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1 INTRODUZIONE 

1.1 OBIETTIVI DELLA RICERCA 

Le penisole mediterranee, Iberica, Italiana e Balcanica, sono considerate tra i più importanti 

hotspot di biodiversità del Paleoartico (Myers et al 2000; Mittermeier et al 2003) in termini 

sia di diversità di specie, sia di ricchezza di linee endemiche, sia di diversità intraspecifica 

(Hewitt 2011). Inoltre, anche il differenziamento genetico tra le popolazioni all’interno delle 

singole specie è maggiore in queste aree piuttosto che in quelle situate più a nord, in linea con 

quanto osservato in varie regioni del pianeta (Martin e McKay, 2004). Esistono diverse 

ipotesi per spiegare questo generale cline latitudinale di diversità che derivano 

fondamentalmente dal crescente apporto di energia (dai poli verso l’equatore) e dalla 

distribuzione degli habitat (Currie et al 2004). Diversi studi con l’utilizzo di fossili, marcatori 

molecolari e più recentemente modellizzazioni della nicchia ecologica, hanno accertato il 

ruolo delle oscillazioni climatiche del Quaternario e delle caratteristiche geomorfologiche 

delle differenti aree, nel determinare le variazioni nel tempo degli areali di distribuzione delle 

specie. Ciò ha fornito un contesto generale, ampiamente condiviso dagli studiosi, per 

comprendere gli attuali pattern di diversità genetica delle specie (per un’ampia rassegna vedi 

Hewitt 1996, 2004). La persistenza a lungo termine di condizioni ambientali favorevoli in 

quelle che sono chiamate aree di rifugio (situate generalmente alle basse latitudini) avrebbe 

permesso il mantenimento di ampie popolazioni stabili e geneticamente variabili. Al contrario 

la ri-colonizzazione degli habitat precedentemente inospitali, a causa delle restrittive 

condizioni climatiche, potrebbe essere avvenuta attraverso colli di bottiglia nel fronte di 

espansione oppure con fenomeni noti come ‘effetti del fondatore’, determinando una  

progressiva perdita di variabilità e il conseguente stabilirsi di popolazioni impoverite 

geneticamente (Hewitt 1996, 1998; Taberlet et al. 1998; Carnaval et al 2009; Weiss & 

Ferrand 2007).  

Gli scenari sopradescritti mettono implicitamente in risalto i processi di riduzione della 

diversità genetica per spiegare i diversi pattern di variabilità genetica delle popolazioni, 

tralasciando il coinvolgimento di processi atti ad aumentare la diversità genetica di una 

specie. Infatti in questo modo la formazione degli hotspot di diversità genetica sarebbe legata 

principalmente alla stabilità delle popolazioni all’interno di rifugi e dunque alla mancata 

perdita di variazione. Tuttavia recenti studi filogeografici e di genetica  delle popolazioni 
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hanno evidenziato la presenza di differenti aree di rifugio all’interno dei range principali dove 

si suppone le specie si siano rifugiate (per una estesa rassegna sulle penisole europee vedi 

Hewitt 2011 e citazioni all’interno). Gli autori di questi studi imputano gli alti livelli di 

diversità genetica trovati nelle popolazioni di queste aree al fatto che le specie hanno subito 

ripetuti cicli di frammentazione, differenziamento allopatrico, eventualmente seguiti da eventi 

di contatto secondario con scambio di geni. Questo scenario, mette in risalto i processi micro-

evolutivi che possono incrementare la diversità oltre che mantenerla (Gomez e Lunt, 2006). 

Questi stessi processi evolutivi sono stati anche usati per spiegare perché le specie endemiche 

delle aree di rifugio mostrano inaspettatamente alti livelli di diversità genetica  se comparate a 

specie congeneriche che hanno al contrario areali ampi e diffusi (e.g. Lewis & Crawford, 

1995; Derieg et al., 2008; Canestrelli et al., 2010), violando l’atteso trend positivo tra l’area di 

distribuzione e la diversità genetica di una specie (ad es. Coates et al., 2003; Gitzendanner e 

Soltis 2000). Riformulando una nota frase di Petit et al (2003), le aree di rifugio Plio-

pleistoceniche sarebbero hotspot precisamente perché sono anche melting-pot (zone di 

incontro) di diversità intraspecifica (Canestrelli et al. 2010).  

Stabilità a lungo termine e flusso genico intraspecifico non sono necessariamente 

mutualmente esclusivi per spiegare la formazione di hotspot di diversità. Tuttavia esiste la 

possibilità che il ruolo del flusso genico sia stato sottovalutato,  alterando la nostra percezione 

della sua rilevanza in questo contesto. Il disegno sperimentale di campionamento appare 

cruciale in questo senso. Molto spesso quando si studia il pattern di diversità di una specie a 

livello del suo areale di distribuzione solo un numero limitato di campionamenti cadono 

nell’area di rifugio (che è spesso circoscritta rispetto al range complessivo di una specie), 

tralasciando in questo modo la possibilità di individuare l’esistenza di diverse linee evolutive 

(che spesso sono concentrate proprio in queste aree) e, quindi, di complessi pattern di 

ibridazioni introgressive (ad es. Canestrelli et al. 2010, 2011). In questo modo appare facile 

interpretare erroneamente la diversità riscontrata come frutto unico di ampie e stabili 

popolazioni  (Taberlet 1998; Gomez & Lunt 2007; Canestrelli et al. 2006a). Il set di marcatori 

utilizzati per effettuare gli studi sui pattern di diversità è un altro problema fondamentale a 

questo riguardo. Infatti molti studi di filogeografia passati si sono avvalsi di una sola classe di 

marcatori, con eredità uniparentale (DNA mitocondriale o cloroplastico) oppure biparentale 

(allozimi, microsatelliti, etc) per fare inferenze sulla storia evolutiva di una specie, rischiando 

in questo modo di ometterne una parte. Per esempio un evento di contatto secondario con 

introgressione di geni tra due distinte linee evolutive di una specie, che potrebbe essere 
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evidente studiando il DNA nucleare, può essere completamente non rivelabile con l’uso di 

soli marcatori mitocondriali, i quali sono particolarmente inclini a introgressione massiva, la 

quale omogeneizza il pattern di diversità tra linee divergenti (Chan and Levin, 2005; Avise 

2004; Ballard & Whitlock 2004; Canestrelli et al. 2008; Currat et al. 2008). Alternativamente, 

introgressioni del DNA mitocondriale possono essere le uniche tracce di eventi antichi di 

ibridazione tra linee evolutive anche molto diverse (ad es. Weisrock et al. 2005; McGuire et 

al. 2007; Canestrelli e Nascetti 2008; Hofman et al 2007). In alcuni casi solo l’uso congiunto 

di diversi marcatori mitocondriali e nucleari in un campionamento capillare possono aiutare a 

distinguere tra eventi passati e recenti di introgressione (Wirtz 1999; Goncalves et al., 2009), 

tra migrazione e isolamento (Nielsen and Wakeley, 2001) e tra polimorfismi ancestrali ancora 

condivisi (incomplete lineage sorting) e processi estensivi di ibridazione introgressiva (Hey et 

al, 2004; Weisrock et al, 2005; Canestrelli et al 2007a), fattori che molto spesso possono 

confondere le inferenze evolutive in una specie (vedi Maggs et al. 2008).  

L’obiettivo generale di questa ricerca è stato quello di studiare il ruolo dell’ibridazione tra 

forme differenziate nell’incrementare la diversità genetica in specie endemiche di un hotspot 

di biodiversità. La penisola italiana è riconosciuta un’area ad alta endemicità e sede di rifugi 

per molte specie vegetali ed animali, pertanto un’importante hotspot di biodiversità del 

Paloartico.  La complessa e ben documentata storia paleogeografica di questa regione 

(Ghisetti 1979, 1981; Tortorici 1981; Bonfiglio et al. 2002) sembra essere alla base 

dell’esistenza di più aree di rifugio per molte specie che hanno subito probabilmente fasi di 

isolamento allopatrico durante gli interglaciali in cui, a causa delle trasgressioni marine, la 

regione è andata incontro a forte insularizzazione (ad es. Caloi et al. 1989; Santucci et al. 

1996; Canestrelli et al. 2011). L’ibridazione introgressiva, che seguiva le fasi di isolamento, 

sembra aver giocato un ruolo sostanziale nel determinare l’alta diversità genetica 

intraspecifica riscontrata nella porzione meridionale della penisola (vedi l’esempio 

emblematico del mammifero fossorio Talpa romana in Canestrelli et al. 2010). Recenti studi 

condotti con marcatori mitocondriali hanno fatto emergere per un piccolo urodelo endemico 

dell’Italia centro-meridionale, il tritone italiano, l’esistenza di due cladi principali fortemente 

divergenti, a loro volta differenziati in vari sub-cladi, che suggeriscono la presenza di otto 

zone di rifugio nel ristretto areale di distribuzione di questa specie (Canestrelli et al. 2011). La 

storia Pleistocenica di questo endemismo sembra essere caratterizzata da ripetuti cicli di 

frammentazione attraverso la formazione di barriere geografiche che hanno determinato 

divergenza genetica, ma che sono stati inevitabilmente seguiti da altrettanti cicli in cui, 
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instaurandosi aree di contatto secondario, si lasciava spazio al flusso genico e quindi alla 

possibilità di introgressione.  La totale assenza di copresenza di aplotipi appartenenti ai due 

cladi principali, anche in popolazioni geograficamente vicine, lascia ipotizzare la possibile 

esistenza di due specie criptiche, richiamando la necessità di un campionamento più 

dettagliato e l'uso di marcatori genetici nucleari per valutare i modelli di ibridazione e 

introgressione tra le principali linee evolutive. 

Utilizzando 17 loci allozimici, tre loci nucleari di sequenza e due regioni del DNA 

mitocondriale come marcatori molecolari si è scelto di studiare la struttura genetica delle 

popolazioni del tritone italiano Lissotriton italicus ad una scala geografica fine, concentrando 

l’attenzione in differenti zone di possibili contatti secondari. Tramite lo studio del pattern di 

introgressione genica ai diversi loci si pensa di inferire dove, quando e in quale forma 

popolazioni distinte geneticamente si sono ibridate. In questo modo ci si aspetta sia possibile 

poter stimare quanta della diversità riscontrata sia imputabile alla stabilità storica delle 

popolazioni e quanto invece alla loro frammentazione e successiva ibridazione. Inoltre si è 

interessati a valutare se e in che modo siano coinvolti altri fattori di isolamento riproduttivo, 

oltre a quelli geografici, nel determinare la marcata discontinuità filogenetica riscontrata tra le 

popolazioni dei due cladi principali.   

1.2 LA PENISOLA ITALIANA 

L’alta diversità genetica e di specie che si trova nelle penisole del Mediterraneo è di 

importanza  teoretica e concettuale, ma ha anche un grande valore conservazionistico. Capire 

come questa diversità si è evoluta nel tempo a livello sia di popolazioni che di specie ci 

permette di prendere decisioni chiare e precise su quali processi bisogna preservare per 

garantire una conservazione a lungo termine della biodiversità (Alllendorf e Luikart, 2007). 

Considerando questo, lo studio e conoscenza di tre aree di recente sviluppo sono di 

fondamentale importanza: la Paleogeologia, la Paleoclimatologia e la Filogeografia. 

1.2.1 Paleogeologia  

La collisione delle placche tettoniche africana ed europea, con la conseguente complessa 

strutturazione della terra e delle acque del bacino del Mediterraneo a partire dall’inizio del 

Cenozoico (65My), produsse ponti terra, fosse marine e, infine, le molto diverse penisole di 

Iberia, Italia e Balcani (Figura 1-1; Robertson & Grasso 1995; Carminati & Doglioni 2005; 
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Jolivet et al 2006). I dettagli di questo processo sono ancora molto discussi e ricercati, ma 

alcuni punti sembrano particolarmente rilevanti per l'evoluzione dei biota nelle penisole. La 

massa di terra iberica è antica e l’orogenesi dei Pirenei avvenne presto, il loro sollevamento si 

concluse con l'Eocene. In questo momento vi è stato una significativa fase di orogenesi 

ellenica e dei Balcani, con numerose creste e canali sommersi, in continuità con la proto-

Turchia. Tuttavia le Alpi stavano solo iniziandosi a formare, con la subduzione della 

piattaforma Apula sotto quella Europea, il culmine dell’orogenesi alpina fu nel Miocene (~ 

20My). La penisola italiana, emerse molto più tardi, come un insieme di componenti iberiche, 

africane ed elleniche (Figura 1-1). 

Figura 1-1: Evoluzione geologica delle penisole mediterranee. P: Pirenei; A: Alpi; C: Carpazi; H: monti 

Ellenici; D: monti Dinarici. (modificato da Carminati e Doglioni, 2005) 

 

Tra i 34 e 6 Mya sezioni della placca iberica si spinsero verso l'Appennino, lasciando la 

Corsica, la Sardegna e le Isole Baleari nel mezzo del Mediterraneo. L'Appennino 

settentrionale emergente entrò in connessione con le Alpi a metà del Pliocene, e molte parti 

dell'Italia si riunirono nel tardo Pliocene, mentre Calabria e la Sicilia solo nel Pleistocene 

(2My; Bonfiglio et al 2002). A partire dal Pliocene inferiore, intensi fenomeni tettonici hanno 

generato nell’arco calabro-peloritano, costituito da Calabria e Sicilia nord-orientale, un 

complesso sistema di faglie e di fosse (Ghisetti, 1979; Tortorici, 1981). La regione si 

presentava allora come un arcipelago di isole costituite dalle vette della Sila, dellle Serre, 

Capo Vaticano e dell’Aspromonte e da una penisola che aveva come limite meridionale l’area 

sommitale del Pollino e si protendeva a settentrione collegandosi al resto della catena 
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appenninica. I principali graben erano costituiti dall’attuale piana del fiume Crati, la piana di 

Catanzaro e lo stretto di Messina. La paleoprovincia Calabrese è stata interessata da un 

processo generale di sollevamento già dal Tortoniano, ma le aree di fossa sono state soggette 

a cicliche trasgressioni marine fino al Pleistocene superiore (Figura 1-2). In particolare, il 

nord e il centro della Calabria si trovarono in connessione tra loro solo a partire del 

Pleistocene inferiore con l’orogenesi della Catena Costiera; la piana di Crati-Sibari ha iniziato 

il processo di sollevamento nel medio-tardo Pleistocene mentre la piana di Catanzaro, che 

separava centro e sud della Calabria, ha mostrato una definitiva tendenza al sollevamento 

solamente dal Pleistocene superiore (Ghisetti, 1979). In queste zone il tasso medio di 

sollevamento non è stato mai inferiore a 1 mm all’anno negli ultimi 600 mila anni e si deve 

non solo ai movimenti tettonici ma anche all’importante apporto di sedimenti sia di natura 

marina che fluviale che si sono concentrati in queste aree (Cucci, 2004). Lo stretto di Messina 

rappresenta un’altra area di fossa che, pur presentandosi attualmente sommersa, durante gran 

parte del Pleistocene è stata soggetta ad un’intensa attività tettonica che ha favorito frequenti 

connessioni tra Calabria e Sicilia (Caloi et al., 1989). 

 

 

Figura 1-2: Ricostruzione dell’Italia meridionale nelle fasi interglaciali  
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1.2.2 Paleoclimatologia  

Il clima sulla terra è andato incontro a un processo di raffreddamento attraverso il Quaternario 

con oscillazioni marcate, e nell’ultimo milione di anni abbiamo avuto circa 10 ere glaciali 

principali con altrettante fasi interglaciali. L'entità delle glaciazioni è stata varia, e ha avuto il 

suo picco massimo durante l'ultimo massimo glaciale (LGM, 25-18ky). All’origine di tali 

oscillazioni vi sono fenomeni di differente natura, che interagiscono fra loro e incidono sul 

clima a scale temporali diverse e con intensità variabile. Le variazioni più drastiche sono 

riconducibili a fenomeni tettonici e producono effetti apprezzabili in tempi dell’ordine di 105-

107 anni. Variazioni cicliche di entità più modeste avvengono sia su scala millenaria con 

periodicità di circa 103-104 anni, sia su scala di 104-105 anni. Le prime sono riconducibili a 

mutamenti della composizione atmosferica, principalmente delle concentrazioni di CO2 e di 

CH4, ed hanno effetti prevalentemente sulla quantità di radiazione solare assorbita 

dall’atmosfera, mentre le seconde sono le cosiddette “oscillazioni di Milankovitch” (per una 

rassegna vedi Zachos et al., 2001 e riferimenti all’interno). Si tratta di alterazioni cicliche 

dell’orbita terrestre che causano variazioni nell’entità delle radiazioni solari incidenti 

sull’atmosfera terrestre, che consistono nella discontinuità del moto di precessione (periodo di 

21.000 anni), dell’inclinazione dell’asse terrestre (periodo di 41.000 anni) e dell’eccentricità’ 

dell’orbita della terra intorno al sole (periodo di 100.000 e 400.000 anni) (Crowley, 2002 e 

riferimenti all’interno). Tali eventi hanno determinato l’alternanza di fasi glaciali e 

interglaciali, che ha influito in maniera differente sulle varie aree del pianeta sia in riferimento 

all’entità che alle modalità (Hewitt, 2004a). Hanno subito alterazioni le variabili ambientali, 

come ad esempio il regime monsonico (ad es. Lu et al., 2000), i bacini fluviali, con variazioni 

nella portata, nella quantità e nella natura dei sedimenti nonché nello stesso tracciato dei fiumi 

(ad es. Vandenberghe, 2002), come pure le temperature ed il livello dei mari (ad es. Scott & 

Collins, 1996). 

In particolare per quanto riguarda l’Europa, Van Andel & Tzedakis (1996) riportano il 

seguente quadro generale: durante le fasi pleniglaciali i ghiacci artici si espansero verso Sud 

fino al 52° parallelo, ai cui margini si estese un deserto polare seguito da terreni gelati fino al 

45° parallelo, i quali, sciogliendosi durante il periodo estivo, consentirono la presenza di una 

copertura di piante erbacee - tundra su terreni impermeabili ed umidi mentre steppa su quelli 

ben drenati ed aridi - che invasero tutto il continente. Le catene montuose meridionali, i 

Pirenei e le Alpi, furono ricoperte dai ghiacci mentre le penisole del sud presentarono un 
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paesaggio dominato da steppa arida, con alcune aree silvestri rifugiali ove consentito 

dall’umidità. Boschi di conifere sopravvissero nel nord dei Balcani, sugli Appennini 

settentrionali e nel nord-ovest della Spagna, mentre verso sud, in tutte e tre le penisole, italica 

iberica e balcanica, le conifere furono sostituite prima da alberi decidui, poi da foresta 

mediterranea sempreverde (ad es. Lowe et al., 1996; Magri, 1999; Ghinassi et al., 2004). Le 

temperature scesero, assumendo valori medi annuali di circa 7-8°C inferiori agli attuali, con 

medie estive intorno a 10°C nell’Europa centro-occidentale; le precipitazioni fecero registrare 

medie annue del 70-80 % più basse rispetto alle odierne (Van Andel & Tzedakis, 1996). Il 

livello dei mari regredì di 100-130 m prosciugando l’Adriatico a nord del 40° parallelo ed i 

principali arcipelaghi divennero un'unica isola, mentre la Sicilia formò un continuum con la 

Calabria (Ridente & Trincardi, 2002; Carboni et al.,2005). I periodi interglaciali furono 

caratterizzati dalla regressione dei ghiacciai: quelli artici si ritirarono all’interno del circolo 

polare, quelli alpini si ridussero entro margini simili a quelli attuali; le temperature crebbero 

superando di 3-4°C quelle dei nostri giorni nell’Europa centrale e meridionale; anche le 

temperature marine crebbero e nel Mediterraneo si registrarono valori di 3-4°C superiori a 

quelli di oggi (Van Andel & Tzedakis, 1996). Si verificarono trasgressioni marine con 

conseguenti allagamenti delle pianure alluvionali, quale ad esempio la pianura Padana, e delle 

aree di fossa come la piana del fiume Volturno, la piana di Crati-Sibari, che separa la Calabria 

dal resto della penisola, la piana di Catanzaro, che separa la Calabria meridionale da quella 

centrale e la piana del Monte Torre (Figura 1-2; Romano et al., 1994; Barra et al., 1996 e 

riferimenti all’interno; Bernasconi et al., 1997; Chiocci et al., 1997; Amorosi & Milli, 2001; 

Bonfiglio et al., 2002; Cucci, 2004). Durante queste fasi, come già precedentemente descritto, 

la Calabria appariva come un arcipelago le cui isole furono l’Aspromonte, le Serre, il 

massiccio di Capo Vaticano, la Sila (Bonfiglio et al., 2002). 

1.2.3 Filogeografia 

La Filogeografia è la disciplina che si occupa dei principi e dei processi che hanno 

determinato l’attuale distribuzione geografica delle linee genealogiche dei geni, all’interno 

delle specie e tra specie strettamente affini (Avise et al., 1987). Tra i fattori storici che hanno 

maggiormente contribuito a strutturare l’attuale distribuzione geografica delle specie e della 

variazione genetica all’interno di esse, vi sono le oscillazioni climatiche del Quaternario. 

Evidenze fossili (ad es. Bonfiglio et al., 2002), palinologiche (ad es. Tzedakis et al., 2002) e 

genetiche, indicano che numerose specie animali e vegetali sopravvissero alle condizioni 
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climatiche avverse proprie delle fasi glaciali, rifugiandosi prevalentemente nelle penisole 

mediterranee e molto spesso proprio nella loro porzione meridionale (Hewitt, 2000; Stewart 

& Lister, 2001). La penisola italiana è riconosciuta un’area ad alta endemicità e sede di rifugi 

per molte specie vegetali ed animali.   

Attualmente esistono numerose evidenze dell’esistenza di rifugi multipli nella penisola 

italiana, forniteci principalmente da studi di genetica delle popolazioni dell’ultima decade 

(vedi Hewitt 2011) e proprio gli effetti della complessa storia paleogeografica e 

paleoclimatica di questa regione (descritta nei due paragrafi precedenti) sembrano spiegare un 

tale scenario. Differenti specie mostrano chiari segni genetici che supportano un quadro di 

rifugi multipli: taxa vegetali (Vettori et al 2004; Heuertz et al 2006; Magri, 2008), invertebrati 

(Nieberding et al. 2005), uccelli (Hourlay et al. 2008), numerosi rettili (Joger et al 2007, 

Podnar et al. 2005,Ursenbacher et al. 2006, Fritz et al 2005, Bohme et al 2007, Giovannotti et 

al. 2007), anfibi (Santucci et al. 1996;  Steinfartz et al. 2000; Nascetti et al 2005; Canestrelli 

et al. 2006a, 2007a, 2007b, 2008, 2011; Canestrelli & Nascetti, 2008; Sacco 2010) e 

mammiferi (Pierpaoli et al. 1999; Seddon et al. 2001; Vernesi et a.l 2002; Fickel et al. 2008; 

Castiglia et al. 2008; Grill et al. 2009; Canestrelli et al. 2010; Vega et al. 2010). La maggior 

parte di questi taxa studiati della penisola italiana, a differenza delle altre principali penisole 

del mediterraneo, contengono divergenze solo a partire dal Pleistocene, e ciò potrebbe essere 

dovuto in gran parte alla recente formazione della penisola (Hewitt, 2011). Molte di queste 

specie mostrano differenti componenti genetiche nel nord, centro e sud Italia, che possono 

essere correlate alle catene montuose più importanti (Figura 1-3). I principali rilievi montuosi 

del nord Italia, quelli maggiormente  soggetti a glaciazioni, hanno costituito importanti 

barriere alla dispersione per diverse specie animali. L’Appennino settentrionale, ad esempio, 

identifica il limite settentrionale o meridionale dell’areale di diverse entità, tra cui diversi 

Anfibi, come Rana italica e Bombina pachypus, endemiche dell’Italia peninsulare, le due 

specie Salamandrina perspicillata e Salamandrina terdigitata, endemiche appenniniche e 

vicarianti a nord ed a sud della piana del Volturno (Nascetti et al., 2005; Canestrelli et al., 

2006b) e Rana latastei, il cui areale è pressappoco coincidente con la pianura Padana, (Lanza, 

1983). Secondo Bianco (1994) l’Appennino settentrionale ha rappresentato una barriera alla 

dispersione anche per numerose specie di pesci d’acqua dolce.  

L’Italia meridionale, pur essendo stata meno soggetta ai fenomeni glaciali rispetto al resto 

della penisola, come poc’anzi ricordato, è stata interessata durante tutto il Plio-Pleistocene da 
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ampie fluttuazioni glacio-eustatiche del livello del mare, nonché dagli effetti di importanti 

eventi geologici (Giraudi, 2004). La distribuzione della diversità genetica appare 

particolarmente frammentata in quest’area, specialmente nella sua porzione più meridionale 

(Canestrelli et al 2006a, 2008, 2010, 2011; Canestrelli & Nascetti 2008). Molti dei cladi 

descritti sono associati con i principali massicci montuosi Calabresi, che, come abbiamo visto, 

sono state le isole emergenti e successivamente unitesi alla penisola nel corso del Quaternario 

ma che durante le fasi interglaciali, si sono separate più volte a causa delle trasgressioni 

marine che coinvolgevano le principali piane (piana del Crati-Sibari, la pianura di Catanzaro, 

lo stretto di Messina ma anche la piana del monte Torre; Figura 1-2). Queste piane, nei 

periodi in cui furono sommerse, sembrerebbero aver agito come barriere contro la dispersione 

di molte specie, ipotesi supportata anche da dati fossili (Caloi et al., 1989; Figura 1-3). Al 

contrario, le piane nei periodi glaciali appaiono come zone dove differenti linee evolutive si 

sono ritrovate in contatto secondario con la possibilità di flusso genico (Canestrelli et al 

2007b; 2010). La storia evolutiva inferita per il già citato mammifero endemico Talpa romana 

esemplifica molto chiaramente il ruolo preponderante di eventi di contatto secondario con 

flusso genico nella formazione dell’hotspot di diversità genetica. Le maggiori discontinuità 

nella distribuzione geografica della variazione genetica di questa specie sono tutte localizzate 

in prossimità delle aree storicamente inondate durante le fasi interglaciali del Pleistocene 

(specie n.10 in Figura 1-3) e quelle localizzate nella Calabria sono risultate con un pattern per 

lo più di tipo clinale e quindi che supportano l’occorrenza d’introgressione a seguito di 

contatti secondari; contatti che sembrano essere avvenuti in almeno due occasioni durante la 

storia evolutiva di questo mammifero (Canestrelli et 2010). E’ possibile affermare che 

all’aumentare dei casi di studio riferiti all’Italia meridionale, aumenta anche l’evidenza che 

quest’area appaia un luogo di incontro (melting pot) di diversità intraspecifica piuttosto che 

un’area di stabilità a lungo termine, dove le specie sono sopravvissute all’instabilità climatica 

del Quaternario. 
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Figura 1-3: Principali discontinuità geografiche in 11 specie con distinte linee genetiche della Penisola Italiana. 

