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PREMESSA

Il progetto portato a termine durante i tre anni di ricerca, nel suo
complesso ha affrontato alcuni aspetti del fenomeno dell’isolamento in
popolazioni naturali.

Sono infatti numerose le constatazioni delle divergenze fenotipiche e
genetiche in popolazioni naturali insulari, evidentemente guidate da forze
microevolutive. In particolar modo, si riscontra a livello internazionale che un
gruppo che, per sue caratteristiche intrinseche, mostra particolare tendenza alle
variazioni in condizioni isolate ¢ quello dei Lacertidae; infatti, questa famiglia
risulta spesso essere oggetto di ricerca di molti gruppi in tutto il mondo. In
Italia una specie che esprime in maniera particolarmente evidente una elevata
variabilita, anche e soprattutto in condizioni d’insularita, ¢ rappresentata da
Podarcis sicula; cosi la specie ¢ stata scelta come modello per lo studio delle
modalita di espressione dei fenomeni di differenziamento, delle origini causali
della variabilita, in termini filogeografici e dunque dispersivi o in termini di
selettivita/adattamento, in condizioni di isolamento.

La problematica ¢ stata fondamentalmente condotta attraverso I’analisi
della distribuzione della variabilita fenotipica e genetica in tre popolazioni di
lucertola che vivono su tre piccole isole: Licosa (in Campania), Cirella (in
Calabria) ed Ustica (in Sicilia). Le tre isole, di diversa origine geologica,
rappresentano tre condizioni sperimentali differenti ed inoltre ospitano tre
popolazioni che esprimono tre modalita di variabilita diverse. Per formalizzare
queste modalitd sono stati condotti dei confronti tra le caratteristiche
fenotipiche e genetiche delle tre popolazioni e di ciascuna con la popolazione
della terraferma immediatamente prospiciente 1’isola: 1’analisi multivariata dei
parametri morfometrici e fenotipici, quindi, ha riconosciuto differenze
dimensionali solo a carico della popolazione di Ustica rispetto alla
popolazione di Palermo e differenze cromatiche solo a carico della

popolazione di Licosa rispetto alla popolazione di Punta Licosa. La



popolazione di Cirella sembra essere fenotipicamente sovrapponibile alle
popolazioni continentali. E’ stata, poi, approfondita la storia evolutiva della
popolazione dell’Isola di Licosa, I'unica delle tre ad evidenziare tracce di una
storia evolutiva particolare, I’unica delle tre ad essere riconosciuta come
sottospecie P. s. klemmeri e I’unica delle tre ad esprimere un carattere
differenziativo particolare, il melanismo. In effetti, questo fenomeno ¢ stato
rilevato in diverse popolazioni insulari della lucertola campestre, dalla
sottospecie P. s. coerulea del Faraglione di Mezzo a Capri, alla P. s. medemi
di Isola Bella a Catania, anche se la variazione di colore, concentrata
particolarmente sul ventre degli animali, nei diversi casi registrati si indirizza
verso colori e tonalita disparate.

Per la popolazione di Licosa ¢ stata identificata, mediante 1’integrazione
di tecniche di analisi molecolare inferenziale classica e bayesiana, la
popolazione madre con un certo grado di certezza in quella del promontorio di
Punta Licosa. Attraverso analisi di coalescenza e sull’informazione del DNA
mitocondriale, ¢ stata constatata una discrepanza tra i tempi di divergenza
genica e di divergenza popolazionistica, corrispondenti rispettivamente a circa
14.000 e 12.600 anni fa. Inoltre, in collaborazione con il dipartimento di
Geologia dell’Universita degli Studi di Napoli “Federico II” si ¢ cercato di
collocare questi eventi rispetto al paesaggio dell’epoca della divergenza e
rispetto alla nascita dell’isola: ai tempi della divergenza genica e
popolazionistica una grande pianura circondava la piccola collinetta che oggi
costituisce 1’isola di Licosa. La nascita dell’isola ¢ stata fatta risalire a 4.500
anni fa, grazie alle informazioni geologiche di trasgressione marina e ai reperti
fossili rinvenuti nelle grotte di Capo Palinuro, a pochi chilometri dall’area di
studio. Considerando questi due risultati, la constatazione della esistenza di un
processo microevolutivo di differenziamento genetico, che non coincide con 1
tempi geologici di separazione della piccola isola dalla terraferma, ha indotto
nuovi interrogativi ¢ dunque nuovi obiettivi per la ricerca. In effetti questo
risultato indicherebbe che qualche forma di differenziamento, che ha portato
alle due diverse popolazioni odierne, I'una dal ventre bianco “normotipo”,

I’altra dal ventre blu melanico, possa essere spiegata solo con ’ausilio di due



ipotesi: la prima vedrebbe la popolazione di Licosa, isolata effettivamente solo
a causa dell’evento geologico, soggetta ad un tasso evolutivo molto piu alto
rispetto al riferimento (mtDNA), I’altra presupporrebbe 1’esistenza di qualche
barriera diversa dal mare, che agiva gia in tempi antecedenti la separazione
geologica dell’isola. L’ammissione della prima ipotesi conduce a tarare piu
accuratamente il tasso evolutivo del DNA mitocondriale della popolazione in
esame che risulterebbe notevolmente piu elevato del riferimento. Una verifica
della seconda ipotesi, invece, conduce verso 1’analisi delle possibili barriere
esistenti in un paesaggio complesso, responsabili di un isolamento
paesaggistico.

Recenti studi hanno evidenziato [’esistenza di una popolazione
continentale melanica, a Roscigno, nella zona montuosa del Parco Nazionale
del Cilento e Vallo di Diano. Le caratteristiche fenotipiche, legate al
melanismo degli individui e sovrapponibili a quelle della popolazione di
Licosa, rendono questa popolazione continentale interessante per
I’approfondimento delle dinamiche evolutive e dell’individuazione di barriere,
in condizione di “non-insularita”: si ¢ supposto, quindi, che si fosse verificata
una condizione di isolamento anche nell’entroterra cilentano, che abbia indotto
un differenziamento verso forme melaniche. Tale condizione di isolamento ¢
stata accertata mediante strumenti di analisi paesaggistica in ambiente GIS: in
particolare mediante I’ENFA ¢ stato costruito un modello d’idoneita
ambientale per la specie sulla base di alcuni parametri della sua nicchia
ecologica 1 cui valori ottimali vengono dedotti direttamente dalla presenza
delle lucertole nelle diverse tipologie ambientali del paesaggio considerato.
Tale modello ha riconosciuto le aree circostanti il sito di studio come zone a
bassa idoneita per la specie, individuando cosi un’isola “paesaggistica”.

Contemporaneamente, inoltre, ¢ stato condotto anche un confronto dei
profili morfologico e genetico con la popolazione insulare di Licosa: la
popolazione di Roscigno effettivamente ha risposto alle analisi genetiche in
maniera analoga alla popolazione di Licosa, evidenziando 1’esistenza di una
barriera allo scambio genico con le popolazioni confinanti. E’ stata in tal modo

accertata I’importanza delle componenti paesaggistiche nel determinare effetti



sulla dinamica delle popolazioni e sulla loro connettivita (Hanski & Ovaskainen,
2000): microevoluzione e paesaggio sembrano essere entrambi coinvolti nelle
modalita di variazione espresse dalle popolazioni naturali.

I1 percorso di ricerca viene descritto nella tesi in due sezioni principali che
trattano separatamente 1’indagine nelle isole marine e 1’indagine nell’isola
continentale, dal momento che i1 due obiettivi sono stati progressivi e
sequenziali durante i tre anni di ricerca.

Nonostante sia stato recentemente sostenuto (Béheme, 1997; 1998) che il
genere Podarcis sia maschile, la questione resta ancora aperta in quanto alcuni
autori (Lanza & Boscherini, 2000; Arnold, 2000) ritengono di dover
considerare il genere come femminile. Nelle recenti pubblicazioni di
riferimento (Sindaco et al., 2006) gli epiteti specifici e sottospecifici
continuano a mantenere la desinenza al femminile, per cui in questa ricerca si
¢ preferito mantenere la dizione tradizionale, in attesa di un definitivo

chiarimento.



SEZIONE 1

.1 Introduzione

L’evoluzione, il motore della vita ¢ della sua diversificazione sul nostro
pianeta, ¢ un processo che agisce su larga scala sia spaziale che temporale: cio
impone una serie di difficolta alle molteplici discipline empiriche che tentano
esperimenti di campo a scala naturale, per studiare i processi alla base
dell’evoluzione.

Non bisogna dimenticare, comunque, che tutti i grandi processi evolutivi e
1 piu grandi pattern biogeografici che ne derivano sono mediati da processi a
scala ridotta, anche a livello di popolazione.

Le isole rappresentano uno scenario d’indagine sull’evoluzione per molti
studi, gia dai tempi della famosa associazione tra la teoria dell’evoluzione di

Darwin ed i fringuelli delle isole Galapagos (Darwin, 1859).

1.1.1 L’insularita

I sistemi insulari risultano interessanti soprattutto per diverse ragioni: a) si
presentano come entita geografiche discrete con confini ben definiti; b) le loro
dimensioni spesso ridotte rendono gli studi piu facili di quelli nei sistemi
continentali; c) nonostante le loro dimensioni spesso, appunto, ridotte possono
contenere una notevole diversita di habitat; d) il flusso genico tra le singole
isole o tra un’isola e la terraferma ¢ ridotto dalla barriera rappresentata dal
mare; d) spesso sono molto dinamiche geologicamente per attivita erosionale e
vulcanica, sia storica che contemporanea (Emerson, 2002).

Quando Mac Arthur ¢ Wilson (1967) proposero la loro teoria
dell’equilibrio della biogeografia insulare, [’obbiettivo principale era

soprattutto la comprensione dei pattern di ricchezza in specie come funzione



dell’area dell’isola e della sua distanza dalla costa. Successive ricerche
ampliarono il fuoco rivolgendosi allo studio di altre proprieta delle isole, quali
tipologie di habitat ed elevazione; ma il centro delle ricerche rimaneva pur
sempre focalizzato sulla ricchezza delle specie o altre caratteristiche di
comunitda (Diamond & Mayr, 1976; Rosenzweig, 1995; Ricklefs &
Bermingham, 2004; Lomolino et al., 2005). La maggior parte degli approcci
sperimentali alla biogeografia insulare, dunque, si ¢ concentrata interamente
sulla comunita piuttosto che sugli aspetti popolazionisitici (Shoener, 1988;
Shoener et al., 2005), spesso senza considerare neanche che questi ultimi
possano costituire elementi centrali della comunita stessa e della biogeografia
insulare stessa (Thorpe, 2005).

Da molti studi di tal genere e dalla stessa teoria biogeografica insulare di
Mac Arthur e Wilson (1967) si evince notoriamente che la ricchezza di specie
insulari ¢ inferiore a quella di una corrispondente superficie continentale. A
dispetto di ci0, diversi studi di analisi e catalogazione di flora e fauna delle
isole hanno riscontrato un’elevata diversita specifica, di cui gli Autori non sono
riusciti a definire le origini, in termini geografici e causali. Ricostruzioni
filogenetiche tra 1 gruppi di specie potrebbero aiutare in tal senso (Emerson,
2002). Questo approccio, inoltre, puo aiutare anche a discriminare tra i processi
ritenuti probabili responsabili: sicuramente puo intervenire la diversificazione
di una popolazione fondatrice in un sistema di specie differentemente adattate
alle varie nicchie secondo un processo di radiazione adattativa o a causa di
eventi vicarianti quali processi erosionali o flusso lavico. Non va comunque
trascurato I’effetto di eventuali multiple colonizzazioni dai territori circostanti,
ma in un sistema piuttosto chiuso, qual ¢ quello insulare, in cui gli scambi con
altre popolazioni sono certamente ridotti, pare che la velocita di
diversificazione pud essere tanto alta da superare gli effetti degli scambi
(Begon et al., 1997).

Al livello eco-etologico, esistono una serie di effetti dell’insularita sulle
popolazioni oramai codificati in ecologia: si assiste spesso all’”’inflazione della
densitd”, un aumento della dimensione della popolazione, all’allargamento

della nicchia ecologica, per cui la specie occupa e sfrutta anche microhabitat



diversi rispetto allo spettro ecologico normale. Si registrano ancora alterazioni
dei comportamenti territoriali e dell’aggressivita, soprattutto a carico di Rettili
e di Mammiferi, con effetti quali: riduzione della superficie territoriale
individuale, aumento della sovrapposizione di tali aree, maggiore tolleranza
degli individui subordinati e abbandono della difesa del territorio. L’ “ipotesi
della difesa” (Stamps & Bauchner, 1985) suggerisce che I'insieme di tali
modificazioni dipenda dall’equilibrio tra i costi di difesa e di riproduzione: gli
individui beneficerebbero dallo spendere meno in difesa territoriale, per
produrre anche meno prole, purché sia piu competitiva. Un’altro processo che
investe notoriamente la fauna insulare ¢ la modificazione delle dimensioni
corporee: la regola di van Valen (1973) conduce all’uniformita nelle misure
sulle isole, per cui specie piu grandi tenderebbero al nanismo e viceversa.
Famosi esempi sono rappresentati dagli ippopotami e dagli elefanti che
abitavano le isole del Mediterraneo prima che I’'uomo li sterminasse.

A scala popolazionistica, bisogna considerare che la colonizzazione
comporta il confronto con un insieme di fattori ambientali biotici e abiotici del
tutto nuovi per gli individui colonizzatori; a cid va aggiunto il differente
background genetico che 1i caratterizza, rispetto alla popolazione di
provenienza, in quanto sicuramente ridotto in variabilita (Blondel, 2005).
Spesso, pero, le condizioni ambientali sono tali da favorire lo sviluppo
demografico della popolazione (Hendry & Kinnison, 2001). Una
colonizzazione seguita dall’opportunita di crescere rappresenta una condizione
che favorisce un rapido cambiamento adattativo (Reznick & Ghalambor,
2001), che puo avere basi genetiche (Merilla et al., 2001). In altre parole, in
tali condizioni agisce la cosiddetta microevoluzione: attraverso un insieme di
processi evolutivi questa conduce a cambiamenti entro e tra le popolazioni in
un breve tempo (Mayr, 1942; Simpson, 1944). I processi evolutivi che
agiscono su queste popolazioni sono costituiti, in linea generale, da forze come
selezione naturale e sessuale, mutazioni, deriva genetica e flusso genico. Gli
effetti di tali processi sono visibili anche in poche generazioni (Hendry &
Kinnison, 2001). Per di piu Gingerich (2001) ha mostrato che I’evoluzione puo

agire in tempi brevissimi se la stabilita del sistema ¢ interrotta da repentini



cambiamenti non intervallati da periodi lunghi di stasi, come accade, per
esempio, nei casi di isole ad elevata attivita vulcanica.

La variabilita ridotta dei colonizzatori comporta a livello microevolutivo
I’effetto del fondatore (Mayr, 1963), un processo secondo cui ha origine
un’intera popolazione a partire da pochi individui che presentano un pool
genico costituito da pochi alleli per ciascun gene. Di conseguenza anche la
popolazione derivante presentera una variabilitd genetica ridotta e dunque un
ridotto potenziale evolutivo (Frankham, 1997), finché non intervengono altri
processi adattativi.

Le condizioni intrinseche del sistema, inoltre, generano un elevato rischio
di accoppiamenti tra consanguinei e dunque di inbreeding, in una condizione di
ridotto flusso genico con altre popolazioni.

La limitata variabilitd che spesso caratterizza le popolazioni insulari ¢,
dunque, I’effetto netto dell’azione di diversi processi microevolutivi: una
riduzione al momento della colonizzazione, una dimensione effettiva della
popolazione ridotta, gli eventuali incrementi di variabilitd dovuti a secondarie
immigrazioni e le nuove mutazioni (Jaenike, 1973). La selezione naturale
influenza ulteriormente la variabilita genetica: la selezione per un allele
favorevole, per esempio, aumenta il tasso di riduzione di variabilita, mentre il
vantaggio dell’eterozigote lo rallenta (Frankham, 1997).

Le nuove condizioni ecologiche e genetiche, quindi, portano ad una
pressione di selezione che inevitabilmente induce la popolazione colonizzatrice
a divergere dalla popolazione madre. La divergenza e la sua velocita di
insorgenza sono inversamente proporzionali al numero dei fondatori, alla
differenza di dimensioni tra le due popolazioni e dipendono direttamente dal
tasso d’immigrazione. Anche le caratteristiche dell’isola, quali la dimensione e
la distanza dalla costa, ovviamente influiscono sui processi di differenziazione
(Frankham, 1997).

La divergenza tra le due popolazioni pud portare eventualmente alla
speciazione se si verifica un isolamento riproduttivo prima dell’arrivo di altri
individui dalla popolazione di origine. E’ stato dimostrato, in effetti, in

ecosistemi insulari un aumento del tasso di speciazione (Losos & Shluter,
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2000), che avviene attraverso processi di collo di bottiglia e di effetto del
fondatore (Templeton, 1980; Carson & Templeton, 1984). Questi processi sono
1 responsabili degli elevati tassi di endemismi sulle isole (Orians, 1997). I tassi
di divergenza genetica sono inversamente proporzionali alla distanza tra la
terraferma e 1’isola; di conseguenza, i tassi di endemismi sono piu alti sulle
isole remote. Intuitivamente si capisce anche che il numero di endemismi ¢
minore per i taxon con elevata attitudine alla dispersione; di conseguenza, si
registrano tassi maggiori in animali meno mobili come Rettili, Anfibi,
Mammiferi non volatori, piuttosto che in Uccelli e chirotteri. Ad ogni modo
sono piu alti 1 tassi di endemismo nelle piante che nei vertebrati delle isole
(Blondel, 2005).

Il quadro di processi descritti chiarisce anche la suscettibilita delle
popolazioni insulari. Le cause di questa vulnerabilitd sono svariate, ma
certamente sono predette su base genetica (Frankham, 1995) e tra i fattori
genetici che possono contribuire a determinare gli elevati tassi di estinzione si
rinvengono la depressione da inincrocio, la perdita della variabilita genetica,
I’accumulo di mutazioni leggermente deleterie, 1’adattamento genetico spinto
alle condizioni ambientali (Frankham, 1997).

Gli studi sulle dinamiche evolutive delle popolazioni insulari possono fare
riferimento a diverse specie: la famiglia dei Lacertidi ha rappresentato, per una
parte consistente della letteratura, un modello di riferimento. Tra i Lacertidi
delle nostre regioni, la specie Podarcis sicula evidenzia interessanti modalita
di variazioni intraspecifica in ragione delle condizioni di isolamento. Per
comprendere tali modalita di variazione ¢ necessario condurre una indagine a

livello di popolazione che coinvolga aspetti evolutivi ed ecologici.

1.1.2 Variabilita nei Lacertidi insulari

L’insieme dei fattori responsabili della differenziazione della fauna
insulare si manifestano anche a scala finemente ridotta, come riportato da
numerose recenti ricerche per molti taxa differenti. In particolare, nell’ambito

dei Lacertidae ¢ stato identidificato un’insieme di modificazioni biometriche e
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cromatiche in popolazioni insulari e microinsulari, per cui I’attivita di ricerca
in tal senso ¢ molto prolifica, soprattutto al fine di determinare i motori
evolutivi di tali variazioni.

Losos (1990), analizzando in un contesto filogenetico le differenze
biometriche fra popolazioni di due specie di Anolis che vivono su diverse isole
delle Antille, riscontrdo un pattern di variazioni particolare: tali differenze
esistono solo laddove si verificano condizioni di simpatria tra le due specie, in
caso contrario la dimensione del corpo delle lucertole si mantiene su livelli
intermedi. Tra i due possibili processi responsabili, il dispiegamento dei
caratteri, secondo cui specie di simili dimensioni evolvono in direzioni
differenti in simpatria e 1’assortimento delle dimensioni, secondo cui solo
specie di differenti taglie possono colonizzare con successo la stessa isola,
I’autore ritiene responsabile il secondo processo. Diversamente, studi sulle
dimensioni differenti per specie simpatriche di Scincidi (Macroscincus e
Mabuya) nelle isole di Capo Verde (Carranza et al., 2001), danno maggior
credito al dispiegamento dei caratteri. Ricerche sulle spinte variazioni
morfologiche tra lucertole del genere Cnemidophorus sulle isole del Mar di
Cortez e sulla terraferma circostante attribuiscono le modificazioni ad una
compartecipazione dei due processi (Radtkey et al., 1997).

Anche Podarcis sicula ha manifestato di essere soggetta a variazioni
biometriche in contesti ambientali insulari. In realta la tendenza ad una
differenziazione in tal senso riguarda anche le due sottospecie peninsulari e
vede la P. s. sicula, centro-meridionale, di taglia maggiore rispetto alla P. s.
campestris, centro-settentrionale (Podnar et al., 2005). I fenomeno, pero,
accentra particolare interesse quando si rivela tra la sottospecie nominale e
qualcuna microinsulare, come ¢ stato accertato nel contesto siciliano da
Faraone (2001): le sottospecie P. s. trischittai e liscabiancae presentano
dimensioni minori rispetto alla sottospecie nominale e generano cluster
abbastanza separati in un’analisi discriminante, nonostante siano di dubbia
validita tassonomica (Lo Valvo, 1998). Lasciando per un attimo da parte la
sistematica, sembra che la popolazione insulare di Pantelleria mostri una certa

tendenza al nanismo, mentre I’analisi discriminante ha nettamente differenziato
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le popolazioni di Isola delle Femmine, a Palermo e delle Egadi, a Trapani,
dalle popolazioni della Sicilia (Faraone, 2001).

Va in ogni caso considerato che recenti evidenze (Losos et al., 1998)
hanno mostrato lo sviluppo rapido di divergenze morfologiche in alcune
popolazioni di lucertole del genere Anolis, a seguito della colonizzazione di
nuove isole dei Caraibi; gli autori propongono la possibilita di una forma di
adattamento plastico negli ambienti insulari e, quindi, sottolineano che la loro
morfologia pud essere molto ingannevole come unico carattere di riferimento
in quanto ¢ fortemente correlata ai parametri ambientali.

La tendenza al melanismo ¢ un altro fenomeno comune a molti Rettili che
vivono sulle piccole isole (Zunino & Zullini, 1995), associato alla variabilita
della colorazione di fondo e del pattern con cui si presenta il disegno dorsale.

Le colorazioni giocano un ruolo importante nella storia evolutiva degli
animali, in quanto veri e propri sistemi di comunicazione. Infatti, differenti
modelli di colorazione sono stati associati a fenomeni quali scelta sessuale,
mimetismo, difesa sia in pesci, uccelli e rane (Seehausen et al., 1997; 1999;
Summers et al., 1999; Uy & Borgia, 2000); cosi come spesso la brillantezza di
colori ¢ fondamentale in quanto associata con la tossicita dell’organismo,
agendo come un segnale aposemantico di avvertimento per i1 predatori
(Servedio, 2000). Inoltre ¢ stato osservato che I'uso di marcatori cromatici
come segnali di aggressivita, per esempio permette agli animali di evitare costi
inutili di interazioni aggressive (Rohwer & Ewald, 1981; Marler & Moore,
1988; 1989) laddove essi riconoscano una maggiore capacitd combattiva
all’avversario e dunque la necessita di modificare il proprio comportamento
(Parker, 1974; Enquist & Leimar, 1983). Poich¢, pero, il carattere informativo
cromatico non ¢ direttamente relazionato alla capacita combattiva, ne ¢ stato
anche riscontrato un uso ingannevole: gli individui possono segnalare un
livello gerarchico piu alto di quello reale (Krebs & Dawkins, 1983)!

Nelle specie caratterizzate da dicromismo sessuale, generalmente il
maschio espone colori intensi o particolari caratteri cromatici (Cooper &
Burns, 1987), utili al riconoscimento intersessuale. Al contrario le femmine

presentano nella maggior parte dei casi una colorazione smorzata per
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consentire il riconoscimento ed evitare reazioni aggressive inutili dei maschi.
In alcune specie, le femmine possono sviluppare colorazioni intense durante la
produzione di uova, per evitare ulteriori corteggiamenti (Cooper & Greenberg,
1992; Galéan, 2000). Sembra interessante un altro tipo di “inganno” che viene
attuato dai maschi giocando sui caratteri cromatici: alcuni individui possono
assumere una colorazione smorzata, tipicamente femminile, per eludere
I’aggressione di maschi dominanti ed in tal modo riescono anche ad attuare
strategie di copulazione extra-coppia (Kodrick-Brown, 1998; Martin &
Forsman, 1999; Lopez et al., 2003).

La manipolazione artificiale dei colori in alcuni Lacertidi ha fornito la
prova che nell’identificazione sessuale ¢ fondamentale il segnale visivo
(Bauwens et al., 1987; Cooper & Greenberg, 1992; Cuadrado, 2000) almeno a
lunga distanza (Lopez & Martin, 2001; Lopez et al., 2003; 2004). In particolare
sembra che il ruolo di segnali sociali (Cooper & Greenberg, 1992), relativi a
comportamenti riproduttivi e di competizione intrasessuale (Thompsn &
Moore, 1991; Olsson, 1994; Zucker, 1994), sia legato principalmente ad un
sistema di macchiettatura percepibile nel range dell’ultravioletto (Thorpe &
Murielle, 2000).

E’ noto che alla generazione del colore nei vertebrati ectodermici, quali 1
Rettili concorra sia 1’azione dei pigmenti, quali carotenoidi, pteridine e
melanina, sia quella dei cromatofori (Rosemblum et al., 2003), che
determinano la presenza dei colori strutturali sulla pelle degli animali (Fox,
1976). Tra questi superficialmente si trovano gli xantofori (Bagnara et al.,
1986), che generano colori gialli ed arancioni; negli strati progressivamente piu
interni si ritrovano gli iridofori, responsabili della riflessione e della diffusione
di luce a bassa lunghezza d’onda (Quinn & Hews, 2003); infine, ancora piu in
profondita ci sono i melanofori (Morrison et al., 1995). A differenza di quanto
accade in Uccelli ¢ Mammiferi, i melanofori dei Rettili producono solo
eumelanina (Bagnara & Hadley, 1973); quindi il colore scuro del corpo ¢
conseguenza della quantita di melanina depositata nei melanofori (Bagnara &
Hadley, 1973; Morrison et al., 1995). Le variazioni nella produzione e nella

dispersione dei granuli di pigmento sono state riconosciute responsabili delle
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variazioni del colore dorsale dei Rettili (Hadley, 1997).

I pigmenti assorbono in maniera selettiva la luce a differenti lunghezze
d’onda, producendo cosi le diverse tonalita dei colori, mentre gli iridofori
soprattutto contribuiscono alla colorazione della pelle producendo i colori
strutturali (Alexander & Fahrenbach, 1969).

Cambiamenti minimi nell’architettura cellulare della pelle inducono
variazioni drammatiche della colorazione della pelle dei Rettili (DuShane,
1935; Gosner, 1989). Nelle lucertole della famiglia Phrynosomatidae le
variazioni nelle colorazioni addominali riscontrate a livello interspecifico e
intraspecifico intersessuale, sono il risultato della variazione in posizione, in
abbondanza e in densita dei vari tipi di cromatofori. Il modello proposto
(Quinn & Hews, 2003) ascrive la colorazione addominale blu dei maschi di
alcune specie della famiglia alla riflessione a basse lunghezze d’onda della
luce, operata dallo strato degli iridofori e all’assorbimento di tutte le altre
lunghezze d’onda da parte della melanina (Morrison et al., 1995). La pelle
bianca sarebbe il risultato di basse quantita di melanina: questa condizione
condurrebbe, dunque, all’alta riflessione di tutte le altre lunghezze d’onda, che
non vengono diffuse dagli iridofori, da parte di uno strato sottostante di fibre
collagene. Ma la variazione nella quantita di melanina ¢ solo uno dei possibili
meccanismi che possono contribuire alla variazione dello stato del carattere
(Quinn & Hews, 2003), in quanto si ipotizza che possa essere fondamentale,
per esempio, anche lo strato degli iridofori (Sherbrooke & Frost, 1989).

Il carattere blu della colorazione addominale di alcune specie di
Sceloporus rappresenta un segnale visivo di aggressivita (Cooper & Burns,
1987), rientrando quindi nei caratteri cromatici strutturali delle lucertole. A
conferma di cid ¢ stato addirittura utilizzato per ricostruzioni filogenetiche
nell’ambito della famiglia Phrynosomatidae (Wiens, 1999). In tal modo ¢ stata
determinata I’ancestralita del colore bianco del ventre, che in soli due generi,
Urosaurus ¢ Sceloporus, ¢ evoluto nelle tinte del blu. In questi due generi, le
analisi di parsimonia della distribuzione filogenetica della colorazione
addominale supportano I’ipotesi che il carattere ancestrale sia il dimorfismo

sessuale che vede i maschi dal ventre blu e le femmine dal ventre bianco. Oggi
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esistono altri due stati del carattere: in almeno nove specie differenti si ¢
sviluppata indipendentemente la perdita della colorazione blu addominale nei
maschi ed in almeno undici specie differenti si ¢ sviluppata indipendentemente
la colorazione blu nell’addome delle femmine (Wiens, 1999).

Le colorazioni dei Rettili sono state a lungo studiate come esempio di
evoluzione adattativa (Cott, 1940; Norris & Lowe, 1964). Variazioni
geografiche nei colori dorsali si riscontrano piuttosto comunemente e la
pressione di selezione ¢ stata spesso valutata in tali casi. Infatti, in alcuni casi
la variazione di colore coincide con substrati di colore differente in cui gli
animali vivono (Norris, 1965; Kettlewell, 1973), mentre in altri contesti
sembra esista un’associazione del colore con differenti situazioni termiche
(Majerus, 1998; Bittner €t al., 2002).

Ritornando alla specie d’interesse, oltre alla classica colorazione di
Podarcis sicula, tipica delle popolazioni continentali e macroinsulari (si veda il
paragrafo 1. 1.3.2), ¢ frequente osservare esemplari di numerose popolazioni
microinsulari con una spiccata tendenza verso diverse forme di ipercromismo,
dal cianismo al melanismo completo (Fulgione et al., 2004; Corti ¢ Lo Cascio,
2002; Corti, 2006): essi mostrano una colorazione dorsale e ventrale piu scura
e metallizzata, tendente all’azzurro intenso, al blu scuro, fino al nero completo.
E’ famosa a tal proposito la popolazione del Faraglione di Mezzo a Capri,
descritta da Eimer nel 1872, come una varieta distinta della specie, con cui, tra
I’altro, prese avvio la lunga storia degli studi sull’evoluzione e sulla
differenziazione dei Lacertidi nelle piccole isole italiane.

In passato sono stati numerosi gli studi sul significato adattativo del
fenomeno. Le ipotesi proposte sono state svariate, partendo dal mimetismo di
Eimer (1974), alla necessita di schermare 1 raggi UV del sole in ambienti,
quelli microinsulari, troppo soleggiati ¢ poco ombreggiati (Krammerer, 1926;
Kramer, 1949; Bedriaga, 1984). Eisentraut (1950) suppose anche che si
trattasse dell’effetto di uno spostamento dello spettro alimentare, verso una
dieta prevalentemente vegetariana a causa della ridotta disponibilita d’Insetti.
In tali situazioni i melanofori prevaricherebbero sui lipofori, a causa di una

riduzione dei grassi, rispetto ad una situazione di normale spettro alimentare.
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Nel lungo excursus di studi sulle cause del fenomeno, c’¢ anche chi invoca la
“regola di Gloger” nel tentativo di correlare gli elevati tassi di umidita degli
isolotti ai caratteri cromatici scuri delle lucertole. Mertens (1963) e Lanza
(1979), al contrario, diedero credito all’ipotesi termoregolativa, invocata per
spiegare la maggiore necessitda di ore di attivita in ambienti a bassa
disponibilita trofica: il colore piu scuro favorirebbe 1’assorbimento dei raggi
anche in condizioni di minor luce e di temperatura bassa rispetto ad un
individuo “normo-tipo”.

C’¢ da sottolineare che esistono popolazioni insulari di Podarcis sicula
con divergenze cromatiche differenti: Lo Valvo et al. (2004) hanno studiato la
popolazione di Isola Bella, a Catania, dal ventre di colore rosso mattone-
ruggine, tra 1’altro riconosciuta come sottospecie P. s. medemi Mertens, 1942.

Nell’ambito delle variazioni cromatiche, anche il disegno dorso-laterale
generato dalle strie e dalle macchie nere ¢ un carattere molto variabile nella
specie; infatti, si riconosce un cline lungo la penisola italiana, a carico delle
due sottospecie continentali di P. sicula, passando da una maggiore frequenza
di fenotipo striato al Nord e al Centro d’Italia ad uno prevalentemente
reticolato al Sud della penisola. In questo settore geografico, peraltro, si
registra una maggiore variabilita fenotipica, che giustifica anche I’interesse e la
curiosita degli studiosi a scala ridotta. Si ritrovano, infatti, studi che analizzano
il pattern dorsale, considerando anche le variazioni tra la terraferma e i sistemi
insulari (per esempio si veda Faraone, 2001).

