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Cap. 1. INTRODUZIONE

Lo studio della diversita genetica riveste un ruolo fondamentale per la comprensione di molti
problemi di ecologia evolutiva. Infatti la variazione a livello fenotipico spesso non é concordante
con quella genotipica, dato che in molte specie i tassi di evoluzione morfologica e molecolare
sono profondamente diversi. Gia dalla meta del secolo scorso Dobzhansky sosteneva “La teoria
dell’equilibrio” (1955), in cui riteneva che la variabilita genetica delle popolazioni naturali fosse
alta, che la maggior parte dei loci fosse polimorfica e che gli individui fossero normalmente
eterozigoti per un’ampia frazione di loci. A partire dagli anni ’60 questa teoria ha trovato sempre
piu conferme sperimentali anche grazie all’avvento delle metodiche biochimiche (analisi
elettroforetica di sistemi gene-enzima) e molecolari (analisi del DNA nucleare e citoplasmatico).
Oggi si € a conoscenza del fatto che il polimorfismo € un fenomeno molto diffuso e frequente.
Nella gran parte delle popolazioni, infatti, una percentuale di geni € polimorfica e il numero di
alleli per locus puo essere molto elevata.

Cosa piu importante, oggi sappiamo bene che alti livelli di variabilita genetica sono
indispensabili alle popolazioni naturali per dare una risposta adattativa alle mutevoli condizioni
ambientali. Le relazioni esistenti tra variabilita genetica, demografia e ambiente erano state gia
individuate da Van Valen (1973), il quale nell’ipotesi della “Regina Rossa” sosteneva che la
risorsa che permetterebbe alle specie di far fronte ai cambiamenti climatici ed ambientali, sarebbe
proprio la variabilita genetica, consentendo alle biocenosi di evolversi in base ai cambiamenti
ambientali anziché estinguersi. La presenza di variabilita genetica € condizione indispensabile per
garantire alle popolazioni naturali una maggiore probabilita di sopravvivenza a lungo termine. Su
una scala temporale piu ridotta, la stessa ipotesi della Regina Rossa prevede che qualsiasi tipo di
impatto antropico incida sulla variabilita genetica delle popolazioni naturali, riducendo le risorse
genetiche ed impedendo a queste di rispondere in maniera appropriata alle variazioni dei
parametri ambientali, innescando cosi dei processi pericolosi per la sopravvivenza delle specie
quali diminuzione della fertilita, maggiore suscettibilita alle malattie, pitu elevata mortalita

giovanile, dovuti all’espressione di alleli recessivi letali in omozigosi.

Le lagune e le zone costiere salmastre, che sono caratterizzate da condizioni estremamente
variabili ed eterogenee, risultano particolarmente indicate per studiare come le pressioni

ambientali agiscano sul patrimonio genetico delle popolazioni. Questi ambienti mostrano infatti



una marcata variazione stagionale dei principali parametri ecologici (quali salinita, temperatura e
concentrazione dell’ossigeno disciolto) ed un forte impatto antropico, che possono rappresentare
fattori di pressione (selettiva e non) nei confronti delle specie che li popolano.

La verifica del rapporto tra livelli di variabilita genetica e caratteristiche ambientali &€ un
argomento oggetto di molti studi. In particolare la specie studiata in questa tesi, Aphanius
fasciatus, ben si presta a questo tipo di indagini. Infatti Aphanius fasciatus non solo vive in
habitat disgiunti come pozze, saline e lagune costiere, ma mostra anche una scarsissima mobilita
degli adulti e conseguentemente un ridottissimo flusso genico. Tutte queste barriere geografiche
ed ecologiche fanno si che le singole popolazioni risultino isolate le une dalle altre e fortemente
adattate a livello locale. Inoltre, Aphanius fasciatus e stato definito come specie “a rischio di
estinzione” ed e segnalato nell’allegato Ill della Convenzione di Berna e nell’Allegato 1l della
Direttiva 92/43/CEE “HABITAT”, che riguarda la conservazione degli habitat naturali, della

flora e fauna selvatici dell’Unione Europea.

L’obiettivo di questa tesi di dottorato € di utilizzare A. fasciatus per investigare I’influenza delle
fluttuazioni ambientali sul pool genico delle popolazioni naturali. Questa scelta € stata dettata da
molteplici fattori, tra cui I’esistenza di studi condotti precedentemente sulla popolazione di
Aphanius fasciatus delle Saline di Tarquinia, il che permette di estendere lo studio qui realizzato
su un arco temporale di piu generazioni. Inoltre, agli studi precedenti condotti mediante analisi
degli allozimi si & deciso di affiancare I’analisi dei microsatelliti, marcatori attesi come
ipervariabili e selettivamente neutrali. Questo al fine di poter valutare I’incidenza delle diverse
forze evolutive (principalmente deriva genetica e selezione, vista la scarsa rilevanza del flusso
genico in questa specie) (Maltagliati, 1999) nel plasmare la struttura genetica delle popolazioni in
presenza di condizioni ambientali stressanti. Infine, la popolazione delle Saline di Tarquinia €
stata soggetta ad un progressivo inasprimento delle condizioni ambientali (a causa della
dismissione dell’impianto di produzione del sale e della conseguente mancanza di manutenzione)
seguito poi da un’azione di ripristino ecologico (Progetto LIFE Natura 02NAT/IT/8523). Oltre
alle periodiche variazioni stagionali che caratterizzano gli ambienti lagunari in genere, in questo
caso specifico e stato quindi possibile monitorare la risposta evolutiva alla variazione della
qualita ambientale nel medio periodo. | campioni sono stati dunque studiati in relazione ai livelli
di stress ambientale riscontrati nei vari anni contemporaneamente alla realizzazione ed allo
svolgimento del progetto di ripristino ecologico: situazione tipica degli ambienti salmastri (1998-

pre LIFE); durante il picco di stress ambientale per mancanza di gestione (2003/2005 - inizio
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LIFE); dopo aver diminuito i livelli di stress ambientale a seguito del restauro ecologico delle
saline (2007 — post LIFE).

Ulteriore obiettivo della presente tesi & stato quello di analizzare campioni di A. fasciatus
provenienti da altre zone rappresentative dell’intero areale. Alcune di queste popolazioni studiate
provengono da habitat in cui lo stress ambientale & di origine naturale, in quanto dovuto alla
marcata variazione stagionale di parametri chimico-fisici quali temperatura e salinita, ed € quindi
imputabile alla struttura stessa dell’area e non all’azione dell’'uomo. Altri campioni provengono
invece da bacini caratterizzati da un forte impatto antropico dovuto al massiccio utilizzo di tali

aree (scarichi urbani o agricoli, pesca, etc..).



Cap. 2. AMBIENTI SALMASTRI

2.1. Caratteristiche generali e chimico-fisiche

Gli ambienti salmastri sono zone di transizione tra I’ambiente marino e quello delle acque dolci,
ovvero una zona di scambio morfologico e dinamico tra questi due ecosistemi.

Alla categoria di degli ambienti salmastri appartengono le lagune, gli stagni costieri, le foci dei
fiumi e le saline. Tutti questi sono ambienti instabili e transitori e le condizioni chimico — fisiche
(pH, ossigeno, temperatura e salinita) risultano estremamente variabili, rappresentando un fattore
limitante per alcune specie.

In particolare, la salinita (espressa in g/l ed indicata S%o) gioca un ruolo molto importante e viene
presa come riferimento nella maggior parte delle classificazioni delle acque salmastre.

La classificazione maggiormente usata in Italia € quella del “Sistema Venezia”, cosi chiamata
perché proposta in un simposio tenutosi in questa citta nel 1958 e che denomina il tipo di acqua
in rapporto alla quantita di sali presenti (Stoch, 2004).

Tab. 2.1. Classificazione delle acque secondo il “Sistema Venezia”

Categoria Salinita (%o)
Iperaline > 40 %o
Eualine 40-30 %o
Mixoaline
Mixoeualine > 30 %o ma<della salinita del mare adiacente
(Mixo-) polialine 30-18 %o
(Mixo-)mesoaline 18-5 %o
(Mixo-)oligoaline 5-0.5 %o
Limniche <0.5 %o

Le acque iperaline sono le acque sovrasalate, dove I’evaporazione causa una concentrazione di
sali disciolti superiore a quella dell’acqua di mare. Si tratta di ambienti estremamente severi per
la sopravvivenza degli organismi, che vengono drasticamente selezionati. Tra le specie che si
sono adattate a tenori cosi elevati di sali disciolti c’é il crostaceo Artemia salina, che non
trovando competitori, puo talvolta raggiungere densita molto elevate.

Le acque eualine sono quelle marine; le acque mixoaline corrispondono a quelle salmastre; le

acque limniche sono le acque dolci.



Gli ambienti salmastri, in realta, non sono perd caratterizzati da un ben definito “range” di
salinita, in quanto questa pu0 variare nello spazio e nel tempo. Le modalita di circolazione delle
acque marine o di quelle continentali, in relazione alla portata, possono infatti influenzare il tasso
di salinita di questi ambienti. Uno stagno salmastro, per esempio, puo essere attribuito a diverse
categorie nelle diverse stagioni dell’anno, in relazione alla fluttuazione della salinita. Queste
fluttuazioni possono essere prevedibili, come negli andamenti stagionali, oppure repentine ed
imprevedibili, cambiando talvolta da un giomno all’altro o anche, in funzione delle maree, nelle
diverse ore della giorata. L’ampiezza di questo intervallo, comunque, é relazionata a vari fattori
quali la morfologia del bacino,alla sua collocazione spaziale in rapporto alla linea di costa e alle
condizioni climatiche dell’area geografica.

Oltre le variazioni di salinita, hanno un ruolo molto importante soprattutto nello strutturare le
comunita acquatiche, anche altri parametri, tra i quali i piu importanti sono la temperatura e
I’ossigeno disciolto.

La temperatura influenza i cicli biogeochimici degli organismi regolandone I’attivita riproduttiva
e il metabolismo. Le basse profondita rendono le acque esposte tanto alle elevate temperature
estive, quanto alle basse temperature invernali. Escursioni termiche che vanno da 0 a 30 gradi
nell’arco dell’anno sono quindi comuni contro un’escursione in mare che per il Mediterraneo €
compresa tra i 13 e i 27 gradi in media. Le fluttuazioni di temperatura si possono inoltre
riscontrare anche nelle diverse ore del giorno e, in tal caso, I’ampiezza delle variazioni puo
diventare un fattore limitante per la sopravvivenza di alcune specie.

Anche I’ossigeno disciolto presenta delle variazioni giornaliere e stagionali in funzione della
temperatura, della fotosintesi da parte di alghe e macrofite acquatiche, e anche in funzione
dell’accumulo di materiale organico in decomposizione (Stoch, 2004). In genere, in questi
ambienti, il fondo presenta cospicui accumuli di detrito e spesso, nei fondali fangosi si possono
raggiungere condizioni di anossia gia un centimetro sotto la superficie del sedimento (Stoch,
2004).

| processi di sedimentazione sono estremamente complessi, poiché sono legati a numerosi fattori
quali: il movimento delle acque, la dimensione e la natura delle particelle in sospensione, la
morfologia del fondale. Ad esempio quando il particolato fine trasportato dal corso d’acqua
incontra le acque salate crea dei flocculi che tendono a precipitare sul fondo formando una strato
sospeso di fango liquido che pud essere rimobilitato in presenza di idrodinamismo accentuato.
Questa condizione di sospensione di sedimenti fini, unita alle elevate biomasse fitoplanctoniche,

causa una ridotta trasparenza delle acque e quindi una limitata penetrazione della luce.
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Un altro fattore particolarmente importante negli ambienti salmastri € il regime idrico, in
particolare il periodo di permanenza dell’acqua, responsabile dell’ampiezza delle fluttuazioni di
temperatura e salinita. | bacini che presentano variazioni del livello dell’acqua molto ampie, fino
al totale prosciugamento, vengono definiti astatici. La fauna acquatica per sopravvivere,
soprattutto nei periodi di crisi idrica, usa particolari adattamenti ed ovviamente, la biodiversita
risulta limitata.
Alcune strategie di sopravvivenza sono le seguenti:

1) organismi poco mobili che superano i periodi di crisi idrica rifugiandosi nel fango del

fondo, dove trovano condizioni di umidita (es. molluschi);
2) organismi mobili che abbandonano il bacino nei periodi sfavorevoli (es. insetti);
3) organismi che sviluppano stadi di quiescenza che consentono loro di superare periodi
anche molto lunghi senza acqua (Stoch, 2004).

Altrettanto importanti per la caratterizzazione di questi ambienti sono gli apporti dalle acque
continentali che condizionano tanto I’elevato tenore in nutrienti, quanto I’abbondante tasso di
sedimentazione. L’alto contenuto in composti dell’azoto e del fosforo e facilmente riconducibile
alla condizione di dilavamento, che porta un corso di acqua ad accumulare nella sua parte
terminale tali sostanze, derivanti anche da acque reflue provenienti da attivita agricole e scarichi
urbani. Per questo motivo, non solo tali elementi non sono mai fattori limitanti in questi bacini,
ma spesso la loro eccessiva presenza crea dei problemi, in quanto genera condizioni di
sovraccarico di nutrienti che innescano elevatissime produzioni primarie, eccessive per
I’ambiente.
In particolari condizioni, soprattutto in estate, questi squilibri portano ad una fase nota come crisi
distrofica che puo provocare morie diffuse di organismi.
Grazie alla bassa profondita della maggior parte di questi bacini, il vento € in grado di
rimescolare I’intera massa d’acqua. Questo permette una buona ossigenazione del fondale
consentendo i processi di decomposizione aerobica della sostanza organica ad opera dei batteri.
Nei bacini piu profondi e stratificati per la salinita, le acque superficiali ossigenate possono non
raggiungere gli strati in vicinanza del fondale e i processi di decomposizione anaerobica possono
prevalere in questi casi.
Anche nei bacini con bassi fondali si possono comunque osservare casi di degradazione
anaerobica durante la stagione estiva. Le alte temperature e il conseguente aumento della salinita
dovuta all’evaporazione, insieme alla scarsa circolazione verticale legata all’assenza di venti,

porta ad una riduzione dell’ossigeno disciolto presente. Contemporaneamente si pud avere un
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denso strato di macrofite sul fondo o in superficie che riducono ulteriormente la circolazione
verticale. Queste producono per fotosintesi una gran quantita di ossigeno che perd non viene
trattenuto dall’acqua di giorno e aumentano quindi il deficit di ossigeno la notte. Alla fine della
notte si possono verificare condizioni critiche di caduta di ossigeno a valori prossimi allo zero
lungo tutta la colonna. In condizioni anossiche si sviluppano degradazioni anaerobiche dal fondo

che aggravano ulteriormente lo stato degli organismi provocandone la morte.

Gli organismi che colonizzano le acque salmastre devono far fronte all’instabilita dei parametri
ambientali. Le variazioni di uno solo di questi parametri puo costituire un fattore limitante per la
presenza della specie.

Per quanto riguarda i popolamenti vegetali, € possibile suddividerli in tre gruppi principali:

a) Vegetazione di aptofite insediate su substrati duri naturali o artificiali.

b) Vegetazione di rizofite insediate su fondi mobili sabbiosi o fangosi.

c) Vegetazione di pleustofite non fissate al substrato che possono essere ulteriormente divise in
acropleustofite se galleggiano sulla superficie dell’acqua e benthopleustofite se rotolano sui fondi
mobili.

Il primo gruppo comprende i generi Ulva ed Enteromorpha che d’estate diventano pleustofite
secondarie e possono quindi essere considerate del terzo gruppo. Quest’ ultimo gruppo
comprende anche specie dei generi Cladophora e Chaetomorpha.

Tra le rizofite ricordiamo alcune importanti fanerogame come Zostera noltii, Cymodocea nodosa,
e Ruppia spiralis che svolgono un importante ruolo nel controllo dei nutrienti presenti nei
sedimenti.

Per quanto riguarda le principali specie ittiche eurialine mediterranee sono da ricordare I’anguilla
(Anguilla anguilla), la spigola (Dicentrarchus labrax), I’orata (Sparus aurata)

e cinque specie di Mugilidi. Si tratta di specie che si riproducono in mare, ma allo stadio
giovanile passano dal mare alle acque salmastre e trascorrono una parte della loro vita in questi
ambienti fino al momento della riproduzione in cui tendono a ritornare a mare.

Tra le specie animali di origine marina troviamo: il briozoo Victorella pavida, il lamellibranco
Abra ovata, il gasteropode Hydrobia ulvae, i policheti Nereis diversicolor e Mercierella

enigmatica.
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2.2. Le saline

Le saline sono impianti “industriali” destinati all’estrazione e alla produzione di sale marino da
acqua di mare, per concentrazione mediante evaporazione naturale dell'acqua.

Sono costituite da una serie di vasche poco profonde e collegate tra loro nelle quali I'acqua di
mare € pompata, scorre ed evapora per irraggiamento solare e per opera del vento.

Il sistema € generalmente composto da tre tipi di vasche: quelle dette “evaporanti”, in cui avviene
I’evaporazione dell’acqua grazie all’irraggiamento solare, le “servitrici” in cui si raccoglie acqua
quasi satura di cloruro di sodio, e quelle finali dette “salanti” dove avviene la precipitazione del
sale.

L’acqua del mare viene pompata nella prima vasca tramite delle idrovore e, nel trasferimento da
una vasca all’altra, essa aumenta di densita e rilascia i vari precipitati: tra i primi precipitati si ha
il carbonato di calcio, poi il solfato di calcio, finché liberatasi di tutte le impurita I’acqua diventa
satura di sale (acqua madre) e comincia la deposizione di cloruro di sodio. Questo viene
successivamente frantumato e raccolto.

Gran parte delle saline sono state create dall'uomo in aree pianeggianti, topograficamente non
rilevate rispetto alla quota del mare, naturalmente caratterizzate dal ristagno di acque salmastre in
lagune a ridosso di aree costiere. In queste aree, per secoli, l'attivita di produzione di sale ha
costituito una fonte di lavoro e reddito per le popolazioni locali.

Attualmente sono circa una ventina le saline italiane ancora ben individuabili, ma di queste solo
quattro sono ancora sfruttate industrialmente (S. Antioco, Trapani, S. Margherita di Savoia e
Cervia) (Gariboldi, 2005).

Tutte le saline italiane, ed in particolare quelle non piu attive, sono diventate zone umide di
particolare interesse proprio per gli aspetti naturalistici; non a caso quasi tutte si trovano
all’interno di siti di interesse comunitario (SIC), di zone di protezione speciale (ZPS) o di aree
importanti per gli uccelli (IBA). Tra I’altro buona parte di esse sono oggi tutelate nell’ambito di
parchi nazionali, regionali o di riserve naturali.

Il loro valore ambientale € evidenziato soprattutto dalla presenza di particolari specie botaniche,
di animali (soprattutto uccelli) e di habitat salmastri. Tutto cio si fonde con aspetti paesaggistici e
antropici tali da rendere questi ambienti unici a livello nazionale (Gariboldi, 2005).
In questi ambienti € la presenza del sale a condizionare la vita di piante ed animali. Il diverso
livello di salinita, il ricambio idrico, il rapporto con I’acqua dolce, la bassa profondita dei fondali

sono solo alcuni degli elementi che consentono [I’insediamento di poche comunita
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particolarmente adattate a vivere in un ambiente che € in generale “difficile” ed ostile alla
maggior parte degli organismi viventi.

L’elevata salinita dell’acqua, che raggiunge i 25,4 gradi Béaumé, contro i 3,5 dell’acqua di mare,
costituisce infatti un notevole fattore limitante.

Nonostante questo, vi sono specie che vivono solo in questi particolari ecosistemi.
E’ il caso dell’Artemia salina, un piccolissimo crostaceo che vive quasi esclusivamente in acque
di questo tipo e che a sua volta rappresenta la base della dieta di alcune specie a loro volta molto
specializzate, prima fra tutte il Fenicottero rosa (Phoenicopterus ruber). Questo uccello filtra
I’acqua con il suo particolare becco dotato di lamelle interne che trattengono le artemie.

Queste particolari zone umide, che si trovano sulla linea di costa, vengono poi utilizzate ogni
anno come strategici siti di svernamento o di sosta durante le migrazioni di centinaia di specie
ornitiche, come piovanelli, gambecchi, corrieri, aironi, anatre e limicoli di ogni genere.

Altre specie di uccelli come I’avocetta (Recurvirostra avosetta), la volpoca (Tadorna tadorna)
o il gabbiano roseo (Larus genei), anch’esse adattate agli ambienti salmastri, utilizzano queste
zone per I’alimentazione e la riproduzione.

Le comunita vegetali sono dominate innanzitutto dalle salicornie (Arthrocnemum glaucum).

Nelle parti rinaturate & presente una flora peculiare con alcune interessanti rarita inserite nelle
Liste rosse di specie minacciate, quali il Limodium belledifolium o addirittura alcuni endemismi

dell’area nord-adriatica quali Saliconia veneta e Centaura tommasinii.
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2.3. Lagune e laghi costieri

Le lagune sono tratti di mare poco profondi separate dal mare aperto. La loro struttura generale
consiste in un bacino scolante, ossia la parte di terraferma che convoglia le acque piovane e
fluviali in laguna, la laguna vera e propria e il mare antistante (Cerrano et al., 1999)

Gli specchi d’acqua salmastra poco profondi sono separati dal mare da lidi sabbiosi detti tomboli,
ma sono comunicanti con esso attraverso interruzioni dei lidi dette bocche, che permettono alle
maree di assicurare un ricambio, almeno parziale, delle acque interne. Quando questo ricambio
non si verifica, si ha la cosiddetta "laguna morta".

Le lagune si possono formare in vari modi: in alcuni casi, possono intervenire fenomeni di
subsidenza che, deprimendo la parte piu declive della pianura costiera, consentono I’invasione
delle acque marine; in altri casi le lagune si possono formare all’interno di crateri parzialmente
abrasi dal mare (Societa Italiana di Ecologia, 1999).

| fattori naturali che perd concorrono principalmente alla formazione e al mantenimento delle
lagune sono quelli legati alla complessa idrodinamica, strettamente regolata dall’azione della
marea.

Il reticolo idrografico lagunare & costituito da una fitta rete di canali di diversa ampiezza e
profondita, che consentono I’espansione all’interno del bacino delle masse d’acqua che entrano
dalle bocche lagunari (Minelli, 2009). Con I’occlusione delle bocche, la laguna si trasforma in
lago costiero (es.: Lesina) (Cerrano et al., 1999).

Ogni bocca individua alle spalle un bacino lagunare, separato da quello vicino da un partiacque. |
canali lagunari possono essere distinti in due gruppi: quelli principali, di maggiori dimensioni,
che dalla zona di foce lagunare si sviluppano verso I’interno e rappresentano spesso il relitto
dell’antica idrografia fluviale, precedente I’ingressione marina; quelli secondari, di dimensioni e
profondita minori, che si diramano da quelli principali e distribuiscono e ricevono le acque dai
terreni lagunari.

In condizioni di sizigia, ossia quando I’escursione di marea € massima, I’acqua che fluisce
attraverso le bocche lagunari raggiunge velocita anche superiori ad 1m/s e viene veicolata
attraverso i canali principali prima, e i secondari poi, fino alle piane di marea. Moltiplicandosi il
sistema di canali, la velocita dell’acqua diminuisce, raggiungendo I’ordine dei cm/sec. Alla piana
di marea, la velocita diminuisce bruscamente, a causa dell’espansione laterale della massa

d’acqua (Minelli, 2009). Durante le fasi di riflusso, il processo si ripete in maniera inversa.
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Questo modello idrodinamico é responsabile dell’immissione, del trasporto e della deposizione
dei sedimenti all’interno delle lagune, originando cosi varie morfologie presenti nel bacino.

La granulometria dei sedimenti diminuisce progressivamente dalle bocche lagunari verso le aree
piu interne. Queste variazioni sono legate di solito al livello energetico dell’ambiente: minore
dove il bacino € piu profondo, piu riparato e piu lontano dal mare; maggiore in prossimita delle
bocche, dei canali e delle zone dove I’acqua € meno profonda e il fondale risente degli effetti
delle onde e delle correnti di marea (Minelli, 2009).

I sedimenti sabbiosi si depositano in prossimita delle bocche lagunari, formando spesso
morfologie caratteristiche note come “delta di flusso” (sul lato lagunare) e “delta di riflusso” (sul
lato mare). Le sabbie diventano progressivamente piu fini lungo i canali principali e nelle piane
di marea, vengono poi sostituite dalla componente fangosa, che diventa predominante verso
Iinterno della laguna ed esclusiva lungo la fascia piu prossima alla costa interna lagunare
(Minelli, 2009).

L’accumulo di sedimenti, porta le lagune ad interrarsi ed eventualmente a migrare, in tempi
geologicamente brevi, in funzione delle variazioni del livello marino e all’erosione costiera
(Cerrano et al, 1999).

Le lagune sono caratterizzate da un’elevata instabilita delle condizioni ambientali che rende la
vita possibile solo a poche specie. Tra la fine dell’autunno e I’inizio della primavera, le correnti
di marea, attraverso le quali la laguna "respira™, introducono in laguna un grande numero di larve
di numerose specie, provenienti dalle antistanti acque marine. Tale fenomeno pero non porta ad
un aumento del numero di specie e molte delle larve introdotte muoiono prima di completare il
proprio ciclo biologico. La maggior parte dei pesci sono ospiti temporanei che si riproducono in
mare ed entrano in laguna solo durante lo stadio larvale in quanto trovano abbondante nutrimento
e pochi predatori. Il ritorno al mare avviene poi tra la fine dell’estate e I’inizio dell’inverno
(Cerrano et al, 1999).

Le lagune costiere possono considerarsi zone ad elevata produttivita. | flussi di energia che
investono I’ecosistema lagunare sono, oltre alla radiazione solare utilizzabile per la fotosintesi,
varie forme di energia meccanica ausiliaria fornite dal vento e dalle maree (Cerrano et al, 1999).
Gli scambi di acqua col mare e il flusso di acque dolci continentali garantiscono un continuo
apporto di nutrienti che vengono utilizzati dalle alghe e dalle piante per la produzione primaria ed
in seguito vengono rinnovati dalla mineralizzazione batterica che avviene nei sedimenti del
fondo. L’elevata produzione primaria sostiene un’altrettanta elevata produzione secondaria a

carico soprattutto della fauna bentonica composta da bivalvi, gasteropodi, policheti, crostacei e
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larve di insetti. Da questi poi traggono alimento i pesci. Gli organismi bentonici ed i pesci
fungono a loro volta, da nutrimento per una ricchissima e peculiare avifauna, costituita in
particolare da limicoli di varie specie. Tutto questo rende gli ambienti lagunari estremamente
importanti ed interessanti dal punto di vista ecologico (Cerrano et al, 1999).

L’eventuale accumulo di nutrienti, quali azoto e fosforo, e di sostanze di origine organica
provenienti da fonti agricole, zootecniche, industriali e civili portano a importanti fenomeni di
inquinamento. La situazione di degrado si evince spesso da parametri quali riduzione di specie
vegetali e animali, crescita abnorme di macroalghe e regressione delle fanerogame in seguito ad
un aumento di torbidita e conseguente aumento dei fenomeni erosivi.

Dal punto di vista dello sfruttamento umano, gli ambienti lagunari presentano una serie di
caratteristiche che li rendono idonei soprattutto come aree di acquacoltura "naturali”. Anche in
questo caso il loro sfruttamento pone alcuni problemi di conservazione, sia in seguito ad evidenti
fenomeni di erosione delle barriere che separano le acque salmastre da quelle marine, sia per
I’laccumulo di sostanze inquinanti che, a causa del lento ricambio, portano a fenomeni di

eutrofizzazione (Cerrano et al, 1999).

16



2.4. Aree di studio

2.4.1. Saline di Tarquinia

Le Saline di Tarquinia sono di proprieta del Ministero delle Finanze che ha gestito la produzione
di sale fino al mese di luglio 1997, tramite I’amministrazione dei Monopoli di Stato.

Si trovano sul litorale laziale e fanno parte del territorio del Comune di Tarquinia ; sono
precisamente ubicate tra la foce del fiume Marta a NW e la foce del fiume Mignone a SE. Si
estendono su un’ampia superficie pianeggiante costiera per circa 193 ha, di cui 90 ha circa sono
occupati dall’impianto di produzione del sale.

Tra le saline e il mare, s’interpongono la spiaggia antistante quindi una sottile zona a dune
sabbiose: queste ultime, soprattutto nel periodo 1941-1979, hanno subito una notevole riduzione
in larghezza a causa dell’erosione costiera, che ancora oggi minaccia nuovamente e pesantemente
I’area.

Il perimetro interno delle saline & percorso da un canale, il “Canale circondario”, che le separa dai
terreni confinanti. La comunicazione col mare € assicurata da due foci: la Foce di Ponente, da cui
entra I’acqua marina e la Foce di Levante da cui solitamente escono le acque. Quando I’impianto
era in funzione, I’acqua entrava dalla Foce di Ponente sfruttando il flusso di marea attraverso una
paratoia azionata manualmente; la paratoia, non € piu in uso da anni, € stata dapprima affiancata,
poi sostituita da una pompa centrifuga a motore elettrico. Da qui le acque seguivano un lungo e
complesso percorso attraverso le circa cento vasche della salina, tutte a pianta pressappoco
rettangolare. Le vasche sono di modesta profondita e vanno progressivamente riducendosi sia in
superficie sia in profondita, passando da quelle evaporanti a quelle di cristallizzazione (Stazi,
1978).

