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Il ruolo e i risultati delle analisi
genetiche nella conservazione e nella
gestione della testuggine di Hermann

La biologia della conservazione dispone da
alcuni anni di uno strumento nuovo: la genetica
molecolare. Attraverso la caratterizzazione ge-
netica di un certo numero di individui della spe-
cie a cui si € interessati, € possibile acquisire una
quantita di informazioni difficili, o impossibili,
da ottenere con i metodi classici dell’ecologia e
dello studio sul campo. Per esempio, dopo aver
analizzato i dati genetici con tecniche statistiche
appropriate, € possibile risolvere le ambiguita
tassonomiche, identificare la struttura delle po-
polazioni, stimare i rischi dovuti a eccessiva con-
sanguineita tra gli individui o alla presenza di
eventi di ibridazione, o anche selezionare gli in-
dividui piu adatti alle reintroduzioni o smasche-
rare casi di detenzione o rilascio illegali. Tali in-
dagini sono ormai possibili con costi e tempi re-
lativamente contenuti, e nessun animale deve
essere sacrificato poiché poche gocce di sangue,
0 anche campioni biologici come peli, feci, cor-
na, o altro, sono sufficienti per tipizzare geneti-
camente un individuo. La genetica della conser-
vazione, questa nuova disciplina che utilizza le
tecniche della genetica molecolare e le analisi
statistiche della genetica di popolazioni nella
conservazione e nella gestione delle specie in
pericolo, & in grande espansione in molti paesi,
inclusa I'ltalia.

In uno studio iniziato 6 anni fa a Ferrara da
una collaborazione tra il Dipartimento di Biolo-
gia dell’Universita e il Museo di Storia Naturale,
a cui si sono poi aggiunti il centro Soptom per la
conservazione dei Cheloni (Francia) e I’'Universita

di Salonicco (Grecia), sono stati tipizzati geneti-
camente 288 individui della testuggine di Her-
mann (Testudo hermanni). Gli animali erano sta-
ti campionati in 15 siti naturali o semi-naturali in
Italia, Francia, Spagna, Croazia e Grecia (Fig. 1).
Ulteriori 9 individui provenivano da un recinto
allestito nel centro WWF all’interno del Parco
dell’Appia Antica (Roma) con animali confiscati
dalle autorita Cites in controlli alle dogane di di-
versi porti adriatici. Si tratta del primo studio a li-
vello europeo sulla variabilita genetica in questa
specie. Dei campioni italiani, un numero consi-
stente di individui (45) provenivano dalla popo-
lazione del Bosco della Mesola, all’interno del
Parco Regionale del Delta del Po.

Figura 1. | siti campionati. 1: Delta dell’Ebro, Spa-
gna; 2: Provenza, Francia; 3: Uccelina; 4: Macchia
Grande; 5: Castelporziano; 6: Nebrodi; 7: Puglia; 8:
Abruzzo; 9: Bosco Mesola; 10: Bosco Nordio; 11:
Croazia; 12: Meteore; 13: Aliki; 14: Epanomi; 15:
Kerkini.
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Figura 2. Il prelievo di sangue ad un individuo di T.
hermanni.

Agli animali veniva prelevato da un veterina-
rio un campione di pochi microlitri di sangue
(Fig. 2), conservato in eparina fino all’arrivo in
laboratorio. Qui, dopo aver estratto il DNA ge-
nomico, la tecnica della PCR (reazione a catena
della polimerasi) veniva utilizzata per amplifica-
re 400 paia di basi del DNA mitocondriale nella
regione del gene che codifica per I’'RNA riboso-
miale 12S (rRNA 12S) (Alvarez et al., 2000; Miri-
min et al., 2004) e 10 marcatori microsatelliti nu-
cleari (Forlani et al., 2005). Degli 11 loci analizza-
ti, quindi, uno viene trasmesso di generazione in
generazione solamente dalle femmine (quello
sul DNA mitocondriale), e 10 sono invece a ere-
ditarieta biparentale. Negli studi genetici sulle
popolazioni, la ricostruzione della struttura e
della demografia di una specie & piu precisa
quando si dispone di humerosi marcatori (loci),
mentre il numero di individui per area geografi-
ca da analizzare puo anche non essere grandissi-
mo. Inoltre, la tipizzazione anche di marcatori
trasmessi solo lungo la linea femminile permette
di evidenziare eventuali differenze tra i sessi nei
pattern di dispersione.