Un’altra prova della divergenza delle popolazioni insulari e microinsulari
di Podarcis sicula ¢ stata fornita anche dalla citogenetica: in uno studio sulle
variazioni tra popolazioni cilentane campane, ¢ stato riconosciuto il contenuto
in eterocromatina minore per la popolazione dell’isola di Licosa, in
corrispondenza con I’assenza di un cromosoma nel bandeggio C negli stessi
campioni (Cardone €t al., 1990). Tenuto conto che i campioni provenienti dal
promontorio prospiciente mostrarono una tendenza invertita rispetto alle altre

popolazioni cilentane, il risultato sembra assumere un certo significato.
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I.1.3 La specie modello di studio

1.1.3.1 Inquadramento sistematico e descrittivo

Podarcis sicula, Rafinesque-Schmaltz, 1810, insieme ad altre 17 specie
(P. atrata, P. bocagei, P. carbonelli, P. erhardii, P. filfolensis, P. gaigeae, P.
hispanica, P. lilfordi, P. melisellensis, P. milensis, P. muralis, P.
peloponnesiaca, P. pityusensis, P. raffonei, P. taurica, P. tiliguerta, P.
wagleriana), fa parte del genere Podarcis, che con i generi Acanthodactylus,
Adolfus, Algyroides, Australolacerta, Darevskia, Eremias, Gallotia,
Gastropholis, Heliobolus, Holaspis, Ichnotropis, Lacerta, Latastia, Meroles,
Mesalina, Nucras, Ophisops, Pedioplanis, Philochortus, Poromera,
Psammodromus, Pseuderemias, Scapteira, Takydromus, Timon, Tropidosaura,
forma la famiglia dei Lacertidae, tra 1 Rettili il gruppo dominante in Europa
(Harris et al., 1998a). Con altre 15, questa famiglia costituisce il sottordine
Sauria che con quelli Amphisbaenia e Ophidia, forma I’ordine Squamata della
classe Reptilia (Baccetti et al., 1991).

In tale Classe, il genere Podarcis Wagler 1830, ¢ sicuramente il gruppo

piu diffuso nell’area del Mediterraneo.

.1.3.2 Podarcissicula

La Lucertola campestre, ¢ probabilmente, tra i Lacertidi, la piu diffusa e
piu conosciuta nel panorama italiano (Corti & Lo Cascio, 1999). E’ una
lucertola di medie dimensioni (nei maschi si arriva ai 26 cm di lunghezza), con
una corporatura robusta e una testa piramidocefala.

La regione ventrale ¢ chiara, generalmente biancastra. Solo la fila delle
squame ventrali esterne puo presentare delle macchie azzurre o nere. Di regola
non presenta punteggiature o macchie scure né sulla gola, né sul ventre, ma
una maculatura azzurra nella regione ascellare. La colorazione dorsale ¢
generalmente verde, dalle tonalita che vanno dall’oliva a quelle del giallastro-
senape, o a volte al marrone. Sulla colorazione di base si riconoscono delle
macchie a formare un disegno striato o reticolato; le striature dorsolaterali

possono essere a volte continue, ma non sono mai a contatto della zona
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temporale. La banda occipitale, se ¢ presente, ¢ costituita da macchie nere,
talvolta in contatto fra loro, che nei maschi sono piu larghe e piu scure (Corti &
Lo Cascio, 1999).

I1 disegno dorsale rappresenta un carattere di variabilita geografica, lungo
la penisola italiana (Corti & Lo Cascio, 1999). Nell’Italia centrale e
settentrionale, in Corsica settentrionale ed in Sardegna, la stria in
corrispondenza della linea vertebrale ¢ una fascia continua o discontinua di
colore bruno o nero, ai lati della quale ci sono due fasce di colore bruno chiaro
o verde. Nell’Italia meridionale ed in Sicilia, invece, possono essere presenti
fenotipi con striatura vertebrale nera e strie dorsolaterali ridotte, fenotipi
reticolati ed individui concolor ovvero di colore uniforme senza
ornamentazioni. La taglia ¢ generalmente maggiore. In Sardegna ed in Corsica
meridionale si ritrovano individui interamente reticolati e con un disegno meno
evidente (Corti & Lo Cascio, 1999). L’alta variabilita fenotipica espressa dalla
specie nel suo areale si manifesta particolarmente nelle numerose popolazioni
microinsulari, che mostrano colori veramente singolari.

Un altra caratteristica indice della variabilita nell’ambito delle popolazioni
del territorio nazionale ¢ costituita dalle dimensioni corporee, come viene
frequentemente constatato e riportato in letteratura (Corti & Lo Cascio, 1999;

Faraone, 2001; Bruschi et al., 2006).

1.1.3.3 Caratteristiche biologiche ed ecologiche

Podarcis sicula ¢ una specie fortemente eliofila e mostra un’ampia valenza
ecologica: ¢ presente spesso in aree fortemente antropizzate e colonizza
ambienti di gariga, di macchia e di collina, dove predilige le aree aperte ai
margini del bosco o le radure e 1 terreni sabbiosi o pietrosi e si rifugia nei muri
a secco e nei cespugli (Corti & Lo Cascio, 1999). Nella parte settentrionale
dell’areale la Lucertola campestre ¢ una specie prevalentemente praticola, che
occupa zone pianeggianti anche antropizzate ed ambienti dunali, senza mai
superare i 1000 m slm. Nel sud Italia progressivamente diventa una specie
sempre piu euriecia, colonizzando ogni tipo di ambiente, anche i pit montani,

raggiungendo ad esempio i 2200 m di altitudine sull’Etna, in Sicilia (Turrisi &
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Vaccaro, 2001).

In molti siti ¢ sintopica con la congenerica Lucertola muraiola (P. muralis)
ed in queste situazioni essa si insedia nelle zone di pianura, relegandosi solo in
determinati biotopi, come d’altronde accade in Corsica, nei siti di simpatria
con I’autoctona P. tiliguerta (Delaugerre & Cheylan, 1992). Non sembra che
accada lo stesso nelle aree siciliane di sintopia con P. wagleriana o con P.
raffonei: in tali casi, infatti, P. sicula colonizza ogni tipo di ambiente,
scalzando le congeneriche (Lo Cascio & Corti, 2004). Questo comportamento
fa parte del suo carattere opportunista, della sua notevole capacita di
propagazione ¢ di adattamento ad ambienti anche molto diversi tra loro, al
punto che viene definita specie “ubiquista” (Corti & Lo Cascio, 1999).

In generale P. sicula ¢ predatrice ¢ caccia sul suolo. Le componenti
principali della sua dieta sono estremamente variabili, rendendola
particolarmente generalista: in studi localizzati sono stati individuati differenti
spettri alimentari in relazione alle tipologie di territori occupati (Ouboter,
1981; Sorci, 1990; Perez-Mellado & Corti, 1993; Rugiero 1994; Capula et al.
1993). In ogni caso in qualita di predatore si nutre soprattutto di Insetti degli
ordini dei Coleotteri, Ortotteri, Afidi, Ditteri, Lepidotteri e Imenotteri
Formicidi, di Crostacei Isopodi, di Araneidi e di piccoli Gasteropodi (Corti &
Lo Cascio, 1999), pur non trascurando alimenti di natura vegetale.

Il ciclo di attivita annuale generalmente ha inizio nel mese di Marzo, per
terminare in autunno, pit o meno nel mese di Novembre. La variabilita di
ambienti in cui P. sSicula ¢ adattata determina una notevole differenza anche
nella sua biologia: mentre nelle zone montane la specie ha un periodo di
latenza invernale di 7 mesi circa (da Ottobre ad Aprile), progressivamente
verso il limite meridionale del suo areale mostra di accorciarlo. Nelle zone
costiere, nelle isole e negli isolotti mediterranei, addirittura non esiste piu un
vero e proprio periodo di latenza invernale e frequentemente si osservano
lucertole campestri anche in pieno inverno, in giornate soleggiate. Queste
differenze si riflettono anche sul ciclo riproduttivo, in quanto 1’accoppiamento
avviene appena comincia la nuova attivita annuale: di regola, dunque ogni

femmina depone le sue due-otto uova (Henle, 1988) una sola volta all’anno, tra
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Maggio e Giugno (Corti & Lo Cascio, 1999), ma nelle zone a clima
mediterraneo si assiste anche a due, eccezionalmente tre deposizioni in un
anno. La deposizione delle uova avviene in buche scavate dalle femmine, in
muretti a secco, nelle cavita dei tronchi. La schiusa delle uova avviene dopo
circa due mesi dalla deposizione, cosicché nascono i piccoli di circa 60 mm, a
cavallo tra i mesi di Luglio e Agosto. Nel periodo della riproduzione i maschi
assumono un comportamento particolarmente aggressivo, manifestando anche
forti istinti di territorialita, per i quali si puo assistere a violenti combattimenti
(Arnold, 1993).

L attivita della specie, comunque, risulta di tipo bimodale, durante i mesi
piu caldi puo raggiungere anche una media di 14 ore giornaliere, mentre nella
stagione invernale si riduce in genere a 2-3 ore, in assenza di latenza. L’attivita
si svolge normalmente con temperatura corporea compresa tra 28,5°C e 37,8°C
(van Damme et al., 1990; Tosini et al., 1992).

Piu volte all’anno la specie ¢ soggetta ad una muta completa, a cui gli
individui partecipano attivamente staccandosi la vecchia pelle secca,
servendosi delle mandibole, delle zampe posteriori e sfregandosi contro arbusti

e pietre.

.1.3.4 Distribuzione

L’areale della specie puo essere ricondotto all’Europa centro-meridionale:
I’Italia, con le sue isole maggiori, la Sicilia e la Sardegna, zone costiere della
Slovenia, Croazia, e parte del Montenegro (fig.2).

L’Italia, in ogni caso, viene considerata 1’area di origine ed il centro di
espansione della specie (Radovanovi¢, 1956; Schneider, 1971; Gorman et al.,
1975). Nella penisola, oggi, ¢ comune in tutte le regioni ad eccezione della
Valle d’Aosta e del Trentino Alto Adige (Barbieri, 1996) e la dorsale
appenninica, sopra i 1000 m di altitudine, resta priva di segnalazione (Corti,

20006).
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Figura 1 - Distribuzione di Podardis sicula in lalia ~ © Scgnalata: nell’Arcipelago

(Corti, 2006). Toscano, dove manca solo
nelle isole di Gorgona e Palmaiola e in alcuni isolotti minori (Corti et al.,
1991); in quello Pontino e in quello Campano, in cui era gia stata segnalata a
partire dalla seconda meta dell’Ottocento (Eimer, 1872; 1881; Giglioli, 1878;
Wallace, 1878; Bedriaga, 1879); in quello delle Tremiti ed in altre isole
pugliesi; in alcune isole del litorale tirrenico meridionale ed in alcune di quello
veneto e friulano (Henle & Klaver, 1986). Inoltre, essa ¢ segnalata in tutte le

maggiori isole circumsiciliane e in 21 dei loro isolotti minori (Corti et al.,

1998) ed in circa 10 tra le isole circumsarde (Poggesi et al., 1996).
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Figura 2 - Areale di Podarcis sicula.

In alcuni casi, come in Corsica (Delaugerre & Cheylan, 1992), sembra che
la presenza della specie sia il risultato di traslocazioni da parte dell’'uomo,
seguite dall’acclimatazione delle popolazioni (Lanza, 1973; 1983; Capula,
1992; 1994; Lo Valvo & Nicolini, 2001). In effetti, la notevole capacita di
dispersione e di naturalizzazione della specie ha favorito I’acclimatazione in
numerosi siti in cui ¢ stata volontariamente e/o involontariamente traslocata:
cosi P. sicula oggi si incontra anche nella Penisola Iberica (in Almeria;
Mertens & Wermuth, 1960; Meijide, 1981), nelle Baleari (nell’Isola di
Minorca; Bedriaga, 1878; Esteban et al., 1994), in Francia (a Tolone ¢
nell’Isola di Chateau d’If, a Marsiglia; Orsini, 1984; Morgue, 1924) in Corsica
(Lanza, 1983; Delaugerre & Cheylan, 1992), in Nord Africa (nei dintorni di
Tunisi e di Tripoli; Arnold & Burton, 1978; Henle & Klaver, 1986), in Turchia
(nei dintorni di Istanbul e nella zona del Mar di Marmara; Basoglu & Baran,
1977) e negli Stati Uniti (a Philadelphia; Conant, 1959; Conant & Collins

1991; Oliverio et al., 2001). Recentemente ¢ stata segnalata anche in
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Portogallo, a Lisbona (Gonzalez de la Vega et al., 2001).

1.1.3.5 Genere, specie e sottospecie in P. sicula: un percorso

compl

Le interrelazioni tra la variabilita morfologica e la filogenesi della specie
sono ancora oggetto di un ampio dibattito tra gli studiosi. Tale dibattito ¢
naturalmente aperto all’indagine dei processi evolutivi che interessano i
caratteri differenziativi. D’altra parte, pero, proprio la forte variabilita dei
caratteri morfologici ha reso molto difficile tracciare un quadro esaustivo
dell’evoluzione del genere Podarcis. Sono, infatti, molto discordanti tra loro i
tentativi effettuati per ricostruire le relazioni filogenetiche all’interno del taxon,
rendendole ancora oggi poco chiare addirittura all’interno della famiglia
Lacertidae (Oliverio €t al., 1998).

Le classificazioni piu antiche sono certamente il frutto della tassonomia
tradizionale, secondo cui la sola variazione dei caratteri morfologici e
distributivi risultava sufficiente ad individuare e discriminare sottogruppi,
senza soffermarsi sulle loro interrelazioni e quindi senza interrogarsi se tali
gruppi corrispondessero ad effettive linee filogenetiche. Gia a partire dai primi
anni del 1800, infatti, il genere era studiato e le descrizioni tassonomiche si
basavano su un approccio esclusivamente fenetico, sulla base di caratteri
morfologici. Bisogna attendere la meta del ‘900 perché si cominci ad affrontare
la problematica con approcci analitici differenti: 1 primi approcci allo studio
filogenetico risalgono a Klemmer (1957) che sulla base di parametri
osteologici, ancora fenotipici, conferma 1’uniformita dell’allora sottogenere
Podarcis Wagler, 1830 (genere Lacerta). Egli, inoltre, distinse tre gruppi
morfologici: il primo composto da P. muralis, P. tiliguerta, P. filfolensis, P.
wagleriana ¢ P. milensis, il secondo comprendente le specie spagnole e delle
Baleari (P. hispanica, P. bocagel, P. lilfordi, P. pityusensis), il terzo gruppo
composto da P. sicula, P. melisellensis e due specie dell’est-mediterraneo.
Comparando alcuni caratteri morfologici con altri finalmente biochimici,
Arnold (1973) riconobbe gli stessi raggruppamenti, ma propose di elevare a

genere il sottogenere Podarcis. Questo gruppo oggi ¢ ristretto alle sole specie
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della regione Euro-Mediterranea e raccoglie 1 taxa che facevano parte del
genere Lacerta.

Nei numerosi tentativi di inferire la filogenesi del gruppo non ¢ raro
scorgere ’effetto che il tipo di analisi e soprattutto i caratteri considerati
conferivano ai risultati; basti notare, per esempio, che le ipotesi filogenetiche
scaturite da dati morfologici e biochimici di Arnold (1989; 1993) erano in
contrasto netto con gli arrangiamenti ottenuti su base immunologica da Mayer
e Benyr (1994). Recentemente approcci di tipo biomolecolare (Harris et al.,
1998b; Oliverio et al., 1998, 2000; Fu, 2000) hanno fornito nuovi contributi,
anche piu attendibili, alla sistematica del genere, aprendo la strada tra 1’altro ad
un nuovo approccio di valutazione dell’idoneita dei caratteri morfologici
tradizionalmente utilizzati a fini tassonomici.

Le indicazioni scaturite da tali studi appaiono piu utili in quanto i
marcatori molecolari sono meno influenzati dai processi di adattamento
evolutivo rispetto ai caratteri morfologici. Inoltre, questo approccio offre
un’ampia possibilita di scelta di marcatori (Fu, 1998), che va dai piu
conservativi ai piu variabili (Miyamoto & Cracraft, 1991; Hillis et al., 1996) e i
dati molecolari offrono un numero illimitato di caratteri per le ricostruzioni
filogenetiche. Grazie a queste peculiarita I’approccio biomolecolare permette
di affrontare differenti casi evolutivi di analisi. Cosi sono fioccati in breve
tempo studi filogenetici che si avvalgono di tecniche molecolari, in particolar
modo mediante 1’uso del DNA mitocondriale (solo per Lacertidae si veda p. e.
Thorpe et al., 1994; Gonzalez et al., 1996; Fu et al., 1997; Harris et al., 1998a;
1998b). Lutz e Mayer (1985) confrontando le albumine di vari generi di
Lacertidi, riconobbero una stretta affinita tra P. sicula e P. muralis, come
hanno confermato anche altre ricerche piu recenti (Capula, 1990) in cui ¢ stata
in piu riconosciuta la possibile monotipia del ramo siculus, fino ad allora
ritenuta specie politipica. Boheme (1986) riconobbe 17 specie e in accordo con
Richter (1980) divise il genere Podarcis in due sottogeneri: il nominale
Podarcis podarcis con 15 specie ¢ Podarcis teira Gray, 1838 con due specie,
gruppo che oggi ¢ riconosciuto come genere (Mayer & Bischoff, 1996).

Un percorso di studi cosi tortuoso ha indubbiamente risolto molti

25



interrogativi, ma la sistematica del genere risulta ancora irrisolta a tal punto da
ritenere il taxon “molto resistente alle analisi” (Arnold, 1993)!

Parallelamente bisogna purtroppo notare che il rango specifico non sembra
avere subito sorti molto differenti, con tutti gli studi e i risultati discordanti che
si possono collezionare in un excursus bibliografico.

Il monofiletismo, della specie P. sicula viene recentemente confermato da
Oliverio et al. (1998): analizzando filogeneticamente, attraverso sequenze di
mtDNA, diverse specie italiane gli Autori riscontrano negli alberi sia di
massima parsimonia sia di Neighbour-Joining (sulla base delle distanze di
Jukes & Cantor), un clade costituito solo da P. sicula. Inoltre, applicando il
tasso di mutazione del 12S rDNA derivato per la salamandrina (Caccone €t al.,
1997) per determinare il clock molecolare, fanno risalire la separazione di P.
sicula a 17-15 MY BP; quella tra la sottospecie sarda P. s. cettii ¢ la
sottospecie continentale nordica, P. sicula campestris rispettivamente a 7 MY e
6 MY fa. I precedenti dati biochimici avevano generato simili stime nella
diversificazione del genere Podarcis (Gorman et al., 1975; Lanza & Cei ,
1977; Guillaume & Lanza, 1982; Mayer & Tiedmann, 1982; Lutz & Mayer
1984; 1985; Lutz et al., 1986). Ad ogni modo, nonostante la congruenza di
datazione, i paragoni tra tali stime, estrapolate con metodologie tanto
differenti, non risultano corretti né proficui.

Un’aspetto di P. sicula che ha accentrato molto I’interesse degli studiosi ¢
rappresentato dalla sua elevata variabilita fenotipica. Scendendo ancora di
rango nella sistematica della specie, infatti, anche a livello sottospecifico la
tassonomia di P. sicula si sviluppa secondo un percorso spinoso e di difficile
ricostruzione: negli anni molte popolazioni insulari sono state assurte a livello
sottospecifico solo sulla base delle divergenze fenologiche che presentavano
(Nascetti et al., 1982; Amori et al.; 1993, Corti & Lo Cascio, 1999). Quindi, la
tendenza di classificazione della tassonomia classica, associata ad un quadro
biogeografico complesso tipico della specie, diffusa ampiamente in ambienti
insulari e microinsulari, accompagnate alla notevole variabilita morfologica,
dagli aspetti cromatici (Arnold, 2002) a quelli scheletrici (Oliverio et al.,

1998), ¢ sfociata, nel tempo, in un quadro molto artificioso che si presenta
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dunque ancora molto dibattuto (Oliverio et al., 2000), che in questa sede si
cerca di sintetizzare.

La popolazione continentale di P. sicula, con 1’eccezione di alcune
popolazioni isolate (P. s. ragusae Wettstein 2931, P. s. cattaroi Taddei, 1950 ¢
P. s. hieroglyphica Berthold 1940; Podnar et al. 2005) appartiene a due
sottospecie piuttosto differenziate sul territorio: P. sicula sicula che occupa il
meridione della penisola italiana fino all’altezza di Roma e lungo il versante
Ovest del centro Italia e P. S. campestris che ¢ presente al Nord Italia fin dove
si estende I’areale della specie e sul versante Est della penisola, nonché sulla
costa atlantica delle regioni balcaniche. Si ritiene che le due sottospecie si
siano differenziate durante la glaciazione del Wiirmiano, per 1 differenti rifugi
glaciali occupati (Shneider, 1971). Ad ogni modo, non ¢ stata riconosciuta una
distinzione geografica netta tra le due sottospecie, bensi dagli studi piu recenti
sono stati identificati caratteri morfologici di transizione tra i due range di
distribuzione in individui provenienti dall’area circostante Roma, precisamente
da Formia (Oliverio et al., 1998).

Podnar et al. (2005) ipotizzano tra I’altro un processo di migrazione
spazialmente continuo, recente o probabilmente ancora in atto, di maschi di P.
S. sicula che per le dimensioni maggiori ¢ per la loro forza avrebbero un
successo riproduttivo maggiore rispetto ai maschi di P. s. campestris De Betta,
1857. Un simile fenomeno ¢ stato dimostrato per Anolis oculatus dominicane
(Stenson et al., 2002). Una migrazione preferenziale maschile genererebbe
probabilmente un processo di diluizione degli alleli nucleari di P. s.
campestris, che spiegherebbe 1’elevata diversificazione a livello mitocondriale
che non trova corrispondenza a livello fenotipico (Birky et al., 1983).

Lasciando da parte la situazione sul territorio peninsulare e riprendendo in
considerazione I’intero panorama biogeografico della specie, 1’ultima
ricostruzione tassonomica completa (Henle & Klaver, 1986) consta di 52
sottospecie, 47 delle quali risulterebbero endemismi locali di una o poche
“micro-isole”.

Tra le sottospecie, 24 risultano ristrette alla Croazia, mentre 3 sono state

dichiarate estinte di recente: P. S. hadzii (Isola di Porer, Istria occidentale —
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Brelih, 1961), P. s. sanctistephani (Isola di Santo Stefano, Arcipelago Pontino,
sostituita dalla sottospecie nominale) e la sottospecie di Lisca Nera
nell’ Arcipelago Eoliano.

Poiché tutte le sottospecie sono state descritte sulla base di differenze
minime e/o sull’analisi di campioni ridotti, gia Henle e Klaver (1986) tentarono
di assegnare le numerose sottospecie a pochi gruppi: i primi due, il gruppo
delle P. s. sicula ¢ il gruppo delle P. s. campestris, vennero definiti sulla base
di similarita di pattern; gli altri tre gruppi vennero descritti solo per una o
poche entitda che non potevano essere assegnate ad alcuno dei precedenti. Il
primo di questi gruppi, il gruppo delle Tirreniche, comprendeva le popolazioni
delle isole dell’Arcipelago Toscano. Il secondo, il gruppo delle P. s. cettii,
conteneva solo questa sottospecie. Il terzo gruppo era rappresentato solo da P.
S. cattaroi, popolazione di Kotor in Montenegro, di origine incerta.

Tutta la situazione descritta e le tendenze piu recenti di (Corti €t al., 1989;
Capula, 1994; Tome, 1995; Lo Valvo, 1998; Oliveiro et al., 2001; Capula &
Ceccarelli, 2003) evidenziano la necessita di una differente dimensione
d’introspezione all’interno del taxon, che tenga conto piuttosto dei processi
evolutivi alla base della variabilita fenotipica (Bauwens & Diaz-Uriarte,
1997). D’altra parte nell’affrontare la ricostruzione bibliografica di tale
problematica, ancor piu che nei casi discussi precedentemente, si percepisce
quanto possa risultare ingannevole 1’uso della morfologia come unico carattere
diagnostico per propositi sistematici (Corti & Lo Cascio, 1999). Cosi anche al
livello sottospecifico si comincia ad affrontare la problematica attraverso nuovi
approcci di ricerca, soprattutto analizzandola sotto profili all’avanguardia nel
campo tecnico. La piu recente ricostruzione della filogeografia della specie,
anche se incompleta, (Podnar et al., 2005) ¢ stata effettuata sulla base di
sequenze mitocondriali con 96 campioni provenienti da 86 localita dell’areale e
comprendenti 24 tra le sottospecie riconosciute da Henle e Klaver (1986). Il
pattern filogeografico di base, ottenuto mediante Maximum Likelihood
analysis, mostrato in figura 3 riscontra 1’esistenza di 6 aplocladi principali. |
campioni meridionali si distribuiscono nel seguente modo:

. nel clade siculo ricade la Sicilia, la Sardegna ed il sud-ovest della
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Calabria;
. nel clade di Monasterace ¢ compresa la Calabria ionica;
. nel clade di Catanzaro ricade il centro della Calabria.

L’analisi del citocromo b suddivide ulteriormente il primo gruppo in un
clade siculo-sardo che comprende anche pochi campioni a distribuzione
circum-adriatica ed in uno calabro che comprende anche qualche campione
della pianura Padana e della regione Nord Adriatica. I campioni del Nord
determinano gli ultimi tre cladi:

. il clade della Toscana comprende tutto il Nord dell’Italia
Occidentale (da Roma alla Toscana);

. il clade di Stisac comprende tutte le isole del Sud e del Centro della
Dalmazia;

. I’ultimo clade ¢ definito Campestris-sicula ed ¢ costituito dal nord
Italia, dalla costa adriatica e dal Sud-Ovest della penisola. Questo gruppo
risulta suddiviso ulteriormente in tre apocladi: I’adriatico, quello del Po e
quello campano, parafiletico, circoscritto geograficamente in quanto
comprende gli unici campioni di P. s. sicula sia che facciano parte della
Campania, del Nord della Calabria sia del Sud del Lazio.

Per la maggior parte delle sottospecie analizzate (24) gli Autori
suppongono che una sovrasti ma delle caratteristiche specifiche della
popolazioni hanno portato alla definizione delle numerose sottospecie: essi
ipotizzano che forse tali caratteristiche derivano da processi di effetto
fondatore e deriva genetica piuttosto che da processi evolutivi a lungo termine,
in quanto analizzando I’'mtDNA non si riscontrano differenze nette tali da
giustificare le sottospecie in questione. Va riconosciuto indubbiamente che
I’uso del mtDNA pud non essere la chiave risolutiva di una indagine di
classificazione intraspecifica, se non ¢ parallelamente accompagnato da

marcatori nucleari.
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Figura 3 — filogrammi, da analisi di ML, di Podnar et al. (2005). I campioni di Podarcis sicula

provengono dall’intera area di distribuzione

In definitiva, tutta la situazione tassonomica descritta ¢ ritenuta incerta,
mai chiarita ¢ necessaria di una revisione completa, a tal punto che nella check-
list dei Rettili d’Italia, nell’Atlante di riferimento piu recente (Sindaco et al.,
2006) sono state volontariamente omesse le sottospecie, ad esclusione delle

due continentali.
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1.1.3.6 Aspetti di conservazione e status normativo

Le situazioni di difficile definizione sistematica, come quella di Podarcis
sicula, per quanto appaiano confuse, rappresentano nel contempo dei casi unici
di ricchezza dal punto di vista conservazionistico. Al di 1a delle difficolta di
definire uno status sistematico corretto, infatti, esse sono 1’espressione di un
lungo processo evolutivo che, nel suo agire, genera differenziazione e dunque
biodiversita. Questa rappresenta una ricchezza inestimabile per la Terra, sia per
il suo valore intrinseco (Soule, 1985), sia per la funzionalita degli ecosistemi
naturali. Purtroppo la distruzione della natura e di conseguenza la perdita della
biodiversita hanno subito una fortissima accelerazione nel XX secolo (Massa,
1999). A cio va aggiunto che nelle zone temperate il processo di estinzione
interessa principalmente porzioni delle specie viventi (sottospecie, ecotipi,
morfotipi e popolazioni geneticamente distinte) piuttosto che specie tout court:
tutto ci0 rappresenta una minaccia maggiore per la funzionalita degli
ecosistemi (Ehrlich, 1986).

La situazione di P. sicula, dal punto di vista conservazionistico,
rappresenta un caso piuttosto anomalo per la particolare situazione
biogeografica in cui essa ricade: si rinvengono infatti due fondamentali
situazioni, quella inerente le popolazioni peninsulari e quella inerente le
popolazioni microinsulari, che non permettono di considerare la specie nel suo
insieme. Podarcis sicula, infatti, globalmente rientra nella categoria delle
specie sub-endemiche italiane ad areale piu ampio, specie ampiamente ed
organicamente diffusa nel loro areale (Sindaco, 2006) sulla base di alcuni
parametri di interesse conservazionistico ricavati dalla distribuzione geografica
(Sindaco, 2000).

Le popolazioni peninsulari, dunque, non mostrano particolari problemi,
che potrebbero perd sorgere laddove I’incremento dell’attivita umana alteri gli
habitat. A tal proposito, infatti, viene gia segnalata in Pianura Padana (p.e. in
Piemonte) D’estinzione della maggior parte delle popolazioni in passato
conosciute, a causa della scomparsa degli ambienti naturali perifluviali (Corti,
2006). Non si puo, pero, trascurare l’unicitd delle popolazioni insulari dal

punto di vista eco-etologico. In alcuni casi queste popolazioni mostrano rischi
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elevati di estinzione per la loro densita o per la ridotta estensione del loro
habitat (si pensi al Faraglione di Mezzo di Capri); in altri casi anche se
apparentemente queste possono presentare elevata densita, prospettano
probabilmente un certo grado di vulnerabilitda dovuto all’isolamento, per cui
piccole variazioni ambientali costituiscono un elevato rischio (Corti, 2006). A
tal proposito la recente estinzione della sottospecie P. S. sanctistephani, benché
attribuita a fenomeni naturali, dimostra il rischio a cui sono sottoposte le
popolazioni localizzate e costrette in condizioni di insularita (Scalera, 2003).

La dualita nell’approccio conservazionistico ¢ fondamentale per la tutela
della specie, ma andrebbe affiancata da chiarimenti sulla sua sistematica, in
quanto situazioni incerte o errate possono avere implicazioni anche a livello
normativo (Meffe & Carroll, 1997): si puo facilmente incorrere in una
sottostima del grado di tutela di entita scorrettamente raggruppate (quindi ad
esempio definire la specie non vulnerabile in quanto ampiamente diffusa nel
suo areale, dimenticando le situazioni insulari di rischio locale) o nel caso
opposto, si possono indirizzare gli sforzi conservazionistici su alcune entita
inutilmente, per non aver riconosciuto all’interno del taxon una
differenziazione piu fine (quindi, per esempio, tutelare inutilmente tutta la
specie sulla base della vulnerabilita delle piccole popolazioni a rischio di
estinzione).

Un altro aspetto da considerare per la conservazione della specie ¢
rappresentato dal suo carattere di colonizzatrice e dalla sua adattabilita, che la
rende in alcuni casi addirittura invasiva a discapito di popolazioni locali di altre
specie (per esempio nella competizione con la congenerica P. raffonei
endemica dell’arcipelago Eoliano; Lo Cascio & Corti, 2004) o di Podarcis
sicula stessa (Capula, 1992; Capula et al., 2002).

Malgrado ’esistenza di situazioni cosi diverse, addirittura contrapposte, la
normativa vigente, nazionale ed internazionale riguarda ancora I’intera specie
indistintamente, salvaguardandola. Di seguito si elencano le norme che
tutelano la specie:

vV convenzione di Berna (all. II) sulla conservazione della

fauna selvatica e degli habitat naturali;
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v direttiva 92/43/CEE “Habitat” (all. 4) ¢ D.P.R. n°
357/1997 (all. D) sulla conservazione degli habitat naturali e
seminaturali e della flora e della fauna selvatiche.

A livello regionale ¢ protetta solo in alcune regioni italiane:

v in Liguria dalla L.R. 4/92 sulla "Tutela della fauna
minore";

v in Abruzzo dalla L.R. 50/93, "Primi interventi per la
difesa della biodiversita nella Regione Abruzzo: tutela della fauna
cosiddetta minore";

v in Lazio dalla L.R. 364/87, "Tutela di alcune specie della
fauna minore" e dalla L.R. 18/1988.

1.1.4 Obiettivo

Dallo studio condotto sulla bibliografia disponibile e dalle problematiche

esposte nei paragrafi precedenti, si evince che il modello di studio rappresenta

un caso diffuso e di grande interesse per lo studio dei motori microevolutivi

legati alla condizione di isolamento delle popolazioni.

Con questo lavoro di ricerca si intende, quindi:
> chiarire le modalita di distribuzione della variabilita genotipica e
fenotipica in Podarcis sicula con riferimento alla connessione tra le
popolazioni e ai processi di colonizzazione;
> interpretare 1’insorgenza di popolazioni varianti in ragione della storia
dispersiva (causalita filogeografica) oppure come conseguenza a
pressioni selettive locali (causalita adattativa);
> valutare la pertinenza del livello sottospecifico di P. s. klemmeri
Lanza e Capolongo 1972, in considerazione degli aspetti filogenetici e
delle strategie di conservazione a cui questa ed altre popolazioni vanno

incontro.
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.2 Areadi studio

In relazione all’areale originario di Podarcis sicula (fig. 1) si ¢ scelto di
lavorare nell’area tirrenica dove le caratteristiche ecologiche e di popolazione
della specie le permettono 1’ampia diffusione e il notevole adattamento, piu di
quanto non accada in aree del Nord. Si suppone, quindi, che nel settore
geografico tirrenico, per le caratteristiche climatiche e ambientali presenti, la

specie esprima al meglio le proprie esigenze ecologiche.

