Tolleranza al calore e capacita di acclimatazione negli artropodi
sotterranei che vivono in condizioni termiche stabili
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Secondo numerosi studi esiste una chiara
correlazione tra il range della tolleranza
livello di variabilita climatica sperime
organismi nel loro habitat.

Alcune specie stenoterme hanno:-perso addirittura la
capacita di rispondere a shock termiti mediante la'
produzione delle HS proteins, ma cio,rimane ancora
poco chiaro soprattutto nel caso si tratti di
organismi che vivono in ambienti altamente stabili,
come le grotte.

In questi ambienti gli organismi si presume siano
stenotermi perché subiscono una pressione
selettiva molto alta data appunto dalla costanza
della temperatura negli ambienti sotterranei.
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una plasticita elevata nel sopportare lo stress
termico. L P

C'e un'ipotesi secondo la quale la tolleranza telT'mica
viene conservata filogeneticamente, per cui specie
adattate alle grotte evolute da specie epigee
tolleranti al calore possono avere una maggior
tolleranza al calore.

Ma la maggior parte dei dati proviene da specie
troppo diverse, geograficamente distanti e non
imparentate rendendo difficile capire quanto questa
tolleranza sia geneticamente vincolata.



Per analizzare la tolleranza al calore, la capacita di acclimatazione negli ectotermi
sotterranei e per controllare la potenziale influenza di una diversa storia termica
evolutiva, lo studio si concentra su diversi taxa non correlati che sono stati esposti
alle stesse condizioni ambientali per lungo tempo

Obiettivi principali:
Studio della tolleranza al calore - ULT (Upper Lethal Temperatures)

Studio della tolleranza indotta - plasticita e acclimatazione

Uso di 4 specie di artropodi con differente storia evolutiva ma sotto pressione di
selezione simile

Nel complesso, la ricerca tenta di confermare l'ipotesi secondo la quale gli organismi
cavernicoli essendosi adattati a condizioni molto stabili siano maggiormente esposti
ai cambiamenti climatici o se questo derivi da un fattore filogenetico
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La cavita luogo dellaricerca si trova in Andalusia in Spagna, nel comune di Ja€
E'il Sistema de la Murcielaguina de Hormos con 5,135m di estensione e 80m di
profondita.




Materiali e Metodi
- Organismi e campionamento

Sono state campionate manualmente in cavita 4 specie di artropodi:

T, € T T Collembolo:
‘ \g\\\\ 1\« Deuteraphorura silvaria
Diplopode:
plomerissp. Coleottero: Coleottero:
Speonemadus Atheta subcavicola

angusticollis




Trasporto e campionamento:

Individui adulti raccolti a -50m (Collembolo Deuteraphorura silvaria)

Individui adulti raccolti a -60m (Tutte le altre specie)

Eseguite misurazioni Temperatura (13°) e Umidita (93%RH) con un termoigrometro

| campioni, separati per specie sono stati trasportati sotto condizioni controllate in laboratorio

Prima delle analisi gli individui sono stati acclimatati per due giorni in contenitori con
substrato prelevato dalla cavita e tessuto umido.

Latemperatura e stata mantenuta stabile con un incubatore (13°C), 'umidita e stata mantenuta

a livelli prossimi alla saturazione aggiungendo acqua al substrato. Mantenendole monitorare
ogni. 5 minuti.

Il cibo (Drosophila melanocaster) e stato fornito ad libitum durante tutta la durata degli esperimenti
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Termoigrometro OM-EL-USB-2-LCD (sinistra), Sensore HOBO MX2301 Dataloggers (destra)




Tolleranza alla temperatura ULT:

Valutata la sopravvivenza a diverse temperature durante
l'esposizione a lungo termine (7 giorni)

Utilizzati da 7 a 16 individui per specie per ogni trattamento

Saggia 20,23,25 e 30°C ponendo i contenitori in incubatrici Rabider (controllo negativo a 13°C)
e mantenendo 'umidita >90%RH

Tasso di sopravvivenza rilevato ogni 24h utilizzando come endpoint la motilita dopo il tocco

Basal heat tolerance experiment

13°C  20°C 23°C 25°C 30°C

Cave T | UPPER LETHAL

(control) Survival monitored daily (7 days)==* TEMPERATURE (ULT)




Capacita di acclimatazione:

| campioni che avevano effettuato il test precedentemente con una sopravvivenza
>80% sono stati utilizzati per il test di acclimatazione (esposti ad alta temperatura)

La temperatura del test e stata impostata considerando la risposta di sopravvivenza
specifica nel precedente esperimento di tolleranza al calore basale:

- 5>50% a 25°C (Glomeris sp., A. subcavicola e S. angusticollis) poste a 30°C per 7g

- D. Silvaria, avendo avuto tassi di sopravvivenza bassi e stata posta a 23°C per 7g

Tasso di sopravvivenza e stato monitorato ogni 24h

(treatments with >80% survival at day 7)
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Survival monitored daily (7 days) = CAPACITY




Analisi dati:

Le analisi sono state eseguite tutte con Software R v3.3.3

Per analizzare la tolleranza al calore e la sopravvivenza alle diverse temperature si sono
confrontati i dati utilizzando le curve di sopravvivenza di Kaplan-Meier

| datidi sopravvivenza di ciascuna specie al settimo giorno sono stati normalizzati ed
e stata stimata la LT50

Per analizzare la capacita di acclimatazione si sono analizzati i dati di sopravvivenza
adattandoli con un modello lineare generalizzato (GLM) assumendo una distribuzione di Poisson,
separatamente per ciascuna specie

Utilizzato un test non parametrico (Kruskal — Wallis) per il confronto con l'approccio precedente, piu
conservativo, e per verificare la veridicita dei risultati.




