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1. INTRODUZIONE

Questo lavoro di tesi si inserisce nel contesto del progetto “Venezia 20217, un pro-
gramma di ricerca scientifica coordinato da CORILA (Consorzio per il coordina-
mento delle ricerche inerenti al sistema lagunare di Venezia) che ha come obiettivo
il monitoraggio del corretto equilibrio dell’ecosistema lagunare per proteggere il
suo naturale funzionamento ecologico e salvaguardarne i benefici sociali, econo-

mici e culturali (http://www.corila.it/it/Venezia2021). Zosterisessor ophiocephalus

¢ una delle quattro specie scelte per studiare la struttura di popolazione di organismi
in futuro potenzialmente soggetti agli effetti della diminuzione degli scambi mare-
laguna, in particolare in relazione alla messa in funzione del MOSE, un sistema di
dighe mobili situate nelle tre bocche di porto progettato al fine di proteggere la citta
di Venezia e la sua Laguna dal fenomeno dell’acqua alta. E ipotizzabile che, a causa
dell’interruzione temporanea del collegamento tra mare e laguna promossa da
quest’opera e della conseguente riduzione del flusso genico tra le diverse popola-
zioni e del reclutamento a livello locale, si possa osservare un incremento della
divergenza genetica ed un impatto a livello della variabilita genetica.

Gli scambi mare-laguna hanno infatti un ruolo fondamentale nel mantenimento
dell’equilibrio degli ecosistemi degli ambienti di transizione. La connettivita tra ba-
cini diversi, fenomeno che determina la messa in comunicazione dei diversi habitat
e delle diverse popolazioni, ¢ ci0 che influenza maggiormente le dinamiche di po-
polazione e la loro struttura genetica. Pertanto, lavori come questo, che si interes-
sano della variabilita genetica e della struttura di popolazione di specie lagunari,
rappresentano un importante termine di confronto per lavori futuri nei quali si potra
cominciare ad osservare gli effetti di questo sistema e delle interruzioni temporanee

degli scambi mare-laguna sulle popolazioni lagunari.


http://www.corila.it/it/Venezia2021

1.1 Zosterisessor ophiocephalus

Figura 1: Fotografia di Z. ophiocephalus (http.//www.fishbase.org/).

Zosterisessor ophiocephalus (Pallas, Figura 1), comunemente chiamato go o
ghiozzo, € un pesce osseo attinopterigio dell’ordine Gobiiformes e appartenente alla
famiglia dei Gobiidae, nativo del Mar Mediterraneo, del Mar Nero e del Mare di
Azov (Podo et al., 2013). Essendo un organismo demersale di piccola taglia carat-
terizzato da uno stadio larvale pelagico, Z. ophiocephalus si ¢ dimostrato un effi-
cace bioindicatore utilizzato ampiamente in programmi di biomonitoraggio in La-
guna di Venezia (Losso, 2010). La specie rappresenta I’'unico membro del genere
Zosterisessor. 1 suoi habitat principali sono caratterizzati da acque costiere poco
profonde di estuari o lagune, da praterie di Zostere e Posidonie e substrati fangosi

nei quali, data la sua natura demersale, ¢ solito scavare delle buche nelle quali


http://www.fishbase.org/

nascondersi in attesa delle sue prede che consistono principalmente di crostacei,
anellidi policheti e altri piccoli pesci (Podo et al., 2013).

Zosterisessor ophiocephalus puo raggiungere 1 25 cm di lunghezza e i 5 anni di eta
(Gandolfi, 1991). Ha capo massiccio, quasi cilindrico nella meta anteriore e com-
presso nella meta posteriore. La bocca ¢ grande ed ¢ munita di spesse labbra e pic-
coli denti conici disposti su piu file; gli occhi sono piccoli e di forma circolare,
appena sporgenti sul profilo dorsale. Possiede due pinne dorsali, la prima ¢ situata
quasi all’altezza delle pettorali, la seconda, piu grande, raggiunge il peduncolo cau-
dale. La pinna anale ¢ lunga e posta in maniera quasi simmetrica rispetto alla se-
conda pinna dorsale. Le pinne pettorali sono mediamente sviluppate mentre le pinne
ventrali sono allungate e fuse quasi a formare una sorta di disco grazie al quale
I’animale aderisce al substrato. La pinna caudale ¢ omocerca e il corpo ¢ rivestito
di un abbondante muco secreto dalle cellule del derma. La colorazione ¢ giallo-
verdastra con numerose macchie brune sui fianchi e sul dorso. L’intensita della co-
lorazione ¢ in funzione della tipologia di ambiente in cui vive: chiara in ambienti
fangosi e piu marcata in substrati ricchi di flora. Il ventre risulta invece piu chiaro.
E possibile riconoscere il sesso dalla forma della papilla genitale: conica ed allun-

gata nei maschi, tronca e arrotondata nelle femmine (Figura 2; Gandolfi, 1991).

Male Female

Figura 2: Rappresentazione grafica ventrale di un gobide (Neogobius melanostomus). Sono evi-
denziate le differenze della papilla urogenitale nei due sessi: nel maschio ¢ conica ed allungata,

nella femmina piu corta ed ampia (Charlebois et al., 1997).



Il maschio ha in genere indole solitaria e territoriale, ogni esemplare occupa un’area
dalla quale allontana i possibili competitori. Costruisce un rifugio nel substrato
molle nel quale il crollo delle pareti ¢ prevenuto dal muco secreto dalle cellule del
derma. La struttura del rifugio ¢ strettamente dipendente dalla funzione: in inverno
il pesce scava un rifugio profondo e verticale per svernare (Figura 3A); durante il
periodo di riproduzione, che va da febbraio a maggio, le tane sono invece grandi e
con piu entrate (Figura 3B, 3C). Nel periodo estivo le tane sono costituite da brevi

tunnel e camere circolari (Figura 3D, 3E).

Figura 3: Tipologie di tane scavate da Z. ophiocephalus: (3A) rifugio per lo svernamento; (B, C)
tane scavate per la riproduzione; (D, E) tane scavate nel periodo estivo.

(fonte: http://www.ittiofauna.org/webmuseum/pesciossei/perciformes/gobidae/zosterisessor/zoste-

risessorophiocephalus/zosterisessorophio.htm )

Il rilascio dei gameti ¢ asincrono, ¢ il maschio che rilascia gli spermi sulla superfi-
cie del nido formando una sorta di pista costituita da una banda di mucina secreta
dalle vescicole seminali dello stesso, delle strutture accessorie dell’apparato ripro-
duttore maschile. La mucina si dissolve progressivamente nel tempo, rilasciando
gli spermi per un periodo prolungato e aumentando la probabilita di fecondazione
delle uova (Mazzoldi et al., 2000). Le femmine depongono quindi le uova nella
zona circostante.

La grande variabilita osservabile nelle dimensioni e nelle caratteristiche fisiologi-
che dell’apparato riproduttore di Z. ophiocephalus suggerisce la presenza di tattiche
alternative di riproduzione tra i maschi (Scaggiante et al., 1999). Maschi di mag-
giori dimensioni presentano infatti testicoli di minore dimensione, associati ad una
minore produzione di spermatozoi e una maggiore dimensione delle vescicole se-
minali, associata alla maggior produzione di mucina. Al contrario gli esemplari piu
piccoli, che sfruttano una tattica riproduttiva alternativa detta sneaky, producono
una maggior quantita di sperma e quantita minori di mucina. Mentre negli organi-

smi piu grandi la mucina ha un ruolo essenziale nel prolungare 1’efficacia dei
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gameti, nei maschi di piu piccole dimensioni grande rilevanza la possiede la quan-
tita di spermatozoi. Questi vengono rilasciati in prossimita dei rifugi costruiti dai
maschi piu grandi (Scaggiante et al., 1999). Uno studio effettuato da Pujolar et al.
(2012) ha verificato, tramite 1’analisi di parentela delle uova prelevate dai nidi,
come i grandi maschi territoriali presentino in media un maggior successo riprodut-
tivo (74%) rispetto agli individui sneaker che comunque contribuiscono alla fecon-
dazione delle uova. Nello stesso studio ¢ stata inoltre rivelata la presenza di una
correlazione positiva tra la dimensione corporea e il successo riproduttivo, oltre che
I’assenza di correlazione tra la dimensione corporea e la grandezza delle gonadi
(Pujolar et al., 2012). Questi risultati suggeriscono come, una volta raggiunta una
dimensione importante, per i maschi adulti di Z. ophiocephalus risulti piu efficace
investire in comportamenti quali la difesa del nido, piuttosto che nella maggiore
produzione di spermatozoi in relazione alla presenza di competizione spermatica
(Pujolar et al., 2012).

Le larve sono pelagiche appena schiuse e si cibano di zooplankton. In questo stadio
sono soggette al fenomeno della dispersione che permette all’organismo di diffon-
dersi (Malakoft, 1997). Attraverso la dispersione le larve vengono principalmente
trasportate passivamente dalle correnti e dalle maree (Weersing & Toonen, 2009).
Dopo circa 26 giorni dalla schiusa, le larve assumono un comportamento demersale
in relazione ad un aumento della dimensione corporea e alla manifestazione dei
primi accenni di colorazione (Privileggi et al., 1997).

Zosterisessor ophiocephalus raggiunge generalmente la maturita sessuale e la mas-
sima grandezza corporea tra il secondo ed il terzo anno di vita (Gandolfi, 1991).
Uno studio (Franco et al., 2012) ha pero verificato come, nella Laguna di Venezia,
la maturita sessuale venga raggiunta in eta significativamente precedenti (talvolta
addirittura prima della fine del primo anno di vita), probabilmente a causa di fattori
esogeni come la pesca intensiva che determina una pressione selettiva che tende a
sfavorire gli individui piu grandi, a favore di quelli con dimensioni minori. In altre
aree nelle quali la specie ¢ presente e nelle quali la maturita sessuale ¢ effettiva-
mente raggiunta tra i 2 e 1 3 anni, ’intensita delle attivita di pesca risulta inferiore
(Dolgii, 1962). Dato il raggiungimento della maturazione sessuale a circa un anno

di vita e I’eta massima raggiunta pari a circa cinque anni, il tempo di generazione
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di Z. ophiocephalus nella Laguna di Venezia pud essere approssimato a circa tre
anni.