Il primo risultato interessante proviene dalla
distribuzione geografica della variabilita geneti-
ca al gene mitocondriale. In questo tratto di
DNA si riscontrano 27 diverse sequenze, suddivi-
se chiaramente in 2 gruppi principali (chiamati H
e B, e separati da almeno 3 mutazioni) con una
netta localizzazione geografica (Fig. 3). Infatti, il
97.5 % degli animali provenienti da Spagna,
Francia e Centro-Sud Italia possiedono sequenze
del gruppo H, mentre il 96.0% degli animali
campionati nell’ltalia Nord-Occidentale, in Croa-
zia e in Grecia hanno sequenze del gruppo B. La
chiara suddivisione delle sequenze in due gruppi
e interamente compatibile con la presenza di
due sottospecie, una occidentale, hermanni, e

108

Figura 3. Rappresentazione a network delle diverse
sequenze mitocondriali. | due gruppi principali, H e
B, sono localizzati quasi esclusivamente nelle aree
geografiche indicate, e corrispondono alle due sot-
tospecie T. h. hermanni e T. h. boettgeri.

una orientale, boettgeri, identificate in passato
su base morfologica. Il numero di mutazioni che
separano i due gruppi genetici H e B non é suffi-
ciente, se confrontato per esempio con la diver-
genza tra specie nei Testudinini (van der Kuyl et
al., 2005), a identificare due specie diverse. Quin-
di, I'ipotesi sostenuta da qualche autore che esi-
stano in realta due specie distinte (Bour, 2004),
non sembra avere supporto dal nostro studio,
come anche suggerito recentemente studiando
un altro gene mitocondriale (Fritz et al., 2006). |
dati genetici indicano poi che la popolazione del
Bosco della Mesola appartiene alla sottospecie
orientale (44 individui su 45 hanno una sequen-
za di tipo B), e che la zona di sutura tra le sotto-
specie e quindi localizzata sul versante Adriatico
dell’ltalia, a sud di questa popolazione. In realta,
la presenza tra i 6 individui provenienti dal Bo-
sco Nordio di 4 sequenze tipiche di T. h. herman-
ni potrebbe far pensare ad una localizzazione
piu settentrionale della zona di contatto tra le
due sottospecie, ma analisi successive con i mar-
catori nucleari indicano invece che tali animali
sono probabilmente il frutto di reintroduzioni
effettuate dall’'uomo. Infine, 8 dei 9 animali se-
questrati da parte delle autorita Cites sono risul-
tati appartenere al gruppo B, risultato compati-
bile con la loro probabile origine balcanica.

Lo studio dei 10 loci nucleari ci permette di
ricostruire con maggior dettaglio la struttura ge-
netica, ovvero le differenze genetiche tra popo-
lazioni anche all’interno delle due sottospecie, e
studiare anche i singoli individui per capire se
possibile utilizzare il loro genotipo per ricostrui-
re la loro origine geografica e identificare even-
tuali individui ibridi. Queste informazioni sono



Il ruolo e i risultati delle analisi genetiche nella conservazione e nella gestione della testuggine di Hermann