Figura 4 - ’area di studio complessivamente riguarda la regione del Tirreno meridionale, dove sono

collocate le tre isole (cerchi tratteggiati): Licosa, in Campania, Cirella, in Calabria e Ustica, in Sicilia

Nell’ambito, dunque, del bacino del Tirreno, per 1’identificazione delle
isole marine ci si ¢ avvalsi di ricerche bibliografiche e di consultazione di
cartografia IGM e di foto aeree, provenienti dal Portale Cartografico Nazionale

del Ministero dell’Ambiente (http://www.pcn.atlanteitaliano.it/) e dal
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programma Google Earth v3.0 (http://earth.google.com). Cosi, dunque, sono
state scelte tre isole (fig. 4) quali laboratori in Situ. I criteri di scelta sono
fondati sulle caratteristiche geomorfologiche delle isole, sul loro grado
d’isolamento, quantificato mediante la distanza dalla linea di costa e
I’orogenesi delle isole e sull’accessibilita e la facilita di approdo sulle isole.
Quest’ultimo criterio ha determinato 1’esclusione di alcuni siti, peraltro
interessanti, quale il Faraglione di Mezzo dell’isola di Capri. In definitiva le
isole in cui ¢ stata portata avanti la ricerca sono: Cirella, Licosa e Ustica (figg.
5,6¢7).

Cirella (33T 568762 4394647 Datum wgs84) ¢ un isolotto di 12 ettari al
largo del Comune di Diamante, lungo la costa calabra (fig. 5). L’isola non ¢

mai stata abitata ed oggi ¢ popolata da una folta colonia di Gabbiano reale

(Larus michaellis michaellis), indubbiamente soggetto di predazione per la

Figura 5 - foto aerea (scala 1:15.000) di Cirella

specie d’interesse. L’isolotto si presenta estremamente arido ed assolato con

scarsa vegetazione dal portamento erbaceo e arbustivo. Il tipo di ambiente e di
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copertura € omogeneo su tutta I’isola, ma nonostante ci0 si ¢ ritenuto
opportuno campionare in tutte le zone dell’isola, in maniera casuale.

Licosa (33T 491525 4455637 Datum wgs84) ¢ una piccola isoletta (fig.
6), di 4,8 ettari, che dista dalla costa cilentana di appena 200 metri ed ¢ abitata

dalla sottospecie P. s. klemmeri Lanza e Capolongo, 1972.

Figura 6 - foto acrea ¢ IGM (scala 1:15.000) di Licosa

Questa popolazione, gia in passato oggetto d’interesse da parte degli
studiosi, oggi gode di protezione indiretta: Punta Licosa ed il suo isolotto, per
la splendida conformazione della costa e I’'unica pineta di Pino d’Aleppo
(Pinus halepensis) del meridione, si trovano in zona A di massima protezione
del Parco Nazionale del Cilento e Vallo di Diano, nonché in riserva naturale,
tra Daltro in un’area privata. Purtroppo 1’area ¢ soggetta al fenomeno
incontrollato del turismo marino e da diporto: per quanto sul promontorio
costiero sia controllato strettamente 1’accesso, [’isola ¢ frequentata

direttamente da mare. Anche le barche di cooperative private portano turisti
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sull’isolotto, in quanto questo ospita un sito archeologico di resti romani, dal
porto semisommerso, alle vasche di pescicoltura in mare. Il melanismo delle
lucertole dell’isola e la frequentazione da parte dei turisti, fanno si che
lapopolazione di P. sicula mostra comportamenti di addomesticazione: gli
animali sono molto confidenti e presentano una bassa tendenza alla fuga, tipica
invece della specie. Secondo racconti dei locali, i1 turisti vengono spesso
spronati a fornire cibo alle lucertole, per poterne osservare la tipica colorazione
melanica. Questo comportamento confidente delle lucertole ha facilitato il
campionamento: il lavoro ¢ stato svolto principalmente nella piattaforma di
cemento sottostante il faro, dove la densita della popolazione ¢ molto elevata e
I’accessibilita ¢ consentita. Il resto dell’isola, infatti, ¢ coperto da macchia
mediterranea bassa a portamento cespuglioso molto fitto oppure ¢ costituito da
sassi e scogli degradanti in mare continuamente inondati dall’acqua, che
offrono vie di fuga alle lucertole.

Ustica (33T 341527 4285628 Datum wgs84; fig. 7) ¢ un’isola vulcanica

nella cui morfologia, infatti, si riconoscono ancora tre centri eruttivi relitti; in

Figura 7 - foto acrea e IGM (scala 1:50.000) di Ustica

realta rappresenta la cima di un apparato vulcanico sommerso la cui base si
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trova ad oltre 2.000 metri di profondita. Ha un’estensione di circa 8,7 Km?” ed ¢
emersa nel Pleistocene medio-superiore; 1’isola dista circa 60 Km dalla costa
settentrionale della Sicilia, rappresentando la condizione di maggiore
isolamento. La presenza dell’'uomo ¢ stata dimostrata da reperti neolitici gia a
partire dal V millennio a.C. Il campionamento sull’isola ¢ stato effettuato in

maniera del tutto casuale, in 8 punti diversi, segnalati nella figura 8.

Figura 8 - C.T.R. di Ustica con relative stazioni di campionamento

Approfondimenti condotti durante la ricerca hanno determinato la
necessita di considerare campioni provenienti da altre popolazioni, estranee a
quelle descritte.

L’analisi della variabilita al livello fenotipico ha coinvolto popolazioni
della linea di costa immediatamente prospiciente a ciascuna delle tre isole,
corrispondenti a Diamante (per Cirella), Punta Licosa (per Licosa) e Palermo

(per Ustica).
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Nell’indagine tesa a ricostruire la provenienza della popolazione dell’Isola

di Licosa, sono stati considerati altri siti sulla costa cilentana, siti di plausibili

Capaccio

o,

Licoss Punt ; ¥ &
icosa Lic g .

l:’r‘c

Ascea g 3

Pisciotta e
Ve "?u.f

Figura 9 - popolazioni continentali cilentane,

considerate nella ricerca per approfondimenti

popolazioni madri. Sulla base del traffico marino di pescatori che frequentano
I’area intorno all’isola ed in considerazione delle correnti marine che si
registrano nella zona, sono state individuate quattro popolazioni putative poste
poco piu a Nord, poco piu a Sud ed in corrispondenza dell’isola lungo la costa:

Capaccio, Punta Licosa, Ascea e Pisciotta (fig. 9).

39



1.3 Criteri metodologici

1.3.1 Filogeografia

La disciplina recentissima della filogeografia, nata nel 1988 (Bermigham
& Morizt), che affonda le sue radici nella biogeografia storica e nella genetica
di popolazione, consente di saggiare e valutare le congruenze tra i percorsi
evolutivi, demografici, distributivi dei vari taxa e gli assetti geologici ed
ecografici dei contesti geografici; in tal modo la filogeografia tenta di
determinare la cronologia degli eventi evolutivi e di approfondire la
biogeografia regionale e le aree hot spot di endemismi (Avise et al., 1987).
Cosi la filogoegrafia ¢ stata indicata come il ponte empirico e concettuale tra
gli studi dei processi micro- e macroevolutivi (Bermigham & Morizt, 1988).
Per la sua versatilita nelle indagini di diversa natura ha proliferato

velocemente, soprattutto nel campo della Conservazione della Natura.

1.3.2 Coalescenza

Metodi di analisi filogenetica che permettono la ricostruzione di alberi
sono basati su caratteri omologhi tra le specie. Le assunzioni implicite in tali
circostanze, quali che le specie siano riproduttivamente isolate, con
discendenza mediata da eventi lineari e dicotomici di speciazione (Rosenberg
& Nordborg, 2002), non sono soddisfatte se si inferiscono processi evolutivi
nucleotidici che ricadono nella sfera intraspecifica: in tali situazioni, infatti, il
fuoco ¢ spostato su una scala evolutiva piu recente, che implica che gli stati
ancestrali potrebbero ancora esistere, che multiple apomorfie possano essere
presenti e che possano essere coinvolti anche processi ricombinativi (Crandall
& Templeton, 1993).

I1 processo coalescente, un potente strumento di modellistica di genetica di

popolazione, affronta al meglio la questione nell’ambito intraspecifico. Questo
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rappresenta un metodo stocastico di genetica di popolazione noto da 15 anni
(Kingman, 1982a e b) e oramai correntemente usato, che addirittura viene
ritenuto essenziale per chiunque voglia analizzare dati di polimorfismo
genetico di popolazione (Nordborg, 2000). La coalescenza analizza la
genealogia di un campione di alleli, ricostruendone il passato. Gli stati allelici
dei geni sono determinati dalla storia evolutiva e da quella mutazionale delle
copie alleliche. Questo approccio fonda sulla realizzazione che ¢ piu semplice
inferire la genealogia indietro nel tempo, per poi imporre all’albero ricostruito
le mutazioni selettivamente neutrali. In altre parole, laddove tutti gli strumenti
di genetica di popolazione classica considerano il futuro di una popolazione da
un determinato punto di partenza, il coalescente considera il presente e tiene
conto del passato. In tal senso I’approccio coalescente si basa su due principi
fondamentali: il primo costituisce la possibilita di separare i processi di
mutazione neutrale, dai processi genealogici, in quanto per definizione le
varianti selettivamente neutrali non interferiscono con il successo riproduttivo;
il secondo afferma la possibilitd di ricostruire un albero genealogico di un

gruppo di individui indietro nel tempo,

senza preoccuparsi del resto della

popolazione (Nordborg, 2000). Inoltre,
I’approccio basato sulla teoria della

coalescenza rappresenta un potente

The pas te—s
"-.\
b
o—

strumento di simulazione che permette

di considerare qualsiasi scenario, di

saggiare un’ipotesi ed analizzare i dati ?/ 5\‘,/\0
I P
. . 60" o o
sperimentali alla luce della N

simulazione. In pratica, quindi, in un o .
Figura 10 — schema di ricostruzione

albero genealoglco pI’ObablllsthO, genealogica mediante la Teoria della

costruito seguendo la genealogia a  Coalescenza. Da Nordborg, 2000

partire dalle generazioni attuali nel loro passato, le linee genealogiche non si

interromperanno mai, a differenza di quanto accade con gli strumenti di

genetica di popolazione classica. Piuttosto nel processo di coalescenza le linee

genealogiche diminuiranno in numero, fino a convergere in una sola, nel
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momento in cui si raggiunge il piu recente progenitore comune (MRCA, Most
Recent Common Ancestor; Robberts et al., 2004; Nordborg, 2000). In tal
modo, nell’albero ricostruito sono escluse tutte le differenze genetiche neutrali
tra gli individui. Le dinamiche evolutive delle varianti alleliche neutrali
possono essere inferite mediante il cosiddetto “mutation dropping”: gli stati
allelici sono assegnati alle generazioni originali, in particolare al MRCA, nel
modo piu congruente e le linee dei discendenti seguite in avanti nel tempo,
tenendo in conto che la prole eredita gli stati allelici della generazione
parentale, a meno che non ci siano mutazioni.

L’applicazione della teoria della coalescenza alle problematiche
evoluzionistiche sia a livello di popolazione sia a livello di specie ha
riscontrato una repentina e vasta applicazione in diversi settori degli studi

biologici.
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1.4 Metodologie

1.4.1 Acquisizione dei dati

.4.1.1 Campionamento

Per ciascuna popolazione campionata sono stati catturati ed analizzati
mediamente 20 individui. Solo nel sito di Diamante non ¢ stato possibile
raggiungere tale standard. In tabella I viene riportato il quadro completo dei
campioni raccolti, per ciascun sito, con riferimento alle tre isole e ai siti

considerati per gli approfondimenti specifici. Tabella T - consistenza del

La cattura ¢ stata effettuata mediante la campionamento nelle tre isole

classica tecnica del cappio, del tutto innocua di indagine (Cirella, Licosa e

Ustica) e nei 6 siti continentali

per le lucertole. Per ciascun individuo : o
degli approfondimenti

catturato, sono stati raccolti 1 dati morfologici,

biometrici e cromatici, ed ¢ stato prelevato un SITO N
frammento di tessuto dalla coda per 1’analisi CIRELLA 3
genetica, sfruttando la capacita di autotomia che LICOSA 40
. . oq. . . . . . USTICA 19

caratterizza questi Rettili; inoltre, ogni individuo DIAMANTE 6
. ) i PUNTALICOSA 23
¢ stato ripreso con una fotocamera digitale PALERMO Iy
(Nikon Coolpix E995), per la costruzione di un ASCEA 16
o o _ . CAPACCIO 46
archivio fotografico da cui ricavare 1 tratti PISCIOTTA 21

fenologici di difficile interpretazione immediata.

TOTALE 217

Tutti 1 dati raccolti sono stati registrati in
apposite schede e i tessuti organici sono stati conservati in etanolo assoluto. Le
lucertole sono state sempre rilasciate vive.

Per ciascun sito si € provveduto alla georeferenziazione, mediante 1’uso di
un GPS (Garmin modello GPS12) in sistema di coordinate di tipo UTM, datum
ED1950.
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1.4.1.2 Analis morfologiche

La variabilita morfologica in Podarcis sicula ¢ stata valutata considerando
due ordini di caratteri, gia discussi nel precedente capitolo (cfr. paragrafo
1.1.2): quelli che determinano un profilo biometrico e quelli che descrivono un

profilo cromatico di ciascun individuo.

1.4.1.2.1 Biometria

La storia degli studi basati sui caratteri biometrici degli animali si rivela
lunga: anche nei Lacertidi si analizzano tali parametri quali caratteri
discriminativi di popolazioni, (Losos et al., 1998; Giibitz et al., 2000; Sa-Sousa
et al., 2000; 2002; Faraone, 2001; Macedonia €t al., 2002; Crochet et al., 2003;
Bruschi et al., 2006).

La scelta dei parametri biometrici da utilizzare ¢ stata in prima istanza guidata
da una ricerca bibliografica e secondariamente da saggi preliminari, utili
all’individuazione dei parametri con elevata capacita discriminativa. Dal
panorama dei parametri utilizzati da altri studiosi, dunque, sono stati esclusi,
per questa ricerca, quelli che apparivano costanti tra gli individui, quelli che
apparivano dipendenti da altri fenomeni (ad esempio, autotomia della coda),
quelli che apparivano ridondanti, cosi come tutti quei parametri che hanno

mostrato autocorrelazione nel processo discriminativo durante le elaborazioni

Tabella II - parametri biometrici considerati nella ricerca

SpP Larghezza massima delle squame parietali
é LMT [Larghezza massima della testa
E AT Altezza massima della testa
RO Larghezza massima del pileus, dalla squama rostrale alla squama occipitale
< AG  |Lunghezza compresa tra I’attaccatura della zampa anteriore ed il gomito
E E GD Lunghezza compresa tra il gomito e la commessura tra il quarto e il quinto dito della
< Z zampa anteriore
N < DAM |Lunghezza del quarto dito della zampa anteriore
é % CS Lunghezza della coscia, dal margine interno della fila dei pori femorali al ginocchio
% £ 7p Lunghezza dello zigopodio della zampa posteriore, dal ginocchio al calcagno
N 8 T Lunghezza del tarso, dal calcagno alla commessura tra il secondo e il terzo dito
% Al Distanza ascella-inguine dal margine posteriore dell’attaccatura della zampa anteriore al
8 o margine posteriore della fila dei pori femorali del medesimo lato
= MC [Distanza muso-cloaca dalla squama rostrale alla apertura cloacale
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preliminari. Si ¢ dato spazio, quindi, ai parametri scheletrici, che offrono un
supporto osseo rigido durante la misurazione, a parte i casi in cui si
identificano due estremi di riferimento particolarmente riconoscibili, quali

particolari squame o i pori femorali.

Per ciascun individuo sono state rilevate con un calibro di precisione le
misure relative a 12 parametri biometrici; in tabella II sono riportati i parametri
con le relative sigle, che si rifanno agli schemi della lucertola riportati nella

figura 11.

LMT

[

Figura 11 - rappresentazione dei parametri biometrici misurati sulle lucertole

1.4.1.2.2 Cromatismi

L’analisi dei caratteri cromatici ¢ stata condotta valutando quattro settori
corporei: capo, dorso, ventre e fianco, in cui sono stati identificati i parametri
cromatici. L’analisi ¢ stata effettuata quasi interamente mediante osservazione
e fotointerpretazione delle immagini che costituiscono la collezione
fotografica: ogni individuo ¢ stato ripreso in diverse fotografie per assicurare
I’osservazione di tutti i quattro compartimenti corporei. La consultazione delle
fotografie digitali ¢ stata condotta mediante il visualizzatore d’immagini della
Nikon (Nikon View 6 ver. 6.0.0).

Anche nel settore cromatico, la scelta dei parametri da analizzare ¢ stata
effettuata su base bibliografica ed a seguito di elaborazioni preliminari dei dati.
Questo percorso ha sostenuto 1’analisi di tipo qualitativo, a differenza dai
parametri del profilo biometrico: praticamente, ciascun settore corporeo

considerato presenta uno o piu stati possibili cromatici definiti mediante un
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percorso di tipo dicotomico. I parametri relativi ai compartimenti ventrale e
laterale si basano sulla pigmentazione di base; quelli relativi al capo fondano
sia sul colore di fondo che sulla pigmentazione fine presente all’interno della
squama. Infine nel compartimento dorsale viene valutato il pattern tipicamente
della specie nelle sue numerose varianti, determinate dalla striatura o
reticolatura o dalla maculatura, sul colore di fondo. Di seguito verranno
descritti 1 possibili stati cromatici ricorrenti nei diversi settori corporei, con
riferimenti ad immagini ed al percorso effettuato per identificare le diverse
classi cromatiche. Ciascuno stato cromatico relativo ad un settore corporeo
viene indicato con una sigla.

Per il settore corporeo relativo al ventre, per esempio, si determina la
pigmentazione di base, che pud essere o non essere uniforme: i colori di fondo
riscontrati sono il bianco (B), il rosa (R), il verde (V), il celeste (C), I’azzurro
intenso (A) ed il nero (N). A questi si aggiungono delle combinazioni generate
dai fenotipi che presentano una pigmentazione centrale piu chiara, che verso le
regioni laterali si scurisce assumendo un altro colore: si ritrovano cosi anche i
possibili stati dati dal bianco e dal rosa (BR), dal bianco e dal celeste (BC) dal

bianco e dall’azzurro intenso (BA), dal bianco e dal nero (BN), dal celeste e

B R W [ A ] ER BC BA EN CA AN

Figura 12 - rappresentazione schematica degli stati di colore del ventre riscontrati in

Podarcis sicula. I colori sono del tutto indicativi; per le sigle si rimanda al testo

dall’azzurro intenso (CA), dall’azzurro intenso e dal nero (AN). Tutti questi
stati sono schematizzati in figura 12.

Per quanto riguarda i fianchi ¢ stata scelta soltanto la pigmentazione di
base come carattere differenziativo. Per quanto le lucertole presentino

un’elevata variabilita nei fianchi, dettata dall’espressione di differenti macchie
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Figura 13 - rappresentazione schematica
degli stati di colore del fianco riscontrati in

Podarcis sicula. 1 colori sono del tutto

indicativi; per le sigle si rimanda al testo

nelle squame, recenti ricerche (Lopez
et al., 2004) hanno sostenuto una
scarsa utilita di questi caratteri, nella
discriminazione. D’altra parte
preliminari studi, condotti durante il
primo anno di dottorato in siti
campione avevano gid messo in

evidenza il potere differenziativo del

colore di fondo dei fianchi rispetto
alla maculatura interna alla squama.
In definitiva i possibili stati cromatici

dei fianchi variano dal bianco (B), al

verde (V), al celeste (C), all’azzurro intenso (A), fino al nero (N) e sono

riportati nello schema di figura 13.

Per il settore relativo al

dell’animale, si valuta

Innanzitutto

capo

il

colore di fondo che pud essere marrone
M), V),

contemporaneamente

verde marrone e verde

(MV),  oppure
azzurro intenso (A). Su questa base
cromatica, le squame risultano screziate
da macchioline pit o meno grandi ed
intense e distribuite in maniera pitt 0 meno
omogenea all’interno delle squame stesse
loro bordi. carattere

o sui Questo

rappresenta il secondo criterio

differenziativo. Quindi ciascun colore di
base pud presentare quattro stati diversi:
con screziature distribuite in modo
omogeneo al centro delle squame (OI,

Omogenee Interne) o sui bordi (OE,

=aE Bl

Ol OE

LFT 11 W

DI DE
Figura 14 - schema delle possibili
combinazioni di distribuzione delle
relativamente  alle

macchie  scure

squame parietali della testa delle

lucertole. Per le sigle si rimanda al testo

Omogenee Esterne) oppure con screziature distribuite in modo non omogeneo

47



al centro (DI, Disomogenee Interne) o sui bordi delle squame (DE,
Disomogenee, Esterne). Lo schema dei 4 possibili stati, tralasciando 1 colori di
fondo, ¢ rappresentato in figura 14. Infine ciascun colore di fondo si puo
presentare anziché con macchie distribuite, abbinato ad un colore nero diffuso,
che genera il fenotipo indicato con la N.

In ultimo, il dorso, con i suoi disegni possibili ¢ la regione corporea che si

presenta piu variabile, con fenotipi non facilmente classificabili, in quanto

FH1

AVAL

WL

L8

Figura 15 - schema dei pattern dorsali ricorrenti nei campioni di Podarcis sicula; per le codifiche

delle sigle si rimanda alla figura 16
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caratterizzati da un continuum di stati possibili: un pattern maculato, per
esempio, leggermente piu saturato di macchie, ricade facilmente in un altra
classe. Si ¢ reso necessario, quindi, creare una vera e propria chiave
interpretativa, descritta nella figura 16, che sfocia in 17 casi possibili (fig. 15).
La prima caratteristica che viene valutata ¢ la presenza o ’assenza della stria
vertebrale, che definisce rispettivamente gli stati P e A. Se la stria dorsale ¢
presente si analizza [’anastomosi di questa con le macchie delle strie
dorsolaterali scure; in caso positivo si stima 1’intensita delle macchie (M) e si
definiscono tre stati: PM1, PM2, PM3. Viceversa nel caso in cui le macchie
non tocchino la stria (O) ci si concentra su quest’ultima per valutare se ¢
discontinua (POD), oppure continua con la presenza di strie dorsolaterali scure,
generate da una maculatura intensa (POL) ovvero piu lassa (POC). Tornando
alla prima caratteristica considerata, qualora il fenotipo non mostri la stria
centrale, si valuta la predominanza della pigmentazione di base, che puo essere
verde (V) o nera (N): il colore di fondo dipende dal numero, dalla forma, dalla
grandezza delle macchie nere sulla base verde. Nel caso in cui predomini il
verde puo capitare che non ci siano macchie, dunque il disegno risulta assente
(AVAI e AVA2 a della tonalita di verde, che diventa progressivamente piu
scuro), ovvero si possono riconoscere solo le due fasce laterali (AVL), o,
ancora delle macchie che generano una reticolatura pressoché perfetta (AVC)
ed infine si possono ritrovare delle macchie disposte su file trasversali al piano
antero-posteriore del corpo dell’animale (AVT). Progredendo con ’intensita e
il numero delle macchie nere su fondo verde da questo pattern, facilmente si
ricade nella classe di equivalenza dei due colori verde e nero (AVN).
Progressivamente, poi il nero prevale rispetto al verde di fondo, per la
saturazione del disegno (AN). Tra questi, 1 4 possibili casi riscontrati vedono
un’intensita crescente delle macchie (AN1, AN2, AN3, AN4), fino a sfociare

nel fenotipo completamente nero, melanico (ANN).
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.4.1.3 Analis molecolari

1.4.1.3.1 Scelta dei Marcatori molecolari

Per gli obbiettivi fissati in questa ricerca, necessariamente 1’analisi con

marcatori molecolari deve prevedere I’affiancamento di due diverse linee di

introspezione, 1’'una che indaga a scala intrapopolazionistica e 1’altra che
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inferisce le relazioni interpopolazionistiche: se da una parte appariva
importante indagare le relazioni matrilineari per una ricostruzione filetica,
dall’altra non si poteva tralasciare 1’ informazione sulle peculiarita
popolazionistiche in ragione di eventi ricombinativi. Solo in tal modo ¢ stato
possibile affrontare le diverse esigenze definite dagli obiettivi della ricerca. A
tal fine I’analisi genetica ¢ stata progettata secondo due linee d’indagine
mediante due tipi di marcatori molecolari differenti. I primi sono rappresentati
dai microsatelliti, interspersi nel DNA nucleare, il secondo ¢ costituito da un
tratto di un gene del DNA mitocondriale. I seguenti paragrafi riportano

separatamente le fasi di analisi dei due tipi di marcatori.

1.4.1.3.2 Microsatelliti

I microsatelliti sono regioni ritenute non codificanti intersperse nel
genoma degli eucarioti, maggiormente frequenti, appunto, nelle regioni
genomiche non codificanti (Hancock, 1999): essi sono costituiti da corti motivi
ripetuti, generalmente ciascun non piu lungo di 6 basi, (Garza et al., 1995 ). 1
motivi costituiti da dinucleotidi sono 1 tipi di microsatelliti pit comunemente
isolati, forse a causa della loro frequenza nei genomi degli eucarioti (Queller et
al., 1993), anche se i loci tri- e tetranucleotidi sono sempre piu utilizzati,
probabilmente in relazione all’avanzamento delle tecniche di isolamento
(Gardner €t al., 1999). Dal momento che sono state trovate migliaia di volte in
genomi di vertebrati e non sono riconosciute forme di espressione, i
microsatelliti, in genere sono considerati dei marcatori neutrali, eccetto per i
casi di linkage a geni funzionali (De Woody, 2005). I loci microsatelliti
risultano essere ipervariabili, con un tasso di mutazione stimato tra 10” e 107
(McDonald & Potts, 1994). Le mutazioni si esprimono attraverso variazioni
nella lunghezza del motivo ripetuto (Wright, 1994), per 1’acquisizione o la
delezione dei motivi. Cio provoca, dunque, in genere livelli abbastanza alti di
polimorfismo per lunghezza; infatti, la diversita genetica nei frammenti
microsatelliti degli animali, espressa in numero di alleli e in eterozigosita in
una popolazione, ¢ generalmente alta (De Woody, 2005). Tale caratteristica
rende i microsatelliti buoni marcatori molecolari codominanti negli studi di

genetica delle popolazioni, facilmente analizzabili, in quanto gli alleli di
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differente lunghezza possono essere riconosciuti mediante tecniche semplici,
quale ¢ ’elettroforesi.

I meccanismi responsabili della propagazione e del mantenimento dei loci
microsatelliti non sono noti definitivamente, ma due ipotesi sono le piu
accreditate. Il processo definito “Sipped-Strand Mispairing” (SSM) consiste in
una denaturazione locale della doppia elica, un appaiamento scorretto dei
filamenti con una slittamento di alcune basi e la successiva rinaturazione. Nel
loop che si forma per 1’appaiamento slittato non ci sono riparazioni fino al
successivo ciclo di replicazione: cosi si verifica 1’aggiunta di un’unita ripetuta
se il loop si trova sul filamento di allungamento e viceversa una delezione della
stessa unita ripetitiva se si trova sul filamento stampo. Piu lunga ¢ 1’unita
ripetitiva maggiormente distorta dovrebbe essere la doppia elica allineata
scorrettamente. Wells et al. (1967) hanno riscontrato che i tassi di inserzioni di
unita ripetute diminuiscono quando il motivo ripetuto passa da 2 a 4 basi, in
accordo con un principio di riduzione della distorsione nel DNA, per cui sono
sfavoriti gli eventi che interessano distorsioni della doppia elica quanto piu il
motivo ripetuto ¢ lungo.

L’altro meccanismo ritenuto responsabile dell’aumento del numero di
ripetizioni del microsatellite avviene a livello cromosomico, piuttosto che
molecolare: un crossing-over ineguale (Smith, 1976), o in mitosi o in meiosi.
Tale processo, dunque, richiede un appaiamento dei cromatidi in modo
scorretto, una stabilizzazione di tale appaiamento ed un riallineamento sul
filamento opposto seguito dal crossover.

I microsatelliti rappresentano marcatori molto versatili, che possono essere
utilizzati per affrontare questioni a differenti scale tassonomiche, da quelle
specifiche ed interspecifiche (Longmire et al., 1993) a livello parentale
(McDonald & Potts, 1991; Kelogg et al., 1995; Primmer et al., 1995) a livello
di popolazione (Dallas et al., 1995; Gibbs et al., 1996). Un’altra caratteristica
dei microsatelliti che li rende marcatori molto agevoli ¢ di essere fiancheggiati
da regioni di DNA altamente conservate, con tassi di mutazioni molto bassi,
entro le quali ¢ possibile disegnare primers utili all’amplificazione delle

regioni centrali piu variabili. Tale caratteristica permette 1’identificazione dei
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primers da utilizzare nella ricerca mediante la metodologia definita “Cross-
Soecies Amplification” (CSA), evitando in tal modo procedure dispendiose in
termini economici e di tempo (Mc Donald & Potts, 1994), quali la costruzione
di library genomiche, 1’analisi tramite cloni, il sequenziamento dei cloni
contenenti tandem repeats e lo sviluppo dei primers per I’amplificazione (Zane
et al., 2002). La metodica utilizzata anche in questo lavoro del CSA consiste
nel valutare ed in caso positivo nell’usare primers costruiti per altre specie
filogeneticamente correlate alla specie d’interesse (Moore et al., 1991; Zardoya
et al., 1996; Fields & Scribner, 1997; Galbusera et al., 2000) proprio in
relazione al basso tasso di mutazione della regione. La probabilita che i
primers eterologhi riescano ad amplificare ¢ inversamente proporzionale al
tempo di divergenza dei taxa considerati (Primmer et al., 1996).

Al fine di interpretare la variabilita genetica nel numero di ripetizioni dei
loci microsatellite € necessario capire i processi che determinano la variazione
anche al livello di popolazione. I cambiamenti possono essere spiegati sia a
livello molecolare, come i meccanismi di mutazione o il tasso di mutazione, sia
a livello popolazionale, con deriva genetica e selezione (Nauta & Weissing,
1996). Esistono due modelli che incorporano mutazioni e deriva genetica e che
spiegano la variabilita genetica nei microsatelliti. L’Infinite Allele Model
(IAM) assume che ciascuna mutazione dia origine ad un nuovo allele (Shriver
et al., 1993) generando potenzialmente un numero infinito di alleli. Lo
Sepwise Mutation Model (SMM), al contrario considera i possibili stati allelici
come multipli di un numero discreto, rappresentato dall’unita ripetitiva del
microsatellite. Simulazioni al computer hanno mostrato che tale modello
spiega bene le variabilita a carico di un dinucleotide, rispetto a tri-esanucletidi,
la cui variabilita a livello popolazionale ¢ descritta meglio dal IAM (Shriver et
al., 1993). I due modelli sono stati anche descritti come fasi di un unico
modello, in cui la maggior parte delle mutazioni sono a piccole fasi come
descritto da SSM, ma alcune sono caratterizzate da cambiamenti in lunghezza

estremi, derivanti da UCO (Unequal Crossing Over; Jin et al., 1996).

1.4.1.3.3 DNA mitocondriale

Per gli aspetti della ricerca che riguardano le ricostruzioni filetiche e
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filogeografiche ci si ¢ rivolti, al DNA mitocondriale (mtDNA). Gli studi
filogeografici intraspecifici, che rivelano pattern di variazione risultanti da
barriere storiche o recenti al flusso genico tra le popolazioni, iniziarono proprio
usando I’'mtDNA (Avise, 2000). Tale molecola, infatti, soddisfa alcuni criteri
specifici richiesti dal tipo di introspezione, quali fra gli altri di essere
facilmente isolabile, di essere presente nelle cellule in copie multiple e di avere
una struttura genica piuttosto conservata in tutti i vertebrati superiori e
piuttosto semplice, priva di sequenze ripetute, di elementi trasponibili, di
pseudogeni ed introni. Inoltre, la molecola esprime bene diversi stati qualitativi
di un carattere in modo che le interrelazioni tra gli individui possono essere
inferite mediante criteri di parsimonia. E’ ben noto che il mtDNA ¢ trasmesso
in modo diretto, senza subire ricombinazione ed altri meccanismi di
riarrangiamento genetico (Brown et al., 1979; Vawter et al. 1986); la maggior
parte, quindi, dei cambiamenti genetici consistono in sostituzioni nucleotidiche
ed in alcuni casi in delezioni/inserzioni. Questo comporta che i segnali
molecolari di deriva genetica siano particolarmente robusti (Avise, 2004).

Infine, un’altra caratteristica che rende il mtDNA un sistema molecolare
per cosi dire ideale per determinati studi ¢ rappresentato dall’elevato tasso
evolutivo (da 1 a 10 volte piu elevato di quello medio del DNA nucleare a
singola copia): nuovi stati di un carattere analizzato possono essere rinvenuti
anche durante lo sviluppo di una specie (Avise et al., 1987).