Le vasche delle saline sono suddivise in dieci gruppi: le prime sono dette di Sterro, quindi ci sono
le Piscine, la Riserva grande, la VVasca passoni, i Giochi di mare, le Partite alte e le Riserve, infine
lal, 11, e Il Sezione.

Nel 1987 e nel 2004, sull’area si sono abbattute due devastanti alluvioni che hanno prodotto
diversi danni all’impianto, consistenti essenzialmente, nell’inondazione di molte vasche con
un’ingente quantita di acqua e fango, che hanno determinato un fenomeno di sedimentazione ed il
danneggiamento del sistema di canali per la circolazione delle acque. Cio ha contribuito a

decidere per la cessazione definitiva dell’attivita produttiva nel 1997.
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Le Saline di Tarquinia rappresentano un patrimonio di straordinario interesse naturalistico ed €
per questo motivo che il 25 gennaio 1980, con decreto del Ministero dell’Agricoltura e delle
Foreste e del Ministero delle Finanze, e stata costituita la Riserva Naturale di Popolamento
Animale “Salina di Tarquinia”.

Con I’istituzione della Riserva viene sancita I’importanza naturalistica di questo biotopo che
presenta caratteristiche ambientali particolarmente adatte per la sosta e la nidificazione di
numerosi uccelli migratori. E’ stato inoltre appurato che I’attivita di produzione del sale non
contrastava con le esigenze di tutela dell’avifauna e del relativo habitat.

Allavena e Zapparoli (1992) affermano che dal punto di vista naturalistico quello della Salina di
Tarquinia, come del resto tutti gli ambienti seminaturali salmastri costieri, & un ambiente assali
fragile e il mantenimento del suo valore € legato a una gestione attiva che garantisca la
conservazione di alcuni parametri ambientali fondamentali. Caratteristiche di quest’ambiente
sono un’elevatissima evaporazione ed un notevole grado di riscaldamento dell’acqua nei mesi
estivi. Per questo la conservazione dell’area é vincolata da un mantenimento del flusso d’acqua
attraverso le vasche, da una rimozione periodica del fango che ne ricopre il fondale, nonché da
interventi di ripristino degli argini.

Le Saline di Tarquinia sono incluse nella Convenzione di Ramsar (Iran 1971) che tutela le zone
umide del Mediterranee e attualmente sono classificate anche come SIC (Sito di Importanza
Comunitaria) secondo la Direttiva Comunitaria Habitat (92/43/CEE) e come ZPS (Zona a
Protezione Speciale) secondo la Direttiva Uccelli (79/409/CEE), e vengono quindi comprese
nella Rete Natura 2000 che ha come obiettivo la conservazione della diversita biologica, non solo
nei siti che ne fanno parte, ma anche nel rimanente territorio, attraverso la creazione di un
sistema di aree finalizzate alla tutela degli habitat e delle specie a rischio. Va notato che
I’appartenenza alla Rete Natura 2000 rende le saline beneficiarie di strumenti finanziari concessi
dall’Unione Europea per progetti “Life Natura” finalizzati alla conservazione e al recupero degli
habitat e delle specie inseriti nelle due Direttive comunitarie (come gia avvenuto negli anni 2003-
20086).

Dal punto di vista floristico I’area delle Saline ha un enorme valore in quanto ospita due tipi di
vegetazione: quella della duna costiera rappresentata soprattutto da graminacee come Agropyron
junceum e Ammophila littoralis e piante erbacee tra cui Phragmites australis, Eryngium
maritimum ed il giglio marittimo Pancratium maritimum. Nella zona delle Salina vera e propria

ci sono poi le specie dette alofile rappresentate soprattutto da piante succulente come la Suaeda
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fruticosa e I’Inula chritmoides, la Salicornia europaea e la Sarcocornia perennis tutte specie con
particolari adattamenti e considerate vulnerabili e alquanto rare. Tra le alghe prospera la
Dunaliella salina un’alga dal colore rosato e Cladophora vagabunda che in estate si stacca e
deposita sul fondo un tappeto galleggiante, habitat ideale per molte specie di microorganismi tra
cui alghe Diatomee.

Dal punto di vista faunistico le Saline di Tarquinia ospitano ben 57 specie di uccelli stanziali e di
passo, tra i quali troviamo la garzetta (Egretta garzetta), I’airone cinerino (Ardea cinerea), il
fenicottero rosa (Phoenicopterus ruber), il cavaliere d’ltalia (Himantopus himantopus) e la sgarza
ciuffetto (Ardeola ralloides). E’ particolarmente ricca anche la colonia di anatidi e di gabbiani.
Tra gli insetti sono state rilevate anche molte specie di carabidi (coleotteri) con una specie
esclusiva delle saline Amara metallescens. Per quanto riguarda i pesci, invece, si segnalano sia
specie stanziali, come il ciprinodonte Aphanius fasciatus e il ghiozzetto di laguna (Knipowitschia
panizzae), che specie come le Muggini (Mugil cephalus, Mugil chelo, Liza saliens, Liza ramata),
la spigola (Dicentrarchus labrax) e la sogliola (Solea solea), che sono frequenti in salina ma che
si riproducono in mare. Presenti anche I’anguilla (Anguilla anguilla), che attraversa queste zone
durante le sue lunghe migrazioni riproduttive, il sarago maggiore (Diplodus sargus) o il pesce
ago (Syngnathus sp.). Ricca & anche la comunita macrozoobentonica Tra gli invertebrati
benthonici di fondo molle sono state ritrovate (Blasi, 1998; Serrano, 1998; Meschini, 1998;
Bramucci, 2002) specie caratteristiche di ambienti salmastri o comunque segnalate in tali biotopi,
appartenenti ai seguenti gruppi tassonomici: Molluschi (Bivalvi e Gasteropodi), Policheti e
Oligocheti, Crostacei (anfipodi e Isopodi) ed Insetti (larve di Chironomidi).

Grazie agli studi condotti tra il 1997 e il 2002, ¢ possibile oggi, avere informazioni sul
popolamento all’interno delle vasche, di specie acquatiche e in particolare sulla comunita
macrozoobenthonica di fondo molle. Tra gli invertebrati benthonici di fondo molle sono state
ritrovate specie caratteristiche di ambienti salmastri o comunque segnalate in tali biotopi,
appartenenti ai seguenti gruppi tassonomici: Molluschi (Bivalvi e Gasteropodi), Policheti e
Oligocheti, Crostacei (anfipodi e Isopodi) ed Insetti (larve di Chironomidi) (Blasi, 1998; Serrano,
1998; Meschini, 1998; Bramucci, 2002). Gli studi piu recenti condotti sulla comunita
macrozoobenthonica hanno evidenziano una consistente perdita di biodiversita per quanto
riguarda le specie di questo comparto. Dalla dismissione dell’impianto la comunita benthonica
appare sensibilmente cambiata: dal punto di vista qualitativo, si € assistito alla scomparsa totale
di alcune specie, senza che queste siano state sostituite da nuove; dal punto di vista quantitativo si

e osservato I’aumento delle dimensioni delle popolazioni delle specie piu tolleranti a condizioni

19



anossiche (larve di chironomidi), la persistenza di policheti bioindicatori di condizioni eutrofiche
(Capitella capitata, Spio decoratus), a fronte di una generale tendenza all’assottigliamento delle

dimensioni della maggior parte delle altre popolazioni (Bramucci, 2002).

Progetto Life-Natura

Il progetto Life-Natura si & reso necessario in quanto la ricchezza naturalistica dell’area & stata
messa in pericolo, negli ultimi anni, da una serie di eventi di origine naturale e antropica che
hanno contribuito, ad alterare I’equilibrio ecologico delle Saline. Nel 1987 e nel 2004, si sono
avuti due episodi di alluvioni piuttosto gravi e nel 1997 c’é stato I’abbandono delle attivita di
estrazione, a cui & seguita I’interruzione degli interventi di manutenzione. Le conseguenze di
questi episodi sono state il parziale interramento e I’eutrofizzazione delle vasche, che ha
provocato occasionalmente fenomeni di eccessiva proliferazione algale e crisi distrofiche nei
mesi piu caldi. Tutto questo ha inciso fortemente sul buon funzionamento della catena alimentare
del sito ed ha modificato enormemente la struttura biologica del fondo mettendo in serio pericolo
la biodiversita dell’area. Gli studi condotti hanno mostrato come questo si sia tradotto in un calo
di biodiversita a livello di specie: la comunita macrobenthonica é risultata molto semplificata,
con la perdita di 5 taxa sui 21 precedentemente riscontrati, e I’affermazione delle componenti piu
tolleranti a condizioni estreme e anossiche (Blasi et al., 2004; Blasi, 2006).

In uno scenario simile é sorta la necessita di un programma di conservazione della Riserva,
sicché il Dipartimento di Ecologia e Sviluppo Economico Sostenibile dell’Universita degli Studi
della Tuscia ha elaborato un progetto Life-Natura consistente in una serie di azioni mirate al
recupero del sito. Il Progetto Life, proposto all’Unione Europea nel 2002, € stato successivamente
approvato e finanziato dalla Direzione Generale Ambiente della Commissione Europea, ed € stato
realizzato dal 2003 al 2006. Le azioni condotte nell’ambito di tale progetto hanno previsto
interventi principalmente volti al recupero, alla rivalorizzazione dell’habitat lagunare ed alla
tutela delle specie ivi presenti, attraverso il ripristino di un adeguato regime idrico nei bacini.

Gli interventi realizzati possono essere sintetizzati come segue:

- Asporto del sedimento in eccesso dalle vasche e dai canali;

- Restauro degli argini, dei canali e delle chiuse;

- Incremento dell’altezza della colonna d’acqua;

- Recupero dei due canali di collegamento con il mare;

- Sostituzione delle pompe idrovore.
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Di rilevante importanza, oltre agli interventi di recupero, sono le azioni di indagine scientifica
(monitoraggio degli habitat, monitoraggio biologico, monitoraggio chimico-fisico); queste
attivita, affiancate alla realizzazione del progetto, sono state condotte dal gruppo di Ecologia
dell’Universita della Tuscia per valutare I’efficacia delle attivita di recupero e per individuare gli

indicatori di monitoraggio utili al periodico controllo delle condizioni ambientali della Riserva.
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2.4.2. Laguna di Santa Gilla — Cagliari

La vasta area lagunare e stagnale di S. Gilla rappresenta una delle due grandi zone umide, oltre a
quella di Molentargius, che caratterizzano la struttura ambientale del territorio su cui sorge e si
sviluppa la citta di Cagliari. Piu precisamente la laguna ¢ situata nella parte meridionale della
piana del Campidano e confina ad est con il sistema delle colline calcaree della citta, ad ovest
con la conoide alluvionale del Rio S. Lucia, mentre a sud € separata dal mare dallo stretto
cordone litorale di La Playa, lungo il quale scorre la strada provinciale 195 (Marchioni, 1988).
La genesi del sistema stagnale di S.Gilla é da ricollegare con le recenti pulsazioni del livello del
mare che hanno determinato in successive fasi evolutive, la chiusura di un ampio golfo ad opera
di barre sabbiose emerse dal fondo del mare, I'ultima delle quali é rappresentata dall’attuale
cordone di La Playa, esteso circa 9 km, la cui emersione € da riferire alla trasgressione versiliana
(6500 anni fa) (Porcu, 1976). Particolare importanza riveste I’isolotto di Sa llletta la cui
impalcatura biocarbonatica ha rappresentato la base d’appoggio per lo sviluppo del cordone di
spiaggia che chiudeva, durante I’interglaciale Riss-Wurm (Tirreniano:120.000 anni fa), la
paleolaguna di Santa Gilla (Pecorini, 1986).

Il bacino imbrifero che alimenta il deflusso di acque dolci verso la laguna & molto ampio, e
abbraccia una vasta regione che comprende il bacino del Flumini Mannu e quello del Rio
Cixerri, per una superficie totale di 2.242 kmq. 1l Flumini Mannu, che rappresenta il tributario
pit importante della laguna, drena estese regioni dell’Iglesiente, del Sarcidano, della Marmilla e
della Trexenta per poi sfociare nel settore nord-orientale della stessa, quello piu propriamente
detto Stagno di Cagliari. Il Rio Cixerri si origina invece dai rilievi dell’Iglesiente e prosegue
verso oriente fino alla confluenza con la laguna.

Questi importanti corsi d’acqua apportano alla laguna grandi quantita di materiali fini che si
distribuiscono e depositano sui fondali della stessa.

Lo scambio principale delle acque dolci fluviali con quelle marine avviene attraverso I’apertura
de La Scafa che, con una sezione subacquea pari a 280 mq, consente un discreto ricambio delle
acque del bacino. Il ricambio idrico avviene anche in minor misura attraverso quel che resta
delle antiche bocche a mare della laguna che si aprono lungo il cordone di La Playa, oggi in gran
parte soggette ad occlusione ad opera di depositi sabbiosi.

Solo saltuariamente, in occasione di violente mareggiate o di forti apporti idrici da parte degli

immissari della laguna, si assiste ad un certo flusso idrico da o verso la laguna attraverso queste
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vie di comunicazione idrica. Le bocche a mare costituivano le porte d’ingresso alle grandi
vasche di evaporazione delle saline di Macchiareddu, che si sviluppano a nord-ovest dello
stagno e oggi occupano una superficie di circa 2.200 ha.

Il processo morfogenetico oggi maggiormente attivo € quello antropico che si € manifestato
attraverso massicci interventi di ingegneria idraulica, viaria e attivita industriale in genere.
Solo il settore compreso tra Cala s’Olgai e la foce del Rio di Sestu, lungo la riva orientale della
laguna, mantiene condizioni di naturalita.

Qui, infatti, il limite della laguna non ¢ netto e artificiale come nel resto dell’area stagnale, ma
presenta dei rapporti tra terra emersa e sommersa dipendenti dal livello idrico del bacino,

dallo sviluppo della vegetazione e dall’accumulo naturale delle biocenosi.

Altri elementi naturali di particolare importanza per quel che riguarda il ricambio idrico della
laguna, sono rappresentati dai canali di fondo originati da correnti di flusso e deflusso, che
collegano le foci degli immissari con la grande apertura a mare di La Scafa.

Essi hanno anche I’importante funzione di regolare la distribuzione dei vari tipi di acque

e dei sedimenti all’interno del sistema fiume-laguna-mare.

Come gia accennato il cordone di spiaggia di la Playa rappresenta la lingua di terra che separa la
laguna dal mare. La sua recente origine, unitamente al fatto che & costituito da materiali sabbiosi
incoerenti, lo rendono particolarmente sensibile alle modificazioni legate ai processi litorali sia
naturali sia indotti dalla costruzione di opere marittime quali scogliere, canali, bracci a mare che
caratterizzano questo settore del Golfo di Cagliari.

Inoltre la presenza della strada provinciale 195 determina un ostacolo alla naturale dinamica
longitudinale del cordone stesso favorendo i processi erosivi (Marchioni, 1988).
Esiste altresi il problema qualitativo delle sabbie legato soprattutto all’introduzione di depositi
terrigeni alloctoni e materiali residuali di origine antropica, ma anche alla particolare dinamica
che caratterizza il litorale.

La variabilita insita nella direzione delle correnti marine nel Golfo di Cagliari, determina
momenti di elevata erosione del litorale sabbioso alternati a ripascimenti naturali delle sabbie;
accumulo di foglie morte di Posidonia e torbidita alternati a condizioni di acque particolarmente
limpide. La presenza di rilevanti insediamenti urbani e industriali ha comportato fin dal secolo
scorso, profonde modificazioni all’assetto fisico ed ecologico,

con la progressiva riduzione dello specchio d’acqua della laguna.
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Le caratteristiche della vegetazione sono in relazione soprattutto alle variazioni della salinita
delle acque e dei suoli dei terreni circostanti.

Nell’area delle vasche delle saline di Macchiareddu, tuttora in attivita, si riconosce
I’associazione Chaetomorpho-Ruppietum, che forma praterie acquatiche in cui sono presenti
angiosperme quali Ruppia maritima, R. cirrhosa, Potamogeton pectinatus, ed alghe tra le quali
Enteromorpha intestinalis, Cladophora sp., Ulva sp.

Sui suoli circostanti vegetano specie alofitiche quali Arthrocnemum fruticosum, A. glaucum,
Halocnemum strobilaceum, Salicornia europaea, Salsola soda ed altre (associazioni Puccinellio
festuciformis-Sarcocornietum fruticosae; Arthrocnemo macrostachy-Halocnemetum

strobilacei).

Sulle zone piu elevate, cenosi ad Atriplex halimus con Artemisia arborescens (associazione
Atriplici halimi-Artemisietum arborescentis), 0 con Suaeda vera in netta dominanza
(associazione Suaedo verae-Atriplicetum halimi) (A.A. V.V., 1988).

Le acque delle caselle salanti, dalle condizioni pressoche proibitive per la gran parte degli
organismi, rappresentano invece I’ambiente ideale per I’alga unicellulare Dunaliella salina, le
cui colonie conferiscono una colorazione rossa all’acqua, per effetto di un pigmento in essa
contenuto.

In corrispondenza di acque dolci, come in prossimita degli immissari fluviali, compaiono
canneti a Phragmites australis; tifeti a Typha angustifolia e T. latifolia; giuncheti a Juncus
acutus e J. subulatus. Degna di nota la presenza dell’Halocnemum strobilaceum, in quanto
presente ormai solo a S. Gilla (un tempo decisamente piu abbondante) e negli stagni del Sulcis,
specie indicatrice di una elevata concentrazione salina del suolo Nello stagno di Capoterra,
posto nel settore occidentale, sono presenti ben 182 specie, in prevalenza terofite e camefite
alofile, e I’associazione piu rappresentata € il Salicornietum fruticosae. Le acque ospitano
Ruppia maritima e R. cirrhosa (associazione Ruppietum maritimae).
Sul cordone sabbioso di La Plaja si sviluppa soprattutto una cenosi terofitica a Cakile maritima,
Salsola kali, Polygonum matitimum; piu scarsi I’ammofileto ad Ammophyla arenaria, e

I’agropireto ad Agropyrum junceum (A.A. V.V., 1988).

L'ecosistema del Molentargius rappresenta uno dei siti piu importanti in Europa per la sosta, lo
svernamento e la nidificazione di numerose specie di uccelli acquatici. In particolare ospita la

colonia nidificante di Gabbiano roseo (Larus genei) piu importante d'ltalia e dell'Europa
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occidentale, e dal 1993 vi ha nidificato per diversi anni di seguito anche il Fenicottero (Phoenicopterus
roseus).

Tra le specie particolarmente protette a livello comunitario, nel Molentargius si annoverano I'Airone
rosso (Ardea purpurea), la Garzetta (Egretta garzetta), il Falco di palude (Circus aeruginosus), il Pollo
sultano (Porphyrio porphyrio), il Cavaliere d'ltalia (Himantopus himantopus), I'Avocetta (Recurvirostra
avosetta), il Beccapesci (Sterna sandvicensis), il Martin pescatore (Alcedo atthis) e numerose altre
(Mocci Demartis et al., 1985). Tra anfibi e rettili si trovano: Discoglosso sardo, Rospo
smeraldino, Raganella sarda, Testuggine d’acqua, Testuggine comune, Testuggine marginata,

Lucertola campestre, Gongilo ocellato, Biacco, Colubro ferro di cavallo.

Pesca

Nello stagno di Capoterra viene praticata la pesca sia da parte di pescatori professionisti con reti
da posta e nasse, che da pescatori sportivi. La laguna di S. Gilla, da sempre sfruttata per la
pesca, ha visto calare, nel corso di questo secolo, la sua produzione ittica, fino agli anni ‘70 in
cui, per effetto del grave inquinamento chimico industriale, viene decretato il divieto alla pesca e
alla raccolta di molluschi. Nel 1994, in seguito ad interventi di recupero ambientale, si ripristina
I’attivita produttiva, attualmente affidata alla cooperativa di pescatori “La Peschereccia”. Nasse,
bertovelli, fiocina con lampada e reti da posta sono i sistemi utilizzati per la cattura, ma ¢
caratteristica la cattura dei molluschi, a piedi nelle acque della laguna muniti di rastrelli.

Non si conoscono le attuali rese, mentre si sa che nel 1957 la resa era di circa 400 kg/ha/anno,

contro i circa 60 kg/ha/anno della fine degli anni “70.

Attivita saliniera

Le saline di Macchiareddu, la cui proprieta attuale fa capo all’lENICHEM, furono impiantate
negli anni venti. Attualmente il sale prodotto viene utilizzato in massima parte dalla industria

chimica.

L’intera area € inserita tra le "aree costiere di rilevante interesse botanico nella redazione dei
Piani Paesistici della Sardegna™ e nel "sistema di aree di interesse botanico per la salvaguardia
della biodiversita floristica della Sardegna"; € inoltre censita tra i "biotopi di rilevante interesse
vegetazionale meritevoli di conservazione in ltalia”. E’ stato approvato e finanziato da parte

dell’Unione Europea il progetto Life Natura ‘96 "Gilia” che consiste in programmi di
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risanamento, recupero, valorizzazione ambientale e gestione integrata dell’area e delle sue

risorse.

2.4.3. Saline di Cervia

Le saline di Cervia si estendono su una superficie di 827 ettari, a 1600 metri di distanza dal
mare. Sono abbracciate da un canale perimetrale lungo Km 14,200 e percorse al loro interno da
una rete di vari altri canali per uno sviluppo complessivo di oltre 46 chilometri.
Dal 1959 il sistema di lavorazione industriale a raccolta unica ha sostituito il precedente sistema
artigianale a raccolta multipla, dove la salina era divisa in 200 pezzi ognuno dei quali assegnato
ad un salinaio. Il sale raccolto veniva portato con apposite imbarcazioni nei depositi del sale.

Le 144 piccole saline allora in funzione, sono state sostituite da una decina di grandi bacini.
Dopo un periodo di inattivita della durata di 4 anni (dal 1999 al 2002) e dopo il passaggio
gestionale della salina alla Societa Parco della Salina di Cervia, nell'estate del 2003 si ¢ ripresa
la produzione che ora si attesta sui 50.000 quintali annui (Costa, 2004).
Il metodo di lavorazione attualmente in uso viene chiamato "per bacini differenziati" o piu
semplicemente "alla francese™ e consiste nel separare i numerosi sali dell'acqua marina al fine di
ricavare cloruro di sodio il piu possibile puro.

La Salina di Cervia, porta di accesso a sud e stazione del Parco Regionale del Delta del Po, &
considerata un ambiente di elevatissimo interesse naturalistico e paesaggistico, tanto da essere
stata inserita come Zona Umida di Importanza Internazionale nella convenzione di Ramsar. Dal
1979 é divenuta Riserva Naturale dello Stato di popolamento animale (Senni et al., 1993; Costa ,
2004).

Un ambiente naturale come quello delle Saline di Cervia che seleziona e specializza una flora ed
una fauna adattata a sopravvivere in condizioni estreme, non ha uguali come estensione nell'alto
adriatico, se si considera la profondita dell'acqua che prevalentemente non supera i pochi
centimetri, l'alta concentrazione di sale (oltre il 150%) che permette la sopravvivenza di

particolari forme di vita, perfettamente inserite in un unico ecosistema (Senni et al., 1993).

Nelle saline I’acqua marina segue un lungo percorso composto di numerose tappe intermedie,
rappresentate da bacini di ampia superficie e di bassa profondita, nei quali il calore solare
provoca l’evaporazione e la conseguente concentrazione dei vari sali presenti fino alla

cristallizzazione e deposizione di alcuni di essi. Si realizza cosi una successione artificiale di
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ambiente a salinita crescente, del tutto caratteristica per il continuo variare dei gradienti di
temperatura, clorinita, torbidita, ecc. e delle componenti biologiche associate a fattori chimico-
fisici. La prima situazione che si incontra & quella di una biocenosi marina tipica delle nostre
latitudini, ma peculiare per la quasi totale assenza del moto ondoso e per la maggiore
insolazione e temperatura. Tale situazione é rappresentata nelle ampie vasche del “vallone” e
della *seconda evaporazione”, alimentate tramite un canalino che si collega con il mare
Adriatico all’altezza di Milano Marittima.

Le acque marine a 3,5° Bé (ossia contenenti circa 35 g di cloruro sodico per chilo di soluzione),
convogliano dal canale al vallone una flora e una fauna propria delle basse acque costieri
lagunari. In queste zone sono frequenti specie algali tipiche di ambienti eutrofici e tra i densi
feltri da esse formati vivono numerosi Molluschi Gasteropodi e Bivalvi.

Sui piatti fondali del vallone e di altri bacini a concentrazione salina piu vicina a quella del mare
possono svilupparsi anche densi popolamenti monospecifici di Ruppia maritima (nota col nome
dialettale di “Erba”), molto ricercata quale cibo da diverse specie di uccelli acquatici (Costa.,
2005).

La fauna di questi fondali & rappresentata da alcune specie di Molluschi fossori, di Crostacei
Isopodi e di Anellidi.

Tra i pesci si trovano popolazioni pit 0 meno consistenti di Noni, di Anguilla e fino ad alcuni
anni fa dell’Orata e del Branzino, talora utilizzati a scopo alimentare.

All’aumentare della concentrazione salina fin verso i 10°-15° Bé, sopravvivono solo le specie
spiccatamente adatte all’ambiente ipersalino e in particolare il Nono, che costituisce una facile
preda di Gabbiani e di altri uccelli.

Oltre i 16° Bé ogni genere di vita vegetale e animale propriamente acquatica sembra cessare. Fra
le ultime specie a scomparire sono Isopodi e un dittero, che forma sull’acqua in certe zone veri e
propri strati di larve morte e adulti alati.

Tra la fauna dei vertebrati spiccano alcuni rettili fino a pochi anni fa assai diffusi ed ora in via di
progressiva rarefazione.

Fanno parte della fauna delle saline anche numerose specie di uccelli acquatici, particolarmente
numerosi soprattutto durante i periodi del passo autunnale e primaverile come i Fenicotteri, i
Cavalieri d'ltalia, le Avocette e altre specie protette (Zanichelli et al., 1995).

Del tutto peculiare € la composizione della copertura vegetale dei numerosi argini, ma

soprattutto delle sponde digradanti, a contatto con I’acqua piu 0 meno salata.
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Qui si possono incontrare popolamenti monospecifici delle tipiche alofite, delle piante cioe che

vegetano nei suoli alcalini e salati.

2.4.4. Saline di Marsala

La Riserva naturale regionale delle Isole dello Stagnone di Marsala & una riserva naturale della
Sicilia, creata nel 1984 presso Marsala in provincia di Trapani.

Si estende per una superficie di 395 ha sulla costa occidentale della Sicilia nel territorio del
comune di Marsala, nel tratto di mare compreso tra capo San Teodoro e capo Boeo o Lilibeo.

La riserva prende il nome dallo "Stagnone" una laguna, la piu vasta della Sicilia, caratterizzata
da acque basse (1-2 m e spesso non piu di 50 cm) e compresa tra le quattro isole di San Pantaleo
(Mozia), Isola Grande, Schola e Santa Maria (W.W.F.- Italia Onlus, 2004).

La laguna si & formata in tempi relativamente recenti (non esisteva all'epoca della
colonizzazione fenicia di Mozia) in seguito ai movimenti della sabbia dovuti alle correnti
sottomarine che hanno creato I'lsola Grande intorno a due originari isolotti. La nascita dell'isola
ha chiuso una parte di mare in origine aperta e qui, non essendoci correnti necessarie al
ricambio, l'acqua € divenuta stagnante, con una temperatura al di sopra del normale (Troia,
2005).

L'attivita principale dello Stagnone era quella delle saline che si esercitava facendo evaporare
I'acqua incanalata in speciali laghetti, per poi raccogliere il sale. Il pompaggio dell'acqua e la
macinazione del sale erano svolte per mezzo di mulini, alcuni ancora conservati (Giliberti, 1982;
Giurlanda, 1982).

Le isole dello Stagnone

L'lsola Grande o Isola Lunga € l'affioramento sabbioso piu grande dello Stagnone. La sua
formazione, piuttosto recente, ha dato origine alla laguna. Inizialmente era formata da due
isolotti rocciosi, che si unirono formando la lunga isola, probabilmente per l'allargamento dei
depositi di sale molto sfruttati dai Fenici. Vi si trovano oggi alcune saline in stato di abbandono,
un bosco e alcune spiagge di sabbia fine. Ospita una delle poche popolazioni esistenti di

Calendula maritima.

Schola é la piu piccola delle isole dello Stagnone (forma ovale di circa 80 x 50 m), collocata tra

Mozia e I'lsola Grande. Durante il periodo romano vi era una scuola di retorica, dalla quale
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deriva il toponimo. Attualmente vi si trovano tre edifici degli anni '30 ed una cisterna, il tutto in

stato di abbandono. L'isola € di proprieta del comune di Marsala.

Santa Maria € un'isola a nord dello Stagnone a forma di laccio. Il nome deriva dal santuario di

Santa Maria Valleverde.

Mozia (oggi S.Pantaleo) € la piu importante delle isole dello Stagnone dal punto di vista

paesaggistico e archeologico. Antica colonia fenicia, ha una forma circolare.

La vegetazione della riserva e caratterizzata dalla presenza di specie xerofile adattate allalto
grado di salinita tra cui vanno ricordate la suaeda (Suaeda maritima), l'atriplice (Atriplex
halimus), la salicornia glauca (Arthrocnemum glaucum) e la salicornia strobilacea (Halocnemum
strobilaceum), la logliarella ricurva (Parapholis incurva), varie specie di limonio (Limonium
serotinum, Limonium ferulaceum), I'erba cristallina (Mesembryanthemum nodiflorum), il giglio
di mare (Pancratium maritimum) e l'eringio marino (Eryngium maritimum).