Specie: 1 Rana lessonae; 2 Hyla intermedia; 3 Rana italica; 4 Bombina pachypus; 5 Podarcis sicula; 6 Rana 

dalmatina , 7 Salamandra salamandra; 8 Vipera aspis; 9 Fagus sylvatica; 10 Talpa romana; 11 Lissotriton 

italicus (modificato da Hewitt, 2011). 

 

1.3 IL TRITONE ITALIANO 

1.3.1 Distribuzione e habitat 

Il tritone italiano, Lissotritons italicus (Peracca, 1898), della famiglia Salamandridae, è una 

specie endemica dell’Italia peninsulare (Figura 1-4), il suo areale è delimitato a Nord da una 

ipotetica linea che va dalle Marche (a sud di Ancona) al golfo di Gaeta (Bucci-Innocenti et al., 

1983). Il massiccio dell’Aspromonte rappresenta il limite meridionale di distribuzione della 

specie. Nelle parti meridionali dell’areale, all’incirca dalla Campania centrale, il tritone italico 

sembra essere l’urodelo più comune e diffuso. La distribuzione altitudinale di questa specie 

varia dal livello del mare a 1855 m (Monte Pollino) ma è maggiormente frequente tra i 300 e i 

700 m. s.l.m. (Scillitani et al., 2004). E’ una specie di piccole dimensioni, i maschi non 

superano la lunghezza di 80 mm mentre le femmine, leggermente più lunghe, quella di 95 
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mm; pertanto le capacità dispersive sono relativamente molto ridotte, anche a causa del fatto 

di essere molto legato ad ambienti acquatici di tipo lentico, generalmente di piccola 

superficie. 

Il tritone italiano è una specie euriecia, presenta infatti un notevole grado di adattabilità a 

condizioni climatiche e idrobiologiche differenti. Sebbene preferisca in maniera piuttosto 

evidente raccolte d’acqua ferma, sia naturali che artificiali, la specie è adattata a colonizzare 

anche ambienti estremi ed effimeri, talvolta caratterizzati da acque debolmente correnti. Gli 

ambienti più frequentati in molte parti dell’areale, specie in quelle più meridionali, sono corpi 

d’acqua ferma di origine antropica, quali vasche per l’irrigazione, abbeveratoi per il bestiame 

e fontanili, che garantiscono un costante afflusso d’acqua nel corso dell’anno ed abbondanti 

riserve di invertebrati acquatici (Giacoma et al., 1988; Scillitani et al., 2004; Sperone e 

Tripepi, 2005). Tra gli ambienti naturali, la specie colonizza frequentemente pozze e stagni, 

anche quelli soggetti a completo essiccamento durante la stagione estiva. Nei biotopi di acqua 

lotica la specie può essere rinvenuta quasi esclusivamente nelle raccolte d’acqua formatesi per 

la deviazione parziale del corso d’acqua o per la concavità del suolo. I siti riproduttivi sono 

condivisi un po’ con tutte le specie di anfibi presenti nell’areale, principalmente a causa 

dell’alta versatilità della specie. Rari sono i casi di sintopia con la specie congenerica L. 

vulgaris nel Lazio, Abruzzo e Molise. 

1.3.2 Cenni di storia naturale 

Il tritone italiano mostra un tipico ciclo riproduttivo annuale a pattern dissociato suddivisibile 

in quattro fasi: 1) fase acquatica; 2) fase di emigrazione; 3) fase terrestre; 4) fase di 

immigrazione (Scillitani e Tripepi, 2007). La fase acquatica comprende il periodo più esteso, 

grosso modo, dalla fine di ottobre a quasi tutto maggio. Il periodo di massima frequenza degli 

animali in acqua comprende tuttavia i mesi di dicembre, gennaio e febbraio, mentre negli altri 

mesi si ha sempre attività riproduttiva, ma in acqua è presente un numero di esemplari 

minore; in particolare, col procedere della primavera gli animali iniziano la fase di 

alimentazione e si preparano poi ad affrontare la fase terrestre. Il corteggiamento avviene in 

acqua, con il maschio che esegue una complessa danza per attirare la femmina. Il 

comportamento di corteggiamento è stereotipato, con lunghe sequenze di interazioni stimolo-

risposta tra i sessi. In L. italicus si osserva il tipo di corteggiamento tollerante (Giacoma e 

Balletto, 1988) caratterizzato da scarsa territorialità, corteggiamento simultaneo di più maschi 

intorno ad una stessa femmine e stimoli per lo più di tipo olfattivo. Le femmine depongono da 
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200 a 300 uova, facendole aderire alle foglie delle piante acquatiche che afferrano con gli arti 

posteriori. Le larve compaiono in acqua già da gennaio e di solito completano il loro sviluppo 

prima dell’inizio della fase terrestre anche se la neotenia è piuttosto frequente (Scillitani et al., 

2004). 

La fase di emigrazione inizia verso la fine di maggio e si protrae fino tutto giugno. Questa può 

essere definita come una fase di transizione durante la quale si osserva uno spostamento dei 

tritoni dall’acqua all’ambiente esterno. La fase terrestre ha inizio all’incirca a luglio e termina 

alla fine di agosto. Le dimensioni diminuiscono notevolmente in ambo i sessi. I cambiamenti 

maggiori si riscontrano nella coda: infatti oltre alla riduzione in lunghezza si assiste al 

riassorbimento sia della cresta dorsale che di quella ventrale. Le parti dorsali si colorano di un 

marrone brunastro e la pelle risulta più secca e ruvida. In questa fase i tritoni alloggiano sotto 

i sassi e/o sotto le foglie e legno marcescente, dove è presente una certa, anche se minima, 

umidità. La fase di immigrazione si estende dalla fine di settembre agli inizi di novembre e 

può essere considerata una fase di transizione, con una parte della popolazione ancora 

presente a terra ed una parte già in acqua. La fedeltà al sito di nascita è molto elevata: in due 

anni di osservazioni di due pozze collegate da un breve canale in territorio di Martina Franca 

(puglia) solo in sei casi su 1430 gli animali marcati in una pozza sono stati ritrovati in un’altra 

(Scillitani e Tripepi, 2007).  

1.3.3 Stato di conservazione 

Nonostante la relativa plasticità adattativa, la specie sembra in declino in gran parte 

dell’areale, a causa di perdita di habitat, legata a trasformazioni o distruzione di corpi idrici, 

inquinamento e introduzione di specie acquatiche alloctone. Scillitani et al. (2004) hanno 

campionato 154 popolazioni in gran parte dell’areale per definire delle linee guida di 

conservazione; di queste, 22 popolazioni precedentemente segnalate sono risultate estinte. Il 

L. italicus è inserito nell’Allegato IV della Direttiva Habitat che include le “specie animali e 

vegetali di interesse comunitario che richiedono una protezione rigorosa” (Direttiva 

92/43/CEE e successive modifiche). La specie è inoltre citata in Appendice III della 

“Convention on the Conservation of European Wildlife and Natural Habitats” (Convenzione 

di Berna). Infine, essa è protetta da leggi regionali in alcune regioni italiane (Lazio, Abruzzo, 

Molise e Calabria). Nonostante alcuni autori hanno suggerito uno status “Vulnerable” 

(Scillitani et al., 2004; Scillitani e Tripepi, 2007), L. italicus viene considerato dalla IUCN 

come specie “Least Concern” (IUCN, 1996). 
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1.3.4 Biogeografia della specie 

La variazione geografica di L. italicus è stata studiata su base morfologica (Scillitani, 1992; 

1998; Scillitani et al., 1993), cariologica (Ragghianti et al., 1980; Bucci-Innocenti et al., 

1986), elettroforetica di sistemi gene-enzima (Ragghianti & Wake, 1986; Cataudo et al.,2000) 

e mitocondriale (Canestrelli et al., 2011). I dati morfologici non mostrano differenze 

geografiche riscontabili a causa dell’elevata variabilità interpopolazionale presente nella 

specie. I primi studi condotti sul pattern di distribuzione geografica della diversità genetica 

sono stati tra i primi lavori dove per una specie della penisola italiana è stato ipotizzato uno 

scenario a rifugi multipli (Bucci-Innocenti et al., 1986 e Ragghianti & Wake, 1986). L'analisi 

della variazione genetica condotta sia a livello del cromosoma XII (Bucci-Innocenti et al., 

1986) sia ai loci allozimici (Ragghianti & Wake, 1986; Catuado et al., 2000), infatti, misero in 

evidenza come nel complesso le popolazioni campionate potevano essere raggruppante in due 

gruppi principali, uno settentrionale (Marche, Abruzzo, Lazio, Campania) ed uno meridionale 

(Puglia, Basilicata e Calabria) probabilmente di origine Pleistocene- medio, e come tra i due 

gruppi ci fosse un'ampia zona di transizione, frutto di un probabile contatto secondario. 

Tuttavia, in nessuno degli studi citati sono presenti campioni delle popolazioni della Calabria 

meridionale, dove il tritone è molto frequente e dove il recente lavoro di Canestrelli et al. 

(2011) ha evidenziato essersi svolto il più antico capitolo della storia evolutiva di questa 

specie.  

Infatti lo studio della diversità di due frammenti del DNA mitocondriale (Canestrelli et al. 

2011), su un campionamento distribuito lungo tutto l’areale della specie, ha mostrato 

l’esistenza di due cladi principali S e N, con divergenza datata all’inizio del Pleistocene, di 

cui uno distribuito unicamente nella Calabria meridionale e l’altro in tutto il resto dell’areale.  

La specie sembra essere andata incontro a ripetuti cicli di frammentazione allopatrica durante 

tutto il Pleistocene attraverso la formazione di barriere geografiche che hanno determinato 

una forte differenziazione genetica intraspecifica. La specie probabilmente ha passato l’ultimo 

ciclo glaciale in otto aree di rifugio, come suggerito dalla presenza di otto cladi terminali 

nell’albero filogenetico. Le principali aree di discontinuità sembrano essere localizzate nella 

Piana di Crati-Sibari (per i cladi principali N e S), nella piana di Catanzaro (per sottocladi di 

S) che ha agito da barriera almeno in due occasioni durante il pleistocene medio e l’ultima 

localizzata orientativamente tra gli Appennini centrali e quelli settentrionali (per i sottocladi 

di N, Figura 1-3). La totale assenza di copresenza di aplotipi appartenenti ai due lineamenti 
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principali anche nelle zone dove popolazioni di tipo S e N sono in prossimità geografica, 

lascia supporre la presenza di due specie criptiche, invocando la necessità di un 

campionamento più dettagliato e l'uso di marcatori genetici nucleari per valutare i modelli di 

ibridazione e introgressione tra le due principali linee evolutive. 

La piccola taglia, la dipendenza da ambienti acquatici lentici, la fedeltà al sito di nascita e di 

conseguenza la scarsa capacità dispersiva fanno di questa specie un modello per studi di 

biogeografia storica (Canestrelli et al., 2011). Diversi autori considerano le specie 

appartenenti al genere Lissotriton particolarmente interessanti da studiare in quanto 

fortemente inclini a mantenere le impronte genetiche dell’evoluzione Paleoecologica del loro 

habitat e dei processi micro-evolutivi da essa innescati (Martínez-Solano et al., 2006; Babik et 

al., 2005; Canestrelli et al., 2011). 

Figura 1-4: Lissotriton italicus 
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2 MATERIALI E METODI 

2.1 CAMPIONAMENTO 

In questo lavoro sono stati utilizzati 488 campioni di Lissotriton italicus raccolti in 44 

differenti siti (da qui in poi nominati anche popolazioni) distribuiti per tutto l’areale di 

distribuzione della specie. Un totale di 287 campioni sono stati raccolti tra ottobre 2008 e 

Aprile 2010 durante differenti sessioni di campionamento, mentre i restanti 201 esemplari 

sono stati  raccolti in una precedente fase del lavoro (vedi Sacco 2010 e Canestrelli et al. 

2011).  

Due criteri principali sono stati usati per realizzare uno schema di campionamento che potesse 

essere il più possibile esaustivo per i nostri obiettivi, data la forte strutturazione genetica già 

descritta da Canestrelli et al. (2011) per la specie in oggetto. In primo luogo abbiamo 

integrato il campionamento della precedente fase del lavoro in tutte le macro-aree mancanti 

dell’areale complessivo della specie nonché abbiamo cercato di aumentare, ove possibile, il 

numero di individui per popolazione. In questo modo abbiamo campionato in 3 stazioni nella 

parte nord dell’areale, 7 nel massiccio del Pollino e due nella catena montuosa delle Serre 

(Figura 2-1). Nel massiccio della Sila sono state effettuate diverse escursioni ma non sono 

stati trovati individui di L. italicus eccetto nel versante nord-est (Sila greca). Il secondo 

criterio è stato quello di campionare, ad una scala geografica più fine, nelle possibili zone di 

contatto secondario tra i due principali cladi (N e S) emersi dalle analisi mitocondriali della 

precedente fase del lavoro (vedi Sacco 2010 e Canestrelli et al. 2011). Abbiamo campionato 

seguendo due transetti (Figura 2-1): 1) il primo nella Catena Costiera, con una orientazione 

nord-sud, tra le stazioni Lago dei due Uomini (IDUE, n° 31 in Figura 2-1) e Nocera Terinese 

(INOC, n°38 in Figura 2-1),  dove sono stati catturati esemplari in 5 siti; 2) il secondo nella 

Piana del Crati-Sibari, con una orientazione est-ovest, tra le stazioni di Lgo dei due Uomini 

(IDUE, n° 31) e Crosia (ICRO, N° 27 in Figura 2-1) dove abbiamo campionato tritoni in altri 

4 siti. La provenienza geografica e i dettagli di tutti i siti sono riportati in Tabella 2-1. I 

campionamenti sono stati effettuati durante la stagione riproduttiva (da maggio a settembre), 

quando si suppone di trovare gli animali in acqua. I luoghi considerati possibilmente idonei 

per la presenza di siti di riproduzione venivano selezionati tramite un’analisi di immagini 

satellitari del territorio con l’utilizzo del programma Google Earth e con l’ausilio delle 

segnalazioni riportate in letteratura (Scillitani et al, 2004). Le escursioni sul campo sono state 
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effettuate sia ricercando individui a vista che effettuando ripetuti retinamenti in tutti i ruscelli, 

sorgenti, pozze naturali o artificiali ed impaludamenti presenti nell’area selezionata. Ogni 

individuo catturato è stato anestetizzato sul posto attraverso un’immersione in una soluzione 

allo 0.02% di Tricaina Metansolfonato (MS222) e quindi é stata praticata l’asportazione della 

porzione terminale della coda (toe-clipping), secondo il protocollo suggerito da Heyer et al. 

(1994). Dopo questa procedura ogni tritone è stato rilasciato nell’esatto punto di 

campionamento e i tessuti prelevati sono stati trasferiti in laboratorio in azoto liquido e quindi 

conservati in congelatori regolati a -80 °C.  

2.2 ANALISI DI LABORATORIO 

Per 414 campioni è stato studiato il pattern di variazione a 17 presunti loci allozimici. 

L’analisi delle sequenze di due regioni del DNA mitocondriale sono state effettuate per 358 

individui, utilizzando i dati presentati in Canestrelli et al (2011) completati con sequenze di 

individui provenienti da altre 12 popolazioni. Un sub set di campioni rappresentanti 42 dei 44 

siti campionati sono stati utilizzati per ottenere sequenze da tre differenti geni nucleari. Il 

numero di individui di ogni popolazione usati in ognuna delle differenti analisi è riportato in 

Tabella 2-1.  



 
21 

Tabella 2-1: Localizzazione geografica dei 44 siti di campionamento e numero degli individui analizzati.  

sigla long. latit. Allozimi mtDNA BFX Gh Pdgfr

App. nord 1 Serra San Quirico IQUI 13.0169 43.4336 2 2 2 2 1
2 Cascata Vitello Oro IORO 13.8078 42.4250 - 1 5 4 3

Gargano 3 Foresta Umbra IUMB 16.0216 41.8561 8 3 - 3 3
4 Mattinata IMAT 16.0604 41.7587 4 1 3 3 3

App. centrale 5 Pescolanciano IPES 14.3336 41.6669 14 16 5 4 2
6 Monte Redentore IRED 13.6169 41.3003 11 14 3 6 2
7 Guardiaregia IGUA 14.5715 41.3964 - 3 4 - -
8 Roseto Valfortore IROS 15.0836 41.3669 9 12 5 3 6
9 Conza ICNZ 15.3095 40.8754 - 4 4 6 6

Puglia 10 Lago Castiglione ICST 17.1169 40.9503 16 12 6 6 5
11 Alberobello IALB 17.1957 40.7867 - 6 5 2 2
12 Le Cesine ILEC 18.1742 40.3356 - 7 3 5 3

Lucania 13 Rifreddo IRIF 15.8169 40.5503 - 6 5 3 4
Cilento 14 Ottati IOTT 15.3169 40.4503 13 13 6 5 4

15 Stio ITIO 15.2503 40.3003 7 7 6 4 4
16 Policoro IPCO 16.7024 40.1741 - 18 6 2 6

Pollino 17 Conserva ICON 16.2637 40.0178 7 7 - - -
18 Acqualisparti IACQ 15.8797 39.9885 12 4 7 2 4
19 Massadita IMAS 15.8346 39.9453 11 6 5 3 3
20 Lago Fondo INDO 16.2836 39.9669 11 16 3 4 3
21 Mormanno IMOR 15.9430 39.8884 13 9 7 3 5
22 S.Domenica Talao ITAO 15.8731 39.8283 16 6 4 2 4
23 Civita ICIV 16.3004 39.8638 16 9 5 4 4
24 Frascineto IFRA 16.2579 39.8392 - 2 2 - -

Piana Crati 25 Tarsia ITAR 16.3093 39.6174 10 9 5 6 8
26 San Demetrio ISDE 16.3918 39.6070 10 9 5 3 5

Sila greca 27 Crosia ICRO 16.7670 39.5669 8 8 6 6 7
28 Umbriatico IUBR 16.9185 39.3778 3 - 2 2 2
29 Verzino IVER 16.8669 39.3169 10 8 3 5 4

Piana Crati 30 Ficara IFIC 16.1244 39.6616 12 7 4 3 5
Catena Costiera 31 Due Uomini IDUE 16.0225 39.5521 18 8 4 3 3

32 S.Benedetto Ullano IULL 16.1064 39.4298 9 8 4 5 4
33 San Lucido ILUC 16.0859 39.2962 23 6 6 7 7
34 Cerisano ICER 16.1510 39.2623 16 9 5 3 4
35 Fiumefreddo IFIU 16.0612 39.2500 13 6 12 6 4
36 Belmonte Calabro IBMC 16.0668 39.1529 13 8 3 3 5
37 S. Pietro Amantea ITEA 16.1111 39.1321 10 6 4 5 6
38 Nocera Tirinese INOC 16.1503 39.0336 15 14 8 8 7

Serre nord 39 Polia IPOL 16.3415 38.7449 13 12 9 3 6
40 Angitola IANG 16.2243 38.7414 15 11 7 5 4

Capo Vaticano 41 Zungri IZUN 15.9890 38.6718 7 6 5 5 5
Serre sud 42 Serra San Bruno ISSB 16.3078 38.5556 14 9 5 1 3
Aspromonte 43 S.Ilario Jonio IJON 16.1836 38.2169 11 18 10 4 6

44 Madonna Leandro ILEA 15.7330 38.0174 14 12 5 7 5
414 358 213 166 177

Località di campionamento
Coordinate Numero 

Totale
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Figura 2-1: Distibuzione geografica dei siti di campionamento numerati come in tabella 1. Le aree cerchiate in 

rosso rappresentano le zone dove sono stati effettuati i transetti.  

 

2.2.1 Analisi elettroforetica di sistemi gene-enzima 

Complessivamente sono stati studiati 13 enzimi codificati da 17 loci (Tabella 2-2) mediante 

elettroforesi orizzontale su gel d’amido. Il gel è stato preparato usando amido della 

Connaught Laboratories (Starch-hydrolyzed), disciolto in proporzione del 10% nella 

soluzione tampone specifica per ogni enzima (Tabella 2-3). La soluzione è stata quindi 

riscaldata fino all’ebollizione e poi degassata con una pompa a vuoto. Il gel è stato infine 

versato in piastre di vetro di 18 cm x 24 cm x 0,7 cm e lasciato raffreddare. Le analisi sono 

state effettuate su frammenti di tessuto conservati a –80°C. Questi sono stati omogenizzati 
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meccanicamente con pestelli in ceramica aggiungendo qualche goccia di acqua distillata e 

l’omogenato è stato assorbito su cartellini di carta Whatman n°3 di 5mm x 5mm. I cartellini 

sono stati poi inseriti sul lato lungo della piastra, in un taglio praticato nel gel per mezzo di un 

taglierino. Le piastre sono state portate in una camera termostata a circa +4°C e posti in delle 

vaschette di plexiglas provviste di elettrodi e contenenti i sistemi tampone specifici per la 

corsa dei vari enzimi (Tabella 2-3). Il contatto tra gel ed elettrodi è assicurato da apposite 

spugnette. Il gel è stato quindi sottoposto ad un campo elettrico che permette alle proteine di 

migrare, ciascuna nella direzione e ad una velocità che dipendono dalla carica netta a quel 

determinato pH, nonchè dalle dimensioni e dalla forma della proteina stessa. Il voltaggio e la 

durata della migrazione nel campo elettrico dipendono dall’enzima in esame e dal sistema 

tampone usato, (range: 5-8V; 2-7 h). Al termine della migrazione i cartellini sono stati estratti 

dal gel e lo stesso è stato tagliato orizzontalmente con un filo di nylon (∅ 0,2 mm) e ciascuna 

parte è stata colorata per visualizzare uno specifico enzima (per le colorazioni vedi Tabella 6). 

Tale soluzione è composta da un substrato su cui agisce l’enzima, un coenzima (NAD o 

NADP) ed un colorante che si lega al prodotto della reazione. Alcune soluzioni sono state 

usate direttamente allo stato liquido, altre invece rese solide con agar allo 0.8% in soluzione 

tampone tris HCl 0,05 M (pH 8), precedentemente portato ad ebollizione e poi lasciato 

raffreddare fino alla temperatura di circa 48°C. Dopo la colorazione, i gel sono stati messi ad 

incubare al buio, in una stufa a 37 °C per un tempo variabile tra i 15 minuti e le 2 ore, in 

funzione dell’enzima. Alla fine del processo descritto, sul gel sono apparse delle bande 

colorate e, a seconda del loro numero e posizione, è stata determinato il genotipo di ciascun 

individuo al locus che codifica per quel particolare enzima. 

2.2.1.1 Nomenclatura e pattern elettroforetici 

I vari isozimi (enzimi con la stessa funzione ma codificati da loci diversi) sono stati numerati 

in ordine crescente a partire da quello che è migrato per primo verso l’anodo, ad esempio 

Pgm-1, Pgm-2 e così via. Gli allozimi (enzimi codificati da diversi alleli dello stesso locus) 

sono stati denominati in base alla loro mobilità, in una corsa standard rispetto all’allele più 

comune di quel locus nella popolazione di riferimento, al quale viene assegnato il numero 

100. La mobilità degli alleli rispetto a quello più comune viene determinata dalla distanza in 

mm tra le varie bande che compaiono sul gel dopo la fase di colorazione precedentemente 

descritta. 
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Nell’interpretazione dei pattern è basilare la conoscenza della struttura dell’enzima, in 

particolare se esso è un monomero o un polimero. In entrambi i casi, gli omozigoti sono 

caratterizzati da un’unica banda in quanto entrambi gli alleli codificano per la stessa sequenza 

aminoacidica. Per gli eterozigoti, l’interpretazione è più complessa; di norma è possibile 

identificare il numero di subunità della struttura quaternaria dell’enzima, in base al numero di 

bande che compaiono negli individui eterozigoti, presupponendo che le sub unità dell’enzima 

completo, possano aggregarsi casualmente a formare isozimi omomeri ed eteromeri (Harris & 

Hopkinson, 1976). Nei monomeri gli eterozigoti si presentano con due bande (una per ciascun 

allozima); poiché entrambe le forme allozimiche sono attive, gli alleli di quel locus sono detti 

codominanti. Quando l’enzima è polimerico, l’eterozigote presenta una struttura composta da 

più bande; sono infatti presenti due bande omomeriche, rappresentanti le combinazioni delle 

subunità dello stesso allozima, e altre bande eteronome che corrispondono a molecole ibride 

formate dalla combinazione delle catene polipeptidiche dei due alleli (Allendorf & Utter, 

1979). Per gli enzimi dimerici quindi l’eterozigote è costituito da tre bande (a2, ab, b2), per i 

trimeri si hanno quattro bande (a3, a2b, ab2, b3), nel caso dei tetrameri sono presenti cinque 

bande (a4, a3b, a2b2, ab3, b4) e così via. In generale se la proteina è costituita da n subunità, 

nell’eterozigote si avranno n+1 isozimi di cui 2 omomeri e n-1 eteronomi. L’intensità delle 

bande è diversificata in funzione del contributo di ciascun allozima all’attività enzimatica 

totale: i rapporti d’intensità seguono i coefficienti dello sviluppo di potenza ennesima di un 

binomio, per i dimeri si ha 1:2:1, per i trimeri 1:3:3:1, per i tetrameri 1:4:6:4:1, ecc.. 
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Tabella 2-2: Enzimi analizzati, loci codificanti e sistema tampone utilizzato per ciascun enzima (sistemi 

tampone numerati come in Tabella 2-3) 

Enzima Codice 
internazionale

Locus 
codificante

Sistema 
tampone

α-Glicerofosfato deidrogenasi 1.1.1.8 α-Gpdh 5

Lattato deidrogenasi 1.1.1.27 Ldh-2 3

Malato deidrogenasi 1.1.1.37 Mdh-1 5

Mdh-2

Enzima malico 1.1.1.40 Mdhp-1 3

Mdhp-2

Isocitrato deidrogenasi 1.1.1.42 Idh-1 1

Idh-2

6-Fosfogluconato deidrogenasi 1.1.1.44 6-Pgdh 1

Nucleoside fosforilasi 2.4.2.1 Np 2

Glucosio-6-fosfato deidrogenasi 1.1.1.8 G6pdh 4

Peptidasi 3.4.11.23 Pep-b 1

Trioso-fosfato isomerasi 5.3.1.1 Tpi 4

Mannosio fosfato isomerasi 5.3.1.8 Mpi 2

Fosfoglucoisomerasi 5.3.1.9 Gpi 2

Fosfoglucomutasi 5.4.2.2 Pgm-1 1

Pgm-2
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Tabella 2-3: Sistemi tampone utilizzati (le quantità sono per litro di soluzione) 

TAMPONI ELETTRODI GEL

1. Tris/citrato 
continuo (Selander et 

al., 1971)

Tris 0,678 M, acido citrico 0,157 
M, pH 8 (83,2 g di Tris, 30 g di 
ac.citrico monoidrato)

Tris 0,023M , ac. Citrico 0,005 
M, pH 8 ( 2,77 g di Tris, 1,1 g 
di ac. citrico)

2.Tris/versene/ 
borato I (Brewer & 

Sing, 1970)

Tris 0,21 M, acido borico 0,15 M, 
EDTA 0,006 M, pH 8  (25,4 g di 
Tris, 9,27 g di ac. borico, 2,20 g 
di EDTA)

Tris 0,021 M, ac. Borico 0,02 
M, EDTA 0,007 pH 8,6  (2,5 g 
di Tris, 1,24 g di ac. borico, 
0,25 g di EDTA)

3. Tris/maleato 
(Brewer & Sing, 

1970)

Tris 0,1 M, acido maleico 0,1 M, 
EDTA 0,01 M, MgCl2 0,015M, 
NaOH 0,125 M, pH 7,2 (12,11 g 
di Tris, 11,61 g di ac. maleico, 
3,72 g di EDTA, 3,05 g di MgCl2, 
5 g di NaOH

Tampone elettrodi diluito 
1:10, pH 7,2

4. Litio/borato 
discontinuo (Soltis et 

al., 1983)

LiOH 0,038 M, acido borico 
0,188 M pH 8.1 (1,6 g di LiOH, 
11,6 g di ac. borico)

Tris 0,045 M, ac citrico 0,007 
M, LiOH 0,004 M, ac. Borico 
0,019 M pH 8.3 (5,45 g di 
Tris,1,28 g di ac. citrico in 900 
ml, portare a volume con 100 
ml di tampone elettrodi 9:1).