Le caratteristiche descritte fin qui, pero, determinano anche alcuni limiti
potenziali e/o reali a carico del marcatore molecolare, che ¢ necessario tener
presente quando si lavora con il mtDNA. Esiste la possibilita di processi di
omoplasia dovuta a fenomeni di transizione di base che si ripetono in alcuni
siti nucleotidici nell’intervallo di tempo che intercorre dalla separazione di due
linee. Ma questo problema viene generalmente superato dal momento che gli
studi basati sul mtDNA considerano diverse centinaia di paia basi, spesso
anche appartenenti a porzioni genomiche diverse: similitudini diffuse vengono
verosimilmente attribuite a relazioni parentali piuttosto che a fenomeni di
evoluzione convergente. D’altra parte sono stati messi a punto metodi che

permettono il riconoscimento ed il trattamento di casi di omoplasie in

54



situazioni di dubbia attribuzione degli aplotipi (Avise & Lansman, 1983).

Non sono pochi gli studi che hanno messo in luce il potere del mtDNA per
le ricostruzioni filogenetiche nella famiglia Lacertidae a diversi livelli (Thorpe
et al., 1993; 1994; Castilla et al., 1998; Fu, 1998; Harris €t al., 1998a; 1998b;
2002; Pinho €t al., 2003; Busack €t al., 2005; Podnar et al., 2005; Poulakakis et
al., 2005; Rocha et al., 2006) e piu nello specifico tra alcune popolazioni di
Podarcis sicula (Oliverio et al., 1998; Oliverio et al., 2001; Capula, 2003; Lo
Maggio et al., 2005). I marcatori piu frequentemente utilizzati ricadono in tratti
del 12S rDNA, del 16S rDNA, e del citocromo b. In questa ricerca si ¢ scelto
di adottare come marcatore mitocondriale; un tratto del gene che codifica per la
subunita 1285 del ribosoma (12S rDNA); la scelta di tale regione ¢ dipesa anche
dall’esigenza di permettere confronti tra le popolazioni oggetto di studio ed
altre della stessa specie, oggetto di altri studi. Un’attenta ricerca bibliografica
ha indicato la disponibilita di numerose sequenze complete del 12S rDNA
depositate in GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) non solo di diversi

individui della specie in generale ma anche di alcune sottospecie riconosciute.
1.4.1.3.4 Procedure di laboratorio

Estrazione del DNA ed Elettroforesi in gel di agarosio

L’estrazione del DNA ¢ stata ottenuta attraverso la rottura meccanica di 3
mm’ di tessuto muscolare della coda, lisi degli organuli, eliminazione delle
proteine e successiva purificazione del materiale genomico ottenuto; tale
procedura ¢ stata eseguita mediante [’uso di un kit di estrazione GenElute TM
Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma Aldrich) seguendo il
protocollo descritto dalla casa produttrice. Il tessuto muscolare privato delle
squame e tagliuzzato viene risospeso in una soluzione di lisi contenente sali
caotropici e proteinasi K. Durante la digestione della durata di circa 4 ore a
55°C, 1 preparati sono stati piu volte agitati e pestellati. Al termine di questa
fase, viene aggiunta per un’incubazione di 10 minuti a 70°C un’altra soluzione
di lisi cellulare. Per I’isolamento del DNA genomico vengono effettuati dei
lavaggi successivi del lisato in etanolo puro, in appositi microtubi pre-

assemblati dotati di filtri membranosi silicei preventivamente attivati. Infine,
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dopo un lavaggio ulteriore con una soluzione che rimuove i contaminanti,
I’eluizione del DNA ¢ stata effettuata in 200 pl di H,O bidistillata sterilizzata.
Il risultato della procedura di estrazione del DNA genomico totale ¢ stato
verificato attraverso una corsa elettroforetica su gel di agarosio. La
concentrazione di agarosio utilizzata ¢ pari allo 0.8-1% in TBE 1X, al quale
viene aggiunto 1/100 del volume in pl di EtBr (10mg/ml), per poter
visualizzare le molecole di DNA sotto irragiamento con la luce ultravioletta: il
DNA contenuto nei campioni, attraversando il gel di agarosio durante la corsa
elettroforetica, assume il EtBr che si intercala fra le basi nucleotidiche ed
emette fluorescenza all’UV. Un’aliquota di 6,0 pl di campione viene caricata
nei pozzetti del gel e viene fatta migrare sotto 1’effetto di un campo elettrico.
Le molecole a doppio filamento migrano con una velocitda inversamente
proporzionale al logjo del loro peso molecolare. Contemporaneamente in un
pozzetto viene caricato anche un marcatore di peso molecolare noto che genera
quindi bande di dimensioni note, ad altezze fisse nel gel. Nel caso specifico il
ladder utilizzato ¢ da 1kb genera 11 frammenti ciascuno di 500 paia di basi di
differenza dai due piu vicini. In tal modo ¢ possibile ottenere anche una stima

quantitativa di DNA estratto.

Amplificazione dei frammenti di DNA

La PCR (Polymerase Chain Reaction) rappresenta un potente strumento
per effettuare e replicazioni di tratti di DNA in vitro. Tale processo ¢ altamente
sensibile al punto tale da riuscire ad estrarre singole molecole di DNA o singoli
geni o pezzi di geni dall’intero DNA genomico e amplificarlo numerose volte
(Innis & Gelfand, 1990). Parallelamente quindi ad una replicazione naturale,
gli stampi sono costituiti da filamenti singoli ottenuti mediante denaturazione a
temperature alte (prossime ai 90°C). In un termociclatore si effettuano
programmi di amplificazione specifici costituiti per grandi linee da cicli che si
ripetono, dopo la denaturazione iniziale. Ciascun ciclo ¢ costituito da una fase
di denaturazione, seguita da una fase di appaiamento dei primers (annealing)
scelti in modo da essere omologhi a sequenze presenti sullo stampo e 1’ultima
fase di allungamento (extention) del DNA copia. La replicazione avviene

grazie all’azione della Taq polimerasi, enzima ormai proveniente
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dall’eubatterio termofilo Termus acquaticus, che proprio per la sua
provenienza ¢ stabile anche alle temperature elevate. Il numero dei cicli di
polimerizzazione del DNA varia in funzione del protocollo specifico, in genere
tra 1 trenta ed 1 quaranta; attraverso il susseguirsi di tali cicli si ottiene una
replicazione esponenziale di tratti lunghi anche fino a 1-3 kb.

L’uso di due tipi di marcatori differenti, nucleari ¢ mitocondriale, ha
determinato la necessita di protocolli di lavoro differenti. Per questo motivo le

procedure verranno descritte separatamente.

Frammenti microsatelliti

Su base di ricerche bibliografiche e avvalendosi della banca dati genomica
telematica GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) sono stati identificati dei
primers microsatelliti sintetizzati per specie affini a Podarcis sicula, ovvero in
particolare disegnati per Lacerta agilis e per Podarcis muralis. Sono stati
provati sui campioni di DNA di P. sicula 5 primersdi L. agilis denominati con
la sigla La ¢ 5 primers di P. muralis denominati con un codice alfanumerico:

di questi, 8 primers hanno amplificato nella specie d’interesse frammenti

Tabella III - sequenze dei primers valutati; gli asterischi indicano i primers che hanno amplificato

frammenti nucleari polimorfi

Sequenza del primer Forward Sequenza del primer Reverse

Lal | 5°- AGGTTTCCTGGCTTGGAG -3’ 5’ — ATTTGCACAAAACAGCAGC -3’
*La2 | 5> - GCTTAAATTGGAACCAGATTG -3 5° - AAGCAGCCAGAACACAGAG-3’
*La3 | 5’ - AGTAGGAGCGAGAAGAATCAG -3 5 - GACATATGGCAGAAGAGCAG -3’

*La4 | 5> - CATGAGCAAAGCAATGAGC -3’ 5’ - TGGAATGTGTCATTGAACTCTG -3’
*La6 | 5° - GACTGGCGCATTCTATAAAAC -3’ 5’ - GCCTTAAAGGGCCATCAG -3’
*A7 | 5 -TGCTTATGGGTGATGACTGG -3’ 5 —~AGAATTGCAGAGGTGGAAGG -3’
*B3 | 5 - CTGTCCTCTCACAGTTCACTCC -3 5" —~AAAGAGCTAAGAAGCGAAGACC 3’
*B4 | 5 - AATCTGCAATTCTGGGATGC -3’ 5’-AGAAGCAGGGGATGCTACAG -3’

B6 |5 -CTGCTGCTTCAATCACACTC-3’ 5’-GCCTTGCCTCTCCAGAAC -3’

*D1 | 5 -GAGTGCCCAAGACAGTTGTAT -3’ 5" -GAGGTCTTGAATCTCCAGGTG -3’

microsatelliti effettivamente polimorfi. Nella tabella III vengono riportate le
sequenze dei primers valutati.

Per ciascun locus microsatellite sono state messe a punto le condizioni di
amplificazione, partendo dalle informazioni bibliografiche e adattandole per
permettere la reazione su P. sicula. Per i loci microsatelliti amplificati con
primers La, di L. agilis, si ¢ partiti dal protocollo di amplificazione descritto da

Gullberg et al. (1997). Per gli altri loci microsatelliti si ¢ fatto riferimento ai
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protocolli descritti da Nembrini e Oppliger (2003). Quindi, sono state effettuate

amplificazioni per tutti gli individui di ciascuna popolazione considerata. In

tabella IV sono riportate le reazioni allestite per i 10 loci microsatelliti.

Tabella IV - protocolli di reazioni di amplificazione per i loci microsatelliti

Lal La2 La3 La4d Laé AT B3 B4 B6 D1
DNA template (ng) 100 200 100 100 200 100 100 100 100 100
Tampone (X) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
MgCl, (mM) 2,0 2,0 2,0 2,5 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
dNTPs (nM) 400,0  400,0 200,0 400,0 400,0 400,0 250,0 200,0 250,0 400,0
Primer (nM) 1,0 1,0 0,5 0,8 1,0 0,8 1,3 0,8 1,3 0,8
Taq polimerasi (U.E.) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Volume finale (ul) 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0

Di seguito, nella tabella V, sono riportati i programmi di amplificazione

per i diversi frammenti microsatelliti.

Tabella V - programmi di amplificazione dei loci microsatelliti

La2 La3 La4 La6 A7 B3 B6 D1
Denat. iniziale  [94°Cx5" 94°Cx5"  94°Cx3'  94°Cx3'  95°Cx3'  94°Cx3'  94°Cx3'  94°Cx3!
Denaturazione  [94°Cx45" 94°Cx45" 94°Cx30" 94°Cx30" 94°Cx45" 94°Cx30" 94°Cx30" 94°Cx30"
Appaiamento  [54°Cx30" 54°Cx30" 60°Cx30" 58°Cx30" 60°Cx30" 58°Cx30" 58°Cx30" 58°Cx30"
Estensione 72°Cx30" 72°Cx30" 72°Cx30" 72°Cx30" 72°Cx30" 72°Cx30" 72°Cx30" 72°Cx30"
Ne di cicli 40 32 32 33 35 33 33 33
Estens. finale  [72°Cx10' 72°Cx10' 72°Cx10" 72°Cx10' 72°Cx10" 72°Cx10" 72°Cx10" 72°Cx10'

DNA mitocondriale

Anche I’amplificazione dei tratti di mtDNA d’interesse ¢ stata effettuata

mediante 1’'uso di primers pubblicati in bibliografia. Il primo tratto, nella

regione 5’ del gene 12S rDNA, ¢ stato amplificato con primers riportati da

Oliverio et al. (1998) ed avvalendosi del protocollo definito dallo stesso autore

(Oliverio et al., 2001). 11 secondo tratto, posto nello stesso gene un po’ piu a

valle, ¢ stato amplificato con primers riportati da Knight e Mindell (1993), con

un protocollo descritto da Podnar et al. (2005). Di seguito si riportano le

sequenze dei 4 primers utilizzati:
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12s_Luc_H 5’- AGAACAGGCTCCTCTAGG -3’

12s_Luc_L 5’- ATTTCGTGCCAGCCAC -3’

H-981 5’- GTACACTTACCTTGTTACGACTT -3°

L-524 5’- AAACTGGGATTAGATACCCCACTA -3’

Le due reazioni di amplificazioni sono state allestite e espletate come
descritto successivamente (tab. VI e VII):

Tutte le amplificazioni
Tabella VI - protocolli di reazioni di amplificazione dei

due tratti di mtDNA amplificato

12sreg. 5> 12sreg.3’ sono state eseguite in
DNA template (ng) 100 100 termociclatori  Duatec 96
Tampone (X) 1,0 1,0
MgCl, (mM) 10 10 wells.
DNTPs (nM) 0,3 0,3 Per verificare la riuscita
Primer (uM) 0,5 0,0 , . . . :
Taq polimerasi (U.E.) 0.5 0.5 dell’amplificazione, i prodotti,
Volume finale (ul) 25,0 25,0 colorati con blu di

bromofenolo, sono stati sottoposti ad elettroforesi su gel di agarosio al 2% in

TBE 1X, secondo gli stessi
Tabella VII - programmi di amplificazione dei tratti . oy - \

principi gia descritti; cosi la
di mtDNA analizzati

visualizzazione € avvenuta su un

12sreg. 5> 12sreg. 3’
Denat. imiziale . |93°Cxs’  94°Co2’ transilluminatore UV ed 1 risultati
. X X
Denaturazione  [94°Cx45"  95°Cx10" sono stai fotografati mediante
Appaiamento  [50°Cx1'  50°Cx20" fotocamere digitali Fujifilm S5000
Estensione ocx1! oCx! .
7P 720K e Olympus C200. I prodotti di
Ne di cicli 30 35
Estens. finale 72°Cx5 72°Cx7 amplificazione sono stati purificati

per filtrazione, utilizzando il
GenEluteTM PCR Clean-up kit della SIGMA o il GFXTM PCR DNA and Gel
Band Purification Kit della Amersham Bioscences, seguendo i rispettivi
protocolli indicati dalla casa. Nucleotidi, primers ed enzima in eccesso
vengono cosi allontanati insieme alle impurita, aumentando notevolmente il
grado di purezza del DNA, grazie all’'uso di colonnine dotate di filtri
contenenti una matrice fibrosa di vetro e di agenti caotropici che denaturano le
proteine e favoriscono il legame del doppio filamento di DNA ai filtri. Il DNA

purificato viene, quindi, eluito in un tampone a bassa forza ionica (TE, Tris-
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HCl o acqua) ed ¢ stato quantificato mediante stima in una nuova corsa
elettroforetica su gel di agarosio al 2% in TBE 1X.

Da questo punto per i due tipi di marcatori molecolari sono state seguite
procedure differenti. Per quanto riguarda i frammenti nucleari, dopo aver
messo a punto il protocollo e dunque accertata 1’avvenuta amplificazione, al
fine di verificare I’effettiva presenza di un motivo ripetuto nel prodotto
amplificato, il purificato ¢ stato sottoposto a sequenza diretta; la procedura
verra descritta successivamente.

In tabella VIII sono riportati i motivi ripetuti rinvenuti in P. sicula
affiancati a quelli pubblicati in bibliografia per ciascun primer, relativi alle

specie su cui sono stati disegnati.

Tabella VIII - motivi ripetuti dei loci microsatelliti riscontrati nella

ricerca a confronto con quelli riportati in letteratura

Motivo ripetuto in

Podarcis sicula Bibliografia

Lal |(CT);o(AAC), (GT)14

La2 [(AT)y(AC)GTG(AC)3 (GT)6

La3 [(CA)s (GA)z

La4 |(CA)(CT)((AT),(CT);(GA)1y  (GT)yo

La6 |(GT),(AAT); (GT)y7

A7 (AG)3 (GT) 45

B3 (GA)TAGA(GA) 5 (TAGA);(GA)4
B4 [(TA)(AG)s (AG)s6

B6 [(TC)(TG)(GA), (AG)y,

D1 (CTT),4 (CTT)6

Le fasi successive, che hanno riguardato i due tipi di marcatori, sono state:

per i frammenti microsatelliti, I’elettroforesi capillare e la valutazione

degli alleli;

per i tratti di mtDNA, il sequenziamento diretto e il confronto fra le

sequenze.

Elettroforesi capillare per i frammenti di DNA microsatellite

Gli amplificati ottenuti sono stati sottoposti successivamente ad
un’elettroforesi capillare per la visualizzazione dei frammenti amplificati e la

determinazione della lunghezza dei singoli alleli. I criteri della procedura sono
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simili a quelli dell’elettroforesi su gel, benché la sensibilita delle due versioni
sia completamente differente. L’elettroforesi capillare, infatti, permette di
discriminare la lunghezza di due frammenti che differiscono anche di una
singola base nucleotidica.

Per fare ci0, verificata la presenza del motivo ripetuto, sono state effettuate
amplificazioni in tutti gli individui delle diverse popolazioni con il primer
forward fluorocromato all’estremita 5°. I fluorocromi utilizzati sono FAM ed
HEX, a seconda dei casi.

Per lo screening dei frammenti microsatelliti ¢ stata allestita una miscela
di reazione per ciascun campione di 2 pl di prodotto di amplificazione,
contenente 12,0 pl di formammide deionizzata e 0,4 pul di GENE SCAN 500
Rox (Applied Biosystem), un marcatore, che genera una rosa di 12 frammenti a
peso molecolare noto. Il caricamento dei campioni nel sequenziatore
automatico a singolo capillare ABI 3100 viene effettuato a seguito di una
denaturazione.

I risultati della corsa elettroforetica sono visualizzati sotto forma di
elettroferogrammi (fig. 17a), costituiti da picchi che restituiscono la lunghezza
del frammento marcato con 1’'uno o I’altro fluorocromo. Sulla base della lettura
dei picchi del marcatore, i software dedicati effettuano una taratura che
permette di conoscere la lunghezza del frammento d’interesse. La lettura delle
rispettive lunghezze e la compilazione delle matrici per 1’elaborazione dei dati

sono state effettuate mediante il software GENOTYPER 2.0.

Reazioni di sequenza ed analisi delle sequenze per il mtDNA

Circa 200 e 400 ng di prodotto di amplificazione, rispettivamente per i due
tratti del 12S rDNA, sono stati necessari per allestire le reazioni di sequenza,
secondo il metodo enzimatico di Sanger et al. (1977) modificato, utilizzando
I’ABI BigDye® Terminator vl.1 Cycle Sequencing Kit, il cui enzima ¢
I’AmpliTaq DNA polimerasi. Questo enzima ¢ una forma mutante della Taq
polimerasi, privo di attivita nucleasica 5’—3’ e con capacita di discriminare tra
1 didesossiribonucleotidi drasticamente ridotta.

La quantitd di DNA necessaria per effettuare il sequenziamento viene

portata a 2 ul di soluzione mediante essiccamento o risospensione in acqua
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distillata, a seconda della concentrazione nel prodotto di purificazione; al DNA
viene aggiunta una miscela di reazione con 1,0 ul di Big Dye, 1,0 ul di primer
(Forward o Reverse) in concentrazione di 1,6 uM e 1,0 pl di H,O, per un
volume totale di 5,0 pl di soluzione. Le condizioni di sequenziamento sono le
seguenti:

denaturazione a 96°C per 10 secondi
appaiamento a 50°C per 5 secondi
estensione a 60 °C per 4 minuti
ripetute per un totale di 25 cicli.

Al termine dell’amplificazione il DNA viene fatto precipitare e purificato
dai terminatori in eccesso, mediante 1’aggiunta iniziale di 20,0 pl di HyO, il
doppio del volume di reazione di etanolo assoluto glaciale (50,0 pl) e 1/10 del
volume di reazione di acetato di sodio (3M, pH 4.6). Dopo 30 minuti a -80°C,
la miscela ¢ stata centrifugata per 30 minuti a 12.000 rpm. Il precipitato ¢ stato
ulteriormente purificato mediante tre lavaggi consecutivi in etanolo al 70% in
centrifuga per 20 minuti a 11.000 rpm, per essere infine essiccato sottovuoto
dai residui alcolici. Ogni campione ¢ stato poi risospeso in 12,0 ul di
formammide deionizzata ed ¢ stato cosi denaturato con un passaggio a caldo a

94°C per 3 minuti. Il

LD_F313 91 Blue
4000 DNA denaturato e
f ', Fon0 ) . )
_ 1000 risospeso ¢ stato poi
E-P362 63 Blue caricato in un

f 6000
(<000 .
/ L [ 2000 sequenziatore

automatico capillare

434,18 =

o0 10 110 120 130 140 150 160
TCAGGG CTTAGCATAGTAGGOTAT CTAAT CCTAGTTT AT TTCTAAG CTTT COT GT AAT CAAG AATAT AATAT TAAG £

|
Figura 17 — esempi di elettroferogrammi: in a, i picchi indicano la lunghezza del frammento

microsatellite; in b, una sequenza di un frammento di mtDNA
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Applied Biosystem3100 (Perkin Elmer).

Le sequenze cosi ottenute, sotto forma di elettroferogrammi (fig. 17b),
sono state analizzate mediante Software che permettono la valutazione della
qualita di ogni singola sequenza, il confronto di sequenze diverse, la correzione
manuale degli errori compiuti dai sequenziatori automatici. In particolare
mediante 1 programmi Chromas 20.1
(http://www .technelysium.com.au/chromas.html) e BioEdit 5.0.9 (Hall, 1999;
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) ogni sequenza ¢ stata corretta
a mano e poi allineata alle altre utilizzando 1’algoritmo Clustal W (Thompson
et al., 1994; Higgins et al., 1996) implementato in BioEdit.

Le stesse procedure sono state applicate alle sequenze microsatelliti
effettuate per verifica della presenza dei motivi ripetuti nel prodotto di

amplificazione.

1.4.2 Elaborazioni

Le elaborazioni dei dati di diversa natura, fenotipici e molecolari, sono
state effettuate mediante 1’uso di software specifici per i diversi fini perseguiti.
Di seguito saranno, quindi, richiamate le procedure su cui si basano i

programmi utilizzati in relazione alla finalita di volta in volta perseguita.

[.4.2.1 Trattamento de dati morfometrici e cromatici

Per rendere oggettive le eventuali variazioni caratterizzanti le tre
popolazioni insulari sono state effettuate analisi fenotipiche, basate sulla
morfometria e sui cromatismi. Le variazioni morfologiche tra le isole e tra
ognuna di esse e le popolazioni della terraferma prospiciente sono state
esaminate mediate analisi univariata (confronto tra medie di ogni singolo
carattere, distribuzione dei caratteri nelle popolazioni) e multivariata (Analisi
Fattoriale). Tra le tecniche di ordinamento fattoriale I’elaborazione & stata
condotta mediante 1’Analisi delle Componenti Principali (PCA, Principal

Component Analysis), una trasformazione lineare che converte un data set
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multidimensionale in un nuovo sistema di coordinate: in esso la piu alta
varianza di ciascuna proiezione dei dati ricade sulla prima coordinata, ovvero
sulla prima componente principale, la varianza progressivamente piu piccola
sulla seconda componente principale e cosi via. Le diverse componenti
principali sono estratte dalla procedura in modo da essere ortogonali e dunque
indipendenti. L’analisi ¢ stata condotta impostando una matrice di correlazione
basata sui semplici coefficienti di correlazione, I’estrazione di tutti gli
autovalori con valore superiore ad 1 e adottando una strategia di rotazione di
tipo VARIMAX.

Prima dell’analisi € stata condotta una standardizzazione dei dati bruti, al
fine di eliminare 1’influenza della dimensione corporea sulle singole misure
morfometriche. In accordo con la procedura indicata da Losos et al. (1998), ¢
stata calcolata la retta di regressione di ogni variabile contro la dimensione
Muso-Cloaca (MC) e per le successive analisi sono stati usati 1 residui dei
valori di ogni campione rispetto alla retta calcolata.

I caratteri cromatici, invece, sono stati analizzati mediante una procedura
multivariata di Categorical Principal Component Analysis (CatPCA), cio¢ una
variante della PCA che lavora con stringhe di dati non numerici. Attraverso
una procedura di recoding, le variabili vengono ricodificate in variabili
ordinali. In tale processo di discretizzazione non sono stati attribuiti pesi
diversi alle variabili. Il software utilizzato per entrambe le procedure ¢ stato

SPSS(SPSS Inc., 2005).

.4.2.2 Trattamento de dati molecolari

Le analisi genetiche sono state condotte differentemente per
I’informazione di sequenza (derivante dall’analisi del DNA mitocondriale) e

per quella di frequenza allelica (DNA microsatellite).

Sequenze

Gli allineamenti delle sequenze sono stati condotti con I’algoritmo Clustal
W (Thompson et al., 1994; Higgins et al., 1996), implementato nel software

BioEdit 5.0.9 (Hall, 1999) e successivamente corretti manualmente. La
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diversita nucleotidica ¢ stata stimata mediante MEGA3 (Kumar et al., 2004;
http://www.megasoftware.net/); 1’individuazione degli aplotipi e le relative
frequenze ¢ stata condotta manualmente.

Mediante Arlequin 31 (Excoffier et al., 2005;
http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3) un software che processa i dati
genetici per estrarre informazioni sui sistemi di accoppiamento, sulla
suddivisione delle popolazioni, sulla demografia trascorsa o sullo scostamento
dalla neutralita per i loci considerati, sono state calcolate due stime della
variabilita nucleotidica, 6; (Nei & Li, 1979) e 0, (Watterson, 1975). La
diversita nucleotidica 0, € basata sul numero medio di differenze nucleotidiche
tra coppie di sequenze e 05 ¢ basata sulla proporzione di siti segreganti nel

campione analizzato.

Un test di selezione neutrale ¢ stato effettuato mediante il D di Tajima

(1989):

_ (};r ﬂ}S
‘JV{”.{{}E (} .S'}

D

I due parametri 0, e 05, pur riflettendo diversi tipi di informazioni, secondo
il modello di mutazione di sequenze Infine Ste Model, dovrebbero essere
uguali in condizioni di equilibrio in accordo con la teoria neutrale. Scostamenti
da queste condizioni si riflettono sui valori dei due parametri e possono essere
generati da selezione, eterogeneita nei tassi di mutazione o repentina crescita

demografica. Il test di Tajima, quindi, paragona le differenze tra le due stime di

0.

La necessita di effettuare datazioni di divergenza tra popolazioni ¢ stata
affrontata mediante due approcci distinti: infatti, alla tradizionale datazione
genetica ¢ stata affiancata anche una simulazione di coalescenza dei genotipi.

La datazione genetica ¢ stata basata sul tasso di mutazione del mtDNA ed
¢ stata calcolata con il software Arlequin 3.1 (Excoffier et al., 2005) mediante
I’algoritmo di Gaggiotti ed Excoffier (2000), in modo da rimuovere gli effetti

di eventuali bottleneck e/o di differenti dimensioni effettive delle due
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popolazioni di riferimento. Il parametro stimato dal modello risulta dalla
risoluzione numerica di un sistema a tre equazioni non lineari con tre
incognite: la prima stima la divergenza di tempo di separazione delle due
popolazioni da una popolazione ancestrale, tarata attraverso il tasso di
mutazione (t = 2Tu), un’altra stima la dimensione della popolazione ancestrale
tarata per il tasso di mutazione (6p = 4Nou) e I’ultima stima la dimensione
relativa delle due popolazioni attuali (k e [1-k]).

La simulazione del processo di coalescenza che ha interessato le
popolazioni esaminate ¢ stata effettuata per individuare la differenza temporale

tra la divergenza genetica e la divergenza popolazionistica (T-t; fig. 18).

Time of population
divergence

_ Time of gene
divergence

1.50

Figura 18 - schema di un albero filogenetico tra due popolazioni che sottende un albero filogenetico
tra due geni. E’ possibile osservare che il momento di divergenza genetica non coincide con quello

in cui le due popolazioni si sono differenziate

Infatti, tale approccio tiene conto delle informazioni di polimorfismo e
genealogia degli aplotipi considerati al fine di ripercorrere il processo
demografico ed evolutivo a cui sono andate incontro le popolazioni. Tale
procedura ¢ stata effettuata mediante il software Mesquite v1.12 (Madison &
Madison, 2006; http://mesquite project.org), che, conduce analisi filogenetiche
(metodi di parsimonia, di likelihood, metodi comparativi, simulazioni ed
alberi) analisi di genetica di popolazione mediante processi di coalescenza:

attraverso simulazioni ricostruisce la genealogia dei geni, all’interno di un
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albero filogenetico di popolazioni.

Frequenze alleliche

Per analizzare la struttura delle popolazioni e per avere informazioni sulla
distribuzione dei genotipi microsatellite in condizioni di non equilibrio, si ¢
proceduto ad un’analisi di agglomerazione di tipo bayesiano, derivata dai test
di assegnazione tradizionali che lavorano con genotipi individuali multiloci
(Paetkau et al., 1995; Dawson & Belkhir, 2001). Tali metodi prima tentano di
identificare probabilisticamente una popolazione in un set di dati genotipici
provenienti da individui ad incrocio casuale: 1’operazione viene effettuata in
modo che il disequilibrio di Hardy-Weinberg, nonché quello gametico, dei dati
di base siano minimizzati. L eventuale allontanamento dall’equilibrio porta a
separare la popolazione in sub-popolazioni. In tal modo gli individui, tutti di
origine ignota, possono essere assegnati a potenziali popolazioni di origine
tenendo conto della probabilita di questi all’interno di ciascuna popolazione
campionata, cosi come viene definito dai dati genetici. Per tale analisi ¢ stato
utilizzato il software STRUCTURE 2.0 (Pritchard et al., 2000a; Falush et al.,
2003; http://pritch.bsd.uchicago.edu).

Il programma implementa un modello di agglomerazione per inferire la
struttura di un gruppo di genotipi costituiti da marcatori no-linked. La matrice
dei genotipi viene analizzata come un’unica popolazione senza alcuna
informazione sulla provenienza degli individui. L’individuazione di strutture
“probabili” viene effettuata sulla base delle caratteristiche genotipiche. Gli
individui del campione vengono assegnati su base probabilistica, mediante una
serie di iterazioni, ad un gruppo o ad un altro o parzialmente a due o piu
gruppi, indicando in tal caso che sono individui “misti”. In tal modo si procede
assegnando gli individui a gruppi di coerenza distinti ed identificando individui
migranti e misti ¢ comparando tali gruppi con la struttura popolazionistica
originaria. Nella procedura di assegnazione si tende a creare gruppi di genotipi
che siano all’equilibrio di Hardy-Weinberg e all’equilibrio di linkage. La
procedura ¢ stata ripetuta impostando ad ogni elaborazione un diverso numero
di gruppi di coerenza (K), che dovrebbero corrispondere alle popolazioni di

appartenenza dei genotipi. La probabilita associata ai diversi modelli di
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struttura derivanti ¢ stata valutata per scegliere quello a maggiore likelihood.
Secondo una simulazione a Catena di Monte Carlo sono state effettuate
1.000.000 replicazioni con un burn-in periods di 10.000 repliche. La scelta del
modello di struttura piu congruente, viene effettuata sulla base della
consultazione di due parametri nell’ambito dei risultati, log Pr(X/K) e o,
I’admixture parameter (Pritchard et al., 2000b), che informa sul grado di
correttezza nell’assegnazione dei genotipi alle K popolazioni richieste,
mediante un valore crescente man mano che aumenta la proporzione di
genotipi appartenenti a piu gruppi. Praticamente viene preferita 1’iterazione in
cui K, il numero di gruppi di coerenza richiesto, sia il piu basso valore che
cattura la maggior parte della struttura dei dati di partenza e a presenti il valore

piu basso.

68



.5 Risultati

1.5.1 Formalizzazione delle variazioni

[.5.1.1 Morfologia e cromatismi

Per I’analisi dei caratteri fenotipici, sono stati considerati in tutto 81

campioni, provenienti dalle isole e dalla costa prospiciente. Di questi 23 sono

provenienti da Cirella, 6 da Diamante, 29 da Licosa, 5 da Punta Licosa, 18 da

Ustica e 23 da Palermo, distinti in Monte Pellegrino ¢ Capo Gallo.

La tabella IX riporta il numero di campioni, il valore medio e la
deviazione standard, i valori minimo e massimo per ciascuna misura
morfometrica considerata. Vengono anche considerati due campioni separati
rispetto al sesso degli individui. In tabella X sono riportati gli stessi parametri,

calcolati per le tre isole, sia per ogni popolazione intera, sia separatamente per

maschi e per femmine.

