmetry is observed when one side tends
to be more developed than the other one. In this case it is possible to
predict which side of the character will be greater before its development.
In directional asymmetry the values of the differences between the right
and left sides of the body are normally distributed, but with the mean
significantly different from zero. In directional asymmetry development path
deviations are oriented towards a specific direction and genetically coded.
Antigymmetry oceurs when one side of a character is larger than the other
one, but there is no preference for one side. Therefore, it is not possible to
predict which side will be larger. An example in crustaceans is the male
fiddler crab (the genus Uca). These crabs begin their life with two large
gignal claws, similarly developed. Developmental agymmetry is determined
by which of the two claws will first be damaged or lost. The damaged or
lost claw will grow again, but will be small, like those of females. This will
happen in a random way, with 50% occurring on the right side and 50% on
the left; then there is a typical bimodal distribution (in the same sample
there are two groups of individuals which tend to develop claws in opposite
ways) or a platycurtic (broad-peaked) distribution of the R-L difference

Figure 1. Three common frequency distributions of R-L (difference values
between right and left body sides) in bilateral organisms: a) fluctuating asymmetry;
b) directional asymmetry; ¢) antisymmetry (from Palmer 1994, modified)
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values around a mean of zero (Palmer & Strobeck 1986, Mgller & Swaddle
1097). Meller & Swaddle’s (1097) hypothesis asserts that whenever, during
development, there are genetic or environmental stresses, asymmetries of
the bilateral structure of an organism will occur. Among genetic stresses we
count mutations, a high degree of homozygosity, hybridisation that divides
coadapted gene sets, inbreeding, intense periods of directional selection; all
these phenomena interfere with the organism’s genomic balance, reducing its
ability to buffer random developmental mistakes that will eventually result
in body asymmetries. Environmental stresses, e.g. adverse temperatures,
chemical pollution or food shortage, can further destabilise organisms during
sensitive phases of their development. Therefore, populations showing
different levels of fluctuating asymmetry are very likely subjected to different
degrees of stress. The bilateral characters of an individual are distinguished
in: 1) meristic characters, which are in a discrete quantity and can be
counted; asymmetry of these characters is usually suggestive of extremely
high levels of stress; 2) metric characters, i.e. distance measures between
two points of the body; metric characters are more sensitive indicators of
the developmental stability of an organism (Mgller & Swaddle 1997].

We used the supralittoral amphipod Talitrus seltator, a common gpecies
of sandy beach communities in the north-eastern Atlantic, southern Baltic
and Mediterranean, to test for the possible relation between fluctuat-
ing asymmetry and the degree of environmental stress acting on beach
ecosystems. The species has a number of characteristics that make it
a reliable model organism for this kind of research. First, its morphology
{bilateral symmetry and metameric organisation) is particularly well suited
to morphometric analyses (Barca-Bravoe et al. 2008). Second, the species is
relatively widespread with abundant populations (Scapini & Morgan 2002),
Third, this species is robust enough to be found also in relatively polluted
and/or disturbed beach ecosystems; for this reason it cannot be considered
an indicator species of impact for its presence/absence, but differences
between local populations may reflect differences between beaches (Scapini
& Morgan 2002). Nevertheless, a reduction and/or disappearance of
T. saltator populations was documented from beaches where tourist pressure
was high (Weslawski et al. 2000). It was suggested that the dynamics of
T. saltator populations could be used as a bicindicator of environmental
stress caused by activities linked to tourism (Jedrzejezak 2004, Fanini
et al. 2005). More importantly, 7. soltator has been the subject of
extensive studies, which has led to a detailed knowledge of the species’
population dynamics (Marques et al.  2003), behavioural adaptations
(a review in Scapini 2006) and population genetic structure (De Matthaeis
et al. 2000, Ketmaier et al. 2005). The genetic homeostasis hypothesis
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(Lerner 1954) received support from interdisciplinary researches based on
the simultaneous analysis of molecular markers and orientation behaviour
related to shoreline stability (Scapini et al. 1995, Ketmaier et al. 2010).

The present study focused on morphometry. For each individual, we
examined one meristic bilateral character (the number of articles of the
second antennae flagellum) and three metric bilateral characters, which are
associated with different periods of the development of individuals (length of
the merus of the P3, P6 and P7 pereiopods). In addition, we measured the
length of the cephalic capsule as a proxy of body size (Marques et al. 2003).
We studied three populations: two from south-eastern Sicily and one from
Tuscany. The Sicilian populations have been exposed to hydrocarbon (this
i a zone of marine oil drilling) and pesticide pollution (from greenhouses).
Furthermore, in recent years these beaches have been increasingly used for
tourism. The Tuscan population came from a natural park, the Maremma
Regional Park, an unpolluted location relatively free from tourism (Fanini
et al. 2005). We evaluated the degree of fluctuating asymmetry in the three
populations to study possible relations with the impacts of activities linked
to tourism and oil or pesticide pollution of water and sediments.

2. Material and methods
2.1. Study site description and sampling

We sampled three populations from the following sandy beaches (Fig-
ure 2 and Table 1}:

1. Ttaly - southern Tuscany — Maremma Regional Park (province of
Grosseto) — Collelungo (42°38'10.14"N — 11°04'07.95"E).

2. Ttaly — south-eastern Sicily — Malta Channel (province of Ragusa) —
Maganuco (36°43/01.00"N — 14°4% 13.62"F).

3. Ttaly — south-eastern Sicily — Malta Channel (province of Ragusa) —
Bruca (36°44'07.65"N — 14°4(0/41.75"E).

After moving the superficial layer of sand, we captured talitrids using an
entomological aspirator. We collected only adult talitrids and the samples
consisted of about 50 individuals for each population. Then we measured
the sampling area. Talitrids were then transferred to a glass container
containing moist sand from the same beach and with perforations to ensure
aeration. On the same day of the sampling, or on the following day, the
talitrids were placed singly into Eppendorf tubes filled with absolute ethanol
(99.9%), and thereafter stored at —20°C.
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Table 1. Characteristics of the study sites