Meritano inoltre un cenno la Calendula maritima, un raro endemismo di questo tratto della costa
della Sicilia occidentale, e I'Anemone palmata, una ranunculacea che cresce su substrato
sabbioso, presente in ltalia esclusivamente in Sicilia occidentale e Sardegna (W.W.F.- Italia
Onlus, 2004) .

Dal punto di vista faunistico le saline di Marsala ospitano circa 170 differenti specie di uccelli

tra stanziali e di passo tra cui fenicotteri cicogne, gru, aironi (W.W.F.- Italia Onlus, 2004).

2.4.5. Laguna di Orbetello

La Laguna di Orbetello € una laguna costiera della Toscana, nella Maremma grossetana e si
estende per circa 27 km2. La profondita media € di un metro circa, la massima non supera i 2 m.
Geograficamente ¢ separata dal mare a ponente e a levante da due strisce di terra lunghe circa 6
km (i Tomboli sabbiosi della Giannella a NW e della Feniglia a SE) e ad ovest dal promontorio
dell’Argentario. Una terza lingua istmica di terra si protende nel centro della laguna e su di essa
sorge il centro urbano di Orbetello. Un ponte artificiale (la Diga Leopoldiana) collega Orbetello
al Monte Argentario e divide la laguna in due parti, la Laguna di Ponente e la Laguna di
Levante. Le origini della laguna sono legate all’azione del fiume Albegna che depositando

detriti alluvionali,ha creato nel tempo il tombolo della Giannella con il cui completamento si &
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raggiunto I’assetto attuale. La laguna comunica con il mare per mezzo di tre canali artificiali: il
canale di Fibbia (o delle Saline) nei pressi della foce del fiume Albegna ed il canale di Nassa (in
localita Santa Liberata), sul Tombolo di Giannella; il canale di Ansedonia sul tombolo di
Feniglia. Un quarto canale, il canale del Pertuso, fu progettato e furono anche iniziate le opere di
scavo, che perd non furono mai portate a termine (Bombelli et al., 1995; Gennaro et al., 2005).
Una parte della Laguna di Orbetello € inclusa nella Riserva naturale Laguna di Orbetello,
istituita nel 1998 e che occupa una superficie di 1.533 ha (Ceccolini et al., 2004) .

La riserva tutela una zona umida retrodunale di importanza Internazionale secondo la
Convenzione di Ramsar, la quale costituisce la laguna interna piu grande del mar Tirreno.

Fino agli anni sessanta del secolo scorso, la laguna di Orbetello, area di sosta e nidificazione di
numerose specie di uccelli migratori era un'area aperta alla caccia.

Le prime misure di protezione dell'area risalgono al 1971, anno in cui l'allora Ministero della
Agricoltura e Foreste, su sollecitazione del WWF Italia, istitui una oasi di circa 800 ettari. Nel
1977 l'area fu dichiarata zona umida di importanza internazionale ai sensi della convenzione di
Ramsar e nel 1998, fu istituita la attuale riserva naturale Laguna di Orbetello, contigua alla quale
e la Riserva naturale Laguna di Orbetello di Ponente, gestita dal WWF ltalia.

E una importante zona di protezione speciale (ZPS) e sito di importanza comunitaria (SIC). La
laguna di Orbetello & anche sito di interesse regionale (SIR), in parte compreso nell’omonima
Riserva naturale.

Una ridotta superficie del sito € compresa nelle Riserve naturale Duna Feniglia e nella Riserva
naturale Laguna di Orbetello di Ponente. Una parte del sito € un’Oasi WWEF, gestita direttamente
dal WWEF Italia (Ceccolini et al., 2004).

La vegetazione € costituita dalla pineta litoranea a pino marittimo e pino domestico e dalla
vegetazione sclerofillica con ginepro fenicio e ginepro coccolone, fillirea, alaterno, smilace,
lentisco e mirto, leccio, sughera con orniello e roverella nelle zone piu umide.

Nell'area contigua, nella parte rivolta al mare, si rinviene la vegetazione psammo-alofila con
duna mobile quasi totalmente erosa, ma con ancora presenze di specie caratteristiche come la
crucianella, la soldanella, il pancrazio ecc.; nella parte orientale € presente una sughereta relitta
facente parte del bosco di Patanella.

Nel SIR ci sono popolamenti floristici caratteristici delle lagune salmastre e dei suoli salsi.

30



Molto interessante € la presenza del brugo, per il quale la zona € il limite meridionale dell’areale
(Sfriso et al., 2006).

L’area costituisce uno dei pit importanti ecosistemi lagunari d’ltalia ed ha un elevatissimo
valore ornitologico. Inoltre e solo parzialmente inclusa fra i siti ICBP.

L'avifauna rappresenta la componente piu importante della fauna della riserva ed ¢ rappresentata
da specie rare come l'aquila anatraia minore (Aquila pomarina), l'aquila di mare (Haliaeetus
albicilla), l'airone guardabuoi (Bubulcus ibis) per citare le piu rare, e poi limicoli, aironi,
fenicotteri e anatre (germano reale, alzavola, mestolone, fischione, codone).

L'area umida di importanza cruciale per molte specie ornitiche migratrici, svernanti e nidificanti,
e classificata come ‘sito chiave’ (key-site) per il chiurlottello (Numenius tenuirostris), specie
prossima all’estinzione. Negli anni novanta vi sono stati i primi casi di nidificazione del
fenicottero (Phoenicop terus roseus), svernante con contingenti di migliaia di individui,
nell’ltalia continentale e alla fine degli anni novanta si sono insediate, per la prima volta in
Toscana, piccole colonie di due specie di sterne (Sterna albifrons e Sterna hirundo).

Nel SIR, sono presenti il cuculo dal ciuffo (Clamator glandarius), nidificante; il lanario (Falco
biarmicus), svernante irregolare; il falco di palude (Circus aeruginosus), presente tutto I’anno e
possibile nidificante irregolare; la moretta tabaccata (Aythya nyroca), migratrice e svernante
irregolare; la volpoca (Tadorna tadorna), nidificante e svernante; l'averla cenerina (Lanius
minor), nidificante; I'occhione (Burhinus oedicnemus), nidificante; il tarabuso (Botaurus
stellaris), migratore e svernante; la sterpazzola di Sardegna (Sylvia conspicillata), nidificante e
presumibilmente irregolare. Quest’area ha un elevato interesse nazionale per lo svernamento di
Anas acuta, Anas strepera, e Anas Clypeata. A livello regionale & il sito pit importante per lo
svernamento di Fulica atra ed & anche l'unico sito peninsulare in cui ha nidificato
Phoenicopterus ruber, comunque svernante in numero elevato.

Tra i rettili, nel SIR sono presenti la testuggine d’acqua (Emys orbicularis) e la testuggine di
Herman (Testudo hermanni).

Sono da considerare inoltre gli anfibi e i mammiferi della duna litoranea (istrice, donnola, tasso,
volpe).

Nel SIR si segnala la presenza di cospicui popolamenti ittici, d’interesse conservazionistico,
oltre che economico. Tra le specie tipiche degli ambienti salmastri sono presenti muggini, orate,

spigole e anguille.
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Cap. 3. GENERALITA’ SUI CIPRINODONTIFORMI

L’ordine dei Ciprinodontiformi appartiene alla classe degli Osteitti che comprende 8 famiglie e
circa 800 specie di pesci di piccole dimensioni, che vivono principalmente in acque dolci e
salmastre (Zeurian, 2004).

L'aspetto generale ricorda quello dei Ciprinidi, ma essendo le mascelle fornite di denti, sono
stati appunto classificati come Ciprinodontiformi. Presentano inoltre una serie di particolari
caratteri morfologici, quali la mancanza di linea laterale, di dotto pneumatico e di ossa
weberiane che stabiliscono una netta distinzione dai Ciprinidi.

Il gruppo viene poi definito in base ai seguenti caratteri: presenza di una sola pinna dorsale,
pinna caudale non biloba supportata da un solo ipurale, pinne prive di raggi spiniformi, pinne
ventrali di regola addominali, con 6-7 raggi. La linea laterale € mancante o € rappresentata da
canali e/o pori posti principalmente sulla testa; I'orlo buccale superiore ¢ formato soltanto dai
premascellari, che possono essere pit 0 meno protrattili; le ossa faringee inferiori sono separate
0 riunite cosi da formare una placca dentigera triangolare, con sutura mediana; c’é assenza di
spine o dentellature nel margine dell'opercolare e del preopercolare e assenza dell'orbitosfenoide
(Zeurian, 2004). Squame quasi sempre cicloidi. 24-53 vertebre. Le ossa parietali separate oppure
assenti. La vescica gassosa € di solito priva di dotto. Questi pesci presentano un forte
dimorfismo sessuale specialmente nelle specie vivipare, i cui maschi hanno una parte della pinna
anale trasformata in un organo, il gonopodio, con il quale fecondano le uova nel corpo della
femmina; i maschi inoltre presentano una livrea piu vivace e vistosamente colorata (Zeurian,
2004).

Questi pesci possono essere suddivisi in tre gruppi in base alla durata del ciclo biologico:
annuali, semi-annuali e non annuali.

Annuali sono quelle specie il cui ciclo biologico € molto breve e la loro esistenza non va oltre i
12 mesi. Vivono in stagni e pozze d’acqua che ciclicamente si prosciugano e sono quindi
destinati a morire. Le uova di queste specie sono molto resistenti, grazie ad un involucro di
fango particolarmente spesso e umido, e possono rimanere anche per anni in condizioni di secca,
fino a che non comincia una nuova stagione delle piogge.

Semi-annuali sono quelle specie che vivono in zone in cui una secca totale dell’ambiente ¢

piuttosto rara e le uova possono resistere in condizioni umide per alcuni mesi.
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Non annuali sono quelle specie (tra cui Aphanius fasciatus) che vivono in grossi bacini e
depongono le uova tra le foglie, invece che sul fondo.

Sono diffusi nelle acque calde di Asia, Africa, America (poche le specie europee), si nutrono di
piccoli animali e insetti oppure sono fitofagi.

Sono soggetti all’interesse di studiosi di biogeografia e di genetica e anche degli acquariofili, dai
quali vengono chiamati “killifish”. Questo termine ha un’origine piuttosto antica, risalente al
1624 anno in cui gli Olandesi si insediarono nella parte Nord Orientale degli Stati Uniti. Il
termine “kill” deriva infatti dalla parola olandese kilde o kills, (in italiano torrente, canale,
ruscello o piccolo corso d’acqua) e nel corso del tempo ha subito variazioni di significato. Nel
1664 gli Inglesi ebbero il sopravvento, ma la lingua e la tradizione olandese rimasero comunque
ben radicate, tanto che gli stessi Inglesi, si riferirono ai pesci che abitavano questi torrenti (i

kills) come ai “kill-fish” e I'uso non & mai andato perso (da: www.aik.it )
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3.1. Tassonomia e nomenclatura di Aphanius fasciatus

La specie Aphanius fasciatus e piuttosto diffusa nei nostri mari, nei canali salmastri, nelle acque
lagunari, ma anche nelle acque interne.
In Italia questo ciprinodonte & noto anche come “nono”, “voltacchio”, “vetriolo” e “conch’e

mallu”.

Classe: Osteitti
Superordine: Teleostei
Ordine: Cyprinodontiformes
Sottordine: Cyprinodontoidei
Famiglia: Cyprinodontidae

Genere: Aphanius

Nome specifico
Aphanius fasciatus (Nardo, 1827)

Sinonimi:

Cyprinoides nanus e C. nanofasciatus (Nardo, 1827)
Lebias calaritana (Canestrini, 1866)

Cyprinodon calaritanus (Griffini, 1903)

Lebia calaritanus (Binaghi, 1929)

Cyprinodon marmoratus (Gridelli, 1936)

In una nota di Lazara (1995) il termine Aphanius, genere in cui sono classificati
tradizionalmente i Ciprinodontidi della regione Mediterranea, viene considerato un sinonimo piu
recente di Lesbias. Nel 2003 la Commissione Internazionale di Nomenclatura Zoologica stabili,
nel volume 60 del Bollettino di Nomenclatura Zoologica, il mantenimento della denominazione
Aphanius (Nardo, 1827) per il genere.

Riferendosi in particolare al Nono, secondo alcuni il nome scientifico sarebbe fasciatus (Nardo,
1827), mentre per altri marmoratus (Riss0,1826). Altri autori tra i quali Kottelat (1997)

attribuiscono fasciatus a G. Cuver e A. Valenciennes (1821) precedenti a Nardo.
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Opinion 2057 (case 3028)

Aphanius Nardo, 1827 (Osteichthyes,
Cyprinodontiformes): Conserved.

Abstract: The Commission has ruled that the name
Aphanius Nardo, 1827 for a genus of Palearctic fishes
(family CYPRINODONTIDAE) 1s conserved by the
suppression of the name Lebias Goldfuss, 1820 which,
with a single exception in 1835, had remained unused
since 1846 until resurrected by Lazara in 1995. Few
authors have followed Lazara in his use of Lebias which
does not refer to the same taxon as Aphanius.
September 2003 in Vol.60

Bulletin of Zoological Nomenclature.

Fig. 3.1. Bollettino di Nomenclatura Zoologica

3.2. Morfologia

Aphanius fasciatus € un piccolo pesce dal corpo piuttosto tozzo; la lunghezza totale massima
nelle femmine é di 7-8 cm, mentre nei maschi € sempre inferiore, vicina ai 4-5 cm. Il capo, che
rappresenta circa il 21% dell’intero animale, & leggermente appiattito con la mandibola appena
prominente e con i premascellari protrattili. La bocca, supera, € fornita di piccoli denti
tricuspidali (12-16 denti per mascella) ed ¢ tipica per I’obliquita dell’apertura.

L’occhio e grande ed occupa buona parte del breve muso che € lungo quanto il diametro
dell’occhio stesso.

Le squame, in serie longitudinale, sono 25-29.

La pinna dorsale ha 10-13 raggi, mentre quella anale 9-13. L’origine della pinna dorsale & di
poco anteriore rispetto quella anale e le due pinne risultano praticamente opposte. Si presentano
quindi piuttosto alte ed arretrate, mentre quelle pettorali e ventrali sono inserite in basso e sono
poco sviluppate.

Il peduncolo caudale & corto ed alto e la pinna caudale si presenta con margine convesso

lievemente arrotondato.
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Come si pu0 vedere nelle Figure 3.2 e 3.3, la specie € caratterizzata da un notevole dimorfismo
sessuale, evidente soprattutto nella colorazione. I maschi presentano una sagoma leggermente
pit slanciata e un capo piu tozzo (Cottiglia, 1980). Il dorso € bruno con riflessi olivacei, il ventre
bianco argenteo e i fianchi con 7-15 bande verticali scure su fondo argenteo. Le pinne sono
giallastre; quella dorsale & ornata di nero nel margine anteriore e superiore, mentre quella
caudale presenta una banda scura nel margine posteriore. Le pinne dorsale e anale sono piu

sviluppate. Durante il periodo riproduttivo la colorazione si fa piu intensa.

Fig. 3.2. Femmina di Aphanius fasciatus

Fig. 3.3. Maschio di Aphanius fasciatus

Le femmine presentano invece una colorazione piu tenue con un numero variabile di bande
verticali sui fianchi, piu sottili, meno evidenti e meno definite, che non si estendono fino al
dorso. Le pinne sono bianche, con la dorsale, anale e caudale proporzionalmente piu piccole
rispetto a quelle dei maschi. Talora in ambedue i sessi appaiono sul peduncolo caudale piccole
punteggiature scure (Cottiglia, 1980). Nell’ambito della stessa specie sono state riscontrate
notevoli differenze morfologiche e morfometriche tra le popolazioni dell’Adriatico e quelle
della Sicilia (Tigano e Ferrito, 1983; Ferrito et al, 2007) e differenze genetiche tra le popolazioni
dell’ Adriatico, del Tirreno e quelle della Sicilia-Sardegna (Maltagliati, 1999; Cimmaruta et al,
2003).
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3.3. Biologia riproduttiva

Questa specie é gonocorica a fecondazione esterna. La riproduzione avviene tra marzo e giugno
(Mazza, 1901), con deposizione di uova demerse tra la vegetazione del fondale. Le dimensioni
delle uova sono di circa 2,5 mm di diametro e si sviluppano in 10-15 giorni (Cavicchioli, 1962),
a seconda della temperatura dell’acqua (Zeurian, 2004). Osservazioni sul comportamento
riproduttivo (Marconato, 1982) hanno dimostrato che tra i maschi si sviluppa una forte
competizione per fecondare le uova delle femmine. Il maschio reagisce allo stimolo visivo della
femmina matura; durante il corteggiamento la separa dal resto del gruppo, ed una volta deposte
le uova avviene la fecondazione. Le uova, data la notevole densita, tendono a calare sul fondo e
possono qui ancorarsi per mezzo di filamenti propri (Cottiglia, 1980) o su prateria di alghe
oppure tra foglie di piante acquatiche (Cavicchioli, 1962). Le uova si sviluppano dungue in circa
due settimane (Cottiglia, 1980) e alla nascita gli avannotti misurano 4-4,5 mm. Entro il primo
anno di vita comincia ad evidenziarsi il dimorfismo sessuale con il conseguente raggiungimento
della maturita sessuale (Mazza, 1901).

Leonardos e Sinis (1998) sostengono che alcuni individui nati all’inizio del periodo riproduttivo
riescono a raggiungere la maturita sessuale ed a riprodursi entro la fine della stagione. Questa
precoce maturazione sessuale € una strategia riproduttiva spesso adottata dalle specie che vivono
in habitat instabili.

3.4. Distribuzione geografica

Questa specie ha una distribuzione circummediterranea, risultando quindi presente lungo le
coste del Mediterraneo con eccezione delle zone piu occidentali ed orientali quali Penisola
Iberica, Francia Occidentale e Marocco) (Fig.3.4).
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Algeria

Fig.3.4. Areale di distribuzione di Aphanius fasciatus

Nel Mediterraneo ¢ possibile rinvenire altre specie congeneri di Aphanius, quali A. iberus e A.
dispar. A. iberus occupa la parte piu occidentale del bacino mediterraneo (Spagna), mentre A.
dispar € una specie localizzata nella parte piu orientale del bacino, presso il canale di Suez, e

deve la propria diffusione nel Mediterraneo all’apertura del canale stesso.

In Italia Aphanius fasciatus (unica specie del genere Aphanius ad invadere le coste italiane) &
presente nelle zone lagunari e, in maniera discontinua, lungo tutte le coste della penisola,
(Toscana, Lazio, Veneto, Friuli-Venezia Giulia, Emilia-Romagna, Puglia) Sicilia e Sardegna.

Localmente puo essere molto abbondante (Laguna Veneta, coste romagnole).
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Fig. 3.5. Distribuzione di A. fasciatus in Italia.

3.5. Ecologia ed alimentazione

L’origine della specie & limnica, anche se risulta poi essere alolimnobia, cioé si riproduce e
svolge interamente il proprio ciclo vitale nelle acque salmastre (Bacci, 1954).

A. fasciatus solitamente compie I’intero ciclo vitale nel biotopo di origine, in quanto & una
specie caratterizzata da scarso potenziale per la dispersione, che ha uova bentoniche ed é priva
di fasi larvali (Maltagliati, 2003). E’ inoltre una specie gregaria che vive in acque poco profonde
con correnti ridotte.

L’habitat di Aphanius € costituito quindi in prevalenza da vaste lagune di acqua salmastra, stagni
salati, canali che si mescolano con I’acqua di mare e anche da pozze povere di ossigeno che
costeggiano gli argini e sono soggette a rapida evaporazione e quindi a brusche variazioni di
salinita (Cavicchioli, 1962). In particolare riesce a sopravvivere in ambienti con concentrazioni
di salinita che superano ben piu di quattro volte quella delle acque marine (Bianco, 1988).

Pur essendo quindi un pesce tipico degli habitat di acqua salmastra, € stato osservato anche in
acque dolci, in Sicilia e Sardegna, ad una certa distanza dal mare (Cottiglia, 1965; Tigano, 1982;
Gandolfi et al, 1991; Lo Duca e Marrone, 2009). Occasionalmente la presenza di Aphanius

fasciatus € stata segnalata anche in mare aperto, dovuta probabilmente ad eventi imprevedibili
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come inondazioni o piogge eccezionali che producono flussi individuali dalle acque salmastre al
mare aperto (Torchio, 1967).

La specie frequenta abitualmente anche la zona del sottoriva dei vari ambienti salmastri dove,
durante le ore piu calde del giorno, sosta nelle aree ombrose o sotto le alghe o altri ripari.

Le femmine sono piu resistenti dei maschi alle variazioni di temperatura. La salinita elevata e le
alte temperature riducono pero la fecondita, inibendo la maturazione delle uova. Le femmine, in
queste condizioni, sono in grado di riassorbire le uova e di utilizzare questa risorsa per la propria
crescita o per la regolazione osmotica (Boumaiza et al, 1979; Leonardos e Sinis, 1998).

La proporzione tra maschi e femmine (sex ratio) in una coorte, subito dopo la schiusa delle uova
e di 1:1. Tale valore viene mantenuto anche durante il periodo di crescita, ma all’inizio del
periodo riproduttivo la percentuale di femmine aumenta e continua a crescere negli anni
successivi. Questo rapporto tra i sessi shilanciato a favore delle femmine € caratteristico della
specie e si verifica perché nei maschi, durante il periodo riproduttivo, la colorazione diviene piu
intensa e cio li rende piu facilmente visibili e di conseguenza predabili (Gandolfi et al, 1991;
Leonardos e Sinis, 1999)

L’alimentazione di Aphanius é piuttosto varia e si basa su cibo principalmente di origine
animale, ma anche vegetale. La sua dieta comprende Crostacei (Isopodi, Ostracodi, Copepodi,
Decapodi), Molluschi (Gasteropodi, Bivalvi), Diatomee e Alghe, tenere parti della vegetazione e
detriti. Si nutre inoltre di insetti (larve e adulti di zanzara) e uova di pesci (Leonardos, 2008).

A sua volta Aphanius subisce la predazione da parte di anguille, spigole e grandi Gobidi

(Cottiglia, 1980), e anche da fauna ornitica, composta sia da specie stanziali che stagionali.

3.6. Status e conservazione

In Italia Aphanius fasciatus é piuttosto diffuso nelle acque salmastre, sebbene recentemente
abbia assunto grande interesse per la conservazione a causa del declino e dell’estinzione di
alcune popolazioni (Bianco, 1995; Maltagliati, 2003) provocata dall’attivita umana con
I’alterazione o la sottrazione di habitat.

Per questo motivo Aphanius fasciatus e stato dichiarato a rischio di estinzione ed inserito
nell’ Allegato 111 della Convenzione di Berna (adottata il 19/09/1979 e ratificata dall’Italia con la
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Legge n° 503/1981) “relativa alla conservazione della vita selvatica e dell’ambiente naturale in
Europa” e nell’Allegato Il della Direttiva 92/43/CEE “HABITAT” e successivi aggiornamenti,
“relativa alla conservazione degli habitat naturali e seminaturali e della flora e della fauna
selvatiche”. Inoltre é stato inserito anche negli elenchi della Convenzione di Barcellona ossia la
Convenzione per la protezione del Mar Mediterraneo dai rischi dell’inquinamento (entrata in
vigore nel 1978 e ratificata in Italia con la Legge n° 30 del 25/01/1979) e nel Libro Rosso IUCN
(International Union for the Conservation of Nature) dei vertebrati in pericolo.

Negli ambienti acquatici meno salati Aphanius & poi entrato in competizione con Gambusia,
specie introdotta in Italia dal 1922, in particolare nel Lazio, nell’Agro Romano, dallo zoologo
Giovan Battista Grassi (Ronchetti, 1968) per il controllo della malaria. Gambusia inoltre,
sembra essere piu resistente ad alcuni parassiti che infettano Aphanius fasciatus (Gandolfi,
1973).

Aphanius fasciatus é privo di qualunque valore commerciale; le sue carni sono amare e secondo
alcuni autori conterebbero un’ittiotossina nociva per i piccoli mammiferi. Per quanto non
diffusamente, viene comunque mangiato dall’uomo (es. Isola di San Pietro—Cagliari) senza
alcun danno (Cottiglia, 1980). In passato veniva usato come concime, mentre oggi viene talvolta
utilizzato come pesce d’acquario. Viene inoltre impiegato per il controllo delle larve di zanzara
(Anopheles) e sono anche in corso degli studi per verificare I’attitudine ad alimentarsi con larve
di zanzara tigre (Aedes albopictus) in ambiente controllato di acqua dolce (Veronesi, 2004;
Mordenti et al, 2009).

3.7. Paleogeografia

Questa specie (ed in generale tutti gli Aphanius) é considerata un relitto biogeografico della
fauna della Tetide che popolava il mar Mediterraneo prima della crisi di salinita del Messiniano,
alla fine del Miocene. Durante questo periodo infatti, I’elevata temperatura che si riscontrava nel
periodo estivo e l'elevato livello di salinita erano incompatibili con la vita della maggior parte
delle specie animali e vegetali. Solo pochissime specie, grazie ad alcuni particolari adattamenti,
erano in grado di sopravvivere alle condizioni estreme che si erano create (ampie ed improvvise

fluttuazioni della salinita). Una di queste specie era Aphanius crassicaudus (Agassiz, 1832), un
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pesce di taglia medio-piccola che non superava i 60 mm di lunghezza. | fossili ritrovati mostrano
che questo pesce presentava due forme (o fenotipi): una ipertrofica, con vistoso ingrossamento
scheletrico (pachiostosi) e una normale. Molto probabilmente I’iperostosi non era dovuta a
fattori genetici, ma era una risposta di carattere adattativo all’incremento di alcuni fattori fisici

e/o chimico-fisici quali la salinita.

Fig. 3.6. I due fenotipi di Aphanius crassicaudus: a) scheletro normale; b) scheletro ipertrofico

L’Aphanius attualmente presente nel Mediterraneo & una delle poche specie che mostra affinita

con quelle precedenti.
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Cap. 4. TEORIE EVOLUZIONISTICHE

Secondo la teoria dell’evoluzione, gli esseri viventi nel corso delle generazioni, cambiano
geneticamente rispetto ai loro progenitori, assumendo caratteristiche sempre diverse e
adattandosi volta per volta secondo le esigenze vitali al nuovo ambiente.

Questa teoria ha un ruolo fondamentale nella biologia moderna.

L’evoluzione agisce secondo la selezione naturale che elimina gli individui piu inadatti e
favorisce chi ha assunto caratteristiche adeguate all’ambiente in cui si trova e tutto cio avviene
in tempi molto lunghi attraverso molte generazioni.

Charles Darwin pubblico per la prima volta “L’origine delle specie” nel 1859 e la sua teoria era
la sintesi finale di correnti di pensiero e di idee scientifiche, intese come moderne, che si
facevano strada sin dagli inizi del 1700, nate in contrasto con le idee creazionistiche di fine
seicento, che fino ad allora venivano accettate nel mondo scientifico. Con la pubblicazione del
“Sistema naturae” di Linneo nel 1735, i dibattiti sull’origine della vita si spostarono dal
creazionismo su tutt’altro campo, e ci si comincio ad interrogare sulle modalita e le dinamiche
dell’evoluzione e a formulare nuove ipotesi e teorie che potessero spiegare cio.

Nel 1809 il botanico e naturalista Jean Baptiste de Lamarck avanzo per primo una teoria,
secondo la quale gli organismi viventi si modificherebbero in base ai loro comportamenti
ambientali e il meccanismo di cambiamento sarebbe dovuto ad alcune “forze interne”, che
produrrebbero negli organismi leggere modificazioni, che si andrebbero poi accumulando nelle
generazioni seguenti. Il suo modello di ereditarieta non era corretto e si basava sul concetto dei
caratteri acquisiti. La teoria di Lamarck fu duramente contestata dal naturalista Georges L.
Chretien Cuvier, che fu anche I’autore della “Teoria delle catastrofi naturali”, secondo la quale a
volte le specie viventi vengono spazzate via da una catastrofe, e vengono sostituite dalle creature
sopravvissute in aree limitrofe.

Circa cinquanta anni dopo Lamarck, Darwin formulo una teoria completamente nuova, secondo
la quale la causa determinante dell’evoluzione non era I’ambiente come diceva Lamarck, ma la
casualita delle mutazioni genetiche, che solo successivamente potevano trovare o no il favore

dell’ambiente e determinare cosi quindi la selezione/eliminazione per le mutazioni meno adatte.
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4.1. 11 Neodarwinismo

Nel periodo compreso fra il 1910 e il 1920, la ricerca sulla genetica mendeliana aveva ormai
assunto proporzioni importanti, concentrandosi su molti problemi che nella maggior parte dei
casi hanno a che fare piu con la genetica che con la biologia evoluzionista. All'interno della
teoria dell'evoluzione, tuttavia, il problema principale consisteva nel riuscire a conciliare la
genetica mendeliana, ossia una teoria atomistica, con la descrizione di una variazione continua
osservata nelle popolazioni reali, teoria che rappresentava il contributo dei biometristi (Ridley,
2005). Questa “riconciliazione” fu raggiunta da diversi autori in molti stadi. R.A. Fisher, in un
articolo intitolato “ The Correlation Between Relatives on the Supposition of Mendelian
Inheritance” pubblicato nel 1918, dimostrd che i risultati del processo descritto da Darwin,
possono esser fatti derivare dai principi mendeliani. Questo lavoro si pud considerare come
I’inizio della sintesi tra i due modelli. Successivamente lo stesso Fisher e, indipendentemente,
John B. S. Haldane e Sewall Wright, completarono il lavoro teorico, consistente nella sintesi fra
la teoria della selezione naturale darwiniana e la teoria dell'ereditarieta mendeliana e che stabili
quello che € oggi noto come neodarwinismo, 0 anche teoria sintetica dell'evoluzione o sintesi
moderna.