Tabella IX - valor medio + deviazione standard, valori minimo e massimo per

ogni parametro biometrico considerato, per i campioni delle popolazioni

insulari. N indica il numero di campioni considerato

TUTTE LE POPOLAZIONI
TOTALI MASCHI FEMMINE

MEDIA e MEDIA e MEDIA e
DEV ST MIN-MAX N | DEV ST MIN-MAX N | DEV ST MIN-MAX N
SP 8,0+1,3 6,0-122 76| 8,6x1,0 7,0-10,2 45| 7,1%1,0 6,0-122 31
LMT | 10,2%+2,0 7,0-143 99| 11,2+1,5 7,8-143 68| 8,0+0,6 7,0-9,3 31
RO | 17,4+2,4 8,5-22,1 99| 18,5+2,0 12,1-22,1 68| 15,0+1,5 8,5-16,7 31
AT 7,713 53-12,0 99| 8,4+1,1 6,0-120 68| 6,3+0,5 5,3-7,3 31
AG 7,9+15 51-159 99| 8,2#1,7 51-159 68| 7,1x0,6 6,0-8,7 31
GD | 10,5+1,8 1,8-18,0 98| 11,3+1,7 7,5-18,0 67| 9,3+0,9 7,3-11,0 31
Al 37,5¢49  27,6-500 99| 36,8453  27,6-50,0 68| 39,0+34 29,8433 31
CS | 12,8+2,0 6,7-16,4 99| 13,5%1,8 7,9-16,4 68| 11,1+14 6,7-13,4 31
zP 11,7417 7,7-154 99| 12,5%1,4 8,5154 68| 9,9+0,8 7,7-11,4 31
T 6,5+0,9 4,6-9,2 99 6,8+1,0 5,0-9,2 68| 6,1+0,5 4,6-6,9 31
MC | 72,266 52,0-88,0 99| 73,2+6,5 61,0-880 68| 69,9t6,2 52,0-820 31
DAM| 7,8+1,1 4,0-11,1 99| 8,1#1,1 6,2-11,1 68| 7,109 4,0-8,3 31
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L’analisi fattoriale delle misure morfometriche, condotta secondo la

procedura delle Componenti Principali, ha

di spiegato il 63,6% della varianza cumulativa

Tabella XII - valori
communalita iniziale ed estratta
dalla PCA
Initial Extraction

C 1,000 ,765
ST 1,000 ,863
LMT 1,000 873
RO 1,000 ,619
AT 1,000 ,506
AG 1,000 ,609
GD 1,000 ,396
Al 1,000 ,681
CS 1,000 ,395
ZP 1,000 ,675
T 1,000 ,638
LT 1,000 , 742
DAM 1,000 ,512

nelle prime tre componenti (tab. XI); i valori di

communalita per ciascuna variabile, riportati
nella tabella XII, sono superiori a 0,5 fuorché
per due parametri, la distanza gomito-dito (GD,
0,396) e la lunghezza della fascia dei pori
femorali (CS, 0,395). I grafici riportati nelle
figure 19, 20, 21 e 22, rappresentano la
distribuzione spaziale degli oggetti nello spazio
tridimensionale delle prime tre componenti:
rispettivamente ~ vengono  riportati  gli

ordinamenti degli individui delle 6 popolazioni

e successivamente 1’ordinamento di ciascuna isola con la popolazione della

terraferma prospiciente (per Cirella Diamante, per Licosa Punta Licosa, per

Ustica Palermo).
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Figura 20 - ordinamento in PCA
degli individui di Cirella (isola) e
di Diamante (terraferma), sulla
base dei parametri morfometrici,
tridimensionale

nello  spazio

definito dai primi tre fattori

principali

Figura 22 - ordinamento in PCA
degli individui di Licosa (isola) e
di Punta Licosa (terraferma), sulla
base dei parametri morfometrici,
tridimensionale

nello  spazio

definito dai primi tre fattori

principali

Figura 21 - ordinamento in PCA
degli individui di Ustica (isola) e
di Palermo (terraferma), sulla base
dei parametri morfometrici, nello
spazio tridimensionale definito dai

primi tre fattori principali

Dai grafici riportati si evince un isolamento dei campioni siciliani, rispetto

alle altre popolazioni (fig. 19) ed in particolar modo, nei confronti a coppie si

deduce la differenziazione di Ustica dalla popolazione della terraferma, di
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Palermo (fig. 22). Nessun’altra discriminazione tra le popolazioni viene
evidenziata a carico della morfometria.

In tabella XIII sono riportate le frequenze dei fenotipi cromatici ricorrenti
nelle tre isole per i diversi stati dei quattro compartimenti corporei; nei grafici
di figura 23a, b, ¢ e d sono riportate le frequenze di ciascun fenotipo,
rispettivamente per ventre, fianco, capo e dorso, ricorrenti in ciascuna isola.
Dalle percentuali si evince che il ventre celeste (C) con una rappresentativita
del 28,9% ¢ il piu comune, con il fenotipo bianco (B, 21,1%); tutti gli altri
sono di uno (fenotipo azzurro intenso, A) o addirittura due ordini di grandezza
in meno. Anche nei fianchi si riconosce piu spesso il fenotipo celeste (C,
40,0%) seguito dal verde (V, 26,3%) e dall’azzurro intenso (A, 22,5%). Il capo
piu frequente si presenta a fondo verde e nero (VN, 26,2%), mentre il capo

marrone con screziature sia o o
Tabella XIII - frequenze percentuali dei fenotipi

omogenee sia dlsomogenee riscontrati in Podarcis sicula, per i quattro settori

all’interno  della squama corporei analizzati. Per la spiegazione delle sigle dei

. fenotipi si faccia riferimento al paragrafo 1.4.1.2
(MOI, MDI) presenta in

trambi i . VENTRE FIANCO CAPO DORSO
cntramol 1 casl una Fenot. % Fenot. % Fenot. % Fenot. %
frequenza del 18,0%. Infine, Bo2L1 B 25 ) VM 49 | PM2 5.0
vV o1 V263 |MOI 18,0 | PM3 125

il dorso piu comune nelle tre C 289 | C 400 |MDI 180 | POD 6,3
A 144 | A 225 |[MDE 49 |POL 38

isole sembra essere privo di R 78 N 88 |[vor 98 |POC 13
) . N 1l VOE 1,6 |AVAl 125
linea dorsale, con macchie BC 33 VDI 131 |AVA2 3.8
i 1 fond BA 78 VDE 33 | AVL 13

nere trasversali sul fondo BR 22 VN 262 | aVC 5.0
verde  (AVT, 13,8%),  BY 22 AVI 138
CA 89 AVN 12,5

seguito da tre tipologie di AN 11 ANl 75
AN2 5,0

fenotipi dorsali che AN3 25
AN4 63

mostrano la stessa frequenza ANN 13

(12,5%): uno con la stria
dorsale e quelle laterali anastomizzate in diversi punti (PM3), un altro
mancante di qualsiasi disegno dorsale (AVA1), I'ultimo privo di stria dorsale
con parita di verde e nero (AVN).

Per quanto riguarda, invece, il confronto fra i fenotipi delle tre isole per il

comparto ventrale (fig. 23a), Cirella presenta soprattutto individui con fenotipo
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celeste (C, 35%), mentre Licosa presenta un’alta rappresentativita del ventre
azzurro intenso (A, 45%); Ustica, infine, evidenzia il 100% degli individui a
ventre bianco (B). I fianchi sono celesti o verdi a Cirella (C e V,
rispettivamente 52 e 39% negli istogrammi di figura 23b), soprattutto azzurri
intensi a Licosa (A, 59%) e soprattutto verdi a Ustica (V, 31%). Mentre a
Cirella il capo presenta maggiore frequenza nei fenotipi verde e marrone con
screziature disomogenee all’interno della squama (MDI e VDI, rispettivamente
26 e 30%, fig.23c), a Licosa il fenotipo piu rappresentato ¢ quello con parita di
verde e di nero (VN, 35%) e a Ustica il 35% degli individui mostra un capo
marrone con macchie distribuite in maniera omogenea all’interna delle squame
(MOI). Infine, per il compartimento del dorso (fig. 23d) a Cirella si riscontra
principalmente il fenotipo privo di stria dorsale con le macchie distribuite
trasversalmente alla lunghezza dell’animale (AVT, 39%), a Licosa
principalmente un fenotipo solo verde chiaro (AVAIl, 32%); aspetto
interessante su quest’isola ¢ la presenza di quasi tutti i fenotipi a prevalenza di
nero (AN1, AN2, AN3 e¢ AN4), con un alta percentuale (18%) del quasi
totalmente nero. Ad Ustica sono, invece, presenti tutti i fenotipi con
anastomosi tra la stria dorsale e le due laterali (PM1, PM2, PM3).

Nella figura 24a e b viene riportata la normalizzazione delle variabili
cromatiche effettuata durante la procedura di CatPCA. Le quattro variabili
cromatiche, ventre, fianco, capo e dorso, si presentano indipendenti, non
correlate e tutte informative nel determinare i primi due fattori principali:
questi, infatti, da soli gia spiegano il 79,9% della varianza totale dei dati
(tabella XIV). 1l risultato dell’analisi multivariata ¢ riportato nei grafici di
figura 25: in rosso sono rappresentati i campioni provenienti dalle tre isole, in
verde quelli provenienti dalla terra ferma prospiciente ciascuna isola (per
Cirella Diamante, per Licosa Punta Licosa, per Ustica Palermo). Si percepisce
una discriminazione netta nello spazio di ordinamento tra i due gruppi di
campioni solo nel caso di Licosa, mentre negli altri due casi si osserva una

distribuzione piu omogenea nello spazio bidimensionale.
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Figura 23 - frequenze percentuali dei fenotipi insulari di Podarcis sicula messi a confronto, per il ventre (a), per il

fianco (b), per il capo (c) e per il dorso (d). Per le sigle si veda paragrafo 1.4.1.2
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Figura 24 - a, normalizzazione delle variabili cromatiche e b, distribuzione dei fenotipi rilevati sulle

variabili cromatiche normalizzate, entrambe operazioni condotte dalla CatPCA

Tabella XIV - varianza globale delle variabili cromatiche

spiegata dai primi due assi che la CatPCA ha estratto

Yariance Accounted For
Cronbach's Total
Dimension Alpha (Eigenvalug) | % of Variance
1 764 2340 58,500
2 -226 855 21,380
Total 9169 3195 79,8350
8. Total Cronbach's Alpha is based on the total
Eigenvalue
Cirella Licosa Ustica
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Figura 25 - ordinamento nello spazio bidimensionale degli individui di Podarcis sicula sulla base

della loro variabilita cromatica; gli individui della popolazione insulare sono indicati in rosso e

quelli della popolazione della terraferma prospiciente in verde. La varianza cumulativa dei primi due

assi di ordinamento ammonta a 79,9%

[.5.1.2 Mitocondriale e microsatelliti

Il tratto d’interesse di mtDNA ¢ stato sequenziato ed analizzato in 58

campioni (19 individui dell’Isola di Licosa, 21 di Cirella e 18 di Ustica). Per

ognuno di questi ¢ stata sequenziata la regione 5’ del gene 12S rDNA, per un
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totale di 615 paia di basi.

Diversita nucleotidica e genetica

Analisi preliminari sono state effettuate mediante il sequenziamento di
pochi individui (1-3) per popolazione per verificare la variabilita genetica del
tratto scelto. In tal modo quindi ¢ stato possibile confermare la scelta operata

su basi bibliografiche
(Oliverio et al., 1998;
Oliverio €t al., 2001;
Capula, 2003). 1l
sequenziamento ¢ stato
quindi ampliato a tutto
il data set per le analisi

intrapopolazionistiche.

In accordo con Ie
Figura 26 - rappresentativita media delle singole basi nucleotidiche COIl’lpOSiZiOIli medie di

nelle sequenze di 12s rDNA. In verde la A, in celeste la C, in nero la genomi mitocondriali

Gedinrosso la T

la composizione
nucleotidica risulta deficitaria in G (17,68-18,17%) mentre frequenze similari
si riscontrano per le altre 3 basi nucleotidiche con una prevalenza per la A
(35,19-36,02%, T 23,76-24,39% e C 22,09-22,59%, fig. 26). Quindi la
composizione in basi ¢ a favore di A+T (59,41-60,07%) in accordo con Podnar

et al. (2005) che riporta un

Tabella XV - indici di variabilita nucleotidica delle sequenze

di mtDNA di Podarcis sicula valore del 57,2%.

— Cirella_ Licosa  Ustica L’allineamento di tutte
N° transizioni 3 7 8
N° transversioni 6 7 9 le sequenze ha evidenziato
N sostituzioni 9 14 17 la presenza di 40 siti
N° del/inserzioni 1 1 1 o ]
Pi 2059 3262 4536 variabili rappresentati da

sostituzioni di base; tra
questi si distinguono 8 mutazioni singole e 32 siti parsimony-informative. Sono
state anche riscontrate 4 delezioni/inserzioni. Il rapporto transizioni:
trasversioni stimato per ’intero data set ¢ risultato pari a 2,3. La variabilita

nucleotidica viene riassunta per le tre popolazioni nella tabella XV.
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Diversita aplotipica

Gli aplotipi mitocondriali riscontrati sono in tutto 25; I’elenco ¢ riportato
in tabella XVI. Le sequenze sono state riportate nella figura 27 e nella figura
successiva, 28, € rappresentata la composizione aplotipica di ciascun sito, con
le relative frequenze.

La maggior parte degli aplotipi riscontrati risultano essere unici per

ciascuna popolazione, al di fuori di H1, comune alle due isole dell’Italia

N .

peninsulare: solo nella popolazione di Licosa, pero, esso ¢ il piu frequente
(48%). Ad Ustica, invece, I’aplotipo maggiormente rappresentato ¢ 1’H21,
presente nel 55% del campione. La distribuzione aplotipica meno omogenea ¢
quella di Cirella, che mostra 10 aplotipi, mentre Ustica con 7 aplotipi ¢ la
popolazione piu uniforme. Nonostante Licosa e¢ Cirella mostrino un simile
numero di aplotipi (rispettivamente 10 e 9), le frequenze sono diverse: Licosa
per il 52% ¢ costituita da aplotipi unici, similmente a Ustica, (45%); nell’isola
di Cirella, invece, gli aplotipi unici ammontano all’80% della composizione

della popolazione.
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Figura 27 - lista degli aplotipi definiti dalle posizioni nucleotidiche polimorfiche. Le posizione

identiche alla prima sequenza sono indicate con un punto; i tratti indicano i gap

Tabella XVI - composizione aplotipica delle popolazioni insulari. Le frequenze di ciascun aplotipo
sono riportate alla base della rispettiva colonna, le frequenze per popolazione nell’ultima colonna a

destra

Popolaz | 1] |H1 H2 H3 H4 H3 H6 H7 H8 HY H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 H18 H19 H20 H21 H22 H23 H24 H25|

Cirella |[z1(4 2 1 1 2 1 1 5 1 3 12
Licosa (19|39 T2 1 1 112 1
Ustica 19 3 1 m o1 11 9

1
%132 11211513 1 1 2 1 1 1 1 2 3 1 10 1 1 1 1]
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Figura 28 - composizione aplotipica delle tre isole, il grafico rende

conto anche delle proporzioni di rappresentativita degli aplotipi

Test di selezione neutrale

I risultati del test di Tajima applicato alle sequenze mitocondriali delle tre
isole sono rappresentati in tabella XVII, dove ¢ possibile osservare il basso

valore del numero dei siti segreganti in

Tabella XVII - test di Tajima applicato

. corrispondenza della popolazione di Cirella
alle sequenze delle popolazioni delle tre

isole . - . (S = 8,0) e I’alto valore del delta 6 (0,66),
Cirella  Licosa Ustica

N 21 19 18 rispetto  agli altri  due casi. Nella

S 8,0 14,0 15,0

n 2,89 2,43 4,43 popolazione di Licosa, invece, si osserva un

D Tajima 0,98 1,46 0,06 . : -

pval 086 0,05 0.59 differenziale tra le statistiche S e =

o, 2,22 4,01 4,36 maggiore (11,6) rispetto agli altri due casi

0, 2,88 2,43 4,43 . . . )

Delta®  |0.66 1.57 0.06 (5,2 in Cirella e 10,5 in Ustica) e

soprattutto si incontra il piu basso valore di
D di Tajima associato alla significativita piu alta (D = -1,46; P = 0,05). Ustica
evidenzia il piu alto valore di S (15,0) ed il piu basso tra i D di Tajima (0,055).

L’analisi dei frammenti microsatellite, trattandosi di marcatori nucleari,
certamente fornisce una stima piu precisa del livello di variabilita di ogni
popolazione oltre a poter riferire le statistiche di popolazione all’intera
popolazione.

L’analisi dei frammenti microsatelliti del DNA nucleare, condotta su 60

campioni (21 individui dell’Isola di Cirella, 20 di Licosa e 19 di Ustica) ¢ stata
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Tabella XVII - distribuzione  Cffettuata su un pannello di 8 loci.

degli alleli riscontrati in un
pannello di 8 loci microsatelliti Diversita genetica

polimorfi nelle tre - popolazioni Sono stati evidenziati, mediante
insulari . . o . .
I’elettroforesi capillare 96 alleli ripartiti nei

°alleli Min-M . . .. .. .
locus |[N° alle m-Viax diversi loci microsatelliti secondo come descritto

La2 17 175-255

La3 4 144-160 dalla tabella X VIII.

la4 4 112-180

La | 11 247272 Indicatori ~ del livello di variabilita
A7 16 140-170

B3 10 151-171 intrapopolazionistica vengono forniti dagli indici
B4 13 160-172 dell’eterozigosita H sui dati di sequenza e della
D1 21 161-195

distanza genetica, riportati in tabella XIX.
La variabilita mitocondriale

. ] . ] Tabella XIX - variabilita intrapopolazionistica
maggiore viene registrata a carico della

valutata sui dati di sequenza e di frequenze

popolazione di Cirella in  base . iche

H att

sembra evidenziare il piu basso livello Isola mit. nucl.
Cirella 0,063 1,42 0,92 0,56

medio di distanza intrapopolazionistica, yicosa |0.054 2.83 053 0,67
Ustica 0,048 2,43 0,7 0,87

all’eterozigosita attesa, mentre Licosa ‘Hm -
D

sia su base mitocondriale che nucleare.

Test di assegnazione

L’analisi dei genotipi degli individui campionati nelle tre isole, Cirella,
Licosa ed Ustica, ¢ stata effettuata mediante diverse corse del programma,
ciascuna ipotizzando un numero diverso di gruppi di coerenza, che dovrebbero
corrispondere alle popolazioni di appartenenza dei genotipi. La scelta
dell’analisi corretta ovvero piu congruente, viene effettuata sulla base della
consultazione di due parametri nell’ambito dei risultati, log Pr(X/K) e o,
I"admixture parameter (Pritchard et al., 2000b), che informa sul grado di
correttezza nell’assegnazione dei genotipi alle K popolazioni richieste. Nel
caso specifico ¢ stato scelto il modello di struttura risultato impostando K=7
con 10.000 burn-in periods e 1.000.0000 replicazioni; i risultati vengono
rappresentati in figura 29, in cui ciascun istogramma rappresenta un genotipo

di un individuo e ciascun colore un gruppo di coerenza o appartenenza. La
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lettura del grafico, dunque, permette di individuare genotipi perfettamente
assegnati ad un gruppo, quali quelli in rosso (la maggior parte degli individui
di Ustica) e genotipi “misti” ovvero appartenenti a piu gruppi di origine, quali

quelli di due, tre, o piu colori. Si ricorda che la procedura lavora all’oscuro

Cirella Licosa Ustica
P e P

Figura 29 - test di assegnazione molecolare in cui i genotipi (barre degli istogrammi), di ignota provenienza,
vengono attribuiti probabilisticamente a gruppi di coerenza (colori degli istogrammi), corrispondenti a
possibili gruppi di origine. Il grafico puo essere letto in chiave di gruppi, in chiave di popolazioni o in chiave
di genotipi

delle provenienze geografiche dei genotipi e che 1’indicazione dell’isola ¢ stata
posta successivamente nell’immagine.

Si noti che 1 genotipi appartenenti ad individui di ciascuna delle tre isole
vengono fortemente assegnati a tre gruppi di coerenza ben definiti (arancione,
azzurro e rosso). In particolare modo il 90% dei genotipi provenienti da Ustica
viene assegnato ad un solo gruppo, in figura identificato dal colore rosso, i
genotipi di individui di Cirella vengono assegnati per il 70% circa ad un solo
gruppo di origine, arancione ed infine, per quanto riguarda i restanti genotipi,

di campioni provenienti dall’isola di Licosa, per il 55% viene riconosciuta
I’appartenenza ad un gruppo ancestrale, indicato in azzurro. Per gli altri gruppi,
se ne riconoscono due, rappresentati in blue ed in grigio nella figura 29, che
caratterizzano principalmente la popolazione rispettivamente di Cirella e di
Licosa, pur ritrovandosi in minima parte in genotipi di individui di altre

provenienze.

1.5.2 Genesi dell’isola di Licosa

Per I’Isola di Licosa, che sostiene una sottospecie, P. S. klemmeri, con una
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caratteristica distintiva di melanismo rispetto alle altre due e con segni di
scostamento da una condizione di equilibrio neutrale, si ¢ tentato di
ripercorrere nel tempo la storia evolutiva, cercando di comprendere la sua
genesi: provenienza del nucleo fondatore, datazione dell’evento primario e
riscontro di eventuali colonizzazioni secondari.

Al fine di individuare la popolazione che puo aver dato origine a quella
dell’Isola di Licosa, sono state considerate e valutate quattro popolazioni della
terraferma: Capaccio, Punta Licosa, Ascea, Pisciotta, distribuite lungo la costa
cilentana a Nord, di fronte I’isola e piu a Sud. Al di la della necessita di
ampliare il raggio di possibilita, la scelta dei siti € ricaduta principalmente sulle
zone di provenienza di pescatori che frequentano con le loro barche I’area
marina dell’isola.

I campioni analizzati per tale

Tabella XX - indici di diversita di sequenze

(Reynolds et al. 1983) e alleliche (Weir-  approfondimento sono 94: oltre ai 20 di

Cockerh 1984) t 1 lazi . .. . .
ockerhiam, ) tralapopolazione Licosa, sono stati indagati altri 20 per

insulare melanica e ciascuno delle quattro

popolazioni della terraferma possibili siti di CapaCCIO’ 18 per Punta Licosa, 16 per

origine Ascea e 20 per Pisciotta.

Diversita di Un primo confronto genetico tra la

Popolazioni a popolazione in questione e ciascuna delle
confronto R W&C

Licosa vs Capaccio || 0,0145 0,071 quattro putative € stato condotto mediante

Licosa vs P. Licosa 1} 0,0067 0,008  indici sintetici di diversita: sulle sequenze
Licosa vs Ascea 0,0032 0,086

Licosa vs Pisciotta 0,135 0,061

¢ stato utilizzato 1’indice di Reynolds
(Reynolds et al., 1983), sulle frequenze
alleliche I’indice di Weir & Cockerham (1984). I risultati sono riportati nella
tabella XX. In effetti, la diversitd maggiore si registra tra Licosa e Pisciotta su
base aplotipica (0,135) e tra Licosa e Ascea su base nucleare (0,086); viceversa
con Ascea si osserva la diversita piu bassa al livello mitocondriale (0,003) e
con Punta Licosa sull’informazione allelica (0,008).

Il confronto successivo ¢ stato condotto sulla composizione aplotipica
delle varie popolazioni. I grafici in figura 30, riportano la distribuzione delle

frequenze degli aplotipi in ogni popolazione.
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Figura 30 - confronto tra la composizione aplotipica riscontrata a Licosa ¢ quella delle quattro

plausibili popolazioni madre dell’insulare

Tra queste popolazioni sono stati identificati altri 22 aplotipi unici.

Pisciotta ¢ la popolazione che ha una composizione aplotipica pitt complessa

(12 aplotipi), mentre Punta Licosa ¢ la popolazione pit omogenea (4 aplotipi).

L’aplotipo HO1 accomuna tutte le popolazioni considerate, ma con frequenze

molto diverse che vanno dal 73% di Punta Licosa al 25% di Pisciotta.

Infine ¢ stato condotto il test di assegnazione mediante STRUCTURE 3.1

come descritto precedentemente, considerando le popolazioni putative e quella

di Licosa. Il modello di struttura piu congruente che la procedura ha elaborato

corrisponde ad un numero di gruppi di coerenza pari a K=5, con 10.000 burn-

in periods e 1.000.0000 replicazioni; il risultati vengono rappresentati in figura

31.

Punta
Capaccio Licosa Licosa Ascea

N .3 h & =Y L T R, T N e L
ob g PP G E \'\:\W'\&Q\'Q\L\Q&Q\?Q\'ﬁ»q\?éc\é\é‘f

Figura 31 - test di assegnazione molecolare dei genotipi nucleari delle popolazioni di Licosa e degli

altri quattro siti cilentani individuati come putativi siti di origine. Per la spiegazione delle barre e dei

colori si veda figura 27 o il testo
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Il gruppo che caratterizza Licosa in blu ¢ presente praticamente con

esclusivita nella popolazione di Punta Licosa. L’altro gruppo che aggrega

discretamente i restanti genotipi di Licosa (indicato dal colore arancio) ¢

presente in tutte le popolazioni: la maggiore rappresentativita pero si riscontra

in Punta Licosa, in cui accorpa il 30% dei genotipi.

Il peso della pressione selettiva a carico della popolazione dell’isola di

Licosa ¢ stato valutato mediante 1’applicazione del test di selezione neutrale di

Tajima (1989) alle sequenze della popolazione insulare e della costa di Punta

Licosa. 1 risultati, presentati in tabella XXI, mostrano valori negativi

dell’indice D di Tajima per entrambe le popolazioni. Licosa conferma anche in

questo caso I’alto differenziale tra le stime di variabilita nucleotidica S e =«

Tabella XXI - — risultati del
test di Tajima applicato alle

sequenze della popolazione di

Licosa e di quella del
promontorio prospiciente
Licosa P. Licosa
N 19 15
S 14,0 10,0
T 0,15 0,11
D -1.47 -1.87
p-val 0.07 0.02
0, 4.01 3.08
0, 0,15 0,11
Delta® | 1.05 1.01

genetica k =

popolazioni attuali,

0,03 tra le due

restituisce un

(11,04 per Licosa vs 8,02 per Punta Licosa).

La datazione dell’evento di separazione
dalla popolazione ancestrale ¢ stata condotta
mediante due strategie differenti, 1’'una per
stimare il tempo intercorso dalla divergenza
genica tra le due popolazioni, I’altra per stimare
quello legato alla divergenza popolazionistica.
L’applicazione dell’algoritmo di Gaggiotti ed
Excoffier (2000), in considerazione di un tasso
di mutazione del mtDNA di 10° e di una
distanz

a

tempo stimato di divergenza genica
di circa 14.000 anni. L applicazione
di una simulazione di coalescenza ha
stimato la separazione
popolazionistica risalente a circa

12.600 anni fa, evidenziando una

albero di

Figura 32 -

divergenza

popolazionistica, in blu, che sottende
I’albero di divergenza genica, in verde,

generati con simulazioni di coalescenza.
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differenza tra le due stime di circa 1.400 anni. In figura 32 ¢ riportato 1’albero
di divergenza popolazionistica contenente 1’albero di divergenza genica, che la
simulazione di coalescenza di Mesquite v 1.21 ha prodotto

Un ulteriore passo nella ricostruzione storico-evolutiva della popolazione
di Licosa ¢ stato condotto mediante la datazione della separazione geologica
dell’isolotto dalla

terraferma. A tale oo o ow 1,0 m”g
—

Fe
,‘_’!- 2000
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¢ stato ricostruito il
Figura 33 - risalita del mar Tirreno per trasgressione, a partire

movimento di da 14.000 anni fa. La curva ¢& stata ricostruita grazie ai

trasgressione marina ritrovamenti fossili nei fondali e nelle grotte marine (Antonioli
. et al., 1998). Il riquadro rosso individua il periodo dell’evento di

che ha interessato )-lriq P

separazione tra la popolazione madre, normotipo e la

questa regione del popolazione melanica di Licosa

Mediterraneo  negli
ultimi 14.000 anni. La curva, riportata in figura 33, ¢ stata ricostruita sulla base

dei ritrovamenti fossili nelle grotte sottomarine e sui substrati dei fondali:
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relative sea-level (m)

questa mostra come il livello del mare in questa parte del Tirreno sia risalito ad
una velocita molto variabile; in particolar modo, all’epoca della divergenza
genetica o popolazionistica tra le due popolazioni, qual si voglia considerare, il
livello del mare era compreso tra -42 e -48 metri sotto il livello attuale.

10 Una ricostruzione che si avvale

delle batimetrie dei fondali attuali
0 é ':_: 77-—-
P mostra che la curva isobata del
-10 ’. 4500 yr BP
J} j’ livello marino intorno ai —45 m
-20 ‘¥
;" rispetto  all’attuale situazione ¢
- -'f.:é | abbastanza distante dalla linea di
F © Fondi
el o ﬁ‘ = . 1 costa odierna. Infine dalle carte
-50 | ,Cf {1 batimetriche si evince che la
’f Tyrrhenian coast
oL . - - - batimetria attuale tra il promontorio
OO C. di Punta Licosa e [I’isolotto

Figura 34 - il momento di separazione geologica . . . . .
) o o raggiunge circa i 7 metri di
dell’isola di Licosa e del promontorio di Punta
Licosa viene riportato con il punto rosso, sulla profondita. Sulla base di questa
curva di trasgressione marina. informazione, dunque’ la
separazione tra la terraferma e 1’isola, dovrebbe risalire a circa 4.500 anni fa,

come indicato nella figura 34 sulla curva di risalita del mare.
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SEZIONE 11

1.1 Introduzione

I1.1.1 Il paesaggio

Il concetto di paesaggio puo essere descritto in diversi modi a seconda
della disciplina di riferimento, dalla geografia fisica, all’architettura,
all’ecologia ed ¢ stato oggetto di numerose definizioni. Certamente
quest’ultime risultano utili nei vari settori, ma incomplete, in quanto non
rispecchiano mai il paesaggio come specifico sistema di organizzazione
ecologica, quale, invece, si pone fortemente nel vuoto esistente tra il livello di
ecosistema e quello di bioma (Ingegnoli, 1999). Si introduce solo con la
recente disciplina dell’Ecologia del Paesaggio il concetto di paesaggio come
sistema ecologico di ecosistemi, di particolare complessita con i suoi specifici
caratteri e le proprie dinamiche. Esso s’inquadra in uno spazio geografico in
cui le specie vivono, ma la cui dimensione, percezione e complessita sono
fortemente specie-specifiche: il paesaggio ¢ costituito, per fare un esempio
estremo, per uomo in una scala chilometrica, mentre per un batterio in una
millimetrica (Farina, 2001). Le unita funzionali di questo sistema ecologico
sono le tipologie ecosistemiche che ricadono in quello spazio geografico,
definite in linea generale “tessere” o “frammenti”, immerse nella tipologia piu
frequentemente rappresentata, la “matrice”. Ovviamente ogni paesaggio
presenta una propria struttura in relazione alle diverse tipologie ecosistemiche
della matrice e delle tessere esistenti, al numero, alla forma ed alla

giustapposizione di questi suoi elementi.
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I1.1.2 Complessita e frammentazione

L’arrangiamento spaziale delle tipologie ecosistemiche in un paesaggio
naturale, determina la diversita e 1’eterogeneita ambientale, due caratteristiche
del sistema che si riflettono ovviamente, per esempio, sulla distribuzione degli
organismi viventi oppure sulla disposizione degli elementi abiotici. La
diversita esprime la varieta degli elementi, mentre 1’eterogeneita descrive il
modo in cui questi sono associati tra loro (Farina, 2001).

I paesaggi naturali esprimono un elevato grado di eterogeneita,
fondamentale per consentire le relazioni esistenti all’interno della componente
biotica, tra questa e quella abiotica e per assicurare, in definitiva, 1’equilibrio
del sistema. Come accade in tutti i sistemi aperti, I’equilibrio ¢ fortemente
dinamico: il paesaggio ¢ continuamente modificato dai flussi di energia e
materia, dall’azione delle specie viventi, con un impatto particolare da parte
dell’uomo o dei disturbi naturali, quali gli incendi. Questi processi tipicamente
avvengono secondo distribuzioni spaziale ¢ temporale del tutto casuali: il
disturbo o I’azione di una specie avverra in un’area, mentre un altro sito gia
disturbato si sta riprendendo. In particolar modo, i disturbi naturali,
specialmente quando presentano moderata intensita o frequenza intermedia,

sono 1 maggiori responsabili dell’eterogeneita del paesaggio.

La frammentazione del paesaggio ¢ wun processo dinamico,
principalmente di origine antropica, attraverso cui un’area naturale subisce una
suddivisione in frammenti piu 0 meno disgiunti, progressivamente piu piccoli
ed isolati (Battisti, 2004). Il fenomeno, oramai in aumento esponenziale a
livello globale, porta all’accostamento di tipologie ecosistemiche diverse, di
tipo naturale, seminaturale ed artificiale: queste, quindi, si rivelano sia
strutturalmente sia funzionalmente differenti fra loro. Cid comporta
conseguenze per diversi processi e a tutti i livelli di organizzazione ecologica
(Debinski & Holt, 2000; Farina, 2001). Mediante fasi progressive, il processo
di frammentazione pud avvenire secondo diverse modalita, quali la

perforazione di una tipologia paesaggistica omogenea, la dissezione che crea
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delle fasce di habitat modificato e cosi via, in maniera progressivamente piu

grave (fig. 35). Si puod anche

r assistere ad un cambiamento

I di tipologia della matrice se il

processo di frammentazione

. l r l va oltre una soglia, per cui 1

- I h g | frammenti divengono di

A (e o | D estensione maggiore dell’area
Figura 35 - differenti modalita attraverso cui un naturale (fig. 3 6)'

paesaggio puo divenire piu frammentato: perforazione La frammentazione, in

(A), dissezione (B), frammentazione sensu stricto (C) e . ..

quanto processo di origine
riduzione delle tessere (D) da Boagert, 2000

antropica, ovviamente puo
coinvolgere qualsiasi tipologia ecosistemica, sia terrestre (boschi, praterie,
zone umide, costiere) sia marina (barriere coralline); chiaramente non procede
secondo una distribuzione casuale nello spazio, in quanto ci sono delle aree
piu favorevoli alle attivita umane, come le aree planiziali, maggiormente
soggette alle modificazioni (Saunders €t al., 1991; Bologna, 2002).