5. Fosfato/Citrato 
(Harris & Hopkinson, 

1976)

Citrato di sodio tribasico 0,15 M, 
fosfato di sodio monobasico 
0,24M pH 6,3  (44,11 g di citrato 
di sodio,  32,12 g NaH2PO4)

Tampone elettrodi diluito 
1:40, portare a pH 6,3 con 
acido citrico 1M).
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Tabella 2-4: Tecniche di colorazione 

Enzima Tamponi di 
colorazione coenzimi enzimi substrati metodi di 

visualizzazione

α-Gpdh

0,05 M 
Tris/HCl pH 8 

30 ml

NAD 15 mg α-glicerofosfato 300 mg MTT 10 mg PMS 2 
mg agar 0.8%

Ldh

0,05 M 
Tris/HCl pH 8 

30 ml

NAD 15 mg acido L-lattico 50 mg MTT 10 mg PMS 2 
mg agar 0.8%

Mdh

0,05 M 
Tris/HCl pH 8 

30 ml

NAD 15 mg acido L-malico 1M pH 7 
5ml

MTT 10 mg PMS 2 
mg agar 0.8%

Mdhp

0,05 M 
Tris/HCl pH 8 

30 ml

NADP 5 mg acido L-malico 1M pH 7 
5ml

MTT 10 mg PMS 2 
mg agar 0.8%

G6pdh

0,05 M 
Tris/HCl pH 8 

45 ml

NADP 15 
mg

Glucosio-6-fosfato 380mg NBT 10 mg PMS 2 mg 
agar 0.8%

6-Pgdh

0,05 M 
Tris/HCl pH 8 

30 ml

NADP 5 mg gluconato-6-fosfato 20 mg MTT 10 mg PMS 2 
mg agar 0.8%

Np

0,05 M 
Tris/HCl pH 8 

30 ml

EC 1.2.3.2 XO 0,1 mg inosina 10 mg MTT 10 mg PMS 2 
mg agar 0.8%

Deidrossiacetone fosfato 
5mg

Acido arsinico 300mg 
PMS 2 mg

EDTA 20mg agar 0,8%

0,05 M 
Tris/HCl 

EC 1.11.1.7 PER 0,04 
ml 

L-leucil-leucil-leucina 20 
mg 

MTT 10 mg PMS 2 
mg 

pH 8 30 ml EC 1.2.3.1 AO 0,02 ml orto-dianisidina 10 mg agar 0.8%

0,05 M 
Tris/HCl 

EC 1.1.1.49 G6Pdh 
0,02 mg

MTT 10 mg PMS 2 
mg 

pH 8 30 ml EC 5.3.1.9 GPI 0,04 
mg

agar 0.8%

0,05 M 
Tris/HCl 

MTT 10 mg PMS 2 
mg 

pH 8 30 ml agar 0.8%

0,05 M 
Tris/HCl 

glucosio-1-fosfato 80 mg MTT 10 mg PMS 2 
mg 

pH 8 30 ml glocosio 1-6-difosfato 0,5 
mg

agar 0.8%

Tpi

0,2 M Tris/HCl 
pH 8 50 ml

 NAD  EC 1.2.1.12 Gapdh      

fruttosio-6-fosfato 10 mg

Pep

Mpi

NADP 5 mg mannosio-6-fosfato 25 mg

Pgm

NADP 5 mg EC 1.1.1.49 G6Pdh 
0,02 mg

Gpi

NADP 5 mg EC 1.1.1.49 G6Pdh 
0,02 mg 
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2.2.2 Marcatori di sequenza 

2.2.2.1 DNA mitocondriale 

In questo studio sono stati amplificati e sequenziali due frammenti di mtDNA. Il primo 

frammento  (da qui in poi denominato ND2) comprende la 3’ porzione del gene tRNA-Met, 

l’intero gene codificante per la NADH deidrogenasi sub unità 2 e la 5’ porzione del tRNA- 

Trp. Il secondo frammento (ND4) comprende il 3’ gene per la NADH deidrogenasi, tutto il 

gene tRNA-His e parte del tRNA-Ser. I primers utilizzati e le specificità del programma di 

PCR sono fornite in Tabella 2-5. 

Regione Primer Sequenza primer N. cicli T. annealing 
(C°)

G. frammento 
(bp)

mtDNA ND2 H5018 (Babik et al., 2005) 5'-TCTGGGTTGCATTCAGAAGA-3' 35 57,5 1137

L3780 (Babik et al., 2005) 5'-TCGAACCTACCCTGAGGAGAT-3'

ND4 ND4 (Babik et al., 2005) 5’-CACCTATGACTACCAAAAGCTCATGTAGAAGC-3’ 35 54 760

Leu (Babik et al., 2005) 5’-CATTACTTTTACTTGGATTTGCACCA-3’

nuDNA Fib FIBX7 (Sequeira et al., 2006) 5'-GGAGANAACAGNACNATGACAATNCAC-3' 40 50

FIBX8 (Sequeira et al., 2006) 5'-ATCTNCCATTAGGNTTGGCTGCATGGC-3'

BFXF (Sequeira et al., 2006) 5'-CAGYACTTTYGAYAGAGACAAYGATGG-3' 40 56 523

BFXR (Sequeira et al., 2006) 5'-TTGTACCACCAKCCACCACCRTCTTC-3'

Pdgfr PdgfritR1 5'-GTAGATATTTTGGATATGTTTGCAG-3' 37 53 619

PdgfritF1 5'-TTCTTCCTGAGGTTAAAATAGTATC-3'

Gh GHitalF1 5'-CAGTCGCAAGCTTAAGTACAATCAT-3' 37 56 525

GHitalR4 5'-GTAGGTGAAAGGTTGTTAACGAAGA-3'

 

2.2.2.2 DNA nucleare 

Per quanto riguarda i marcatori nucleari di sequenza sono stati amplificati e sequenziati tre 

frammenti del DNA. Una porzione del settimo introne della subunità Beta del gene 

fibrinogeno (Fib), una del quarto introne dell’ormone della crescita (Gh), e una 

dell’undicesimo introne del fattore di crescita derivato dalle piastrine recettore alpha (Pdgfr).  

Tabella 2-5: Primers, numero di cicli e temperature di annealing utilizzate per l'amplificazione dei diversi frammenti di 

DNA mitocondriale e nucleare. Per ogni regione sono riportate le grandezze dei frammenti  puliti e utilizzati nelle 

analisi successive. 
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Per l’amplificazione del frammento del gene fibrinogeno si è utilizzata una PCR doppia 

(nested PCR) seguendo il protocollo fornito da Sequeira et al. (2006). Prima veniva 

amplificato un segmento lungo dal DNA genomico usando i primers FIBX7 e FIBX8, il 

prodotto di PCR ottenuto, con una diluizione 1:5 in acqua bi-distillata, era poi usato come 

templato in una successiva PCR, usando i primers BFXF e BFXR. 

Nel caso dei loci Pdgfr e Gh, sono stati messi a punto dei primers specie-specifici. 

Inizialmente il DNA di alcuni individui è stato amplificato utilizzando protocollo e primers 

come descritto da Nadachowska e Babik (2009). Successivamente, dal momento che non si 

riusciva ad avere un prodotto di PCR sempre pulito, sono stati disegnati dei primers interni 

con il programma Primer3, (Rozen e Skaletsky, 2000). 

I primers utilizzati, le specificità dei programmi di PCR e il numero di paia di basi 

sequenziate sono fornite in Tabella 2-5, mentre i dettagli delle procedure di laboratorio di 

seguito. 

2.2.2.3 Estrazione del DNA. 

L’estrazione del DNA totale è stata effettuata con il metodo C-TAB/fenol-cloroformio (Doyle 

& Doyle, 1987). Questo metodo prevede una prima fase di lisi dei tessuti e delle DNAasi 

attraverso l’incubazione a 55° C del tessuto (circa 200 mg) per circa 12 ore in 600 μl di 

tampone C-TAB [(C-TAB (bromuro esadeciltrimetilammonio) 2%; NaCl 1.4 M; Tris-HCl 0.1 

M, pH 8; EDTA 0,02 M; 2-β-mercaptoetanolo 0,2% )] e 15 μl di Proteinasi-K alla 

concentrazione di 20 mg/ml. Nelle metodiche di indagine non ha interferito l'eventuale 

presenza di RNA; non è stato, pertanto, necessario sottoporre la soluzione ottenuta a 

trattamento con RNAasi. Per separare i prodotti di digestione dal DNA vengono aggiunti 600 

μl di fenolo:cloroformio:alcol isoamilico (25:24:1) e la soluzione viene agitata per circa 5 

minuti e poi centrifugata per 10 minuti a 13.000 giri/min provocando la precipitazione delle 

proteine e la separazione delle due fasi. La fase più pesante contenente i prodotti proteici della 

digestione viene a trovarsi nella parte inferiore della provetta rispetto alla fase acquosa che, 

essendo più leggera, si trova nella parte superiore (supernatante) e, di conseguenza, è 

facilmente prelevabile e viene quindi messa in tubi puliti. Questo passaggio viene ripetuto 

altre due volte, prima con fenolo: cloroformio: alcol isoamilico (25:24:1), e poi con il 

cloroformio:alcol isoamilico (24:1), in questo modo le fasi si possono separare più 

accuratamente. Gli acidi nucleici contenuti nella fase acquosa vengono fatti precipitare a -20 
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°C con 1000 μl di etanolo assoluto in presenza di NaCl (20μl, 5 mM). Un'ulteriore 

centrifugazione (15¢ a 13000 giri/minuto) permette di far concentrare DNA ed RNA in fondo 

ai tubi a formare il pellet in modo da poter eliminare l'etanolo. A questo punto, un successivo 

step è costituito da un lavaggio mediante etanolo al 70% (500 μl) il quale permette di 

allontanare i sali residui. Si elimina quindi l'etanolo al 70%, il pellet viene asciugato all'aria 

per almeno 4 ore e successivamente risospeso in 50 μl di TE (tris 10 mM e EDTA 1 mM, pH 

8). La soluzione di DNA così ottenuta viene conservata a -20 °C fino al successivo utilizzo. 

2.2.2.4 Amplificazione mediante reazione a catena della DNA polimerasi (PCR)  

La soluzione ottenuta attraverso il protocollo sopra descritto risulta molto eterogenea 

contenendo molecole sia di DNA che di RNA, di lunghezza e provenienza diverse (DNA 

nucleare e mitocondriale, RNA di varia natura), in un numero di copie variabile di alcuni 

ordini di grandezza (da alcune centinaia nel caso dei geni nucleari a molte migliaia per geni 

mitocondriali e RNA). Tale soluzione di acidi nucleici viene successivamente sottoposta alla 

tecnica di PCR (Polymerase Chain Reaction, Saiki et al., 1988). In questo caso la reazione a 

catena della DNA polimerasi ha un ruolo estremamente importante in quanto permette: i) 

l'amplificazione selettiva di porzioni specifiche di DNA mediante l'utilizzo di opportuni 

oligonucleotidi d'innesco (primers). ii) la produzione di un elevatissimo numero di copie del 

prodotto desiderato. La disponibilità di un alto numero di copie di un frammento rende 

possibile sia la sua visualizzazione mediante tecniche non specifiche (come il bromuro di 

etidio o il silver staining), sia il sequenziamento di tale frammento.  

Per quanto riguarda l’amplificazione dei diversi frammenti di DNA la miscela di reazione per 

ogni regione conteneva: circa 10 ng di DNA; 2,5 u/μl di Taq DNA polymerase (Promega) con 

il tampone di reazione fornito dal produttore; MgCl2 1 mM; dNTP 0.2 mM; ciascun primer 

0.2 μM. La soluzione (50 μl) è stata quindi sottoposta a PCR, utilizzando un "termal cycler" 

GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer). Per ogni regione è stato utilizzato un 

programma specifico messo a punto nella fase iniziale del lavoro, in modo da ottenere 

prodotti di PCR il cui sequenziamento possa fornire delle letture di facile interpretazione e 

con interferenze minime. Il programma utilizzato per i diversi frammenti era costituito da una 

fase iniziale di denaturazione a 94° C per 5’ seguita da un numero di cicli di amplificazione 

(specificato in Tabella 2-5) ciascuno comprendente: 45’’ a 94° C per la denaturazione, 1’ alla 

Temperatura di annealing adatta per l’appaiamento delle diverse coppie di primers alla 

sequenza di DNA da analizzare (vedi Tabella 2-5) e 1’ e 30” a 72° C per l’estensione del 
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frammento; all’ultimo ciclo si faceva seguire da una fase di estensione finale dei filamenti per 

10’ a 72° C. 

2.2.2.5 Sequenziamento. 

I prodotti di PCR degli individui saggiati sono stati successivamente spediti alla ditta 

Macrogen Inc. in Korea dove sono stati purificati e quindi sequenziati. Il principio del 

sequenziamento automatico è una modificazione del sequenziamento descritto da Sanger et 

al. (1977), basato sulla terminazione controllata della replicazione enzimatica in vitro del 

DNA. La reazione risulta essere analoga alla PCR sopra descritta, ma con l'utilizzazione di un 

solo primer; viene sintetizzato un solo filamento usando l'altro come stampo (templato); di 

conseguenza non si verifica un aumento esponenziale del prodotto, caratteistico della PCR. 

Sono stati utilizzati gli stessi primers della reazione di PCR. Per ogni campione entrambi i 

filamenti vengono sequenziati in modo da effettuare un accurato controllo della lettura della 

sequenza mediante la procedura dell'allineamento e del controllo reciproco da 

cromatogramma. In caso di ambiguità il campione è stato nuovamente sequenziato. Le 

sequenze sono state controllate direttamente dal cromatogramma per entrambi i filamenti 

mediante l’ausilio del programma CHROMAS 2.01 (McCarthy-Technelysium Pty. Ltd., 

1998-2005) e successivamente sono state allineate con il programma Clustal X versione 1.81 

(Thompson et al., 1994;1997). 

2.3 ELABORAZIONI STATISTICHE 

2.3.1 Dati allozimici 

2.3.1.1 Diversità genetica  

Il programa BIOSYS-2 (Swofford & Selander, 1999) è stato utilizzato per calcolare le 

frequenze alleliche, le stime di variabilità genetica (eterozigosi osservata e attesa, numero 

medio di alleli per locus e proporzione di loci polimorfici calcolato con il criterio del 95%), 

nonché per stimare la divergenza genetica tra i campioni studiati, calcolando i valori distanza 

genetica standard di Nei (1978) tra coppie di popolazioni. Scostamenti significativi dall’atteso 

equilibrio di Hardy-Weinberg sono stati valutati mediante test esatti implementati con il 

programma GENEPOP-online (Rousset, 2008). Lo stesso programma è stato anche usato per 

computare test esatti di Fisher al fine di valutare deviazioni dall’atteso equilibrio da Linkage 

per ogni paio di loci e in tutti i siti di campionamento. Ciascuna analisi è stata ripetuta 



 

32 

applicando la correzione sequenziale di Bonferroni (Rice, 1989), al fine di ridurre 

l’incremento della probabilità di rigettare un’ipotesi nulla nel caso in cui essa fosse in realtà 

vera (errore α o di I tipo), incremento associato all’applicazione di test multipli. Infine per 

valutare il grado di divergenza genetica tra le popolazioni si è scelto di usare anche l’indice di 

distanza (Da) di Cavalli-Sforza (1969) con le modifiche apportate da Nei et al. (1983). 

Quest'indice è stato scelto in quanto risulta particolarmente indicato nell’analisi di dataset che 

includano anche campioni di ridotte dimensioni e alleli con basse frequenze,  inoltre ci ha 

fornito accuratezza ed efficienza maggiore nella costruzione del fenogramma (vedi di 

seguito). 

2.3.1.2 Struttura delle popolazioni  

A partire dalla matrice di distanza genetica tra coppie di popolazioni Da è stata effettuata una 

analisi gerarchica dei cluster utilizzando l’algoritmo UPGMA (Sneath & Sokal, 1973). La 

significatività dei singoli nodi del fenogramma così ottenuto e stata poi testata attraverso una 

procedura di bootstrap condotta sui loci, ed effettuata a partire da 1000 pseudorepliche del 

data set originario. 

La struttura delle popolazioni è stata ulteriormente indagata attraverso un'analisi Bayesiana 

dei cluster utilizzando il metodo di Pritchard et al. (2000), sviluppato nel software Structure 

2.3.3. Questo metodo, attraverso l’analisi del genotipo multi locus, consente di individuare 

gruppi di popolazioni geneticamente omogenei e tra loro differenziati, definendo la migliore 

opzione di raggruppamento (k) come quella che minimizza le deviazioni dagli equilibri di HW 

e di linkage. L’algoritmo utilizzato nel programma permette inoltre di stimare il grado 

d’ibridazione (admixture) tra i diversi gruppi, fornendo per ogni popolamento campionato le 

medie (Q) delle probabilità di appartenere ad ognuno dei k gruppi. Rispetto ad altri metodi 

che applicano i medesimi criteri (v.d. ad es. Corander e Mattinen, 2006), quello utilizzato 

consente di non tener in conto, durante l’analisi, la dipendenza spaziale della struttura 

genetica, ed è senza dubbio il metodo più usato sia a fini medici (p.e. Pritchard & Donnelly 

2001;  Satten et al. 2001) sia nella analisi di ibridazione introgressiva (p.e. Beaumont et al. 

2001; Goossens et al. 2002; Randi & Lucchini 2002) e sia negli studi di migrazione e flusso 

genico (p.e. Arnaud et al. 2003; Cegelski et al. 2003; Berry et al. 2004). Sono state effettuate 

complessivamente 75 corse indipendenti, 5 per ogni valore di k, con il numero dei gruppi (k) 

compreso tra 1 e 15, in modo da verificare la consistenza dei risultati. Sono state effettuate 

corse per un numero di gruppi (k) compreso tra 1 e 15, replicando 5 corse per ogni valore di 
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k, al fine di verificare la consistenza dei risultati tra ogni corsa. È stato scelto il modello di 

admixture con il settaggio dei parametri del programma impostato sui valori di default, come 

suggerito dal manuale di istruzione (Pritchard e Wen, 2003). In ogni corsa sono state 

impostate 500.000 repliche delle catene di Markov, di cui 100.000 repliche scartate come 

burn-in. Il programma fornisce nell’output la stima logaritmica della probabilità dei dati 

Pr(X/K) di appartenere ad ogni k (equazione 12 in Pritchard et al. 2000), permettendo così 

successivamente di stimare il numero più verosimile di gruppi. Questa stima è stata effettuata 

seguendo le raccomandazioni fornite dagli autori del programma (vedi anche Waples e 

Gaggiottti, 2006), ovvero analizzando la curva costruita con  le medie dei differenti logaritmi 

Pr per ogni valore di k. Successivamente al valore di K prescelto il programma è stato fatto 

correre altre 10 volte e sono state calcolate le proporzioni medie dei membri di ogni 

popolamento campionato (Q) di appartenere ad ognuno dei gruppi inferiti. I risultati medi 

delle 15 corse sono stati riassunti con l’utilizzo dell’algoritmo implementato dal programma 

CLUMMP. Per rappresentare in mappe le variazioni geografiche dei valori di Q è stata usata 

una procedura di interpolazione geografica polinomiale Spline, implementata con il software 

ARCGIS 9.1 (ESRI 2005). Si sono utilizzati i settaggi: Spline type = tension; weight = 0,4 ; 

number of points = 12. Abbiamo preferito questo metodo tra i tanti disponibili in quanto nelle 

località di campionamento impone alle superfici di interpolazione di passare con il valore 

fornito dai dati. Pertanto mentre in tutti gli altri punti geografici la rappresentazione deve 

considerarsi un’ipotesi basata sui dati e frutto dell’interpolazione, nelle località di 

campionamento i valori sono esatti (pari quindi alla media dei valori di Q forniti dalle analisi 

precedenti) e possono essere letti alla stregua delle rappresentazioni geografiche 

convenzionali di dati (p.e. diagrammi di frequenze a torta).  

Per valutare la presenza di due gruppi principali, eventualmente in accordo con le due linee 

materne divergenti (Canestrelli et al, 2011), e per localizzare la possibile zona di contatto tra 

di essi, abbiamo calcolato le medie dei risultati delle cinque corse per k=2 e queste sono state 

messe in relazione con i risultati del fenogramma UPGMA. 

2.3.1.3 Analisi gerarchica della varianza 

Sulla base dei gruppi di popolazioni individuate dall'analisi non gerarchica dei cluster è stata 

condotta un'analisi gerarchica della varianza molecolare (AMOVA, Excoffier et al., 1992). 

Tale analisi ci permette di valutare statisticamente come la varianza totale risulti ripartita nei 

componenti di covarianza a causa di differenze “fra gruppi di popolazioni”, “fra popolazioni 
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all’interno dei gruppi” e “fra individui all’interno delle popolazioni”. La significatività dei 

componenti di covarianza associati con i possibili livelli di struttura genetica (all'interno delle 

popolazioni, tra popolazioni all'interno di gruppi e tra gruppi) è stata testata usando una 

procedura di 10.000 permutazioni non parametriche attraverso il software ARLEQUIN 3.11 

(Excoffier et al., 2005). 

2.3.1.4 Analisi di flusso genico nella zona di contatto 

Per valutare l’ipotesi di flusso genico attuale tra i due principali gruppi emersi dalle analisi 

sulla struttura delle popolazioni (UPGMA e structure per K=2) è stato usato il modello basato 

su metodi statistici Bayesiani per identificare le specie ibride applicato nel software 

NewHybrid 1.1 (Anderson and Thompson 2002). Questo metodo stima la probabilità 

posteriore che il genotipo multi locus di ogni individuo sia attribuibile ad una delle classi 

riconosciute parentali oppure ad una ibrida (F1, F2, reincrocio  Bk).  

2.3.1.4.1 Definizione dei transetti 

Per rendere minima l’interferenza dovuta alla presenza di più di due gruppi genotipici nel 

data-set si è deciso di realizzare questa analisi usando sub set di dati con il criterio che 1) le 

popolazioni siano in continuità geografica, 2) le popolazioni appartengano a soli due cluster 

differenti emersi dall’analisi Bayesiana (con valori di Q la cui somma è maggiore di 0,70). 

Secondo questo criterio sono stati scelti due transetti, uno lungo la Catena Costiera fino le 

Serre (tra la popolazione 31 e la 42) e l’altro nella Piana del Crati fino alla Sila-greca (tra la 

popolazione 25 e la 31) (vedi Figura 2-1). Per ogni data- set ottenuto il programma è stato 

fatto correre sia senza alcuna informazione a priori sullo stato ibrido o parentale di alcun 

individuo e sia, imponendo come parentali 20 individui per ogni forma genotipica. Questi 

sono stati scelti tra le popolazioni più distanti geograficamente dalla possibile area di contatto 

e tali da avere il minimo grado di intermixing come risultato dall’analisi Bayesiana dei 

cluster. Per ogni corsa sono state valutate le probabilità posteriori dopo 100.000 iterazioni 

delle catene di Markov Monte Carlo.  

2.3.1.4.2 Simulazioni 

Il problema intrinseco con tutte le analisi bayesiane è che la validità della distribuzione 

presunta non può essere confermata  statisticamente (Gelman et al. 1995). Di conseguenza, un 

approccio di simulazione deve essere attuato per ogni set di dati per una valutazione caso per 
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caso del potere statistico di individuare correttamente l'origine degli individui, parentali o 

ibridi (confr. Vaha e Primmer, 2006, Randi, 2008, Sanz e al 2009). Pertanto è stata valutata 

mediante simulazioni la potenza dell’analisi precedente di rilevare ibridi, dato il numero di 

marcatori e il livello di differenziazione genetica tra le popolazioni di parentali. Gli stessi 

gruppi di 20 individui parentali, selezionati per l’analisi precedente, sono stati usati per 

generare 30 genotipi di ognuna delle classi parentali e ibride (F1, F2 e Bk), con il programma 

Hybridlab 1.1 (Nielsen et al. 2001, 2006). Il programma stima le frequenze alleliche per ogni 

locus e in ognuna classe parentale; successivamente genera genotipi multi locus di ibridi F1, 

scegliendo in maniera random un allele ad ogni locus in funzione delle distribuzione di 

frequenze alleliche per ognuna delle due classi specificate. I genotipi simulati sono stati 

inseriti in un nuovo set di dati, e l’analisi di ibridazione è stata ripetuta con il programma 

NewHybrid 1.1, con lo stesso settaggio dell’analisi precedente e senza fornire alcuna 

informazione aprioristica. I risultati sono stati usati per calcolare la proporzione di individui 

ibridi e parentali del data set simulato e correttamente identificati dal programma. 