particolarmente rilevanti nei progetti di reintro-
duzione. La prima considerazione da fare riguar-
da i livelli di divergenza genetica tra le popola-
zioni analizzate. Anche all’interno delle due sot-
tospecie, gli indici di distanza genetica tra popo-
lazioni sono sempre elevati. Per esempio, il valo-
re di Fg (che pud assumere valori nell’intervallo
tra 0 e 1, con i due estremi dell’intervallo che in-
dicano divergenza nulla o massima, rispettiva-
mente) € pari a 0.25, un valore generalmente
considerato molto grande nell’analisi dei loci nu-
cleari (Conner & Hartl, 2005). Questo risultato,
compatibile con quanto ottenuto con le sequen-
ze di DNA mitocondriale utilizzando lo stesso in-
dice, suggerisce che la dispersione naturale, o le
recenti immissioni operate dall’'uomo, siano sta-
te ridotte (almeno nelle aree da noi analizzate),
e che non solo le due sottospecie, ma anche di-
verse popolazioni in aree geografiche distinte,
dovrebbero essere trattate in maniera indipen-
dente da un punto di vista gestionale. Ulteriori
informazioni si possono ottenere ricostruendo
con un cladogramma le relazioni tra le diverse
popolazioni (Fig. 4). Risulta ancora una volta evi-
dente che esistono due gruppi principali, quello
delle popolazioni occidentali e quello delle po-
polazioni orientali. Tra le prime, si nota soprat-
tutto la somiglianza tra i siti del Centro-ltalia, e
la divergenza tra queste e francesi, spagnoli, e si-
ciliani. Per quanto riguarda il gruppo orientale,
tutte le popolazioni appaiono tra loro maggior-
mente differenziate di quanto osservato nel
gruppo occidentale. L'analisi dei loci nucleari in-
dica ancora che la popolazione italiana del Bo-
sco Mesola si colloca nel gruppo orientale ma
con un pool genico comunque ben distinto dal
gruppo balcanico da noi tipizzato. Questo risul-
tato e stato confermato utilizzando anche tecni-
che statistiche Bayesiane piu sofisticate (non ri-
portate qui) applicate ai genotipi dei singoli in-
dividui. La posizione di Bosco Mesola nell’albero
filogenetico indica inoltre questa popolazione
potrebbe essere veramente una popolazione di
T.h. boettgeri “di confine” con il gruppo occi-
dentale. Infine, la popolazione analizzata con
solo 6 individui del Bosco Nordio ricade nel grup-
po occidentale, ma I’analisi Bayesiana sui genoti-
pi individuali indica una loro probabile origine
alloctona o ibrida. Questa stessa analisi ci ha per-
messo anche di identificare, solo nelle popola-
zioni occidentali e solo in pochissimi individui,
possibile eventi di ibridazione tra le due sotto-
specie.

Un ultimo importante aspetto evidenziato
dalle indagini genetiche che vogliamo sottoli-
neare riguarda i livelli di variabilita genetica os-
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Figura 4. Rappresentazione ad albero (cladogram-
ma) delle relazioni tra le diverse popolazioni cam-
pionate. L'albero € basato sulle distanze genetiche
Fs linearizzate e calcolate a partire dai dati di 10
marcatori nucleari.

servati nei diversi siti campionati. Infatti, un ri-
dotta variabilita genetica e spesso fonte di
preoccupazione per la sopravvivenza di una spe-
cie o di una popolazione, sia a lungo termine
(per il ridotto potenziale evolutivo in caso di
cambiamenti ambientali), sia a breve termine
(per la ridotta sopravvivenza associata ad alti li-
velli di consanguineita). Nel caso della testuggi-
ne, forse con I'esclusione della popolazione fran-
cese che appare la pit minacciata, la variabilita
genetica si attesta sui limiti inferiori per le specie
non in pericolo (Frankham et al., 2002), ma non
raggiunge mai valori estremamente bassi. L'ete-
rozigosita ai loci nucleari, per esempio, non
scende mai al di sotto del 40% nelle singole po-
polazioni analizzate separatamente (Francia:
29%), e raggiunge valori intorno al 50% nelle
due sottospecie. Un ulteriore evidenza rassicu-
rante sembra essere anche il fatto che le popola-
zioni italiane, localizzate in aree dove le attivita
umane e il degrado ambientale sono stati inten-
si, hanno valori di diversita genetica simili o solo
leggermente inferiori a quelli osservati per
esempio in popolazioni greche che hanno subito
un disturbo ambientale sicuramente inferiore.
In conclusione, le analisi genetiche finora
condotte sulla testuggine di Hermann hanno
fornito importanti informazioni sullo status tas-
sonomico, sulla struttura di popolazione, e sulla
composizione genetica dei singoli individui. Da
un punto di vista gestionale, si puo affermare
che la specie, da un punto di vista genetico, non
appare in una situazione di minaccia imminente,
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e si pud quindi pensare di utilizzare individui
mantenuti in cattivita, ma anche provenienti da
popolazioni naturali, per avviare programmi di
reintroduzione in aree ecologicamente adatte
dove la specie & pero attualmente estinta. La for-
te divergenza tra le sottospecie e gran parte del-
le popolazioni, e la presenza di individui ibridi,
suggerisce pero che la probabilita di successo
delle re-immissioni aumenterebbe di molto se la
scelta degli animali da rilasciare fosse fatta dopo
aver analizzato il loro genotipo.
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