Essendo un organismo tipicamente sedentario ¢ demersale, ¢ largamente esposto
alle contaminazioni presenti nel suo habitat attraverso il sistema respiratorio, I’ap-
parato digerente e attraverso la cute. Il suo comportamento di sotterrarsi nel sub-
strato lo pone inoltre a stretto contatto con I’area a maggior concentrazione di me-
talli pesanti e altri contaminanti (Pauletto et al., 2019). Per questo motivo Z. ophio-
cephalus ¢ utilizzato come bioindicatore per il monitoraggio della Laguna di Vene-
zia. In particolare, il pathway molecolare AHR-CYP1A, comprendente il gene del
recettore degli idrocarburi arilici che svolge un ruolo cruciale nell’espressione
del Citocromo p450 1A, il piu importante enzima di regolazione del metabolismo
degli xenobiotici, ¢ stato individuato come un adeguato bioindicatore di qualita di
Z. ophiocephalus. La trascrizione di CYP1A ¢ inducibile da un altissimo numero di
ligandi, tra i quali compaiono i POP (Persistent Organic Pollutants) e la sua misu-
razione puo essere effettuata attraverso la quantificazione del’RNA messaggero,
della proteina o del livello di attivita catalitica (Pauletto et al., 2019). La misura-
zione dell’espressione dell’enzima puo quindi fornire informazioni importanti ri-
guardo le concentrazioni di POP nell’ambiente in cui ’animale vive.

Dal punto di vista socioeconomico, Z. ophiocephalus rappresenta una risorsa ittica
importante all’interno della Laguna di Venezia. Il suo sfruttamento commerciale
esiste sin dal XII secolo (Ninni, 1941) e, alla fine degli anni *90, il go costituiva
circa I’11% della totalita del pescato all’interno della Laguna (Silvestri et al., 2006).
Nonostante sia generalmente considerato di poco valore, principalmente a causa dei
lunghi tempi necessari alla sua preparazione a causa della lisca ricca di spine, le sue
carni sono apprezzate e parte integrante della cultura gastronomica dei pescatori
della Laguna. La pesca avviene con il cosiddetto metodo “a braccio” nel periodo
invernale, durante il quale il pesce ¢ rifugiato nella sua profonda tana: questa tecnica
consiste, durante la bassa marea, nello spingere il braccio nell’apertura del rifugio
fino a raggiungere la camera nella quale il pesce risiede. Nel resto dell’anno ven-

gono usate trappole (cogoleti da velma, Figura 4) o piccole nasse (Figura 5).
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Figura 4: Rappresentazione di un cogoletto, chiamato anche bertovello o bertuello, strumento
fisso utilizzato per la pesca del g0 (Amministrazione della Provincia di Venezia, 1981). E costi-
tuito da una rete esterna a forma di cono mantenuta distesa da piu anelli di legno o di ferro via via
piu piccoli. Nell’interno della rete principale sono posizionate altre reti di forma conica incastrate
I’una sull’altra di modo che il vertice di ciascuna si insinui nella bocca della successiva per rendere

impossibile al pesce di liberarsi.

Figura 5: Rappresentazione di una nassa, strumento utilizzato per la pesca del go (Amministra-
zione della Provincia di Venezia, 1981). E costituita da una rete con un imbuto all’estremita al ter-
mine del quale viene posizionata un’esca. Il pesce, nell’entrare nell’imbuto, forza le maglie posi-

zionate sulla bocca della strozzatura che gli impediscono di lasciare la trappola.

1.2 La Laguna e i sistemi lagunari nel Mare Adriatico

Si definisce laguna un bacino d’acqua continentale separato dal mare da una bar-

riera di terra e collegato ad esso da uno o piu canali (Kjerfve, 1994). Le lagune
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fanno parte dei cosiddetti ambienti di transizione, sistemi a meta tra I’ambiente ma-
rino e quello dulciacquicolo continentale (Basset et al., 2013), occupano circa il
13% delle regioni costiere del mondo e si sono originate dagli innalzamenti del
livello delle acque marine avvenuti nel Pleistocene o nell’Olocene, che hanno de-
terminato 1’invasione di regioni pianeggianti in prossimita della costa da parte
dell’acqua, e dalla costituzione di barriere costiere da parte dei processi marini
(Kjerfve, 1994). In virtu di queste caratteristiche di transizione, le lagune sono ca-
ratterizzate da forti variazioni spaziali e temporali delle caratteristiche fisicochimi-
che e dei pattern di produttivita (Pusceddu et al., 2007). Gli ambienti lagunari rap-
presentano alcuni tra i piu preziosi ecosistemi del pianeta con rilevanza cruciale a
livello ecologico, storico, economico e sociale (Pérez-Ruzafa et al., 2011; Wolanski
& Elliott, 2015); la loro fragile ecologia e il loro ambiente estremamente variabile
comportano grandi difficolta nella loro gestione e nella loro conservazione (Basset
etal., 2013), in particolare a causa dell’intensa attivita antropica che viene esercitata
su questi ambienti che puo modificarne lo stato trofico e influire sulla salute dell’in-
tero ecosistema (Cucco & Umgiesser, 2006).

Fattore importante per determinare la suscettibilita di un sistema lagunare all’effetto
antropico ¢ la capacita di una laguna di ricambiare le proprie acque con conseguente
rimozione delle contaminazioni alle quali ¢ soggetta; il tempo che una particella
presente nella laguna impiega a raggiungere il mare, detto tempo di residenza, puo
dare un’idea del livello di efficienza del processo fisico di pulizia dell’ecosistema
ed ¢ di grande importanza per la gestione dello stesso (Baleo et al., 2001).

La complessa morfologia dei sistemi lagunari ¢ dovuta all’equilibrio e alla rela-
zione tra 1’apporto di sedimenti dal mare o dai fiumi e 1’erosione da parte delle
maree o delle correnti. La perdita di questo equilibrio pud compromettere la perma-
nenza delle lagune come ambienti di transizione in quanto verrebbero trasformate
in paludi se I’apporto di sedimenti continentali diventasse eccessivo, o verrebbero
strappate alla terra se 1’erosione fosse tanto intensa da interrompere definitivamente
I’isolamento dal mare. Un altro fattore rilevante che col passare del tempo potrebbe
minacciare in modo importante la conservazione di questi fragili ecosistemi ¢ I’in-
nalzamento del livello del mare, come documentato in diversi siti in tutto il mondo

e con la Laguna di Venezia, in particolare, a costituire un valido esempio (Kearney
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et al., 1988; Reed & Brown, 1995; Day et al., 1999; Hartig et al., 2002; van der Wal
& Pye, 2004; Baily & Pearson, 2007; Ravens et al., 2009).

A causa dei cambiamenti spaziali e temporali a cui sono costantemente soggette, le
lagune sono caratterizzate da una grande eterogeneita ambientale (Elliott & He-
mingway, 2002) in cui ¢ possibile trovare una grande varieta di habitat diversi come
praterie di posidonia, aree sabbiose, piane di marea, reef di ostriche e fondali fan-
gosi (Franco et al., 2006). Le praterie di posidonia sono aree colonizzate da Posi-
donia oceanica, una delle key species del bacino mediterraneo avente ruolo cruciale
a livello ecologico, geologico ed economico (Bell & Harmelin-Vivien, 1983; Jeudy
de Grissac & Boudouresque, 1985; Gambi et al., 1989; Romero et al., 1992; Duarte,
1999; Duarte, 2002); le piane di marea sono ambienti sedimentari regolarmente
soggetti agli effetti delle maree (Reise, 2012). In generale, 1’ecosistema lagunare ¢
pertanto in grado di supportare un livello importante di biodiversita grazie ai suoi
diversi ecotoni, ambienti di transizione tra due ecosistemi, che mettono in contatto
ambienti salini e ambienti di acqua dolce o ambienti terrestri ¢ ambienti acquatici,
oltre che per gli habitat specifici costituiti da particolari specie come, appunto, le
fanerogame (De Wit, 2011).

Nel Mare Adriatico sono presenti diversi sistemi lagunari che ne interessano prin-
cipalmente la porzione settentrionale, questi sono: la Laguna di Marano-Grado; il
sistema lagunare del delta del Po comprendente la sacca di Goro e degli Scardovari
e la Laguna di Venezia.

La Laguna di Marano-Grado ha un’area di circa 160 km? (Ferrarin et al., 2017), &
compresa tra le foci dei fiumi Isonzo e Tagliamento ed ¢ separata dall’ Adriatico da
una serie di isole che fanno da barriera costituendo sei collegamenti totali con il
mare (Fontolan et al., 2012). Le sacche di Goro e degli Scardovari fanno parte del
sistema del delta del Po che ha un’area complessiva di circa 106 km? (Ferrarin et
al., 2017).

La Laguna di Venezia ¢ il sistema lagunare piu grande di tutto il Mar Mediterraneo
(Malavasi et al., 2005) con un’ampiezza complessiva di circa 480 km? (Ferrarin et
al., 2017) ed una profondita media di 1.5 m, che puo arrivare ad un massimo di 20
m nelle zone piu profonde (Umgiesser, 1997). E in comunicazione con il Mare
Adriatico attraverso tre diverse bocche di porto, da nord a sud: Lido, Malamocco e

Chioggia. Queste sono larghe tra i 500 e 1 1000 metri e profonde fino a 20 metri
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(Umgiesser, 1997). La maggior parte dell’area della Laguna ¢ occupata da un ampio
corpo acquatico centrale (circa 400 km?; Day et al., 1998) nel quale le tre principali
specie di fanerogame presenti, Cymodocea nodosa, Zostera marina e Zostera noltei
formano diverse categorie di praterie in termini di densita di individui, altezza e
dimensioni delle foglie (Sfriso & Ghetti, 1998).