2.3.2 Dati Mitocondriali 

Per lo studio dei dati mitocondriali si è scelto di ripetere le stesse analisi descritte in 

Canestrelli et al. (2011) con il nuovo set di dati, in modo da rendere i risultati comparabili e 

perché ritenute idonee per i nostri fini.  

Sul dataset ottenuto concatenando per ogni campione le sequenze dei due frammenti del 

mtDNA amplificato, è stato effettuato il test dell'omogeneità della partizione (Farris et al., 

1995), tale test permette di verificare l'esistenza di una significativa eterogeneità nel segnale 

filogenetico nei due frammenti utilizzati. Poiché l'ipotesi nulla di omogeneità del segnale 

filogenetico non è stata respinta dal test (P>0,05), tutte le analisi sono state condotte 

utilizzando i due frammenti combinati. 

Il numero di siti polimorfici, la loro posizione, il numero delle mutazioni e il numero 

complessivo di aplotipi sono stati accertati con il programma DnaSP.  

2.3.2.1 Analisi filogenetiche  

 Le relazioni filogenetiche tra gli aplotipi individuati sono state indagate attraverso la 

costruzione di un albero filogenetico utilizzando il metodo di Maximum Likelihood (ML). Si 

è scelto di usare solo questo metodo per la costruzione dell’albero in quanto i risultati riportati 
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in Canestrelli et al. (2011) dimostravano come i risultati ottenuti con altri metodi portavano a 

topologie pressoché identiche. L'albero filogenetico è stato costruito attraverso il software 

PHYML-ONLINE (Guindon e Gascuel, 2003). Il modello di evoluzione delle sequenze è 

stato scelto con il test basato sul Criterio d’Informazione Bayesiano attraverso il programma 

jModelTest 0.1.1 (Posada, 2008). Questo test ha indicato il modello TrN+Γ, con gamma pari a 

0,142 (Tamura & Nei, 1993), come il più adatto tra gli 88 modelli alternativi per il nostro set 

di dati. Come outgroups sono state utilizzate una sequenza ottenuta da un individuo di L. 

vulgaris e una da un individuo di Mesotriton alpestris. Il supporto statistico associabile alla 

topologia dell’albero è  stato ottenuto mediante la procedura del bootstrap non-parametrico, 

su 1000 pseudorepliche. Infine le relazioni di affinità tra gli aplotipi state indagate anche 

attraverso la costruzione di un network di parsimonia statistica, con metodo di Templeton et 

al. (1992) implementato nel software TCS 1.21. Il software TCS determina la probabilità di 

una connessione parsimoniosa tra ciascuna coppia di aplotipi e trattiene gli aplotipi nel 

network solo se essi possono essere connessi con un livello di confidenza superiore al 95%. 

Data la presenza nelle sequenze di alcuni gap multipli, queste sono state trattate come dati 

mancanti (missing data, TCS), ovvero come un unico evento di mutazione. 

2.3.2.2 Struttura e differenziamento genetico delle popolazioni 

L'analisi gerarchica della varianza molecolare (AMOVA; Excoffier et al., 1992) è stata 

effettuata anche sul dataset mitocondriale del L. italicus, con il programma ARLEQUIN 3.11 

(Excoffier et al., 2005), impostando il modello TrN+Γ (con gamma 0,142). Si è utilizzato 

come raggruppamento delle popolazioni la distribuzione dei 10 cladi terminali individuati 

dall’analisi filogenetica. Con lo stesso programma è stata stimata la diversità genetica dei 

maggiori gruppi di aplotipi attraverso i parametri di diversità nucleotidica (π; Nei 1987) e di 

diversità aplotipica (h; Nei 1987). La variazione nucleotidica e la divergenza media netta tra i 

gruppi maggiori di aplotiti (Nei,1987) è stata calcolata utilizzando il software Mega 4 

(Tamura et al., 2007). 

2.3.2.3 Il tempo di coalescenza 

Per stimare il tempo per l'antenato comune più recente (The time to the most recent common 

ancestor, TMRCA) dei due principali cladi individuati dall’analisi filogenetica, abbiamo 

usato il programma BEAST 1.4.8 (Drummond & Rambaut, 2006, 2007). Il modello di 

evoluzione delle sequenze utilizzato e stato TrN+Γ. L'analisi è stata condotta scegliendo il 
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modello dell'orologio molecolare rilassato (Relaxed clock), e assumendo una distribuzione 

log-normale non correlata. Questo modello assume che il tasso di sostituzione possa variare 

nei diversi rami dell'albero filogenetico e che il tasso di sostituzione di un ramo non sia 

correlato con quello del ramo da cui discende. Recenti studi hanno rilevato come questo 

modello sia risultato il più accurato e preciso nello stimare le relazioni filogenetiche e nella 

ricostruzione dei tempi di divergenza, e come tale modello risulti accurato anche quando il 

tasso di sostituzione è uniforme tra i rami, come previsto nel classico modello dell'orologio 

molecolare stretto (Drummond et al., 2006). Il Bayesian Skyline è stato utilizzato come 

modello di coalescenza poiché tra quelli esistenti è considerato uno dei più flessibili e richiede 

solo poche assunzioni sui dati (Drummond et al., 2007). Sono state effettuate cinque corse, 

ognuna delle quali era costituita da 30 milioni di step (Markov chain Monte Carlo; MCMC), 

campionati ogni 1000 step, di cui era stato scartato il primo 10%  come burn-in. Queste 

impostazioni hanno dato alti valori per l'effettiva taglia dei campioni (ESS) per tutti i 

parametri. La convergenza e la stazionarietà sono state verificate con Tracer1.4. (Rambaut e 

Drummond, 2007). Data l'assenza di punti di calibrazione interni e di un valore affidabile per 

il tasso di sostituzione, per datare la radice dell'albero filogenetico si è utilizzato il tempo 

stimato da Zhang et al. (2008) per la divergenza tra Mesotriton alpestris e L. vulgaris. Questo 

valore è stato scelto poiché ricavato con un dataset costituito da genomi interi e utilizzando 

più punti di calibrazione, e poiché meglio concorda con inferenze indipendenti di tipo 

biogeografico (Zhang et al., 2008). Pertanto  la radice dell'albero è stata calibrata a 20,6 

milioni di anni. Per tale valore e stato assunta un distribuzione normale con una deviazione 

standard settata in modo da riflettere l'incertezza della stima data dagli autori. Il 95% del 

range centrale della distribuzione di questo “prior” è risultata pari a 17.1-24.3 milioni di anni. 

2.3.3 Sequenze nucleari 

Numerose sequenze di tutti e tre i loci nucleari studiati, hanno mostrato più di una posizione 

in eterozigosi, determinando ambiguità nello stabilire la fase gametica, ovvero quali alleli 

sono presenti in eterozigosi. Pertanto, prima di qualsiasi analisi successiva abbiamo 

ricostruito la fase di tutte le sequenze con l’algoritmo Bayesiano utilizzato nel software 

PHASE (Stephens et al, 2001). Questo programma usa delle catene di Markov Monte Carlo 

per stimare la probabilità posteriore di una potenziale coppia di aplotipi per ogni genotipo 

ambiguo osservato. Il software però non è in grado di trattare sequenze in eterozigosi per 

inserzioni- delezioni (indels). Pertanto generalmente queste vengono risolte con metodi di 



 

38 

clonazione, oppure se considerate poco influenti ne viene rimosso il polimorfismo. Nel nostro 

set  di dati abbiamo riscontrato diversi polimorfismi da inserzione-delezione (indel) per una 

sola base azotata, anche in eterozigosi. Abbiamo deciso di trattare ognuno di questi come un 

altro singolo evento di mutazione, mantenendo la base nelle inserzioni ed inserendone  una ad 

hoc nelle delezioni. In questa maniera abbiamo potuto nominare l’eterozigote per l’indels con 

un codice IUPAC appropriato, che è riconosciuto dal programma Phase. E’ stato così 

possibile ricostruire gli aplotipi di questi individui alla stregua e insieme a tutte le altre 

sequenze. La fase delle sequenze con eterozigosi doppie per gli indels sono state risolte con il 

metodo descritto da FLot et al. (2006). Le delezioni che coinvolgevano più posizioni non sono 

mai state trovate in eterozigosi.  Abbiamo deciso di utilizzare questo approccio piuttosto che 

rimuovere l’indel perché questo avrebbe ridotto il numero di siti polimorfici, diminuendo le 

informazioni contenute nei dati.  

2.3.3.1 Analisi di ricombinazione 

La possibilità di ricombinazione nei geni nucleari studiati è stata valutata effettuando due 

statische: 1) Rm di Hudson e Kaplan (1985), con il programma DnaSP (Librado e Rozas, 

2009), che calcola il numero minimo di eventi di ricombinazione, 2) Φw di Bruen et al. 

(2006), con il programma Splitstree v.4.11 (Huson & Bryant, 2006), che usa l’indice di 

omoplasia a coppie. Quest’ultima, come mostrato da studi di simulazione, è risultata meno 

sensibile ai tassi di mutazione rispetto alla prima che sembra essere incline ad inferire 

erroneamente ricombinazione quando i livelli di ricorrenza di alcune mutazioni sono alti 

(Bruen et al. 2006). Il programma Splitstree fornisce i valori di p per l’accettazione 

dell’ipotesi nulla di non ricombinazione. 

2.3.3.2 Analisi filogenetiche 

Al fine di illustrare le relazioni tra gli aplotipi abbiamo costruito network filogenetici con il 

software TCS 1.2.1 (Clement et al., 2000), che usa l’algoritmo statistico di parsimonia 

descritto in Templeton et al.(1992). Abbiamo preferito questo metodo di rappresentazione 

delle genealogie rispetto agli alberi filogenetici perché i livelli di polimorfismo osservati ai 

loci nucleari sono risultati molto meno pronunciati rispetto a quelli osservati nelle sequenze 

del DNA mitocondriale. In queste situazioni, infatti, quando i geni ancestrali e quelli derivati 

è probabile che siano copresenti nel dataset, i network di aplotipi costituiscono una via più 

appropriata per descrivere le relazioni di affinità genealogiche (Posada & Crandall, 2001). Le 
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ambiguità nel network sono state risolte seguendo le raccomandazioni in Pfenninger and 

Posada (2002). In particolare abbiamo usato tre criteri per decidere tra soluzioni alternative 

dei loops: 1) un criterio di frequenza,  gli aplotpi è più facile che siano connessi ad aplotipi 

con alte frequenze piuttosto che rari; 2) un criterio topologico: gli aplotipi è più probabile che 

siano connessi ad aplotipi interni piuttosto che terminali; 3) un criterio geografico: è più 

prevedibile che aplotipi siano connessi ad altri appartenenti alla stessa o popolazioni vicine 

piuttosto che a popolazioni distanti. 

2.3.4 Paesaggi genetici 

Per visualizzare e analizzare il pattern geografico della variabilità, divergenza e introgressione 

genetica di  L. italicus si sono effettuate tre interpolazioni geografiche utilizzando tre indici 

genetici calcolati in base alle analisi precedenti. Come indice di diversità genetica si è scelto 

di utilizzare la stima dell’eterozigosi attesa (He) di ogni popolazione calcolata ai loci 

allozimici. Per l’indice di introgressione si è utilizzato il valore di admixture Q fornito 

dall’analisi sulla strutturazione genetica implementata con il software Structure. Per ogni 

popolazione si è scelto il valore più alto (Qm) tra le medie di Q, e si è calcolato il valore 

Qa=1-Qm per fare in modo che l’indice da interpolare (Qa) sia crescente al crescere del grado 

di introgressione. Il pattern geografico di differenziazione genetica è stato investigato sulle 

sequenze di DNA mitocondriale, usando una versione modificata del metodo proposto da 

Miller (2005) del Genetic Landscape Shape (GLS) e attualmente in uso con il software AIS 

(Miller, 2005). L’analisi è stata modificata con lo scopo di tenere in conto il modello di 

evoluzione più adatto alle nostre sequenze (scelto nel paragrafo 2.3.4) e per ottenere una 

rappresentazione geografica bidimensionale di GLS che è confrontabile con quelle ottenute 

dai due indici precedentemente presentati, oltre ad essere anche di più facile interpretazione 

rispetto alla versione originale in tre dimensioni fornita dal programma AIS. Per prima cosa 

con il software QuantumGis (Quantum GIS Development Team, 2011. Quantum GIS 

Geographic Information System. Open Source Geospatial Foundation Project. 

http://qgis.osgeo.org) è stato costruito un network geografico che connette i popolamenti 

campionati con una procedura di triangolazione di Delauny (Brouns et al. 2003).  Secondo, 

con il programma MEGA 4 (Tamura et al., 2007) abbiamo calcolato una matrice di distanza 

netta genetica tra popolazioni (Dt, Tamura e Nei, 1993) utilizzando il modello di evoluzione 

delle sequenze TrN+Γ, con gamma pari a 0,142. Terzo, abbiamo importato i valori ottenuti di 
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divergenza in QuantumGis, geo-referenziandoli ai punti medi dei lati delle triangolazioni di 

Delanuy che connettono le corrispondenti coppie di popolazioni.   

Per tutti e tre gli indici sopradescritti è stata realizzata una interpolazione geografica con il 

software QuantumGis utilizzando il metodo della Distanza Inversa Ponderata (IDW, 

coefficente di distanza p pari a 4; Watson e Philips, 1985) e mascherando l’analisi per la 

penisola italiana, l’areale di distribuzione della specie. L’interpolazione oltre a produrre le 

mappe che rappresentano la distribuzione geografica dei tre indici, fornisce tre file tipo ASCII 

(file di testo di indicizzazione dei dati geografici ottenuti dalle interpolazioni) che possono 

essere confrontati statisticamente. Pertanto si è calcolato il coefficente di correlazione di 

Pearson tra le interpolazioni di He e Qa,  utilizzando il software ENMtools  (Warren et al., 

2010), allo scopo di inferire quanto le aree di Hotspot di diversità genetica corrispondano 

effettivamente a quelle di ibridazione introgressiva.    

2.3.5 Modellizzazioni della distribuzione della specie 

La modellazione della nicchia ecologica (ENM) fornisce la possibilità di stimare la nicchia di 

una specie in base alle località conosciute dove la specie è presente e a parametri ambientali 

caratterizzati negli insiemi di dati GIS. Questa stima viene poi utilizzata per prevedere la 

distribuzione geografica potenziale della specie anche in quelle aree dove non si hanno 

segnalazioni disponibili oppure dopo aver fatto variare le caratteristiche ambientali.  

In questo studio abbiamo ricostruito la nicchia di idoneità bioclimatica del tritone italico 

usando le condizioni climatiche attuali e quelle dell’ultimo massimo glaciale (LGM) al fine di 

verificare se la distribuzione ha subito cambi evidenti (contrazioni, espansioni e/o 

spostamenti) durante questi due estremi del Quaternario, e di testare quindi la presenza di 

presunte barriere climatiche durante la storia evolutiva della specie. A questo proposito 

abbiamo usato l’approccio di Maximum Entropy fornito dal programma Maxtent 3.0 (Phillips 

et al. 2006) che utilizza solo dati di presenza insieme a informazioni ambientali per fornire 

probabilità logistiche continue e georeferenziate su quanto un habitat è adatto per la specie in 

oggetto. Un totale di 79 località di presenza della specie sono state usate per costruire il 

modello. Queste includevano i 44 siti di campionamento più 35 località dove si sono 

personalmente osservati siti di riproduzione oppure esistono segnalazioni in letteratura 

localizzabili con precisione (Scillitani et al, 2004). Sono stati usati i parametri di default del 

programma, impostando la soglia di convergenza (Convergence Threshold, 10-5) e il numero 
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di iterazioni (500). Per verificare la consistenza del modello di predizione, il 75% delle 

località sono state usate per la formazione del modello e il restante 25% per testarlo. I dati 

ambientali attuali (ad una risoluzione di 30 arc-sec) e quelli di LGM con la predizione 

MIROC (Model for Interdisciplinary Research on Climate; risoluzione di 2,5 arc-min; 

Hasumi & Emori, 2004) sono stati scaricati dal database online WorlClime 

(www.worldclim.org). Il database fornisce 19 variabili bioclimatiche (vedi Tabella 2-6) che 

sono state usate per costruire un primo modello e per proiettarlo alle condizioni dell’ultimo 

glaciale. Successivamente per assicurarci di non aver costruito un modello con troppi 

parametri si è deciso di costruirne altri quattro con un sub set di variabili. Sono state eliminate 

sia le variabili la cui stima del contributo all’analisi era inferiore a 0.5% e sia le variabili con 

valori di correlazione alti e significativi, mantenendo, tra queste, quelle che a nostro avviso 

possono essere considerate biologicamente importanti per la specie. La correlazione esistente 

tra coppie di variabili è stata calcolata con il programma ENMtools  (Warren et al., 2010). Si 

è finito per costruire un modello a quattro, cinque, nove e dodici  variabili. Le performance 

dei cinque modelli sono state comparate usando il software ENMtools (model selection), il 

quale fornisce quattro stime per la qualità e trasferibilità di ogni modello. Si è utilizzato il 

valore di AIC-c (akaike information criterion corretto, Akaike 1974, Warren et al., 2010) 

considerato il più adatto e con le migliori performance nella selezione di modelli (Warren e 

Seifert, 2011).   

Tabella 2-6: Varibili bioclimatiche utilizzate per la costruzione del modello di idoneità bioclimatica per 

L.italicus. 

BIO1 Temperatura media annuale BIO11 Temp. media del quarto più freddo

BIO2 range medio diurno di temperatura BIO12 Precipitazioni annuali

BIO3 Isotermalità (BIO1/BIO7) * 100 BIO13 Precipitazioni del periodo più piovoso

BIO4 Temperatura stagionale (coefficiente di variazione) BIO14 Precipitazioni del periodo più secco

BIO5 Temp. massima del periodo più caldo BIO15 Precipitazioni stagionali (coefficiente di variazione)

BIO6 Temp. minima del periodo più freddo BIO16 Precipitazioni del quarto più piovoso

BIO7 Range annuale di temperatura BIO17 Precipitazioni del quarto più secco

BIO8 Temp. media del quarto più piovoso BIO18 Precipitazioni del quarto più caldo

BIO9 Temp. media del quarto più secco BIO19 Precipitazioni del quarto più freddo

BIO10 Temp. media del quarto più caldo

Variabili bioclimatiche
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3 RISULTATI 

3.1 DATI ALLOZIMICI 

3.1.1 Diversità genetica 

Dei 17 loci analizzati, 4 sono risultati monomorfi per lo stesso allele in tutte le popolazioni 

studiate (G6pdh, Ada, ldh-2 ed Tpi2). Gli altri 13 loci hanno mostrato diversi gradi di 

polimorfismo, con un numero massimo di alleli per un singolo locus pari a 9 (Mdh-1). Le 

frequenze alleliche per i loci polimorfici vengono riportate in Tabella 3-1. 

Nei loci polimorfici studiati la distribuzione delle frequenze alleliche presenta una 

correlazione più o meno importante con la geografia, anche se con pattern diversi ed in un 

caso (Pgm-1) a nostro avviso incomprensibili. Il polimorfismo ai loci Mdh-2 e Idh-1 è 

risultato legato alla presenza di alleli rari presenti a frequenze molto basse. Nel caso dell’idh-1 

un allele è presente nelle popolazioni del Pollino fino al nord della Catena Costiera; per 

l’Mdh-2 un allele raro è presente in due popolamenti del Pollino e un altro si ritrova tra la 

porzione più meridionale della Catena Costiera e il sud delle Serre. Anche per i loci Mpi, Np e 

Idh-2 il polimorfismo è legato ad alleli presenti in popolamenti di aree geografiche delimitate, 

caratterizzati però da frequenze più alte, senza mai essere esclusivi. Nel locus Mpi, oltre 

all’allele comune a tutte le popolazioni, esiste un allele caratteristico della Sila-greca ed uno 

delle popolazioni più meridionali, tra la porzione sud della Catena Costiera e le pendici 

dell’Aspromonte, con frequenze massime (0.64) a Serra San Bruno.  Nel caso del locus Np un 

allele privato è presente ad alte frequenze nelle due popolazioni campionate del massiccio 

dell’Aspromonte, mentre un altro, a basse frequenze, è caratteristico del Gargano. Per il locus 

Idh-2 oltre all’allele più comune ne esiste uno presente con frequenze molto basse in alcuni 

popolamenti della porzione centrale della Catena Costiera, mentre con frequenze più alte 

(intorno allo 0.50) in quelli della porzione più a sud e nelle Serre. Per quanto riguarda il locus 

Mdh-1, sebbene sia quello con un maggior numero di polimorfismi, in termini di varianti 

alleliche (n=9 alleli), esso non presenta alleli esclusivi con valore diagnostico, se non per la 

popolazione relitta del nord delle Marche (IQUI), dove però il campionamento è di soli 2 

individui.  In linee generali oltre l’allele Mdh-1100, il più comune in tutte le popolazioni (ad 

eccezione di IQUI), è presente un allele (mdh-190) in tutte le popolazioni degli Appennini del 

versante centro-nord, compreso Cilento e  Puglia, con frequenze variabili fino allo 0,5; un 
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allele (Mdh-1110) distribuito dal massiccio del Pollino fino alle pendici dell’Aspromonte, 

sempre con frequenze variabili; e altri 6 alleli rari a basse frequenze, tre dei quali privati di 

una sola popolazione campionata.  

Il locus Gpi è risultato essere anch’esso molto polimorfico (n=7 alleli) e con un pattern 

geografico estremamente complesso. É presente un allele Gpi97 ad alte frequenze nella piana 

del Crati e nella porzione centro-nord della Catena Costiera ma completamente assente sia 

nelle popolazioni limitrofe della porzione sud della Catena e nella Sila Greca, che in quelle 

più meridionali delle Serre, dove invece è frequente, ed in alcuni casi fissato, il locus Gpi110.  

All’estremo sud dell’Aspromonte e nelle popolazioni più nordiche degli Appennini è invece 

fissato l’allele Gpi100, mentre nell’area del Pollino si possono trovare tutti e 7 gli alleli 

riconosciuti. Nel locus Mdhp-1 oltre ad un allele privato a frequenza molto bassa, ne sono 

stati trovati due (Mdhp-1100 e Mdhp-1108), presenti entrambi nell’areale nord della specie, il 

primo in linea generale più frequente nella zona settentrionale con frequenze che vanno 

diminuendo più ci spostiamo verso sud, fino a scomparire dalla porzione meridionale della 

Catena Costiera e dalla Sila Greca, dove quindi il secondo diventa esclusivo. Nei restanti loci 

polimorfici (Mdhp-2, Pgm-2, 6Pgdh e Pep-b) esiste una evidente strutturazione geografica 

delle frequenze alleliche (Figura 3-1). Tra questi, i primi tre presentano degli alleli esclusivi 

con valore diagnostico tra le popolazioni dell’Appennino centro-settentrionale rispetto alle 

popolazioni campionate nel sud della Calabria: Sila Greca, Serre e Aspromonte. Frequenze 

alleliche intermedie tra i due gruppi sono state osservate nelle popolazioni geograficamente 

intermedie, ovvero in quelle campionate nell'area compresa tra il Pollino e la Catena Costiera, 

con prevalenze dell’allele “Nord” o “Sud” diverse ai vari loci per le varie popolazioni. Inoltre, 

al locus 6Pgdh si osservano alleli che caratterizzano non solo le popolazioni più medionali ma 

anche alleli che distinguono le popolazioni dell'Appennino centro-settentrionale da quelle 

della Puglia. 

 



 

Popolaz. IQUI IUMB IMAT IPES IRED IROS ICST IOTT ITIO ICON IACQ IMAS INDO IMOR ITAO ICIV ITAR ISDE ICRO IUBR IVER IFIC IDUE IULL ILUC ICER IFIU IBMC ITEA INOC IPOL IANG IZUN ISSB IJON ILEA

1 2 3 5 6 8 10 14 15 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

Locus Allele
Mdh1

80 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.05 - - - - - - - - 0.03 - - - - - -
82 - - - 0.07 - - 0.08 - - - - - - 0.04 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
90 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.20 - - - - - - - - - - - - - - -
95 1.00 0.50 0.25 0.21 0.30 0.42 0.04 0.21 0.17 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

100 - 0.50 0.75 0.71 0.70 0.58 0.88 0.79 0.83 0.93 0.88 0.64 1.00 0.81 0.91 1.00 1.00 1.00 0.50 1.00 0.75 0.83 0.94 0.94 0.80 0.84 1.00 1.00 1.00 0.80 0.96 1.00 1.00 0.96 0.95 1.00
110 - - - - - - - - - 0.07 0.13 0.36 - 0.15 0.09 - - - 0.06 - - 0.08 0.03 0.06 0.11 0.13 - - - 0.17 0.04 - - 0.04 0.05 -
114 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.08 0.03 - 0.04 0.03 - - - - - - - - - -
118 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.04 - - - - - - - - - - -
120 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.44 - - - - - - - - - - - - - - - - -

Mdh2
85 - - - - - - - - - 0.07 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
91 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.12 0.05 - - 0.10 - 0.14 - -
100 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.93 1.00 1.00 0.91 1.00 0.96 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.88 0.90 1.00 1.00 0.90 1.00 0.86 1.00 1.00
110 - - - - - - - - - - - - 0.09 - 0.04 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
128 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.05 - - - - - - -

Mdhp1
100 1.00 - 0.13 0.75 0.82 0.50 1.00 0.54 0.57 0.64 0.50 0.32 0.59 0.54 0.33 0.88 0.60 0.20 - - - 0.25 0.31 0.06 0.35 0.16 0.19 - 0.05 - - - - - - -
108 - 1.00 0.88 0.25 0.18 0.50 - 0.46 0.43 0.36 0.50 0.68 0.41 0.46 0.67 0.13 0.40 0.80 1.00 1.00 1.00 0.75 0.69 0.94 0.65 0.81 0.81 1.00 0.90 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
112 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.03 - - 0.05 - - - - - - -

Mdhp2
90 - - - - - - - - - - - - - 0.04 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
95 - - - - - - - - - - - 0.09 - 0.04 - - 0.79 0.90 1.00 1.00 1.00 0.31 0.42 0.58 0.83 0.58 0.55 0.50 0.93 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

100 1.00 1.00 1.00 0.96 1.00 1.00 1.00 1.00 0.93 1.00 1.00 0.91 1.00 0.92 1.00 1.00 0.21 0.10 - - - 0.69 0.58 0.42 0.17 0.42 0.45 0.50 0.07 - - - - - - -
105 - - - 0.04 - - - - 0.07 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Idh1
100 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.86 0.96 0.91 0.94 0.75 0.88 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.83 0.95 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.95 1.00
105 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.05 -
108 - - - - - - - - - 0.14 0.04 0.09 0.06 0.25 0.13 - - - - - - 0.17 0.05 - - - - - - - - - - - - -

Idh2
93 - - - - - - - 0.08 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

100 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.92 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.85 1.00 1.00 1.00 0.96 0.96 1.00 1.00 0.50 0.85 0.73 0.86 0.57 0.50 1.00 1.00
110 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.15 - - - 0.04 0.04 - - 0.50 0.15 0.27 0.14 0.43 0.50 - -

6Pgdh
83 - - - 0.04 - - - - 0.07 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
90 1.00 1.00 1.00 0.96 1.00 1.00 - 0.92 0.93 - 0.08 0.05 - 0.04 0.07 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

100 - - - - - - 1.00 0.08 - 0.29 0.75 0.55 0.50 0.85 0.87 0.78 0.61 0.30 - - - 0.50 0.64 0.06 0.50 0.38 0.15 - - - - - - - - -
110 - - - - - - - - - 0.71 0.17 0.41 0.50 0.12 0.07 0.22 0.39 0.70 1.00 1.00 1.00 0.50 0.36 0.94 0.48 0.50 0.85 1.00 1.00 1.00 0.81 0.97 1.00 1.00 1.00 1.00
117 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.02 0.13 - - - - 0.19 0.03 - - - -

Np
85 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.57 0.71
100 1.00 0.81 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.43 0.29
115 - 0.19 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -



 

 

Tabella 3-1: Frequenze alleliche ai 17 loci polimorfici individuati in 36 popolazioni di L. italicus (numerate come in Tabella 1). 