Beach Collelungo Maganuco Bruca
(Tuscany) (Sicily) (Sicily)

length 4400 m 890 m 1630 m

maximum width  32.73 m 80 m 27.50 m

(diurnal low tide)

width at the 32.73 m 45.90 m 27.50 m

capture point

{diurnal low tide)

mean orientation 211° 174° 234°

(perpendicular

to the shoreline)

dune vegetation  yes yes yes (small cottages

lateral boundaries

access points

stream or drain

protected area

tourist presence
sand cleaning

presence of tali-
trids

sampling dates

area in which we
collected about
50 talitrids

number of collect-
ed talitrids

density
(individuals m™—?)

presence of tali-
trids after one
vear

rocks on one side,
gravel and rocks
on the other side

2

ves, left bank of
the Ombrone River,
5051 m from the
sampling point

yes
ves, especially in
April and May

no

everywhere on the

beach

3 October 2008
10 m?

54

5.4

ves, more abundant

rocks on both sides

6, of which 3
frequently used

no

ves, especially in
August

ves, mechanical,
in August

in the eastern part of
the beach (not very
frequented by tourists)

21-23 August 2008
17 m®

50
2.9

yes

behind the dunes)

rocks on one side,
gravel and rocks
on the other side

3, of which 2
are adjoining and
frequently used

ves, a drain from
greenhouses located
behind flows into the
sea, 678 m from the
sampling point

no

yes, especially in
August

no

everywhere, except in
the 380 m around the
main access points

25 August 2008
21 m®

50
2.4

yes, but with lower
density, the beach was
slightly narrower
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Figure 2. Location of the study sites

2.2. Morphometric measurements

The first bagic criterion for the choice of bilateral segments to measure
was the clarity and constancy of landmarks. The second was to avoeid linking
the measure of one trait to another. For example, the use of a spine as the
landmark of a segment would give a biased measure, by proceeding from the
point where the spine develops and depending on its length and orientation.
The third principle was to analyse rectilinear segments, as we took the
measures directly by the micrometer eyepiece of the stereomicroscope,
without taking photos and performing image analyses. Finally, we did not
meagure two or more segments of the same appendage, e.g. the merus and
carpus, as they correlate (personal chservation). In view of the anamorphic
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Figure 3. Diagram illustrating: a) Talitrus saltator. In black — the appendages
that will be used for genetic analyses, in grey — the segments used for morphometric
analyses, 1. distal landmark of the cephalic capsule, base of the first antenna,
2. proximal landmark, posterior end of the cephalic capsule, 3. merus of the P3
pereiopod, 4. P4 pereiopod, 5. P5 pereiopod, 6. merus of the P6 pereiopod, 7. merus
of the P7 pereiopod; b) The second antenna, 8. articles of the flagellum (in grey);
¢) P6 pereiopod, the merus is shown in grey, 9. proximal landmark, light notch with
the ischiopodite, 10. distal landmark, apex of the knee (disregarding the spine)

Table 2. Segments measured and landmarks used

Cephalic Right and left Right and left Right and left
capsule second anten- P3 pereiopods P6 pereiopods
nae (A2)
segment flagellum merus merus
face outer inner
side right anterior posterior
proximal  posterior end light notch with  light notch with
landmark of the capsule ischiopodite ischiopodite
distal base of the apex of the knee  apex of the knee
landmark first antenna (disregarding the (disregarding the
spine) spine)
Right and left
P7 pereiopods
segment merus
face inner
side posterior
proximal light notch with
landmark ischiopodite
distal apex of the knee
landmark (disregarding the

spine)

development of crustaceans (first the anterior part of the body, then the
posterior), the P3, P4, P5, P6 and P7 pereiopods were suitable for our
aims. We decided to use the right and left P4 and P5 pereiopods for genetic
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analyses, as it is possible to extract a sufficient quantity of DNA from them
(study in progress), while the right and left P3, P6 and P7 pereiopods were
gshown to be the best candidates for the morphometric analyses. In these
appendages the merus is the best segment with regard to landmarks and
ease of measuring at the magnification of 50x. When studying fluctuating
asymmetry it is important that the units used are not too large in relation
to the actual asymmetry. According to our observations, the posterior side
was the most suitable for the P6 and P7 meri; for both segments, the
distal landmark was the apex of the knee (disregarding the spine), while
the proximal one was the light notch with the ischiopodite, best observed
locking from the inner face of the segment. For the P3 merus, the anterior
side was the most suitable, with the same landmarks as for the P6 and P7
meri, but best observed from the external face of the segment. Figure 3 and
Table 2 summarise the segments and appendages chosen for the genetic and
morphometric analyses and the landmarks.

Below we give the protocol we prepared to ensure the best conditions
for the morphometric and genetic analyses of each individual, to avoid
breakage or confusion of appendages, and finally, to reduce the impact of
human measurement error. Each individual wag placed in a little glass sink
filled with absolute ethanol and was observed under a stereomicroscope.
From each sandhopper we took the right and left P4 and PS5 pereiopods
by means of sterilised dissecting forceps and transferred these appendages
into an Eppendorf tube filled with absolute ethanol for subsequent genetic
analyses. For each individual we prepared two histology slides, one for
the right appendages and the other for the left. On the short sides of the
slides we wrote ‘Head’ and ‘Telson’, on the longer ones we wrote ‘Proximal’
and ‘Distal’ as reference points to ensure all the segments were properly
placed and to reduce the risk of confusion. Then we took the right P7,
P6 and P3 pereiopods and placed them on the ‘Right’ histology slide;
we did the same for the left appendages. Using 50x magnification, we
counted the number of flagella articles of the right and left second antennae.
Then, using morphological keys (Karaman 1993, Ruffo (ed.) 1993) we
identified the species the sandhopper under observation belonged to. All
the individuals captured were Talitrus saltator, but two, both from Bruca
beach, had broken third uropods, so they could not be definitively identified
as T. saltator. Therefore the total number of individuals for Bruca decreased
to 48. For each sandhopper we defined the sex by recording, in males, the
two penes, which appear as two small opposite tubes in the ventral face of
the individual at the seventh mesosomite level. We recognised females from
the oostegites, two controlateral lines of thin foils visible in the ventral
face of the sandhoppers from the second to the fifth mesosomite. For
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each female, we determined whether it was immature (small oostegites),
fully developed (small setae on the oostegites, which, interlacing with the
opposite ones, create a bag, the marsupium) or with eggs/hatched juveniles
in the marsupium; in the last case we counted the number of eggs or hatched
juveniles, Using 25x magnification, we detached the cephalic capsule and
placed it to show its right side; then we measured its length from the base
of the right first antenna to the posterior end of the capsule. We stored
the remains of the sandhopper in its original Eppendorf tube. Successively,
putting the ‘Right’ and ‘Left’ histology slides under the stereomicroscope
one at a time, we disarticulated the meri of the P7, P6 and P3 pereiopods
from the rest of each appendage. This procedure allowed for a better
identification of the landmarks. The P7 and P6 meri showed their inner
face, while the P3 merus showed the cuter one. To achieve a better contrast
we used a black background under the slides. Using 50x magnification, we
performed two measurements of the posterior sides of the P7 and P6 meri
and of the anterior side of the P3 merl. We carried out two measurements
of the same merus of each sandhopper on the same day, with a time lapse
of at least three hours. Between the two measurements of the same merus,
we analysed other samples, so that the observer was not conditioned by the
previous cutcomes.