Questa teoria si fonda essenzialmente sulla moderna teoria genetica della selezione naturale, che
in sintesi afferma che I’insieme del pacchetto genetico di una popolazione costituisce un “pool
genetico”; tali geni sono in competizione fra loro attraverso la selezione naturale, e
continuamente ci sono delle mutazioni che determinano I’insorgenza di nuovi assetti genetici.
Questi competono a loro volta con gli altri genotipi della stessa popolazione, e quelli che che
avranno una maggiore fitness rispetto al proprio habitat, avranno la meglio affermandosi. Ogni
gene dello stesso “pool genetico” pud avere piu varianti che si producono durante la sua storia;
le varianti di uno stesso gene vengono dette “alleli” e, a seconda della loro quantita all’interno
del pool genetico, si parla di alta o bassa frequenza allelica. A livello genetico, I'evoluzione puo
essere quindi definita come il processo con cui le frequenze alleliche variano in un pool genico
nel corso delle generazioni. La frequenza allelica cambia in continuazione per alcuni fattori
quali: I’emigrazione dal gruppo, la mortalita, I’alta o bassa riproduzione rispetto al gruppo, la
deriva genetica, le mutazioni ecc.

Gli elementi fondamentali della teoria Neodarwiniana sono:

1. Nascono piu individui di quanti ne sopravvivranno.
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2. Le varianti genetiche all’interno di ogni singola specie sono frutto di mutazioni, che attraverso
ricombinazioni alleliche, rimescolamenti genetici e crossing over, arricchiscono il campionario
genetico, aumentando le probabilita di sopravvivenza della specie.

3. La selezione naturale salva le mutazioni vantaggiose, mentre scarta quelle inadeguate rispetto
al proprio habitat

Questa teoria portd ben presto a nuove ricerche genetiche e le prime applicazioni si devono a
Theodosius Dobzhansky che, a partire dal 1935, intraprese classiche ricerche sull'evoluzione
delle popolazioni di drosofila. Egli lavoro anche in collaborazione con Sewall Wright e il suo
libro piu importante, Genetics and the Origin of the Species, fu pubblicato nel 1937; le sue
edizioni successive (fino a quella del 1970) sono state fra le opere piu influenti della sintesi
moderna (Ridley, 2005).

E.B. Ford negli anni Venti, condusse un programma di ricerca analogo nel Regno Unito e studio
la selezione nelle popolazioni naturali, soprattutto quelle delle falene, denominando la sua
materia "genetica ecologica". Pubblico quindi un compendio del suo lavoro in un libro intitolato
Ecological Genetics, la cui prima edizione fu pubblicata nel 1964. Ford lavord con Fisher e il
loro studio congiunto piu conosciuto fu un tentativo di dimostrare che i processi casuali
enfatizzati da Wright non potevano render conto dei cambiamenti evolutivi osservati nella falena
Panaxia dominula.

Julian Huxley, infine,esercito la sua influenza soprattutto attraverso la sua abilita nel sintetizzare
ricerche afferenti a diversi campi di indagine. Nel suo libro Evolution: the Modern Synthesis
(1942) fece conoscere a molti biologi i concetti teorici di Fisher, Haldane e Wright, applicandoli

a problemi evolutivi di ampio respiro (Ridley, 2005).
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4.2. Teoria Neutralistica

La teoria neutralistica dell'evoluzione ¢ stata proposta nella seconda meta del secolo scorso dal
genetista giapponese Motoo Kimura. Questa teoria ha determinato lo sviluppo della cosiddetta
ipotesi neutralista che afferma che la parte maggiore dell'evoluzione a livello molecolare
avviene in modo casuale e non e soggetta a selezione, ed ipotizza un ruolo di primo piano delle
mutazioni neutrali presenti nei processi evolutivi. Per questi presupposti, la teoria neutrale
dell’evoluzione si pone in contrasto con I’ipotesi selezionista (Ridley, 2005).

I concetti basilari della teoria erano gia stati espressi da Kimura a meta degli anni sessanta, ma
ancora prima Suoeka aveva ipotizzato che le mutazioni neutrali fossero molto diffuse nei
genomi. Una esposizione completa della teoria si ebbe infine nel 1968.

Kimura noto che nei genomi, la maggior parte delle differenze era dovuta a mutazioni neutrali,
che non alteravano la fitness dell’organismo e quindi non erano selezionabili dalla selezione
naturale. Egli ipotizzo quindi che gran parte dei cambiamenti tra specie avvenissero secondo due
processi: la formazione di nuovi alleli neutrali, attraverso le mutazioni neutrali e la loro
fissazione nella popolazione tramite I’azione della deriva genetica. Questi alleli o vengono
eliminati dal pool genico, oppure aumentano in frequenza e tendono a fissarsi, ovvero a
rimanere in maniera permanente nella popolazione (Ridley, 2005).

Le osservazioni compiute da Kimura e che hanno portato all’elaborazione della teoria neutralista
sono, in breve, le seguenti:

1) 1l tasso di mutazioni (sostituzione di aminoacidi) che si osservano in una determinata
proteina, € all'incirca lo stesso in numerose specie diverse. Se le mutazioni fossero soggette a
selezione, bisognerebbe invece attendersi differenze significative da una specie all'altra.

2) Il tasso di mutazioni osservato in alcuni geni del moscerino Drosophila € risultato
proporzionale alla dimensione del gene: piu lunga é la sequenza di nucleotidi di un gene,
maggiore ¢ il tasso di mutazioni. Anche questo fatto si spiega solo ammettendo che le mutazioni
compaiano e vengano fissate a caso.

3) Le mutazioni non sembrano essere correlate fra loro in qualsiasi modo. La loro distribuzione
appare quindi casuale.

4) Non si trova nessuna correlazione fra il tipo di ambiente ed il polimorfismo molecolare
osservato. Un particolare mutante non € correlato con un particolare ambiente. Se le mutazioni

fossero soggette a selezione, ogni singola mutazione dovrebbe comparire negli individui che
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vivono in un ambiente dove essa € vantaggiosa, e dovrebbe mancare dagli individui che vivono
in ambienti dove essa € svantaggiosa.

5) Il tasso di mutazioni del DNA e molto alto: nei mammiferi, il tasso di mutazioni corrisponde
a una sostituzione di una base ogni due anni. Queste mutazioni, perd, non mostrano effetto sul
fenotipo. Se una mutazione non si manifesta nel fenotipo, non pud essere soggetta a selezione
naturale.

6) L'osservazione sperimentale compiuta su animali marini ha portato a scoprire che gli
individui delle specie viventi sul fondo oceanico (condizioni costanti nello spazio e nel tempo)
hanno una variabilita genetica molto maggiore degli individui delle specie che vivono nella
fascia intertidale (fra l'alta e la bassa marea), dove la variabilita nello spazio e nel tempo &

massima.
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Cap. 5. VARIABILITA’ GENETICA

Nelle popolazioni naturali la variabilita genetica & soggetta a vari fenomeni, che trasformano il
pool genico nel tempo. | fattori che modificano le frequenze alleliche, avendo effetti
direttamente osservabili e misurabili sul pool genico, sono detti fattori evolutivi e sono alla base
della cosiddetta microevoluzione.

Nelle popolazioni costituite da un gran numero di individui, che rimangono stabili per alcune
generazioni, la variabilita genetica raggiunge un equilibrio dinamico, mentre nelle popolazioni
di piccole dimensioni I’equilibrio genetico non é possibile, in quanto sono sottoposte a forti
fluttuazioni casuali delle frequenze alleliche, che non sono stabili nel tempo. Gli alleli piu rari

vengono persi, mentre quelli piu comuni si fissano.

5.1. Fattori evolutivi

| fattori evolutivi sono cinque: le mutazioni, inincrocio (o inbreeding), la deriva genetica, il

flusso genico e la selezione naturale.

5.1.1. Mutazioni

Le mutazioni sono alterazioni casuali ed ereditarie del corredo cromosomico, che rappresentano
la fonte primaria della variabilita genetica e che comportano la modificazione o la comparsa di
nuovi alleli.

Le mutazioni possono essere indotte da agenti mutageni, ma esistono anche mutazioni
cosiddette "spontanee™ che avvengono senza che sia possibile evidenziare gli agenti fisici o
chimici che le hanno indotte. Il verificarsi delle mutazioni provoca una variazione delle
frequenze geniche, ma poiché i tassi di mutazione sono sempre molto bassi (10*-10° per cellula
per generazione), tali variazioni risultano trascurabili (Bullini et al., 1998).

Si & visto perd che ogni nuovo individuo é portatore di nuove mutazioni. Percio, anche se
Iincidenza delle mutazioni per individuo & molto bassa, il numero di nuove mutazioni per

generazione nel pool genico é piuttosto elevata.

48



5.1.2. Flusso genico

Il flusso genico e connesso con il processo di migrazione di individui riproduttivi tra

popolazioni della stessa specie. Si verifica quindi quando individui o cellule riproduttive (gameti
0 polline) passano da una popolazione all’altra per dispersione attiva o passiva e le frequenze
all’eliche dei migranti sono diverse da quelle dei residenti.

Il flusso genico pud quindi portare nuovi alleli all'interno di una popolazione o pud mutarne la

frequenza allelica.

5.1.3. Deriva genetica

La deriva genetica o genetic drift € una variazione della frequenza allelica dovuta al caso. E’
quindi un processo stocastico che consiste in un fenomeno di fluttuazione casuale delle
frequenze alleliche e pud provocare nelle generazioni, la fissazione di alcuni alleli e la perdita di
altri. La deriva ha dunque un ruolo importante nel modificare le frequenze alleliche, soprattutto
quanto piu piccole sono le dimensioni della popolazione e quanto piu piccolo é il numero di
individui riproduttori (Bullini et al., 1998). 1l fenomeno ¢ legato al fatto che piu piccolo é un
campione e maggiori sono le probabilita che esso risenta di fluttuazioni statistiche casuali e non
sia pertanto rappresentativo della popolazione di origine. Da un punto di vista statistico si tratta
dunque di un errore di campionamento. Le conseguenze della deriva genetica sono un
cambiamento casuale delle frequenze alleliche ed una riduzione della variabilita genetica.

Un caso estremo di deriva genetica & “I’effetto fondatore” che pud causare una diminuzione
drastica della dimensione effettiva della popolazione.

L'effetto del fondatore si produce quando un piccolo numero di individui si separa da una
popolazione per andare a formare una nuova colonia. In questo caso é probabile che il

pool genico di questo piccolo gruppo non sia rappresentativo del pool genico della popolazione
di origine. In altre parole esso non € un campione statisticamente rappresentativo.

Cambiamenti stocastici delle frequenze alleliche, simili a quelli causati dall’effetto del
fondatore, si possono verificare quando una popolazione va incontra ad un “ collo di bottiglia”.
L’effetto collo di bottiglia si produce quando una popolazione viene decimata da un evento
catastrofico. Il collo di bottiglia pud avere rilevanti conseguenze genetiche quali la riduzione di

eterozigosita, la riduzione del numero di alleli e della percentuale di loci polimorfi (Massa-
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Ingegnoli, 1999). A seguito del collo di bottiglia la popolazione pud recuperare e crescere
rapidamente e in questo caso le conseguenze genetiche saranno limitate; se invece la
popolazione rimane piccola per molte generazioni, la perdita di variabilita genetica sara molto
pit importante. Quando una popolazione esce da un collo di bottiglia € molto probabile che il

suo pool genico sia diverso da quello originario e sicuramente con una variabilita inferiore.

5.1.4. Inincrocio

L'inincrocio o inbreeding & I'accoppiamento sistematico tra individui strettamente imparentati
(consanguinei). Si ha quando I’accoppiamento fra individui imparentati € piu frequente rispetto
a quanto atteso in base al caso. In alcune piante ed animali ermafroditi I'inincrocio puo giungere
al caso estremo dell'autofecondazione. Se tale situazione si mantiene per piu generazioni
produce una modificazione delle frequenze genotipiche con una tendenza all'eliminazione degli
individui eterozigoti e all'affermazione dell'omozigosi (line pure). Come conseguenza molti
alleli recessivi con effetti letali o deleteri, diventano omozigoti e possono esprimersi
fenotipicamente. La depressione da inbreeding, si manifesta infatti sui caratteri fenotipici che
abbassano la fitness, cioé I’adattamento e le performance riproduttive dell’individuo (Massa et
al, 1999). Puo essere determinata da pochi geni e i suoi effetti sono imprevedibili perché
dipendono da quali alleli sono presenti o vengono fissati nella popolazione dopo episodi di collo
di bottiglia o di fondazione. Rapidi incrementi di inbreeding possono ridurre le possibilita di
sopravvivenza delle piccole popolazioni, soprattutto se sottoposte a rapido declino o a
condizioni ambientali stressanti (Massa-Ingegnoli, 1999).

L’eterosi invece & un fenomeno opposto e complementare a quello della depressione da
inbreeding. Se I’inbreeding ¢ il risultato dell’accoppiamento di individui simili (parenti) che
causa un aumento di omozigosi a scapito dell’eterozigosi, I’eterosi € il risultato dell’aumento di
eterozigosi come conseguenza dell’accoppiamento tra individui diversi, provenienti, ad esempio,

da razze o da linee pure differenti.
I fenomeni fin qui trattati (flusso genico, mutazione e deriva), provocano mutamenti nelle

frequenze alleliche delle popolazioni, ma non contribuiscono ad adattare gli organismi

all’ambiente. Sono eventi casuali rispetto all’adattamento (Bullini et al., 1998).
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La selezione naturale € un processo che invece promuove I’adattamento delle popolazioni

all’ambiente in cui vivono.

5.1.5. Selezione naturale e fitness

La teoria darwiniana dell’evoluzione debba essenzialmente giustificare due fenomeni: I’origine
della diversita degli esseri viventi e I’origine dell’adattamento degli stessi all’ambiente. La
risposta di Darwin a questo secondo punto € che in un ambiente in cui le risorse non sono
sufficienti si instaura una lotta per la sopravvivenza. Il risultato di questa competizione & che gli
individui che possiedono la combinazione genica piu efficiente relativamente ad un certo
ambiente (cioé sono piu adatti) hanno maggiori probabilita di sopravvivere e di riprodursi,
trasmettendo le loro caratteristiche genetiche alle generazioni successive. Questo meccanismo &
chiamato da Darwin selezione naturale e porta ad un progressivo adattamento della popolazione
al suo ambiente. La probabilita che un genotipo ha di sopravvivere e di riprodursi relativamente
ad un certo ambiente, é detta fitness darwiniana (w) ed é il parametro utilizzato per misurare la
selezione naturale La fitness & dunque una misura dell’efficienza riproduttiva di un genotipo ed
uno stesso genotipo potra avere fitness diverse in ambienti diversi.

La fitness si misura in termini relativi di un genotipo rispetto ad un altro. 1l genotipo che ha la
maggior probabilita di sopravvivenza riproduttiva ha fitness = 1, gli altri presentano fitness
inferiori all’unita.

Una misura correlata alla fitness ¢ il coefficiente di selezione (s), definito come s =1 —w.

Il coefficiente di selezione misura la riduzione di fitness per un dato genotipo rispetto a quello
con fitness massima (per geni letaliw =0ed s = 1).

Da un punto di vista molto generale si possono distinguere tre modalita attraverso le quali agisce
la selezione naturale: selezione direzionale, distruptiva e stabilizzante.

Ciascuno di questi tre tipi di selezione agisce modificando la distribuzione di frequenza di un
determinato carattere all’interno di una popolazione.

Si parla di selezione direzionale quando la selezione naturale favorisce gli individui che si
trovano ad uno dei due estremi dell’intervallo di variabilita del carattere (individui rari). Questi
individui che prima erano poco frequenti nella popolazione, iniziano a godere di un vantaggio
adattativo e diventano piu numerosi. Alcuni genotipi prima svantaggiati, risultano quindi

favoriti, aumentando di frequenza.
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Quando la selezione naturale favorisce entrambe le forme estreme dell’intervallo di variabilita si
parla di selezione distruptiva, che opera in maniera opposta alla selezione stabilizzante. Nella
selezione distruptiva, alcuni autori fanno rientrare il fenomeno del mantenimento in una
popolazione, di genotipi diversi favoriti in diverse tessere dell’ambiente in cui la popolazione
vive (habotat choiche o habitat selection). Tale meccanismo puod differenziare geneticamente
subpopolazioni vicine (Bullini et al., 1998). Altri autori invece collocano questi fenomeni nella
selezione direzionale (es. E. Mayr).

Si parla infine di selezione stabilizzante quando vengono favoriti gli individui con genotipi

intermedi, mentre vengono sfavoriti gli estremi.
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5.2. Marcatori genetici

Le porzioni di genoma usate per studiare la variazione genetica all’interno delle popolazioni
sono dette marcatori genetici e consentono di stabilire quali alleli sono presenti nelle
popolazioni.

La genetica molecolare usa sia metodi di analisi a livello biochimico, quali I’analisi delle
proteine, sia molecolari, quali I’analisi del DNA.

I vari metodi si rifanno essenzialmente al medesimo principio di base, ossia la separazione dei
campioni, contenenti proteine 0 DNA, attraverso I’applicazione di un campo elettrico al gel alla
cui estremita si trovano i campioni.

Le molecole si spostano lungo il gel a diversa velocita in funzione della loro forma, peso
molecolare, dimensione o carica elettrica.

I marcatori genetici possono essere classificati in due categorie (Liu et al., 2004): quelli di tipo |
di cui fanno parte i marcatori associati a geni con funzione conosciuta e quelli di tipo 1l che sono
associati a segmenti genomici anonimi. Questi ultimi risultano essere non codificanti e quindi
generalmente selettivamente neutrali. Basandosi quindi su questa classificazione, marcatori
come RFLP e allozimi, sono considerati di tipo I, mentre RAPD, AFLP e microsatelliti, di tipo
1.

Elettroforesi di proteine

Le proteine sono marcatori molecolari, in genere enzimi solubili, detti allozimi o isozimi.
Nell’elettroforesi delle proteine, il campione viene omogeneizzato in una soluzione tampone per
estrarre tutti gli enzimi solubili che vengono poi posti all’inizio del gel.

Con I’applicazione di un campo elettrico, tramite elettrodi, si possono separare le proteine con
carica e peso molecolar

e diversi in quanto migrano a velocita differente. Dopo I’elettroforesi sono usati dei coloranti
che permettono di evidenziare I’attivita dei singoli enzimi, proprio per la loro specificita enzima-
substrato.

Quindi, cambiamenti di mobilita rivelano una variazione genetica. Una mutazione provoca
quindi un cambiamento nel codice genetico che porta ad una sostituzione aminoacidica e ad una

variazione della carica elettrica della proteina che, di conseguenza, avra una mobilita diversa.
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L’elettroforesi consente, in questo modo, di evidenziare varianti alleliche (alloenzimi), cioé
proteine enzimatiche prodotte a un locus, ma con carica elettrica differente dovuta ad almeno
una sostituzione nucleotidica (Massa - Ingegnoli, 1999).

L’elettroforesi rivela forme di alleli non dominanti I’uno sull’altro, ma codominanti, quindi

mostra sia eterozigoti che omozigoti.

5.2.1. Marcatori di DNA

Le tecniche esistenti sono varie, ma quelle piu usate sono RFLP, RADP, AFLP e SSRs
(microsatelliti). Tranne RFLP, le altre si basano tutte sulla reazione a catena della polimerasi
(PCR, Polymerase Chain Reaction)

PCR

La PCR (Polymerase Chain Reaction), inventata da Kary Mullis (1983), viene usata per
amplificare un segmento di DNA, ossia per produrre un gran numero di copie di una specifica
sequenza. Due nucleotidi lunghi circa 20-30 basi sono usati come primers, ossia come inneschi
per la sintesi del DNA. | primers devono essere sintetizzati artificialmente, per cui & necessario
conoscere qualche dato relativo alla sequenza in questione per poterla amplificare.

Un primer lungo circa 18 nucleotidi & abbastanza corto per essere sintetizzato agevolmente e
sufficientemente lungo per legarsi solo ad una determinata sequenza. Un primer troppo corto (4
nucleotidi) troverebbe le sue basi complementari in molti siti, e quindi si legherebbe in molte
posizioni, perdendo specificita (Russell, 2002).

I primers possono essere foward o reverse, a seconda che siano complementari al filamento 3'-5'
0 a quello 5-3'. Entrambi devono avere la stessa temperatura di annealing o comunque molto
simile, con al massimo 1 o 2 gradi di differenza.

La reazione ¢ catalizzata dalla DNA polimerasi che parte dall’estremita 3' verso il terminale 5' e
sintetizza il filamento complementare del DNA a filamento singolo. I primers sono necessari
proprio perché la DNA polimerasi non & in grado di iniziare la sintesi di un nuovo filamento, ma
puo solo aggiungere nucleotidi ad un filamento pre-esistente.

Il protocollo originale della PCR prevedeva I’uso della DNA polimerasi dell’Escherichia Coli
(detto frammento di Klenov), ma questo enzima era denaturato dall’alta temperatura che ne

distruggeva struttura e attivita, cosicché ad ogni ciclo di duplicazione andava aggiunta una
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nuova aliquota di enzima. Il problema ¢ stato risolto usando una DNA polimerasi termostabile,
ottenuta dal batterio Thermus aquaticus (Taq polimerasi appunto), che rimane attiva alle
temperature usate nelle reazioni e non deve piu essere aggiunta ogni volta (Russell, 2002).

La procedura della PCR prevede tre fasi operative: denaturazione, annealing (appaiamento),
estensione e il termine del ciclo.

Nella prima fase il DNA a doppio filamento viene riscaldato e si separa nei due filamenti
complementari; nella seconda fase vengono aggiunti alla miscela i primers, che si legano ai
filamenti; nella terza fase, gli inneschi vengono estesi dalla DNA polimerasi, in presenza di una
miscela di quattro desossiribonucleosidi 5' trifosfati, indicati con I’abbreviazione dNTp.

Con la PCR, quindi, la quantita di DNA aumenta in modo geometrico in breve tempo, usando un
ciclatore termico, una macchina che permette in maniera automatica e programmata i cambi di
temperatura.

Uno svantaggio della PCR e che la Taqg polimerasi non ha attivita di correzione di bozze e
quindi, anche se raramente, possono essere introdotti errori nelle copie del DNA.

Inoltre la PCR puo essere soggetta a contaminazioni. Se nella miscela iniziale viene immesso
per errore del DNA diverso da quello che si vuole esaminare, al quale, pero, si possono legare i
primers, allora anche quel DNA sara amplificato.
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Fig. 5.1. Rappresentazione schematica di un ciclo di PCR
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RFLP

Nell’RFLP ( Restriction Fragment Lenght Polymorphism) il campione di DNA é incubato con
enzimi di restrizione che lo tagliano in sequenze specifiche dette siti di restrizione. Il DNA é poi
separato mediante elettroforesi e visualizzato per mezzo di sonde di DNA fluorescenti.

Se i siti di restrizione sono pochi, i frammenti di DNA derivanti dal taglio risultano grandi e
formano bande che migrano poco nell’elettroforesi. Al contrario, se i siti sono piu numerosi, i
frammenti sono piu piccoli e migrano piu velocemente. Le differenze dello schema di bandeggio
tra individui, indicano variazione genetica del numero e della posizione dei siti identificati

dall’enzima di restrizione nella sequenza di DNA (Conner - Hartl, 2004).

RADP

Nel RADP (Randomly Amplified Polymorphic DNA; Williams et al., 1990) vengono usati
primers lunghi 10 nucleotidi e generati casualmente per una PCR che usa come stampo I’intero
genoma dell’organismo da analizzare. Se le sequenze complementari ai primers si trovano in
una determinata zona del DNA, su filamenti opposti e abbastanza vicine tra loro, il frammento
tra i primers verra amplificato e sul gel apparira come una banda; se, invece, i siti di legame dei

primers sono troppo distanti, il frammento non sara amplificato (Conner - Hartl, 2004).

AFLP
In questa tecnica (Amplified Fragment Lenght Polymorphism; Vos et al., 1995) vengono usati

metodi sia dell’RFLP, in quanto il genoma viene tagliato con enzimi di restrizione, sia del
RADP, poiché alcuni frammenti sono amplificati tramite PCR, usando primers casuali, che,
pero, sono due volte piu lunghi e quindi si ha una minore frequenza di errore nel legame al DNA

stampo.

Entrambe queste tecniche (RADP e AFLP) mostrano la variazione genetica di una popolazione
tramite I’analisi della presenza/assenza di alcune sequenze specifiche del DNA scelte
casualmente. Ogni banda che si forma sul gel, rappresenta una parte diversa del genoma e non

forme alleliche differenti dello stesso locus (Conner - Hartl, 2004).
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SSRs

I microsatelliti sono piccole sequenze di DNA nucleare costituite da unita di ripetizioni molto
brevi (1-6 bp). Queste sequenze possono essere ripetute per decine di volte, fino alla lunghezza
massima della successione di 200 bp (Rassman et al., 1991).

Ai microsatelliti sono stati attribuiti vari nomi quali: short tandem repeats (STRs), simple
sequenze repeats (SSRs), simple sequenze lenght polymorphisms (SSLPs) (Schlétterer et al.,
1992; Sekar et al., 2009). Si trovano nei procarioti e negli eucarioti e spesso sono presenti anche
in genomi batterici (Gur-Arie et al., 2000; Chistiakov et al. 2006). L’esistenza dei microsatelliti
nei genomi eucariotici € conosciuta dal 1970 circa (Bruford et al., 1996; Chistiakov et al., 2006)
e Hamada et al. (1982) ha dimostrato ampi casi di queste sequenze dai lieviti fino ai vertebrati.

I microsatelliti si possono trovare ovungue nel genoma, sia nelle regioni codificanti (anche se
raramente), che in quelle non codificanti. 1l tasso di microsatelliti nelle regioni codificanti puo
variare tra il 7-10% nelle piante superiori e il 9-15% nei vertebrati (Chistiakov et al., 2006).

In base al tipo di motivo ripetuto i microsatelliti possono essere distinti in: mononucleotidi
(A/T), dinucleotidi (AC),, trinucleotidi (GTC),, tetranucleotidi (GATA), e seguenti. | piu
frequenti sono i dinucleotidi (30-67%), mentre tutte le altre classi (tri-, tetra-, penta-) sono meno
comuni nel menoma dei vertebrati. La ripetizione piu comune & (AC),, seguita poi da (AT),
(Toth et al., 2000).

I microsatelliti vengono inoltre classificati a seconda del tipo di sequenze ripetute in: perfetti,
imperfetti, interrotti e composti. Nei microsatelliti perfetti, la sequenza ripetitiva non & interrotta
da alcuna base non appartenente al motivo (es. TATATATATATA); in quelli imperfetti c’é un
paio di basi nel il motivo ripetuto che non corrisponde al motivo della sequenza (es.
TATATATACTTA); nei microsatelliti interrotti all’interno della sequenza principale ci sono
piccole sequenze con motivo differente (es. TATATACGTGTATA); in quelli composti la
sequenza contiene due distinte sequenze ripetute adiacenti (es. TATATATAGTGTGTGT).