Popolaz. IQUI IUMB IMAT IPES IRED IROS ICST IOTT ITIO ICON IACQ IMAS INDO IMOR ITAO ICIV ITAR ISDE ICRO IUBR IVER IFIC IDUE IULL ILUC ICER IFIU IBMC ITEA INOC IPOL IANG IZUN ISSB IJON ILEA

1 2 3 5 6 8 10 14 15 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

Mpi
94 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.38 0.67 0.10 - - - - - - - - - - - - - - -

100 0.75 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.63 0.33 0.90 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.92 0.90 0.83 0.62 0.63 0.86 0.36 0.82 1.00
103 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.08 0.10 0.17 0.38 0.37 0.14 0.64 0.18 -
108 0.25 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Pgm1
83 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.05 - - - - - - -
90 - - - - - - - - - - 0.11 0.11 0.06 - - - - - - - - - - - 0.27 - - 0.05 - - 0.04 0.27 0.07 0.17 - -
93 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.09 0.07 - - -
95 0.50 0.94 1.00 0.69 1.00 0.69 0.88 0.12 0.36 0.79 0.72 0.72 0.61 0.95 0.86 0.55 0.75 0.70 1.00 1.00 1.00 0.67 0.88 0.80 0.73 0.69 0.85 0.95 0.95 1.00 0.96 0.64 0.86 0.75 1.00 1.00
98 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.15 - - - 0.04 - - - - - - - - - - - - - -

100 0.50 0.06 - 0.31 - 0.31 0.06 0.81 0.57 0.14 0.17 0.17 0.33 0.05 0.14 0.45 0.25 0.15 - - - 0.29 0.13 0.20 - 0.31 0.15 - - - - - - 0.08 - -
105 - - - - - - 0.06 0.08 0.07 0.07 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Pgm2
82 - - - - - - - - - - - - - - 0.22 - - - - - - - - - 0.02 - - - - - - - - - 0.36 -
90 0.75 - - - - 0.11 0.06 0.31 0.14 - - 0.05 0.14 0.19 0.13 0.04 0.15 0.05 1.00 1.00 0.95 0.45 0.19 0.11 0.61 0.50 0.35 0.42 0.40 0.80 0.88 0.97 0.86 1.00 0.64 1.00

100 0.25 1.00 1.00 0.96 1.00 0.89 0.94 0.65 0.86 0.93 1.00 0.95 0.86 0.81 0.59 0.92 0.85 0.95 - - 0.05 0.55 0.81 0.89 0.37 0.50 0.65 0.58 0.60 0.20 0.12 0.03 0.14 - - -
105 - - - 0.04 - - - 0.04 - 0.07 - - - - 0.06 0.04 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Gpi
85 - - - - - - - - - - - - - - - 0.04 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
90 - - - - - - - - 0.14 - - - 0.05 - - 0.19 - - - - - 0.04 0.03 - - 0.06 - - - - - - - - - -
97 - - - - - - - 0.04 0.21 - - 0.09 0.05 0.12 - - 0.60 0.22 - - - 0.38 0.33 0.92 0.41 0.44 0.58 - - - - - - - - -

100 1.00 0.75 1.00 0.60 1.00 0.44 0.96 0.73 0.36 0.80 0.77 0.77 0.45 0.50 0.75 0.38 - 0.33 0.29 0.33 0.45 0.33 0.47 - 0.41 0.19 0.31 - 0.10 - 0.35 - 0.14 0.25 0.45 1.00
108 - - - 0.25 - - 0.04 - - 0.10 - 0.05 0.23 0.23 0.15 0.15 0.30 - - - - 0.04 0.06 - 0.02 - - - - - 0.08 - - - - -
110 - 0.25 - 0.15 - 0.56 - 0.23 0.29 0.10 0.23 0.09 0.18 0.15 0.10 0.23 0.10 0.44 0.71 0.67 0.55 0.17 0.11 0.08 0.14 0.31 0.12 1.00 0.90 1.00 0.58 1.00 0.86 0.75 0.55 -
117 - - - - - - - - - - - - 0.05 - - - - - - - - 0.04 - - 0.02 - - - - - - - - - - -

PepB
90 - - - - - - - 0.06 - 0.10 - - - - - - - - - - - - - - - 0.08 - - - - - - - - - -
96 1.00 1.00 1.00 1.00 0.91 1.00 0.50 0.72 0.75 0.50 0.31 0.09 0.23 0.10 0.42 0.58 0.22 0.15 - - - 0.25 0.50 0.61 0.29 0.27 0.21 - - - - - 0.43 0.25 - -

100 - - - - 0.09 - 0.50 0.17 0.25 0.40 0.06 0.55 0.45 0.45 0.27 0.38 0.78 0.75 0.64 0.17 0.25 0.67 0.08 0.22 0.71 0.54 0.33 0.96 0.85 0.95 1.00 1.00 0.57 0.68 1.00 1.00
108 - - - - - - - 0.06 - - 0.63 0.27 0.32 0.40 0.31 0.04 - - 0.36 0.83 0.75 0.08 0.42 0.17 - 0.12 0.46 0.04 0.15 0.05 - - - 0.07 - -
114 - - - - - - - - - - - 0.09 - 0.05 - - - 0.10 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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In quattro casi, nei campionamenti di Mormanno (n=2), Acqualisparti e Tarsia, sono stati 

riscontrati significativi scostamenti dall’atteso equilibrio di HW (p< 0,05). Per quattro coppie 

di loci su 696 test effettuati e appartenenti a tre popolazioni campionate (sito 33 due coppie, 

38 e 39 una) si sono riscontrati disequilibri di Linkage con livelli di significatività inferiori 

allo 0,05. A seguito della correzione di Bonferroni non si sono evidenziati disequilibri 

significativi per nessun test. 

Le stime della variabilità genetica delle popolazioni sono presentate in Tabella 3-2. Il numero 

medio di alleli per locus varia da 1,1 ad 1,9; mentre la proporzione di loci polimorfici da 5,9% 

a 52,9%. L’eterozigosi osservata ed attesa hanno invece mostrato variazione nei range 0,025-

0,250 e 0,025-0,238 rispettivamente. Complessivamente, le stime dei parametri di diversità 

genetica con valori più bassi sono state registrate nella popolazioni situate agli estremi Nord e 

Sud dell’areale di distribuzione della specie, assumendo valori minimi in Aspromonte (sito 

44). Valori particolarmente elevati a tutti gli indici calcolati sono stati osservati invece nelle 

popolazioni del Pollino, Piana del Crati e la porzione nord della Catena Costiera, con valori 

massimi nella popolazione di Ficara (sito 30), le pendici a sud-ovest del massiccio del Pollino.  

In Tabella 3-3 sono mostrate la matrici delle distanze genetiche tra coppie di popolazioni 

calcolate in base all’indice di distanza (DN) di Nei (1978) e l’indice di distanza (DA) di Cavalli 

Sforza (1969) con le modifiche apportate da Nei (1983). Valori massimi di distanza genetica 

si sono osservati tra le popolazioni degli Appennini settentrionali e le Serre Calabresi 

(DN=0,41 e DA=0,50). 
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Figura 3-1: Variazione geografica delle frequenze alleliche a 4 loci polimorfici individuati in 36 popolazioni di L. 

italicus. 
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Tabella 3-2: Stime dei parametri di diversità genetica per le 36 popolazioni campionate  studiate con gli allozimi 

(la numerazione segue la Tabella 1). 

N H E Ho A P 95

App. nord 1 2 0.10 (0.05) 0.12 (0.07) 1.2 (0.1) 17.6

Gargano 2 8 0.08 (0.04) 0.07 (0.04) 1.2 (0.1) 23.5

3 4 0.04 (0.03) 0.04 (0.03) 1.1 (0.1) 11.8

App. centrale 5 14 0.12 (0.05) 0.11 (0.05) 1.5 (0.2) 23.5

6 11 0.06 (0.03) 0.04 (0.02) 1.2 (0.1) 17.6

8 9 0.13 (0.05) 0.16 (0.07) 1.3 (0.1) 29.4

Puglia 10 16 0.07 (0.03) 0.07 (0.04) 1.4 (0.2) 23.5

Cilento 14 13 0.17 (0.05) 0.15 (0.05) 1.8 (0.2) 47.1

15 7 0.19 (0.06) 0.22 (0.08) 1.6 (0.2) 47.1

Pollino 17 7 0.18 (0.05) 0.18 (0.06) 1.7 (0.2) 52.9

18 12 0.15 (0.05) 0.12 (0.04) 1.6 (0.2) 35.3

19 11 0.20 (0.06) 0.18 (0.05) 1.9 (0.3) 47.1

20 11 0.21 (0.07) 0.19 (0.06) 1.8 (0.3) 47.1

21 13 0.20 (0.06) 0.15 (0.05) 1.9 (0.3) 52.9

22 16 0.18 (0.06) 0.19 (0.05) 1.8 (0.2) 47.1

23 16 0.15 (0.06) 0.13 (0.06) 1.6 (0.3) 35.3

Piana Crati 25 10 0.17 (0.05) 0.17 (0.06) 1.5 (0.2) 41.2

26 10 0.16 (0.05) 0.17 (0.06) 1.6 (0.2) 41.2

Sila greca 27 8 0.12 (0.05) 0.09 (0.05) 1.3 (0.1) 23.5

28 3 0.08 (0.05) 0.06 (0.04) 1.2 (0.1) 17.6

29 10 0.11 (0.04) 0.12 (0.05) 1.4 (0.1) 35.3

Piana Crati 30 12 0.25 (0.06) 0.24 (0.06) 1.9 (0.3) 52.9

Cat. Costiera 31 18 0.20 (0.06) 0.21 (0.06) 1.8 (0.3) 52.9

32 9 0.13 (0.05) 0.11 (0.04) 1.5 (0.2) 47.1

33 23 0.22 (0.06) 0.19 (0.05) 1.9 (0.3) 47.1

34 16 0.24 (0.07) 0.24 (0.06) 1.9 (0.3) 47.1

35 13 0.18 (0.06) 0.15 (0.05) 1.5 (0.2) 41.2

36 13 0.09 (0.04) 0.07 (0.03) 1.4 (0.1) 29.4

37 10 0.14 (0.04) 0.15 (0.05) 1.6 (0.2) 52.9

38 15 0.08 (0.03) 0.07 (0.03) 1.4 (0.1) 23.5

Serre nord 39 13 0.13 (0.05) 0.13 (0.05) 1.5 (0.2) 29.4

40 15 0.09 (0.04) 0.08 (0.04) 1.4 (0.1) 23.5

C. Vaticano 41 7 0.12 (0.05) 0.13 (0.05) 1.4 (0.1) 35.3

Serre sud 42 14 0.15 (0.05) 0.16 (0.06) 1.5 (0.2) 35.3

Aspromonte 43 11 0.12 (0.05) 0.12 (0.05) 1.4 (0.1) 23.5

44 14 0.02 (0.02) 0.02 (0.02) 1.1 (0.1) 5.9

popolazione

N: numero di individui; A: numero medio di alleli per locus; P: proporzione di loci polimorfici (criterio del 
95%); Ho: eterozigosità osservata; He: eterozigosità attesa (Nei, 1978). In parentesi sono indicati gli errori 
standard.



 

Tabella 3-3: Valori delle distanze genetiche tra coppie di popolazioni calcolate in base all’indice di distanza (DN) di Nei (1978; matrice superiore destra) e l’indice di distanza (Da) di Nei 

(1983; matrice inferiore sinistra).  

1 2 3 5 6 8 10 14 15 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

App. nord 1 ***** 0.14 0.12 0.09 0.09 0.08 0.16 0.09 0.11 0.20 0.20 0.22 0.21 0.22 0.19 0.19 0.27 0.29 0.37 0.37 0.35 0.23 0.22 0.28 0.26 0.25 0.25 0.35 0.36 0.39 0.37 0.41 0.34 0.36 0.38 0.35

Gargano 2 0.13 ***** 0.02 0.05 0.05 0.03 0.17 0.08 0.07 0.14 0.12 0.15 0.16 0.16 0.12 0.16 0.22 0.18 0.29 0.29 0.26 0.18 0.15 0.17 0.21 0.18 0.17 0.21 0.24 0.28 0.27 0.31 0.24 0.29 0.29 0.29

3 0.13 0.00 ***** 0.04 0.02 0.04 0.13 0.08 0.07 0.12 0.10 0.13 0.15 0.14 0.11 0.14 0.21 0.18 0.30 0.30 0.27 0.17 0.13 0.17 0.19 0.18 0.16 0.23 0.25 0.30 0.28 0.33 0.25 0.30 0.30 0.27

App. centrale 5 0.08 0.05 0.03 ***** 0.03 0.02 0.10 0.05 0.04 0.10 0.10 0.13 0.12 0.13 0.10 0.09 0.17 0.18 0.33 0.32 0.30 0.16 0.13 0.18 0.20 0.18 0.17 0.24 0.26 0.31 0.29 0.34 0.27 0.31 0.32 0.33

6 0.08 0.05 0.02 0.01 ***** 0.04 0.08 0.07 0.06 0.10 0.10 0.13 0.13 0.13 0.11 0.11 0.19 0.18 0.32 0.32 0.29 0.17 0.14 0.19 0.18 0.19 0.17 0.24 0.26 0.31 0.29 0.34 0.27 0.32 0.31 0.29

8 0.08 0.02 0.03 0.01 0.03 ***** 0.13 0.04 0.03 0.12 0.10 0.13 0.12 0.13 0.11 0.11 0.18 0.17 0.28 0.28 0.26 0.15 0.13 0.16 0.19 0.15 0.15 0.20 0.23 0.26 0.27 0.29 0.23 0.27 0.29 0.30

Puglia 10 0.18 0.17 0.13 0.09 0.08 0.13 ***** 0.11 0.12 0.06 0.08 0.09 0.07 0.07 0.07 0.04 0.12 0.14 0.31 0.32 0.29 0.11 0.10 0.19 0.13 0.14 0.14 0.23 0.25 0.30 0.27 0.32 0.27 0.31 0.30 0.27

Cilento 14 0.07 0.08 0.07 0.03 0.06 0.03 0.13 ***** 0.03 0.10 0.09 0.11 0.10 0.11 0.09 0.09 0.16 0.15 0.28 0.28 0.25 0.12 0.11 0.16 0.17 0.13 0.13 0.21 0.23 0.27 0.26 0.29 0.24 0.26 0.29 0.28

15 0.10 0.05 0.05 0.01 0.04 0.01 0.11 0.00 ***** 0.11 0.11 0.12 0.10 0.12 0.11 0.09 0.14 0.14 0.28 0.29 0.26 0.11 0.11 0.14 0.16 0.12 0.13 0.19 0.22 0.25 0.25 0.28 0.23 0.27 0.28 0.28

Pollino 17 0.18 0.11 0.08 0.07 0.07 0.09 0.04 0.09 0.07 ***** 0.05 0.05 0.04 0.06 0.05 0.04 0.10 0.09 0.24 0.25 0.22 0.07 0.07 0.11 0.11 0.10 0.09 0.15 0.17 0.21 0.20 0.25 0.19 0.23 0.22 0.22

18 0.21 0.11 0.09 0.08 0.09 0.09 0.04 0.09 0.08 0.03 ***** 0.03 0.04 0.04 0.03 0.05 0.13 0.11 0.23 0.23 0.20 0.08 0.05 0.12 0.12 0.10 0.08 0.17 0.18 0.23 0.23 0.27 0.22 0.24 0.26 0.26

19 0.23 0.11 0.09 0.11 0.11 0.11 0.06 0.11 0.09 0.02 0.02 ***** 0.03 0.02 0.04 0.06 0.09 0.07 0.18 0.20 0.17 0.04 0.04 0.09 0.07 0.06 0.05 0.12 0.14 0.17 0.17 0.21 0.18 0.20 0.19 0.19

20 0.21 0.14 0.12 0.09 0.10 0.10 0.04 0.08 0.06 0.01 0.02 0.01 ***** 0.03 0.04 0.03 0.08 0.09 0.21 0.20 0.18 0.04 0.04 0.09 0.09 0.07 0.06 0.13 0.15 0.19 0.19 0.22 0.18 0.21 0.22 0.22

21 0.23 0.14 0.12 0.11 0.11 0.12 0.04 0.13 0.10 0.03 0.01 0.01 0.01 ***** 0.03 0.06 0.08 0.09 0.20 0.20 0.18 0.04 0.04 0.11 0.09 0.07 0.07 0.14 0.16 0.19 0.19 0.23 0.20 0.22 0.22 0.22

22 0.20 0.10 0.08 0.10 0.10 0.10 0.04 0.10 0.09 0.03 0.01 0.02 0.02 0.01 ***** 0.05 0.11 0.11 0.22 0.22 0.20 0.06 0.05 0.13 0.11 0.09 0.09 0.16 0.18 0.22 0.21 0.26 0.20 0.23 0.22 0.23

23 0.19 0.16 0.13 0.07 0.09 0.09 0.02 0.08 0.06 0.03 0.03 0.05 0.01 0.04 0.04 ***** 0.08 0.10 0.26 0.26 0.24 0.07 0.06 0.12 0.12 0.09 0.10 0.17 0.19 0.23 0.23 0.26 0.21 0.25 0.26 0.26

Piana Crati 25 0.32 0.23 0.21 0.17 0.20 0.19 0.11 0.18 0.13 0.09 0.12 0.08 0.06 0.07 0.11 0.08 ***** 0.04 0.18 0.20 0.18 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.11 0.12 0.14 0.15 0.16 0.14 0.18 0.18 0.19

Popolazione

 



 

Popolazione 1 2 3 5 6 8 10 14 15 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

Piana Crati 26 0.37 0.19 0.18 0.20 0.21 0.18 0.17 0.19 0.15 0.09 0.12 0.07 0.08 0.10 0.12 0.13 0.03 ***** 0.13 0.14 0.12 0.05 0.06 0.05 0.05 0.04 0.04 0.07 0.08 0.09 0.10 0.12 0.09 0.13 0.12 0.13

Sila greca 27 0.42 0.33 0.34 0.38 0.39 0.33 0.37 0.34 0.32 0.25 0.28 0.21 0.23 0.24 0.25 0.33 0.18 0.11 ***** 0.03 0.04 0.15 0.16 0.16 0.13 0.12 0.12 0.09 0.08 0.06 0.07 0.08 0.08 0.09 0.08 0.10

28 0.45 0.35 0.34 0.39 0.40 0.35 0.40 0.36 0.34 0.27 0.26 0.24 0.24 0.25 0.25 0.34 0.21 0.14 0.02 ***** 0.03 0.16 0.16 0.16 0.15 0.14 0.11 0.10 0.09 0.08 0.09 0.10 0.09 0.09 0.10 0.11

29 0.40 0.30 0.29 0.35 0.35 0.30 0.34 0.31 0.30 0.22 0.23 0.19 0.20 0.21 0.21 0.30 0.17 0.10 0.02 0.02 ***** 0.14 0.13 0.14 0.12 0.11 0.09 0.09 0.06 0.06 0.06 0.08 0.06 0.08 0.09 0.09

Piana Crati 30 0.24 0.14 0.13 0.14 0.15 0.13 0.09 0.11 0.09 0.04 0.06 0.02 0.02 0.03 0.04 0.06 0.03 0.04 0.12 0.16 0.12 ***** 0.02 0.05 0.04 0.02 0.03 0.10 0.11 0.13 0.13 0.16 0.13 0.15 0.15 0.15

Cat. Costiera 31 0.23 0.11 0.09 0.10 0.11 0.11 0.07 0.12 0.09 0.04 0.02 0.03 0.03 0.03 0.02 0.05 0.05 0.05 0.17 0.16 0.13 0.02 ***** 0.04 0.05 0.03 0.02 0.12 0.13 0.16 0.16 0.20 0.14 0.18 0.18 0.18

32 0.35 0.16 0.16 0.18 0.21 0.17 0.22 0.19 0.13 0.10 0.14 0.10 0.10 0.13 0.14 0.15 0.06 0.05 0.16 0.17 0.13 0.05 0.05 ***** 0.07 0.04 0.02 0.09 0.11 0.12 0.15 0.16 0.12 0.16 0.17 0.18

33 0.28 0.21 0.19 0.20 0.20 0.19 0.14 0.18 0.16 0.10 0.13 0.08 0.09 0.09 0.10 0.13 0.03 0.03 0.08 0.12 0.08 0.02 0.05 0.07 ***** 0.04 0.05 0.10 0.10 0.10 0.09 0.11 0.09 0.12 0.12 0.12

34 0.27 0.16 0.16 0.16 0.19 0.14 0.14 0.13 0.11 0.08 0.09 0.06 0.06 0.07 0.07 0.10 0.03 0.02 0.09 0.11 0.08 0.00 0.03 0.03 0.01 ***** 0.03 0.09 0.09 0.10 0.10 0.13 0.10 0.12 0.14 0.15

35 0.30 0.16 0.15 0.17 0.18 0.16 0.16 0.16 0.13 0.07 0.09 0.06 0.06 0.08 0.09 0.12 0.05 0.03 0.10 0.10 0.07 0.02 0.02 0.01 0.04 0.01 ***** 0.08 0.09 0.11 0.12 0.14 0.11 0.13 0.14 0.13

36 0.43 0.23 0.24 0.27 0.29 0.22 0.26 0.25 0.20 0.13 0.18 0.12 0.12 0.15 0.17 0.19 0.11 0.05 0.07 0.11 0.09 0.06 0.12 0.09 0.08 0.05 0.06 ***** 0.04 0.04 0.06 0.05 0.06 0.09 0.09 0.13

37 0.49 0.29 0.29 0.32 0.33 0.27 0.30 0.30 0.26 0.18 0.23 0.16 0.17 0.19 0.22 0.24 0.11 0.04 0.06 0.09 0.06 0.10 0.14 0.11 0.08 0.07 0.08 0.03 ***** 0.03 0.04 0.05 0.04 0.06 0.09 0.12

38 0.48 0.33 0.34 0.37 0.39 0.31 0.36 0.34 0.30 0.23 0.29 0.20 0.21 0.23 0.25 0.30 0.14 0.07 0.03 0.07 0.05 0.11 0.17 0.14 0.08 0.07 0.10 0.03 0.02 ***** 0.03 0.03 0.03 0.05 0.06 0.11

Serre nord 39 0.44 0.32 0.31 0.36 0.37 0.32 0.33 0.32 0.29 0.22 0.28 0.19 0.21 0.22 0.23 0.29 0.13 0.08 0.03 0.07 0.05 0.10 0.16 0.15 0.06 0.07 0.10 0.05 0.03 0.01 ***** 0.03 0.03 0.04 0.06 0.09

40 0.50 0.38 0.39 0.42 0.45 0.35 0.40 0.35 0.32 0.27 0.33 0.25 0.24 0.28 0.29 0.33 0.16 0.10 0.04 0.08 0.07 0.13 0.21 0.17 0.09 0.09 0.13 0.04 0.04 0.01 0.02 ***** 0.03 0.03 0.07 0.12

C. Vaticano 41 0.42 0.29 0.29 0.33 0.35 0.27 0.34 0.29 0.27 0.21 0.27 0.21 0.21 0.24 0.23 0.28 0.14 0.08 0.04 0.06 0.04 0.11 0.15 0.12 0.07 0.07 0.09 0.05 0.02 0.01 0.02 0.02 ***** 0.03 0.08 0.11

Serre sud 42 0.47 0.37 0.37 0.41 0.43 0.36 0.41 0.35 0.34 0.28 0.33 0.26 0.26 0.30 0.29 0.35 0.20 0.13 0.06 0.07 0.06 0.15 0.21 0.18 0.11 0.11 0.14 0.09 0.05 0.04 0.02 0.02 0.02 ***** 0.08 0.12

Aspromonte 43 0.48 0.33 0.33 0.38 0.38 0.35 0.35 0.35 0.32 0.22 0.30 0.20 0.22 0.24 0.24 0.31 0.16 0.09 0.06 0.09 0.07 0.12 0.18 0.16 0.08 0.09 0.11 0.07 0.06 0.04 0.03 0.05 0.05 0.07 ***** 0.04

44 0.44 0.34 0.32 0.40 0.37 0.39 0.34 0.35 0.32 0.23 0.31 0.21 0.25 0.26 0.25 0.34 0.20 0.13 0.09 0.13 0.09 0.14 0.20 0.20 0.10 0.13 0.13 0.14 0.13 0.10 0.07 0.12 0.11 0.12 0.03 *****
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3.1.2 Struttura delle popolazioni  

La complessità della variazione delle frequenze ai singoli loci trova una sintesi nell’analisi del 

genotipo multilocus. In Figura 3-2 è rappresentato il fenogramma UPGMA costruito in base 

alle distanze genetiche Da (Cavalli Sforza, 1969; Nei et al., 1983)  e la distribuzione 

geografica dei principali gruppi da esso individuati. Nel fenogramma le popolazioni di L. 

italicus vengono suddivise in due cladi principali ben supportati (bootstrap= 77%), un clade 

(N) comprende le popolazioni del nord del range di distribuzione della specie fino alla 

porzione centrale della Catena Costiera  (1-26, 30-35), mentre l'altro clade comprende la Sila-

greca (27-29) e tutte le popolazioni a sud di Fiumefreddo Bruzio, (36-44). La distanza 

genetica media (Da) tra i due cladi N ed S è risultata pari a 0.24 ( DNEI=0,24). Il clade N è 

suddiviso a sua volta in due cladi supportati da valori di bootstrap maggiori del 50%: un clade 

comprende le popolazioni dell'Appennino centro-settentrionale (12-14), mentre l'altro che 

comprende le restanti popolazioni del clade nord, è ulteriormente suddiviso tra le popolazioni 

del tavoliere della Puglia e del Pollino, da quelle della Piana del Crati e del Nord della Catena 

Costiera (solo quest’ultimo gruppo è supportato da valori di bootstrap superiori il 50%) . 