La Laguna scambia circa il 60% delle sue acque ad ogni ciclo di marea (c. 12h) e
riceve scarichi fognari da tre principali centri: Venezia, Mestre ¢ il porto di Mar-
ghera (Pusceddu et al., 2007). Dato soprattutto I’importante interesse turistico le-
gato alla citta di Venezia e alle numerose localita di balneazione, rappresenta un
esempio emblematico di un’area che ha subito un severo deterioramento morfolo-
gico a causa dell’attivita umana nell’ultimo secolo (Favero, 1992; Day et al., 1998;
Ravera, 2000; Pillon et al., 2003; Sfriso et al., 2005; Molinaroli et al., 2009; Sarretta
et al., 2010). La diminuzione dell’apporto di sedimento oltre che lo sfruttamento
delle zone costiere ¢ risultato in una semplificazione della sua morfologia, nell’ap-
piattimento e nell’aumento della profondita del fondale e in un’importante diminu-
zione (50% tra il 1927 e il 2002) delle zone paludose salmastre (Sarretta et al.,
2010).

1.3 Variazione genetica in popolazioni di organismi marini e
lagunari

Lo studio della struttura di popolazione, e in particolare 1’analisi della divergenza
genetica a livello temporale, ha grande importanza nell’ambito della genetica di
conservazione ¢ della filogeografia, in quanto puo indicare I’occorrenza di crisi de-
mografiche, eventi di colli di bottiglia e fornire stime di cambiamenti nella gran-
dezza effettiva di popolazione (Richards & Leberg, 1996). Questo approccio risulta
particolarmente interessante nell’ambito della Laguna di Venezia in relazione alle
popolazioni di organismi che presentano uno stadio larvale pelagico, come Z.
ophiocephalus, le cui larve si disperdono in tutto il Mare Adriatico settentrionale
prima di venire ‘reclutate’ in una nuova popolazione.

Gli organismi marini sono generalmente caratterizzati da una grande abbondanza e
un’elevata fecondita (Hedgecock & Pudovkin, 2011). Gli adulti sono in grado di

produrre grandi quantita di piccole uova che si schiudono rapidamente e danno vita
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a stadi larvali con scarsa capacita di nuoto attivo, soggetti al fenomeno della disper-
sione e ad alti tassi di mortalita (Cushing, 1990). Il fenomeno della dispersione, al
quale le larve sono soggette, consente alla specie di diffondersi e agli individui di
popolazioni diverse di migrare e di mescolarsi, riducendo il rischio di perdita di
variabilita genetica (Malakoff, 1997). In generale, per specie marine, diversi studi
hanno confermato la presenza di popolazioni poco strutturate e interessate da flussi
genici importanti (Ward et al., 1994; Waples, 1998; DeWoody & Avise, 2000),
suggerendo 1’esistenza, in particolare per ambienti circoscritti o poco estesi come il
Mar Adriatico e le sue lagune, di grandi popolazioni panmittiche (Palumbi, 1992,
2003), cio¢ geneticamente omogenee. Al contempo, tuttavia, divergenze genetiche
piccole, ma significative, tra popolazioni sono state dimostrate a livello spazio-tem-
porale per diverse specie marine (Ruzzante et al. 1999; Nielsen et al. 2003; Bekke-
vold et al. 2005; Jorgensen et al. 2005; Ruzzante et al. 2006; Marino et al., 2010).
La presenza di eterogeneita genetica tra popolazioni di organismi marini caratteriz-
zati da stadi larvali soggetti a dispersione, definita per la prima volta nel 1982 da
Johnson & Black con il nome di Chaotic genetic patchiness, pud essere spiegata in
vari modi:

in primo luogo, ¢ stato suggerito come I’eterogeneita ambientale possa favorire ge-
notipi diversi in diversi microhabitat e, pertanto, determinare un differenziale di
sopravvivenza della prole (Levins, 1968; Gillespie & Langley, 1974; Hedrick et al.,
1976). Uno degli esempi piu rilevanti ¢ quello relativo alle divergenze delle fre-
quenze alleliche a livello geografico delle popolazioni del mitilo Mytilus edulis le
quali, nonostante la specie presenti uno stadio larvale soggetto a dispersione, risul-
tano geneticamente distinte a causa della mortalita differenziale delle larve influen-
zata dal gradiente di salinita del loro habitat (Koehn et al., 1982). Data la dipen-
denza del reclutamento larvale dalle correnti e dalle maree, un’altra possibile spie-
gazione per la presenza di divergenze genetiche ¢ legata alla diversa provenienza di
successive generazioni di larve, processo che risulta nell’eterogeneita su piccola
scala delle popolazioni di adulti (Johnson & Black, 1984). Questa ipotesi, detta va-
riable sources hypothesis (Selkoe et al., 2006) ¢ supportata da diversi studi su di-
versi organismi in numerosi contesti ecologici, tra i quali ambienti lagunari ed
estuarini (Planes & Lenfant, 2002; Bowen et al., 2006; Maes et al., 2006; Hauser &

Carvalho, 2008). Una terza spiegazione ¢ attribuibile a fenomeni quali il natal
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homing, ciog¢ il ritorno degli organismi al luogo di nascita (Thorrold et al., 2001) e
I’auto-reclutamento delle larve (Jones et al., 1999; Swearer et al., 1999; Cowen et
al., 2006; Ruzzante et al., 2006). Questi fenomeni, influenzati principalmente dal
comportamento e dalla motilita delle larve (Sponaugle et al., 2002), possono deter-
minare un accumulo di divergenze a livello di frequenze alleliche in particolari po-
polazioni rispetto ad altre che invece non li prevedono. In uno studio effettuato da
Eldon et al. (2016), ¢ stata proposta un’ulteriore ipotesi denominata collective di-
spersal. Con questa ipotesi si definisce la condizione per cui, in qualsiasi processo
di dispersione, due migranti appartenenti alla stessa popolazione siano imparentati
con maggiore probabilita di quanto lo sarebbero per risultato del caso (Yearsley et
al. 2013). Il collective dispersal puo essere dovuto a strategie di dispersione pecu-
liari di particolari specie o essere conseguenza di vincoli imposti dall’ambiente cir-
costante che determinano la dispersione in gruppi degli individui (Siegel et al.,
2008). Questo fenomeno puod determinare una chaotic genetic patchiness in quanto
il flusso genico risulta meno efficace nel rimescolare la diversita genetica di diffe-
renti popolazioni (Eldon et al., 2016).

Infine, secondo I’ipotesi dello Sweepstakes reproductive success, fenomeno inizial-
mente descritto da Hedgecock (1994), la presenza di numerose variabili ecologiche
ed oceanografiche che condizionano il successo della fecondazione, la crescita e la
sopravvivenza dello stadio larvale e il reclutamento degli individui nelle popola-
zioni adulte, rende la sopravvivenza di questi organismi una vera e propria ‘lotte-
ria’, un processo cio€ con molti perdenti e pochi vincitori (Hedgecock & Pudovkin,
2011). Questo fenomeno puo pertanto risultare in eventi locali di deriva genetica,
in quanto solo una minima proporzione degli organismi raggiunge la fase adulta
(Planes & Lenfant, 2002) con conseguente riduzione della variabilita genetica
(Vendrami et al., 2021). Il fenomeno della chaotic genetic patchiness ¢ quindi ge-
neralmente causato da fenomeni che prevedono due condizioni principali, ovvero
che I’effetto della deriva genetica risulti sufficientemente forte da determinare dif-
ferenze nelle diverse coorti di larve e che il processo di dispersione non provveda
in maniera efficiente all’omogeneizzazione della variabilita genetica (Eldon et al.,
2016).

In sintesi, lo studio delle differenze genetiche geografiche e temporali ¢ di grande

importanza per comprendere la struttura di popolazione degli organismi marini e
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lagunari e la loro eventuale suscettibilita ai cambiamenti ambientali o ecologici;
questo aspetto ¢ importante in particolare per quegli organismi che, disperdendo
attraverso uno stadio larvale pelagico, vedono la struttura genetica delle popolazioni
adulte influenzata dalle caratteristiche del reclutamento larvale (Johnson & Wern-

ham, 1999).

2. SCOPO DELLA TESI

In questo lavoro di tesi ¢ stata studiata la struttura genetica di diverse popolazioni
del gobide Z. ophiocephalus nelle lagune del Mar Adriatico settentrionale attraverso
’uso di marcatori microsatellite. Il campionamento ha interessato le lagune di Ma-
rano, Goro e Venezia, ma il focus ¢ stato principalmente mirato a quest’ultima dalla
quale proveniva il maggior numero di campioni. E stata studiata per ogni popola-
zione la variabilita genetica e sono state effettuate analisi della variazione genetica
a livello temporale tramite il confronto di dati relativi a campionamenti recenti, ef-
fettuati negli anni 2019, 2020 e 2021, con dati relativi a campionamenti risalenti
agli anni 2001 e 2002. Durante il periodo di internato di tirocinio, ¢ stato estratto il
DNA da 251 individui di Z. ophiocephalus e per ciascuno sono stati amplificati e
genotipizzati 10 loci microsatellite. Una volta ottenuti, 1 dati sono stati integrati ai
risultati ottenuti da lavori di tesi precedenti. Complessivamente 1’analisi ha com-
preso 1564 campioni, ciascuno genotipizzato per 10 loci microsatellite. Per cia-
scuna popolazione ¢ stata verificata la presenza di eterogeneita genetica, quantifi-
cata la variazione dovuta a cambiamenti temporali, comparato il diverso grado di
parentela tra gli individui di popolazioni provenienti da anni differenti ed ¢ stata
stimata la dimensione effettiva di popolazione.