The metric measures obtained by the stereomicroscope were converted
to micrometers by suitable conversion calculations. The samplings and
measurements of sandhoppers were both performed by the same person
to reduce the error due to different observers.

2.3. Statistical analysis

The analysis of fluctuating asymmetry (FA) was performed as recom-
mended by Palmer & Strobeck (1986) and Palmer (1994) using Excel and
S-Plus 6 for Windows. The significance level was 5%.

Outliers are a common source of skew or leptokurtosis in studies of
fluctuating asymmetry. The difference values between the right and left
sides of the body (R-L) in a few individuals in a large and otherwise normally
distributed sample, may deviate unusually far from zero. Sandhoppers that
were lacking in one of the bilateral appendages were outliers, as this strong
difference between the values of the two sides of their body would have
geriously affected the fluctuating asymmetry index. We excluded outliers
from the analyses also because their values may be related to physical
damage or severe deformities, and these events are not developmental noise
(Palmer 1094). Thus, before performing the tests for measurement error,
box plots of the right and left sides and of the cephalic capsule were made
and screened for outliers. If one sandhopper was an outlier, e.g. for the
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gsecond antennae, we excluded it only from the statistical analysis of the
second antennae, but not from that of other traits. If one sandhopper was an
outlier for any of the pereiopods we excluded it from the statistical analysis
of all pereiopods. Table 3 reports the numbers of sandhoppers collected and
thosge actually subjected to further statistical analyses for each trait.

Table 3. Number of sandhoppers collected and statistically analysed for each trait
in each population after the exclusion of outliers by box plots

Population Collected Cephalic Number of articles P7, P6 and
sandhoppers capsule of the second P3 merus
antenna flagellum
Collelungo 54 52 46 46
Maganuco 50 49 41 43
Bruca 48 48 43 46

The chi-square test was used to test the sex ratio of the sample of each
population. For metric traits we used the F and { tests to compare the
first and the second measures of a segment. Having ruled out significant
contributions of human measurement error, the two replica measurements
were averaged for further analysis. For each trait, we divided the population
samples according to sex to check whether there was sexual dimorphism.
When this was absent, males and females were put together for further
analysis. For each bilateral trait the presence of directional asymmetry
was tested by onesample #test. Normality was tested using graphical
techniques. The fluctuating asymmetry levels were analysed with the index
FA1 = Mean |R-L| (as defined by Palmer 1994). One-way ANOVAs were
used to test differences among populations for each of the traits and for
fluctuating asymmetry levels,

3. Results

The sex ratios (males/females) of the samples were significantly female
biased in the Collelungo population (0.50, Xo-test: p < 0.05), but signif-
icantly male biased in the Bruca population (2.69, y2-test: p < 0.01); in
the Maganuco population females were more abundant than males but the
sex ratio was not significantly different from the expected balance of 1:1
(Table 4).

Comparing the three samples we observed that in Collelungo and
Maganueo there were the highest percentages of outliers for all the traits
measured, while the Bruea population had the lowest ones (Figure 4).
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Table 4. Sex ratio in the three populations

Population Collelungo Maganuco Bruca
n 54 50 48
n males 18 19 35
n females 38 31 13
sex ratio 0.50 0.61 2.69
y - test p < 0.05 n. s. p < 0.01
20.0
18.0 B antenna outliers
16.0 [[] pereiopod cutliers
14.04 [ cephalic capsuls cutliers
12.04
£ 10.04
8.0+
6.0
4.0+
2.09 —‘
00 I T —I T 1
Collelungo Maganuco Bruca
n=>54 n=>50 n=4§

Figure 4. Percentage of outliers for the traits measured in the three populations
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Figure 5. Mean length +8E [pm] of the cephalic capsule in the three populations

109



12 (. Ottaviano, F. Scapini

Collelungo - left antenna

-
=
I

] Hmales
i O females

number of individuals
>
Il

18 20 22 24 26 28 30 32

number of articles

w127 Maganuco - left antenna
210
= g
E ] mmales
= 5 ‘
5 4]
@

2,
é 07 T \HI T IJ-‘\I \I\ | III T T

18 20 22 24 26 28 30 32

number of articles

w 127 Bruca - left antenna
5107

Z g

=

k=] ] mmales
2 6
B 4

E2

g 5]

18 20 22 24 26 28 30 32

number of articles

number of individual
o
Il

number of individuals
oy
1

Collelungo - right antenna

Emales
O fernales

18 20 22 24 26 28 30 32

munber of articles

Maganuco - right antenna

B males
O females

Al ,ﬂ.,l,‘l, L

18 20 22 24 26 28 30 32

number of articles

Bruca - right antenna

mimales
O females

I8 20 22 24 26 28 30 32

number of articles

Figure 6. Sexual dimorphism of the number of articles of the second antennae
flagella

Table 5. Cephalic capsule length [pm]: comparison between sexes by Fand ¢ tests

Population Collelungo Maganuco Bruca

1181.47 £ 17.40
1160.00 £ 11.05

n. s.

1157.94 £ 10.56
1178.46 £ 16.47

n. s.

male mean +SE
female mean + SE
Fltest

ttest

1302.35 £ 19.07
1314.86 £ 10.36
n. s.

n. s

n. s, n. s.