All'interno del clade S, solo i subcladi che racchiudono le popolazioni della Sila-greca e 

dell’Aspromonte sono supportati da un alto valore alto di bootstrap (>70%). 
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Figura 3-2: Fenogramma UPGMA basato sulle distanze DA di Nei et al. (1983) e distribuzione geografica dei 

principali cladi terminali individuati. I valori di bootstrap >50% sono riportati ai nodi. 

 

L'analisi non gerarchica dei gruppi, condotta con il software Structure, ha prodotto i 

raggruppamenti possibili per ogni valore di k. Il software ha fornito per k=5 due differenti 

suddivisioni in cluster che sono state trattate separatamente (k5nord e k5sud). In  

Figura 3-3 sono riportate su un grafico Cartesiano le medie dei valori logaritmici (Pr) per ogni 

valore di K sulla base del quale si è scelto come raggruppamento più verosimile una 

suddivisione in 5 cluster (k5sud). Infatti la probabilità logaritmica Pr aumenta rapidamente da 

K=1 fino a K=5sud, per poi livellarsi intorno al valore di K=5sud, assumendo incrementi 

molto bassi per i successivi valori di K. La percentuale media degli individui di ogni 

popolazione campionata di appartenere ad ognuno dei cinque gruppi prescelti (Q), mediata 

per le 15 corse, è riportata in Figura 3-4 (a); mentre in Figura 3-4 (b- f) sono rappresentate le 

interpolazioni geografiche eseguite con il metodo Spline per ognuno dei cinque gruppi trovati.  

Sostanzialmente il programma Structure individua un primo gruppo (GI) con popolazioni 

distribuite lungo gli Appennini centro-settentrionali fino al massiccio del Cilento compreso; 

un secondo gruppo (GII) in Puglia, Lucania e Pollino; un terzo (GIII) con le popolazioni 

appartenenti alla Piana del Crati e lungo la porzione centro-nord della Catena Costiera; un 

quarto gruppo (GIV) che comprende la parte meridionale della Catena Costiera e le Serre 
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Calabresi; ed infine, il quinto (GV) che raggruppa le popolazioni del massiccio 

dell’Aspromonte e della Sila-greca. 

L’analisi dei Cluster con il software Structure per K=2 individua in maniera chiara e con 

livelli limitati di intermixing due gruppi di popolazioni, il primo include le popolazioni dei 

cluster GI, GII, GIII emersi dall’analisi precedente, il secondo comprende GIV e GV. Questa 

suddivisione è in accordo con i due cladi N ed S individuati in base alle distanze genetiche nel 

fenogramma UPGMA. 

Figura 3-3: Media delle stime dei valori logaritmici (Pr) ottenute con 5 corse indipendenti di Structure per ogni 

predefinito numero di cluster (K, 1-11).   

 



 

54 

Figura 3-4: Risultati dell’analisi Bayesiana dei cluster. Ognuno dei cinque cluster è riportato con colori diversi 

come in legenda. (a) Percentuale media (Q) degli individui di ogni popolazione campionata di appartenere ad 

ognuno dei cinque gruppi prescelti, calcolata con il sofware Structure (15 corse). (b-e) Superfici d’interpolazione 

ottenute con il metodo Spline che mostrano la variazione geografica di Q di ogni popolamento campionato in 

ogni gruppo, come inferito da Structure. In legenda sono riportati i valori di Q e le corrispettive gradazioni di 

colore. 
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3.1.1 Analisi gerarchica della varianza 

La suddivisione delle popolazioni in cluster ottenuta con Structure è stata utilizzata per 

l'analisi gerarchica della varianza molecolare (AMOVA, Excoffier et al. 1992), e il risultato di 

tale analisi viene riportato nella Tabella 3-6. L'AMOVA ha indicato come il 45.3% della 

varianza totale risulti ascrivibile alle differenze tra i gruppi, mentre il 43.8% sia imputabile 

alle differenze all'interno delle popolazioni e solo il 10.9% a differenze tra popolazioni 

all'interno dei gruppi. Tutte le componenti della variazione sono risultate altamente 

significative (P < 0,01). 

componenti della varianza gradi di 
libertà

percentuale di 
variazione

statistica  F

Tra gruppi 4 45.27 FCT=0.45*

Tra popolazioni all'interno dei gruppi 31 10.91 FSC=0.20*

all'interno delle popolazioni 792 43.81 FST=0.56*

*P<0.001  

3.1.2 Analisi di flusso genico nella zona di contatto 

Per l’analisi del flusso genetico attuale tra i principali cladi (N e S) sono stati scelti due 

transetti: uno lungo la Catena Costiera fino le Serre (tra la popolazione 31 e la 42) per un 

totale di 178 individui, e l’altro dalla Piana del Crati alla Sila-greca (tra la popolazione 25 e la 

31) per un totale di 61 campioni (vedi Figura 2-1). 

3.1.2.1 Transetto Catena Costiera-Serre 

L’analisi implementata con il software NewHybrids ha individuato principalmente genotipi 

appartenenti a le due classi parentali: 147 genotipi sono stati stimati essere parentali con alte 

Tabella 3-4: Risultati dell’analisi gerarchica della varianza molecolare (AMOVA; Excoffier et al., 1992) effettuata 

tenendo conto del miglior raggruppamento per il dataset allozimico, come indicato dall’analisi non gerarchica dei 

cluster effettuata con il software Structure (Pritchard et al., 2006). 
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probabilità (maggiori dello 0,9) di cui 69 di tipo N (dalla popolazione 31 alla 35) e 77 di tipo 

S (popolazioni 36-42); ulteriori 22 (15 N e 7 S) sono stati assegnati alle classi parentali con 

probabilità dallo 0,7-0,9 e altri 6 con probabilità comprese tra 0,5 e 0,7. Di questi 173 genotipi 

parentali (il 98,3% del campionamento in quest’area di contatto) solo 1 è stato assegnato (con 

probabilità >0.9) al genotipo parentale differente (tipo S) da tutti gli altri individui campionati 

nel medesimo sito (popolazione 33, San Lucido, tipo N). Per i restanti 4 genotipi (2 individui 

della popolazione 36, uno della 33 e uno della 34) il programma ha assegnato delle probabilità 

distribuite a tutte e sei le categorie genotipiche. Il genotipo di nessun individuo è stato 

assegnato alle categorie ibride (F1, F2 o Bk) con una probabilità superiore lo 0.15, solo in un 

caso la probabilità posteriore di essere F2 è stata pari allo 0.35. Se vengono cumulate le 

probabilità di tutte e quattro le classi ibride si ottengono comunque valori bassi: solo 6 

genotipi hanno probabilità stimate comprese tra 0.2 e 0.5, e un unico individuo, campionato 

nella località Cerisano (sito 34), presenta una probabilità cumulata ibrida pari allo 0.8. La 

sommatoria delle probabilità di appartenere a classi ibride F1 e F2 non supera mai lo 0.5.  

3.1.2.2 Transetto piana del Crati-Sila greca 

Anche in questo transetto sono stati individuati unicamente genotipi appartenenti alle due 

categorie parentali e con probabilità elevate (maggiori di 0,9): 50 individui (campionati nei 

siti 25, 26, 30 e 31) sono stati assegnati alla categoria N mentre 20 a quella S (siti 27-29). Il 

genotipo di un solo individuo, appartenente alla popolazione 29 (Verzino), ha avuto delle 

probabilità di assegnazione di 0.4 e 0.5 per entrambi le classi parentali, N e S rispettivamente. 

Il genotipo di nessun individuo è stato assegnato alle categorie ibride (F1, F2 o Bk) con una 

probabilità superiore lo 0.1. Se vengono cumulate le probabilità di tutte e quattro le classi 

ibride si ottengono comunque valori al di sotto dello 0.15. 

Le elaborazioni effettate inserendo nel programma informazioni a priori sullo stato parentale 

di 20 individui per ciascuna classe, hanno fornito dei risultati non apprezzabilmente dissimili 

a quelli precedentemente esposti, per cui non verranno ulteriormente trattati. 

3.1.2.3 Simulazioni 

Per generare genotipi con il software Hybridlab, sono stati utilizzati 20 individui scelti tra le 

località Ficara, Lago due Uomini e SB Ullano (siti 30,31,32) per la forma N; mentre sono stati 

scelti 20 individui appartenenti alle località di Serra San Bruno, Polia, Zungri e Angitola per 

la forma S.   
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Il 90% dei genotipi simulati come parentali sono stati correttamente identificati dal 

programma NewHybrids con probabilità superiori allo 0.7, il 100% con probabilità non 

inferiori lo 0.5. Per quanto riguarda gli ibridi simulati le performance migliori si sono ottenute 

per gli F1, correttamente identificati (probabilità > 0,7) nel 60% dei casi, mentre nessun 

genotipo è stato identificato erroneamente come parentale. Gli F2 e i Bk non sono mai stati 

identificati come tali con probabilità superiori lo 0,5. Tuttavia se vengono cumulate le 

probabilità di appartenere alle classi ibride, il programma identifica correttamente come ibridi 

il 90% degli F1 e F2 (p>0.7) di cui un 70% con elevate probabilità posteriori (superiori lo 

0.9). Per quanto riguarda i reincroci (Bk) le probabilità cumulate superano lo 0.7 solo nel 54% 

dei casi.  Un 9% e un 17% rispettivamente degli F2 e Bk simulati è stato erroneamente 

individuato come parentale (con p>0.7); mentre tutti gli altri individui (10% per F1, 1% per 

F2 e 29% per Bk) non sono stati identificati, avendo probabilità ripartite in tutte le classi 

genotipiche.   

Le simulazioni effettuate per il dataset della Piana del Crati-Sila ha fornito dei risultati 

piuttosto simili, le probabilità posteriori cumulate di F1 e F2 hanno correttamente identificato 

le forme ibride (F1 e F2) nell’ 88% dei casi (con p>0.7). 
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3.2 DATI MITOCONDRIALI 

3.2.1 Analisi delle sequenze  

Per tutti gli individui di L. italicus analizzati (n=358) sono stati ottenuti due frammenti di 

DNA, ND2 e ND4. Le analisi sono state condotte cumulando per ciascun individuo i due 

frammenti, pertanto ogni sequenza risulta complessivamente di 1897 bp. Quando 

nell'allineamento vengono incluse anche le sequenze relative ai due outgroups (M. alpestris e 

L. vulgaris) la matrice dei dati comprende 1904 caratteri per ciascun individuo, con 611 siti 

variabili e 292 siti informativi ai fini della parsimonia, con 6 gaps (con lunghezza da 1bp a 

4bp, pari ad un totale di 14bp). Complessivamente sono stati individuati 65 aplotipi e la loro 

distribuzione tra le popolazioni è riportata nella Tabella 3-5. 

Tabella 3-5: Distribuzione degli aplotipi di mtDNA individuati in.44 popolazioni di tritone italico (in parentesi è 

riportato il numero di osservazioni). 

aplotipi aplotipi

App. nord 1 DII1(2) Pollino 23 EI9(9)

2 DII1(1) 24 CI1(1), EII2(1)

Gargano 3 DII1(3) Piana Crati 25 CI9(9)

4 DII1(1) 26 EII1(2), EII3(7)

App. centrale 5 DII1(13), DII2(3) Sila greca 27 B1(8)

6 DII1(1), DII3(13) 29 B2(2), B3(5), B4(1)

7 DII1(3), DII4(2) Piana Crati 30 CI1(6), EII3(1)

8 DII1(8), DII4(3), DII5(1) Catena Costiera 31 CI1(2), CI2(2), CI3(1), C4(1), CI5(2)

9 DII6(3), DII7(1), 32 CI1(8)

Puglia 10 CII1(12) 33 CI6(1), CI7(3), CI8(2)

11 CII3(5), CII4(1) 34 CI11(9)

12 CII1(7) 35 CI1(5), CI10(1)

Lucania 13 CII6(1), EI3(5) 36 AII1(8)

Cilento 14 DI1(4), DI2(4), DI3(1), DI14(1), DII9(3) 37 AII1(1), AIII3(3), AIII1(2)

15 DII8(1), DI1(2), DI5(4) 38 AIII1(4), AIII2(10)

Costa ionica 16 CII1(3), CII2(8), CII5(5), EI3(2) Serre nord 39 AII3(12)

Pollino 17 EI9(2), EI5(1), EI1(1), EI7(2), EI6(1) 40 AII7(5), AII8(2), AII9(3)

18 EI9(3), EI3(1) Capo Vaticano 41 AII2(2), AII4(3), AII5(1)

19 EI3(5), EI9(1) Serre sud 42 AII3(3), AII6(6)

20 EI8(1), E19(12), EI4(1), EI5(2) Aspromonte 43 AI1(8), AI2(5), AI3(1), AI4(4)

21 CI12(2), EI2(1), EI9(6) 44 AI5(12)

22 EI9(4), EI3(2)

popolazione popolazione

 



 

59 

3.2.2 Analisi filogenetiche 

L'albero filogenetico ML raffigurante le relazioni tra gli aplotipi individuati, basato sul 

modello di evoluzione TrN+Γ (con gamma = 0,142), è mostrato in Figura 3-5 A. Il valore di 

probabilità logaritmica (log-likelihood) per il miglior albero di ML è risultato essere pari a -

5786,41.  

Nell’albero sono evidenti due cladi principali, N ed S, ciascuno dei quali è suddiviso in altri 

cladi e sottocladi. Complessivamente si osservano 10 sottocladi, tutti altamente supportati 

(con l'unica eccezione per il clade CI); due in più rispetto a quelli già descritti da Canestrelli 

et al, 2011. Per ciascun clade e sottoclade è evidente una forte corrispondenza con la 

geografia (vedi Figura 3-5 B). Il primo dei 2 cladi principali (N) è ampiamente distribuito in 

gran parte dell'areale del tritone italico, dal limite settentrionale fino alla Calabria centro-

occidentale (la porzione centro-settentrionale della Catena Costiera; popolazioni 1-16, 24-26, 

30-35), con l’esclusione dei monti Lucani e del massiccio del Pollino che, sebbene si trovano 

circondati da popolazioni afferenti al clade N, vengono raggruppati nel secondo clade (S) 

comprendente anche le popolazioni distribuite nel resto della Calabria centro-meridionale 

(popolazioni 13-24, 26-29, 36-44). Gli aplotipi di questi due cladi sono stati osservati in 

simpatria (unicamente coinvolgendo i sottocladi C ed E) in 5 popolazioni campionate nelle 

aree marginali del massiccio del Pollino (13, 16, 21, 24, 30). Da notare che non si è osservata 

simpatria tra le popolazioni dei cladi C ed A, nell’area di contatto lungo la Catena Costiera 

dove la minor distanza geografica tra popolazioni di cladi differenti è di soli 9,5 Km. La 

divergenza genetica netta tra questi due cladi principali è risultata essere pari al 4,1% (0,4% 

SE). 

Il clade N è suddiviso in due cladi (D e C) tra i quali la divergenza netta è risultata essere pari 

al 1,5% (0,3% SE), il clade D comprende tutti gli aplotipi osservati nelle popolazioni più 

settentrionali compreso l'area del Gargano e del Cilento (pop. 1-9, 14 e 15), mentre il clade C 

è costituito dagli aplotipi osservati nelle popolazioni della Puglia e della Catena Costiera (pop. 

10-13, 16, 24-26, 30-35). Non sono state osservate aree di simpatria tra questi due sottocladi. 

Inoltre, sia il clade D che C sono suddivisibili ciascuno in 2 aplogruppi, ognuno dei quali è 

caratteristico di un’area geografica ben definita (vedi Figura 3-5 AB).  

Il clade S prima si suddivide in due cladi E e (A+B), per poi dividersi ulteriormente in A e B. 

La divergenza tra E ed (A+B) è risultata essere del 2,1% (0,3% SE) mentre tra A e B del 1,1% 
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(0,2% SE). Il Clade E è suddiviso in due aplogruppi uno (EI) presente nelle popolazioni dei 

monti Lucani e del massiccio dell’Aspromonte, l’altro (EII) esclusivamente in alcune 

popolazioni della Piana del Crati. Interessante notare che anche il clade E non è mai stato 

trovato insieme (in simpatria) al clade A o B e che le distanze geografiche minori tra 

popolamenti di cladi differenti (EII-B, pop. 26-27) è inferiore a 30 Km. Il subclade B è 

composto da tutti gli aplotipi osservati esclusivamente nell'area corrispondente alla Sila-greca 

(pop. 27-29). Il subclade A invece è suddiviso in tre aplogruppi, uno dei quali è costituito da 

aplotipi osservati esclusivamente in Aspromonte (clade AI, popolazioni 22 e 23), mentre gli 

altri due presentano aplotipi osservati nella porzione meridionale della Catena Costiera, nelle 

Serre e a Capo Vaticano.  

I network di massima parsimonia statistica sono riportati nella Figura 3-5 C. L'analisi di 

massima parsimonia statistica, condotta con il limite del 95% per una connessione 

parsimoniosa, non ha connesso tutti gli aplotipi in un unico network, ma li ha suddivisi in 6 

netwoks distinti. Tra i network e i cladi individuati dall'analisi filogenetica si osserva un 

ottima corrispondenza; in particolare ai cladi B, C, D ed E corrispondono altrettanti networks, 

mentre al clade A ne corrispondono 2 differenti. 
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Figura 3-5: (A) Albero filogenetico ML basato sulla distanza genetica TrN93+Γ. Ai nodi vengono riportati i 

valori di boostrap (bs) # = bs >90%. (B) Distribuzione delle maggiori linee evolutive individuate dall'analisi 

filogenetica. (C) Networks di parsimonia statistica tra gli aplotipi individuati. La dimensione degli aplotipi nel 

network è proporzionale al numero di osservazioni dell’aplotipo a livello dell’intero dataset. I cerchi piccoli 

rappresentano gli aplotipi intermedi, inferiti ma non trovati (le popolazioni sono numerate come in Tabella 1). 
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3.2.3 Struttura e differenziamento genetico delle popolazioni 

L'analisi gerarchica della varianza molecolare (AMOVA) è stata condotta utilizzando come 

raggruppamenti di popolazioni i 10 aplogruppi terminali individuati dall'analisi filogenetica 

(AI-EII vedi Figura 3-5 A). I risultati dell’AMOVA sono riportati in Tabella 3-6. Le 

differenze tra gruppi sono risultate tali da spiegare il 91,98% della variazione osservata a 

livello dell’intero dataset, mentre una porzione minima della variazione viene attribuita alle 

differenze all’interno dei gruppi (1,91%) e alle differenze all’interno delle popolazioni 

(6,11%, vedi tabella 15). Tutte le componenti della variazione sono risultate altamente 

significative (P < 0,01). 

I valori delle stime della diversità genetica mitocondriale (Nei, 1987)  per i soli aplogruppi 

terminali evidenziati dall'analisi filogenetica sono presentate in Tabella 3-7. Se non si 

considera il clade EII che è formato da una sola popolazione (sito 26) e presenta i valori più 

bassi, la diversità nucleotidica varia tra 0,80x103, osservata nel clade AIII, e 6,12x103, 

osservata nel clade CII. Anche la diversità aplotipica è risultata bassa nel clade B (0,80) 

mentre il valore più alto è stato osservato nel clade DII (0,84). 

Tabella 3-6: Risultati dell’analisi gerarchica della varianza molecolare (AMOVA; Excoffier et al., 1992) 

effettuata sul dataset mitocondriale. I gruppi di popolazioni sono stati definiti come suggerito dall’analisi 

filogenetica secondo i 10 cladi terminali. 

componenti della varianza gradi di 
libertà

percentuale di 
variazione

statistica 
F

Tra gruppi 9 91.98 FCT=0.92*

Tra popolazioni all'interno dei gruppi 31 1.91 FSC=0.24*

all'interno delle popolazioni 317 6.11 FST=0.94*

* P<0.001  

3.2.4 Il tempo di coalescenza (TMRCA) 

La stima del tempo di coalescenza (TMRCA) per i cladi individuati dall'analisi filogenetica 

vengono mostrati nella tabella 14. Per tutti i cladi terminali (AI-AIII, B, CI, CII, DI, DII, EI, 
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EII), la stima del tempo di coalescenza ricade all'interno del tardo Pleistocene (11.700 -

126.000 anni fa), mentre la stima del TMRCA per i cladi compresi nei due cladi maggiori 

(clades A, C, D, E, A+B, AII+AIII, N e S) suggerisce una divergenza risalente al Pleistocene 

Medio (126.000 -781.000 anni fa). In fine la divergenza tra i due cladi principali è stimata 

circa 1,7 milioni di anni fa, quindi all’incirca all'inizio del Pleistocene. 

Tabella 3-7: Stime del tempo dall'antenato comune più recente (TMRCA; in migliaia di anni) e intervallo di 

densità della più alta probabilità ad esso associato (95% hpd). Stime di diversità nucleotidica (π) e aplotipica (h) 

(Nei, 1987) per ciascuno dei dieci cladi terminali individuati dall'analisi filogenetica di L. italicus (in parentesi 

viene riportata la deviazione standard). 

Clade

mean 95% hpd π (*10 3 ) h

AI 81 31-140 2.14 (1.20) 0.74 (0.05)

AII 83 34-139 1.75 (1.01) 0.82 (0.04)

AIII 38 17-70 1.45 (0.89) 0.67 (0.07)

CI 86 30-150 3.00 (1.62) 0.80 (0.04)

CII 38 19-60 6.12 (3.14) 0.69 (0.06)

DI 42 18-73 0.57 (0.42) 0.65 (0.06)

DII 104 46-172 2.51 (1.45) 0.84 (0.05)

EI 44 20-71 5.80 (2.96) 0.56 (0.06)

EII 35 15-61 0.20 (0.23) 0.39 (0.16)

B 48 19-92 0.80 (0.57) 0.67 (0.08)

AII+AIII 269 149-402

A 309 183-450

E 199 98-312

C 116 52-187

D 209 103-326

A+B 488 294-692

S 758 478-1065

N 555 329-813

Ingroup 1678 808-2660

Diversità GeneticaTMRCA

 

3.3 SEQUENZE NUCLEARI 

3.3.1 Beta fibrinogeno (Fib) 

Per 213 campioni analizzati si sono ottenute sequenze di 523 Bp, con un totale di 41 siti 

polimorfici (di cui 35 utili ai fini della parsimonia). Sono presenti due inserzioni-delezioni per 
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una base azotata che sono state trattate ognuna come singolo polimorfismo. Con il metodo di 

Hudson e Kaplan (1985) si sono riscontrati  7 eventi di ricombinazione come numero minimo. 

Al contrario i test di ricombinazione di Bruen et al. (2006) sono risultati tutti non significativi. 

Complessivamente sono stati individuati 43 aplotipi, la loro distribuzione tra le popolazioni è 

riportata nella Tabella 3-8.  

Il network di parsimonia statistica raffigurante le affinità tra gli aplotipi individuati è mostrato 

in Figura 3-6 A. Malgrado il network sia risultato essere complesso, sono facilmente 

individuabili tre raggruppamenti principali di aplotipi di seguito indicati come: gruppo F1 

(costituito da 23 aplotipi), FII (8 aplotipi) e FIII (2 aplotipi). La distribuzione geografica degli 

aplogruppi è mostrata in Figura 3-6. Il gruppo FI che comprende la maggior parte degli 

aplotipi è distribuito, con frequenze diverse, in tutte le popolazioni campionate, e presenta una 

strutturazione complessa che non verrà trattata ulteriormente.  Gli altri due aplogruppi FII ed 

FIII sono facilmente evidenziabili avendo rispettivamente un minimo di 7 e 6 sostituzioni 

nucleotidiche che li separano da FI. L’aplogruppo FII è presente esclusivamente nelle 

popolazioni che vanno dalla porzione sud della Catena Costiera fino al massiccio 

dell’Aspromonte, mentre FIII è distribuito nelle sole popolazioni della Sila-greca.  

3.3.2   Ormone della crescita (Gh)  

Per 169 campioni analizzati si sono ottenute sequenze di 525 Bp, con un totale di 21 siti 

polimorfici (di cui 19 utili ai fini della parsimonia). Sono presenti due inserzioni-delezioni per 

una base azotata che sono state trattate ognuna come singolo polimorfismo. Inoltre sono state 

trovate due ulteriori indels (mai osservate in eterozigosi) che coinvolgevano 6 e 41 Bp, 

rispettivamente presenti nelle popolazioni di Zungri (sito 41) e Mormanno (sito 21); entrambe 

sono state trattate come singolo evento di mutazione. Con il metodo di Hudson e Kaplan 

(1985) si sono riscontrati  2 eventi di ricombinazione come numero minimo. Al contrario i 

test di ricombinazione di Bruen et al. (2006) sono risultati tutti non significativi. 

Complessivamente sono stati individuati 21 aplotipi, la loro distribuzione tra le popolazioni è 

riportata nella Tabella 3-8.  

Il network di parsimonia statistica raffigurante le affinità tra gli aplotipi individuati è mostrato 

in Figura 3-6 B. Sono riscontrabili 5 raggruppamenti di aplotipi, separati l’un l’altro da 

almeno due sostituzioni nucleotidiche. La frequenza degli aplogruppi principali osservata in 

ogni sito di campionamento è rappresentata geograficamente in Figura 3-6.  L’aplogruppo G, 
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che è costituito da un aplotipo molto frequente più altri tre marginali, si distribuisce nella 

parte settentrionale dell’areale del tritone: Appennino centro-settentrionale, Cilento e con 

minor frequenze Nord della Catena Costiera e Sila-greca. L’aplogruppo R ha una 

distribuzione geografica molto simile, mantendo però frequenze complessivamente più basse, 

ad eccezione delle popolazioni della Sila-greca. L’aplogruppo H, sicuramente il più ricco di 

aplotipi, nella Figura 3-6 B è rappresentato con due colori per mettere in evidenza da un lato 

la sua distribuzione esclusiva nella Puglia, Lucania e Pollino con il sottogruppo HII e 

dall’altro la sua distribuzione tra le popolazioni più Meridionali della Calabria (dalla piana del 

Crati in giù) con il sottogruppo HI, che è anche, secondo la topologia del Network, il più 

distante da tutti gli altri.  Infine gli aplotipi Q1 e W1 sono propri delle popolazioni della 

Catena Costiera e di Capo Vaticano. Interessante notare che le popolazioni del Nord della 

Catena Costiera sono quelle più ricche in termini di aplotipi, è infatti possibile osservare in 

un’unica popolazione aplotipi afferenti a tutti gli aplogruppi descritti ad eccezione di W, 

esclusivo di Capo Vaticano.  