L’obiettivo finale ¢ quello di caratterizzare le popolazioni di questa specie dal punto
di vista genetico e di identificare i cambiamenti a cui queste sono soggette anche in
relazione ai futuri cambiamenti degli scambi tra mare e lagune in particolare nella

Laguna di Venezia.
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3.MATERIALI E METODI

3.1 Campionamento

Nel presente studio sono stati analizzati esemplari di Zosterisessor ophiocephalus
ottenuti da diversi siti di campionamento, in diversi periodi dell’anno e in anni di-
versi per un totale di 1568 campioni (Tabella 1). Di questi, 1472 individui sono
stati raccolti negli anni 2019, 2020 e 2021, all’interno del progetto Venezia 2021
(http://www.corila.it/it/Venezia2021), nelle lagune di Venezia, Marano, Goro e
Ferrara (Figura 6), mentre i rimanenti 96 campioni sono stati campionati negli anni
2001 e 2002 nella sola Laguna di Venezia e risalgono ad uno studio precedente
(Gallini, 2003). Questi ultimi sono stati ri-estratti, analizzati ed integrati nella ri-
cerca al fine di effettuare un confronto temporale su campioni di popolazioni rac-
colti in un intervallo di tempo di circa vent’anni.

I campionamenti in Laguna di Venezia del periodo 2019-2021 sono stati effettuati
in aree diverse sia dal punto di vista geografico (per poter individuare le differenze
genetiche legate alla diversa distribuzione delle popolazioni) che dal punto di vista
ecologico (con aree piu interne alla laguna e altre piu esterne, prossime all’ambiente
marino). Nello specifico, il campionamento ha interessato i 3 bacini in cui ¢ suddi-
visa la Laguna di Venezia e, per ciascuna di questi, sono stati effettuati due cam-
pionamenti, il primo piu internamente, il secondo piu prossimo allo sbocco sul mare
(Figura 6). Piu precisamente, LN5 e LN6 indicano i siti di campionamento localiz-
zati nella regione della Laguna settentrionale, localizzati internamente rispetto alla
citta di Venezia (LNS5) e nei pressi della bocca di porto di san Nicolo (LN6); LC3 e
LC4 rispettivamente, indicano invece 1 siti di campionamento della Laguna cen-
trale, comprendente 1’area a sud della citta, e la bocca di porto di Malamocco; in-
fine, LS1 e LS2 definiscono i siti di campionamento localizzati nella regione meri-
dionale della Laguna (LS1) e nell’area della bocca di porto di Chioggia (LS2).

Per studiare le possibilita di differenziamento genetico tra la Laguna di Venezia e
le regioni circostanti sono inoltre stati effettuati dei campionamenti esterni ad essa,

in particolare a nord nella Laguna di Marano (MA), rappresentata nel
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campionamento in ognuno dei 3 anni, e a sud nella Sacca di Goro (GO) campionata
nel 2020 e nel 2021 o nella vicina Sacca degli Scardovari (FE), campionata nel
2019.

I campioni degli anni 2001 e 2002 provengono da diverse aree della Laguna di Ve-
nezia e sono stati nominati in relazione ai siti di campionamento: Lido (LI); Mar-

ghera (MQG); Lago dei Teneri (LT); Ca Zane (CZ) e Chioggia (CH).

4

MARANO

" VENEZIA

Figura 6. Il pannello di sinistra mostra la posizione geografica delle tre lagune oggetto di studio,
da nord a sud: Marano, Venezia e Goro. Il pannello di destra mostra la posizione approssimativa
delle aree di campionamento all’interno della Laguna di Venezia.

Fonte: https://www.google.it/maps/(@45.3668554,12.466449,126578m/data=!3mi1!1e3

Tabella 1: Sono riportati, per ogni campionamento, i dati relativi all’anno in cui ¢ stato effettuato,
la stagione e il numero totale di individui. Gli ultimi 7 siti, separati dagli altri da una riga bianca,
riportano le informazioni relative ai campioni provenienti dagli anni 2001 e 2002 ricavati da uno

studio precedente (Gallini, 2003).

Sito di . ) Ne
. Sigla Anno Stagione o
campionamento Individui
rimavera 50
70.19p.MA 2019 p
70.19a.MA autunno 50
Laguna di : <
rimavera
Marano Z70.20p.MA 2020 p
70.20a.MA autunno 51
Z0.21p.MA 2021 primavera 49
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70.21a.MA autunno 50
Z0.19p.LN5 2019 primavera 14
Laguna di Z0.20a.LN5 2020 autunno 9
Venezia nord:
Ca Zane 70.21p.LN5 2031 primavera 48
Z0.21a.LLN5 autunno 20
70.19p.LN6 2019 primavera 50
L . Z0.19a.LN6 autunno 11
aguna di
Venezia nord: 70.20p.LN6 primavera 30
! 2020
Bocca di 70.20a.LN6 autunno 22
Porto 70.21p.LN6 2001 primavera 18
Z0.21a.LN6 autunno 24
70.19p.LC3 2019 primavera 43
. 70.19a.L.C3 autunno 45
Laguna di
Venezia 70.20p.LC3 2020 primavera 25
centra1.62 70.20a.LC3 autunno 37
Poveglia 70.21p.LC3 031 primavera 50
70.21a.L.C3 autunno 10
Laguna di 70.19p.LC4 2019 primavera 10
Venezia 70.20p.LC4 2020 primavera 43
centrale: 70.20a.L.C4 autunno 48
Malamocco Z0.21p.LC4 001 primavera 39
Z0.21a.L.C4 autunno 40
Laguna di 70.19p.LS1 2019 primavera 28
Venezia sud: 70.19a.LS1 autunno 21
Motta 70.20a.LS1 2020 autunno 51
bombae 7021aLSI 2021 autunno 46
Z0.19p.LS2 2019 primavera 28
Laguna di 70.19a.LL.S2 autunno 49
Venezia sud: 70.20p.LS2 2020 primavera 69
Baia dei Porci Z0.21p.LS2 001 primavera 46
70.21a.LLS2 autunno 12
Sacca degli )
Scardovari 70.19p.FE 2019 primavera 43
70.20p.GO 2020 primavera 49
Sacca di Goro 70.20a.GO autunno 45
70.21aGO 2021 autunno 49
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. 70.2001.LD 2001 21
Laguna di

Venezia: Lido

70.2002.LD 2002 10

Laguna di 70.2001 LT 2001 16
Venezia: Lago

dei
Teneri

70.2002.LT 2002 10

Laguna di
Venezia: Chiog- | Z0.2002.CH 2002 13
gia

Laguna di
Venezia: 70.2002.CZ 2002 13
Ca’ Zane
Laguna di
Venezia: 70.2002.MG 2002 13
Marghera

Totale

.. 1568
campioni:

3.2 Estrazione del DNA

Nel periodo di internato, ¢ stata effettuata I’estrazione e I’amplificazione del DNA
di 251 individui di Z. ophiocephalus. L’ estrazione ¢ stata eseguita utilizzando il
metodo Salting out (Patwary et al., 1994). Il protocollo ha previsto la lisi delle cel-
lule di una piccola quantita di tessuto muscolare (circa 25 mg) mediante un tampone
di lisi cellulare ed il trattamento con proteinasi K, quindi la separazione degli acidi
nucleici dalle proteine e altre molecole contaminanti, tramite 1’aggiunta di sali ad
alte concentrazioni (da qui il nome del metodo Salting out).

Le proteine in acqua pura sono poco solubili, ma la loro solubilita aumenta all’au-
mentare della concentrazione ionica nella soluzione fino a raggiungere un picco
massimo di solubilita. Superato il picco, e continuando ad aumentare la concentra-
zione salina, la solubilita delle proteine ricomincia a calare, fino a raggiungere una
soglia che ne determina la precipitazione. Il metodo sfrutta questo processo per ri-
muoverle dalla soluzione. Infine, attraverso il trattamento con isopropanolo ed eta-

nolo, si ottiene I’isolamento e la precipitazione del DNA (Nasiri et al., 2005).
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Una porzione di tessuto ¢ stata prelevata da ciascun campione da analizzare me-
diante I’uso di bisturi e pinzette sterili, quindi, con 1’aiuto di carta assorbente, ¢ stato
rimosso ’etanolo in eccesso.

Ad ogni provetta ¢ stata aggiunta una mix di reagenti composta da 300 ul di tam-
pone di lisi (EDTA 0.1 M, TRIS 0.05 M, pH 8); 37.5 ul di SDS 10% e 12 pl di
proteinasi K (20mg/ml).

L’SDS ¢ un detergente che disgrega le componenti lipidiche del tessuto e denatura
le proteine mentre la proteinasi ¢ un enzima che provoca la lisi delle molecole pro-
teiche.

Le provette contenenti il tessuto e il tampone di lisi sono state miscelate tramite un
vortex e incubate a 56°C in un termoblocco (ThermoMixer F2.0, Eppendorf®) do-
tato di agitazione impostata a 550 rpm fino alla lisi completa dei tessuti. Ogni 30
minuti di incubazione il processo ¢ stato interrotto e i campioni risospesi tramite
vortex per facilitare la lisi. In generale il processo impiegava un’ora di tempo, fino
ad un massimo di tre ore.

Una volta terminata la lisi, in ciascuna provetta sono stati aggiunti 90 pl di soluzione
salina satura (NaCI>6 M) e messo in agitazione per circa 15 minuti al fine di pro-
muovere la precipitazione delle proteine. La provetta ¢ quindi posta in centrifuga
(modello 5424 R, Eppendorf®) a 4 °C per 30 minuti alla massima velocita di 14000
rpm. Questo procedimento determina 1’accumulo delle proteine e delle altre mole-
cole precipitate in un pellet sul fondo della provetta. Il surnatante contenente il DNA
¢ stato prelevato e trasferito in una nuova provetta da 1.5 ml nella quale erano stati
precedentemente aggiunti 450 pl di isopropanolo freddo. La provetta ¢ stata quindi
nuovamente centrifugata a 4°C per 20 minuti. L’isopropanolo permette 1’isola-
mento e la compattazione del DNA che precipita durante la centrifugazione.