I microsatelliti presentano un alto grado di polimorfismo dovuto a differenze nel numero di
ripetizioni del modulo interno e si ritiene che siano neutrali, ovvero non soggetti a selezione.
Sembra pero esistere una specie di selezione a livello dimensionale del numero di unita ripetute.
Infatti la lunghezza delle sequenze microsatelliti presenta un limite massimo non superabile,
determinato probabilmente da un meccanismo selettivo che impedirebbe la formazione di alleli
eccessivamente lunghi, che destabilizzerebbero I’appaiamento meiotico tra individui eterozigoti,
aumentando il numero di crossing-over aberranti (Samadi et al., 1998; Antonello, 2008).
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I microsatelliti sono ipervariabili con un tasso di mutazione stimato tra 102 e 10 nucleotidi per
locus per generazione (Ellegren, 2000). Alcuni meccanismi sono stati suggeriti per spiegare
questo elevato tasso di mutazione tra cui errori durante la ricombinazione, ineguale crossing-
over (che avviene a livello cromosomico piuttosto che molecolare) e “slippage” durante la
replicazione o la riparazione del DNA. Quest ultimo € proprio il meccanismo principale,
scoperto da Levinson e Gutman nel 1987, che prevede lo slittamento della polimerasi durante la
replicazione del DNA con incremento o decremento del numero corrente di ripetizioni. Questo
meccanismo sarebbe supportato da esperimenti in vitro (Schlbtterer e Tautz, 1992) e
consisterebbe in una denaturazione locale della doppia elica, seguito da un appaiamento
scorretto dei filamenti con lo slittamento di alcune basi e la successiva rinaturazione della
doppia elica. Nell’appaiamento slittato si formerebbe un loop, che non verrebbe riparato fino al
successivo ciclo di replicazione, avendo cosi I’aggiunta di un’unita ripetuta, se il loop si trova
sul filamento di allungamento, o una delezione se si trova sul filamento stampo.
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Fig. 5.2. Meccanismo di mutazione “slippage” (slipped- strand mispairing)

Le mutazioni quindi sono chiaramente connesse sia con la ricombinazione, sia con i meccanismi
di riparazione del DNA (Jarne e Lagoda, 1996).
I genetisti hanno derivato 3 modelli di mutazione:

1) il modello IAM (infinite alleles model) in cui ogni mutazione crea un nuovo allele a

percentuale u;
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2) il modello K-allele in cui k stati allelici sono possibili; la mutazione ad un dato allele
avviene con probabilita u/(k-1)

3) il modello SMM (stepwise mutation model), in cui la mutazione aggiunge o sottrae, con
uguale probabilita u, una singola unita all’allele

Sebbene il meccanismo di evoluzione dei microsatelliti sia ancora poco chiaro, sono stati
ampiamente utilizzati in vari campi. Proprio le loro caratteristiche principali quali I’essere
neutrali, avere un elevato polimorfismo ed essere ad eredita biparentale fa’ di questi marcatori
nucleari un potente mezzo di indagine per studiare il grado di variabilita all’interno di
popolazioni naturali, il flusso genico, le analisi filogenetiche e I’analisi parentale. Un’altra
caratteristica che li rende marcatori molto agevoli & quella di essere fiancheggiati da regioni di
DNA altamente conservate, con tassi di mutazione molto bassi, entro i quali € possibile
disegnare primer per I’amplificazione, tramite PCR, delle regioni centrali piu variabili.
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Cap. 6. MATERIALI E METODI

Sono state studiate 5 popolazioni di Aphanius fasciatus per un totale di 240 individui. Le localita
di campionamento, le sigle delle popolazioni e il numero di individui studiati, vengono riportati

nella seguente tabella

Tab. 6.1. Elenco delle popolazioni studiate

Popolazione Sigla N Localita
1 |Tarquinia TAR 120 |Saline di Tarquinia
2 | Cagliari CA 30 |Lagunadi Santa Gilla
3 |Cervia CE 30 |Saline di Cervia
4 | Marsala MA 30 |Saline di Marsala
5 | Orbetello ORB 30 |Lagunadi Orbetello
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Fig. 6.1. Siti di campionamento
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Il campionamento é stato eseguito sui luoghi naturali mediante I’utilizzo di una rete da

pesca (trattina) e di trappole non innescate (nasse) con maglie delle dimensioni di

5x5 mm. Durante i prelievi, nei punti di campionamento sono stati rilevati i valori di salinita,
temperatura e ossigeno disciolto

Dopo la cattura dal loro ambiente naturale, gli individui sono stati posti in borse

refrigerate e trasportati in laboratorio dove sono stati posti singolarmente in provette di

tipo Eppendorf numerate e conservate ad una temperatura di circa —-80°C.

6.1. Estrazione del DNA

I1 DNA viene estratto usando il metodo di estrazione CTAB ( Doyle e Doyle, 1987)

Il tessuto prelevato viene messo in eppendorf da 1,5 ml con 500 pl di CTAB e 5 pl di Proteinasi
K (working solution), un enzima che produce la digestione enzimatica delle strutture proteiche,
ed ¢ lasciato digerire per 3 ore a 56°C o per 12 ore a 37°C.

Il DNA viene estratto attraverso un passaggio con fenol-cloroformio ed uno con cloroformio.
Viene poi precipitato due volte con etanolo ( Et-OH). La prima con 1000 pl di Et-OH assoluto e
20 pl di NaCl 5 M; la seconda con 500 ul di Et-OH al 70%.

Dopo aver aspirato I’etanolo, si lascia asciugare a temperatura ambiente per tutta la notte
oppure a 50°C nel termoblock per mezz’ora.

Si risospende poi il DNA in TE in quantita variabile tra i 50 e i 100l a seconda della grandezza
del pellet. 1l controllo dell’estrazione viene effettuato tramite elettroforesi di un’aliquota del
DNA estratto su gel di agarosio allo 0,8%. Il DNA integro si presenta come una singola banda
compatta di alto peso molecolare, mentre il DNA degradato si presenta come una strisciata

composta da una miriade di frammenti di peso molecolare diverso.

6.2. Amplificazione

Il DNA estratto viene diluito e poi amplificato mediante PCR con i seguenti primers che

individuano 7 loci microsatelliti:
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Tab. 6.2. Loci microsatelliti usati per questo studio (da Babbucci et al., Molecular
Ecology Notes (2007) 7, 293-295)

Locus (GenBank Size range

Accession no.) Fepeat motif Primer sequences (5-3) Dye N, N, (bp) Ha/ Hy P
Af7 caly, F:GEarzracacaTTCARRRADT  HEX o5 149-171 (La25/0580 01070
(DOBAS156) R TeTEAEETCAGARAAGGEAGA

AfS (TG, TT(TG), F: TGoCCGARGGETARCATTCTT TAMEBA 2 3 185-189 031200525 0029
(DOBAS157) R A0CRR2CTECTOTCTACTCT

Af T3, F: ooCACATICTTGTETTIGAA  TAMRA 20 3 183-187 03120314 01715
(DXB65158) R GTGCATGCATATCRAACRAG

Af18 caly, F: CCRATATRCACATCTRCOACG  6-FAM I 109-113 071404625 0418
(DOBAS159) R: TTGICTCTTITCTICTSCAG

AfH) (CCAT),TCCTVCCAT), FGGRAGCTRCRAGEGATGRRR TAMRA X 2 I80-254 03330277 1
(DOEAS1ED) R GCATECTEECAATICCATAT

AfAb cal, F: GAGEITCACTRAATOCACTCT  FAM n 4 193-215 NR37 003 1
(DOES16]) R TCAATTACCARRGIAGIZCT

ADS (AC)Go(Ar), F: GIGTICCTTOSETTETTCTT HEX H b 19-256 0.750/0752 0649
(DOBAS162) R TTGCATTATEECTIGARRCA

Ciascuna reazione di 12,5 ul di PCR contiene:
- 8,625 pl di H,0,
- 5uldi10x,
- 5ul di MgCl,
- 15uldidNTp,
- 1,5 ul di ciascun primer,
- 0,5 uldi Tag polimerasi
- 1,25 pl di DNA diluito.

Il programma di PCR consiste di: 3 minuti di denaturazione a 94°C, 30 cicli con 40 secondi a
95°C, 30 secondi di annealing a 52°C e 1 minuto di estensione a 72°C.

Segue un ciclo finale di estensione a 72°C della durata di 5 minuti.

Per alcuni loci la fase di annealing € stata modificata 0 mantenendo la temperatura a 52°C e
aumentando il tempo da 30 secondi ad 1 minuto, oppure diminuendo la temperatura a 47° C e

mantenendo il tempo ad 1 min.
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6.3. Microsatelliti

Il prodotto di PCR ottenuto ¢ stato poi diluito con TE e STOP SOLUTION secondo le seguenti
quantita:

- 125l di STOP SOLUTION

- 15uldiTE

- 2,5 ul di prodotto di PCR
I campioni cosi diluiti vengono poi sottoposti a corsa elettroforetica su gel di acrilammide che
successivamente viene sviluppato con il metodo Silver Staining.
Il gel viene preparato con:

- Instapage 5%

- TBE 1%

- Urea 7,5M
Si prepara per polimerizzazione di una soluzione di un monomero monofunzionale,
I'acrilammide (CH,=CH-CO-NH,), e wuno bifunzionale, la N,N'-metilen-bis-acrilammide
(CH,=CH-CO-NH-CH,-NH-CO-CH=CH,). E un supporto molto usato perché ha una porosita
omogenea e riproducibile. La dimensione media dei pori & determinata sia dalla concentrazione
totale dei monomeri (T) che dalla % di monomero bifunzionale rispetto ai monomeri totali (C).
A questa soluzione vengono aggiunti un iniziatore, I’lammonio persolfato (AMP) che innesca la
reazione radicalica di polimerizzazione, e un catalizzatore della reazione di polimerizzazione,
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED).
Prima della corsa il gel viene fatto scaldare a circa 40-45°C e poi vengono caricati i campioni
che sono stati precedentemente denaturati a 94°C e subito raffreddati.
Una volta terminata la corsa elettroforetica si passa alla fase di sviluppo del gel, applicando il
metodo silver staining con il seguente protocollo:

1) Fix: si immerge il gel nella fix/stop solution (acido acetico 5%) e si lascia in agitazione

per 35 minuti
2) Wash: si sciacqua il gel con HO distillata, 2 minuti per 3 volte
3) Stain: si mette il gel con la staining solution (nitrato d’argento e formaldeide 37%) in
agitazione per 25 minuti.
4) Wash: si sciacqua il gel per 5-10 secondi in H2O distillata
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5) Develop: si immerge il gel nella develop solution (sodio carbonato, formaldeide 37%,
tiosolfato di sodio (10mg/ml) ) e si agita a mano accuratamente per circa 10 minuti, fino
a quando le bande diventano visibili

6) Si versa infine la fix/stop solution per fermare lo sviluppo.

6.4. Analisi elettroforetiche

Per la presente tesi sono stati studiati 480 individui del 2007 analizzando 24 loci enzimatici in A.
fasciatus, riportati nella tabella 6.3. Per il 2010 sono stati studiati 136 analizzando 6 loci

enzimatici quali Mpi, Pgm-1, Pgm-2, Ada, Gpi-1, Gpi-3.
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Tab. 6.3. Enzimi analizzati con i relativi loci codificanti, la migrazione elettroforetica (+
anodica; - catodica), i sistemi tampone utilizzati, codice enzima, tessuto analizzato, struttura

quaternaria e durata della corsa elettroforetica.

Codice Loci Migraziene | Sistema Fiem | Corsa Strutiura Tessute | Rif
Enzimi Enzima tampone fere) | Quaternaria e
&
Glicerplo-3-Fosfato
Deidrogenast 1.1.1.8 G3pdh-1 + 6.3 ] 5.30 Dimero M
Lattato Deidrogenass 11128 | Ldh-1 + 4 2 5,30 Tetramero (8]
Ldh-2 + M
Ldh-3 + M
Malate Deidrogenasi 11137 | Mdh-I1 + 6 g 6 Dimero M b
Mdh-2 +
Mdh-4 +
Enzima Malico 1.1.1.40 | Mdhp-1 + 2 8 4.30 Dimero M d
Mdhp-2 + M
Izocitrato 1.1.142 | Idh-2 + 2 g 5 Dimero M b
Deidrogenast
Fosfogluconato
Deidrogenast 1.1.1.43 | 6Pgdh + & 8 5.30 Dimero M b
Glucosio-6-Fosfate
Deidrogenast 1.1.1.49 | Gépdh + 3 g 5.30 Dimero M b
Glicerolo-3-Fosfato
Deidrogenast 1.2.1.12 | Gapdhl + 2 3 3 Tetramero M b.d
Super Ossido
Dismutasi 1.15.1.1 | Sed + 2 g 4.30 Dimero M c
Esterast 3112 Est-3 + 3 8 3 Meonomero M
Peptidasi (Len-Gly- 3411 FPep-B + 2 g 5,30 Monemero M f
Gly)
Adencsina Deaminasi | 3.5.4.4 Ada + 2 g 3 Monemero M
Amnidrasi Carbonica 42.1.1 Ca + 3.2 g 5.30 Monomero M
Aconitas 4213 Acon + 5 g 5,30 Dimero M
Mannosto-6-Fosfato 5318
Izomerast Mpi + 2.3 g 430 Menomero M e
Glucosio-6-Fosfato
Isomerasi 53.19 Gpi-1 + & g 6 Dimero M c
Gpi-3 + M
Fosfoglucomutasi 5422 FPgm-1 + 4 8 5.30 Monemero M a
Pgm-2 + M

*| sistemi tampone usati sono i seguenti:

1) Tris/citrato discontinuo (POULIK, 1957); 2) Tris/citrato continuo (SELANDER et al.,

1971); 3) Tris/versene/borato (BREWER e SING, 1970); 4) Tris/versene/maleato (BREWER e
SING, 1970); 5) Litio/borato discontinuo (SOLTIS et al., 1983).

**Eonti bibliografiche tecniche di colorazione:
a) BREWER e SING (1970); b) SHAW e PRASAD (1970); ¢) SELANDER et al. (1971); d)
AYALA et al. (1972); e) HARRIS e HOPKINSON (1976); f) RICHARDSON et al.(1986).

Gli individui esaminati sono stati preparati e caricati sul gel secondo una metodica standard. |
campioni di tessuto, preparati singolarmente, vengono omogeneizzati meccanicamente in 0,5 ml
d’acqua distillata. Per la preparazione del gel

si & impiegato I’amido della Connaught Laboratories Ldt (Starch-hydrolysed), sciolto
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in proporzione del 10% nel sistema tampone piu adatto ad ogni enzima (Tab. 6.4)

Tab. 6.4. Sistemi tampone (quantita di reagenti per litro di soluzione).

Sistema Tampone

Elettrodi

Gel

1. Trs/citrato discontinuo
(Poulik. 1957)

Tris 0.076 M, acido citrico 0.005 M, pH 8.2
(18.55 g di ac. berico, 2.40 g di NaOH)

Tris 0.076 M. ac. Citrico 0.005 M,
pPHET(921 g diTris, 1.05 gdiac.
citrico)

2. Tris/citrato conbinuo
(Selander efal , 1971)

Tris 0.678 M. acido citrico 0.157 M, pH 8
(832 g di Tais, 30 g di ac.citrico
monoidrato)

Tris 0.023 M, ac. Citrico 0.003 M,
pH 8 (277 g di Tris, 1.1 g di ac.
citrica)

3. Trs/versene/borato
(Brewer e Sing, 1970)

Tris 0.21 M, acido borico 0.15 M,
EDTAQOQ06 M, pHB (254 gdi Tris, 927 g
di ac. borico, 2.20 g di EDTA)

Tris 0.021 M, ac. Berico 0.02 M,
EDTA 0007 MpH 8.6

(2.5 g di Tras, 1.24 g di ac. borico,
0.25 g diEDTA)

4. Tris'maleate (Brewer e
Sing, 1970, modificato)

Tris 0.1 M, acido maleico 0.1 M, EDTA
0.01 M, MgCly 0.015 M, NaOH 0.125 M,
pH 72

(12.11 g di Tris, 11.61 g di ac. maleico, 3.72
g di EDTA, 3.05 g di MgCly, 5 g di NaOH)

Tampone elettrodi diluito
1:10,pH 7.2

5. Litio/borato discontinuo
(Soltss ef al, 1983

LiOH 0.038 M, ac. Borico 0.188 M pH 8.1
(1.6 gdi L1OH, 11.6 g di ac. botica)

Tris 0.043 M. ac citrico 0.007 M,
LiOH 0.004 M, ac. Borico 0.019 M
pH 83 (545 g di Tris, 1.28 g di ac.
citrico in 900 ml, portare a volume
con 100 ml di tampone elettrodi
9:1)

&. Fosfato citrato
(Hatris e Hopkinson, 1976)

Citrato di Na tribasico diidrato 015 M,
fosfato di sodio mono-basice 0240 pH 63
(44.11 g di citrate di Na. 33.12 g di ac.

Tris 0.045 M. ac citrico 0.007 M.
LiOH 0.004 M. ac. Borico 0.019 I
pH 83 (545 g di Tris, 1.28 g di ac.

borica) citrice in 900 ml, portare a volume
con 100 ml di tampone elettrodi

9:1)

La soluzione ottenuta viene portata ad ebollizione, degassata con una pompa a vuoto e poi
versata su piastre di plexiglas di 16 x 21,5 x 0,7 cm. Una volta che il gel si € solidificato, con un
pettine di plexiglas munito di 21 denti, vi si pratica un solco longitudinale in uno dei due lati
maggiori della piastra posto da 2,5 a 6 cm dal bordo.

Nei pozzetti ricavati nel gel sono posti dei cartellini (5 x 5 mm) di carta Whatmann MM
precedentemente imbibiti con I’estratto di tessuto.

Successivamente la piastra contenente il gel viene collocata orizzontalmente su due vaschette,
anch’esse di plexiglas, provviste d’elettrodi e contenenti il tampone adatto, bridge buffer (Tab.
6.4); delle apposite spugnette consentono il contatto tra i bordi del gel e le vaschette del
tampone. La migrazione avviene in una cella a temperatura costante di 5°C. La durata della
migrazione puo0 variare da 4h30m fino a 6h30m in funzione dell’enzima da studiare e del

sistema tampone utilizzato, per le stesse ragioni anche I’amperaggio applicato varia tra i 50 e i
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100 mA. Al termine della migrazione sono estratti i cartellini e il gel viene tagliato in due fette
con del filo di nailon teso. Ciascuna delle due fette viene trattata con una soluzione colorante
specifica per I’enzima da evidenziare. La soluzione & composta da un substrato su cui agisce
I’enzima, un coenzima (NAD o NADP) ed un colorante che si lega al prodotto della reazione.
Alcune soluzioni sono usate direttamente allo stato liquido, altre invece vengono rese solide con
agar allo 0.8% in soluzione tampone tris HCI 0,05 M (pH 8), precedentemente portato ad
ebollizione e poi lasciato raffreddare a 48°C.

Le tecniche di colorazione che sono state utilizzate rientrano in due categorie (Harris e
Hopkinson, 1976):

1. Metodi di ““evidenziamento chimico”. L’evidenziazione delle bande avviene grazie alla
reazione tra il colorante e il prodotto dell’attivita enzimatica. Di solito vengono usati polimeri
aromatici quali i sali di diazonio (Fast Carnet GBC e Fast Blue BB) ¢ i derivati dell’a-e B-
naftolo. Queste tecniche sono impiegate nel caso di enzimi come idrolasi, peptidasi e
transaminasi.

2. Metodi di “colorazione per trasferimento di elettroni”.Tali metodi sfruttano sostanze come il
metil-tiazoil-tetrazolio (MTT) che ha il ruolo di marcatore di trasportatori di elettroni, infatti,
questa sostanza reagendo con un donatore di elettroni viene ridotto a formazano insolubile, un
prodotto che si colora molto intensamente. Per accelerare la reazione di norma si aggiunge alla
soluzione colorante fenazina metasolfato (PMS) che funge da catalizzatore intermedio.

Enzimi quali chinasi, perossidasi, ossidasi e deidrogenasi sono identificabili con queste tecniche.
Per alcuni enzimi il prodotto primario della reazione non é visualizzabile direttamente, in questo
caso € necessario aggiungere un “linking enzyme” che reagisce con il prodotto primario
trasformandolo in un altro prodotto evidenziabile tramite MTT e PMS. Per osservare i metodi di

visualizzazione applicati a ciascun enzima si puo fare riferimento alla tab. 6.5
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Tab. 6.5. Enzimi analizzati con i relativi loci codificanti, la migrazione elettroforetica (+

anodica; - catodica), sistemi tampone utilizzati e durata della corsa elettroforetica.

Attivatori- Metodi di
Tzozimi Tamponi di Coenzim Enzimi Substrati inibitori visualizzazione
colorazione i
Gipdh | 0,05 M Tris/HCI pH | NAD ALD  0.03 | g-glicerofosfato 300 mg EDTA 50mg |MTT 10mg
8 20 ml 15mg mg PMS 2 mg
agar 0.8%
0.05 M Tris'HC1 pH | NAD acido DL lattico 30 mg MTT 10mg
Ldh 8 20ml 15mg PIMS 2 mg
agar 0.8%
malato di Na NAD MTT 10mg
Mdh 20ml 15mg PMS 2 mg
agar 0.8%
0.05 M Tris/HCI pH | NADP 1socitrato 30 mg MgCly 10 mg | MTT 10mg
Idh 8§ 20ml 5mg PMS 2 mg
agar 0.8%
0.05 M Tris'HC1 pH | NADP glucenato-6-fosfate 20 mg | MeCl; 10 mg | MTT 10mg
6Pgdh (8  20ml 5mg PIMS 2 mg
agar 0.8%
0.05 M Tris/HCI pH NP 0.02 mg | adenosina 20 mg MTT 10mg
Ada 8 30 ml HO0.02 mg PMS 2 mg
agar 0.8%
G3pdhi | 0,05 M Tus/HCL pH [ NAD Ald 0.1 mg | fiuttosio-1,6- difosfate 125 [ Arsemiato di | MTT 10mg
8§ 30ml 30mg mg Nal2img |PMS52mg
agar 0.8%
0.05 M Tris/HC1 pH [ NAD MTIT 10mg
Sod 8 20ml 15mg PMS 2 mg
agar 0.8%
malato di Na 30 (NADP MgCly 10 mg | MTT 10mg
Mdhp | ml 5mg PMS 2 mg
agar 0.8%
Na;HPO: 01 M ci-naftil acetato 50 mg Fast Garmet
Est KH:PO4 0.1 M pH [-naftil acetato 50 mg 150 mg
65 S0ml
0,05 M Trs/HCI pH Per 0,04 mg | leu-gly-gly20mg MaCly 20 mg | agar 0,8%
Pep-B |8 20 ml Ac 0.02 mg | orte-dianisidina 10 mg
Na;HPO: 0.1 M 4-metil-umbeliferil-acetato
Ca KH,PO4 0,1 M pH 10 mg acetone 1 ml v
6.5 20ml
0.05 M Tris'HCl pH | NADP | Gopdh 0.02 | mannesio-6-fosfate 25 mp (MpgCL; 10 | MTT 10mg
Mpi i 20ml 5mg mg Gpi 0.04 mg PMS 2 mg
mg agar 0.8%
0.05 M Tris'HC1 pH | NADP | Gopdh 0.02 | fruttosio-6-fosfato 10 mg MgCL; 10 |MTT 10mg
Gpi 8 20ml 5mg mg mg PIMS 2 mg
agar 0.8%
0.05 M Tris/Hel pH | NAD acido cis aconitico 700 mg MTT 10mg
Acon 8 30 ml 15 mg pH 7.5 con Tnis PMS 2 mg
agar 0,8%
Gopdh [ 0.03 M TrisHel pH | NADP glucosic-G-fosfate 100 mg MTT 10mg
8 30ml 3mg PIMS 2 mg
agar 0.8%
0.05 M Tris/HC1 pH | NADP | Gopdh 0.02 | glucosio-1-fosfato 80 mg MgCL; 10 |MTT 10mg
Pgm 8 20ml 5mg mg mg PIS 2 mg
agar 0.8%

68




Dopo la colorazione, i gel sono posti ad incubare al buio, in una stufa a 37°C per un tempo
variabile in funzione dell’enzimatrai 15’ e le 2 ore.

Gli enzimi che hanno la stessa funzione enzimatica ma sono codificati da loci diversi (gli
isozimi) si presentano all’analisi elettroforetica con una mobilita differente;

per distinguerli sono stati numerati in ordine decrescente a partire da quello pitu anodico, ad
esempio Ldh-1, Ldh-2, Ldh-3, e cosi via. Per gli allozimi, cioé quegli enzimi che sono codificati
da alleli diversi dello stesso locus, € stata adottata una nomenclatura che esprime la loro mobilita
relativa in mm rispetto all’allele “100”", che per definizione viene dato all’allele piu frequente
della popolazione, ad esempio Ldh- 1%, Ldh-1'%.

Le mutazioni a carico di loci enzimatici, che si traducono in differenze nella mobilita
elettroforetica relativa delle varie forme allozimiche, potrebbero essere inferiori al carico
mutazionale totale riferibile al locus enzimatico stesso. Poiché la tecnica elettroforetica € in
grado di evidenziare soltanto le mutazioni che comportano una variazione della carica elettrica
della proteina enzimatica, bisogna tenere presente che la variabilita genetica dei loci strutturali

viene sottostimata.

6.5. Analisi statistiche

I dati ottenuti dalle analisi elettroforetiche sono stati elaborati utilizzando i programmi

BYOSIS (Swafford e Selander, 1981), GENEPOP 3.4 (Raymond e Rousset, 1995;
http://lwww.cefe.cnrs-mop.fr), MICROCHECKER (Van Oosterhout C. et al., 2004), LOSITAN
(Beaumont e Nichols, 1996; Antao et al., 2008), ARLEQUIN (Schneider et al., 2000) e FSTAT
2.9.3 (Goudet, 2001).

| dati ottenuti dalle analisi elettroforetiche sono stati elaborati con metodologie statistiche

utilizzando il programma Byosis , Arlequin e Genepop.

Test di significativita

Per stimare la significativita statistica delle deviazioni dall’equilibrio di Hardy-Weinberg nei

campioni studiati & stato applicato il test statistico del y ? (Sokal e Rohlf, 1981).
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Analisi della variabilita genetica

| parametri utilizzati per analizzare la variabilita genetica delle popolazioni studiate sono:
1.numero totale di alleli per popolazione (A), che € la sommatoria di tutti gli alleli trovati in
ciascun locus all’interno della popolazione;

2. percentuale di loci polimorfici (P), che € il rapporto tra il numero di loci polimorfici osservati
(X) ed il numero di loci saggiati: P =X/N

Un locus € considerato polimorfico se la frequenza dell’allele pit comune non supera il 99%
(criterio del 99%). Puo anche essere adottato il criterio di polimorfismo al 95%, dove I’allele piu
comune non supera la frequenza del 95%. Nella presente tesi verranno adottati entrambi i
criteri.

3. eterozigosi media attesa per popolazione (He), che ¢ il rapporto tra la sommatoria, estesa a
tutti i loci, della frequenza di eterozigoti attesi ad ogni singolo locus in base all’equilibrio di
Hardy-Weinberg (he = 1-2x;* dove x; & la frequenza dell’allele i-esimo nella popolazione), ed il
numero di loci saggiati: He=2'h ¢/ N

4. eterozigosi media osservata (Ho) che ¢ il rapporto fra la sommatoria estesa a tutti i loci della
frequenza di eterozigoti osservati ad ogni singolo locus (hp) ed il numero di loci saggiati:

Ho= Z(h o) I N

Analisi della diversita genetica

Per studiare il grado di strutturazione genetica delle popolazioni sono stati analizzati i parametri
Fis (indice di eterogeneita intrapopolazionale), Fir (indice di eterogeneita interpopolazionale) e
Fst (indice di fissazione o suddivisione interpopolazionale).

Il programma FSTAT 2.9.3 (Goudet, 2001) e stato utilizzato per analizzare I’allelic richness.
Il programma MICROCHECKER (Van Oosterhout C. et al., 2004) é stato utilizzato nello studio
dei microsatelliti per poter verificare la presenza di un eventuale allele nullo e per poter dare

quindi spiegazione di alcuni deficit di eterozigosi riscontrati in alcune popolazioni.

Il programma LOSITAN (Beaumont e Nichols, 1996; Antao et al., 2008) e stato usato per

verificare se i loci, sia negli allozimi che nei microsatelliti, risultano essere sotto selezione
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Fig. 6.2. Pianta delle Saline di Tarquinia
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Cap. 7. Risultati

Il lavoro svolto per questa tesi € consistito in un’analisi della struttura genetica della popolazione
delle saline di Tarquinia di A. fasciatus, condotta con lo scopo di studiarne la variazione
temporale in relazione alle condizioni ambientali delle saline e di verificare gli effetti prodotti
dal progetto di recupero ecologico delle saline stesse (Vedi paragrafo 2.4.1).

A tale scopo sono stati analizzati 4 campioni temporali (1998, 2003, 2005 e 2007), raccolti nel
periodo pre-life (1998, 3 anni prima dei lavori), nei periodi di inizio/svolgimento dei lavori di
recupero ecologico (2003, 2005) e dopo i lavori (2007), per un totale di 1402 individui.

Ogni singolo campione temporale (tranne il 1998, che deriva da un singolo deme) € costituito da
4 subcampioni prelevati per ogni singolo anno in 4 stazioni di campionamento disposte lungo il
gradiente ambientale nord-sud che la salina presenta (Fig. 7.1).

Tutti i campioni (1998, 2003, 2005 e 2007) sono stati analizzati mediante elettroforesi dei
sistemi gene enzima mentre i campioni del 1998 e del 2003, sono stati studiati anche con la
tecnica dei microsatelliti, marcatori selettivamente neutrali. Sempre con la tecnica dei
microsatelliti sono state studiate anche altre popolazioni rappresentative dell’areale di A.
fasciatus, quali Cagliari, Cervia, Marsala ed Orbetello (gia studiate in passato con gli allozimi)
al fine di confrontarli non solo tra di loro, ma anche con i dati degli allozimi stessi. Tutto cio
stato fatto con lo scopo di approfondire le relazioni ed i parallelismi esistenti tra la struttura
genetica di Aphanius fasciatus ed i mutamenti ambientali.

La struttura del capitolo dei risultati riflette quindi il percorso di ricerca svolto e comprende un
sotto-capitolo sui risultati allozimici (quelli relativi al campionamento 2007, realizzato
nell’ambito del presente dottorato e il confronto con i dati pregressi gia in possesso del
laboratorio), un sotto-capitolo sui dati microsatelliti relativi ai campioni delle Saline di
Tarquinia per gli anni 2003 e 2007, e un sotto-capitolo sulla struttura genetica di A. fasciatus

indagata mediante i loci microsatelliti.
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7.1. Risultati allozimi
7.1.1. Variabilita genetica 2007
Il campione di Aphanius fasciatus studiato in questa tesi é stato prelevato nel 2007 dalle Saline

di Tarquinia ed era composto da 480 individui provenienti da quattro sub-popolazioni delle zone
Nord, Centro e Sud delle Saline, come raffigurato in Figura 7.1.