La frammentazione

e e e

conduce  verso  paesaggi
mosaicizzati, che ad
un’osservazione  superficiale

possono apparire di maggiore

eterogeneita (fig. 37). Esistono
i Matrice Patch Matrice

pero tre grandi differenze di

Figura 36 — scematizzazione di un bosco che viene .
. . . carattere ecologlco tra un
progressivamente frammentato per ricavare coltivi; a

loro volta questi diventano matrice, con tessere residuali paesaggio frammentato ed uno
di foresta che persistono solo lungo il corso d'acqua naturalmente eterogeneo:
(Farina, 2001) . . .
mmnanzitutto un  paesaggio
complesso naturalmente ha una struttura interna mosaicizzata, mentre un
paesaggio frammentato ha tessere semplificate € omogenee; un paesaggio
naturale inoltre ha minor contrasto e minori differenze strutturali tra tessere

adiacenti rispetto ad un paesaggio frammentato e quindi potenzialmente minor
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Yt il afe i |

effetto  margine.  Alcune
caratteristiche dei paesaggi

frammentati, come strade e

varie attivita umane, infine,

pongono specifiche minacce
Figura 37 - A, mosaico frammentato omogeneo. B, o . o
alla vitalita di popolazioni

mosaico frammentato eterogeneo. C, mosaico indiviso ed
eterogeneo (Farina, 2001) naturali (Noss & Csuti,
1997).

In definitiva, alla scala di paesaggio, si nota che la frammentazione porta
alla strutturazione di ecomosaici paesistici, nei quali si riconosce una matrice
antropica che si viene a formare per la scomparsa e 1’alterazione di preesistenti
tipologie ecosistemiche, all’interno della quale sono collocati i frammenti

ambientali residui (Forman, 1995) le cosi dette “isole paesaggistiche”

(Saunders et al., 1991).

I1.1.3 Le isole paesaggistiche

In seguito alla frammentazione le aree naturali residue subiscono un
progressivo o netto isolamento, nonché una riduzione in superficie: il processo
porta ad immaginare [’area residua come un’isola circoscritta
dall’avanzamento di un mare di habitat modificato. Le numerose analogie,
infatti, tra le due forme di isolamento hanno indotto gli studiosi del settore a
definire le aree naturali isolate sulla terraferma “isole ecologiche” (Feinsinger,
1997; Ingegnoli, 1999; Farina, 2001), differenziandole dalle “isole
geografiche” propriamente dette, ma nel contempo sottolineandone una certa
similarita. In letteratura si usa addirittura parlare di “arcipelaghi ecologici”
(Virgos et al., 2002), in casi di gruppi di frammenti di habitat limitrofi in una
area geografica ristretta analogamente agli arcipelaghi definiti in senso stretto.

Va pero precisato che il processo che porta alla formazione di isole
ecologiche, “insularizzazione” seguendo il medesimo criterio (Scoccianti,
2001), puo avere origine anche da cause naturali, legate a cambiamenti

climatici e geologici, dunque su ampie scale temporali (creando laghi, cime
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montuose, cavita), piuttosto che da cause antropogeniche recenti, come la
frammentazione. D’altra parte gia il carattere eterogeneo del paesaggio per
definizione induce D’esistenza di situazioni di isolamento di determinate
tipologie ecosistemiche.

Nei due casi di diversa genesi dell’isolamento si registrano differenze
fondamentali, anche funzionali del sistema. Se da una parte 1’eterogeneita
ambientale sta alla base di un equilibrio dinamico del sistema paesaggistico,
dall’altra la frammentazione, pur aumentando in un certo senso il grado di
eterogeneitd, contemporaneamente deprime la connettivitd specie-specifica
(Farina, 2001): il processo, infatti, altera 1’equilibrio naturale, agendo fra
I’altro su scale ben diverse da quelle dei processi naturali e conducendo alla
formazione di un mosaico in cui le tipologie disgiunte sono molto piu alterate
e piccole delle situazioni naturali. Le scale temporali diverse dai processi
naturali non consentono I’avvio di processi evolutivi e/o adattativi nelle
popolazioni viventi.

Le isole ecologiche presentano caratteristiche proprie (dalla tipologia, alla
forma, alla superficie e alla qualita), oltre che una propria articolazione
spaziale; 1 diversi gradi di isolamento a cui sono soggette fra loro, con le aree
non disgiunte e con la matrice modificata, le caratterizzano per quanto
riguarda, dunque, le specifiche relazioni funzionali con la matrice (Forman &
Godron, 1986).

Considerazioni di tale natura hanno suggerito nel tempo ad ecologi e
biogeografi D’applicazione della teoria della biogeografia insulare di
MacArthur e Wilson (1967) a contesti terrestri (Diamond, 1975). Va, pero,
posto I’accento anche su alcuni elementi di distinzione tra i due casi. I disturbi
provenienti dalla matrice antropica sulla terraferma possono esercitare un
impatto graduale sui frammenti residui, diversamente da quanto accade nelle
isole geografiche. L’entita dei disturbi, infatti, in un paesaggio complesso
dipende sia dalla tipologia della matrice, d’impatto piu o meno forte, sia da
quella del frammento residuo, pit 0 meno sensibile, sia dalle caratteristiche
eco-etologiche ed evolutive delle specie viventi nel frammento, sensibili al

disturbo stesso (Janzen, 1986; Forman, 1995). Per portare un esempio
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lampante, la matrice potrebbe fungere da sorgente di specie sinantropiche,
magari alloctone, avvantaggiate dalla frammentazione paesaggistica, che
potrebbero usare il mosaico in modo polifunzionale, innescando competizione
e predazione sulle specie presenti nel frammento residuo. Un ulteriore
distinzione, inoltre, vede nelle isole geografiche il grado d’isolamento per cosi
dire costante lungo le diverse direzioni circostanti ed all’aumentare della
distanza, fino alla linea di costa; nel caso delle isole terrestri, I’eterogeneita
delle aree circostanti piu o meno modificate dai processi in atto, genera gradi
di isolamento differenti. Un’altra differenza fondamentale fra i due sistemi,
riguarda la scala temporale di riferimento dei processi all’origine
dell’isolamento. Come gia definito, la frammentazione antropogenica,
avvenuta su scale dell’ordine di 10-1000 anni, non pud essere confrontata con
1 processi geologici e climatici che hanno consentito la formazione di isole
geografiche, ad eccezione dei casi di isole vulcaniche. Anche per questo
motivo le specie continentali sono spesso piu vulnerabili alle trasformazioni
ambientali: si assiste da tempo ad estinzioni locali in tempi brevi dovute alle
modificazioni del paesaggio, alla perdita di habitat idoneo per una specie. La
frammentazione, infatti, ¢ considerata tra le principali minacce di origine
antropica alla biodiversita e tra le cause maggiori dell’elevato tasso globale di
estinzione di specie attuale (Shaffer, 1984; Soul¢, 1987; Blaustein et al., 1994;
Soule & Orians, 2001).

I1.1.4 Barriere ecologiche ed evoluzione

I vari elementi del mosaico paesaggistico possono presentare diverse
idoneita e funzionalita ecologica per le specie viventi, sia in termini di habitat
sia di dispersione. In altre parole, presentano differente biopermeabilita
(Romano, 1996), intesa come una potenziale funzione connettiva tra gruppi di
specie e di individui (Aa. Vv., 2003).

Alcuni elementi paesistici, sia di forma lineare sia a carattere diffuso,
quindi, sono caratterizzati da una bassa o addirittura nulla idoneita ecologica

per determinate specie: questi complicano o impediscono le dinamiche
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individuali, agendo da barriere parziali o totali, un po’ come agisce il mare per
le isole geografiche (Davies et al., 2001). Differentemente dalle barriere
naturali, queste provocano effetti su scale spaziali e temporali molto piu
pericolose per le specie, in quanto ancora una volta non corrispondono alle
scale ecologiche ed evolutive.

Particolare attenzione va posta sul fatto che il concetto di barriera
ecologica ¢ relativo a ciascuna specie: una striscia di prati puo agire da via di
connessione per un lepidottero e nel contempo da barriera per un carabide
forestale (Ingegnoli, 1999), lo stesso dicasi per le infrastrutture antropiche
come le strade (Cederna & Lovari, 1985; Lamerenx et al., 1992; Mace et al.,
1996; Primm, 1996; Linnell et al., 2000).

Gli effetti dell’isolamento si manifestano ad ogni livello di organizzazione
ecologica sotteso al livello di paesaggio: dal livello di ecosistema (per esempio
nella capacita di intercettazione dell’acqua piovana o nel tasso di
evapotraspirazione), a quello di comunita (sulla ricchezza e sulla diversita di
specie), dal livello di specie (contribuendo all’estinzione globale), al livello di
popolazione, al livello globale individuale (per esempio sulla dispersione
individuale), non risparmiando neanche il livello di biodiversita. L’intensita
degli effetti dipende direttamente dal grado di isolamento e quindi dalla
densita dei frammenti, mentre gioca un ruolo inverso la loro dimensione: in
frammenti di superficie minore gli effetti dei disturbi provenienti dall’area
limitrofa sono piu marcati anche nell’area interna (Harris & Silva-Lopez,
1992) comportando il cosiddetto “effetto margine”. Tale fenomeno porta una
trasformazione delle caratteristiche del frammento, dalla vegetazione al
microclima, che si riflettono sulla distribuzione e 1’abbondanza delle specie
animali e vegetali (Laurance & Yensen, 1991; Schonewald-Cox & Buechner,
1992). Anche i1 pattern di distribuzione delle isole nel paesaggio sono
determinanti: laddove esiste una maggiore aggregazione, gli effetti saranno
minori rispetto a paesaggi con isole equidistribuite (Farina, 2001), che
presenteranno piu corridoi di connessione € meno barriere ecologiche.

Gli effetti delle barriere interessano anche 1’aspetto evolutivo dei vari taxa

coinvolti, in quanto investono la dispersione degli animali. I movimenti sono
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considerati il collante tra le sub-popolazioni (Zimmermann, 2004), per la loro
funzione di interconnessione tra popolazioni isolate (Waser et al., 2001;
Wiens, 2001). I movimenti hanno differenti significati biologici (Dingle,
1996) e quindi conseguenze varie per individui, popolazioni e comunita: gli
effetti sui movimenti si riflettono, infatti, sui processi di dispersione,
migrazione, esplorazione e quant’altro influenzi la distribuzione e
I’abbondanza delle specie (Clobert et al., 2001). E’ stato inoltre osservato che i
processi dispersivi sono molto piu efficienti nel mantenere flussi tra
popolazioni naturalmente isolate, in paesaggi eterogenei, piuttosto che in
paesaggi precedentemente omogenei frammentati dall’azione dell’uomo (den
Boer, 1970; Hansson, 1991), probabilmente perché gli animali che vivono in
aree eterogenee hanno una migliore percezione del mosaico.

Queste conseguenze hanno una valenza particolare a livello
microevolutivo in quanto provocano la riduzione del flusso genico tra le entita
isolate, le sottopongono a colli di bottiglia e le espongono a fattori stocastici
non prevedibili di tipo demografico (Debinski & Holt, 2000), ambientale (Seal
et al., 1989) e genetico (Janzen, 1986; Thomas, 1994; Burkey, 1995; Bullini,
1996; Reed et al., 1996); inoltre condizionano la fitness degli individui
(Zimmermann, 2004) e attivano una serie di meccanismi (deriva genetica,
inincrocio e successiva depressione da inbreeding, erosione della variabilita
genetica), che possono portare a processi di rapida divergenza genetica (Randi,
1993), per gli stessi principi descritti per le isole geografiche nella sezione
precedente. In tal modo si possono generare diversi modelli spaziali di
distribuzione delle popolazioni frammentate (Celada, 1995) che hanno effetti
sulla loro possibile evoluzione: il modello island-mainland, il modello patchy-
population, il modello source-sink, le metapopolazioni, per fare degli esempi
(Harrison, 1991; 1994).

I1.1.5 Lo spazio multidimensionale della specie: la

nicchia ecologica

“Gli animali hanno distribuzioni limitate da abitudini e reazioni cosi
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affinate da portarli a scegliere i luoghi in cui vivere, idonei per 1 loro requisiti
fisiologici e riproduttivi” (Elton, 1927). Con tale affermazione si rende conto
della complessita di tutti i fattori che intervengono nella determinazione della
distribuzione delle specie, a qualsiasi scala si voglia intendere: a livello di
paesaggio, come ¢ stato descritto, o anche alla scala di habitat una specie non ¢
mai distribuita in maniera casuale o omogenea. Gli habitat, dunque, sono
differenti per ogni specie, poiché includono una serie pressoché infinita di
combinazioni di fattori o variabili. Volendo scendere ad una scala ancora piu
fine, nemmeno nel habitat idoneo la specie ¢ distribuita omogeneamente né
casualmente. Infatti essa risente delle interrelazioni spaziali, trofiche, fisiche,
fisiopatologiche, interspecifiche e quant’altro contribuisca a definire la sua
nicchia multidimensionale. C’¢ voluto quasi mezzo secolo perché il concetto
di nicchia, inizialmente ristretto appunto al suo aspetto spaziale (Grinnel,
1917; 1924; 1928) poi al suo aspetto trofico (Elton, 1927) approdasse con
Hutchinson (1957) all’insieme degli aspetti fisici, chimici, biotici, ecologici, in
cui una specie vive. Quest’astrazione, di completa innovazione concettuale,
descrive dunque la nicchia ecologica di una specie come un ipervolume in uno
spazio multidimensionale, definito dalle variabili ambientali, entro cui la
R E specie pu(‘) sostenere una
popolazione vitale
(Hutchinson, 1957;

| ' Begon et al., 1996).

multidimensionale di una

_ Frequency of occurrence

by ’ ﬂ La nicchia

i IH . specie nell’ambito di un
nill | |“||"||II||

o o o paesaggio puo essere ben
Figura 38 - la distribuzione delle caratteristiche ambientali

sfruttate da una specie nel paesaggio (barre nere) non coincide descritta attraverso due
con quella dell’intero set di condizioni che I’ambiente offre caratteristiche: la
(barre grigie); la discrepanza fra le due medie (ms # mg) . R

. o , marginalita e la
permette di calcolare la marginalita, mentre la discrepanza tra
le rispettive deviazioni standard (o5 #0 ) permette la SpeCIallzzaZIOHe-
valutazione della specializzazione (Hirzel et al., 2002) La marginalitﬁ

rappresenta la distanza
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ecologica tra le condizioni ambientali utilizzate dalla specie e quelle
disponibili nell’intero habitat. Se la nicchia della specie pud essere decritta
dalle variabili ambientali, il significato di questa grandezza sta nella differenza
tra la media della sua distribuzione e la media della distribuzione globale delle
variabili ambientali offerte dall’ambiente (fig. 38).

La specializzazione esprime la porzione di habitat utilizzato dalla specie
in relazione al range di condizioni ambientali offerto dal paesaggio; in altre
parole indica quanto ¢ ristretta la nicchia della specie in relazione all’area di
studio.

Va precisato che essendo direttamente dipendenti dalle condizioni
ambientali offerte da un determinato paesaggio, i valori specifici di questi due
indici sono limitati solo all’insieme globale di riferimento scelto: le specie
possono apparire estremamente specializzate o marginali ad una scala di un

paesaggio, ma molto meno ad un sottoinsieme dello stesso.

I1.1.6 Obiettivo

Dai risultati della ricerca descritta nella prima sezione e dalla
documentazione bibliografica riguardante i numerosi casi di Lacertidae
soggetti ad effetti da isolamento paesaggistico (Phrynosoma platyrhinos, Uta
stansburiana Norris & Lowe, 1964; Sceloporus undulatus; Lowe & Noirris,
1956; Anniella pulchra; Pearse & Pogson, 2000), 1’obiettivo del lavoro di
ricerca ¢ stato ampliato in itinere, inducendo dunque 1’approfondimento delle
problematiche evolutive legate all’isolamento. Cosi, lo studio dei processi
evolutivi ¢ stato rivolto ad un caso di verosimile isolamento paesaggistico nel
tentativo di:

> chiarire le modalita di distribuzione della variabilita
genotipica ¢ fenotipica in Podarcis sicula con riferimento alla
connessione tra le popolazioni continentali e ai processi di
isolamento paesaggistico;

> comprendere le relazioni tra 1’aspetto paesaggistico e quello

microevolutivo dell’isolamento.
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1.2 Areadi studio

La seconda parte dell’attivita di ricerca ¢ stata concentrata in un area del
comune di Roscigno, (33T 526750 4472176 Datum wgs84; fig. 39)
nell’entroterra cilentano: recenti studi, infatti, hanno messo in luce la presenza
di una popolazione melanica di P. sicula, in un’area di campagna, nei dintorni

del paesino abbandonato di Roscigno Vecchia (Fulgione et al., 2002; 2004).

Figura 39 - foto aerea dell’area di studio, circoscritta in verde. La localizzazione delle lucertole

melaniche ¢ cerchiata con il tratteggio arancione

Il sito ¢ ubicato tra il vecchio nucleo abitativo di Roscigno ed il fiume
Ripiti; I’area ¢ caratterizzata da un’agricoltura tradizionale a terrazzamento e
attraversata da una rete stradale interpoderale. L’area coltivata ¢ costituita da
piccoli appezzamenti dedicati prevalentemente all’ulivo, alla vite, a seminativi
e ad alberi da frutto dispersi. La componente antropica ¢ rappresentata da
muretti di contenimento, spesso costruiti a secco e da piccoli fabbricati,
destinati a deposito di attrezzi agricoli. Elementi di macchia mediterranea

secondaria e lembi residui di lecceta e cerreta si insinuano nelle porzioni
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marginali degli appezzamenti coltivati; solo nella porzione Nord-Ovest

dell’area di studio si osserva un’area boschiva piu estesa, mentre a Sud e a

Sud-Est i coltivi portano, con una leggera pendenza, fino all’area fluviale a

ghiaieto, con elementi di vegetazione ripariale a saliceto e pioppeto (fig. 41).

Figura 40 - fotografia del muretto a
Roscigno su cui vive una popolazione di
Podarcis sicula composta da individui
normotipo ed individui melanici sintopici.

Fotografia di S. Guglielmi

La popolazione melanica di lucertole
vive su un muretto di cemento che delimita
un piccolo campo di proprieta privata (fig.
40). Apparentemente non si percepisce
alcuna discontinuita particolare con il
paesaggio circostante: i campi coltivati, gli
uliveti, 1 vigneti e le piccole macchie di
vegetazione residua frapposte, circondano
uniformemente il muretto della popolazione
ipercromatica.

Per alcune analisi, in particolare di
natura molecolare, sono state prese in
considerazione popolazioni provenienti da

altri siti del Parco Nazionale del Cilento e

Vallo di Diano (P.N.C.V.D.), gia considerati nella sezione I: Capaccio, Licosa,

Punta Licosa, Ascea e Pisciotta. Questo criterio ¢ utile per caratterizzare la

popolazione
d’interesse e
confrontare 1
risultati
progressivament
e raggiunti in un
contesto piu

completo.

Figura 41 - fotografia panoramica dell’area di studio; si notano le

diverse tipologie di coltivi, i lembi di boschi frapposti e gli elementi

antropici stradali variamente dispersi. Fotografia di A. Della Paolera
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1.3 Criteri metodologici

I1.3.1 Landscape genetics

I progressi effettuati in ambito biomolecolare ed in ambito bioinformatico,
hanno recentemente incrementato lo sviluppo del campo della Landscape
Genetics: una disciplina che analizza le interazioni tra le caratteristiche del
paesaggio ed i processi microevolutivi che intervengono su di esso (Manel et
al., 2003). L’approccio di base combina gli strumenti di genetica molecolare
con 1 principi della Biogeografia ecologica e della Ecologia del Paesaggio,
sfruttando le statistiche spaziali ed 1 GIS; questo approccio ¢ molto adatto agli
studi di biologia delle popolazioni e di evoluzione, specialmente ad alte
risoluzioni; infatti, permette per esempio, di identificare barriere criptiche al
flusso genico tra popolazioni o contatti secondari tra popolazioni
precedentemente isolate. In effetti, ’approccio genetico-paesaggistico ¢ nato
come un tentativo per spiegare i pattern genetici spaziali di distribuzione,
quali i clini (Sokal & Thomson, 1998), I’isolamento per distanza (Cassens et
al., 2000), le barriere genctiche al flusso genico (Piertney et al., 1998;
Keyghobady et al., 1999), le metapopolazioni (Hansky, 1998), nonché i
modelli casuali di distribuzione (Piglucci & Barbujani, 1991), usando variabili
del paesaggio. D’altra parte se si tiene conto della scala temporale evolutiva in
una ricerca, non si possono trascurare, tra i parametri di lavoro, le dinamiche
di modificazione del paesaggio nel tempo, la variazioni di capacita portante o
di frizione del territorio.

L’innovazione vera portata da questa disciplina sta nella sua unita
operazionale, rappresentata dall’individuo: ci0 permette di condurre ricerche a
scala molto fine, senza dover circoscrivere a priori una popolazione,
operazione che presenta una serie di problemi e di limiti. In ogni caso,
mediante I’uso delle frequenze alleliche e di altri parametri popolazionistici,

I’attenzione puo essere facilmente spostata sulla popolazione.
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I1.3.2 Modelli ecologici

La complessita del mondo che ci circonda rende spesso impossibile una
comprensione completa dei processi a causa dei numerosi fattori che
intervengono e delle scale temporali che interessano i processi naturali.
Esistono fenomeni inarrivabili perché troppo lontani, come quelli
dell’astrofisica o troppo lenti o troppo remoti, come quelli della geologia o
della biologia evolutiva, o ancora semplicemente troppo grandi o costituiti da
troppi elementi come nei casi della metereologia e della climatologia.
L’ecologia, per esempio, rientra in tale tipologia di sistemi, con le numerose
interazioni tra gli organismi viventi e con la componente abiotica (Haeckel,
1866).

L’approccio piu frequente alla comprensione dei sistemi, dunque, ¢ la
semplificazione: si cerca in genere di isolare piccole parti del sistema e di
studiarle direttamente. L’incremento delle tecnologie e I’avanzare della ricerca
permettono di riprodurre i sistemi in un computer, dove possano essere
manipolati. In sostanza si cerca di modellizzarli.

Il modello imita il mondo reale prendendo solo gli elementi che sono
rilevanti a quel particolare proposito. Ad ogni modo il compito del modello ¢
di condensare, astrarre, interconnettere e quantificare la complessita del
sistema: se I’operazione ¢ sufficientemente accurata il modello puo essere utile
anche per determinare predizioni e per saggiare vari scenari o ipotesi di
sviluppo del sistema, oltre che per descriverlo (Hirzel, 2001).

In ecologia e in biologia della conservazione i modelli di distribuzione
delle specie permettono di formalizzare le relazioni specie-ambiente,
integrandole e sintetizzandole. Tra questi si distinguono i modelli tattici,
qualitativi e teorici, dai modelli strategici, quantitativi e applicabili ai dati reali
(May, 1973; Gillman & Hails, 1997), i modelli empirici, basati su dati reali di
censimenti (Guisan & Zimmermann, 2000) dai modelli basati invece sulla

bibliografia (Boone & Hunter, 1996) o sull’opinione di esperti (Pereira &
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Duckstein, 1993; Clevenger et al., 2002). In particolare, i modelli di idoneita
ambientale tentano di predire la presenza della specie d’interesse sulla base di
variabili ecogeografiche predittori (Guisan & Zimmermann, 2000). Tra questi
tipi di modelli, quelli basati sull’environmental-envelope seguono la teoria
della nicchia multidimensionale, in quanto cercano di delineare in uno spazio
di variabili ecogeografiche una ipersuperficie (envelope) che circoscriva le
condizioni idonee per la specie. In effetti, mentre il processo risulta semplice
in uno spazio ecogeografico unidimensionale (per esempio I’altitudine),
poiché richiede semplicemente di trovare il range in cui la specie persiste, in
uno spazio multidimensionale diventa piu problematico ¢ complesso. Va,
inoltre, considerato che le specie risultano spesso sensibili a combinazioni di
variabili (Cooley & Lohnes, 1971, Legendre & Legendre, 1998) piuttosto che
all’azione delle singole variabili (per esempio al connubio temperatura-
umidita, piuttosto che alle due variabili singole). In questi tipi di modelli,
praticamente le condizioni di idoneita sono identificate dalla posizione dei siti
dove la specie focale ¢ rinvenuta nello spazio ecogeografico: la densita della
specie, dunque, ¢ correlata all’idoneita ambientale.

Tutte le informazioni che vengono fuori dai modelli possono essere anche
un valida base di analisi per indagare altri campi, quale la storia evolutiva di

una popolazione naturale.
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1.4 Metodologie

I1.4.1 Acquisizione dei dati

La ricerca ¢ stata condotta in prima istanza in maniera analoga a quanto
effettuato per 1’indagine riguardante le isole marine, prevedendo,
sinteticamente:

un ulteriore campionamento nell’area di Roscigno, con la cattura di 20
individui, la raccolta dei dati biometrici e cromatici, 1’integrazione della
collezione fotografica, il prelievo dei tessuti organici per 1’analisi molecolare;
alcuni campioni analizzati provengono anche da una precedente campagna di
cattura compiuta dal gruppo di ricerca del prof. Odierna della Universita degli
studi di Napoli “Federico 117;

I’organizzazione dei dati cromatici nelle categorie descritte al paragrafo
1.4.1.2;

le analisi molecolari in laboratorio con la produzione delle sequenze del
tratto del gene 12S del DNA mitocondriale e del pannello degli 8 loci

microsatelliti come gia descritto nei paragrafi 1.4.1.3.

11.4.1.1 Analisi paesaggistiche

L’indagine sul sito di Roscigno ha richiesto, inoltre, una caratterizzazione
del paesaggio intorno all’area occupata dalla popolazione di lucertole: durante
la fase di campo si ¢ proceduto all’acquisizione dei dati paesaggistici e ad un
censimento della specie in tutte le tessere di paesaggio riscontrate.

La caratterizzazione paesaggistica ¢ stata condotta mediante I’integrazione
delle ricognizioni in campo e della lettura interpretativa di immagini satellitari
e di carte tematiche gia esistenti. Sono state cosi rilevate alcune caratteristiche
descrittive delle tessere che compongono il mosaico ambientale del sito: uso
del suolo e tipologia di vegetazione, densita della copertura vegetazionale,

esposizione, presenza ¢ distribuzione delle strutture antropiche. Un’altra
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caratterizzazione rilevata per tipologia ambientale ¢ la disponibilita trofica per
le lucertole, mediante trappole a caduta per insetti, innescate con una soluzione
1:1 di acqua ed acido acetico (Southwood, 1979), poste lungo transetti che
comprendevano diverse tipologie vegetazionali.

Le distribuzioni sul territorio di ciascuna delle variabili rilevate sono state
quindi riportate su apposita base cartografica.

Per fare cio tutti dati raccolti e tutte le tessere paesaggistiche identificate
sono stati progressivamente georeferenziati con un GPS (Garmin modello

GPS12) nel sistema di coordinate di tipo UTM, datum ED1950.

11.4.2 Elaborazioni

[1.4.2.1 Trattamento del dati morfologici e molecolari

La maggior parte della analisi ¢ stata condotta considerando un campione
piu ampio, riferito a 6 popolazioni cilentane al fine contestualizzare la
popolazione d’interesse (Roscigno) in un paesaggio e di effettuare validi
confronti con altre dell’entroterra. Le popolazioni prese in considerazione
sono: Capaccio, Isola di Licosa, Punta Licosa, Ascea e Pisciotta.

Anche per la fase elaborativa della ricerca una parte delle analisi ¢ stata
condotta analogamente alla prima sezione d’indagine. Cosi il trattamento dei
dati morfologici, al fine di verificare 1’espressione di qualche oggettiva
variante da parte della popolazione, ha previsto analisi univariate e
multivariate (PCA per i1 dati morfometrici e CatPCA per i dati cromatici).

Il trattamento dei dati molecolari, per valutare la possibilita di emergenza
di varianti molecolari, ha visto I’analisi di diversita nucleotidica, aplotipica,
I’analisi di selezione neutrale (per le sequenze di DNA mitocondriale), analisi
di diversita intrapopolazionistica ed il test di assegnazione molecolare (per le
frequenze alleliche dei frammenti nucleari). Anche i software utilizzati per le
suddette elaborazioni sono gli stessi di quelli gia descritti nella sezione
precedente.

Al fine di caratterizzare la struttura genetica spaziale delle popolazioni

cilentane ¢ stato usato il software Alleles In Space (AIS, Miller, 2005;
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http://www.marksgeneticsoftware.net), che conduce analisi di dati spaziali e
genetici interindividuali, anche a scala di paesaggio. Una procedura di
regionalizzazione geografica, implementata dall’algoritmo di Monmonier
(1973) permette di individuare la localizzazione di putative barriere al flusso
genico, mediante analisi iterative delle maggiori distanze genetiche tra
popolazioni contigue in una rete di connessione (Dounpanloup et al., 2002;
Manel et al.,, 2003; Manni et al., 2004). La rete di connessione tra le
popolazioni viene costruita mediante un’interpolazione tra le localizzazioni,
fornite al programma in forma di punti in un sistema di coordinate metriche;
I’interpolazione scelta per 1’analisi ¢ basata sulla triangolazione di Delaunay
(Watson, 1992; Brouns et al., 2003). La rappresentazione grafica della
distanza genetica tra gli individui sul territorio viene restituita sotto forma di
una superficie tridimensionale in cui le prime due dimensioni, la X e la Y,
individuano il paesaggio e localizzano le popolazioni, mentre la dimensione Z,
rende conto della distanza genetica tra le popolazioni: i picchi corrispondono a
distanze genetiche elevate, indicando difficolta e barriere al flusso genico tra le
popolazioni. La distanza genetica viene calcolata direttamente dal programma,
secondo i seguenti algoritmi:

per analisi di marcatori codominanti

n (&

|- D paxpy

=1 \, |

=1
D. =
v i

dove gk ¢ il numero di alleli differenti al locus k, n ¢ il numero totale dei
loci nel data set, pi e pj sono le frequenze relative dell’allele | negli individui i
¢ j. La misura ¢ analoga a quella di Nei et al., (1983), ma applicata a coppie di
individui piuttosto che di popolazioni;

per analisi di sequenze

in cui n ¢ la lunghezza della sequenza ¢ di assume un valore di 1 se gli

individui i e ] contengono differenti nucleotidi al sito di allineamento kK e 0 in
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Figura 42 - esempio di
creazione  della rete di
connesione e delle barriewre tra
le localizazini geografiche delle
popolazioni, con le procedure
descritte nel testo (Manel et al.,

2003)

caso contrario; una distanza di mismatch.
Nell’analisi sono state usate le distanze
genetiche (Dgen) corrette sulla base delle distanze
geografiche (Dgeo) mediante il log,, Dgen/Dgeo.
Tecnicamente una volta costruita la rete di
connessione ¢ la matrice delle distanze genetiche
fra le popolazioni, mediante [’algoritmo di
massima differenza di Monmonier, la procedura
identifica la connessione tra due localizzazioni in
cui ¢ espressa la distanza maggiore; nel punto
medio di tale connessione poi, posiziona la prima
barriera al flusso genico. la barriera correra
perpendicolarmente alla linea di connessione nella
direzione in cui si riscontra la distanza maggiore.

Questi passaggi vengono, quindi, ripetuti in

maniera iterativa.

Una stima della genealogia delle sequenze di mtDNA ¢ stata inferita
mediante una Nested Clade Analysis, NCA, con il software TCS v1.21
(Clement et al., 2000; http://darwin.uvigo.es/software/tcs.html); il metodo di
stima del cladogramma ¢ la parsimonia statistica (Templeton et al., 1992); la
probabilita di parsimonia viene calcolata per le differenze a coppie di
sequenze, fino a che non ecceda il limite di 0,95. Il numero di differenze
mutazionali associate con la probabilita prima di questa soglia del 95% ¢ il
massimo numero di connessioni mutazionali tra le coppie di sequenze

giustificate dal criterio di parsimonia.

11.4.2.2 Trattamento del dati paesaggistici

Verificare I’ipotesi di influenza della matrice paesaggistica sui processi
evolutivi di una popolazione animale naturale richiede innanzitutto di
analizzare lo stato di connettivitd paesaggistica per la specie, ovvero, in altre
parole, di definirne il grado di isolamento paesaggistico. A tale scopo ¢ stato

costruito un modello d’idoneita ambientale per P. sicula nel sito di studio.
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Il GIS come ambiente per sviluppare il modello

L’analisi di un paesaggio e la creazione dei modelli necessitano di
quantita notevoli di dati spaziali espliciti interconnessi. Il GIS (Geographical
Information System) ¢ uno strumento di lavoro adatto a gestire i progetti in
queste condizioni: ¢ capace di archiviare, mantenere, esporre, integrare,
analizzare attraverso numerose operazioni complesse 1 dati spaziali e
esplicitare i risultati in immagini di facile lettura.