3.3.3 Fattore di crescita derivato dalle piastrine (Pdgfr).  

Per 177 campioni analizzati si sono ottenute 354 sequenze di 619 Bp, con un totale di 36 siti 

polimorfici (di cui 35 utili ai fini della parsimonia). E’ presente un’inserzione-delezione per 

una base azotata che è stata trattata come singolo polimorfismo. Con il metodo di Hudson e 

Kaplan (1985) si è riscontrato 1 evento di ricombinazione come numero minimo. Al contrario 

i test di ricombinazione di Bruen et al. (2006) sono risultati tutti non significativi. 

Complessivamente sono stati individuati 29 aplotipi, la loro distribuzione tra le popolazioni è 

riportata nella Tabella 3-8.  

Il network di parsimonia statistica raffigurante le affinità tra gli aplotipi individuati è mostrato 

in Figura 3-6 C. Si possono riconoscere tre gruppi principali di aplotipi distanziati nel 

network di parsimonia per almeno tre sostituzioni nucleotidiche, PI, PII, PIII. La frequenza 

dei tre aplogruppi principali osservata in ogni sito di campionamento è rappresentata 

geograficamente in Figura 3-6. Il gruppo PIII che comprende due soli aplotipi, è presente 

nelle popolazioni degli Appennini centro-settentrionali fino ai monti del Cilento e della 

Lucania. Al contrario l’aplogruppo PII è caratterizzato da un gran numero di aplotipi 

differenti (n=19), anche relativamente molto distanziati nel network di parsimonia, ma che 

non hanno un chiara strutturazione geografica. Complessivamente il gruppo è presente, con 

frequenze diverse, in quasi tutto l’areale di distribuzione della specie: è esclusivo (con 
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frequenze massime) nelle popolazioni della fascia centrale, dalla Puglia al Pollino, per 

diminuire man mano ci spostiamo verso nord o verso sud, fino a scomparire nelle popolazioni 

situate alle estremità della Penisola. L’aplogruppo PI è caratteristico delle popolazioni 

meridionali, situate al di sotto della piana del Crati, dove è presente con frequenze molto alte.  
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Tabella 3-8: Distribuzione degli aplotipi di 3 marcatori nucleari di sequenza individuati nelle popolazioni di 

tritone italico (in parentesi è riportato il numero di osservazioni). 

aplotipi Fib aplotipi Gh aplotipi Pdgfr

App. nord 1 FI7(4) G1(4) PIII1(2)

2 FI7(4), FI9(6) G1(6), R1(2) PIII1(5),PII2(1)

Gargano 3 G1(6) PII3(1), PII2(5)

4 FI7(6) G1(6) PIII1(2), PII3(4)

App. centrale 5 FI7(4), FI9(6) G1(6), R1(2) PIII1(2), PII3(1), PII2(1)

6 FI9(3), FI18(3) G1(12) PII3(1), PII2(1), PII7(1), PIII1(1)

7 FI7(4), FI9(3), FI18(2), FI8(1)

8 FI7(6), FI9(3), FI18(1) G1(4), R1(2) PIII1(7), PII3(2), PII2(3)

9 FI7(1), FI9(1) G1(8), R1(4) PIII1(6), PII3(4), PII2(2)

Puglia 10 FI9(3), FI1(9) HII2(12) PII2(1), PII1(9)

11 FI9(4), FI1(6) HII2(4) PII17(1),PII1(3)

12 FI1(6) HII2(10) PII1(6)

Lucania 13 FI9(5), FI1(3), FI23(1), FI18(1) G3(2), HII1(1), HII2(3) PIII1(2), PII1(6)

Cilento 14 FI7(8), FI9(1), FI14(2), FI2(1) HII1(1), HII2(3) PII4(2), PII5(2), PII2(2), PII13(1), PII12(5)

15 FI4(1), FI7(4), FI9(3), FI5(1), FI18(2) G1(8), R1(2) PIII2(1), PIII1(3), PII19(1), PII3(1), PII17(1), PII2(1)

Costa ionica 16 FI4(3), FI1(5), FI23(1), FI22(2), FI21(1) G1(2), G2(4), R1(2) PIII1(1), PII19(1), PII3(1), PII15(1), PII2(1), PII8(1), PII11(2)

Pollino 17

18 FI4(4), FI7(2), FI9(2), FI18(2), FI10(2), FI22(2) G2(2), HII1(2) PII5(2), PII2(2), PII17(1), PII16(2)

19 FI4(4), FI10(4), FI22(2) R1(1), HII1(5) PII8(1), PII17(2), PII2(1), PII5(1), PII4(1)

20 FI4(1), FI1(3), FI6(2) G2(1), G3(1), HII1(3), HII2(3) PII13(1), PII14(1), PII5(2), PII4(2)

21 FI4(2), FI9(4), FI1(5), FI10(2), FI17(1) G2(3), G4(1), HII(2) PII14(1), PII2(1), PII1(6), PII5(1)

22 FI4(4), FI7(2), FI21(1), FI16(1) G2(4) PII17(3), PII2(3), PII5(2)

23 FI4(4), FI9(1), FI21(5) G3(1), HII2(7) PII12(2), PII13(2), PII5(4)

24 FI4(2), FI7(1), FI9(1)

Piana Crati 25 FI4(8), FI1(2) R2(2), HI1(1), HI3(1), HI2(2), HI10(6), HI11(1), HI14(1) PI1(2), PI4(4), PI5(7), PII4(2), PII1(1)

26 FI4(5), FI1(2), FI11(3) G2(2), R1(1), HI10(2), HI11(1) PII1(5), PII9(1), PI4(1)

Sila greca 27 FI4(1), FIII1(2), FI11(9) R3(1), R1(7), HI9(2) PI1(14)

28 FIII1(2), FI11(1), FI12(1) R1(2), HI9(1), HI3(1) PII9(1), PI1(3)

29 FIII1(4), FI11(1), FIII2(1) R1(4), HI1(1), HI3(5) PII9(2), PI4(1), PI1(5)

Piana Crati 30 FI4(6), FI1(1), FI3(1) G2(2), R1(2), HI19(2) PI1(3), PI4(1), PI8(1), PII4(2), PII9(1), PII2(2)

Catena Costiera 31 FI4(4), FI13(2), FI5(2) G2(1), Q1(2), R1(1), HI9(1), HI13(1) PI1(2), PI4(1), PII4(2), PII9(1)

32 FI4(3), FI1(1), FI20(4) G2(3), Q1(5), HI10(1), HI13(1) PI1(3), PI4(3), PII1(2), 

33 FI4(1), FI19(1), FI1(2), FI20(3), FII1(2), FI13(2), FII3(1) Q1(1), HI9(1), HI1(4), HI3(1), HI5(1), HI2(1), HI10(1), HI13(1) PI1(9), PI4(3), PII10(2), 

34 FI4(3), FI1(4), FI20(3) Q1(1), HI1(2), HI8(1), HI10(1), HI12(1) PI1(2), PI4(1), PI5(1), PII4(2), PII18(1), PII1(1)

35 FI4(14), FI1(5), FI20(3) Q1(2), HI1(3), HI5(5), HI10(2) PI1(1), PI4(5), PII1(2)

36 FI20(1), FII1(1), FII2(4) HI1(1), HI5(1), HI2(1), HI10(3) PI4(8), PI5(1), PI8(1)

37 FII3(2) ,FI20(3), FII1(1), FII2(2) HI5(3), HI2(2), HI10(5) PI1(1), PI3(2), PI4(5), PI5(4)

38 FII3(1), FII5(3), FI20(7), FII1(5) HI1(7), HI10(9) PI1(5), PI4(4), PI5(1), PII1(3), PII7(1)

Serre nord 39 FII3(2), FI19(12), FII1(1), FII8(3) HI1(3), HI6(2), HI7(1) PI1(7), PI4(3), PI7(1), PII2(1)

40 FII3(6), FI19(5), FII1(2), FII6(1), HI1(9), HI15(1) PI6(6), PI7(1), PII7(1)

Capo Vaticano 41 FII3(1), FI19(1), FII5(2), FII1(4), FII6(2) W1(8), HI1(5), HI7(1) PI1(3), PI6(4), PI4(1), PI7(2)

Serre sud 42 FII3(2), FI19(4), FII1(3), FII8(1) HI1(1), HI7(1) PI1(3), PI6(3)

Aspromonte 43 FI19(9), FII1(7), FII7(4) HI1(4), HI7(4) PI1(8), PI2(3), PI3(1)

44 FI19(6), FII1(4) HI4(14) PI1(1), PI3(9)

popolazione



 

Figura 3-6: Networks di parsimonia statistica tra gli aplotipi dei 3 loci nucleari di sequenza e distribuzione geografica delle frequenze dei principali aplogruppi individuati nelle 

popolazioni. La dimensione degli aplotipi nel network è proporzionale al numero di osservazioni dell’aplotipo a livello dell’intero dataset. I cerchi piccoli rappresentano gli 

aplotipi intermedi, inferiti ma non trovati. A: beta-fibrinogeno (Fib); B: ormone della crescita (Gh); C:fattore di crescita derivato dalle piastrine (Pdgfr). 
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3.4 PAESAGGI GENETICI 

Nella Figura 3-7 (a-b) sono riportate le interpolazioni geografiche degli indici di eteroziosi 

attesa (He) e di introgressione (Qa) calcolate dall’analisi della variazione ai loci allozimici 

e implementate con il programma QuantumGis. La distribuzione geografica dei valori di 

diversità e di introgressione sono risultate correlate tra loro con un coefficiente di 

correlazione di Pearson  pari a R= 0,68: sia l’hotspot di diversità che i valori più alti di 

introgressione sono localizzati nella Calabria settentrionale (principalmente Pollino e 

porzione nord della Catena Costiera). In Figura 3-7 (c) è riportata la distribuzione 

geografica dei valori di divergenza netta tra coppie di popolazioni Dt (Tamura e Nei 1993) 

ai loci mitocondriali di sequenza, calcolati con il software Mega, georeferenziati ai punti 

medi delle triangolazioni di Delanuy e interpolati geograficamente con il metodo della 

distanza inversa ponderata con il programma quantumGis. Le più importanti zone di 

discontinuità genetica corrispondono in linea generale alle maggiori aree di discontinuità 

geografica.   

Figura 3-7: Paesaggi genetici. (a) Interpolazione geografica dei valori di eterozigosi attesa ai loci allozimici. 

(b) Interpolazione geografica dell’indice di introgressione Qa (Qa=1-Qmax) calcolato con Structure. E’ 

riportato il coefficente di correlazione di Pearson tra le due interpolazioni (a) e (b). (c) Divergenza genetica ai 

loci mitocondriali (Tamura e Nei 1993) interpolata geograficamente con il metodo Genetic Landscape Shape 

modificato. 
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3.5 MODELLIZZAZIONI DELLA DISTRIBUZIONE DELLA SPECIE 

Con il programma Maxtent sono stati costruiti 5 modelli differenti utilizzando sia tutte le 

variabili fornite dal database sia selezionando quattro, cinque, nove o dodici variabili. 

Tutti i modelli hanno fornito dei risultati molto simili tra loro, tuttavia il modello a 5 

variabili ha ottenuto il punteggio di AICc più basso nonché i valori migliori a tutte le altre 

stime fornite dal programma ENMtools (model selection; Warren et al., 2010), pertanto è 

stato scelto come modello ottimale. Le cinque variabili climatiche utilizzate per la 

modellizzazione sono state BIO5, BIO7, BIO15, BIO17, BIO19 (vedi Tabella 2-6) e si è 

ottenuto un modello con AUC di 0,856.  La nicchia ecologica ottenuta, che ricalca bene 

l’areale di distribuzione della specie, è mostrata in Figura 3-8A. In Figura 3-8B sono 

riportate le proiezioni del modello ottenuto alle condizioni ambientali dell’ultimo massimo 

glaciale. Confrontando le Figura 3-8 A e B è possibile osservare come l’estensione della 

nicchia ecologica potenziale del tritone italico sembra sia stata maggiore durante questa 

fase climatica estrema (LGM) rispetto alla situazione odierna. Aree climaticamente idonee, 

oltre a quelle attuali, sono osservabili a nord-ovest lungo la costa tirrenica, a sud, in Sicilia, 

ad est in Puglia e infine ad nord-est verso l’Albania, nella fascia di terra emersa che 

presumibilmente in quel periodo connetteva la nostra penisola ai balcani. Pertanto non si 

sono riscontrate barriere climatiche importanti nell’area di distribuzione di L. italicus. 

 

Figura 3-8: A: Idoneità bioclimatica attuale secondo il modello basato su 5 variabili costruito con Maxtent 

(Phillips et al. 2006). B: Proiezione del modello alle condizioni climatiche dell’ultimo glaciale (dati MIROC). I 

differenti colori rappresentano distinti range di probabilità di occorrenza della specie, come mostrato nella legenda. 
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4 DISCUSSIONE 

I livelli di variabilità genetica riscontrati nelle popolazioni del tritone italiano a tutti i loci 

studiati sono in media tra i più alti osservati negli anfibi urodeli della Penisola Italiana e, a 

nostra conoscenza, del Paleartico. Ai loci allozimici sono stati osservati livelli di 

eterozigosi attesa He (Nei, 1978) in media pari a 0.14, dato che di gran lunga supera quello 

medio calcolato da Nevo e Beiles (1991) per i Salamandridae (0.06). I livelli di diversità 

più alti si sono osservati nei popolamenti situati nella porzione centro-meridionale 

dell’areale della specie (Cilento- Pollino- Piana del Crati- Serre nord), livelli che 

diminuiscono fino a valori bassi spostandosi lungo gli estremi nord, sud ed est dell’areale. 

Dallo studio della variazione dei loci nucleari di sequenza si è riscontrato un marcato 

polimorfismo in tutte e tre le regioni esaminate con un pattern di distribuzione della 

diversità nucleotidica simile a quello osservato con i sistemi gene-enzima. Si tratta infatti 

di marcatori generalmente poco variabili ma specialmente con assetti non chiari anche in 

specie o gruppi di specie che presentano livelli alti di strutturazione ai loci mitocondriali e 

allozimici (vedi ad esempio il caso di Lissotriton helveticus, Recuero e Garcia-Paris, 2006; 

oppure il genere Podarcis nella penisola Iberica e nel Nord Africa, Pinho et al., 2008; o 

anche il genere Salamandrina in Italia, Hauswaldt et al. 2011;  Mattoccia et al. 20011) ma 

che nel tritone italiano assumono un’inconsueta strutturazione, con un pattern di 

divergenza tra gruppi chiaro e correlabile con la geografia. Alti livelli di diversità sono 

osservabili anche analizzando i marcatori mitocondriali dove era già emersa dalle 

investigazioni di Canestrelli et al (2011) una complessa strutturazione geografica, dato che 

è stato confermato dai nostri risultati: sono presenti 65 aplotipi differenti cumulabili in 10 

distinti aplogruppi terminali con alti valori di divergenza genetica tra gruppi. Tutto ciò 

appare sorprendente per almeno due ragioni 1) L’idea che le specie con un areale ristretto e 

una distribuzione continua (come il caso del tritone italiano) generalmente mostrano bassi 

valori di variazione intraspecifica è generalmente accettata: già nel 1859 Charles Darwin 

ipotizzava come le specie comuni e diffuse con ampi areali di distribuzione variano molto, 

e la letteratura successiva ha generalmente confermato questa ipotesi (ad es. Stebbins 1942; 

Nevo et al. 1984; Hamrick & Godt 1989; Frankham 1996; Gitzendanner & Soltis 2000), 

sebbene siano state trovate diverse eccezioni nel tempo (ad es. e.g. Lewis & Crawford, 

1995; Derieg et al., 2008; Canestrelli et al., 2010). 2) La forte frammentazione e lo scarso 

rimescolamento evidenziati nelle popolazioni di L. italicus negli studi preliminari 

(Canestrelli et al. 2011) ai marcatori mitocondriali, confermata dai nostri risultati, indica 
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che gran parte della variazione complessiva è da attribuire alle differenze tra gruppi di 

popolazioni; questo dato è solo in parte supportato dallo screening dei loci nucleari, infatti 

a questi loci esiste un’importante componente intrapopolazionale, osservabile dalla 

presenza di un significativo numero di popolazioni con elevati tassi di eterezogosi attesa. 

Anche l’analisi  della varianza mette in luce questa apparente discrepanza tra loci: mentre 

ai loci mitocondriali circa il 92% della variazione è spiegata dalle differenze tra gruppi, 

agli allozimi solo un 45% di variazione è spiegata da differenze tra gruppi mentre una 

componente pari al 44% della variazione è spiegata dalle differenze all’interno delle 

popolazioni. 

Pertanto nella discussione che segue utilizzeremo i risultati ottenuti dall’analisi delle 

differenti classi di marcatori per ricostruire la storia evolutiva del tritone italico e per 

rispondere alle seguenti due domande: perché tanta diversità? Perché ai loci nucleari esiste 

elevata diversità all’interno delle popolazioni? 

4.1 STORIA EVOLUTIVA DI LISSOTRITON ITALICUS 

L’evento più antico che è possibile inferire sulla base dei dati riguardo la storia evolutiva 

del tritone italico è la frammentazione tra due linee evolutive principali, una meridionale 

(forma S) e una settentrionale (forma N). Lo screening della variazione genetica effettuata 

a tutti i marcatori nucleari e mitocondriali è concorde nell’individuare le due distinte linee 

evolutive e nel localizzare la sede della discontinuità filo-geografica all’incirca nell’area 

della piana del Crati-Sibari (figure 3-2; 3-5; 3-6). La stima del tempo di divergenza 

effettuata sulla variazione del DNA-mitocondriale indica nel Pleistocene inferiore o fine 

Pliocene l’origine della divergenza tra questi due cladi, datazione che al netto di un 

incremento significativo del campione e della comparsa di un ulteriore sub-clade,  

conferma quella già riportata da Canestrelli et al (2011). Tale periodo storico è stato 

caratterizzato da intensa attività tettonica nella porzione Nord della Calabria e da fasi di 

trasgressione marina che hanno interessato le principali pianure, in modo particolare quella 

del Crati-SIbari (Colella et al. 1987; Martini et al. 2001; Cucci 2004). Pertanto quest’area 

sembra aver agito come barriera alla dispersione per molte specie (vedi sez. 1.2.3 e 

riferimenti), ipotesi supportata anche da dati fossili (Caloi et al., 1989; Figura 1-3).  

Tuttavia esiste un’importante incongruenza tra i dati mitocondriali e quelli nucleari 

relativamente alle popolazioni distribuite nel massiccio del Pollino e lungo la piana del 
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fiume Crati. L’analisi mitocondriale ha rilevato per quest’area un clade E (a sua volta 

differenziato in due sub-cladi) appartenente alla linea evolutiva S circondato 

geograficamente da tutte popolazioni appartenenti alla linea N ad eccezione della porzione 

est della piana del Crati (popolamenti 26-27) dove è in parapatria con le popolazioni 

appartenenti al clade S (sub-clade B; Figura 3-5). Nel caso dei loci allozimici invece 

l’analisi sulla struttura delle popolazioni ha fornito per quest’area un raggruppamento 

insieme alle popolazioni Pugliesi (figura 3-3) e l’UPGMA individua le popolazioni di 

quest’area all’interno del clade N (figura 3-2). E’ possibile fornire tre spiegazioni possibili 

a tale incongruenza. 1) Assortimento incompleto di polimorfismi ancestrali condivisi 

(incomplete lineage sorting). Tale ipotesi sembra poco plausibile perché nel caso di forme 

aplotipiche multiple di un antenato comune mantenute nelle linee evolutive discendenti, 

queste ci si aspetta siano distribuite a caso in tutto l’areale e non siano caratteristiche di 

aree geografiche precise in continuità con presunte zone di contatto secondario (McGuire 

et al, 2007). 2) L’area di discontinuità filogeografica era localizzata più a nord e vi è stata 

un’estesa introgressione di alleli nucleari tipo N nell’area del Pollino e del fiume Crati a 

seguito di un contatto secondario. Questa ipotesi appare poco parsimoniosa in quanto 

implicherebbe che il segnale indipendente del genotipo multilocus di 14 loci allozimici e di 

almeno due dei loci nucleari di sequenza (tutti loci unliked) sia meno rappresentativo di 

una singola sequenza di mtDNA nella storia evolutiva delle popolazioni di L. italicus 

(Funk e Omland, 2003; Avise, 2004; Ballard & Whitlock, 2004). Inoltre uno scenario di 

questo tipo difficilmente spiegherebbe la presenza di popolazioni di forma mitocondriale N 

distribuite più a sud del massiccio del Pollino come quelle della Catena Costiera. 3) Antico 

contatto secondario tra le due forme evolutive e introgressione massiva di genoma 

mitocondriale della forma S nelle popolazioni dell’area del Pollino. Tale ipotesi è quella 

che a nostro avviso sembra essere la più plausibile anche perché è stato più volte mostrato 

come il DNA mitocondriale sia più incline all’introgressione rispetto a DNA nucleare 

anche tra linee evolutive molto differenziate o tra specie diverse (Ferris et al. 1983; Powell 

1983; Sota and Vogler 2001; Doiron et al. 2002; Shaw 2002; Avise, 2004; Weisrock et al., 

2005;  Roca et al. 2005; Bachtrog et al. 2006; Canestrelli e Nascetti 2008). 

Il pattern attuale della variazione del genoma mitocondriale indica che l’evento ibridazione 

sia relativamente antico, infatti il clade delle popolazioni introgredite (E) risulta 

differenziatosi dal gruppo A+B già a partire dal Pleistocene medio, pertanto l’evento di 

introgressione deve precedere tale differenziazione. Casi di introgressione profonda 
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dell’mtDNA piuttosto che al nuDNA sono stati frequentemente osservati (vedi revisione di  

Ballard & Whitlock, 2004) e diverse spiegazioni sono state date; queste implicano: 

vantaggi selettivi dovuti ad adattamenti locali nell’mtDNA,  processi stocastici dovuti ad 

una taglia della Popolazione Effettiva (Ne) di almeno quattro volte inferiore al DNA 

mitocondriale rispetto al nuDNA, introgressione selettivamente favorita a seguito di un 

accumulo di mutazioni dannose (mutational meltdown) in popolazioni piccole. Difficile è 

discernere quali di queste spiegazioni sia più calzante nel caso del tritone italiano, tuttavia 

le ultime due sembrano particolarmente plausibili. Infatti i ripetuti cicli di insularizzazione 

che hanno interessato l’area Calabrese e la forte frammentazione a cui sono andate 

incontro le sue popolazioni (Canestrelli et al 2011) hanno probabilmente generato il 

contesto demografico opportuno per una introgressione selettiva che seguiva le fasi di 

regressione del livello del mare e il ripristino di contatti secondari tra le popolazioni.  

Anche lo studio del pattern di variazione ai loci nucleari supporta l’ipotesi di un antico 

contatto secondario tra le due linee principali e di flusso genico conseguente. Infatti 

analizzando con attenzione il pattern della variazione ai singoli loci nucleari, sia allozimici 

che di sequenza, è possibile osservare in diversi casi (Gh, Pdgfr, Fib, Mdhp-2, Pgm-2, 

6Pgdh, PepB, Mdhp-1, Idh-2) forme alleliche  prevalenti o fissate in popolazioni di uno dei 

due cladi essere presenti a frequenze minori nell’area del clade opposto, ma di questa 

generalmente solo nei popolamenti più vicini alla presunta area di contatto. Questo 

fenomeno ripetuto a vari loci è indicazione del fatto che è possibile che le due forme 

evolutive abbiano largamente introgredito anche a livello nucleare durante le prime fasi di 

frammentazione e contatti secondari. Sono indicazione di flusso genetico anche alleli rari  

che sono presenti in popolazioni afferenti alle due linee evolutive (p.e. ai loci Mdh-1; Gpi). 

In linea generale il fenomeno di introgressione è possibile osservalo in entrambe le 

direzioni N ed S, malgrado è risultato più comune il caso di alleli S introgredire nelle 

popolazioni della linea N, specialmente in quelle localizzate nella porzione nord della 

Catena Costiera o nel Pollino. Nei casi dei loci allozimici Pepb, Pgm-2, Gpi, mdhp-1 le 

popolazioni appartenenti a queste due aree presentano l’intero polimorfismo allelico 

osservato con il sistema gene-enzima e possono essere considerate il melting-pot di 

diversità intraspecifica. Lo scenario descritto oltre ad essere compatibile con quello 

osservato ai loci mitocondriali è anch’esso indicazione di un’ibridazione introgressiva non 

recente. Infatti supponendo un’ibridazione recente, successiva all’ultimo ciclo glaciale, in 

un’area di contatto secondario estesa come quella che si osserva attualmente (Piana del 
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Crati Sibari e porzione sud della Catena Costiera) ci si aspetterebbe un andamento clinale 

del pattern di introgressione. Al contrario non è stata osservata alcuna variazione di tipo 

clinale e anche i popolamenti delle due forme che sono in vicinanza e continuità geografica 

sono risultati molto divergenti. Sono presenti infatti più casi in cui popolazioni vicine 

all’area di contatto secondario presentano frequenze di alleli “alloctoni” più basse rispetto 

a popolamenti localizzati anche molto lontano dalla zona di contatto (vedi figura 3-1). 

Tutto ciò è testimonianza del fatto che gli alleli sono introgrediti anticamente nelle diverse 

popolazioni e queste sono state abbastanza tempo al vaglio della deriva genica, 

cancellando le tracce dell’attesa variazione clinale. Inoltre considerate le basse capacità 

dispersive del genere Lissotriton (Warwick, 1949; Bell, 1977; Dolmen, 1981; Griffiths, 

1984), tipiche di urodeli di piccole dimensioni, non sarebbe spiegabile l’esteso pattern di 

introgressione ai loci nucleari  che abbiamo osservato se si considera un contatto 

secondario recente ovvero risalente a non più di qualche decina di migliaia di anni. Le 

analisi dei loci mitocondriali e nucleari sono concordi nell’individuare una prima fase di 

frammentazione nelle popolazioni di L. italicus risalente all’incirca all’inizio del 

Pleistocene a cui è seguita una fase di contatto secondario antica con flusso genico esteso; 

ma se analizziamo la distribuzione geografica attuale delle due linee evolutive, è 

facilmente osservabile che queste sono di nuovo in contatto secondario. Pertanto, l’unica 

ipotesi in grado di spiegare nel complesso l’attuale pattern della variabilità  genetica a tutti 

i loci analizzati è l’esistenza di almeno due fasi distinte di contatto tra le due linee 

evolutive principali, un’antica, tale da precedere il comune ancestore del clade sud, e una 

recente, successiva all’ultimo ciclo glaciale. 