Fig. 7.1. Zone di campionamento del 2007

Tale campione ¢ stato analizzato con I’elettroforesi degli allozimi, per un totale di 24 loci. Di
questi 12 sono risultati monomorfici (G3PD, LDH2, LDH3, MDH2, MDH4, MDHP1, MDHP2,
IDH2, 6PGDH, GAPDH, SOD, CA). I rimanenti 12 loci polimorfici hanno tra i due e i cinque
alleli e presentano lo stesso allele comune 100 come il piu frequente in tutti i sub-campioni,

come si puo vedere dalla Tabella 7.1
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Tab. 7.1. Frequenze alleliche nei loci polimorfici dei singoli demi del 2007

Popolazioni

n. medio di individui analizzati per locus
Locus | Allele Nord Centro Nord | Centro Sud Sud
125,7 66 178,8 61,8
LDH1 100 0577 0.562 0560 0.569
110 0423 0.438 0.440 0431
MDH 1 100 0.996 0.993 0.989 1.000
104 0.004 0.007 0.011 0.000
G6PDH 100 0.976 0.972 0.980 1.000
110 0.024 0.028 0.020 0.000
EST3 100 0.957 0.949 0.961 0.960
105 0.043 0.051 0.039 0.040
PEPB 96 0.185 0.229 0.203 0.175
100 0.815 0.771 0.797 0.825
ADA 100 0.710 0.677 0721 0.669
108 0.290 0.323 0.279 0.331
ACON 97 0.016 0.024 0.015 0.016
100 0.905 0.821 0.900 0.921
110 0.070 0.155 0.085 0.063
MPI 100 0.587 0.506 0521 0540
104 0413 0.494 0479 0.460
GPI1 85 0.409 0.367 0.398 0.286
100 0501 0.633 0.602 0.714
GPI3 100 0.948 0.937 0.950 0.919
108 0.052 0.062 0.050 0.081
PGM 1 20 0.148 0.144 0.167 0.125
94 0.367 0.319 0.298 0312
97 0.005 0.000 0.000 0.000
100 0.480 0.538 0530 0562
104 0.000 0.000 0.006 0.000
PGM 2 95 0.014 0.024 0.013 0.008
100 0.986 0.976 0.987 0.992

Si pud osservare che i loci ACON, G6PDH, EST-3 e PGM-2 presentano un grado di
polimorfismo variabile, con valori degli alleli a bassa frequenza (<5%) estremamente bassi in

alcune sub-popolazioni e piu consistenti in altre. Si segnalano come alleli a bassa frequenza
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G6PDH™ con valori tra il 2% e il 2.8%; ACON? con frequenze tra 1.5 % e 2.4%; EST-3'® e
PGM-2% rispettivamente tra 3.9 € 5.1% e 0.8 e 2.4%.

Ad altri loci, quali MDH-1 e PGM-1, si segnala invece la presenza di alleli rari (< 1%) quali
MDH-1'" con frequenze tra 0.4 e 1.1%, PGM-1%" (0.5%), presente solo nel deme Nord, e
PGM-1'™ (0.6%), presente solo nel deme Centro-Sud.

I campioni del 2007 non presentano deviazioni significative dall’equilibrio di Hardy-Weinberg,
né considerando i quattro demi separatamente, né come unica popolazione.

Nella seguente tabella 7.2 sono riportati i valori dei principali parametri di variabilita
genetica sia per singolo deme sia per I’intero campione, e cioé il numero medio di alleli
per locus, le percentuali di loci polimorfici, I’eterozigosita media osservata ed attesa,

considerando sia il criterio del 99%, che quello del 95% e I’Allelic Richness.

Tab. 7.2. Stime di variabilita genetica per 24 loci in 4 demi campionati nel 2007 di A. fasciatus.

In parentesi sono indicati gli errori standard

N.medio Eterozigosi | Eterozigosi

Popolazione | N. di alleli Allelich % loci % loci media media
individui per Richness | polimorfici | polimorfici osservata attesa

locus R Pgs Poo H, H.
Nord 143 1.6 1.553 333 50 0.133 0.135
(0.2) (0.138) (0.042) (0.042)
Centro Nord 83 1.6 1.563 375 50 0.150 0.146
(0.2) (0.131) (0.044) (0.043)
Centro Sud 191 1.6 1.557 333 50 0.134 0.135
(0.2) (0.136) (0.042) (0.042)
Sud 63 15 1.480 333 417 0.131 0.130
0.2) (0.1306) (0.041) (0.041)

Il numero medio di alleli per locus varia tra 1.5 (deme Sud) e 1.6, ed anche I’allelic richness, che
quantifica il numero medio di alleli per locus corretto in funzione dell’entita numerica dei
campioni, mostra valori del tutto analoghi, a dimostrazione che il numero di individui analizzato
per campione € del ben adeguato ad evidenziare i reali livelli di variabilita genetica dei demi
analizzati.

La percentuale dei loci polimorfici con il criterio del 95% mostra valori uguali in tre
demi (33.3%), mentre quello del Centro Nord ha un valore di 37,5%. Se invece il
criterio adottato & quello del 99%, il deme del Sud presenta un piu basso livello di loci

polimorfici, pari a 41.7%, rispetto agli altri tre demi che mostrano un valore del 50%.

75



I valori dell’eterozigosi media ed osservata per deme sono abbastanza simili e non
differiscono mai in maniera statisticamente significativa: tutte le sub-popolazioni
hanno infatti un’eterozigosi pari al 13%, tranne il deme centro-nord che presenta valori

leggermente piu elevati (15%).

Considerando invece i quattro demi del 2007 come un’unica popolazione e quindi considerando

un totale di 480 campioni, i valori dei parametri di variabilita genetica diventano i seguenti:

N. medio di alleli per locus: 1.7 (0.2)
Percentuale loci polimorfici Pgs: 33.3
Percentuale loci polimorfici Pgg: 50
Eterozigosi media osservata H,: 0.136 (0.042)
Eterozigosi media attesa He: 0.136 (0.042)
Allelic Richness R: 1.575 (0,139)

7.1.2. Frammentazione /selezione dati 2007

I dati allozimici ottenuti sono stati analizzati con il programma GENEPOP per poter studiare il
grado di eterogeneita di queste sub-popolazioni. Nella tabella 7.3 sono riportati i valori di Fst
per tutti i 12 loci polimorfici. I valori per ogni singolo locus risultano molto bassi, sempre di
gran lunga inferiori a 0.010 tranne che per i loci GPI-1 e ACON, ai quali abbiamo comunque
valori davvero modesti, rispettivamente 0.010 e 0.013. In accordo, anche il valore medio di FST

e prossimo a zero: 0.004
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Tab. 7.3. Valori di F-Statistico per ogni locus polimorfico.
Nella riga finale sono riportati i valori medi totali

Locus Fis Fir Fst
LDH-1 -0.085 -0.084 0.000
MDH-1 -0.008 -0.005 0.003
G6PDH -0.025 -0.018 0.006
EST-3 -0.046 -0.045 0.001
PEPB -0.040 -0.037 0.003
ADA -0.001 0.001 0.002
ACON -0.001 0.012 0.013
MPI 0.032 0.036 0.004
GPI-1 0.026 0.036 0.010
GPI-3 -0.068 -0.065 0.003
PGM-1 0.015 0.018 0.003
PGM-2 -0.018 -0.015 0.002
Media -0.010 -0.005 0.004

Di conseguenza, anche i valori di probabilita, ottenuti applicando il test di Fisher sulla
distribuzione sia degli alleli sia dei genotipi nei vari demi, (tabella 7.4) sono totalmente privi di
significativita, a dimostrare che alleli e genotipi sono uniformemente distribuiti nell’ambito delle

saline.
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Tab. 7.4. Valori di P per la distribuzione geografica di frequenze alleliche e genotipiche

ai 12 loci polimorfici. Nelle ultime righe sono riportati i valori totali e il %

Probabilita Probabilita

Locus frequenze frequenze

alleliche genotipiche
LDH-1 0.98691 0.98464
MDH1 0.58557 0.58133
G6PDH 0.19171 0.18259
EST3 0.94246 0.94141
PEPB 0.74316 0.74273
ADA 0.60082 0.62171
ACON 05733 0.55946
MPI 0.29133 0.31265
GPI1 0.1073 0.11075
GPI3 0.6537 0.64142
PGM1 0.61767 0.58615
PGM2 0.68407 0.6738

Media P = 0.859204 P = 0.85636

x?=16.7481 (df= 24) x%=16.817 (df= 24)

I dati sono stati analizzati anche confrontando i campioni 2 a 2. Anche in questo caso non sono
risultate differenze significative tra le frequenze alleliche dei gruppi campionati. Solamente il
locus GPI-1 presenta un certo differenziamento statisticamente significativo nelle frequenze
alleliche di due confronti (Sud vs. Nord, Sud vs. Centro Sud). In ogni caso il test condotto su
tutti i loci non mostra alcun differenziamento significativo nei confronti a coppie tra i quattro

sub-demi.

La possibile azione della selezione su uno o piu loci polimorfici e stata testata per mezzo del
software LOSITAN che si basa sul confronto dei valori attesi simulati di Fsr con quelli
osservati. Nel caso del campione delle Saline di Tarquinia 2007 i due data set (osservato e
simulato) non si discostano in modo significativo e quindi tutti i loci analizzati risultano non
sottoposti a selezione naturale.

| dati sono stati analizzati secondo [I’Infinite Allele Mutation Model (IAMM), che é
generalmente considerato il modello mutazionale attraverso cui gli allozimi evolvono. In ogni
caso risultati del tutto analoghi si ottengono analizzando i dati secondo lo Stepwise Mutation
Model (SMM).
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Di seguito viene riportato il grafico che mostra come nessuno dei loci analizzati ricada nel

campo dei possibili loci candidati per la selezione (in rosso).
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Fig. 7.2. Confronto tra valori di Fsr ed eterozigosi per i loci polimorfici nel campione
delle Saline di Tarquinia 2007, per identificare eventuali loci “outliers” candidati per la

selezione direzionale (area rossa).

7.1.3. Analisi comparativa rispetto gli anni 1998-2003-2005

I dati allozimici ottenuti per il 2007 sono stati confrontati con quelli precedentemente
esistenti relativi a campionamenti effettuati sempre alle Saline di Tarquinia ma negli
anni 1998, 2003 e 2005.

Nel corso di questi anni la diversita genetica della popolazione locale di A. fasciatus ha
subito dei cambiamenti, riscontrabili soprattutto nel periodo 1998-2003, quando i
parametri di variabilita genetica hanno mostrato un calo significativo nei valori.

I dati ottenuti per le frequenze alleliche sono riportati in tabella 7.5 .
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Tab. 7.5. Frequenze alleliche ai loci polimorfici nei campioni temporali 1998, 2003, 2005 e 2007. Gli asterischi

indicano i confronti risultati significativi.

Campioni Temporali P
n. medio di individui analizzati per locus *p<0,05;**p<0,01
1998 2003 2005 2007 9803 | 9805 | 9807 | 0305 | 0307 | 0507
Locus Allele 94,5 2245 365 4323
G3PDH1 92 0.040 0.011 0.000 0.000 * ol ol wx wx -
100 0.960 0.989 1.000 1.000
LDH1 100 0.621 0.573 0.574 0.566 n.s. * n.s. n.s. n.s. n.s.
110 0.379 0.427 0.426 0434
MDH 1 100 0.978 0.997 0.990 0.993 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
104 0.022 0.003 0.004 0.007
MDH 4 100 0.994 1.000 1.000 1.000 n.s. n.s. n.s. - - -
104 0.006 0.000 0.000 0.000
MDHP2 92 0.006 0.000 0.000 0.000 n.s. n.s. n.s. - - -
100 0.994 1.000 1.000 1.000
IDH 2 97 0.027 0.000 0.000 0.000 * ** ** - - -
100 0.973 1.000 1.000 1.000
6PGDH 100 0.987 1.000 1.000 1.000 n.s. * * - - -
110 0.013 0.000 0.000 0.000
G6PDH 100 0.886 0.996 0.990 0.981 wx ol ol n.s. n.s. n.s.
110 0.114 0.004 0.010 0.019
EST 3 100 0.825 0.971 0.953 0.958 *x ** ** n.s. n.s. n.s.
105 0.175 0.029 0.047 0.042
PEP B 96 0.185 0.106 0.149 0.198 n.s. n.s. n.s. n.s. *x *
100 0.815 0.894 0.851 0.802
94 0.011 0.000 0.000 0.000 *x ** ** n.s. n.s. n.s.
ADA 100 0.596 0.691 0.701 0.703
108 0.394 0.309 0.299 0.297
CA 100 0.979 1.000 1.000 1.000 wx ol ol - - -
108 0.021 0.000 0.000 0.000
97 0071 0.005 0.007 0.017 wx ol ol n.s. * ol
ACON 100 0.900 0.953 0.950 0.894
110 0.029 0.042 0.043 0.090
100 0.642 0.532 0.584 0.541 *x * *x n.s. n.s. n.s.
MPI 104 0.353 0.468 0.416 0.459
107 0.005 0.000 0.000 0.000
GPI1 85 0.368 0.372 0.380 0.381 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
100 0.632 0.628 0.620 0.619
100 0.926 0.928 0.938 0.943 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
GPI13 108 0.074 0.072 0.062 0.057
90 0.167 0.135 0.156 0.152 *x n.s. *x n.s. n.s. n.s.
PGM 1 94 0.237 0.309 0.303 0.321
97 0.000 0.000 0.002 0.001
100 0.564 0.552 0.530 0.524
104 0.032 0.004 0.008 0.002
PGM 2 95 0.015 0.018 0.012 0.015 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
100 0.985 0.982 0.988 0.985
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Da questi dati si pud vedere che sei loci (G3PDH-1, MDH-4, MDHP-2, IDH-2,
6PGDH, CA) diventano monomorfi nel corso di questi anni. Inoltre una differenza
significativa € stata riscontrata in nove loci, confrontando i dati del 1998 con quelli del
2003, 2005 e 2007 (ACON, G3PDH-1, IDH-2, G6PDH, EST-3, ADA, CA, MPl e PGM-1). Il
pattern generale nel corso degli anni & quindi quello di una drastica riduzione della frequenza sia
degli alleli rari sia degli alleli a bassa frequenza, che arriva fino alla loro perdita in otto di questi
loci (G3PDH-1, MDH-4, MDPH-2, 6PGDH, IDH-2, ADA, CA, MPI). Si nota inoltre come la
gran parte della perdita di variabilita genetica sia concentrata nel lasso temporale 1998-2003,
con ben sette alleli andati persi mentre soltanto uno € scomparso tra il 2003 e il 2005.

Tutti i campioni sono comunque risultati in equilibrio di Hardy-Weinberg, tranne che al
locus ADA, per il quale si é riscontrato un significativo deficit di eterozigosi registrato
negli anni 1998, 2003 e 2005 (Pgg = 0.004; Po3= 0.014; P¢s=0.036), con un eccesso di
genotipi omozigoti per entrambi gli alleli (ADA'® e ADA! ). Questo deficit di eterozigosi
risulta perd scomparso nel 2007.

In accordo con quanto osservato per le frequenze alleliche, i parametri di variabilita genetica
hanno mostrato un calo significativo dei valori nel periodo 1998-2003, mentre nel periodo 2003-

2005-2007 sono rimasti stabili, come mostrato in tabella 7.6

Tab. 7.6. Valori di variabilita genetica per gli anni 98-03-05-07.

Eterozigosi | Eterozigosi

Popolazione | N. di N.medio Allelich % loci % loci media media
individui | alleli per Richness | polimorfici. | polimorfici. | osservata. attesa.

locus R Pgs Pgo Ho He

1998 132 2.00 1.880 417 75.0 0.162 0.169
(0.2) (0.146) (0.040) (0.041)

2003 321 1.7 1.545 29.2 54.2 0.122 0.126
0.2) (0.129) (0.039) (0.041)

2005 469 1.7 1.570 333 50.0 0.131 0.128
0.2) (0.148) (0.042) (0.041)

2007 480 1.7 1.575 333 50.0 0.136 0.136
0.2) (0.139) (0.042) (0.042)

Infatti, mentre il confronto dei parametri relativi sia all’allelic richness sia all’eterozigosi del
1998 vs. 2003, 2005 e 2007 risulta sempre significativo, il confronto tra gli anni 2003, 2005 e

2007 non mostra mai differenze significative come riportato in tabella 7.7.
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Tab. 7.7. Risultati del test t di Student per il confronto statistico dei
parametri di variabilita genetica per gli anni 98-03-05-07.

p-value
*p<0,05;**p<0,01

Parametro

di 98 -03 98 - 05 98 - 07 03- 05 03-07 05-07
variabilita

He ** *k ** n.s. n.s. n.s.

Ho *% *k * * n.s. n.s.

AR *% *k *% n.s. n.s. n.s.

Per quanto riguarda il grado di differenziamento genetico intrapopolazionale, i risultati
ottenuti per il campionamenti del 2007 sono stati confrontati con gli altri campioni
temporali del 2003 e 2005, in quanto il campione del 1998 proveniva da un singolo
deme.

Come gia visto in Tabella 7.5, la significativa eterogeneita delle frequenze alleliche, riscontrata
in passato nei campioni del 2003 e soprattutto nei sub-demi campionati nel 2005 nella zona sud
dell’impianto, si perde completamente nei campioni del 2007 essendo questi caratterizzati da
una evidente (e statisticamente confermata) omogeneita delle frequenze alleliche.

In Tabella 7.8 sono riportati i valori di Fst ai singoli loci e medi per i tre anni di
confronto. Come si pu0 vedere, i valori medi si dimezzano nel passaggio dal 2003 al
2005 ed anche tra il 2005 e il 2007, ad indicare un progressivo rimescolamento delle
sub-popolazioni. A livello di singoli loci & da segnalare il locus ADA, i cui valori
relativamente elevati nel 2003 e 2005 (0.031 e 0.030) si riducono drasticamente nel
2007, in accordo con i valori registrati ai loci PEPB, ACON e GPI-3, a testimoniare
come durante tale periodo le condizioni di suddivisione in demi siano venute meno a

favore di una quasi totale panmissia.
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Tab. 7.8. Valori di Fsr nei singoli loci pei i tre campioni temporali

Locus Fst Fst Fst
2003 2005 2007

G3PDH1 0.013 0.000 0.000
LDH-1 0.002 0.001 0.000
MDH-1 0.010 0.006 0.003
G6PDH 0.011 0.005 0.006
EST-3 0.017 0.002 0.001
PEPB 0.027 0.000 0.003
ADA 0.031 0.030 0.002
ACON 0.037 0.001 0.013
MPI 0.001 0.005 0.004
GPI-1 0.004 0.006 0.010
GPI-3 0.015 0.002 0.003
PGM-1 0.004 0.005 0.003
PGM-2 0.006 0.004 0.002
Media 0.013 0.007 0.004

Per quanto riguarda le relazioni tra I’eterogenita genetica della popolazione locale di A. fasciatus
e le condizioni ambientali delle Saline di Tarquinia, esse sono ben illustrate dalla tabella 7.9, che
riporta i valori dei coefficienti di correlazione di Pearson tra frequenze alleliche, genotipiche e
valori dei principali parametri ambientali registrati nel punto di campionamento: 0ssigeno

disciolto (che é correlato alla temperatura) e salinita.
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Tab 7.9. Significativita delle correlazioni tra frequenze alleliche e parametri ambientali nei tre
campioni temporali. Le correlazioni dirette sono indicate con il simbolo (+) mentre le

correlazioni inverse sono indicate con il simbolo (-); * p <0.05; ** p <0.001.

o campione 2003 campione 2005 campione 2007
Conc. O; Salinita Conc. O, | Salinita Conc. O Salinita

ADA '® (-)* n.s. (-)** n.s. n.s. n.s.

GPI-1 1 n.s. (+)* n.s. n.s. n.s. n.s.

GPI-3 1% n.s. n.s. n.s. (-)* n.s. n.s.

MP] 1 n.s. (+)* n.s. n.s. n.s. n.s.

PGM1 % n.s. (+)* n.s. n.s. n.s. n.s.

Come si puo vedere esistono delle correlazioni significative molto evidenti tra i livelli di

ossigeno disciolto e I’allele ADA' 310

, come pure tra I’allele GPI-3™"¢ il grado di salinita. Tali
correlazioni pero sono ben evidenti e statisticamente significative, in particolare per il locus
ADA, nei gruppi appartenenti ai campioni del 2003 e del 2005, mentre spariscono nel campione
“post-recupero ecologico” del 2007, in accordo con la generale omogeneita della distribuzione

delle frequenze alleliche e genotipiche gia discussa (Paragrafo 7.1.2).

I dati sono stati elaborati con il programma LOSITAN per esplorare una possibile azione della
selezione naturale anche durante il periodo 2003-2005 (come gia fatto per il 2007 al paragrafo
7.1.2), | valori di P ed i grafici ottenuti indicano che il locus ADA ¢ sotto selezione direzionale
in entrambi i campioni temporali (2003 e 2005; P<0,05) mentre il locus ACON viene indicato
come sotto selezione direzionale nel solo campione 2003 (P<0,05). In figura 7.3 si riporta il
grafico relativo al campione 2003: come si pud vedere i due loci summenzionati (ADA e
ACON) ricadono nell’area grigia (loci non selezionati) limitrofa all’area rossa. Questo significa
che entrambi sono nell’ambito dell’intervallo di confidenza che suggerisce tali loci come

outliers (P<0,05) e quindi sotto I’azione della selezione direzionale. .
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Fig. 7.3. Confronto tra valori di FST ed eterozigosi per i loci polimorfici nel campione
delle Saline di Tarquinia 2003, per identificare eventuali loci “outliers” candidati per la

selezione direzionale (area rossa e area grigia limitrofa).

In figura 7.4 si riporta il grafico relativo al campione 2005 in cui si pud vedere che solamente il

locus ADA ricade nell’area rossa (loci sotto selezione direzionale)
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Fig. 7.4. Confronto tra valori di FST ed eterozigosi per i loci polimorfici nel campione
delle Saline di Tarquinia 2005, per identificare eventuali loci “outliers” candidati per la

selezione direzionale (area rossa e area grigia limitrofa).

Il confronto tra i dati del 2007 e quelli degli anni 2003-2005 mostra una “normalizzazione” della
popolazione rispetto al passato, nella quale non appaiono piu evidenti segni di forti pressioni
ambientali o di una sua frammentazione in sub-demi all’interno dell’impianto delle Saline di

Tarquinia.
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7.2. Risultati dell’analisi dei loci microsatelliti

Parte dei campioni di Aphanius fasciatus gia analizzati con i marcatori allozimici, sono stati
studiati utilizzando 7 loci microsatelliti. In particolare sono stati rispettivamente analizzati 30
individui del campione del 1998 e 90 del 2003 delle saline di Tarquinia oltre a 30 individui per
ciascuna delle popolazioni delle saline di Cagliari, saline di Cervia, saline di Marsala e laguna di
Orbetello, popolazioni precedentemente studiate tramite marcatori allozimici (Cimmaruta et al.
2003).

Lo studio dei loci microsatelliti € stato condotto con lo scopo di ottenere un data-set parallelo a
quello degli allozimi, in modo da poter confrontare i due patterns, relativamente alla variabilita
ed alla struttura genetica dei campioni, giacche i microsatelliti sono generalmente considerati
selettivamente neutrali e quindi possono essere utilizzati allo scopo di comprendere il ruolo
relativo di selezione naturale e deriva genetica nel definire la struttura e la variabilita delle
popolazioni di questo organismo modello.

In particolare si intendevano verificare i seguenti aspetti:

— La deriva genetica ed il conseguente calo di variabilita a livello allozimico riscontrato
nella popolazione di Tarquinia tra il 1998 ed il 2003 (Angeletti et al. 2010) ha lasciato
traccia anche nei 7 loci microsatelliti? E in che misura?

— L’eterogeneita genetica che la popolazione di Tarquinia presenta a livello degli allozimi
(alla vigilia degli interventi di recupero ambientale “Life-Natura”) riguarda anche i
microsatelliti ed & quindi conseguenza di una frammentazione “geografica” dei demi (e
della deriva genetica che ne consegue), o riguarda solo alcuni loci allozimici
potenzialmente sotto pressione selettiva?

— C’e parallelismo tra i patterns di variabilita e struttura genetica di microsatelliti e allozimi
della popolazione di Tarquinia e delle altre popolazioni dell’areale studiate, o I’eventuale
discrepanza testimonia che sui primi agiscono solo forze di natura stocastica (prima tra
tutte la deriva genetica) mentre la struttura degli allozimi € in parte definita dalle
peculiarita ambientali degli habitat in cui i pesci vivono e dalle differenti pressioni

selettive che ne derivano?

87



7.2.1. Struttura e variabilita genetica dei campioni delle saline di Tarquinia 1998 e 2003

I dati ottenuti con I’analisi dei loci microsatelliti sono stati elaborati con il programma Biosys
(Swafford e Selander, 1981), prendendo in considerazione due campioni temporali provenienti
dalle Saline di Tarquinia: 30 individui del campione del 1998 (proveniente solamente dalle
vasche a nord della salina) e 90 individui del campione del 2003 (provenienti dalle 4 zone di
campionamento nord, centro-nord, centro-sud e sud). In entrambi i casi sono stati scelti individui
dei quali si disponeva gia dei dati allozimici.

I 7 loci analizzati sono risultati polimorfici, avendo tra i due e i cinque alleli, e presentano lo
stesso allele comune 100 come il piu frequente in entrambi i campioni temporali. Le frequenze

alleliche dei due campioni sono riporati in Tabella 7.10.

Tab. 7.10. Frequenze alleliche dei 7 loci microsatelliti nei due campioni temporali delle

Saline di Tarquinia, con il relativo numero di individui analizzati

Popolazioni
Locus | Allele 1998 2003
(n) 26 90
Af7 70 0.288 0.300
90 0.115 0.067
100 0.596 0.633
(n) 28 90
Af8 100 0518 0.722
110 0.071 0.000
120 0411 0.278
(n) 27 90
Af9 100 0.963 0.978
120 0.037 0.022
(n) 29 90
Af18 100 0.983 0.989
120 0.017 0.011
(n) 14 74
Af20 100 0.714 0.777
120 0.250 0.223
130 0.036 0.000
(n) 27 90
Af21 100 0.981 0.939
110 0.019 0.061
(n) 25 88
Af25 60 0.000 0.006
80 0.260 0.205
90 0.240 0.199
100 0.500 0.562
110 0.000 0.028

88



I campioni presentano un grado di polimorfismo relativamente modesto, in particolare se
paragonato alla elevata variabilita che generalmente presentano questi marcatori (Chistiakov et
al., 2006)

Non risultano in equilibrio di Hardy-Weiberg i loci Af 25 (P=0.028) per il campione temporale
del 1998, e Af 20 (P=0.026) ed Af 25 (P=0.008) per il campione temporale del 2003.
Analizzando i dati con il programma Microcheker si € potuto riscontrare che questo deficit &
dovuto alla presenza di un allele nullo al locus Af 25 nel campione del 2003, mentre un risultato
analogo non si riscontra ne” per Af 25 del 1998 né per Af 20 del 2003.

Nel campione del 1998 sono presenti alleli a bassa frequenza (<5%) ai loci Af 9, Af 18, Af20 e
Af 21, le cui frequenze generalmente diminuiscono nel 2003, fino a scomparire totalmente come
nel caso dell’allele Af 20 (allele 130). Un caso analogo si riscontra anche al locus Af 8, caso dove
pero la frequenza dell’allele perso € piu elevata (7.1%). Al locus Af 25 popolazione del campione
del 2003, si riscontrano invece un allele a bassa frequenza (2.8%) ed uno raro (0.6%) che non
erano presenti nel campione del 1998.

Nella tabella 7.11 sono riportati i valori dei principali parametri di variabilita genetica
per i due campioni temporali, e cioé le percentuali di loci polimorfici, I’eterozigosita
media osservata ed attesa, considerando sia il criterio del 99%, che quello del 95% e
I”’Allelic Richness

Tab. 7.11. Stime di variabilita genetica per 7 loci microsatelliti nei due campioni temporali di A.

fasciatus delle saline di Tarquinia. In parentesi sono indicati gli errori standard

Eterozigosi | Eterozigosi

Popolazione N. di N. medio Allelich %. loci % loci media media
individui | alleli per Richness | polimorfici | polimorfici | osservata attesa

locus R Pos Pgo Ho He
Tar 1998 30 2.6 2.387 57.1 100 0.293 0.336
(0.4) (0.283.) (0.088) (0.104)
Tar 2003 90 2.6 2.152 714 100 0.265 0.292
(0.4) (0.313)) (0.078) (0.088)

Da questi valori si puo vedere come dal 1998 al 2003 si riscontri un leggero calo nella variabilita
genetica della popolazione, in particolare nei valori di eterozigosi attesa e osservata; il t-student
test condotto per confrontare i valori di eterozigosi e allelic richness dei due campioni temporali
mostra che tali variazioni nei livelli di diversita genetica della popolazione non sono

statisticamente significative (P> 0.05).
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Analogamente a quanto e stato fatto per I’analisi dei loci allozimici, il campione temporale del
2003 é stato inoltre analizzato dopo averlo suddiviso nei 4 demi provenienti dalle zone Nord (1),
Centro-Nord (1), Centro-Sud (I11) e Sud (IV). I 7 loci polimorfici analizzati hanno tra i due e i
cinque alleli e presentano lo stesso allele 100 come il piu frequente nei quattro campioni. In
tabella 7.12 sono mostrate le frequenze alleliche dei 4 demi.