Una volta terminata la centrifugazione, il surnatante ¢ stato eliminato e nella pro-
vetta sono stati aggiunti 500 pl di etanolo al 70%. Il campione ¢ stato posto in cen-
trifuga a temperatura ambiente per 5 minuti per eliminare i residui contaminanti
rimasti nella provetta dalle fasi precedenti. Successivamente € stato eliminato 1’eta-
nolo e la provetta posta con il tappo aperto nel termoblocco a 37°C per favorire
I’evaporazione degli eventuali residui di etanolo.

Infine, il DNA ¢ stato risospeso in 100 pl di acqua sterile e conservato a -20°C. E

stata effettuata una verifica qualitativa dell’estrazione mediante un’elettroforesi su
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gel di agarosio all’1% in buffer TBE 1X, utilizzando come intercalante GelRed
(Biotium®).

I campioni sono stati inoltre quantificati con uno spettrofotometro NanoDrop 2000¢
(Thermo Scientific™), che permette di quantificare il DNA estratto mediante la
misurazione della luce ultravioletta assorbita dal campione. Le informazioni otte-
nute in questo passaggio sono risultate importanti in quanto hanno permesso di
comprendere, per ciascun singolo campione, il rapporto di diluizione piu efficace
per assicurare la migliore resa nel successivo processo di amplificazione.

Le lunghezze d’onda indagate sono 1’assorbanza a 260 nm e a 280 nm, rispettiva-
mente informative del picco di assorbimento delle basi azotate dei nucleotidi e della
quantita di proteine e fenoli presenti nel campione e 1’assorbanza a 230 nm che
fornisce informazioni sul grado di contaminazione del campione da parte di carboi-
drati, fenoli e composti aromatici.

I1 rapporto A260/280 restituisce il grado di purezza del DNA: se il rapporto risulta
compreso tra 1.6 e 1.8 allora il DNA ha una purezza ottimale, se risulta minore il
campione risulta contaminato da un eccesso di proteine o altre molecole non nu-
cleiche mentre se risulta maggiore nel campione sono presenti alte concentrazioni
di RNA.

Anche il rapporto A260/A230 da un’informazione qualitativa del campione ed ¢

ottimale se pari a 2.2.

3.3 Microsatelliti

In questo elaborato di tesi sono stati utilizzati 1 microsatelliti come marcatori mole-
colari. I microsatelliti sono composti da brevi sequenze da 1 a 6 paia di basi ripetute
in tandem (Schlotterer, 2004). Sono marcatori codominanti, altamente polimorfici,
molto abbondanti e distribuiti in maniera omogenea nell’eucromatina, la porzione
della cromatina composta da DNA attivamente soggetto alla trascrizione (Pérez-
Jiménez et al., 2013; Phumichai et al., 2015). Queste caratteristiche, accoppiate alla
facilita del loro utilizzo grazie a tecniche di amplificazione come la PCR, hanno
reso 1 microsatelliti 1 marcatori genetici pit comuni in diversi ambiti della genetica,

quali lo studio della struttura di popolazioni, il mapping genetico e lo studio dei
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processi evolutivi oltre che per la genetica forense e analisi di parentela (Vieira,
2016).

Il numero variabile di ripetizioni del motivo principale, detto modulo, che costitui-
sce 1 microsatelliti, € causato da errori dovuti principalmente allo slittamento della
DNA polimerasi in relazione al DNA stampo e al suo scorretto riallineamento (Le-
vinson & Gutman 1987; Ellegren, 2004). Studi quantitativi hanno dimostrato come
il tasso di slittamento della polimerasi aumenti con il numero di repeat e come al
contrario sia inversamente proporzionale alla lunghezza del modulo (Shinde et al.,
2003; Ellegren, 2004)

I principali studi riguardo al tasso di mutazione dei microsatelliti sono stati effet-
tuati sull’uomo (Rubinsztein et al., 1995), su Mus musculus (Makova et al., 2000),
e su Drosophila melanogaster (Schlotterer et al., 1998), nei quali il tasso di muta-
zione variava tra 102 e 10, Nel caso dei pesci, il tasso medio di mutazione dei
microsatelliti in Danio rerio & stato stimato a 1.5x10™* (Shimoda et al., 1999). Come
conseguenza di questo elevato tasso di mutazione, i microsatelliti sono presenti in
minore quantita nelle regioni codificanti in quanto potrebbero facilmente compro-
mettere 1’espressione e la funzionalita dei geni (Vieira et al., 2016). Studi sull’ar-
gomento hanno verificato come nelle regioni codificanti geni vi sia una predomi-
nanza di microsatelliti con moduli composti da tre o sei nucleotidi, risultato della
pressione selettiva contro le mutazioni che alterano la corretta lettura del genoma
(Zhang et al., 2004; Xu et al., 2013). Alcuni studi hanno tuttavia provato come que-
sti marcatori, compresi all’interno di una sequenza proteica, possano talvolta con-
tribuire all’evoluzione della stessa (Huntley & Golding, 2000; Katti et al., 2000;
Vieira et al., 2016).

Per poter isolare ed amplificare i microsatelliti ¢ necessario conoscere le sequenze
entro le quali sono localizzati in modo da poter progettare una coppia di primer
(forward e reverse) da sfruttare come punto di partenza per la polimerasi per I’am-
plificazione della regione di interesse.

Le sequenze relative ai primer utilizzati in questa tesi per I’amplificazione dei loci
microsatellite sono state ottenute dai risultati di uno studio precedente (Gallini et
al., 2005) nel quale 18 loci erano stati isolati da due librerie genomiche di Z. ophio-
cephalus ricavate tramite il protocollo FIASCO (Fast Isolation by AFLP of Sequen-

ces Containing repeats, Zane et al., 2002). Dieci di questi 18 loci amplificati nello
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studio (Gallini et al., 2005) (Tabella 2) sono stati utilizzati nel presente studio. Cia-
scun primer forward ¢ stato marcato all’estremita 5° con un particolare fluoroforo,
molecola in grado di emettere fluorescenza dopo aver assorbito fotoni, per il rico-

noscimento degli alleli nel successivo passaggio del genotyping.

Tabella 2: Loci microsatellite ricavati dai risultati di Gallini et al., 2005. Sono riportate le caratteri-
stiche del repeat, la sequenza dei rispettivi primer forward e reverse, il range degli alleli in paia di

basi e il marcatore fluorescente associato al primer forward di ciascuno dei loci microsatellite uti-

lizzati.
- Range
Locus Repeat Sequenze dei primer allelico Fluoroforo
F: CTGAAATGACCGCGAGGAG | 109-
20++3 (GDI2 R: TGGGATTGGGGCACAAAG 125 6-FAM
F: CAGACCTAACACCCCGATCCC | 116-
20++46 IOl R: CAACGCACCCCAAACATTCA | 124 Vic
F: GCTTTGAAGAGCGTCCTCCA | 183—
Z0++37M13 (TGOI3 R: ACCTCTGGACGGGGTCAATG 228 vic
F:TACAGACATACCCTCGGTGT- | |,
ZO++26M13 (AC)16 CAT o NED
R: GGCTTACTGGTCCTCCACTCC
F-TTCACAGTTGAG- 05
ZO++6M13 (AC)10 GAAAGTGGTTTA o NED
R: AAGTCACCAGCGAATGTCGTG
F: CCCAGTGCATTTCCGAAC 108—
ZO++2M13 TCCTCT(TCC)4(TCT)6 R: CTGGAGGAGCGCAGCAGT 129 PET
F: GCCGATCGATAGCTCTGACT | 192-
20++44M13 (AC)13 R: CCTAGATTTCCTCCCCTGGT 216 PET
F: TGTTAGAGCGA-
ZOAC3 (TGgng(&G)z GAAATCTCCAG 110225 6-FAM
R: AATGTGTTCAGTTGGCATCG
F: ACTCCCCTTGGTTTCAAGCTAC | 123-
Z0++16M13 (GD11 R: AACGACTAGAGGCCAACATGC | 158 VIC
F: GTACAATGGGGCAGTTCCTT | 115-
Z0++32M13 (AC)I8 R: TTCTAGCCCAGTCAGTAATGC | 133 NED
3.4 La PCR

I 10 loci microsatellite sono stati amplificati per ciascuno dei 251 campioni attra-
verso una PCR (Polymerase Chain Reaction), una tecnica in grado di amplificare
in maniera esponenziale un singolo frammento di DNA dopo averlo isolato dal resto
del materiale genetico. Il DNA ¢ aggiunto in una mix contenente 1 seguenti reagenti
oltre al buffer di reazione:

e Polimerasi termoresistente (per catalizzare la reazione di amplifica-
zione)
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e dNTPs (che verranno utilizzati nella reazione per costituire i fram-
menti neosintetizzati)

e Mg-Cl, (essenziale per D’attivita enzimatica e per la stabilita
dell’ibridazione del DNA)

e Primer forward e reverse (siti specifici nella sequenza nucleica entro
1 quali avviene la reazione)

La tecnica della PCR ¢ contraddistinta da tre fasi ripetute per un numero variabile

di cicli;

e 1: Denaturazione: In questa prima fase la doppia elica del DNA si
separa nei due filamenti singoli in seguito all’esposizione ad una tem-
peratura elevata (generalmente 95°C).

e 2: Appaiamento dei primer: Nella seconda fase, caratterizzata da
una temperatura piu bassa, avviene 1’appaiamento dei primer con il fi-
lamento stampo a singola elica. La temperatura di annealing ¢ di cru-
ciale importanza nel determinare la qualita dell’appaiamento e dipende
dalla concentrazione, dalla lunghezza e dalla composizione in basi dei
primer (Dieffenbach et al., 1993).

e 3: Estensione: In questa fase la temperatura sale fino a raggiungere
1 72°C, temperatura ottimale per il funzionamento della Polimerasi che
catalizza 1’aggiunta del nucleotide corrispondente nel DNA stampo a
partire dai primer appaiati.