Cosi I'uso del GIS permette di gestire anche la natura multidimensionale
delle relazioni specie-ambiente (Shaw & Atkinson, 1990). L’elaborazione di
un modello d’idoneita ambientale mediante 1 GIS, si basa, quindi,
fondamentalmente su un processo d’integrazione dei dati geografici. Tali dati
spaziali espliciti, sono mantenuti in strati informativi (layers o livelli
informativi), cartografie di riferimento, ognuna delle quali descrive la
distribuzione di una determinata variabile ambientale misurabile nonché
mappabile. Questo enfatizza il fatto che tutte le informazioni relative ad una
particolare area sono distribuite tra diversi insiemi di dati logici che possono
essere riassemblati, sovrapposti per essere paragonati ed analizzati. Gli strati
possono essere organizzati in due modi. Il primo vede i dati allegati agli
oggetti, le cui coordinate spaziali sono precisamente definite. In ecologia gli
oggetti tipicamente rappresentano informazioni biologiche o paesaggistiche
come osservazioni, localizzazioni di cattura, strade, fiumi o foreste. Quindi gli
oggetti possono essere a-dimensionali (punti), uni-dimensionali (linee, linee
spezzate, poligoni aperti) e bi-dimensionali (regioni o poligoni vuoti). I dati
associati ad essi sono chiamati attributi e possono essere in numero variabile,
fornendo qualsiasi tipo di informazione (nome, date, quantita, portata di un
segmento del fiume, tipo di vegetazione). Gli oggetti simili sono raggruppati
nei vari strati informativi. Il valore dei loro attribuiti pud essere rappresentato
da codici visivi, che variano di colore o di forma. In questa organizzazione i
dati sono archiviati in una struttura vettoriale, cio¢ le informazioni spaziali
sono contenute in nodi legati a vettori che definiscono la forma degli oggetti.
Per tale caratteristica, questa organizzazione dei dati ¢ particolarmente adatta a

generare modelli con informazioni qualitative, come copertura vegetale,
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strutture antropiche, reti fluviali, limiti amministrativi.

L’altro modo di organizzazione dei dati vede 1’area di studio scomposta in
celle isometriche (generalmente quadrate, dette pixel), a cui sono associate le
informazioni spaziali. Ogni strato contiene un tipo di informazione, qualitativa
o quantitativa, allegata alla singola cella. I dati in questo caso sono archiviati
in una struttura raster, particolarmente adatta all’analisi dei processi
paesaggistici: questa modalita, infatti, permette di modellizzare informazioni
geografiche continue, come per esempio l’elevazione, la temperatura o la
profondita.

Il dato geografico, in definitiva, risulta costituito da tre componenti: due
di queste sono 1’'una descrittiva e 1’altra spaziale, per cui ¢ sempre possibile,
selezionando la componente descrittiva, conoscere la posizione geografica
associata a quel particolare valore o set di valori selezionati, oppure, partendo
dalla componente geografica, attuare il percorso d’indagine inverso. La terza

componente ¢ temporale, che in genere, per semplicita, si considera costante.

L’ENFA

Tra 1 modelli di idoneita ambientale basati sul concetto di nicchia
multidimensionale di Hutchinson (1957), spicca 1’Ecological Niche Factor
Analysis (ENFA, Hirtzel et al., 2002; Hirtzel & Arlettaz, 2003), una recente
procedura suggerita da Perrin (1984) e sviluppata ed implementata in ambiente
GIS (Hausser, 1995) con il software Biomapper 3.1 (Hirzel et al., 2001; 2002;
http://www.unil.ch/biomapper). Fin’ora tale metodica di analisi di dati si ¢
mostrata piu robusta dei metodi logistici classici (Brotons et al., 2004), in
relazione a diversi scenari di habitat occupancy e soprattutto in condizioni di
data set non particolarmente accurati. Questo ne ha permesso 1’uso, con
risultati soddisfacenti, anche in situazioni particolarmente complesse: di
recente I’ENFA ¢ stata usata non solo per specie di Uccelli (Hirzel, 2003;
Hirzel et al., 2004; Boisteu & Marion, 2005), Mammiferi ungulati (Hirzel,
2002) e coleotteri, ma anche in ambiente marino per coralli (Leverette, 2004)
o Cetacei (Mandleberg, 2004), comprensibilmente difficili da mappare, o
ancora ¢ stata saggiata con dati provenienti da atlanti, che certamente non

mirano a definire con certezza I’assenza della specie.
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In accordo con gli altri metodi di analisi multivariata, ’ENFA fonda su
determinati principi: a) I’area si indagine ¢ modellata come una mappa raster
composta da N celle isometriche adiacenti; b) la variabile dipendente ¢
espressa come dato di presenza/assenza della specie focale nell’insieme di
celle; c) le Variabili Eco-Geografiche indipendenti (EGV), importanti per la
specie focale ai fini dello studio, descrivono quantitativamente alcune
caratteristiche delle celle. Tali variabili, dunque, vanno scelte a priori e
possono riguardare, per esempio, caratteri topografici (altitudine, pendenza),
dati ecologici (presenza di boschi, concentrazione di nitrati), influenza
antropica (distribuzione di infrastrutture, distanza dal centro abitato); d) le
EGV sono calibrate per classificare il piu correttamente possibile ciascuna
cella del paesaggio in funzione del grado di idoneita alla presenza della specie
(Hirzel et al., 2002).

Un’importante caratteristica dell’ENFA, rispetto agli altri strumenti di
modellistica multivariata, ¢ la sua indipendenza dai dati di assenza della specie
focale nel paesaggio. Il mancato rinvenimento di una specie durante
censimenti e campionamenti ¢, infatti, un punto debole dei modelli, in quanto
puo essere dovuto a numerose cause € puo generare determinazioni di “false
assenze”, che si riflettono sulle deduzioni del modello, soprattutto se la
variabile dipendente ¢ proprio la presenza della specie: si pensi a casi di
habitat idonei, ma per motivi storici non occupati dalla specie, o a semplici
problemi di contattabilita durante i censimenti (McArdle, 1990; Solow, 1993).
L’ENFA quindi ¢ fondato su un approccio nuovo che analizza la posizione
della nicchia della specie nello spazio ecologico, basandosi solo su dati di
presenza. In altre parole il modello confronta in uno spazio multidimensionale
determinato dalle variabili ecogeografiche, la distribuzione delle celle in cui la
presenza della specie ¢ stata accertata, con l’intero insieme di celle che
costituiscono 1’area di studio: considerando la nicchia ecologica come un
sottoinsieme di celle nello spazio ecogeografico dove la specie focale ha
un’elevata probabilita di essere, ’ENFA riprende, quindi, il concetto di
nicchia di Hutchinson (1957).

Per il resto, ’ENFA presenta alcune similitudini con la PCA, (Cooley &
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Lohnes, 1971, Legendre & Legendre, 1998), in quanto la prima operazione
che compie ¢ ’estrazione di pochi fattori che sintetizzano 1’informazione di
tutte le EGV (Manly, 1986): in tal modo in primis riduce la complessita del
sistema, scarica anche le correlazioni e la ridondanza tra le variabili e riduce il
rumore di fondo (Hirzel, 2004). Ma a differenza di questa procedura, ’ENFA
richiede due insiemi di dati di base: quello globale dei descrittori delle
variabili ecogeografiche per ogni cella dell’area di studio e quello di presenza
della specie per ciascuna cella. Inoltre, si riscontra un’altra differenza nel
significato degli assi estratti: nella PCA sono scelti in modo da massimizzare
la varianza della distribuzione, in ENFA assumono un significato ecologico in
quanto rendono conto della marginalita e massimizzano la specializzazione

delle specie (Hirzel et al., 2002).

11.4.2.2.1 Procedure di lavoro

La prima operazione ¢ consistita nella digitalizzazione dell’area di studio,
ovvero, partendo da un substrato informatico di immagini satellitari sono state
individuate e circoscritte, tramite poligoni, le tessere che compongono il
paesaggio. Correzioni progressive sono state apportate alle mappe create, a
seguito delle verifiche in campo. Il paesaggio ¢ stato poi sottoposto ad
un’analisi di frammentazione, condotta mediante I’estensione informatica
Patch Analyst 3.1 (Rempel & Carr, 2003,
http://flash.lakeheadu.ca/~rrempel/patch/index.html) del software ArcView.
Cosi sono stati calcolati alcuni indici di frammentazione paesaggistica: la
dimensione media (in ettari) delle tessere per tipologia; la sua deviazione
standard, che esprime bene la variazione assoluta della dimensione nel
paesaggio; la dimensione media dei margini, misura della lunghezza in metri
del margine delle tessere per categoria ambientale, di cui quantifica
praticamente il perimetro; la densita del margine, che valuta la dimensione dei
margini standardizzata per la superficie del paesaggio preso in esame; la
densita di margine per tessera, che analizza la quantita media di margine in
metri per tessera di paesaggio; Mean Shape Index (MSI), che quantifica la
complessita della forma delle tessere valutando il suo scostamento dalla forma

isodiametrica del cerchio o del quadrato. L’indice risulta dalla media delle
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differenze riscontrate per tutte le tessere appartenenti a ciascuna categoria ed
assume valori sempre superiori ad 1, crescenti man mano che la complessita
della forma delle tessere aumenta; infine, € stata calcolata la dimensione
frattale media della tessera, che analizza la complessita della forma delle unita
del paesaggio, basandosi sulla loro dimensione frattale. Chiaramente essa
dipende anche dalla dimensione della tessera ed il suo valore, compreso fra 1 e

2, € tanto piu vicino all’unita quanto piu la forma ¢ semplice.

Scelta delle variabili ecogeografiche e creazione degli starti informativi

Le variabili ecogeografiche (EGV) descrittive della nicchia ecologica di
P. sicula sono state individuate sulla base delle conoscenze delle esigenze
ecologiche della specie, supportate dalla letteratura. Tra le principali
caratteristiche ambientali che sicuramente condizionano la persistenza di una
specie vanno considerate le tipologie vegetazionali e la disponibilita trofica.
Considerando la costituzione eteroterma della specie d’interesse in questa
ricerca, si ¢ scelto di valutare I’esposizione dell’area di studio, in quanto
espressione della combinazione dell’intensita e della durata dell’insolazione al
suolo. Infine, considerando anche la particolare preferenza di P. sicula per le
strutture antropiche, quali muretti, costruzioni varie e strade, per le diverse
attivita quotidiane, ¢ stata inserita tra le variabili anche la presenza di strutture
antropiche.

Mediante analisi di campo, dunque, come gia descritto, sono state
quantificate le quattro variabili nonché la presenza della specie, per la
successiva creazione dei relativi strati informativi in ambiente GIS. Per la
valutazione della disponibilita trofica ¢ stata considerata la presenza di Insetti,
componente principale della dieta di P. sicula in condizioni normali (Corti e
Lo Cascio, 1999). La successiva identificazione al microscopio (stereoscopio
Wildheerbugg 40X) ha permesso una stima della loro distribuzione nelle

tessere del paesaggio.

Costruzione degli strati informativi vettoriali e conversione in formati raster

Per ciascuna variabile ecogeografica ¢ stata costruita una carta tematica,

con i dati collezionati in campo, con integrazioni di cartografie gia esistenti e
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di analisi informatiche. In altre parole ¢ stata effettuata una rilettura e una
riclassificazione del paesaggio sulla base dell’informazione fornita di volta in
volta da ciascuna EGV.

L’elaborazione digitale e la costruzione dei diversi strati informativi,
relativi a uso del suolo, disponibilita trofica, esposizione, presenza di strutture
antropiche e presenza della specie sul territorio, sono state condotte mediante
il software GIS ArcView 3.2 (ESRI Inc., 1999).

Gli strati informativi generati con ArcView, in formato vettoriale, sono
stati convertiti in formato raster, ovvero in grid, per essere acquisiti dal
software Biomapper 3.1 (Hirtzel et al., 2001) e per essere processati mediante
I’ENFA. L’operazione di conversione ha richiesto una trasformazione di tutti i
dati qualitativi e descrittivi, quali per esempio 'uso del suolo, in dati
quantitativi. Cosi la tipologia vegetazionale dello strato “uso del suolo” ¢ stata
quantificata mediante 1’indice di complessita strutturale della vegetazione, SC
(de Filippo, 1985), assegnando ad ogni tipologia vegetazionale il valore medio
di SC per tutte le tessere del paesaggio di quel tipo; I’esposizione ¢ stata
convertita mediante 1’assegnazione di valori proporzionali all’insolazione
ricevuta da ciascuna classe; 1 valori di densita media di prede per tipologia
vegetazionale sono stati utilizzati per trasformare lo strato informativo di
disponibilita trofica; per la presenza di strutture antropiche, ¢ stato attribuito
un valore pari a 1 nelle celle di presenza e pari a 0 per quelle che ne sono
prive; infine, la distribuzione della specie sul territorio ¢ stata associata ad un
valore di 1 diversamente dal suo mancato ritrovamento (0). Poiché Biomapper
accetta solo file informatici con estensione *.idrisi, € stato necessario una
conversione degli shape file (*.shp), creati da ArcView. L’operazione ¢ stata

condotta mediante I’estensione Av2Idrisi di ArcView.

ENFA e il modello di idoneita ambientale

Le cinque grid ottenute dalla riclassificazione del paesaggio, riferite alla
distribuzione nell’area di studio dei valori delle variabili ecogeografiche
rilevanti per la specie focale e alla distribuzione della specie stessa, sono state
utilizzate come data input per il software Biomapper 3.1.

La procedura ENFA inizia ad estrarre i fattori principali. Ogni cella ¢ cosi
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associata al vettore composto dai valori delle EGV nell’area sottesa e puo
essere rappresentata da un punto nello spazio multidimensionale delle EGV.
Se le distribuzioni delle variabili sono multinormali, lo scatterplot avra la
forma di un iper-ellissoide (fig. 43). L’insieme delle celle in cui la specie
focale ¢ stata osservata costituisce un sottoinsieme, rappresentato da un iper-
ellissoide piu piccolo all’interno di quello globale. Il primo fattore, o fattore di
marginalita, ¢ la linea retta che passa attraverso i centroidi dei due ellissoidi.
La marginalita della specie focale, ¢ dunque la distanza standardizzata tra
questi centroidi.

Per ottenere 1 fattori successivi, quelli di specializzazione, il procedimento

Figura 43 - interpretazione geometrica dell’Ecological Niche Factor Analysis. L’ellissoide maggiore,
chiaro, rapresenta la nuvola di celle che descrivono I’area di studio nello spazio tridimensionale
determinato dalle variabili ecogeografiche. L’ellissoide piu piccolo e piu scuro rappresenta il
sottoinsieme di celle in cui la specie focale persiste. La linea che passa attraverso i centroidi (i e ps) €
il fattore di marginalita. Per estrarre la varianza associata a questo fattore le coordinate delle celle sono

proiettate su un piano n perpendicolare alle celle tridimensionali. Da Hirzel et al 2002

opera un cambiamento nel sistema di riferimento, trasformando I’ellissoide
della specie in una sfera, la varianza della quale eguaglia 1’unita in ogni
direzione. In questo nuovo sistema, il primo fattore di specializzazione ¢
quello che massimizza la varianza della distribuzione globale ed i successivi
sono estratti in turno, rimuovendo in ogni stadio una dimensione dallo spazio,
prima che tutti i1 fattori siano estratti. La quantita di specializzazione
progressivamente rendicontata da ogni fattore ¢ necessariamente inferiore a

quella del fattore precedentemente estratto; ogni fattore di specializzazione ¢

112



ortogonale agli altri in modo che la distribuzione di un sottoinsieme di

specializzazione per ogni fattore non ¢ correlata alla distribuzione degli altri.

In questo modo un limitato numero di fattori F conterranno la maggior parte

delle informazioni rilevanti iniziali. Il loro basso numero e la reciproca

indipendenza li rende piu facili da manipolare rispetto alle EGV originali.

L’idoneita di ogni cella per la specie focale viene, cosi, calcolata in accordo

con la sua posizione nello spazio F-
dimensionale, piuttosto che EGV-
dimensionale.

I coefficienti my del fattore marginalita,
esprimono appunto la marginalita della specie
focale per ciascuna variabile in unita di
deviazione standard della distribuzione globale.
Sotto il profilo matematico la marginalita ¢

espressa da una semplice equazione:

|me — my

M
1.960

che descrive la differenza assoluta tra le

Figura 44 - interpretazione geometrica dei fattori
di marginalita e di specializzazione. La
distribuzione bidimensionale delle caratteristiche
ambientali del paesaggio e della specie sono
rappresentate dall’ellissi vuota e piena. Il fattore
di marginalita M ¢ I’asse che passa per entrambi i
centroidi (a). Estratto questo fattore, le due
distribuzioni hanno un centroide comune (b) ed il
fattore di specializzzazione (S) ¢ [’asse che
massimizza il rapporto fra la varianza globale og
e la varianza della specie og5. Da Hirzel et al.,

2004

mediane delle due distribuzioni della
specie, standardizzata. La divisione per
la deviazione standard permette di
rimuovere gli errori introdotti dalla
varianza della distribuzione globale,
mentre il fattore moltiplicativo (1,96)
assicura che il valore di marginalita sia
sempre compreso fra0 e 1.

Valori  assoluti  elevati  dei
coefficienti indicano che la specie di

discosta dalla media disponibile di

habitat in relazione alla corrispondente variabile; valori negativi di m indicano

che la specie preferisce valori della variabile corrispondente piu bassi rispetto

alla media relativa all’area di studio e viceversa per valori positivi del
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coefficienti.

I coefficienti dei successivi fattori ricevono una diversa interpretazione:
maggiore ¢ il loro valore piu ristretto risulta il range della specie focale
rispetto alla variabile corrispondente. Il segno del coefficiente ¢ del tutto
arbitrario. L’autovalore A; associato ad ogni fattore esprime la quantita di
specializzazione sintetizzata in quel fattore: il rapporto tra la varianza della
distribuzione globale e quella della distribuzione della specie sull’asse. In

termini matematici la specializzazione ¢ descritta in tal modo:

. _ Tz
5=
T

Gli autovalori velocemente decrescono dal secondo fattore in poi: solo i
primi quattro o cinque sono utili per computare I’idoneita del habitat.

Combinando la marginalita e la specializzazione di ciascuna variabile
ambientale, ENFA computa la marginalita e la specializzazione globali (Hirzel
et al., 2002, Reutter et al., 2003) con estensioni multivariate delle equazioni
precedenti.

La marginalita globale, M,

assume valori compresi fra 0 e 1 con i valori maggiori che indicano che la
specie non ¢ ugualmente rappresentata nel paesaggio.

La specializzazione globale, S,

|IIE }" i
1I,|- i=1
vV

S=

varia, invece, tra 1 e oo, con I’ampiezza della nicchia che decresce
all’aumentare del valore dell’indice. Per un’interpretazione piu immediata
viene spesso fornito il coefficiente di tolleranza globale definito come
I’inverso della specializzazione: quest’ultimo varia tra 0 e 1 ed ¢ un indicatore

diretto della larghezza della nicchia (Reutter et al., 2003).
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Dai risultati della procedura ENFA, Biomapper genera e restituisce la
mappa di idoneita ambientale per la specie focale nelle condizioni ambientali
fornite da quel paesaggio.

Innanzitutto per ciascuna EGV viene registrato il valore di ogni locazione
della presenza della specie; con questi valori viene generato un istogramma di
frequenze e ad ogni classe dell’istogramma viene attribuito un punteggio.
Supponendo una distribuzione normale, 1 punteggi saranno massimi alla
mediana della distribuzione per diminuire verso le sue code (Hirzel et al.,
2002). Viene, poi, determinata la classe di appartenenza per ciascuna cella
nell’area di studio e su tale base viene definito un valore provvisorio di
idoneita a ogni cella. Le classi di celle piu distanti avranno valori inferiori di

idoneita parziale. Computando la media

— pesata di tutte le idoneita provvisorie
L = (1/2)suitability index  Median
Focal 2 viene generato per ogni cella un indice
% : di idoneita ambientale, riscalato
& g ! mediante il metodo delle isoplete in
|| : :
/ﬁ i maniera da variare tra 0 e 100,
ALl

Ecological niche factor value parallelamente  all’idoneita  (Hirzel,
2001). II metodo delle isoplete ¢

Figura 45 - esempio della procedura di

calcolo dell’idoneita di ciascuna cella del preferito alla trasformazione lineare in

paesaggio nella creazione del modello .. .
quanto usa le osservazioni per riscalare

d’idoneita compiuta dall’ENFA. Per dettagli

ulteriori si veda Hirzel et al.., 2002 I’indice: a tal fine, infatti, determina 1
limiti di ogni classe di indice di

idoneita in cui ricade un ugual numero di osservazioni. E’ fondamentale che in

tale operazione il metodo non assuma che tutte le osservazioni ricadano in

habitat ottimali.
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1.5 Risultati

I1.5.1 Formalizzazione delle variazioni

11.5.1.1 Morfologia e cromatismi

Per D’analisi dei dati morfologici sono state considerate oltre alla
popolazione di Roscigno con 30 individui, altre due provenienti da siti
dell’entroterra cilentano, quella di Capaccio e quella di Pisciotta entrambe con
20 individui, per un totale di 70 campioni.

La tabella XXII riporta il numero di campioni, il valore medio e la
deviazione standard, i valori minimo e massimo per ciascuna misura
morfometrica considerata.

Tabella XXII - valor medio + deviazione standard, valori minimo e massimo per

ogni parametro biometrico considerato, per gli individui di Roscigno. N indica il

numero di campioni; per le sigle si rimanda al paragrafo 1.4.1.2.1 del testo

ROSCIGNO
TOTALI MASCHI FEMMINE
MEDIA e MEDIA e MEDIA e

DEV ST MIN-MAX N | DEV ST MIN-MAX N | DEV ST MIN-MAX N

SP 8,9+1,3 6,5-10,6 20| 9,3+1,0 7,3-106 11| 7,8+14 6,5-9,8 4
LMT| 10,7+1,6 7,7-13,3 20| 11,3%1,2 8,6-13,3 11| 9,1+17 7,7-11,5 4
RO | 19,3%3,6 8,9-225 20| 20,6%1,6 16,9-225 11| 15753 8,9-20,7 4
AT 8,5645,7 57102 20| 8,9+1,1 6,3-10,2 11| 7,316 5,7-9,1 4
AG 8,7+1,0 6,4-10,3 20| 9,0+0,9 7,3-10,3 11| 7,9+11 6,4-8,9 4
GD | 12,2+2,2 7,5-14,7 20| 12,6%2,1 7,5-14,7 11| 11,1%2,3 9,1-13,9 4
Al 41,8434  34,6-47,6 20| 42,829 38,2-47,6 11| 39,239 34,6-44,1 4
CS | 13,8+2,0 9,9-16,9 20| 14,416 10,3-16,9 11| 12,0+2,3 9,9-15,4 4
P 12,6+1,9 9,4-149 20| 13,8%1,6 9,9-149 11| 11,5%+2,1 9,4-14,4 4

T 7,8£1,0 5,6-9,3 20| 7,7¢1,0 5,6-9,3 11| 7,9#1,0 6,8-9,1 4
MC | 77,182 67,0900 20| 78,6t8,2 68,0-90,0 11| 73,5%8,2 67,0-840 4
DAM| 8,5#1,2 6,0-11,0 20| 8,8+1,0 75-110 11 7,8+1,7 6,0-10,0 4

L’analisi fattoriale delle misure morfometriche, condotta secondo la procedura
delle Componenti Principali, ha spiegato il 69,9% della varianza cumulativa
nelle prime tre componenti (tab. XXIII). Il grafico riportato in figura 46
rappresenta, appunto, la distribuzione spaziale delle variabili nello spazio
tridimensionale delle prime tre componenti; il grafico in figura 47, invece

rappresenta la distribuzione spaziale nelle stesse prime tre componenti degli
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oggetti analizzati, ovvero degli individui di Roscigno (in verde), di Capaccio

Component 2
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Figura 46 - distribuzione dei 12 parametri
morfometrici utilizzati nell’analisi fattoriale
nello spazio di ordinamento determinato dai

fattori principali

(in rosso) e di Pisciotta (in blu). In tale

ordinamento

si

riconosce un’unica

nuvola di punti in cui gli individui

delle tre popolazioni sono disposti in

maniera omogenea, non evidenziando,

dunque,

alcuna

spazio tridimensionale.

separazione

nello

Tabella XXIII - varianza degli oggetti spiegata dai fattori principali estratti dalla PCA durante la

procedura. La varianza complessiva spiegata dai primi tre assi ammonta al 69,9%

Initial Eigenvalues Extraction Sums of Squared Loadings
Component | Total % of Variance | Cumulative % Total % of Variance | Cumulative %
1 4,923 44,753 44,753 4,923 44,753 44,753
2 1,739 15,809 60,562 1,739 15,809 60,562
3 1,031 9,372 69,933 1,031 9,372 69,933
4 ,883 8,025 77,958
5 722 6,566 84,524
6 571 5,192 89,716
7 ,413 3,750 93,467
8 ,248 2,258 95,724
9 ,210 1,911 97,636
10 ,146 1,331 98,967
11 114 1,033 100,000
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Figura 47 - ordinamento in PCA degli individui di Roscigno,

in verde, di Capaccio in blue e di Pisciotta, in rosso, sulla base

dei parametri morfometrici, nello spazio tridimensionale

definito dai primi tre fattori principali (69,9% della varianza

cumulativa)

L’analisi multivariata dei caratteri cromatici degli individui delle tre

popolazioni, condotta mediante la procedura di CatPCA, descrive il 92,9%

della varianza cumulativa nei primi tre assi di ordinamento (tab. XXIV); sono

stati quindi utilizzati questi per raffigurare la distribuzione spaziale degli

oggetti esaminati (fig. 48). Si nota che alcuni individui di Roscigno (in verde)

occupano una regione dello spazio di ordinamento separata da quella generata

da tutti gli altri individui, indicando una discriminazione tra i due gruppi.

Tabella XXIV- varianza globale delle variabili cromatiche

spiegata dai primi due assi che la CatPCA ha estratto; il suo

valore ammonta al 92.9%

Variance Accounted For

Cronbach's Total
Dimension Alpha (Eigenvalue) | % of Variance
1 ,465 1,536 38,393
2 ,165 1,141 28,533
3 ,052 1,040 26,010
Total ,9752 3,717 92,936
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Figura 48 - ordinamento in CatPCA degli individui di Roscigno, in verde, di Capaccio,
in blu e di Pisciotta, in rosso, sulla base dei parametri cromatici. I primi tre assi fattoriali

utilizzati per la rappresentazione descrivono il 92,9% della varianza totale

[1.5.1.2 Mitocondriale e microsatellite

Al fine di verificare la situazione di variabilita della popolazione di Roscigno
in relazione ad altre popolazioni continentali, ¢ stato analizzato anche il suo
profilo genetico con 40 individui, confrontandolo con quello delle popolazioni
provenienti da Capaccio (30 individui), Licosa (19 individui), Punta Licosa
(18 individui), Ascea (15 individui) e Pisciotta (20 individui). Un totale di 142

campioni del Cilento ¢ stato valutato.

Per ognuno di questi ¢ stata sequenziata la regione 5’ del gene 12S rDNA, per

un totale di 615 paia di basi.

Diversita nucleotidica e aplotipica

La composizione nucleotidica del tratto di DNA sequenziato nella

\

popolazione di Roscigno ¢ sovrapponibile con quanto descritto nella prima
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Tabella XXV ~ sezione (par. 1.5.1.2) e dunque con i dati riportati

composizione  aplotipica anche in letteratura.

dell lazi di . .
c¢ha  popolazione @ L’allineamento di tutte le sequenze ha
Roscigno. N rappresenta la . ) o o . o .
evidenziato 67 siti variabili (sostituzioni di base), di
frequenza, mentre nel
totale viene riportato il cui 38 mutazioni singole. Anche in queste sequenze
lessivo desli . . ..
fUMero compiessivo €e8 sono  state ritrovate 4  delezioni/inserzioni. Il
aplotipi nella popolazione L o . )
rapporto transizioni: trasversioni € stimato pari a

Aplotipi N 1.6,
HI 22 . _ .. . .
48 1 Sono stati evidenziati 15 aplotipi nella popolazione di
H49 1 Roscigno, diversi da quelli gia identificati, il cui elenco e le
Ez? 1 cui sequenze sono riportate rispettivamente in tabella XXV
H52 3 ed in figura 49. L’unico aplotipo comune alle popolazioni
Ez 3 1 cilentane ¢ I’H1, presente in Roscigno con una frequenza
H55 1 del 55%. La composizione aplotipica in frequenze di tutte
H56 1 le popolazioni cilentane considerate e confrontate nei
gi; i grafici di figura 50 mette in luce 1’alta variabilita aplotipica
H59 1 (16 aplotipi) della popolazione di Roscigno rispetto alle
EZ? i altre e la sua composizione poco omogenea, con un
H62 1 aplotipo dominante (H1, 55%) e tutti gli altri poco
TOT 16 rappresentati.
| R R T R
0L CCCTCAAAAATTITATCCA TCTATAGTAATGCTTTITCGA —TTACCTTTTTTGECACCECTCTGAGGAAGETA ACAG Ta

Figura 49 - lista degli aplotipi definiti dalle posizioni nucleotidiche polimorfiche. Le posizione

identiche alla prima sequenza sono indicate con un punto; i tratti indicano i gap
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Figura 50 - composizione aplotipica di Roscigno e delle 5 popolazioni cilentane utilizzate per confronto; i

grafici rendono conto anche delle proporzioni di rappresentativita degli aplotipi nelle popolazioni

Test di selezione neutrale

I risultati del test di Tajima applicato alle sequenze mitocondriali delle sei

popolazioni cilentane, riportati nella tabella XX VI, evidenziano una situazione

particolare per Roscigno: nell’ambito di una diffusa condizione di violazione

dell’assunzione di equilibrio (tutte le popolazioni cilentane evidenziano un

valore di D # 0), la popolazione d’interesse evidenzia lo scostamento maggiore

(- 2,09). Inoltre la popolazione mostra i1 valori piu elevati di S e di w (39,0 e

Tabella XXVI - test di Tajima applicato alle sequenze delle sei popolazioni

cilentane
Capaccio Punta Licosa Roscigno Ascea Pisciotta
Licosa

N 30 18 19 40 15 20

S 7,0 10,0 14,0 39,0 13,0 11,0
w 1,02 1,56 2,43 3,74 2,07 2,00
D -1,58 -1,87 -1,46 -2.09 -1,90 -1,27
P-value 0,06 0,10 0,05 0,004 0,02 0,09
0, 2,00 3,07 4,00 9,22 4,00 3,10
0, 1,03 1,56 2,43 3,74 2,07 2,00
Delta 0 -0,97 -1,51 -1,57 -5,48 -1,93 -1,10
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3,74), delle due rispettive stime (9,22 e 3,74) ed il differenziale tra le due

stime piu elevato in valore assoluto (-5,48).

Analisi genealogica

Un’analisi filogenetica ¢ stata condotta mediante la NCA, che ha costruito
un network di aplotipi basato sulla parsimonia con le connessioni al limite di
parsimonia fissate al 95% (Templeton et al., 1992). Il risultato dell’analisi ¢
rappresentato dal cladogramma di figura 51, in cui si riconoscono dei gruppi
che corrispondono alle reali popolazioni.

L’analisi ha identificato HO1 come aplotipo ancestrale, che connette tutti i
gruppi riconosciuti, pur essendo stata condotta all’oscuro delle frequenze
aplotipiche. H02, aplotipo unico di Ascea, popolazione cerchiata in rosso nella
figura, ¢ stato riconosciuto come successivo aplotipo ancestrale per le
popolazioni di Pisciotta e Licosa e indirettamente anche per le altre due
(Capaccio e Roscigno) Il gruppo che corrisponde alla popolazione di Capaccio
(in verde scuro) ¢ costituito dagli aplotipi intermedi che hanno dato origine ad

altri aplotipi di Licosa (in celeste) e Roscigno (in verde chiaro). I gruppi che

—— Roscigno

— Pisciotta
P. Licosa
Licosa

— Ascea

— Capaccio

Figura 51 - cladogramma delle popolazioni cilentane analizzate, ottenuto mediante Nested Clade Analysis.
Nell’albero degli aplotipi vengono identificati dei gruppi corrispondenti alle popolazioni, cerchiati con

diversi colori secondo come indicato in legenda
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Figura 52 - test di assegnazione molecolare dei genotipi nucleari delle sei popolazioni cilentane. Per la spiegazione delle

identificano queste due popolazioni, inoltre, contengono solo aplotipi

terminali, ovvero non collegati ad altri; solo in Roscigno alcuni aplotipi sono

connessi ad altri della stessa popolazione, ma non mostrano connessioni con

alcun’altra popolazione. Quattro aplotipi sono stati riconosciuti come

indipendenti (H44 e H55 di Roscigno; H61 di Punta Licosa; H56 di Ascea),

non legati a nessun altro; probabilmente questi rappresentano elementi di linee

filetiche non campionate.

Diversita genetica

L’analisi dei frammenti microsatelliti del DNA nucleare, condotta sugli

Tabella XXVII -
distribuzione  degli
alleli riscontrati nella
popolazione di

Roscigno

locus |N° alleli

La2 4
La3
lad4
La6
A7
B3
B4
D1

AN AN NN~

stessi 142 campioni e condotta mediante il pannello di 8
loci descritti nella prima sezione (para. 1.4.1.3.4), ha
messo in luce I’esistenza di altri 23 alleli caratteristici

della popolazione di Roscigno (tab. XXVII).