Tab. 7.12. Frequenze alleliche dei 7 loci microsatelliti nei
singoli demi del campione temporale del 2003

Popolazioni
Locus Allele Nord Centro | Centro Sud
Nord Sud
(n) 30 15 15 30
Af7 70 0.350 0.367 0.300 0.217
90 0.033 0.067 0.133 0.067
100 0.617 0.567 0.567 0.717
(n) 30 15 15 30
Af8 100 0.733 0.667 0.800 0.700
120 0.267 0.333 0.200 0.300
(n) 30 15 15 30
Af9 100 0.967 0.967 1.000 0.983
110 0.033 0.033 0.000 0.017
(n) 30 15 15 30
Af18 100 0.983 1.000 0.967 1.000
120 0.017 0.000 0.033 0.000
(n) 28 13 12 21
Af 20 100 0.714 0.885 0.875 0.738
120 0.286 0.115 0.125 0.262
(n) 30 15 15 30
Af21 100 0.900 0.967 0.900 0.983
110 0.100 0.033 0.100 0.017
(n) 29 15 15 29
Af25 60 0.017 0.000 0.000 0.000
80 0.259 1.000 0.167 0.224
90 0.207 0.267 0.200 0.155
100 0.517 0.600 0.633 0.552
110 0.000 0.033 0.000 0.069

Si puod osservare che cinque loci (Af 7, Af 9, Af 18, Af 21, Af 25) presentano alleli a bassa
frequenza con valori compresi tra 1.7% e 3.3%. Al locus Af 25, che € quello che mostra un
maggior grado di polimorfismo, I’allele 60 € presente a bassa frequenza nel solo deme “nord”,
mentre I’allele 110 presente solo nei demi “centro-nord” e “sud” con frequenze pari a 3.3% e
6.9%, rispettivamente. | loci Af 9 e Af 18 presentano un grado di polimorfismo piuttosto basso,

tanto da risultare monomorfi in due dei 4 sub-campioni.
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I 4 campioni del 2003 presentano deviazioni significative dall’equilibrio di Hardy-Weinberg,
precisamente nel deme “nord”, per il locus Af 25 (P= 0.016), e nel deme “centro-nord” per il
locus Af 20 (P=0.025). L’analisi effettuata con il programma Microchecker non evidenzia la
presenza di un allele nullo; questo € invece risultato presente nel deme “sud” per il locus Af 25
anche se tale campione era in equilibrio di Hardy-Weinberg.

Nella seguente tabella 7.13 sono riportati i valori dei principali parametri di variabilita
genetica per singolo deme, quali le percentuali di loci polimorfici, I’eterozigosita media
osservata ed attesa, considerando sia il criterio del 99%, che quello del 95% e I’Allelic

Richness.

Tab. 7.13. Stime di variabilita genetica per 7 loci in 4 demi campionati nel 2003 di A.
fasciatus. In parentesi sono indicati gli errori standard.

N.medio Eterozigosi | Eterozigosi
Popolazione N. di alleli Allelic % loci % loci media media
individui per Richness | polimorfici | polimorfici | osservata attesa
locus R Pos Pgo Ho He

Tar 03 nord 30 24 2.152 714 100 0.276 0.319

| (0.3) (0.255) (0.070) (0.086)

Tar 03 15 2.3 2.194 57.1 85.7 0.259 0.277

centro-nord 04) (0.344) (0.101) (0.094)
1l

Tar 03 15 21 2.113 714 85.7 0.302 0.279

centro-sud (0.3) (0.265) (0.092) (0.086)
1

Tar 03 sud 30 2.3 2.081 57.1 85.7 0.240 0.280

v (0.4) (0.037) (0.079) (0.095)

La percentuale dei loci polimorfici con il criterio del 95% mostra valori uguali nei demi
“nord” e *“centro-sud” con il valore del 71.4%, e nei demi “centro-nord” e *“sud” con il
valore di 57,1%. Per quanto riguarda invece il criterio del 99%, si riscontra il valore
100% nel deme “nord” e di 85,7% negli altri tre.

I valori dell’eterozigosi media ed osservata per deme sono piuttosto simili, tranne nel
deme “centro-sud” in cui I’eterozigosi osservata supera quella attesa e si discosta
leggermente dai valori riscontrati negli altri demi (He. = 0.302).

I valori di eterozigosi ed allelic richness dei 4 sub campioni distinti spazialmente non
mostrano scostamenti significativi 1’uno dall’altro, indicando wuna sostanziale

omogeneita della popolazione in termini di variabilita.
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Frequenze alleliche e genotipiche sono state analizzate mediante un’exact-test (implementato nel
programma GENEPOP) per poter quantificare I’eventuale frammentazione genetica delle 4 sub-
popolazioni del campione 2003. Contrariamente a quanto emerso dallo studio degli allozimi per il
medesimo campione, ¢ risultato che sia le frequenze alleliche che quelle genotipiche dei 4 demi,
sono omogenee per i 7 loci microsatelliti, in quanto in tutti i casi i confronti statistici hanno
mostrato valori di probabilita ben lontani dal limite di significativita (P>>0.05). Questi risultati
riguardano sia i sette loci considerati nel loro insieme che i confronti effettuati tra coppie di demi
per ogni singolo locus. Nel caso dei microsatelliti si riscontra quindi una sostanziale ed estesa
omogeneita del campione temporale del 2003.

L’omogeneita della popolazione € confermata anche dai valori di Fst (tab.7.14), i quali si

mantengono bassi sia ad ogni singolo locus che nel valore medio.

Tab. 7.14. Parametri di diversita genetica per i 4 demi campionati nel

2003 presso le Saline di Tarquinia.

Locus F 1S F T FST
Af7 -0.028 -0.012 0.016
Af8 -0.100 -0.087 0.012
Af9 -0.031 -0.021 0.009

Af18 -0.029 -0.013 0.015
Af20 0.223 0.253 0.038
Af21 -0.094 -0.067 0.025
Af25 0.143 0.155 0.014

Media 0.043 0.061 0.018

Inoltre la possibile azione della selezione su uno o piu loci polimorfici € stata testata per mezzo
del software LOSITAN che confronta il rapporto tra i valori di Fst e He rispetto ad un set di
valori simulati. Nel caso del campione temporale del 2003 i due data set (osservato e simulato)

coincidono e quindi tutti i loci analizzati risultano selettivamente neutrali (fig. 7.5).
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Fig. 7.5. Confronto tra valori di Fst ed eterozigosi attesa per i loci polimorfici nel
campione delle Saline di Tarquinia 2003, per identificare eventuali loci “outliers”

candidati per la selezione direzionale (area rossa).

7.2.2. Analisi comparativa dei pattern di allozimi e microsatelliti per il campione delle Saline di

Tarquinia

| pattern ottenuti rispettivamente dallo studio dei marcatori allozimici e dei microsatelliti dei due
campioni temporali delle saline di Tarquinia (1998 e 2003) sono stati confrontati tra loro.

Come si puo vedere dalle seguenti tabelle (tab 7.15 e tab 7.16), entrambi i campioni temporali
mostrano livelli di variabilita genetica molto piu elevati per i microsatelliti che non per gli
allozimi. Tale risultato € in linea con quanto atteso, in considerazione dell’elevato polimorfismo
che i loci microsatelliti solitamente presentano. In entrambi i casi si riscontra un calo dei
parametri di variabilita genetica dal 1998 al 2003. Questa diminuzione di diversita genetica,
come mostrato in precedenza, é statisticamente significativa solo per il pattern allozimico, ma il
concordante pattern dei microsatelliti conferma il trend di erosione genetica in coincidenza di un

periodo di forte stress ambientale.
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Tab. 7.15. Variabilita genetica ai loci allozimici per i campioni delle Saline di Tarquinia relativi
agli anni 1998 e 2003

Eterozigosi | Eterozigosi
Popolazione N. di N.medio Allelich % loci % loci media media
individui | alleli per Richness | polimorfici. | polimorfici. | osservata. attesa.
locus R Pos Pgo Ho He
1998 132 2.00 1.880 417 75.0 0.163 0.163
(0.2) (0.146) (0.041) (0.041)
2003 321 1.7 1.545 29.2 54.2 0.122 0.125 (0.041)
(0.2) (0.129) (0.039)

Tab. 7.16. Variabilita genetica ai loci microsatelliti per i campioni delle Saline di Tarquinia
relativi agli anni 1998 e 2003

Eterozigosi | Eterozigosi

Popolazione N. di N. medio Allelich % loci % loci media media
individui | alleli per Richness | polimorfici | polimorfici | osservata attesa

locus R Pos Pgo Ho He
Tar 1998 30 2.6 2.387 57.1 100 0.293 0.336
0.4) (0.283) (0.088) (0.104)
Tar 2003 90 2.6 2.152 714 100 0.265 0.292
0.4) (0.313) (0.078) (0.088)

Un'altra analogia riscontrata tra i due data-set che conferma quanto appena affermato € una
generale riduzione delle frequenze degli alleli gia a bassa frequenza, che arriva fino alla perdita di
alcuni di essi per entrambi i marcatori: sette per gli allozimi e due per i microsatelliti. Tale
variazione delle frequenze raggiunge pero, anche in questo caso, valori statisticamente

significativi solo per il data-set allozimico.

Relativamente all’eterogeneita genetica dei quattro demi del campione del 2003 vi € un evidente
contrasto tra i risultati ottenuti con i due marcatori.

Come gia mostrato nel capitolo 7.1, dalle elaborazioni é risultato che, per quanto riguarda gli
allozimi, sia le frequenze alleliche che quelle genotipiche presentano un elevato grado di
eterogeneita tra i 4 demi, che raggiunge la significativita statistica per i loci ADA (P = 0.00581),
ACON (P =0.04582) e GPI-3 (P = 0.0192) (tab 7.17). L’eterogeneita delle frequenze alleliche e
genotipiche si presenta ai limiti della significativita statistica per i dati allozimici, contrariamente
a quanto accade nei loci microsatelliti (tab 7.18), dove i valori di P somo ben lontani dal limite di

significativita.
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del campione 2003. Nelle ultime righe sono riportati i valori medi e il relativo ¥

Tab. 7.17. Eterogeneita genetica delle frequenze alleliche e genotipiche (allozimi) per i 4 demi

P P
Locus frequenze frequenze
alleliche genotipiche
G3PDH1 0.54533 0.54245
LDH-1 0.89229 0.8742
MDH1 0.41409 0.41511
G6PDH 0.35681 0.35495
EST3 0.14026 0.13894
PEPB 0.62223 0.57888
ADA 0.00581 0.00697
ACON 0.04582 0.03935
MPI 0.92594 0.92539
GPI1 0.4255 0.43514
GPI3 0.0192 0.01653
GPI 4 0.66091 0.68832
PGM1 051821 0.5736
PGM2 0.66136 0.65526
Media P = 0.0755552 P =0.0732946
x2=39.3434 (df= 28) x2= 39.4942 (df=28)
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Tab. 7.18. Eterogeneita genetica delle frequenze alleliche e genotipiche (microsatelliti) per i 4
demi del campione 2003. Nelle ultime righe sono riportati i valori medi e il relativo

P P
Locus frequenze frequenze
alleliche genotipiche
Af7 0.46148 0.44354
Af8 0.67163 0.61898
Af9 0.9235 0.92135
Af18 0.77771 0.77603
Af20 0.17662 0.28706
Af21 0.21119 0.18429
Af25 0.31037 0.36838
Media P= 0.612552 P=0.675624
x2=11.9222 (df= 14) x2=11.1322 (df=14)

Concordemente, anche nei confronti locus per locus per ogni coppia di demi gli allozimi
presentano un differenziamento significativo ai loci ADA, ACON e GPI-3. Questo accade in tre
confronti a coppie per le frequenze alleliche del locus ADA, due per il locus GPI-3 e uno per
ACON (tab. 7.19). Negli stessi loci si riscontra un differenziamento anche tra le frequenze
genotipiche, in due casi per ADA e GPI-3 e in uno per il locus ACON (tab 7.20). Al contrario di
quanto riportato per gli allozimi, nei confronti locus per locus per coppia di popolazione i
microsatelliti mostrano invece un pattern completamente differente, nel quale ne’ le frequenze
alleliche ne’ quelle genotipiche di alcun locus mostrano, nei confronti a coppie, un

differenziamento significativo.

Tab. 7.19. Confronti a coppie delle frequenze alleliche per i demi del campione 2003 relativi ai
tre loci allozimici che mostrano un’eterogeneita genetica significativa:
ADA, ACON e GPI-3.

Locus Popolazioni P S.E.
ADA C. Sud-Sud 0.05530 0.00363
ADA Sud-Nord 0.00050 0.00023
ADA Sud-C. Sud 0.00675 0.00099

ACON C. Nord-Nord 0.02447 0.00120
GPI-3 C. Sud- C. Nord 0.00886 0.00071
GPI-3 Sud-C.Nord 0.00881 0.00071

96



Tab. 7.20. Confronti a coppie delle frequenze genotipiche per i demi del campione 2003
relativi ai tre loci allozimici che mostrano un’eterogeneita genetica significativa:
ADA, ACON e GPI-3.

Locus Popolazioni P S.E.
ADA Sud-Nord 0.00059 0.00015
ADA Sud-C. Nord 0.01182 0.00098

ACON C. Nord-Nord 0.02058 0.00093
GPI-3 C. Sud- C. Nord 0.00769 0.00077
GPI-3 Sud-C.Nord 0.00659 0.00056

7.2.3. Risultati sulla struttura genetica di A. fasciatus

Utilizzando i 7 loci microsatelliti sono state analizzati anche altre quattro popolazioni
rappresentative dell’intero dell’areale della specie.

Tutti e sette i loci analizzati sono risultati polimorfici e presentano trai 2 e i 14 alleli ciascuno.
Nella tabella 7.21 vengono riportate le frequenze alleliche per popolazione. Il campione

considerato per le Saline di Tarquinia & quello del 1998.
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Tab. 7.21. Frequenze alleliche per popolazione ai 7 loci microsatelliti analizzati

Popolazione
n. medio di individui analizzati per locus
Locus | Allele | Tarquinia | Cagliari | Cervia | Marsala | Orbetello

) 26 30 30 29 30
Af7 | 70 0.288 — | 0017 0.183
80 — | 0052 0.067
90 0.115 0217 | 0483 | 0466 0367
100 0596 0.683 0367
110 0.017
120 ~ | 0100 | 0345
130 -~ | 0283 | 0034
140 -~ | 0133
150 0.033 — | 0069
170 0.017 — | o017
180 0.050
") 28 30 30 29 30
Af8 | 60 0617 — | 0259 0.050
100 0518 0233 | 0767 | 0.707 0.833
110 0071 0133 | 0233 | 0017 0.100
120 0411 0.017 — | o017 0.017
") 27 30 30 24 26
Af9 | 40 — | o021
70 0.017
80 — | 0083
100 0.963 0900 | 0983 | 0229 0.962
110 — | 0017 | 0021 0.038
120 0.037 0.083 — | 0625
130 — | o021
) 29 30 30 29 30
Af18 | 90 0.103

100 0.983 0.617 0.800 0.655
110 0.017 0.133 0.200 0.172 0.983

120 0.250 — | 0034 0017
130 — | 0017
150 — | 0017
@) 14 28 21 12 18

Af20 | 100 0.714 0.875 0.595 0.875 1.000
120 0.250 0.125 0.357 0.125 -

130 0.036 0.048
) 27 30 29 29 30

Af21 | 80 0017 | 0017
90 0.086
100 0.981 1.000 | 0845 | 0897 1.000
110 0.019 0052 | 0.086
) 25 27 26 22 23

Af25 | 30 0.037
40 0.130
50 0.068
60 0.091
70 0.111 0.045 0.022
80 0.260 0315 0.159 0.196
90 0.240 0.023 0.261
100 0500 1.000 | 0068 0522
110 0.019 0.114
120 0.167 0.250
130 0.093 0.091
140 0.093 0.045
150 0.037 0.023
160 0.023
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Come si pud vedere dalla tabella la maggior parte dei loci si presenta con un buon grado di
polimorfismo in tutte le popolazioni, ma con alcune eccezioni. Infatti alcuni loci, quali Af 20, Af
21 e Af 25, risultano monomorfi rispettivamente nelle popolazioni di Orbetello (Af 20), Cagliari
e Orbetello (Af 21), Cervia (Af 25). Non tutte le popolazioni condividono lo stesso allele come
pil comune; addirittura I’allele 100 non é presente in alcune popolazioni, come ad esempio Af 7
a Cervia e Marsala, dove I’allele piu comune & 90, o Af 18 ad Orbetello con 110 e Af 25 a
Cagliari con 80. In altri loci e popolazioni, come Af 8 di Cagliari o Af 9 e Af 25 di Marsala,
I’allele 100 € presente, ma non & il pit comune. Ad Af 8 di Cagliari I’allele piu comune ¢ 60, con
una frequenza di 61.7%; in Af9 e in Af 25 di Marsala ¢ piu frequente I’allele 120 con frequenze
rispettivamente di 62.5% e 25%.

In tutte le popolazioni sono presenti vari alleli a bassa frequenza, come ad esempio Af 7 a
Cagliari (170, 1.7%) e Orbetello (110, 1.7%) o Af 18 di Tarquinia, Marsala e Orbetello (110, 120,
130, 150, sempre al 1.7%).

Il solo locus Af 25 non risulta in equilibrio di Hardy-Weinberg.

Nella seguente tabella 7.22 sono riassunti i parametri di variabilita genetica: le
percentuali di loci polimorfici, con il criterio del 95% e del 99%, I’eterozigosita media

osservata ed attesa e I’allelic richness per popolazione.
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Tab. 7.22. Stime di variabilita genetica per i 7 loci microsatelliti in 5 popolazioni di A. fasciatus.

In parentesi sono indicati gli errori standard.

Eterozigosi | Eterozigosi
Popolazione | N.di N.medio Allelic % loci % loci media media
individ | alleli per Richness polimorfici | polimorfici osservata. attesa.

ui locus R Pgs Pgy Ho He

Tarquinia 30 2.6 2.387 571 100 0.293 0.336
(0.2) (0.283) (0.088) (0.104)
Orbetello 30 2.7 2.295 429 714 0.240 0.249
(0.6) (0.813) (0.091) (0.115)
Cagliari 30 2.6 3319 85.7 85.7 0.387 0.406
(0.4) (0.390) (0.099) (0.107)
Cervia 30 39 2.333 714 85.7 0.338 0.314
(1.0) (1.024) (0.099) (0.092)
Marsala 30 5.7 4.463 100 100 0.506 0.502
(1.2) (0.503) (0.095) (0.092)

Da questa tabella si pud vedere che I’eterozigosi osservata varia notevolmente, oscillando
tra 0.240 ad Orbetello e 0.506 a Marsala. La popolazione di Tarquinia si attesta su un
valore a alquanto basso (0.293) mentre Cagliari e Cervia hanno valori intermedi (0.387
e 0.338, rispettivamente).

Le popolazioni di Tarquinia, Cagliari e Orbetello presentano un difetto di eterozigosi
rispetto a quella attesa. Al contrario I’eterozigosi osservata nei campioni di Cervia e
Marsala supera, anche se di poco, quella attesa. Nessuna di queste differenze € pero
statisticamente significativa.

| dati ottenuti sono stati quindi elaborati anche con il programma Microcheker per testare
I’eventuale presenza di alleli nulli e dall’elaborazione si € riscontrata la presenza di un allele
nullo al locus Af 25 nelle popolazioni di Cagliari e Orbetello, per le quali sono stati registrati
numeri di omozigoti osservati ben piu bassi di quelli attesi. Anche nella popolazione di
Tarquinia si € riscontrato nel locus Af 25 un deficit di eterozigoti e quindi un eccesso di
omozigosi (14 omozigoti osservati contro 9,379 attesi), ma dall’elaborazione non risultano alleli
nulli.

Anche questi dati sono stati analizzati con il programma Lositan e si € ottenuto un grafico in cui
sono state prese in considerazione tutte le popolazioni del 1998, sia Tarquinia che le altre
popolazioni dell’areale (Cagliari, Cervia, Marsala e Orbetello). Anche in questo caso, come

ci si attendeva, nessun locus microsatellite risulta sotto selezione.
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Fig. 7.6. Confronto tra valori di Fst ed eterozigosi per i loci polimorfici nei campioni
delle Saline di Tarquinia e delle altre popolazioni dell’areale, per identificare eventuali
loci “outliers” candidati per la selezione direzionale (area rossa) o bilanciante (area
gialla)

7.2.4. Confronto tra marcatori (allozimi / microsatelliti) in A. fasciatus

I risultati sulla struttura genetica di A. fasciatus ottenuti mediante I’analisi di micro
satelliti nell’ambito di questa tesi sono stati confrontati con quelli di un precedente
studio condotto con gli allozimi (Cimmaruta et al., 2003). | due marcatori mostrano
risultati divergenti sia per quanto riguarda i livelli di variabilita genetica che rispetto
alla divergenza genetica delle popolazioni studiate.

Per quanto riguarda i livelli di variabilita genetica, il dato forse piu evidente € quello che
riguarda la popolazione di Tarquinia, che € quella caratterizzata dal piu alto grado di
polimorfismo secondo il marcatore allozimico, ma presenta la minore variabilita a livello dei

microsatelliti, come si puo vedere dalla tabella 7.23.
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Tab. 7.23. Confronto tra i valori di eterozigosi osservata (H,) per popolazione ottenuti con
allozimi e microsatelliti

Popolazione Ho, Allozimi Ho, Microsatelliti

(s.e) (s.e)

Targuinia 0,147 0,293
(0,033) (0,088)

Orbetello 0,079 0,204
(0,025) (0,091)

Cagliari 0,096 0,387
(0,029) (0,099)

Marsala 0,107 0,506
(0,032) (0,095)

Cervia 0,046 0,338
(0,022) (0,099)

La popolazione di Tarquinia, infatti, mostrava un valore di H, pari a 0.147, superiore a quello
delle altre popolazioni prese in esame e anche il numero totale di alleli (59) risultava essere il
piu alto.

Per quanto riguarda invece i dati ottenuti con i microsatelliti, ci si trova di fronte ad un netto
cambiamento: I’eterozigosi della popolazione di Tarquinia, pari a 0.293, risulta tra le piu basse
(é piu alta solo dell’eterozigosi registrata per la popolazione di Orbetello, 0.204). Secondo il
dato dei micro satelliti, I’eterozigosi piu elevata risulta essere quella della popolazione di
Marsala (0.506).

Il grado di affinita e le relazioni genetiche tra le popolazioni studiate sono stati analizzati

utilizzando i dati microsatelliti per quantificare i valori di distanza genetica (Tab. 7.24)
utilizzando gli indici di Rogers (1972) e Nei (1972).
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Tab. 7.24. Matrice dei coefficienti di distanza genetica per le popolazioni di A. fasciatus. Sotto
la diagonale: distanza genetica di Nei (1972). Sopra la diagonale: distanza genetica di Rogers
(1972).

POPOLAZIONE Tarquinia Cagliari Cervia Marsala Orbetello
1 Tarquinia Fdxkkxk  0.253 0.260 0.360 0.281
2 Cagliari 0.166 ***** (0.374 0.298 0.328
3 Cervia 0.163 0.366 ***** (0.340 0.319
4 Marsala 0.330 0.283 0.326 ***** (.377
5 Orbetello 0.279 0.296 0.249 0.363 *****

Si nota che il parametro Drogers Varia tra 0.253 e 0.377. Il valore minimo & quello riscontrato tra
Cagliari e Tarquinia, mentre quello massimo si osserva tra Marsala ed Orbetello. La popolazione
di Tarquinia risulta piu affine alle popolazioni di Cagliari (0.166) e Cervia (0.260) che perd non
risultano particolarmente simili tra di loro (0.374).

Le distanze genetiche di Rogers (1972), sono state utilizzate per ricostruire il dendrogramma di

Wagner riportato in figura 7.7.

Distanza di Rogers (1972)

| Tarquinia

Cagliari

Orbetello

Cervia

Marsala

Fig. 7.7. Dendrogramma di Wagner basato sulle distanze di Rogers (1972) che illustra le
relazioni di affinita genetica tra le popolazioni di A. fasciatus.
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La topologia ottenuta utilizzando le distanze di Nei (1972) per ricostruire un dendrogramma
UPGMA non ¢ coincidente con quella sopra riportata (Fig 7.8), dato che Tarquinia e Cervia si

legano tra loro, pur essendo geograficamente lontane

Distanza di Nei (1972)

Tarquinia

l Cervia

Orbetello

Cagliari

Marsala

Fig. 7.8. Dendrogramma UPGMA basato sulle distanze di Nei (1972) che illustra le relazioni di

affinita genetica tra le popolazioni di A. fasciatus.

In entrambi i dendrogrammi la popolazione piu esterna risulta essere quella di Marsala, e la
popolazione di Orbetello assume una posizione intermedia.

Questi risultati, ottenuti con i microsatelliti, contrastano parzialmente con quelli di uno studio
precedente condotto da Cimmaruta et al. (2003), basato su dati allozimici. In questo caso la
popolazione di Tarquinia risultava molto affine a quella di Orbetello ed entrambe apparivano

particolarmente differenziate dalle altre popolazioni.
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Fig. 7.9. Dendrogramma UPGMA basato su dati allozimici (da Cimmaruta et al., 2003).

Nel dendrogramma UPGMA degli allozimi (Fig. 7.9), basato sulle distanze genetiche calcolate
secondo Nei (1972), si pud vedere infatti come questo evidenzi due cluster profondamente
differenziati: quello delle popolazioni di Tarquinia ed Orbetello e quello che include sia le
popolazioni adriatiche (cui appartiene Cervia) sia le popolazioni sarde (tra le quali Cagliari) e
sicule (inclusa Marsala). Il dendrogramma evidenzia inoltre un’ulteriore separazione genetica tra
i campioni dell’Adriatico e quelli sardi-siciliani con la suddivisione in due sub-cluster: quello
siculo-sardo, e quello adriatico. Il dendrogramma di Wagner costruito sulle distanze di Rogers

(1972), risulta essere molto simile al precedente come suddivisione dei cluster.
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Cap. 8. DISCUSSIONI

8.1. Quadro ambientale delle Saline di Tarquinia

L’interruzione dell’attivita estrattiva nelle saline di Tarquinia nel 1997 ha determinato
un’occasione favorevole per valutare gli effetti di un progressivo degrado delle condizioni
ambientali sulla struttura genetica di A. fasciatus. La mancanza di interventi di manutenzione e
la conseguente riduzione della circolazione delle acque ha difatti causato un incremento del
sedimento organico con fenomeni di eutrofizzazione delle acque. Questi cambiamenti hanno
avuto degli evidenti riflessi sulla biodiversita a livello di comunita. Il monitoraggio della fauna
zoobentonica ha fornito una lunga serie storica di dati, attraverso la quale e stato possibile
leggere gli eventi ambientali occorsi all’habitat della salina attraverso le modificazioni della
comunita del fondo molle

Infatti nel periodo 1997-1998, erano stati rinvenuti un totale di 21 taxa. Tra questi erano risultati
piu abbondanti i Molluschi, a seguire i Policheti ed infine i Crostacei. Un altro monitoraggio
condotto nel 2001-2002 aveva mostrato dei cambiamenti nella struttura della comunita dal punto
di vista quali-quantitativo: dai 21 taxa del 97 si era infatti scesi ai 16. Alcune specie come
quelle dei Molluschi, avevano subito un brusco calo, lasciando il posto ad un altro gruppo
dominante quello dei Chironomidi, taxon caratterizzato da una elevata tolleranza a condizioni di
scarsa ossigenazione. Il trend veniva confermato dal monitoraggio condotto nel 2003/04, a
ridosso degli interventi previsti dal Progetto Life-Natura (Blasi, 2006). In questa occasione sono
stati rinvenuti 14 taxa, mostrando un’omogeneizzazione e una semplificazione generale delle
comunita bentoniche presenti nei differenti bacini. Inoltre il peso, in termini di abbondanza, di
alcuni taxa opportunisti e ad ampia valenza ecologica era risultato aumentato. Queste
osservazioni costituiscono una palese testimonianza di un peggioramento delle condizioni
ambientali, dell’instaurarsi di condizioni di anossia e di un progressivo aumento della trofia del
sistema per tutto il periodo dal 1998 fino alla realizzazione del recupero ambientale (2003-
2005).

I campionamenti effettuati nel 2006 e nel 2007 (post-LIFE) hanno riscontrato la presenza di
nuove specie rispetto agli anni precedenti 2004 e 2005. In particolare nel 2006 emergono 2
nuovi taxa appartenenti al phylum dei Molluschi, tre nuove specie di Policheti e tre nuovi taxa di

Crostacei. Compaiono inoltre tra gli altri gruppi, Nemertini e Platelminti, che non sono mai stati
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rinvenuti nei campionamenti precedenti al 2006. Inoltre, nel 2007 si registra la presenza del
mollusco gasteropode Mitylaster sp., anche se scarsamente rappresentato, e di esemplari
appartenenti al phylum Actinaria. In particolare la specie Mytilaster sp. era gia stata rinvenuta

nella campagna di campionamento del 1997 ma non era stata piu ritrovata fino al 2007.

Tab. 8.1. Totale dei taxa rilevati alle Saline di Tarquinia e loro ripartizione nei phyla nei diversi

anni di campionamento

Anno :;Jat);?i Molluschi Anellidi Artropodi  Nemertini Platelminti Actinaria
2004 14 5 5 4 0 0 0
2005 13 5 4 4 0 0 0
2006 26 7 8 9 1 1 0
2007 23 7 7 6 1 1 1

8.2. Struttura genetica di A. fasciatus delle Saline di Tarquinia: variazioni
temporali e influenze ambientali

A partire dal 1998 sono stati monitorati gli effetti della degradazione dell’habitat sulla struttura
genetica di Aphanius fasciatus per evidenziare eventuali modificazioni del pool genico della
popolazione locale in coincidenza con le modificazioni ambientali.