Sandhoppers from Collelungo had significantly (ANOVA: p < 0.001)

larger cephalic capsules than those of the two Sicilian populations, which
did not differ from each other (Figure §). We checked whether there was any
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gexual dimorphism of the cephalic capsules, but there were no significant
differences (Table 5).

As regards the number of articles of the second antennae flagella,
considering males and females together, graphically the data were not
normally distributed in either of the three populations. Therefore, we
divided each sample according to sex and obtained normally distributed
data for each sex. In each population, we found significant sexual
dimorphism, with males having a greater number of articles than females,
on both the right and left antennae (#test: p < 0.001) (Figures 6, 7 and
Table 6).

304
25+

20

[ males

15 [ females

mean = SE

T T T T T 1
Collehmgo Collelungo Maganuco Magamico  Bruca Bruca
left right left right left right

Figure 7. Sexual dimorphism: mean number & SE of articles in the second
antennae flagella

Table 6. Number of articles of the second antennae flagella: comparisons between
males and females

Population Side Males Females Fltest t-test,
Collelungo n 13 33

Collelungo  mean+SE  left 26.0+0.7 23.5+0.3 n. s. p < 0.001
Collelungo  mean+S8SE  right 285406 24.14+0.3 n. s. p < 0.001
Maganuco n 17 24

Maganuco meant Sk left 26,1404 215+£02 p<«<005 p<0.001
Maganuco mean+3E  right 26.14+04 214402 p<005 p<0.001

Bruca n 30 13
Bruca mean+ 5K left 262403 222+02 p<005 p<0.001
Bruca mean+SE  right 262403 22.14+0.3 n. s. p < 0.001
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In each sex, we tested the right and left antennae for the presence of
directional agymmetry, analysing the values of the differences between the
right and left sides (R-L). In the Collelunge population both males and
females had a significantly (one-sample #test: p < 0.05) greater number of
articles in the right antenna flagellum than in the left one. In the Maganuco
and Bruca sandhoppers, there was no significant difference between the right
and left antennae in either sex. Therefore, right directional asymmetry may
be pregent in the Collelungo population (Figures 8 and 9).

For each of the P7, P6 and P3 pereiopod meri, we compared the first and
second measures of the same side of a segment using F and 7 tests. We did

males females
= 30 B ColM = 304 O ColF
£ 25- g 251
= =
5 204 5 20+
£ 154 Z 154
(=] =]
= 104 g 104
g 5 g 5
g - e . g 2.l
0 T T 11T rrr 11T 1T o171 7171 O rrrr 11 1r 1T 1rrr1r 111 1 T1
8642 0 2 4 6 8 £ -6 4-2 0 2 4 6 8
[R-L] [R-L]
= 30+ B Mag M 2 30+ O Mag ¥
:.;:3' 254 % 25+
= =
é 209 é 20+
215 =15
=] =]
g 104 5 10
E 5 E 5
ﬂ 07 ﬂ 0 T T T T 17 77T \l_l\ \’—‘I T T T 1717717711
642 0 2 4 6 8 K6 4 2 0 2
[R-L] [R-L]
= 304 B BruM = 30 O BruF
e o
@' 25+ _E; 25+
= =
g 20+ é 20
il o 154
Q =]
5 104 5 104
g 5 £ s
= 0 rFrmTTT \.\II T T 1T \-\ i 4 0 T T 1 1T 1 17T \’_‘\ T T 1 11 11 Trr1
8 -6 4 -2 0 2 4 6 8 £ 6 4 -2 0 2 4 6 8
[R-L] [R-L]

Figure 8. Distributions of the difference values between the number of articles
of the right and left second antennae flagella (R-L) in each sex in the three
populations. Col = Collelungo; Mag = Maganuco; Bru = Bruca; M = Males;
F = Females
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Figure 9. Means (4SE) of the differences between the number of articles of the
right and left second antennae flagella (R-L) in each sex in the three populations

not find any significant difference between the first and the second measures
in any populations for any meri, for either the right or left sides. Therefore,
having ruled out any significant contribution of human measurement errors,
the two replica measurements of each side were averaged for further analysis.
To check whether there was any sexual dimorphism of the meri, we divided
each population according to sex. In the Collelungo and Bruca populations
no significant difference between sexes was found in any pereiopods. In the
Maganuco population the F-test showed a significant difference (p < 0.05)
when males and females were compared for the left merus of the P3

1400
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right
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Figure 10. Mean length + SE [#m] of the right and left meri of the P7, P6 and
P3 pereiopods in the Collelungo, Maganuco and Bruca populations
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pereiopods; yet, as in all other comparisons, the #test was not significant
(Table 7). Thus, we congidered the two sexes together.

Using one-way ANOVA, we compared the length of the meri of each
pereiopod in the three populations. In the Collelungo sandhoppers the meri
of the right and left P7, P6 and P3 pereiopods were significantly longer than
in the Sicilian populations (p < 0.001). Moreover, in the Bruca talitrids the
meri of the right and left P7, P6 and P3 pereiopods were significantly longer
than in the Maganuco population (p < 0.01) (Figure 10).

In all populations and in all meri the values of the differences between
the right and left sides (R-L) were normally distributed and their means
were not significantly different from zero (one-sample #test), go we excluded
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Figure 11. Distributions of the difference values (R-L) between ths right (R)
and left (L) meri of the P7, P6 and P3 pereiopods in the three populations.
Col = Collelungo; Mag = Maganuco; Bru = Bruca
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directional asymmetry (Figure 11). The plots showed normality, thus
antisymmetry was discarded.

The fluctuating asymmetry levels of the three populations were anal-
ysed by the FA1l = Mean |[R-L| index (Palmer 1994), and the differences
among the populations were tested by one-way ANOVA. The Collelungo
sandhoppers had a significantly greater level of fluctuating asymmetry in
the P6 meri and in the P3 meri than the Sicilian populations (p < 0.05).
The fluctuating asymmetry levels of the Maganuco and Bruca populations
did not significantly differ from each other. No gignificant difference among
the three populations wag found for the P7 merus, which is the longest of
the three meri measured and develops later (Figure 12).