Durante 1 primi cicli di PCR I’amplificazione della sequenza di interesse € esponen-

ziale; man mano che si procede I’efficienza cala sempre piu a causa della satura-

zione degli enzimi e della diminuzione della concentrazione dei dNTPs e degli altri

reagenti (Kainz, 2000).

Per ottimizzare i1 tempi di lavoro in questo lavoro di tesi, 1 10 loci microsatellite

sono stati amplificati in multiplex, una tecnica che consente di amplificare contem-

poraneamente nella stessa PCR due o piu sequenze con primer diversi (Chamber-

lain et al., 1988).

Per allestire la PCR in multiplex sono necessarie:

e Multiplex PCR Master Mix (Qiagen) = contiene la HotStartTaq
DNA polimerasi, dNTPs, buffer e MgCla, tutti i componenti della PCR
ad eccezione dei primer e del DNA.

e Mix di primer = contiene i primer forward e reverse di tutti i loci
microsatellite selezionati, ognuno dei quali ad una concentrazione di 2
uM.

e DNA da amplificare
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e H)O
Per ogni campione le quantita di reagenti utilizzate sono:

e 2 ul DNA (50 ng/pl)

o 5 ul Multiplex PCR Master mix 1X (Qiagen)
e | ul Primer mix 0.2 uM

e 2ulHO

Per un volume finale di reazione di 10 pl.
I 10 loci sono stati suddivisi in 2 multiplex e amplificati tramite PCR utilizzando il
termociclatore SimpliAmp™ (Applied Biosystems) con il profilo termico riportato

in tabella 3.

Tabella 3: Profilo di amplificazione delle 2 multiplex. La reazione di amplificazione ¢ stata effet-

tuata tramite termociclatore SimpliAmp™ (Applied Biosystems).

TEMPERATURA TEMPO
Stage 1 95°C 15 min
94°C 0.30 min
Stage 2 60°C 1.30 min 30 cicli
72°C 1 min
Stage 3 60°C 0.30 min

Una volta terminata la PCR, la qualita dell’amplificato ¢ stata indagata tramite una
corsa elettroforetica su gel agarosio all’1.8% in buffer TBE 1X utilizzando GelRed
(Biotium®) come intercalante.

Per tutti 1 campioni per 1 quali la reazione di amplificazione non fosse avvenuta
correttamente, o per quelli 1 cui loci risultassero indistinguibili o poco leggibili nel
successivo processo di scoring, € stata effettuata un’ulteriore reazione di amplifica-
zione mediante una PCR a singolo locus. Il protocollo di PCR utilizzato in questo
contesto ¢ denominato touch down e prevede una prima fase in cui vi ¢ un abbassa-
mento progressivo della temperatura di annealing per evitare la comparsa di pro-
dotti aspecifici, seguita da una seconda fase in cui la temperatura di annealing viene
mantenuta costante (Tabella 4). Questo metodo permette di aumentare la specificita
della reazione in quanto 1’elevata temperatura iniziale della fase di annealing favo-
risce I’appaiamento tra il primer e il filamento stampo (Korbie & Mattick, 2008).
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Tabella 4: Profilo di amplificazione dei loci in singolo tramite PCR touch down. Ad ogni ciclo

nella fase di annealing, la temperatura ¢ diminuita di 0.5°C.

TEMPERATURA TEMPO
Stage 1 94°C 3 min
94°C 1 min
Stage 2 58°C 0.50 min _(c)lglocf ?8 ((:)E:rllll
72°C 1 min
94°C 0.40 min
Stage 3 55°C 0.50 min 30 cicli
72°C 1 min
72°C 6 min

La mix di reazione, in un volume finale di 10 pl, utilizzata per le amplificazioni a
singolo locus ¢ costituita da:

e 553 ulHO

e 1 pl Buffer 1X (Solis BioDyne)

e 0.6 ul MgClz 1.5 mM (Solis BioDyne)

e 0.35 ul dNTPs 0.07 mM (Solis BioDyne)

e 0.2 ul Taq polimerasi 1U (Solis BioDyne)

e 0.16 pl Primer Forward 0.16 pM

e (.16 pl Primer Reverse 0.16 uM

e 2 ul DNA (50 ng/ul)

L’avvenuta amplificazione dei campioni ¢ stata verificata tramite elettroforesi su

gel d’agarosio all’1.8%.
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3.5 Genotyping

Il genotyping ¢ il processo con cui i frammenti di DNA vengono sequenziati e per-
mette di identificare tutti gli alleli presenti in un dato locus e la separazione per
dimensione degli alleli stessi. Cio permette quindi di determinare il genotipo di cia-
scun individuo analizzato.

I campioni sono stati diluiti in relazione alla concentrazione di DNA rilevata
dall’intensita delle bande ottenute dalla corsa elettroforetica. Sono stati quindi sot-
toposti ad elettroforesi su capillare presso BMR Genomics di Padova

(https://www.bmr-genomics.it/ ). Il dimensionamento dei singoli alleli avviene tra-

mite il confronto con lo standard interno LIZ 500.

3.6 Scoring

I dati sono stati analizzati con il software Peak Scanner vI.0 (Applied Biosystems),
che permette di visualizzare graficamente gli alleli individuati attraverso un grafico
avente in ascissa la dimensione espressa in paia di basi e in ordinata I’intensita della
fluorescenza delle molecole fluorescenti, i fluorofori, legate ai primer forward. Gra-
zie all’utilizzo di fluorofori di colori diversi applicati a primer diversi, piu loci pos-
sono essere analizzati insieme e distinti. La dimensione dei picchi ¢ stata determi-
nata manualmente. Se in un determinato locus ¢ presente un solo picco, allora I’in-
dividuo ¢ omozigote per quel locus e la fluorescenza dei due alleli ¢ identica (Figura
7); se ci sono due picchi distinti, allora I’individuo ¢ eterozigote per quel locus (Fi-
gura 8). Se non ¢ presente nessun picco nel range atteso, allora si ¢ verificato un

problema in una delle fasi precedenti e il campione va nuovamente amplificato.
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Figura 7: Esempio di visualizzazione grafica di individuo omozigote su PeakScanner v1.0 (Ap-

plied Biosystems). Il primer forward del locus ZO++3 ¢ marcato con il fluoroforo 6-FAM.
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Figura 8: Esempio di visualizzazione grafica di individuo eterozigote su PeakScanner v1.0 (Ap-

plied Biosystems). Il primer forward del locus ZO++3 ¢ marcato con il fluoroforo 6-FAM.

Il processo di scoring, ovvero la selezione manuale del picco corrispondente alla
fluorescenza dell’allele nei diversi loci in analisi, ¢ stato effettuato da tre diversi
operatori individualmente e i risultati sono stati confrontati; laddove risultassero
delle discrepanze si € proceduto ad effettuare un ulteriore controllo su Peak Scan-
ner.

I1 processo di scoring puo serbare delle difficolta legate alle modalita con cui sono
state organizzate le multiplex, al modo in cui 1 diversi fluorofori interagiscono tra
loro o a causa di altri problemi relativi alle caratteristiche dei loci in esame. Tra le
principali fonti di errore uno dei fenomeni piu importanti ¢ detto stuttering. Lo stut-
tering consiste nello slittamento della DNA polimerasi durante il processo di am-
plificazione che determina la formazione di picchi, i cosiddetti stutter (Figura 9),
nell’intorno del vero picco dell’allele. L’interpretazione dell’allele corretto pud
quindi risultare difficile per loci proni a questo fenomeno che puo portare a sotto-

stimare gli alleli piu piccoli; questi possono infatti venire facilmente scambiati per
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stutter andando a compromettere i risultati delle analisi (Jones et al., 1997; van Oo-

sterhout et al., 2004).

Figura 9: Esempio di stutter che puo compromettere il processo di scoring. Il picco indicato dalla
freccia blu, non rappresenta un vero allele rilevato dal sequenziatore, ma ¢ il risultato del suddetto
fenomeno. La discriminazione tra i picchi effettivamente legati agli alleli e gli artefatti dovuti a
questi fenomeni ¢ di cruciale importanza per 1’efficacia del processo di scoring. Il picco racchiuso

nel quadrato rosso ¢ un aspecifico.

Un secondo fenomeno che complica il processo di scoring se non compreso appieno
¢ quello del large allele dropout che si manifesta negli eterozigoti come una minore
intensita o altezza dell’allele piu grande rispetto all’allele piu piccolo a causa
dell’amplificazione preferenziale di quest’ultimo rispetto al primo (Figura 10)
(Bjorklund, 2005). Questo fenomeno puo portare a sovrastimare gli alleli piu corti
e sottostimare quelli piu grandi (DeWoody et al., 2006).

1 'II[] 'IIED
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Figura 10: Esempio di large allele dropout. Nel riquadro rosso Il picco relativo all’allele piu

grande (quello piu a destra) risulta nel fluorogramma meno intenso di quello che lo precede.

33



3.7 Binning

Ottenuti i valori dello scoring per ogni campione ¢ stato effettuato il processo di
binning che permette di raggruppare in diverse classi 1 diversi alleli ottenuti utiliz-
zando il software FlexiBin V.2 (Amos et al, 2007). Gli alleli vengono partizionati
in gruppi (bins) di uguale dimensione e convertiti da un valore di dimensione di
frammenti di DNA ad un’unita discreta identificata da un numero intero come eti-

chetta (Idury & Cardon, 1997).