La lunga serie di dati raccolti ha permesso di cogliere diversi aspetti riguardanti i cambiamenti
nel corso degli anni (1998-2010) della struttura genetica di A. fasciatus, specie che ha per
caratteristica un’estrema adattabilita ad habitat ed a condizioni ambientali eterogenee. | risultati
di questa tesi si riagganciano alle ricerche svolte durante gli anni 1998-2005, aggiungendo
campioni che estendono I’arco temporale fino al 2007 (e a livello preliminare fino al 2010),
permettendo quindi di verificare in dettaglio la risposta del pool genico della popolazione di A.
fasciatus delle Saline di Tarquinia al termine dei lavori di ripristino ecologico effettuati sul sito.
Negli studi precedenti (2003-2005), le ricorrenti deviazioni dall’equilibrio di Hardy-Weinberg e
I’eterogeneita delle frequenze alleliche riscontrata in alcuni dei loci allozimici analizzati aveva
condotto ad ipotizzare I’esistenza di pressioni ambientali sulla popolazione e di un pattern di

distribuzione delle frequenze alleliche e genotipiche correlato con le condizioni ambientali dei
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bacini. Questa ipotesi trovava conferma dallo studio delle correlazioni di frequenze alleliche e
genotipiche di alcuni dei loci studiati con i valori dei principali parametri ambientali delle
vasche, descrivendo una popolazione frammentata in sub-demi, distinti dal punto di vista
genetico ed adattati ai diversi “microhabitat” delle saline (Angeletti et al., 2010).

I dati raccolti nel 2007 sembrano indicare che si siano andati attenuando i fattori che avevano
disegnato la struttura genetica della popolazione di Aphanius fasciatus e che avevano causato
dapprima la perdita di variabilita (Cardillo, 2003) e poi la frammentazione della popolazione in
sub-demi con frequenze alleliche eterogenee e geneticamente distinti in relazione alle condizioni
ambientali (Polesi, 2005; Angeletti, 2006).

Considerati nel loro insieme i dati sembrano indicare che negli anni 2006-2007, nel definire la
struttura genetica di A. fasciatus alle Saline, siano intervenuti elementi ambientali che hanno
favorito la panmissia della popolazione a scapito della strutturazione in sub-demi riscontrata in
passato, e che hanno determinato condizioni di maggiore stabilita ed omogeneita in tutto
I’impianto.

Questa conclusione € basata sul confronto tra i dati ottenuti negli anni 1998-2003-2005-2007
che mostra prove a sostegno in base alle frequenze alleliche registrate, all’andamento dei
parametri di variabilita genetica ed al pattern di singoli loci (ADA).

Le frequenze alleliche a 9 dei 18 loci polimorfici sono cambiate significativamente dal 1998
rispetto agli anni seguenti. Tale cambiamento e andato affievolendosi fino a sparire dopo
I’implementazione del progetto LIFE, che ha permesso il recupero ecologico delle Saline ed una
conseguente omogeneizzazione delle condizioni ambientali nelle diverse aree che le
compongono (Angeletti et al., 2010). Infatti nel periodo 2003-2007 sono cambiate
significativamente soltanto le frequenze alleliche di un singolo locus (PEP B) sui 13 ancora
rimasti polimorfici (Vedi tabella 7.5).

Lo stesso pattern si riscontra per i parametri di variabilita genetica, i cui valori diminuiscono
significativamente tra il 1998 e il 2003, per poi stabilizzarsi a partire dal 2005. Ad esempio
I’allelic richness, che quantifica il numero medio di alleli per locus corretto in funzione
dell’entita numerica dei campioni, scende da circa 1.9 a 1.5. La forte erosione genetica subita
dal pool genico di A. fasciatus & testimoniata in modo particolarmente evidente dal calo
dell’eterozigosi media, che passa in modo significativo da 16.9% nel 1998 a 12.6% nel 2003. Il
disturbo ambientale tende a incidere piu fortemente sul numero di alleli che non sull’eterozigosi,

perché la conseguente contrazione demografica delle popolazioni innesca in prima battuta la
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perdita di alleli rari, che & immediatamente riflessa nel numero di alleli rilevati (e quindi per
esempio nei valori dell’allelic richness). Diversamente, i livelli di eterozigosi sono determinati
prevalentemente dai loci altamente polimorfici, con alleli ad elevata frequenza e cioé con un
elevato numero di individui eterozigoti, e risentono quindi di contrazioni demografiche, e dei
fenomeni di deriva genetica ad esse collegati, solo quando tali fenomeni sono di notevole entita
0 molto prolungati nel tempo (Hartl & Clark, 1993). L azione della deriva genetica nel causare
I’erosione genetica osservata é testimoniata anche dal fatto che ben il 50% dei loci polimorfici
(9 su 18) sono interessati dall’erosione: in accordo con quanto riportato da studi recenti &
proprio la deriva genetica ad essere considerata la forza evolutiva pit probabilmente in azione
(rispetto ad esempio alla selezione) quando vengono interessati molti loci contemporaneamente
(vedi ad esempio Hauser et al., 2002). Infine, I’azione della deriva genetica € anche suggerita
dal fatto che la perdita di variabilita riguarda principalmente gli alleli rari, che vengono persi gia
quando la dimensione effettiva della popolazione € ancora lontana da drastici crolli e
conseguenti fenomeni di inincrocio (Ryman et al., 1995). E’ proprio il caso della popolazione di
A. fasciatus delle Saline di Tarquinia per la quale ¢ stata recentemente dimostrata una riduzione
della dimensione effettiva di popolazione (N¢) di circa un ordine di grandezza negli stessi anni di
studio qui indagati (Angeletti et al., 2010). Tale calo demografico sarebbe quindi direttamente
collegato alla perdita di variabilita osservata per deriva genetica.

E’ perd possibile che altre forze evolutive abbiano agito sul pool genico della popolazione di A.
fasciatus delle Saline di Tarquinia determinandone le forti fluttuazioni a livello di diversita
genetica. Un’importante indicazione viene dall’analisi del locus ADA, che presenta molte
caratteristiche peculiari rispetto agli altri loci allozimici studiati: (1) € I’unico a presentare un
deficit di eterozigoti negli anni 1998, 2003 e 2005 (rientrato poi nel 2007); (2) presenta valori
significativi di Fst negli ani 2003 e 2005 (0.031 e 0.030) ma non nel 2007 (0.002); (3) I’allele
ADA'™ presenta una distribuzione clinale Nord-Sud nell’ambito dell’estensione delle saline,
come riportato nella Figura 8.1. Da questa figura si pud vedere che negli anni 2003-2005 I’allele
ADA'® ha frequenze prossime al 61% nelle vasche della zona nord, vicine al canale di ingresso
dell’acqua marina e quindi con condizioni ambientali (salinita, temperatura, ossigeno disciolto)
simili a quelle del braccio di mare antistante le saline stesse. Mano a mano che ci si sposta verso
sud, e quindi verso vasche a minore profondita e piu lontane dal canale d’ingresso, aumentano
temperatura e salinita e diminuisce di conseguenza I’ossigeno disciolto (Angeletti et al., 2010).

100

Parallelamente la frequenza dell’allele ADA™ aumenta passando a 70.4% nelle vasche centrali
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e raggiungendo il 78% nelle vasche a sud, caratterizzate da alte salinita e condizioni prossime
all’ipossia nei mesi estivi. Per esempio nel mese di agosto 2003 il valore di ossigeno disciolto
era pari ad appena 2.2 ppm, quando valori <2 ppm vengono normalmente considerati il limite tra
le condizioni di ipossia ed anossia (Kidwell et al., 2009; Lardicci et al., 2001).

La presenza di condizioni ambientali limite nella zona centrale e soprattutto meridionale delle
saline, associata alla presenza di un disequilibrio di Hardy-Weinberg con frammentazione
genetica al locus ADA suggerisce che pressioni selettive possano essere all’origine di questa
distribuzione spaziale della diversita genetica (De Innocentiis et al, 2000) Tale ipotesi viene
confermata dal confronto tra il rapporto Fst /He 0sservato rispetto a quello ottenuto con valori di
Fst generati mediante simulazioni a partire dallo stesso data-set di analisi, al fine di individuare
loci outliers, che si discostano dall’andamento medio “neutrale” e sono quindi candidati come
sottoposti a selezione (Beaumont e Nichols, 1996; Beaumont e Balding, 2004). Nel nostro caso
utilizzando tutti e tre i data set (2003, 2005 e 2007, rispettivamente in Figg. 7.3, 7.4, 7.2) si vede
come nel 2003 e nel 2005 il locus ADA sia indicato come un “outlier” sotto selezione
direzionale. Nel 2007 perd esso non € piu indicato come sotto selezione. La spiegazione risiede
sicuramente nelle mutate condizioni ambientali delle saline dopo I’intervento di recupero
ecologico: I’escavazione delle vasche e il ripristino della circolazione idrica hanno parzialmente
uniformato le condizioni ambientali provocando la scomparsa del cline ambientale (ossigeno
disciolto, salinita), del corrispondente cline genetico per il locus ADA e delle forze selettive che
su di esso agivano. A sostegno di tale ipotesi, nel 2007 non risulta piu esserci alcuna
correlazione significativa tra frequenze alleliche e genotipiche di ADA e la concentrazione di

ossigeno disciolto (Vedi tabella 7.9).
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Fig. 8.1. Andamento delle frequenze alleliche al locus ADA nel periodo 2003 e 2005 (a) e nel
2007 (b).

A tutti questi dati ottenuti dal 1998 al 2007 con gli allozimi, sono stati aggiunti (anche se solo a
livello preliminare) ulteriori dati raccolti nel 2010, per poter verificare qual &€ I’andamento del
pool genico a distanza di tre anni dalla fine del progetto LIFE.

I campionamenti sono stati effettuati nell’estate del 2010, nei mesi di giugno e luglio. Le sub-
popolazioni attualmente studiate sono tre: una proveniente dalla zona centro-nord della salina, e
due provenienti dalle vasche a sud. Dalle prime elaborazioni effettuate, si pud notare un leggero
deficit di eterozigosi in uno dei demi a sud, ma sicuramente non significativo in quanto tutti i
loci risultano in equilibrio di Hardy-Weinberg. Inoltre, nei campioni del 2010 le frequenze di
ADA'™ mostrano nuovamente un cline che va da circa il 64% nella sub-popolazione a Nord a
circa il 70% nelle sub-popolazioni a Sud. Infine, dalle elaborazioni effettuate si € anche visto
che sia il locus ADA che il locus GPI-1 risultano di nuovo sotto selezione, situazione questa che
si era presentata nel 2003 e nel 2005, ma che era scomparsa nel 2007. Questo quadro temporale
e coerente con I’ipotesi di un miglioramento temporaneo delle condizioni ambientali dei bacini,
dovuto in parte all’asporto del sedimento ed in parte all’aumento della circolazione idrica
all’indomani degli interventi LIFE seguito poi da un ritorno, sia pure molto lento e parziale, alle
condizioni ambientali degli anni 2003-2005 (pre-LIFE).

L analisi comparativa del data set allozimico con quello derivato dallo studio dei microsatelliti &

stata condotta soprattutto perché il pattern di questi ultimi, generalmente considerati
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selettivamente neutrali, avrebbe potuto costituire una sorta di “linea di base” sulla quale
verificare ulteriormente I’ipotesi che alcuni dei loci allozimici, della popolazione delle Saline di
Tarquinia, sono in effetti sottoposti a selezione naturale (Babbucci et al., 2007). Inoltre si voleva
indagare sugli effetti di questa forza evolutiva nei confronti del polimorfismo genetico, ovvero
verificare se essa promuova il mantenimento della variabilita genetica a questo livello in
presenza di eterogeneita ambientale. Lo studio dei 7 loci microsatelliti condotto sulla
popolazione di Tarquinia e sulle altre popolazioni dell’areale, ha fornito ulteriori dati sulla
struttura genetica del ciprinodonte, i quali per taluni aspetti sembrano essere in linea con quanto
ipotizzato e dimostrato con i marcatori allozimici, mentre per altri hanno fornito un pattern
inatteso e discrepante rispetto ai dati precedenti (Cimmaruta et al., 2003; Angeletti et al., 2010).
Il leggero calo di variabilita riscontrato anche a livello dei microsatelliti, come pure
I’omogeneita spaziale di frequenze alleliche e genotipiche nei demi del campione temporale del
2003, sono tra i dati in linea con quanto ci si attendeva.

Il primo conferma I’interpretazione corretta del dato allozimico rispetto alla deriva genetica
negli anni di abbandono dell’impianto. Il secondo dato definisce ancora una volta una
popolazione panmittica (in accordo con alcuni dei loci allozimici), in cui taluni loci codificanti
sono sotto pressione selettiva, ma fornisce al contempo a questa conclusione una forza che i soli
allozimi non erano in grado di conferire.

Considerando [I’elevato tasso mutazionale dei loci microsatelliti, infatti, un’ eventuale
frammentazione ed isolamento geografico dei 4 demi studiati potrebbe far insorgere in breve
tempo la presenza discontinua di alleli a bassa frequenza nelle sub-popolazioni, differenziandole
geneticamente. La sostanziale assenza di questo dato nel pattern dei microsatelliti indica quindi
che siamo di fronte ad una popolazione non solo panmittica, ma anche con tempi di
rimescolamento molto brevi, per la quale in nessun modo € possibile spiegare il
differenziamento a livello dei loci allozimici semplicemente come I’effetto di isolamento
geografico e conseguente deriva genetica.

Diverse e forse piu complesse sono le considerazioni che possono essere fatte su altri due
risultati emersi dalla ricerca: il moderato livello di variabilita genetica dei loci microsatelliti
della popolazione di Tarquinia (ed di altri loci mitocondriali; dati non pubblicati) rispetto alla
variabilita allozimica, come pure le distanze genetiche e le relazioni filogeografiche in parte

contrastanti che le due serie di dati hanno fornito.
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L’interpretazione di questi risultati apparentemente in disaccordo necessita di una trattazione piu
estesa, capace di considerare correttamente la matrice ecologica sullo sfondo della quale si sono

realizzati e sono stati osservati i due pattern genetici.

8.3. Struttura genetica di Aphanius fasciatus: discrepanze tra marcatori
genetici

La discrepanza tra il data-set allozimico e quello dei microsatelliti in quanto a variabilita delle
popolazioni, frammentazione genetica del campione temporale 2003 delle Saline di Tarquinia,
distanze genetiche e clusterizzazione, puo dipendere in larga misura dall’azione di forze
evolutive differenti che agiscono con maggiore o minore intensita (o alcuna intensita) sui due
tipi di marcatori, a seconda delle loro caratteristiche. (Lemaire et al, 2000)

Per quanto riguarda gli allozimi é stato dimostrato che la deriva genetica ne erode la variabilita,
in particolare nei periodi di forte stress ambientale, di estremizzazione delle condizioni
dell’habitat e conseguente riduzione della dimensione effettiva della popolazione (Ne) (Angeletti
et al., 2010). D’altro canto i dati permettono di ipotizzare che in habitat eterogenei come le
saline, il mantenimento della variabilita ad alcuni loci codificanti sarebbe favorito attraverso la
selezione naturale e I’adattamento genetico ai vari microhabitat. Inoltre, nei periodi di forte
pressione ambientale, dovuta alle naturali fluttuazioni o, come nel caso delle Saline di Tarquinia,
alla mancanza di gestione attiva, I’eterogeneita ambientale diviene ancora piu marcata, portando
a condizioni “limite” alcuni di tali microhabitat e favorendo ulteriormente I’azione della
selezione naturale e I’adattamento alle condizioni locali. E stato inoltre teorizzato, in accordo
con quanto emerso da questa ricerca, che una distribuzione non casuale dei genotipi nei
microhabitat di cui un ambiente eterogeneo si compone (habitat choice; Bullini et al., 1998),
favorirebbe il mantenimento della variabilita genetica, anche in presenza di selezione direzionale
leggera (come da noi osservato), e non solo nel caso di sovradominanza (Levene, 1953; Hartl &
Clark, 1993). Quindi, secondo questa interpretazione, il pattern degli allozimi sarebbe
determinato dall’azione di deriva e selezione, che aumenterebbero di intensita nei medesimi
periodi caratterizzati da forte pressione ambientale, agendo pero in direzioni opposte. La deriva
eroderebbe la diversita genetica mentre la selezione manterrebbe genotipi differenziati (e quindi
polimorfismi) ad alcuni loci; la prima forza agirebbe quindi su tutti i loci, mentre la seconda solo

su alcuni di essi.
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Sui loci microsatelliti, che i risultati ottenuti confermano essere selettivamente neutrali, sarebbe
solamente la deriva genetica ad aumentare la propria intensita e forza in condizioni ambientali
estreme, attraverso la riduzione di N, portando, anche in questo caso, ad un calo dei livelli di
polimorfismo.

In contesti ambientali limitati e fortemente eterogenei come le Saline di Tarquinia, in cui vi € un
avvicendamento periodico di condizioni estreme, che si ripete in modo piu 0 meno casuale, la
riduzione ciclica di N, manterrebbe bassa, erodendola lentamente, la variabilita genetica anche a
livello dei loci microsatelliti. La Riserva Naturale delle Saline di Tarquinia é costituita infatti da
un habitat acquatico piccolo, eterogeneo e fortemente dipendente dalle fluttuazioni climatiche e
dall’ apporto di nutrienti organici, i quali possono innescare fenomeni eutrofici. Inoltre in esso
non é presente un grande “polmone” con ampi bacini profondi nei quali si registrano condizioni
ambientali realmente stabili, e in cui parte della popolazione del ciprinodontide pud trovare
rifugio nei periodi in cui si istaurano condizioni meno favorevoli. Allo stesso tempo I’alto tasso
mutazionale di queste regioni del DNA puo garantire il rinnovamento di una certa variabilita,
che, nei periodi favorevoli e di espansione demografica, puo distribuirsi velocemente, attraverso
le nuove varianti in tutta la popolazione (evidentemente panmittica), conferendo comunque a
questi marcatori un polimorfismo piu elevato rispetto agli allozimi.

Dove vi sono state crisi distrofiche recenti che hanno interessato tutta la laguna con estese morie
delle specie ittiche, come accaduto nella laguna di Orbetello (Lardicci et al., 1997), e dove
inoltre non vi & una grande eterogeneita ambientale dal punto di vista spaziale che favorisca il
mantenimento della variabilita ai loci codificanti, entrambi i marcatori portano il segno della
drastica riduzione di Ne e mostrano una variabilita limitata.

In situazioni ambientali come le Saline di Marsala, dove I’impianto di produzione del sale
ancora in funzione garantisce un ambiente meno estremo e dove inoltre, adiacente alla salina, €
presente una estesa laguna con ampi collegamenti al mare, capace di ospitare in condizioni di
omeostasi una popolazione di Aphanius vasta e demograficamente stabile, il mantenimento della
variabilita genetica ad entrambi i livelli & evidentemente favorito.

In tale situazione il tasso di deriva genetica non sarebbe eccessivamente spinto ad aumentare da
condizioni ciclicamente estreme (se non in alcuni settori limitati, come le vasche salanti delle
saline) e non avrebbe quindi la forza di erodere la variabilita genetica degli allozimi ne’ dei
microsatelliti. Inoltre sarebbe comunque possibile un contributo della selezione naturale e

dell’habitat choice nel favorire il mantenimento del polimorfismo genetico di alcuni loci
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codificanti, grazie comungue alla presenza di “patches” ambientali eterogenei nella salina. In
casi come quello rappresentato dalla laguna di Marsala & quindi possibile che i due ambienti,
laguna e salina, agiscano mutuamente nel mantenere la variabilita: la laguna garantisce un Ne
ampio e piu stabile, dove anche la comparsa per mutazione di nuove varianti puo verificarsi con
maggiore probabilita (essendo la popolazione costituita da numerosi individui); inoltre la
dimensione effettiva della popolazione manterrebbe I’incisivita e gli effetti della deriva genetica
a livelli modesti (senza far sparire immediatamente gli alleli eventualmente comparsi e portando
alla veloce fissazione di quelli gia piu frequenti). L habitat eterogeneo delle saline adiacenti puo
invece favorire, in alcuni microhabitat e con maggiore intensita nei periodi di estremizzazione,
I’affermazione di alcuni genotipi attraverso habitat choice e selezione naturale. Questo
spiegherebbe la variabilita genetica elevata sia per allozimi sia per microsatelliti osservata
proprio nel campione di Marsala.

A questi fattori vanno naturalmente aggiunti gli effetti della storia filogeografica della specie
che possono incidere profondamente nella struttura genetica delle popolazioni che vengono
“fotografate” in un determinato momento (nel nostro caso dal 1998 al 2010).

L’esempio di questi tre ambienti fornisce delle ipotesi coerenti per spiegare perché in alcuni casi
i due pattern sono in disaccordo (Saline di Tarquinia) mentre in altri casi sono tra loro paralleli
(Orbetello, Marsala). Anche le differenze tra le distanze genetiche calcolate sulla base degli
allozimi e dei microsatelliti, trovano una possibile spiegazione alla luce di queste ipotesi.

Nel caso delle Saline di Tarquinia la vasta quantita di dati ci conduce fuori dal campo delle
ipotesi nella interpretazione generale delle evidenze sperimentali. Negli altri casi al contrario,
altri approfondimenti sono necessari per trovare conferma alle relazioni tra patterns genetici e

caratteristiche ambientali degli habitat in cui questo organismo modello vive.
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Cap. 9. CONCLUSIONI

I risultati ottenuti nell’ambito di questa tesi di dottorato permettono di analizzare nel medio
periodo I’influenza delle fluttuazioni ambientali sul pool genico delle popolazioni residenti,
attraverso lo studio della struttura genetica di una specie-target, A. fasciatus.

La lunga serie di dati raccolti presso le Saline di Tarquinia ha permesso di cogliere diversi
aspetti riguardanti i cambiamenti della struttura genetica di A. fasciatus nel corso degli anni
(1998-2010), e di confermare come i parametri ecologici di maggior rilievo per questa specie
siano gli stessi che influenzano tutta la struttura delle comunita che vivono nel ridotto spazio
delle saline nonché le reti trofiche che vi si instaurano: la salinita e, correlati tra loro, la
temperatura dell’acqua e I’ossigeno disciolto. Inoltre la natura stessa dell’ambiente di studio ha
permesso di verificare empiricamente quale sia il ruolo svolto dalle diverse forze evolutive nel
plasmare la struttura genetica di questa popolazione di A. fasciatus e quali siano le forze
ambientali che le innescano. Infatti le Saline di Tarquinia sono costituite da vasche che, anche se
adiacenti, sono caratterizzate da profondita e tasso di circolazione delle acque profondamente
diversi. Inoltre I’abbandono dovuto alla dismissione della produzione del sale, la conseguente
degradazione dell’habitat con evidenti fenomeni di eutrofizzazione e il successivo recupero
ecologico hanno creato un alternarsi di condizioni ambientali profondamente diverse,
permettendo di raggiungere I’obiettivo di studio esposto in apertura: I’analisi dei rapporti tra

fluttuazioni ambientali e struttura del pool genico di A. fasciatus.

Entrambi i marcatori utilizzati per questo studio (allozimi e microsatelliti) concordano nel
rilevare un fenomeno di erosione genetica (perdita di variabilita genetica) associato al
peggioramento della qualita ambientale ed all’estremizzazione delle condizioni ecologiche che
esso comporta: alte temperature e salinita estive con scarso ossigeno disciolto. Questa erosione
genetica é rilevabile ad un gran numero di loci (soprattutto allozimici) ed € collegata ad un calo
della dimensione effettiva della popolazione (Angeletti et al., 2010) per cui & verosimilmente
dovuta all’azione di fenomeni di deriva genetica che portano alla perdita casuale di alleli. Inoltre
la scarsa circolazione all’interno delle vasche favorisce la creazione di un cline ambientale
caratterizzato da un aumento di salinita e temperature da nord a sud e da un corrispondente calo

dell’ossigeno disciolto. A tale cline ecologico corrisponde un cline genetico rilevato al locus
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ADA il cui allele ADA' risulta negativamente associato alla concentrazione di ossigeno.
Questa osservazione, assieme al forte deficit di eterozigoti, fa supporre che I’azione della
selezione affianchi quella della deriva genetica. Tale ipotesi e stata verificata e sostenuta dalle
analisi svolte, che indicano il locus ADA come un “outlier” sotto selezione a differenza di tutti
gli altri loci, allozimici e microsatelliti. che hanno andamenti comparabili e selettivamente
neutrali. Contemporaneamente la minore, ed inattesa, variabilita genetica registrata per i loci
microsatelliti rispetto agli allozimi porta ad ipotizzare che in habitat eterogenei come le saline, il
mantenimento della variabilita ad alcuni loci codificanti sarebbe favorito attraverso la selezione
naturale e I’adattamento genetico ai vari microhabitat. Inoltre, nei periodi di forte pressione
ambientale, dovuta alle naturali fluttuazioni o, come nel caso delle Saline di Tarquinia, alla
mancanza di gestione attiva, I’eterogeneita ambientale diviene ancora piu marcata, portando a
condizioni “limite” alcuni di tali microhabitat e favorendo ulteriormente I’azione della selezione
naturale e I’adattamento alle condizioni locali. In altre parole, una distribuzione non casuale dei
genotipi nei microhabitat di cui un ambiente eterogeneo si compone  favorirebbe il
mantenimento della variabilita genetica, attraverso appunto fenomeni di habitat choice.

Quindi, 1 risultati prodotti per questa tesi permettono di giungere ad una prima conclusione,
secondo la quale il pattern degli allozimi sarebbe determinato dall’azione combinata di deriva e
selezione, che aumenterebbero di intensita nei medesimi periodi caratterizzati da forte pressione
ambientale, agendo pero in direzioni opposte. La deriva eroderebbe la diversita genetica mentre
la selezione manterrebbe genotipi differenziati (e quindi polimorfismi) ad alcuni loci; la prima
forza agirebbe quindi su tutti i loci, mentre la seconda solo su alcuni di essi. Sui loci
microsatelliti, neutrali, sarebbe solamente la deriva genetica ad aumentare la propria intensita e
forza in condizioni ambientali estreme, attraverso la riduzione di N, portando esclusivamente ad

un calo dei livelli di polimorfismo.

Una seconda conclusione trae origine dal confronto tra i livelli di variabilita genetica di diverse
popolazioni di A. fasciatus rappresentative dell’intero areale della specie. L’estensione
dell’habitat lagunare, le sue caratteristiche idrografiche e la sua vicinanza ad altre lagune
popolate da A. fasciatus, influiscono profondamente sulla struttura genetica di questa specie.
Quindi lo studio con diversi marcatori di piu popolazioni geografiche ha permesso di

identificare alcuni “fattori chiave” per il mantenimento della diversita genetica in A. fasciatus.
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In contesti ambientali limitati e fortemente eterogenei come le Saline di Tarquinia, in cui vi € un
avvicendamento periodico di condizioni estreme, che si ripete in modo piu 0 meno casuale, la
riduzione ciclica di N, tende ad erodere, lentamente ma continuamente, la variabilita genetica (a
livello dei loci allozimici e microsatelliti). Allo stesso tempo fenomeni selettivi innescati dalla
marcata eterogeneita ambientale permettono il mantenimento di una certa porzione di variabilita
genetica collegata, direttamente o indirettamente, alla risposta allo stress ambientale (soli
allozimi). In ambienti dove non vi & una grande eterogeneita ambientale e vi sono state crisi
distrofiche recenti che hanno interessato tutta la laguna con estese morie delle specie ittiche,
come accaduto nella laguna di Orbetello (Lardicci et al., 1997), entrambi i marcatori portano il
segno della drastica riduzione di Ne e mostrano una variabilita limitata. Infine, in situazioni
ambientali come le Saline Marsala, dove I’impianto di produzione del sale ancora in funzione
garantisce un ambiente meno estremo e dove inoltre, adiacente alla salina, & presente una estesa
laguna con ampi collegamenti al mare, capace di ospitare in condizioni di omeostasi una
popolazione di A. fasciatus vasta e demograficamente stabile, il mantenimento della variabilita
genetica é evidentemente favorito e riscontraile con ad entrambi i marcatori. In casi come questo
della laguna di Marsala & inoltre possibile che i due ambienti, laguna e salina, agiscano
mutuamente nel mantenere la variabilita: la laguna garantisce un N, ampio e piu stabile, dove
anche la comparsa per mutazione di nuove varianti pud verificarsi con maggiore probabilita
(essendo la popolazione costituita da numerosi individui); inoltre la dimensione effettiva della
popolazione manterrebbe I’incisivita e gli effetti della deriva genetica a livelli modesti (senza far
sparire immediatamente gli alleli eventualmente comparsi e portando alla veloce fissazione di
quelli gia piu frequenti). L’habitat eterogeneo delle saline adiacenti pud invece favorire, in
alcuni microhabitat e con maggiore intensita nei periodi di estremizzazione, I’affermazione di
alcuni genotipi attraverso habitat choice e selezione naturale. Questo spiegherebbe la variabilita
genetica elevata sia per allozimi sia per microsatelliti osservata proprio nel campione di Marsala.
L’esempio costituto dalle Saline di Marsala fornisce lo spunto per una considerazione di
carattere gestionale relativa agli ambienti lagunari in generale, ed alle Saline di Tarquinia in
particolare. La gestione di questi habitat nel senso del mantenimento o della creazione di
caratteristiche simili a quelle che presenta la salina/laguna di Marsala, con una zona che funga
da stabile “polmone” (e.g. vasche a nord delle saline di Tarquinia) adiacente ad una zona gestita

e con spiccata eterogeneita ambientale (zona a sud delle saline di Tarquinia), pud essere una
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strategia adottabile per favorire il mantenimento della variabilita genetica del ciprinodontide e

della biodiversita a livello di specie (comunita macrozoobenthonica, specie ornitiche)
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