30+
O Collelungo
O Maganuco
254 B Bruca
E
= 204
o5
174}
_H
= 154
=3
g 10
]
g
5
0
E7 Po P3

Figure 12. Fluctuating asymmetry values (FA1 index = Mean |R-L| £ SE) for the
meri of the P7, P68 and P3 pereiocpods in the three populations

4. Discussion

We may assume that the three samples analysed were representative of
the respective populations, which were abundant and contained ovigerous
females and juveniles (personal observations); for the purposes of this study
we gampled only adults. As the sandhoppers were captured by the same
person using the same method, we assumed that the sex ratios recorded
in the samples reflected those actually existing in the populations at the
moment of sampling. As regards outliers for the measured traits, we inferred
that those percentages were real and not to be ascribed to the method of
capture. The use of entomological agpirators to capture small arthropods is
generally assumed to be a non-invasive method.

The study eonfirmed the sexual dimorphism of the second antennae
flagella in Talitrus saltator (Ruffo (ed.) 1993). Sexual dimorphism in this
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gpecies seems to be limited to this trait and does not extend to the cephalic
capsule or to the meri of the P3, P6 and P7 pereiopods. Yet we think this
result, especially for the meri, merits further analysis.

Right directional asymmetry was observed in the second antenna
flagellum in the Collelungo population. The sensory function of the
antennae and their role in cloging the burrow in the sand are known
(Schellenberg 1942, pp. 139-140, and personal observations). Directional
asymmetry is more likely in bilateral sensory organs (Mgller & Swaddle
1997).  However, the right directional asymmetry in the Collelungo
sandhoppers, but not in the Maganuco and Bruca sandhoppers, remains
to be explained.

In the merus of the P3 and P6 pereiopods, the Collelungo sandhoppers
showed a higher fluctuating asymmetry level than the Sicilian populations.
The absence of fluctuating asymmetry in the merus of the P7 pereiopod,
the longest one, may be linked to its functional importance for the balance
of a laterally compressed body (Schellenberg 1942, pp. 136-140). According
to the same line of thinking, we suggest that the merus of the P3 pereiopod
has the highest level of fluctuating asymmetry because it is not used for
balancing, but for crawling on the sand. Even though it is located within
a nature reserve, the Collelungo beach has a relatively high presence of
visitors (sometimes on horseback, personal cbservations) during April and
May, which is the period of sandhopper development; during the summer
months, for fire prevention, the nature reserve is closed to visitors, so it is
possible to reach the beach only on foot from an entrance 5 km away (Fanini
et al. 2005). In contrast, the two Sicilian beaches are not frequented during
the period of sandhopper development, whereas there is a relatively high
presence of tourists during August. In this month, in Maganuco we noticed
the disappearance of sandhoppers from the western part of the beach, in the
vicinity of a heliday village and the main access points, where the tourist
flow is greatest. Similarly, sandhoppers were found everywhere on the Bruca,
beach, except in the 380 m arcund the two main access points. It must be
stressed that in southern Sicily in August the sandhoppers born in spring are
already developed and a new generation develops in the following autumn
months (personal observations). Taking into account the developmental
gtage in which environmental stresses act, fluctuating asymmetry levels
of the meri of the P6 pereiopod and especially the P3 pereiopod may be
postulated as a bicindicator of mechanical stress (e.g. direct trampling) on
sandy beach ecosystems. The use of T. saltator populations as bioindicators
has the advantage that comparisons can be drawn over a wide geographical
area (the species distribution) and throughout the year (mean life cycle of
the species). This has been suggested by several authors for different traits:
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population structure (Fanini et al. 2005), genetic variability (Ugolini et al.
2004), abundance and orientation behaviour (Fanini et al. 2007). Here we
suggest the fluctuating asymmetry level, which is a quantitative trait of
development.

Another possible explanation of the higher fluctuating asymmetry level
observed in the Collelungo sandhoppers as compared with the Sicilian
populations analysed could be the latitudinal difference. Weather stress,
e.g. storms during spring and early summer, may negatively influence
sandhopper development. This hypothesis could be tested by evaluating
the fluctuating asymmetry level in populations from higher latitudes (this
study is under preparation).

A further use of the fluctuating asymmetry level as a bioindicator of
environmental stress could be its relation with pollution levels. In south-
eastern Sicily oil drilling occurs in the coastal sea, and it is common to find
tarry residues from oil wells or the illegal flushing of oil tankers in the sand
of beaches (included those we examined, personal observations). Besides,
at Bruca beach drainage waters containing pesticides from greenhouses
backing the beach are discharged into the sea. However, we did not
find any difference between the two Sicilian populations analysed, and
their fluctuating asymmetry levels were lower than those of the Collelungo
population. Also Barca-Bravo et al. (2008} obtained a negative result
regarding the possible use of the fluctuating asymmetry level in T. saltator
populations as a bioindicator of environmental stress due to oil pollution.
These authors compared three populations from Spanish beaches differently
impacted by the Prestige oil spill in 2002. They found a higher level of
fluctuating asymmetry in the population from the beach most subject to
activities linked to tourism and industry than in the populations from oil
polluted beaches. The absence of a significant level of fluctuating asymmetry
in the T saltator populations exposed to oil (Spain and Sicily) and pesticide
(Sieily) pollution of water and sediments may reflect high levels of tolerance.
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Abstract

Several studies have addressed the biology andrioeinal adaptations
of sandhoppers, common and widespread inhabitaihtsaindy beaches in
temperate areas. The increasing stress (both hatndh anthropogenic) to
which beaches are subject around the world haslgbseguestion of the choice
of good bioindicators to monitor changes in sandadh ecosystems and
propose management options for their conservaBandhoppers carry out their
whole life cycle on the same beach throughout ter,yso they may integrate
the effects of environmental changes over a yetmg scale in population
features. Moreover, throughout their life cyclendiaoppers occupy various
zones of the beach, from the intertidal zone uplzetdnd the dunes, integrating
the local spatial scale that is of interest for th@agement of sandy beaches.
Comparisons among populations from beaches subjeclifferent stressful
factors have been conducted over a wide geogrdduate (that of the species
distribution) and a large base of data exists. Rojpm characteristics, such as
seasonality of the life cycle, age structure, ssiorand genetic variation, as
well as behavioural and physiological traits, hakkewn a potential for their use
as suitable bioindicators of environmental stressbeaches. In this study,
following the hypothesis of Mgller and Swaddle wempnse the level of
fluctuating asymmetry as a bioindicator of mechahitress during the critic
phases of development.
Resumen