3.8 Analisi dei dati
3.8.1 Equilibrio di Hardy-Weinberg

L’equilibrio di Hardy-Weinberg ¢ un principio cardine della genetica di popola-
zione che descrive come, in popolazioni che presentino particolari caratteristiche,
le frequenze alleliche e le conseguenti frequenze genotipiche rimangano invariate
nel corso delle generazioni (Garnier-Géré & Chikhi, 2013).

Affinché una popolazione venga considerata ideale, questa deve soddisfare deter-
minate caratteristiche: deve essere infinitamente grande in modo da poter conside-
rare assente il fenomeno dell’inbreeding e della deriva genetica; deve essere chiusa,
con assenza di fenomeni di migrazione (immigrazione ed emigrazione) per evitare
un cambiamento nelle frequenze alleliche; inoltre la mutazione non deve essere pre-
sente cosi come 1’azione della selezione naturale, in modo da evitare la fissazione
di varianti alleliche e la selezione di alleli che conferiscono un vantaggio/svantaggio
agli individui. Infine, non deve esserci sovrapposizione tra le generazioni, gli in-
croci devono essere casuali e le frequenze alleliche uguali tra 1 due sessi.
Considerando un locus con due alleli 4 e a con frequenze alleliche pariap e g, si
possono calcolare le frequenze genotipiche attese nella generazione successiva tra-
mite le formule p? (AA); ¢° (aa) e 2pg (Aa). Considerando non solo uno, ma tutti i
loci analizzati nelle popolazioni e considerando non solo 2, ma tutti gli alleli pre-
senti ad ogni locus, € possibile calcolare le frequenze alleliche e genotipiche attese
per ogni popolazione e confrontarle con quelle osservate attraverso un test del 2.

Un p-value che risulti significativo (P < 0.05) suggerisce che la popolazione in
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esame risulti in disequilibrio e che quindi una delle condizioni di equilibrio non
viene rispettata (Cavalli-Sforza & Bodmer, 1973).

Tramite il software Genepop 4.7.2 (Rousset, 2008) ¢ stato effettuato un Hardy-
Weinberg probability test per ogni popolazione impostando come parametri 500
batches e 10000 iterations per batch. 1 p-value cosi ottenuti sono stati sottoposti a
correzione per test multipli. La correzione adottata ¢ quella di Benjamin-Hochberg
(Benjamini & Hochberg, 1995): ¢ un metodo utilizzato per correggere i valori di p-
value ottenuti da test multipli applicati ad uno stesso dataset. Applicando un gran
numero di test sullo stesso dataset, aumenta la probabilitd di commettere errori di
primo tipo e quindi di accettare un’ipotesi alternativa falsa. La correzione ¢ stata
applicata ai risultati per testare la veridicita dei test risultati significativi tramite la
comparazione del loro p-value con un valore critico calcolato individualmente per
ciascun test. Tale valore critico ¢ tanto piu stringente quanto piu basso ¢ il valore

gerarchico del p-value ottenuto dal test (Thissen et al., 2002).

3.8.2 Linkage disequilibrium

L’analisi del linkage disequilibrium indaga la possibilita di associazione tra due
loci. Due loci si dicono in linkage disequilibrium se si verifica un’associazione non
casuale tra due loro specifici alleli, ovvero se questi si trovano significativamente
piu spesso insieme di quanto non ci si aspetterebbe sulla base delle rispettive fre-
quenze alleliche (Flint-Garcia et al., 2003). A partire dalle frequenze alleliche cal-
colate dal dataset viene stimato il parametro D chiamato il coefficiente di linkage
disequilibrium (Slatkin, 2008) che ¢ proprio di ogni coppia di alleli e se questo
coefficiente D risulta pari a 0, 1 due alleli in esame possono essere considerati in
linkage equilibrium e risultano di conseguenza non associati (Slatkin, 2008).
11 coefficiente puo essere descritto tramite la formula:

Dsp = Dap — PaPB
Che rappresenta la differenza tra la frequenza dei gameti caratterizzati dal genotipo
AB e il prodotto delle frequenze degli alleli A e B.
Le cause del linkage disequilibrium sono imputabili a diverse ragioni: la principale
(molto importante per ridurre il focus negli studi di associazione nello studio dei

caratteri complessi, Cordell & Clayton, 2005) ¢ la vicinanza fisica dei due loci nello
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stesso cromosoma, condizione che determina la diminuzione della probabilita di
eventi di ricombinazione in grado di separarli nel corso delle generazioni (Mackay
& Powell, 2007); un altro caso per cui questo fenomeno puo caratterizzare il rap-
porto tra due loci ¢ quello in cui la presenza in combinazione dei suddetti venga
favorita dalla selezione naturale anche se questi risultino nel cromosoma lontani
fisicamente. Lo studio del linkage disequilibrium puo quindi permettere 1’identifi-
cazione dell’azione della selezione naturale in relazione a due o piu alleli (Smith &
Haigh, 1973). Anche il fenomeno della deriva genetica puo causare un’associazione
non randomica tra due loci qualora determini un campionamento non casuale tra gli
individui (Mackay & Powell, 2007). Infine, suddivisioni nelle popolazioni, varia-
zioni della dimensione di popolazione e fenomeni di migrazione tra popolazioni
rappresentano tutte possibili cause dell’associazione tra due loci (Mackay & Po-
well, 2007); per questo motivo le analisi di linkage disequilibrium risultano estre-
mamente utili per risalire alla storia dei cambiamenti nella dimensione di popola-
zione, a possibili effetti dell’azione della selezione naturale e ai pattern di migra-
zione tra popolazioni (Slatkin, 2008).

Tramite il software Genepop 4.7.2 (Rousset, 2008) ¢ stato quindi calcolato il coef-
ficiente D per ogni coppia di loci e 1 p-value ottenuti tramite I’algoritmo delle catene
di Markov sono stati corretti con la correzione di Benjamin-Hochberg per test mul-
tipli. L’eventuale significativita del p-value relativo al coefficiente D calcolato per
una specifica coppia di loci descrive come la loro tendenza a co-segregare non sia
imputabile ad una deviazione casuale dall’ipotesi nulla di non associazione e per-
mette di conseguenza di considerarli come un unico locus nel caso questa signifi-

cativita sia riscontrabile in tutte le popolazioni.

3.8.3 Eterozigosita osservata e attesa

Il calcolo dell’eterozigosita osservata (Ho) ed attesa (He), permette di quantificare
la variabilita esistente entro una popolazione, inoltre, il confronto tra le due misure,
puo fornire informazioni riguardo alla presenza o meno di incroci casuali tra indi-
vidui. Nel contesto del presente studio ¢ stata calcolata per ogni /ocus in ogni po-
polazione tramite il software Arlequin versione 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010); il

software fornisce anche la media dei valori dell’eterozigosita tra tutti i loci in una
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popolazione. L’eterozigosita osservata ¢ definita come la frequenza di genotipi ete-
rozigoti presente in una popolazione (Greenbaum et al., 2014); I’eterozigosita at-
tesa, anche chiamata gene diversity, ¢ invece definita come la proporzione di etero-
zigoti attesa in una popolazione in equilibrio di Hardy-Weinberg (Nei, 1973). L’ete-
rozigosita attesa ¢ formalmente descritta come la probabilita che una coppia di alleli
campionati casualmente da una stessa popolazione siano diversi ed ¢ espressa dalla

formula (Excoffier & Lischer, 2015):

k
n
H, = — (1 —)Zpiz
i=1

Dove n ¢ il numero di copie del locus nel campione, k il numero di aplotipi in quel

locus e p; la frequenza dell’aplotipo i-esimo nel campione.

3.8.4 Allelic richness

L’allelic richness ¢ calcolata come il numero medio di alleli per locus pesato per la
dimensione della popolazione (Hughes et al., 2008), ¢ una misura di diversita ge-
netica che puo descrivere il potenziale di adattamento e la capacita di perseveranza
a lungo termine di una popolazione (Greenbaum et al., 2014). Questa misura risulta
pertanto un importante indicatore del potenziale evolutivo di una popolazione, la
diversita che descrive rappresenta di fatto materiale grezzo per I’evoluzione (Fisher,
1930), ed ha una notevole importanza nell’ambito della conservazione e dell’eco-
logia molecolare (Foulley & Ollivier, 2006). E normalmente presentata come indi-
catore della variabilita negli studi genetici, ma le conclusioni relative alle sue mi-
sure sono spesso mere comparazioni tra gruppi come ad esempio: “la popolazione
A ha un’allelic richness maggiore rispetto alla popolazione B” o “la popolazione
era caratterizzata da un’allelic richness maggiore al tempo T, rispetto al tempo S”
piu che informazioni quantitative (Greenbaum et al., 2014). Nel presente studio ¢
stata calcolata con il software FSTAT versione 2.9.4. (Goudet, 2003) che imple-
menta una formula, adattata da El Mousadik & Petit (1996) in grado di
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standardizzare la stima dell allelic richness la quale altrimenti risulterebbe forte-

mente influenzata dalla sample size:

2N — N;

_ __2n
RS‘Zl 2N

2n

In cui A; ¢ il numero di alleli presenti tra tutti 1 loci; 2N il numero dei loci; n il
numero piu piccolo di individui tipizzati per un locus in quella popolazione mentre
Rs il numero di alleli nella popolazione per un determinato locus pesato per la nu-

merosita della popolazione.

3.8.5 Indici Fst e AMOVA

L’indice Fst € uno dei tre indici di Wright (1951) che descrivono la struttura gene-
tica di una popolazione. Puod essere utilizzato come misura della differenziazione
tra le popolazioni dovuta alla loro struttura genetica (Chen et al., 2015). Wright ha
definito ’indice Fsr, detto anche indice di fissazione, come il rapporto tra la va-
rianza osservata delle frequenze alleliche tra sottopopolazioni e la varianza attesa
delle frequenze alleliche secondo I’ipotesi di panmissia (Wright, 1951). In sintesi,
possiamo definire I’indice Fst come una misura della percentuale di variabilita pre-
sente nella popolazione totale attribuibile alle differenze tra sottopopolazioni (Re-

lethford, 2012):

variabilita tra gruppi

variabilita totale

Il risultato dell’equazione ci permette pertanto di comprendere la percentuale della
variabilita genetica totale osservata che ¢ attribuibile alle differenze genetiche fra

popolazioni. Per un sistema a due alleli la stessa formula puo essere espressa anche
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in termini di variabilita totale e variabilita media entro sottopopolazioni nel modo

seguente:

Ht — Hs
For = —Ht

In cui Ht ¢ la variabilita totale e Hs la variabilita media entro sottopopolazioni.