Risultati

Tolleranza al calore

Tasso di sopravvivenza e stato del 100% nel tal quale (13°) e 0 T )
emperature (°
nel test a 20°C o8 —— 13
0.6 —A— 20
0.4 =
La mortalita e stata rapida (entro le 48h) nei test a 30°C o2 -
0.0

| test a 23° e 25°C hanno mostrato una risposta diversa tra 24 s e 0Tz s e s e

specie, Glomeris sp aveva la resistenza piu alta mentre
D.silvariala piu bassa.

S. angusticollis D. silvaria
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LT50(7g) > 19,64 + 1,03 (D. silvaria), 24,98 + 0,52 (A.
subcavicola), 2518 + 0,75 (S. angusticollis) a 27,59 + 0,76 ° C
(Glomeris sp.)




Capacita di acclimatazione

Glomeris sp. e A. subcavicola hanno mostrato una risposta di acclimatazione positiva.

Glomeris sp. » tempo di sopravvivenza a 30 ° C significativamente piu alto negli individui
precedentemente acclimatati a 23 e 25 ° C (1.8 giorni di sopravvivenza in piu)

A. subcavicola - solo gli individui acclimatati a 23 ° C hanno mostrato un tempo di sopravvivenza
piu alto (1 giorno) rispetto a quelli acclimatati alla temperatura di controllo di13° C

Speonemadus angusticollis > non aveva capacita di acclimatazione: nessun campione
di nessuno dei trattamenti di acclimatazione e sopravvissuto a piu di 1 giorno

D.silvaria »> 'acclimatazione a 20 ° C ha ridotto significativamente la tolleranza successivaa 23 ° C

GLM (Poisson) Kruskal-Wallis test
X2value df | pvalue X2 value df | pvalue

Atheta subcavicola

Glomeris sp.

Speonemadus angusticollis

Deuteraphorura silvaria
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Discussione

| limiti termici superiori ULT delle specie prese in esame sono risultati inferiori rispetto
alla media delle specie che vivono in superficie, confermando molte ricerche precedenti.

E’' confermato che alcune specie prese in esame possono sopravvivere almeno per 1 setti
a temperature molto piu elevate rispetto allo stretto intervallo di temperatura sperimentato
nel loro habitat naturale (13/14°C) i I

Sorprendentemente, l'unico troglobionte (Glomeris sp) ha mostrato una tolleranza al
calore molto alta (LT50: 27,6°C) e una capacita di sopravvivere a 30°C per piu di 24h.
Nessunasspecie troglobionte studiata fino ad ora mostra una tale tolleranza.

Tuttavia, il range termico per le funzioni biologiche critiche sono piu limitate rispetto
agli intervalli di'sopravvivenza e le esposizioni a temperature non letali puo avere
effetti subletali che causerebbero un danno all'organismo a lungo andare.




Differenze nel grado di plasticita

La plasticita termica variava da alta in Glomeris sp., moderata in A. subcavicola e pressoche assen
angusticullis e D. silvaria.

Questosuggerisce che avere una tolleranza maggiore rispetto alla gamma di T sperimentate nell’Habitat puo
essere meno costoso di quanto previsto per un ambiente cosi stabile e con risorse limitate come le grotte

Gli organismi cavernicoli risentono una pressione di selezione estrema e gli organismi adattati a questi
ambienti presentano caratteristiche simili in tutto il mondo, indipendentemente dall'origine.

Nonostante cio i limiti termici superiori e le capacita di acclimatazione non sono cosi omogenei,
questo suggerisce che le condizioni stabili e le pressioni selettive giocano un ruolo debole sui tratti
della tolleranza al calore, a favore invece (probabilmente) della storia evolutiva delle specie

In contrasto con ricerche precedenti, i piu alti limiti termici superiori e capacita di acclimatazione sono
risultati piu alti nella specie troglobia che si trova nella parte piu interna e stabile della cavita, al contrario delle

specie troglofile piu sensibili al calore



Conclusioni

Le differenze nei limiti fisiologici sembrano riflettere la storia evolutiva delle speci
se questi limiti si riducono con l'avanzare del grado di specializzazione si puo

caso).

Previsioni accurate delle risposte di questi organismi ai cambiamenti climatici sono
necessarie se vogliamo sviluppare strategie di gestione efficaci ad affrontare il problema,
sebbene il riscaldamento nelle grotte sia tamponato e ritardato, questi organismi
rimangono estremamente suscettibili al riscaldamento globale.

Tra le specie studiate D.silvaria potrebbe essere particolarmente minacciata vista la sua
bassa tolleranza al calore
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Grotte come laboratori naturali per lo studio
degli effetti della crisi climatica:

Occurence of
© Troglohyphantes spiders

Questo studio evidenzia come gli ecosistemi sotterranei possano 754 S £ - i he Westr Taian Aps
essere dei potenziali laboratori naturali per studiare molteplici ‘ AR
processi ecoevolutivi.

Unaricerca Italiana (Mammola 2018) ha utilizzato circa 30 grotte in
Piemonte per studiare come si modifica la distribuzione di alcune
specie di ragno utilizzando modelli climatici regionali e concludendo
che c’e un altorrischio di estinzione per alcune specie modellando le
stime previste dall'lCPP.

Questa ricerca non prevedeva il campionamento diretto, ma l'utilizzo
di ricerche fisiologiche precedenti, l'osservazione visiva e la
modellizzazione degli aspetti climatici.
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