Muchos estudios previos han tenido como objetiviitdogia y las
adaptaciones comportamentales de talitridos, qnecemunes y ampliamente
difundidos en playas de arena de areas temper&flasumento de estrés
(natural o de origen humano), al que las playamestpuestas a nivel mundial,
ha levantado la necesidad de seleccionar bioindieadadecuados para el
monitoreo de cambios que afectan los ecosystemadagieplayas y la
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proposicbn de practicas de manejo para su consesmacLos talitridos
desarrollan su entero ciclo vital en la misma pldgaorigen, durante todo el
afo, asi que en las caracteristicas de las pobh&sise pueden integrar los
efectos de las variaciones ambientales a lo laegaré escala temporél de un
afio. Ademas, durante su desarrollo, los talitrimimgoan diferentes zonas de la
playa, de la zona intermareal hacia las dunasjendw, a scala local, la entera
zona de interes para manejo de playas. Se han catapaoblaciones de playas
afectadas por diferentes factores de estrés, enamnmia escala geografica
(coincidente con la de la distribéai de la especie), alcanzando una larga base
de datos. Las caracteristicas de poblaccomo estagionalidad del ciclo vital,
clases de edad, sex ratio y vardacigenetica, asi como componentes
comportamentales y fisi@icas, han resultado potenciales bioindicadores de
estrés ambiental sobre playas de arena. En estieptoponemos la asimetria
fluctuante, segun el hypothesis de Mgller y Swaddteno bioindicador de
estrés mecanico occurriente durante las fasesawitdel desarrollo de los
individuos.

I ntroduction

Sandhoppers, e.g. the amphipod talitfidéitrus saltatorand Talorchestia spp.
are widespread and common inhabitants of sandyhlesaic temperate areas
and represent an important trophic link (scavengeesween the land and the
sea. A rich literature exists on these speciesitooronation and distribution
(e.g. Paveset al, 2009), life cycle (e.g. Marquext al, 2003), physiological
(e.g. Morritt & Spicer, 1998) and behavioural (ewi in Scapini, 2006)
adaptation over a range of beaches. Sandhoppeysocertheir whole life cycle
on the same beach and move from the intertidddé¢stipratidal zones and back
by adjusting their zonation to the current substeatd trophic features as well
as weather conditions and tidal phases (Scagdiral, 1992). The wide and
sound baseline of data on the same species in $mathes that are subject to
increasing pressures and threats (De&fieal, 2009; Dugaret al, 2010) makes
sandhoppers good candidates as bioindicators afosmmvental stress. The use
of talitrids as bioindicators has the advantageltow comparisons across a
wide geographic range (that of the distributionttud species) and throughout
years (broods are produced each month, with twilir@e generations a year,
and individuals may live for about one year). Ma@g being the species
relatively robust against impacts, differences agnpopulations may be used as
early warning indicators of stress, before the petans disappear completely
under severe environmental pressures (Scapini,)2002

The sandhoppers have been repeatedly proposediagitétors of the pressure
of human trampling on sandy beaches (e.g. Weslaetshki, 2000a, 2000b,
2000c; Faniniet al, 2005; Ugoliniet al, 2008). Trampling is an increasing
pressure on sandy beaches due to their increasfpurecreational activities.
To estimate the carrying capacity of these ecomsystander pressure, it is
important to define an early warning bioindicatbtrampling, whose estimates
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would not depend on the sampling efforts and thendance of the population
at that particular time of the year.

A good candidate for early warning of environmestagss is the level
of fluctuating asymmetry (FA) as proposed by Mghed Swaddle (1997) for
bilateral organisms. The factor of interest is twrect development of the
bilateral symmetry in the individuals of a part@upopulation. The mean level
of fluctuating asymmetry found in populations sabjéo different levels of
impact would then represent the bioindicator of immmental stress. The
development of an organism depends on the interegtthroughout time, of its
genes and the environment where development océ&utsis a population
phenomenon defined by random slight deviations o& onorphological
character from a perfect bilateral symmetry. FAnsasured by the differences
between the right and left sides of bilateral cbma in the individuals of a
population. Statistically, FA follows two rules:eldifferences between right
(R) and left (L) body sides are normally distrilditend have a mean around
zero, as under ideal conditions a certain numbéndi¥iduals have a character
more developed on one side of the body and the saméer of individuals has
the same character more developed on the other $lie variance of the
frequency distribution characterizes the asymmdétmel of each character.
According to the hypothesis suggested by Mgller 8mchddle (1997), each
time that genetic or environmental stresses armgaaturing development,
asymmetries may derive in the bilateral structur¢he organisms. Stressful
factors of genetic origin may be mutations, higlelse of homozygosity,
hybridation that disrupts coadaptated genes arséection pressures. In all of
these cases, the capacity of the organism to beffefronmental stress is
affected. Environmental stressful factors may bdreene temperatures and
humidities, chemical pollution, decreased food lality, etc. Therefore,
populations that show relatively high levels ofctiuating asymmetry may have
been subject to stressful factors.

Material and Methods

Study sites and sampling

We sampled four populations dflitrus saltator (Montagu, 1808) from the
following sandy beaches (Fig. 1):

1. Maganuco - south-eastern Sicily — Malta Char(pebvince of
Ragusa, Italy) — 36°431.00'N 14°49 13.62'E, sampled the 21/08/2008 and
23/08/2008;

2. Bruca — south-eastern Sicily — Malta Channeb\{jpice of Ragusa,
Italy) — 36°4407.65'N 14°4041.75'E, sampled the 25/08/2008;

3. Collelungo — southern Tuscany — Maremma RegiBaak (province
of Grosseto, ltaly) — 42°3B0.14'N 11°0407.958'E, sampled the 03/10/2008
and 21/4/2010;

4. Damgan - Brittany (Department of Morbihan, Fenc—
47°31'00.45"N 02°34'47.45", W, sampled the 22/039.
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Bruca
» Maganuco

Figure 1. Location of the study sites with U.T.M. coordinates. Damgan (30T7531633.08
E, 5262681.39 N); Collelungo (32T669625.22 E, 4722485.92 N); Bruca (33S471274.31
E, 4065574.73 N); Maganuco (335483965.40 E, 40633487.86 N).