L’esito dei due contatti appare tuttavia essere stato opposto. Lo studio della collocazione 

geografica attuale delle diverse forme mitocondriali ci indica che c’è stata un’ultima fase 

di frammentazione nella storia evolutiva del tritone italiano risalente all’incirca all’ultimo 

ciclo glaciale: le popolazioni si sono frammentate in dieci unità evolutive distinte la cui 

distribuzione geografica è risultata chiaramente correlabile all’orografia dell’Italia 

peninsulare. A questa è seguita una seconda fase di contatto secondario, che è possibile 

osservare attualmente: l’analisi dei marcatori mitocondriali e lo studio del genotipo 

multilocus sono perfettamente concordi nell’individuare nella Piana del Crati Sibari e nella 

porzione sud della Catena Costiera la zona dove le due linee filetiche principali (S e N) si 

fronteggiano. Tuttavia, contrariamente a quanto precedentemente detto per il primo evento 

di contatto secondario ed ibridazione, non esiste nessuna evidenza di introgressione recente 
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o scambio genico attuale, né ai loci mitocondriali e né a quelli nucleari. Infatti, nel caso 

dello screening ai loci con eredità uniparentale, se consideriamo il clade E frutto di antica 

introgessione e quindi i suoi individui appartenenti alla linea evolutiva N, non sono stati 

osservati popolamenti dove aplotipi delle due forme si trovano in simpatria. L’analisi di 

flusso genico attuale sul genotipo multilocus, indica da un lato la quasi totale assenza di 

simpatria tra le due forme principali, ma anche l’assenza di individui che possono essere 

chiaramente identificati come ibridi. Infatti, tramite le simulazioni, l’analisi di flusso 

genico implementata con 14 loci allozimici polimorfici al netto delle divergenze esistenti, è 

stata valutata in grado di riconoscere con poca incertezza tra forme parentali e forme ibride 

nel loro complesso (confr. Vaha e Primmer, 2006). Solo 4 dei 239 campioni analizzati nei 

due transetti hanno dato un risultato che non è chiaramente raggruppabile in una forma 

parentale, ma non è neanche evidenza chiara di una forma ibrida, se si compara le loro 

probabilità posteriori a quelle degli ibridi che sono stati simulati. Il solo caso dell’individuo 

della popolazione di San Lucido identificato come appartenente alla linea S è indicatore di 

possibile simpatria tra le forme evolutive distinte; eventuale simpatria che però, come 

abbiamo visto, non ha dato luogo a un significativo rimescolamento genetico. Questa 

assenza di introgressione non è spiegabile con l’esistenza di discontinuità geografica o 

climatica tra le due forme attualmente presenti nell’area di contatto. Infatti popolazioni 

delle due forme N e S sono distribuite con continuità sia nella piana del Crati-Sibari e sia 

nell’area di contatto della Catena Costiera, e in più i nostri campionamenti sono stati 

effettuati in siti di riproduzione molto ravvicinati (meno di 10 Km di distanza). Anche la 

ricostruzione della nicchia climatica ci suggerisce che non c’è e non c’è stata, fin 

dall’ultimo massimo glaciale (momento in cui le due linee filetiche principali si suppone 

possano essere ritornate in contatto) alcuna discontinuità climatica importante all’interno 

dell’areale di distribuzione della specie. L’assenza di flusso genico attuale in popolazioni 

distribuite con continuità e in assenza di barriere estrinseche al flusso genico è evidenza di 

presenza di barriere intrinseche al flusso genico. Pertanto i nostri dati suggeriscono che le 

due forme, un tempo ampiamente in grado di scambiare geni, ad oggi non lo sono più. 

I dati da noi analizzati ci indicano che anche all’interno di entrambe le forme N e S  sono 

presenti divergenze non trascurabili indicative di almeno due eventi di frammentazione, 

databili uno all’incirca nel medio Pleistocene ed uno nel tardo, come già evidenziato da 

Canestrelli et al. (2011). Le popolazioni appartenenti alla forma settentrionale sembrano 

aver passato l’ultimo ciclo glaciale in sei aree di rifugio distinte, in modo da accumulare 
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divergenze tali da riconoscere 6 cladi terminali al DNA mitocondriale, nella forma 

meridionale invece se ne riconoscono quattro (per una trattazione più precisa sulle zone di 

discontinuità e sulla filogeografia delle due forme si rimanda a Canestrelli et al. 2011). 

Anche in questo caso alla frammentazione è succeduta introgressione. Evidenze di contatti 

secondari e introgressione ai loci mitocondriali sono osservabili nelle popolazioni dove è 

possibile incontrare in simpatria individui di due sub-cladi distinti (cladi EI-CI, EII-CII, 

DI-DII; AI-AII).  L’analisi sulla struttura delle popolazioni ai loci allozimici individua 

meno gruppi rispetto all’mtDNA, tuttavia se tra quest’ultimi consideriamo quei sub-cladi  

che è possibile trovare in simpatria come un singolo raggruppamento, i risultati sono quasi 

del tutto sovrapponibili. Infatti i popolamenti del Cilento sono raggruppati insieme a tutti 

quelli distribuiti più a Nord (cladi DI-DII), i popolamenti del Pollino si raggruppano 

insieme alla Puglia (cladi EI-CI), quelli della piana del Crati insieme alla Catena Costiera 

N (EII-CII) mentre quelli della porzione sud della Catena Costiera (AII-AIII) insieme alle 

Serre. Questa incongruenza/corrispondenza può essere spiegata ammettendo che (i) non è 

passato abbastanza tempo da permettere ai loci allozimici di divergere apprezzabilmente; 

(ii) il rimescolamento di geni a seguito del contatto secondario è stato abbastanza esteso da 

non lasciare evidenze di frammentazioni passate ai loci allozimici. Le due ipotesi non sono 

del tutto esclusive una dell’altra e con i dati a nostra disposizione risulta difficile discernere 

il contributo di una o dell’altra. Tuttavia evidenze chiare di rimescolamento ai loci 

allozimici ci vengono fornite tra i distinti cluster che è possibile inferire sulla base 

dell’UPGMA all’interno delle due forme N e S e dove l’analisi implementata con il 

software Structure individua livelli di introgressione in alcune occasioni anche molto alti 

(confr. le figure 3-1 e 3-2). Per esempio la popolazione di Due Uomini, la  più a nord 

campionata in Catena Costiera, presenta probabilità Q di appartenere al gruppo GIII o GIV 

intermedie e quasi uguali, a testimonianza di esteso flusso genico tra popolazioni del 

Pollino e della Catena Costiera. Nel caso dei loci nucleari di sequenza, considerando 

separatamente le popolazioni appartenenti alle due linee evolutive N ed S, malgrado la 

variabilità nucleotidica sia risultata piuttosto alta, sono evidenziabili solo alcune 

divergenze chiare che possono essere riconducibili alle frammentazioni più profonde 

riscontrate all’mtDNA e datate nel Medio-Pleistocene. Infatti, mentre al beta-fibrinogeno è 

evidenziabile solo una netta strutturazione all’interno del clade S (tra le popolazioni della 

Sila greca e le restanti Serre-Aspromonte) al Pdgfr e Gh è osservabile solo quella 

all’interno del clade N (tra le popolazioni del Pollino- Lucania- Puglia e quelle 

dell’Appennino centro- settentrionale). Un pattern del genere, che ricalca solo in parte la 
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strutturazione osservata con gli altri loci non è del tutto inatteso. Infatti è stato bene 

accertato come i loci nucleari di sequenza hanno generalmente dei tassi di divergenza più 

lenti rispetto ai loci usati convenzionalmente in filogeografia (mtDNA, r-DNA ma anche 

allozimi; Hughes et al 2006). Inoltre taglie effettive delle popolazioni (Ne) più consistenti, 

assortimento non sempre completo di polimorfismi ancestrali (incomplete lineage sorting) 

e tassi di ricombinazione in genere più alti, possono rendere molto meno evidenti le tracce 

della struttura genetica delle popolazioni studiate con i loci nucleari a differenza di quelle 

con eredità uniparentale  (vedi le revisioni di  Zhang e Hewitt 2003; Brito e Edwards 

2009). 

Questo scenario descritto di cicli ripetuti di frammentazioni e contatti secondari durante 

tutto il Pleistocene, che ha caratterizzato la storia evolutiva di L. italicus, è per altro 

concorde con i dati esistenti sulla paleogeografia dell’area dove la specie è distribuita. 

Infatti, come più volte ricordato, l’Italia meridionale e in modo particolare la regione 

Calabrese, è andata incontro a eventi ripetuti di insularizzazione a causa delle trasgressioni 

marine delle fasi interglaciali, momento in cui differenti specie si sono frammentate, a al 

ristabilirsi di zone di contatto nei periodi glaciali quando, con la regressione del livello del 

mare, le paleo-isole si ricongiungevano al continente formando un’unica penisola e 

lasciando così possibilità di rimescolamento genetico (Confr. i paragrafi 1.2.1, 1.2.2, 1.2.3. 

e 1.3.4 e riferimenti). Le aree principali di discontinuità genetica del tritone italico sono 

riconducibili alle maggiori piane che secondo le ricostruzioni paleogeografiche sono state 

inondate dal mare durante gli interglaciali (vedi Figura 4-1) e quindi  hanno potuto agire da 

barriera alla dispersione per molte specie terrestri (confr. Figura 1-3). Solo la discontinuità 

genetica che può essere localizzata a grandi linee nel massiccio della Sila non supporta 

questo scenario. Con i dati a disposizione non sappiamo dove, perché e quando quest’area 

possa aver agito da barriera, in quanto anche le ricostruzioni bioclimatiche dell’ultimo 

massimo glaciale la individuano come idonea ad ospitare la specie in oggetto (vedi fig 3-

8). Tuttavia le nostre numerose campagne di campionamenti non hanno mai osservato 

questa specie in Sila e ad oggi esiste un’unica segnalazione di un solo individuo qui 

rinvenuto peraltro di dubbia attribuzione tassonomica e non disponibile ad una verifica 

(Aloise G. in verbis).  
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Figura 4-1: Corrispondenza tra le zone di discontinuità geografica e le zone di discontinutà genetica in L. 

italicus. A) Ricostruzione dell’Italia meridionale durante le fasi interglaciali. B) Divergenza genetica ai loci 

mitocondriali (Tamura e Nei 1993) interpolata geograficamente con il metodo Genetic Landscape Shape 

modificato. 

 

4.2 PRINCIPALI IMPLICAZIONI 

La diversità genetica di una specie costituisce il suo potenziale evolutivo e adattativo 

(Reed e Frankham 2003), cioè la risorsa fondamentale per la persistenza a lungo termine 

delle sue popolazioni (Van Valen, 1973). Pertanto capire il contributo e il ruolo di distinti 

processi microevolutivi nella genesi di un hotspot di diversità genetica ha delle importanti 

implicazioni ecologiche, evolutive e di biologia della conservazione. Inoltre può aiutarci a 

far luce sui processi che possono contribuire alla nascita di hotspot anche a livello di 

biodiversità di specie (Martin & McKay 2004), nonchè a comprendere i pattern 

d’interazione tra specie in queste aree (Thompson 2005). In questo modo si contribuisce a 

migliorare la nostra comprensione di quali processi abbiamo effettivamente necessità di 

preservare al fine di garantire una conservazione a lungo termine della ricchezza di 

biodiversità dei biota (Arnold 2006; Thompson 2005).  
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4.2.1 Genesi dell’hotspot di diversità genetica 

La storia evolutiva  del tritone italico supporta il ruolo preponderante dell’introgressione 

tra linee divergenti nella formazione dell’hotspot osservato di diversità. Infatti non esistono 

evidenti segnali in nessuna area geografica abitata dal tritone di ampie popolazioni stabili 

nel tempo (vedi anche la demografia storica di Canestrelli 2011). Piuttosto è emerso uno 

scenario di eventi ripetuti di frammentazione in diverse porzioni dell’areale della specie e 

durante tutto il quaternario. Generalmente quando si parla di frammentazione si mettono in 

risalto i processi di deriva genetica che determinano una diminuzione della diversità  

all’interno delle popolazioni oppure in alcuni casi anche l’aumento di divergenza tra le 

popolazioni che ne può conseguire (confr. Young et al 1996 e Templeton et al 1990). Ma la 

frammentazione, se osservata in una prospettiva storica, può essere un meccanismo con cui 

le specie incrementano la loro diversità (vedi per esempio Canestrelli et al. 2010), e la 

storia evolutiva del tritone italico ne è un esempio.   

Le zone dove linee divergenti si sono incontrate e hanno scambiato geni corrispondono alle 

aree di maggior diversità genetica. È piuttosto noto che le popolazioni delle aree di 

contatto per effetto della condivisione di alleli derivanti da linee divergenti presentino 

valori di variabilità intra-popolazionale maggiori rispetto alle popolazioni vicine e a quelle 

distribuite nelle altre parti dell’areale (vedi ad esempio Petit et al. 2003; Alexandrino et al, 

2000; Sequeira et al 2005; Butlin e Hewitt, 1985; Hewitt, 1996). Ma l’aspetto sorprendente 

emerso dallo studio del tritone italico è che questo fenomeno è avvenuto più volte nel 

tempo e in varie zone geografiche differenti del ristretto areale della specie, determinando 

così un pattern diffuso di alti valori di variabilità genetica; pertanto non si tratta di un 

fenomeno marginale ma riguarda la quasi totalità dell’areale di distribuzione di questa 

specie. Un caso simile è quello del mammifero fossorio Talpa romana (Canestrelli et al, 

2010), che ha un range di distribuzione analogo al tritone italiano: in questo caso solo le 

popolazioni Calabresi sono risultate quelle storicamente più frammentate e con livelli di 

diversità genetica nettamente superiori rispetto alle popolazioni distribuite a nord, le aree 

di discontinuità principali corrispondo a quelle osservate per il tritone; il popolamento 

dell’estremo sud (Aspromonte) però ha mostrato livelli relativamente alti di variabilità 

genetica a differenza di quelli osservati nel tritone, dove invece si sono riscontrati i valori 

più bassi. L’ipotesi degli autori della ricerca è che una popolazione sicula potrebbe aver 

scambiato geni con quella aspromontina durante le fasi di emersione dello stretto di 
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Messina nei periodi glaciali, dal momento che la presenza della talpa nell’isola è stata 

registrata fino al 1800. Nel caso del tritone italico invece non vi sono evidenze attuali né 

fossili di una sua presenza in Sicilia e pertanto i popolamenti dell’Aspromonte hanno avuto 

la possibilità di scambiare geni solo con quelli distribuiti più a nord. Anche la correlazione 

ottenuta tra la distribuzione geografica dell’eterozigosi attesa e il grado di introgressione 

conferma la nostra ipotesi di relazione diretta fra il flusso genico tra forme differenziate e il 

pattern di diversità genetica nel tritone italiano.  

Solo recentemente il ruolo dei processi di frammentazione e flusso genetico sono stati 

messi in relazione con la nascita di un hotspot di diversità genetica (per esempio 

Canestrelli et al, 2010), tuttavia esiste ampia documentazione di aree di rifugi multipli 

dove divergenze storiche e successivi scambi di geni si sono verificati anche in più 

occasioni tra il Pliocene e il tardo Pleistocene. Uno scenario di questo tipo sta emergendo 

specialmente in aree che sono state storicamente influenzate dalle trasgressioni marine che 

hanno portato alla formazione di paleo-isole (per esempio Italia, Egeo, Baja California, 

Filippine) (Santucci et al. 1996; Riddle et al., 2000; Papadopoulou et al., 2009; Canestrelli 

et al., 2010; Ravago-Gotanco & Juinio-Meñez, 2010) oppure in aree dove l’interazione tra 

il paleo-clima e la geomorfologia ha determinato cicliche frammentazioni degli habitat (per 

esempio Iberia, Australia, Nord America, Cina subtropicale) (Gómez & Lunt, 2007; Byrne 

et al., 2008; Wang et al., 2009; Shafer et al., 2010). La carenza di evidenze che supportano 

il ruolo di questi processi nella nascita degli hotspot di diversità possono essere 

riconducibili all’uso di marcatori genetici e/o a piani di campionamento non adeguati. 

Infatti inferenze sulla storia evolutiva di molte specie si basano su l’uso esclusivo di 

marcatori a eredità uniparentale (mtDNA e cpDNA), i più usati negli studi di filogeografia, 

i quali da soli spesso non sono in grado di far emergere le evidenze di ibridazione 

intraspecifica (Ballard & Whitlock 2004). Anche un campionamento poco rappresentativo, 

specialmente nelle aree di rifugio, spesso può mostrare solo una parte della variabilità di 

una specie. Il caso del tritone italiano è estremamente esemplificativo in questo senso. La 

variabilità genetica di questa specie è stata studiata già a partire dagli anni ’80 e vari lavori 

sono stati pubblicati (Ragghianti et al., 1980; Bucci-Innocenti et al., 1986; Ragghianti & 

Wake, 1986; Cataudo et al.,2000) ma un quadro esaustivo del pattern di variabilità genetica 

ci viene fornito solo da Canestrelli et al nel 2011, con uno screening ai marcatori 

mitocondriali su un campionamento ben distribuito lungo tutto l’areale della specie. 

Tuttavia solamente lo studio qui presentato, con un set di marcatori eterogeneo (mtDNA, 
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nuDNA, e allozimi) su un campionamento a scala geografica fine, concentrato 

specialmente nel macro rifugio Calabrese, ha potuto risolvere la complessa storia evolutiva 

della specie e consentito di fare inferenze sui principali processi che hanno determinato la 

genesi dell’attuale hotspot di diversità. Tutto ciò ci lascia supporre che un pattern di questo 

tipo sia molto più diffuso di quanto precedentemente mostrato per molte specie e in diverse 

aree del pianeta. Infatti la frammentazione e l’ibridazione introgressiva possono aver 

giocato un ruolo preponderante in specie poco vagili e in contesti geografici tali da 

determinare periodi di isolamento e di contatti secondari, come per esempio 

paleoarcipelaghi, oppure attuali arcipelaghi un tempo continentalizzati, ma anche ambienti 

montani non a caso chiamati sky island  dove,  a seguito di cambiamenti climatici, l’habitat 

favorevole per alcune specie si contrae, si espande o si sposta lungo un gradiente 

altitudinale (Hewitt 1996, 2000, 2004a; Wiens 2004; Wiens & Graham 2005; Shepard e 

Burbrink 2008). 

4.2.2 Presenza di due specie criptiche 

Le popolazioni divergono e eventualmente diventano specie. In che momento di questo 

continuo processo di cambiamento una specie può essere considerata come due è una 

questione molto dibattuta tra i biologi evoluzionistici e tassonomi, fin dai tempi di Darwin 

con l’Origine delle specie. Non c’è infatti un accordo universale su come una specie deve 

essere definita, e diversi autori sostengono che si tratta di un “problema generale senza una 

generale soluzione” (Grant 1993; Coyne e Orr 2004). Tuttavia recentemente la maggior 

parte dei metodi usati per riconoscere due specie (vedi Sites e Marshall 2004 e riferimenti) 

si rifanno in linea di massima al concetto filogenetico di specie (de Queiroz 1998), e il 

dibattito si riduce a quanta divergenza è necessaria per giustificare lo status tassonomico di 

specie. Ma se due popolazioni possono essere considerate come specie in una fase iniziale 

quando sono diagnosticamente diverse, alternativamente e in maniera meno ambigua 

possono essere considerate come tali alla fine del processo di speciazione, quando sono 

completamente incapaci di scambiare geni (Dobzhansky 1935, Barton e Hewitt 1985, 

1989). Quest’ultima alternativa ha il merito di essere il punto di non ritorno del processo di 

speciazione (Grant e Grant 2007). Comprese tra questi due estremi ci sono numerose 

situazioni di incroci occasionali senza che le popolazioni perdano la loro distintività; la 

speciazione è un processo e non un evento (Mayr 2004). Pertanto noi adottiamo il concetto 

biologico di specie (Wright 1940; Dobzhansky 1937; Mayr 1942; Coyne e Orr 2004) che 
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può essere estremamente sintetizzato con due frasi: due o più popolazioni appartengono 

alla stessa specie quando gli individui sono potenzialmente in grado di riprodursi senza 

perdita di fitness mentre sono da considerarsi due specie distinte quando sono 

riproduttivamente isolate, sia perchè non si accoppiano e sia perché l’accoppiamento 

produce (o no) prole solo con fitness ridotta.   

L’analisi sul flusso genico attuale suggerisce che le due linee evolutive di Lissotriton 

italicus attualmente rappresentano due specie distinte. Gli autori che hanno portato avanti 

lo studio preliminare ai loci mitocondriali (Canestrelli et al 2011) avevano osservato una 

profonda divergenza e la reciproca monofilia tra le due forme principali, caratteristiche 

considerate sufficienti e indispensabili per determinare due specie affini secondo il 

concetto filogenetico di specie (Baum and Shaw 1995; vedi anche Avise and Ball 1990), 

tuttavia avevano riservato estrema cautela non considerando l’mtDNA il marcatore adatto 

per studi di speciazione. Infatti è interessante notare che al netto di un incremento 

significativo del campionamento le due forme profondamente divergenti (dato confermato 

su tutti i loci studiati) non sono reciprocamente monofiletiche ai loci mitocondriali a causa 

di un’antica ibridazione introgressiva. Ma l’analisi del genotipo multilocus effettuata in 

due distinte zone di contatto indica in maniera molto chiara che le due forme non solo sono 

molto diverse geneticamente ma attualmente non sembrano essere in grado di scambiare 

geni. L’assenza di barriere geografiche o climatiche alla dispersione suggeriscono la 

presenza di barriere intrinseche al flusso genico. Pertanto la nostra ipotesi è che ci 

troviamo in una fase avanzata del processo di speciazione (Barton e Hewitt 1985; Grant e 

Grant 2007). 

A nostro avviso, l’endemismo Lissotriton italicus può essere considerato un complesso di 

specie criptiche. La forma S è distribuita unicamente in Calabria centro-meridionale, a sud 

della piana del Crati-sibari e della porzione meridionale della Catena Costiera, mentre la 

forma N è distribuita nel resto dell’areale. Capire la natura dell’isolamento riproduttivo tra 

due specie parapatriche è una questione complessa e con i dati a disposizione non siamo in 

grado di inferire se avviene prima o dopo la copula ovvero se è dovuto ad incompatibilità 

fenotipica, genetica, ecologica o comportamentale. Soltanto studi mirati (di campo e di 

laboratorio) potranno consentire di testare la nostra ipotesi, riscontrare differenze 

morfologiche ed ecologiche tra le due specie e quindi valutare la natura dell’isolamento. 
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4.2.3 Aspetti conservazionistici 

Il presente lavoro ha delle importanti implicazioni nell’ambito della biologia 

conservazionistica che possono essere inquadrate su tre piani differenti: la specie, i 

processi evolutivi e l’area di hotspot. Infatti innanzi tutto abbiamo potuto valutare cosa 

effettivamente è necessario conservare, riconoscendo due specie endemiche distinte e il 

loro range di distribuzione: le due specie meritano una gestione separata a fini 

conservazionistici (confr. Allendorf e Luikart 2007). All’interno di queste due specie 

criptiche abbiamo identificato anche gruppi di popolamenti (popolazioni) distinti 

geneticamente (ESU- evolutionarily significant units) su cui deve essere focalizzata 

l’attenzione al fine di massimizzare il potenziale evolutivo di ciascuna di esse e 

minimizzarne il rischio d’estinzione (Hughes et al 1997; Hilborn et al 2003; Luck et al 

3003). Inoltre va curata la possibilità che queste popolazioni continuino a scambiare geni 

perché, come abbiamo visto, lo scambio è stato ed è lo strumento con cui le popolazioni 

hanno incrementato la loro diversità intraspecifica. E’ noto che l’ibridazione può fornire 

materiale per adattamento e evoluzione (Arnold 1997) e portare ad una maggiore vitalità 

delle popolazioni (Hedrick 1995). Tuttavia l’ibridazione introgressiva in molti ambiti 

biologici è considerato un processo che va ridotto o evitato perché può disturbare 

l’adattamento locale, oppure incrementare l’omogeneità genetica, e eventualmente portare 

le specie all’estinzione (Rhymer e Simberloff 1996). Per esempio l’ibridazione tra specie 

selvatiche e la loro controparte domestica è considerata una delle più importanti minacce 

per le popolazioni naturali (per es. Oliveira et al 2008; Godinho et al 2011; confr. 

Simberloff 1996). Ciò nonostante, recenti lavori ci indicano che anche in casi di questo 

tipo il processo di ibridazione introgressiva può risultare in una inattesa sorgente di 

diversità genetica per specie selvatiche in via d’estinzione le quali mantengono in linea 

generale inalterato il loro pool genico (Anderson et al 2009). Un esempio è quello del lupo 

nord americano in cui l’ibridazione introgressiva con i cani domestici è stato un 

meccanismo con cui le popolazioni naturali fortemente minacciate hanno potuto adattarsi 

ad alcuni cambiamenti ambientali (Leonard e Wayne 2008; Anderson et al 2009). In ultima 

analisi i nostri risultati confermano il ruolo della regione calabrese come uno dei più 

importanti hotspot di diversità genetica dell’Italia peninsulare e di tutto il Paleoartico. 

Quest’area ha agito da rifugio durante le fasi glaciali per molte specie animali e vegetali 

ma appare essere anche un’area di melting pot di diversità intraspecifica (Santucci et al. 

1996; Podnar et al. 2005; Fritz et al 2005; Canestrelli et al.2006, 2007b, 2008, 2010; 
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Canestrelli & Nascetti 2008; Barbanera et al. 2009; Vega et al. 2010), ed una fonte di 

endemismi (confr. Bilton et al 1998).  Preservare quest’area significa quindi non solo 

conservare le riserve di diversità genetica per molte specie (per es. Canestrelli et al 2008) 

ma salvaguardare quei processi evolutivi in grado di forgiarne la diversità e quindi il 

potenziale adattativo. Sfortunatamente, malgrado una larga porzione di questa regione sia 

sotto tutela ambientale (parchi o aree protette), l'efficacia di questa protezione è in molti 

casi dubbia. 
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