Test di assegnazione

Tra i diversi modelli di struttura generati con varie
iterazioni del programma, il piu congruente ¢ stato
impostato con K =5, 10.000 burn-in periods e 1.000.0000
replicazioni. I risultati dell’analisi bayesiana dei genotipi
sono riportati in figura 52. Si riscontra un gruppo,
contraddistinto dal celeste, che caratterizza la popolazione

di Roscigno e che si ritrova praticamente solo in Ascea tra

le altre popolazioni cilentane. Diversamente, gli altri gruppi della popolazione

di Roscigno sono condivisi con tutte le popolazioni cilentane continentali.

PUNTA

ASCEA CAPACCIO LICOSA FISCIOTTA ROSCIGNO

LICOSA

e

barre e dei colori si veda figura 29
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L’analisi ha assegnato pochi genotipi di Roscigno al gruppo di congruenza

arancione tipico invece di Punta Licosa.

I1.5.2

A scala globale....

Analisi dell’isola continentale

L’analisi genetico-territoriale, condotta con il software AlS ha restituito

risultati quasi sovrapponibili nei due casi di applicazione: alle sequenze e ai

Figura 53 - ricostruzione di un paesaggio genetico tra le sei

Capaccio

Licosa
Punta

Licosa

o

Rosecigno

frammenti
microsatellite, come
riportato
rispettivamente nelle
immagini di figura 53
a e b. La prima di
queste immagini,
relativa all’analisi
delle sequenze, viene
riportata direttamente
come 1’output del
programma; [’altra, invece,
relativa  all’analisi  delle
frequenze alleliche, ¢ stata
sovrapposta ad una
immagine del paesaggio
d’indagine, scaricato da
Google Earth v3.0
(http://earth.google.co

popolazioni cilentane, elaborato mediante [’interpolazione delle m) per unha pifl

distanze genetiche dal software AIS. In a, I’output restituito dal

completa

programma dell’analisi ¢ stata condotta sulle sequenze; in b, il

risultato dell’analisi delle frequenze alleliche, ¢ stato sovrapposto ad

una immagine del paesaggio:

linee tratteggiate verdi indicano le barriere al flusso genico.

visualizzazione. In

le linee rosse riportano alle entrambe le analisi &

localizzazioni dei siti delle popolazioni (pallini rossi sul Cilento). Le

stata impostata una
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maglia di 100x100 celle che descrive il territorio di analisi, per quanto
riguarda la dimensione della griglia di visualizzazione del risultato; 1’altro
parametro di visualizzazione ¢ &, che regola il peso attribuito alla distanza
genetica nel paesaggio genetico ricreato ed ¢ stato impostato pari ad 1. Il
risultato dell’analisi, infatti, corrisponde ad una interpolazione del paesaggio
in cui sono localizzate le popolazioni e ad una ricostruzione sulla base delle
distanze genetiche riscontrate tra le popolazioni stesse: quindi se sugli assi
ortogonali X e Y si rappresenta lo spazio geografico in un sistema metrico e si
individuano 1 siti delle popolazioni campione, sull’asse verticale Z, si
rappresenta la distanza genetica per cui la pendenza della maglia creata risulta
direttamente proporzionale alla distanza genetica tra le popolazioni.

Dalle immagini di figura 52 a e b si nota che tra le popolazioni le distanze
genetiche maggiori vengono espresse tra Roscigno e le due popolazioni
confinanti, Pisciotta e Capaccio, e tra Licosa e Punta Licosa. L’algoritmo di
Monmonier ha poi individuato quindi le barriere esistenti nell’ambito di tale

paesaggio, rappresentate nella figura 53b, attorno a Licosa e a Roscigno.

....e a scala locale

Per realizzare 1’analisi a scala locale dell’eventuale isola paesaggistica
sono state condotte analisi GIS, attraverso cui € stato costruito un modello di
idoneita ambientale per la specie, al fine di individuare livelli di
biopermeabilita e di attrito ambientale delle diverse tessere esistenti attorno
alla popolazione. Il modello ¢ stato generato mediante la procedura
dell’ENFA.

La prima operazione di digitalizzazione dell’area di studio ha individuato
un mosaico paesaggistico composto da 10 tipologie di uso del suolo;
I’organizzazione e la struttura di tale paesaggio vengono fornite dai risultati
dell’analisi di frammentazione compiuta con Patch Analyst 3.1 (Rempel &
Carr, 2003), riportati sinteticamente in tabella XXVIII.

La tipologia piu rappresentata ¢ 1’oliveto con 13 tessere; gli elementi

lineari, il fiume Ripiti, la strada asfaltata e le sterrate costituiscono singole

tessere. Fatta eccezione per il fiume, delineato da un unico poligono di grandi
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dimensioni che circoscrive a sud-est I’intero paesaggio, il bosco rappresenta la

Tabella XXVIII - indicatori del grado di frammentazione del paesaggio d’interesse. Per la

spiegazione degli indici si veda il testo. nc = non calcolato

Ne Dimensione Dimensione Densita del Dimensione media Mean Shape Dimensione
uso del tessere mediatdev st del margine margine del margine / tessera Index Frattale Media
suolo (ha)
Oliveto 13 3,4543,72 14267 79,15 1097 1,71 1,3562
Oliveto M 6 1,47+1,62 3444 19,11 574 1,47 1,3649
Oliveto J 3 0,9+0,66 1155 6,41 385 1,32 1,3849
Bosco 8 11,46+10,62 16931 93,93 2116 2,22 1,405
Vigneto 3 0,33+0,14 727 4,04 242 1,21 1,3636
BoscoFitto 3 6,2545,17 3780 20,97 1260 1,48 1,3279
Macchia 2 0,10+0,04 429 2,38 214 1,89 1,5514
Sterrata 1 0,24 nc nc 895 5,15 1,7466
Fiume 1 10,98 nc nc 5716 4,87 1,4907
Strada 1 0,96 nc nc 3754 10,78 1,7943

tipologia costituita da elementi di dimensioni medie maggiori, rispetto alle
altre categorie (11,46 he) e contestualmente anche con la piu alta deviazione
standard (10,62): la sua variabilita dimensionale dipende dalla presenza delle
piccolissime tessere residue. Diversamente, gli elementi a macchia
mediterranea sono sporadici (2) e piccoli, raggiungendo una dimensione media
di 0,1 he. Il bosco e I’oliveto rappresentano anche le due categorie con elevata
dimensione (16.931 e 14.267) e densita dei margini (93,93 e 79,15) ed insieme
al bosco fitto presentano i piu alti valori di dimensione media di margine per
tessera di paesaggio (rispettivamente 2.116 per il bosco, 1.270 per il bosco
fitto e 1.097 per I’oliveto). Si ¢ preferito escludere le tipologie di uso del suolo
quali la strada e il fiume dal calcolo di metriche relative al margine, in quanto
prive di significato ecologico L’indice Mean Shape Index fornisce
un’informazione sulla forma pit o meno tondeggiante dei poligoni di una
categoria. Il valore maggiore ¢ espresso dalla strada, 10,78 data la sua forma
dendritica, seguito da quello degli altri elementi lineari (5,15 per le strade
secondarie sterrate e 4,87 per il fiume). Il valore minore, invece, ¢ dei piccoli
vigneti con forme geometriche regolari (1,21). Analogamente, la dimensione
frattale delle tessere oscilla tra il massimo negli elementi sottili, come strade e
flume (1,79-1,49) ed il minimo del bosco fitto (1,33).

Le figure 54, 55, 56 e 57 mostrano gli strati informativi del paesaggio
creati sulla base delle variabili ecogeografiche scelte, ovvero esprimono la

distribuzione dei valori di ciascuna variabile nel paesaggio considerato: come
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¢ facile osservare dalle immagini, ogni tessera di ciascuno strato informativo ¢
identificata e discriminata sulla base della variabile. Ciascuna immagine di
mappa vettoriale ¢ affiancata nella figura dalla corrispondente mappa in
formato raster, generata dalla riclassificazione quantitativa del paesaggio.
Specificatamente, si riporta il livello di uso del suolo e la sua

corrispondente grid:

I bosco [ ofiume
Il boscofitto [ ] 0.3950 strada starrata
[ fiume [ 04281 vigneto
[ macchia E g'::i ’::d’ 4
dliveto ; v 20

% oliveto giovane R 0 579G ok

£ I 05476 oliveto mat.
[ oliveto maturo I 0.7500 bosco fitto
B strada [ 02010 bosco
[ stradina sterrata I 02382 macchia
I vigneto

Figura 54 - livello informativo relativo all’uso del suolo. L’area di studio, Roscigno, ¢ stata scomposta in
tessere corrispondenti a diverse tipologie di uso del suolo, circoscritte dai poligoni. I colori di questi ultimi

si rifanno alla legenda. In a ¢ riportata la carta in formato vettoriale, in b la corrispondente grid

il livello relativo all’esposizione e il suo corrispondente strato in formato

raster:

B3 so,e
B35 se

N

e
1 Kilomaters A

5

Figura 55 - livello informativo generato dall’analisi dell’esposizione delle tessere di Roscigno. In a ¢

riportata la carta in formato vettoriale, in b la corrispondente grid
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quello relativo alla disponibilita trofica e il suo corrispondente strato in

formato raster:

a | b | 10 vigneto
§ i | |14 stradaov
{ L]10 [_]15 bosco
; | I 14 Hl c fiume
‘ { [ | 15 ‘ 4 Il 17 stradaob,om

i-" i 16 Il 18 oliveto,macchia
17
: . e

Figura 56 - strato informativo relativo alla disponibilita d’Insetti nel paesaggio di Roscigno. In a ¢

riportata la carta in formato vettoriale, in b la corrispondente grid

ed infine, il livello relativo alle strutture antropiche ¢ la sua grid:

a b
0 perimetro
Il ' str. antropiche

- 0 area

! 1 str.antropiche

5 . . 3

Figura 57 - strato informativo relativo alla presenza delle strutture antropiche, quali muretti o
costruzioni varie nell’area di Roscigno.In a ¢ riportata la carta in formato vettoriale, in b la

corrispondente grid

In figura 58 viene riportata la distribuzione sul paesaggio della presenza
della specie, variabile dipendente per la procedura ENFA, su cui fonda
I’algoritmo di idoneita ambientale; anche in questo caso, accanto si riporta la

mappa convertita in formato raster:
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Figura 58 - distribuzione della specie focale Podarcis sicula nell’area di studio. In a ¢ riportata

la carta in formato vettoriale, in b la corrispondente grid

In tabella XXIX viene riportata la correlazione tra le EGV, determinata

dalla procedura ENFA.

Tabella XXIX - correlazioni tra le 4 variabili ecogeografiche della

nicchia di Podarcis sicula, calcolate dalla procedura dell’ Ecological

Niche Factor Analysis
EGV uso del suolo  esposizione disponibilita
trofica
uso del suolo
esposizione 0,16
disponibilita trofica -0,51 -0,09
antropizzazione -0,03 0,02 0,06

Le variabili non mostrano valori elevati di correlazione; la correlazione
piu alta ¢ riscontrata tra la disponibilita trofica e 1’uso del suolo, il cui valore
corrisponde a - 0,51. La riduzione delle variabili ecogeografiche in due fattori
principali, condotta dall’ENFA, esprime complessivamente 1’84,7% della
varianza delle EGV originarie. Il valore percentuale ¢ distribuito fra i due
fattori come esposto nella figura 59, che indica anche la relazione esistente tra
i fattori principali e le variabili originarie: il primo fattore ¢ particolarmente
influenzato dall’antropizzazione, mentre 1’uso del suolo e 1’esposizione sono
piu pesanti nel costruire il secondo asse; la disponibilita trofica partecipa alla

estrazione dei due assi con ugual peso.
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Fattore 2 {24,6%)

MARGINALITA’ = 0,816

]

Fattore 1 (60,19%0)

Antropizzazione

Esposizione . o .
Disponibilita trofica

Uso del suolo

1 SPECIALIZZAZIONE = 1,319

Figura 59 - rappresentazione dei primi due fattori che la procedura dell’ Ecological Niche Factor
Analysis ha estratto. Il primo fattore da conto della marginalita ed il secondo della specializzazione
di Podarcis sicula nel paesaggio di Roscigno. Su ciascuno viene indicata la corrispondente
varianza espressa. Le variabili ecogeografiche partecipano alla generazione dei fattori come

indicato dalle rispettive linee rosse

I1 significato ecologico del primo fattore ¢ la marginalita globale M della
specie nel paesaggio considerato. Questo indice massimizza la differenza
assoluta tra la mediana delle condizioni ambientali utilizzate dalla specie e la
mediana delle condizioni ambientali disponibili nel paesaggio; assume cosi
valori compresi fra 0 e 1, progressivamente crescenti quanto piu la specie non
¢ ugualmente rappresentata nel paesaggio. In altre parole all’interno di questo
range valori piu elevati indicano una tendenza della specie a sfruttare
condizioni ecologiche marginali rispetto a quelle maggiormente espresse dal
paesaggio considerato, mentre valori piu bassi indicano che la specie tende a
vivere nelle condizioni ecologiche maggiormente disponibili nell’area di
studio.

Il valore di marginalita calcolato per Podarcis sicula nel paesaggio
analizzato ¢ M = 0,816.
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Il significato ecologico del secondo fattore, in cui sono state ridotte le
variabili, ¢ la specializzazione globale, che massimizza la varianza della
distribuzione globale ed esprime il rapporto tra la varianza delle condizioni
ambientali disponibili nel paesaggio e la varianza di quelle sfruttate dalla

specie. Ogni valore dell’indice superiore ad 1 indica una forma di

specializzazione.
Tabella XXX - correlazione tra ciascuna variabile Nel caso esaminato la
ecogeografica e ogni fattore estratto dalla procedura ENFA o ) )
specializzazione di
Fattore 1 Fattore 2 ) _
| (60%) (25%) Podarcis sicula  nel
Uso del suolo 0,35 -0,81 paesaggio considerato ¢ S
ESpOSiZiOﬂe 0,07 -0,4 =1319
Disponibilita trofica 0,61 -0,42 ’
Antropizzazione 0,71 0,01 I valori di

correlazione tra ciascuna
EGV e ciascuno dei primi due fattori estratti, riportati nella tabella XXX,
aiutano a comprendere meglio il legame tra le variabili stesse ed i due fattori.
Le due variabili maggiormente correlate alla marginalita (primo fattore)
risultano essere 1’antropizzazione (0,7) ed la disponibilita trofica (0,6): i valori
di tali variabili nelle celle di presenza della specie differiscono molto da quelli
mediamente espressi dall’intero paesaggio. Al contrario, [I’indice di
correlazione basso espresso dall’esposizione (0,07) indica che i versanti
preferiti dalla specie sono anche quelli maggiormente presenti nell’area di
studio. Per quanto concerne la specializzazione (secondo fattore), la variabile
ecogeografica piu correlata ad essa ¢ 1’uso del suolo (0,8): in altre parole, tra
tutte le tipologie di uso del suolo presenti nel paesaggio, la specie tende a
frequentarne solo alcune. Infine ¢ possibile affermare che 1’antropizzazione
non fornisce alcun contributo al fattore di specializzazione (correlazione pari
0,01) in quanto la presenza della specie ¢ stata accertata su tutte le strutture
antropiche presenti nell’area di studio.
In ragione della marginalita e della specializzazione di Podarcis sicula,
infine, ¢ stata realizzata la mappa di idoneita del habitat della specie relativa al

paesaggio considerato (figura 60).
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451-15.12

1512- 2573

B ] 2573-36.34

[ 36.34 - 46.95
I 46.95 - 57.56

T BER,

B 6517 - 7878
B 7575 - 89.39

I 3939 - 100

Figura 61 - modello d'idoneita ambientale sovrapposto alla foto aerea dell'area di studio e

localizzazione della popolazione indagata in verde

L’area colorata identifica il paesaggio analizzato nell’area di Roscigno

intorno alla popolazione di interesse (fig. 61). Le zone evidenziate da intensita

Figura 62 - un individuo di Podarcis sicula di Roscigno sul

muretto. Foto di A. Della Paolera

di colore maggiore sono
quelle caratterizzate dai
piu alti valori di idoneita
e, quindi, manifestano
una minore frizione per
la specie focale.
Progressivamente, al
ridursi dell’intensita dei
colori nella carta si
riduce 1’idoneita per la
specie  focale e di

conseguenza la specie
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tendera ad frequentarle di meno.

Il modello di idoneita di figura 60 ha individuato 1’esistenza di tre zone
molto favorevoli alla presenza della specie immerse in una matrice
essenzialmente ostile di paesaggio complessivo in cui vive la popolazione
esaminata. In particolare nella zona idonea di maggiori dimensioni, situata
nella parte sud-
orientale dell’area
di studio, e
localizzato il
muretto su cui
vive la

popolazione con

individui melanici
oggetto della
ricerca (fig. 63).
Una
validazione diretta
del modello
condotta sul
campo, mediante

una campagna di

cattura di animali

Figura 63 - individui parzialmente melanici sono stati identificati in tutte le aree

durante la validazione diretta del modello d’idoneita, anche in un’altra . .

_ S risultate idonee, ha
area idonea per Podarcis sicula, identificata dal modello stesso

messo in  luce

I’esistenza di animali almeno parzialmente melanici, con macchie scure nella

regione ventrale, sicuramente in una delle due aree indicate dal modello (fig.

X).
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DISCUSSIONE

Le popolazioni naturali poste in condizioni di insularita seguono percorsi
evolutivi condizionati dalle caratteristiche del nucleo fondatore o da eventi
stocastici che intervenendo su gruppi di dimensioni effettive relativamente
piccole, possono sortire effetti gravi. Questo aspetto ¢ di grande interesse per
la Biologia della Conservazione, infatti molte delle cause di minaccia per le
popolazioni animali, quali la frammentazione o riduzione degli habitat,
I’introduzione di nuove specie, la riduzione demografica, possono essere
ricondotte a diversi aspetti del fenomeno “isolamento”.

Al fine di indagare i processi microevolutivi che intervengono in
popolazioni isolate, per inquadrare le caratteristiche dell’isolamento e dei suoi
possibili effetti sul genotipo e sul fenotipo degli animali, la ricerca ¢ partita
con un modello d’indagine costituito dalle popolazioni di lucertole viventi in
tre isole marine: Cirella, Licosa e Ustica. Lo schema cosi composto, in cui le
isole evidenziano differenti caratteristiche geografiche e geologiche, ha
effettivamente dimostrato differenze sostanziali tra le tre popolazioni di
Podarcis sicula sia su base morfologica che molecolare. Nel definire il pattern
di variabilita fenotipica esistente nelle tre popolazioni insulari sono state
analizzate le caratteristiche biometriche e cromatiche degli individui. Singole
variabili morfometriche discriminano le popolazioni, come le misure di
lunghezza negli individui di Licosa; ma un’analisi di sintesi, tesa alla
riduzione delle variabili, mostra una discriminazione significativa solo nel
caso dell’isola di Ustica, rispetto alla popolazione della terraferma
prospiciente. Questo potrebbe essere legato al grado di isolamento di
quest’isola e/o alle sue caratteristiche ecologiche locali. Il pattern cromatico
discrimina, invece, Licosa sulla base della iper-pigmentazione azzurra, tipica
degli individui che vivono sull’isola. Questo aspetto sebbene difficile da

giustificare (si rimanda all’introduzione per una rassegna delle ipotesi
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formulate a riguardo) trova una sua corrispondenza con le caratteristiche
genetiche della popolazione. Infatti, la diversita genetica, I’analisi degli aplotpi
e il test di neutralita caratterizzano la popolazione di Licosa, ’'unica melanica,
come quella che ha subito e subisce integralmente le conseguenze
dell’isolamento; Licosa, infatti ha evidenziato:

- livelli di variabilita (eterozigosita attesa su base microsatellite) piu
bassi delle altre due isole;

- una dominanza da parte di un aplotipo, condiviso con la popolazione di
Cirella, che ¢ presente nel 50% degli individui campionati;

- uno scostamento dall’equilibrio neutrale, con valori di D # 0, di
differenziale tra S e m alto, condizionati da una significativa pressione
selettiva direzionale; lo stesso test di neutralita mentre per Cirella, la
popolazione fenotipicamente normotipo, fornisce indicazioni di un
recente bottleneck (dato il basso numero dei siti segreganti S, la
differenza positiva tra le stime 0, nonché il piu alto valore di D), per
Ustica, la popolazione differenziata su base biometrica, indica una
popolazione non sottoposta a particolari pressioni selettive o
incrementi demografici recenti, né pregressi bottleneck, visti il valore
alto di S e il valore di D prossimo allo 0.

Questi risultati hanno indotto un approfondimento per la popolazione
dell’isola di Licosa invitando a ricostruirne la storia evolutiva.

La popolazione di Licosa deriva da una popolazione ancestrale,
progenitore comune dell’attuale popolazione dell’isola e della popolazione

di Punta Licosa. Infatti, la similarita genetica stimata tramite indici

sintetici di diversitd, mediante analisi degli aplotipi, mediante il test di

assegnazione molecolare con statistica bayesiana, prova il legame piu

vicino ed esclusivo esistente tra i suddetti siti, rispetto ad altri della
terraferma, Capaccio, Ascea e Pisciotta. L’ipotesi di una relazione
possibile tra Licosa e uno di questi luoghi, nasce da un’indagine sulle
provenienze delle barche che frequentano 1’area circostante 1’isola. In altri
casi la colonizzazione di Lacertidi dalla terra ferma si ¢ vista dipendente da

movimenti passivi degli individui che derivavano da localita non contigue,
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ma raggiungibili attraverso correnti marine.

In questa indagine il test di assegnazione molecolare ha dato un
risultato particolarmente chiaro di associazione tra le due popolazioni
prospicienti, supponendo anche un possibile evento di colonizzazione
secondario a Licosa: probabilmente 1’unico che abbia lasciato segni tra i
tanti che si possono immaginare. Il genotipo che porterebbe traccia di tale
evento, (cfr. fig. 30 ed in particolare il genotipo evidenziato dal colore
arancione), si ritrova disperso in tutte le popolazioni cilentane considerate;
si potrebbe quindi supporre la provenienza da qualsiasi parte della costa,
ma la sua alta rappresentativita nella popolazione di Punta Licosa fa di
nuovo presumere la sua provenienza da questo promontorio a soli 200 m di
distanza.

I1 passo successivo di analisi ha permesso di datare 1’evento di origine
della popolazione. A tal proposito ¢ necessario fare una precisazione, 1’uso
del tratto genico utilizzato (12S del mtDNA) nella procedura di datazione
va considerato con cautela, per due motivi:

1 la datazione di una separazione sulla base di un gene ¢ certamente
riferita ad una divergenza genica tra i due campioni considerati che
potrebbe nel tempo essere rientrata senza effettivamente sfociare in una
differenziazione tra le due popolazioni;

2 TD’assenza di dati precisi sul tasso di evoluzione mitocondriale del gene
in questione e della specie in analisi, ha indotto 1’assunzione come
riferimento del tasso evolutivo del DNA mitocondriale, come da
letteratura pari a 10,

Queste due considerazioni hanno spinto verso un’analisi piu attenta e

verso una duplice datazione: se la datazione genetica di divergenza ha indicato

una separazione risalente a 14.000 anni fa, la datazione di divergenza

popolazionistica ha ridotto di poco i1 tempi, datando I’evento a 12.600 anni fa.

Tale discrepanza puo essere attribuita alla diversa accuratezza delle due stime

o ad una effettiva separazione tra le due popolazioni, successiva rispetto alla

divergenza a livello genico. Va considerato comunque che trattandosi di tempi

evolutivi una differenza di 1.400 anni non assume particolar peso in un evento

137



cosi lento e complesso come la differenziazione tra due popolazioni. L’aspetto
particolarmente singolare ¢ venuto fuori quando si tentato di collocare 1’evento
ricostruito nella storia geologica dell’isolotto. Un’indagine specifica ha infatti
permesso di ricostruire la genesi dell’isola avvenuta solo 4.500 anni fa.
Riassumendo, i tempi dei diversi eventi vengono rappresentati nella figura 64.
L’interpretazione di questa osservazione puo essere duplice. Da un lato ¢

possibile che i

popolazione popolazione . .
attuale attuale tassi di
di Licosa di Punta Licosa

mutazione del

marcatore

; __utilizzato siano
Divergenza popolazionistica

notevolmente
— — — Divergenza genica plu eleVatl dl

quelli riportati

popolazione in letteratura;
ancestrale di
Punta Licosa

. . . . . . non mancano,
Figura 64 - schema riassuntivo della datazioni ricostruite durante la ricerca; in

azzurro la datazione geologica infatti, esempi
di popolazioni
di Lacertidi che poste in condizioni di insularita evidenziano alti tassi di
mutazione (p. e. Glor et al., 2003; 2004). A tal proposito, tarando il tasso
evolutivo del gene considerato sul tempo geologico di 4.500 anni, momento da
cui avrebbe preso avvio la separazione tra le due popolazioni (k= K/2*T
(Jukes & Cantor) = 0.03/2*4500), la velocita evolutiva risulta pari a 0,35*10-5
. D’altro canto, se si ammette che i tassi di mutazione del marcatore impiegato
non abbiano subito particolari impennate, sara necessario datare 1’evento di
isolamento, o comunque I’inizio della divergenza genetica tra le due
popolazioni, in tempi in cui la trasgressione marina non poteva essere una
causa. Probabilmente 1’isolamento delle lucertole di Licosa ha seguito un
pathway spaziale mediato dalla frammentazione del paesaggio ¢ non dal mare;
in effetti, una ricostruzione condotta in base alle batimetrie dei
fondali ha dato un’idea generale della conformazione del paesaggio di

Licosa intorno ai 14.000-12.000 anni fa: quando la popolazione attualmente
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melanica

dell’isola di Licosa cominciava a
divergere dalla popolazione
ancestrale, secondo tale ipotesi, non
abitava ancora un’isola, ma una
piccola collina in una estesa pianura,
come rappresentato nelle simulazioni
di figura65aeb.

L’influenza della frammentazione
del paesaggio sull’evoluzione di
popolazioni naturali verso condizioni
simili a quelle di reale insularita ¢ un

fenomeno che si riscontra ancora oggi

in  popolazioni continentali, che

Figura 65 - ricostruzioni

del paesaggio

all'epoca della divergenza tra la popolazione di
P. Licosa e quella dell’isola di Licosa secondo
una delle I’area

ipotesi  (cfr. testo);

semitrasparente  rappreenta la terraferma
dell’epoca, in arancione ¢ indicata 1’attuale

isola; in a, ricostruzione su carta batimetrica

evidenziano divergenze morfologiche e

genetiche significative. La seconda

parte della ricerca, quindi, ha

approfondito gli aspetti paesaggistici e

microevolutivi dell’isolamento di una

dall’alto; in b, simulazione su una vista da . . .
popolazione continentale rinvenuta nel

1999 a Roscigno (Fulgione et al.,

mare

2002) che manifesta chiare caratteristiche di ipercromatismo, similmente alla
popolazione di Licosa. Questa seconda fase ¢ stata finalizzata ad individuare il
contributo dell’effetto isolamento nell’indurre le caratteristiche rinvenute a
Roscigno. Si ¢ proceduto, quindi, attraverso tre grandi passi: innanzitutto il
riscontro oggettivo della discriminazione cromatica degli individui della
popolazione, poi quello della caratterizzazione genetica che fortemente ricorda
quanto rintracciato in Licosa ed in ultimo la duplice individuazione dell’isola
paesaggistica su ampia scala, attraverso tecniche di Landscape Genetics e su
scala piu fine, attraverso tecniche di analisi spaziale basate sulla nicchia
ipervolumetrica di Hutchinson (1957).

La popolazione di Roscigno, anch’essa con elementi ben discriminati sul
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piano della iper-pigmentazione degli individui, ha mostrato, similmente a
Licosa:

- una netta predominanza dell’aplotipo condiviso con le popolazioni
cilentane, seppure un alto numero di aplotipi,;

- un netto scostamento dall’equilibrio neutrale con valori di D = -2,09 e
del differenziale tra le stime di S e di = alto in valore assoluto,
nell’ambito di una diffusa violazione della condizione di equilibrio nel
Cilento;

- un comportamento di derivazione e dunque di isolamento dei suoi
aplotipi nell’analisi filogenetica di parsimonia.

Ma la constatzione di maggior impatto dell’isolamento della popolazione
melanica ¢ stata fornita dalla caratterizzazione della struttura genetica spaziale
delle popolazioni e dall’individuazione diretta delle barriere al flusso genico
nel Cilento, che di nuovo accomunano la condizione continentale di Roscigno
a quella insulare di Licosa: entrambe le popolazioni rivelano distanze
genetiche particolarmente alte rispetto alle popolazioni confinanti, anche a
dispetto di distanze geografiche ridotte e sembrano letteralmente circoscritte
da barriere che inficiano gli scambi con le altre popolazioni cilentane. Tutte le
similitudini hanno dunque portato a risolvere piu dettagliatamente 1’isola
continentale di Roscigno: il modello d’idoneita, basato sulla nicchia
multidimensionale di Hutchinson e fondato sui soli dati di presenza delle
lucertole, ha circoscritto 1’area isolata, amplificando il carattere di isolamento
della popolazione.

Le modalita con cui il paesaggio possa interferire nell’evoluzione di una
popolazione sono ancora da chiarire nello specifico, ma certamente sembra
evidente una forma di convergenza tra le due situazioni analizzate nella

ricerca.
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CONCLUSIONI

Come ogni ricerca del settore, anche questa ¢ nata con 1’aspirazione di
contribuire alla conoscenza dei meccanismi evolutivi, sul piano generale e su
quello piu specifico.

A livello piu globale la ricerca assume un ruolo quale modello d’indagine
che puo trovare applicazioni incentrate su altre specie animali o in altri casi di
gestione e conservazione della natura: introduzioni di specie alloctone,
reintroduzioni e frammentazione di popolazioni naturali. Certamente le
tecniche di analisi vanno adattate e affinate nelle singole situazioni, per
uniformare il dettaglio dell’analisi alle specifiche esigenze. Per quanto
riguarda ’analisi paesaggistica, soprattutto, la flessibilita della metodologia
consente un continuo miglioramento per superare le fonti di errore implicite,
quali possono essere quelle insite nell’insieme iniziale di dati, siano essi, per
esempio, gli strati informativi di base del modello d’idoneita o le osservazioni
di presenza.

L’indagine svolta porta ad alcune considerazioni sul fenomeno
dell’isolamento: esso rappresenta una condizione biologica graduale, la cui
severita dipende dal livello di permessivita della matrice del paesaggio; ¢
emerso, inoltre, che isolamenti continentali dipendenti dalla frammentazione
degli habitat possono sortire effetti paragonabili a quelli dell’isolamento
marino.

Al livello locale dell’area di studio analizzata, si riscontra che:

- la popolazione ipercromatica della piccola isola di Licosa mostra
peculiarita nella struttura genetica che potrebbero essere collegate a
pressioni selettive locali. Il fenomeno dell’ipercromatismo potrebbe
essere direttamente collegato a tali processi vista anche 1’analogia con

la popolazione di Roscigno.
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- Se I'insorgenza della differenziazione dalla popolazione ancestrale ¢
direttamente collegata all’isolamento marino, la velocita evolutiva di
queste popolazioni sottoposte a condizioni particolari ¢ nettamente piu
elevata per cause probabilmente legate all’effetto fondatore.

- Seppure per Licosa si accetta tale ipotesi di differenziazione, nel caso
di Roscigno non si pud escludere I’intervento dell’azione della
frammentazione del paesaggio nel differenziamento, diretto verso una
condizione apparentemente analoga a quella di Licosa.

- La popolazione di lucertole dell’isola di Licosa attualmente considerata
una sottospecie, si rivela meritevole di particolare attenzione: alla luce
di due considerazioni fondamentali che riguardano il destino evolutivo
indipendente e I’isolamento riproduttivo fisico, una ridefinizione
sistematica potrebbe condurre ad una nuova specie.

- Parimenti, nella popolazione di lucertole di Roscigno sembra essere in
atto un differenziamento spinto che andrebbe valutato ai fini di un
riconoscimento sistematico.

In ogni caso, queste entitda faunistiche risultano ben caratterizzate sul
piano evolutivo, esprimendo a gran voce la loro unicita; tale aspetto va
riconosciuto sul piano conservazionistico e va valutato certamente 1’eventuale
status di ESU (Evolutionary Sgnificant Unit; Moritz, 1994) per le
popolazioni di Licosa e di Roscigno; queste, infatti, indipendentemente dalla
loro condizione sistematica, necessitano azioni di tutela e di gestione
progettate ad hoc. La loro collocazione geografica nell’ambito di un’area
protetta, inoltre, contribuisce alla biodiversita del Parco Nazionale del Cilento
e Vallo di Diano, con il ruolo evolutivo intrinseco che va riconosciuto.

La ricerca comunque si conclude aprendo molti spunti di indagine
consequenziali, quali il rapporto specifico tra il percorso evolutivo e la
differenziazione cromatica delle due popolazioni o le relazioni interindividuali
esistenti nella popolazione di Roscigno tra individui normotipo e individui
melanici; anche il ritrovamento di individui parzialmente melanici, nelle isole
paesaggistiche identificate dal modello durante la sua validazione appare di

grande interesse.
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Esempi di capo con macchie disomogenee all’interno delle squame
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Una ricrescita laterale ha creato una coda ad Y

evidente melanisrno di Podarcis siculs klernmeri
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