We chose these sampling sites to compare the lesklIEA of
populations exposed to increasing tourism impactddhuco, Bruca and
Damgan), to a chronic pressure of oil pollution gdauco and Bruca), and to
pesticide pollution (Bruca), with the FA of the &blingo population that lives
within a relatively non-impacted natural park. Thlantic (Damgan)
population was chosen to compare the effects oereevere tidal and climatic
pressures. We also analysed eventual seasonatseffecFA by comparing
samples of the same population (Collelungo) cadiédh spring and autumn.

After moving the superficial layer of sand, we ecapt talitrids using
an entomological aspirator. We collected only adalitrids and the samples
consisted of about 50 individuals for each popafatiThen we measured the
sampling area to quantify the sampling effort aattwate the density of each
population. Talitrids were then transferred to asglcontainer containing moist
sand from the same beach and with perforationdertdp to ensure aeration.
On the same day of the sampling, or on the follgwdlay, the talitrids were
placed singly into Eppendorf tubes filled with aloée ethanol (99.9%), and
thereafter stored at —20°C.
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Morphometric measurements

The first basic criterion for the choice of theabdiral segments to
measure was the clarity and constancy of landmahkssecond was to avoid
linking the measure of one trait to another (foaraple, the use of a spine as the
landmark of a segment would give a biased measyr@roceeding from the
point where the spine develops and depending deritgh and orientation); the
third principle was to analyse rectilinear segmefitslly, we did not measure
two or more segments of the same appendage, e.gne¢hus and carpus of a
pereiopod, as they may correlate. In consideratadnthe anamorphic
development of crustaceans, the right and left F8,and P7 (P=pereiopod)
were the best candidates for the morphometric amalyin these appendages the
merus is the best segment with regard to landnanéisease of measuring at the
magnification of 50X. When studying FA it is impant that the units used are
not too large in relation to the actual measurecodding to our observations,
the posterior side was the most suitable for theaRé P7 meri; for both
segments, the distal landmark was the apex ofribe kdisregarding the spine),
while the proximal one was the light notch with tkehiopodite, best observed
looking from the inner face of the segment. For P3emerus, the anterior side
was the most suitable, with the same landmarkerthé P6 and P7 meri, but
best observed from the external face of the segniemta better identification
of the landmarks we disarticulated the meri of P8¢ P6 and P7 from the rest of
each appendage. We performed two measurements ahthrior side of the P3
meri and of the posterior sides of the P6 and P7; me carried out two
measurements of the same merus of each sandhopplkee same day, with a
time lapse of at least three hours. Between them@asurements of the same
merus, we analysed other samples, so that thevarsgas not conditioned by
the previous measures. The metric measures obtainéae stereomicroscope
were converted to micrometers by suitable conversiaculations. For each
specimen we identified the species and definedsthe The samplings and
measurements of sandhoppers were both performethébysame person to
reduce the eventual bias due to different observers

Statistical analysis

The analysis of FA was performed as recommende&aisner and Strobeck
(1986) and Palmer (1994); we used Excel and S-Bldsr Windows; the
significance level was 5%. Sandhoppers that weskilg one of the bilateral
appendages were discarded from the analysis asttbisg difference between
the values of the two sides of their body wouldéhaeriously affected the FA
index. We excluded outliers from the analyses bEtause their values may be
related to physical damage or severe deformitied, these events can not be
considered developmental noise (Palmer, 1994). ,Thefre performing the
tests for measurement errors, box plots of the agh left sides were made and
screened for outliers. If a sandhopper was anesuitlir any of the pereiopods
we excluded it from the statistical analysis ofg@leiopods. To check whether
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there was any sexual dimorphism of the meri, waddiy each population
according to sex. In the Bruca and Collelungo pafahs no significant
difference between sexes was found in any perempétd the Maganuco
population the~-test showed a significant difference (p<0.05) wheales and
females were compared from the left merus of the y@8 as in all other
comparisons, thetest was not significant. Thus, we consideredtéi® sexes
together. Chi-square test was used to test thaatex of the sample of each
population. For metric traits we used thendt tests to compare the first and
the second measures of a segment. Having rulesignificant contributions of
human measurement error, the two replica measutenvegre averaged for
further analysis.

For each bilateral trait the presence of directiasgmmetry was tested lone-
samplet-test. Normality was tested using graphical techesy The FA levels
were analysed using the index FA1=Mean |R - L|d&sed by Palmer, 1994;
R=length of the right merus, L=length of the lefemms). One-way ANOVAs
were used to test differences among populationsdoh of the traits and for FA
levels.

Results

The sampled populations had different densitiediiduals/m?):
Maganuco 2.9, Bruca 3.8, Collelungo 11.4 in Octc®@08 and 6.8 in April
2010; Damgan 5.5.
The sex ratios (males/females) of the samples wigreficantly female biased
in the Collelungo population in October 2008 (0.58test: p<0.05), but
significantly male biased in the Bruca populati@rb0, y*-test: p<0.01); in the
Maganuco and Damgan populations females were nimradant than males,
but the sex ratio was not significantly differendbrh the expected balance of
1:1.
Considering all the pereiopods together, we obskttve highest percentages of
outliers in Collelungo 2008 (14.8%), while the Baymopulation had the lowest
one (4.2%).
Using one-way ANOVA, we compared the length of tieri of each pereiopod
in the populations. We found a significant differteramong them (ANOVAp
< 0.001). In the Collelungo April population theemof the right and left P6
and P7 were longer than in the other populatiohe Damgan population had
the longest P3 (p<0.001). The Maganuco populatamhthe shortest P3, P6 and
P7 (p<0.001).
In all populations and in all meri the values o ttifferences between the right
and left sides (R-L) were normally distributed atigbir means were not
significantly different from zeroope-sampld-test), except for the P3 in the
Damgan population that showed a right directiorsginametry. We excluded
directional asymmetry for all the other cases. plugs showed normality, thus
antisymmetry was also discarded.
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The Collelungo October sandhoppers had a significaigher level of
fluctuating asymmetry in the P3 (p<0.001), P6 (p8@) and P7 (p<0.05) meri
than the other populations (Fig. 2).

A
B
30,0
25,0
@
2 20,0 |
2 Bl Collelungo October
.g @ Maganuco August
£ 1501 @ Bruca August
- O Damgan August
o .
= 1001 O Collelungo April
©
[}
=
5,0 A
0,0 1

Figure 2. A: Talitrus saltator. In grey — the segments used for morphometric analyses
(meri of P3, P6 and P7); P=pereiopod. (From Ruffo, 1993, modified).

B: Fluctuating asymmetry values (FA1 index = Mean |R - L| + SE; Palmer, 1994) for the
meri of the P3, P6 and P7 in the populations of Collelungo October (sampled on
3/10/2008), Maganuco (sampled on 21 and 23/08/2008), Bruca (sampled on
25/08/2008), Damgan (sampled on 29/08/2009) and Collelungo April (sampled on
21/04/2010). P=pereiopod; FA=fluctuating asymmetry; R=length of the right merus;
L=length of the left merus; SE = standard error.
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Discussion

When we planned the sampling strategy, we expdutgter levels of
FA and lower densities in the two Sicilian popwas (Maganuco and Bruca)
in comparison to the Collelungo one, in consideratf the chemical pollution
and the increasing (in the last fifteen years)issarimpact in this area. The two
Sicilian populations are subject to chronic oillptbn, as documented by tarry
residues on the beach, as well as to pesticidéalige in the Bruca beach.
However, our analyses did not highlight any diffexe between the two Sicilian
populations and their FA levels were significaritiwer than that of Collelungo
October population. Also Barca-Braeb al (2008) did not observe increasing
levels of FA in Galician (Spain) populationsTfsaltatorthat had been subject
to pulse stress from the oil spill of Prestige sirgck (2002) in comparison to
populations impacted by chronic pressures of dm#vilinked to tourism and
industry. The absence of high levels of FA follogrichemical pollution may be
attributed to high levels of tolerance expressethbhbirid populations. Thus, FA
levels inT. saltatorpopulations can not be used as bioindicators omadad
stress on sandy beaches. However, other elemerntge cfcosystems may be
affected.

In contrast, the Collelungo population showed aifitantly higher level of FA
in October. This beach is not chemically polluteeing located within a natural
park. In the surroundings of the park biologicati@agture is the rule and the
drainage waters are controlled for chemicals (Sda@gi Nardi, 2007).
Nevertheless, the Collelungo beach has a relatikigiy presence of visitors
during April and May, the period of developmenflofsaltator(Marqueset al,
2003), while during the summer months the parklésed to visitors for fire
prevention, so it is possible to reach the bead @m foot from an entrance 5
km away from the sampling site (Faniei al, 2005). In contrast, the two
Sicilian beaches are not frequented during the oderof sandhopper
development, whereas there is a relatively highsgmee of tourists during
August. It must be stressed that in August the lsayylers born in spring are
already developed.

The latitudinal difference between the Tuscan (@otigo) and Sicilian
(Bruca and Maganuco) sampling sites may affectRAdevels, by disturbing
development during spring. For this reason we aealythe Damgan
population, located at a higher latitude on theatilc coast and thus subject to
tidal and climate conditions different from the Ntedranean ones. Also the
comparison between the samplings performed atdime docality (Collelungo)
in spring and autumn may clarify this point. Thevldevel of fluctuating
asymmetry observed in both Collelungo April andhie Damgan populations
excludes a climate impact on meri bilateral develept.

The sandhoppers collected in April at Collelungorevelder than those
collected in summer and autumn (Marge¢sl, 2003). This may explain the
low level of fluctuating asymmetry observed in @blhgo April. In older
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populations asymmetric sandhoppers may have diedagrhave compensated
asymmetries throughout moults.

The current dynamics of the shoreline of Collelungabject to erosion at one
end of the beach (the side of the Ombrone Riverticand accretion at the
other one, may cause a stress toTthsaltatorpopulation, which was observed
in the genetic structure and orientation behavi@Getmaier et al., 2010).
However, these morphodynamic factors cannot expteamelatively high levels
of FA observed in October in the Collelungo pogdolatand the low ones
observed in April in the same population. The dédfece is better explained by
the population dynamics (Marquesal, 2003).

Regarding densities, we found lower densities entto Sicilian populations as
expected from the impacts acting on these beathmsever, the differences
among populations were not marked and the orderagfitude was similar for
all the populations sampled. The lower densitiethef Sicilian populations in
comparison with the other ones may be attributeithé¢dmpact of trampling in
the sampling period. However, a different samplstgategy, conducted in
different times of the year and including also joles, would be necessary to
derive conclusions on this point (Fandtial, 2009). It is interesting that the FA
levels do not appear linked to density levels.

An interesting and unexpected finding of this studs the low FA level in the
meri of P7. This is the longest pereiopod and, @ting to Mgller and Swaddle
(1997), higher levels of FA are to be expected amgkr structures in
comparison with shorter ones, except when a bahtesymmetry is
physiologically useful and thus subject to a stsipiyy selection. In his basic
monograph, Schellenberg (1942, pp. 139-140) dextiibe movements d&f.
saltator and stressed the importance of a balanced us& afuffng crawling
and hopping. In contrast, the merus of P3 pereigimived the highest levels
of FA.

Conclusions

Ecosystems are among the highest levels of orgamizaf living matter.
Therefore, the assessment of the ecosystem qudiayld be made through
parameters of a high level of integration. These @opulation characteristics
(e.g. seasonality of the life cycle, age structssex ratio and genetic variation,
as well as behavioural and physiological traits)community features (e.g.
presence of allochthonous species and biodivelsiteel). Some of these
parameters, however, may depend on the sampling®#nd the abundance of
the populations at that particular time of the ye&pparently FA levels in
sandhopper populations avoid these constraints aaedsensitive enough to
mechanical factors (e.g. trampling). Following fresent study we propose the
level of FA of T. saltatoras an early warning bioindicator of mechanicadssr
of sandy beach ecosystems. We also recommenditoaéstFA levels of the
meri of P3 and P6 because they are shorter and l#ms subject to
measurements errors. Considering the season ofopevent of T.saltator, the
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FA levels should be related both to the life cyofethe population and the
seasonality of the mechanical stressful factordiquéarly the seasonality of the
activities linked to tourism.
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