In sintesi, minore ¢ il valore di Fst, minore sara la variabilita genetica tra le sotto-
popolazioni.

Un ulteriore modo di definire questo indice ¢ descriverlo in termini di eterozigosita
e in particolare come la differenza tra I’eterozigosita nelle sottopopolazioni e quella
nella popolazione totale; se il valore ottenuto risulta prossimo allo 0, allora la pro-
babilita di pescare casualmente un dato allele ¢ uguale in tutte le sottopopolazioni,
in quanto la loro eterozigosita ¢ molto simile. Conseguenza di cio ¢ la possibilita di
considerare, per valori di Fsr sufficientemente bassi, la popolazione totale come
geneticamente omogenea. Al contrario, valori di Fst prossimi ad 1 descrivono una
differenza importante nella probabilita di campionare uno specifico allele nelle di-
verse sottopopolazioni e cio implica una netta divergenza dal punto di vista genetico
tra le suddette. Per determinare la significativita dell’eventuale differenza tra le sot-
topopolazioni, il valore di Fsr viene associato ad un p-value relativo all’ipotesi nulla
di omogeneita tra popolazioni, generalmente calcolato attraverso un approccio per-
mutazionale. Se il p-value risulta significativo, I’ipotesi nulla di omogeneita tra sot-
topopolazioni viene rigettata.

Pertanto, I’indice di fissazione definisce la riduzione proporzionale dell’eterozigosi
che si verifica quando una popolazione ¢ strutturata in sottopopolazioni piuttosto
che in un’unica grande popolazione (Relethford, 2012).

Nel contesto di questo studio I’indice Fsr ¢ stato calcolato locus by locus con il
software Arlequin versione 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) per ogni coppia di po-
polazioni in esame € 1 corrispettivi p-value sono stati corretti con la correzione di
Benjamini-Hochberg per test multipli. I risultati di questo test permettono di verifi-
care se siano presenti differenze genetiche significative tra le diverse popolazioni.
Uno dei metodi piu popolari utilizzati per calcolare I’indice Fst ¢ ’TAMOVA (Ex-
coffier et al., 1992; Peakall et al., 1995; Michalakis & Excoffier, 1996), acronimo
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di Analysis of Molecular Variance (Excoffier, 1995) che permette di stimare la va-
rianza totale del dataset e di scomporla in varianza entro e fra popolazioni. La per-
centuale di variabilita risultante fra popolazioni ¢ associata ad un p-value che ne
verifica la significativita.

Sulla base dell’ipotesi nulla di panmissia, il software effettua delle permutazioni tra
le matrici delle distanze euclidee costruite in relazione alle differenze nel contenuto
allelico degli aplotipi per testare la significativita delle componenti di covarianza
associate a diversi possibili livelli di struttura genetica all’interno della popolazione
(Excoffier et al., 1992).

Tramite il software Arlequin (Excoffier & Lischer, 2010), le diverse popolazioni
campionate sono state organizzate in singoli gruppi a seconda del tipo di informa-
zioni che si volevano ricavare, quindi, tramite un’AMOVA locus by locus che pre-
vede la computazione di una singola AMOVA per ciascuno dei loci in esame, ¢
stata analizzata la struttura genetica di questi gruppi per verificare se entro di essi
vi fosse una variabilita significativa o se al contrario potessero essere considerati
geneticamente omogenei. L’utilizzo dell’AMOVA locus by locus ¢ stato preferito
a quello di un’AMOV A non gerarchica in quanto la presenza di possibili dati man-
canti all’interno del dataset avrebbe potuto comportare 1’ottenimento di risultati
meno veritieri.

Confrontando tra loro piu gruppi distinti, il software calcola tre indici di variabilita,
ciascuno con un rispettivo p-value, che descrivono rispettivamente la percentuale
di variabilita imputabile a differenze entro popolazione (Fsr); tra popolazioni entro
gruppi (Fsc) e tra gruppi (Fcr). Tra questi, Il p-value ottenuto per quest’ultimo test,
relativo alla percentuale di variabilita tra gruppi, ¢ di particolare importanza in
quanto la sua significativita definisce una differenza genetica sostanziale tra i
gruppi presi in esame.

Sempre con il software Arlequin sono stati effettuati dei confronti Fst a coppie tra
diverse popolazioni per indagarne nel dettaglio le differenze genetiche e verificare
eventuali pattern di variazione nel corso del tempo; anche questi valori sono calco-
lati con un p-value associato che ne definisce la significativita: se il p-value risulta
piu basso della soglia di significativita (impostata a 0.05) I’ipotesi nulla di omoge-

neita tra le due popolazioni ¢ rigettata.
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3.8.6 Confronto N° di alleli, Fis, He, H, € allelic richness

Sulla base dei risultati delle analisi AMOVA, i dati delle popolazioni dei singoli
campionamenti sono stati raggruppati in modo da costituire nuove popolazioni,
sempre omogenee dal punto di vista genetico, che offrissero un maggiore potere
statistico. Per questi nuovi gruppi sono stati calcolati i valori del n° di alleli,
dell’eterozigosita osservata e attesa, dell allelic richness e dell’indice Fis. L’indice
Fis € uno dei tre indici descritti da Wright (1951) in grado di descrivere la struttura
genetica di una popolazione. Nel dettaglio, I’Fis descrive la presenza di differenze
nelle frequenze alleliche all’interno delle singole popolazioni € puo essere usato per
stimare la presenza di incroci non casuali all’interno delle stesse (Wright, 1965).
Una volta ottenuti, i dati delle diverse misurazioni relative a specifici gruppi sono
state confrontate attraverso un test t di Student attraverso il programma FSTAT
versione 2.9.4. (Goudet, 2003). Questo test permette di confrontare la media di un
valore in due gruppi e di verificare I’ipotesi nulla secondo la quale queste medie

siano uguali (Kim, 2015).

3.8.7 Test di isolation by time

\

E stato condotto un test di isolation by time utilizzando il software ISOLDE pre-

sente in Genepop on the web (https://genepop.curtin.edu.au/ ).

Il test € originariamente pensato per verificare la presenza di correlazione signifi-
cativa tra le differenze a livello genetico e la distanza geografica tra due o piu po-
polazioni, nel nostro caso ¢ utilizzato per testare la significativita di un’eventuale
correlazione tra le differenze a livello genetico e il tempo trascorso tra piu genera-
zioni della stessa popolazione. I dati vengono organizzati in due matrici: la prima
riporta i valori di Fsr dei diversi confronti a coppie tra i gruppi, opportunamente
standardizzati; la seconda riporta le distanze temporali tra quelle stesse coppie di
popolazioni espresse in mesi. Il software esegue quindi un test di Mantel (Mantel,
1976) che effettua delle permutazioni delle righe e delle colonne delle matrici. Que-
sto test ¢ in grado di verificare quanto i dati rispettino ’ipotesi nulla di indipendenza

tra le due matrici.
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Nel contesto di questo studio, gli Fst a coppie sono stati corretti, sempre attraverso
il software Genepop on the web (Rousset, 2008) con la formula Fst/(1-Fst), mentre
le distanze a coppie sono state standardizzate attraverso il logaritmo naturale. Il p-
value ottenuto dall’analisi descrive la significativita o meno dell’ipotesi di correla-

zione tra le due matrici.

3.8.8 Stima della dimensione effettiva di popolazione

Con il software N.Estimator versione 2.1. (Do et al., 2013), ¢ stata calcolata la di-
mensione effettiva di popolazione. Questo valore, introdotto per la prima volta da
Wright, ¢ definito come la grandezza minima di una popolazione ideale che sarebbe
caratterizzata dalla stessa varianza nelle frequenze alleliche e dallo stesso tasso di
inbreeding, di una popolazione reale. Queste differenze tra reale e ideale sono do-
vute a caratteristiche quali sex ratio ineguale, variabilita della grandezza delle fa-
miglie e fluttuazioni temporali della grandezza delle popolazioni (Frankham, 1995).
Lo studio della dimensione effettiva di popolazione permette di ottenere importanti
informazioni sullo stato di conservazione della specie in esame: valori bassi di Ne
sono infatti associati ad una bassa variabilita genetica e viceversa (Charlesworth,
2009). Inoltre, dalla N, dipendono il tasso e il tempo di fissazione o di selezione di
alleli vantaggiosi o deleteri cosi come la suscettibilita della popolazione in esame
alla selezione artificiale (Caballero, 1994).

Il metodo utilizzato per la stima della popolazione effettiva ¢ il temporal method

(Nei & Tajima, 1981) che utilizza la seguente formula:

N, = [t — t]
2F'

In cui #; e t> rappresentano la popolazione campionata nei due rispettivi momenti
mentre F’ ¢ la differenza standardizzata tra le frequenze alleliche di due campioni
separati da n generazioni, ed ¢ una misura dell’errore nella stima della dimensione
della popolazione a partire dalle frequenze alleliche. Il tempo di generazione di Z.

ophiocephalus usato per calcolare la dimensione effettiva di popolazione ¢ stato
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approssimato a tre anni facendo una media dell’eta riproduttiva che va da 1 anno a
5 anni.

Nel file output con i risultati, il programma riporta la stima della dimensione effet-
tiva della popolazione in relazione a quattro diversi valori minimi di frequenza che
gli alleli devono avere per poter essere integrati nell’analisi. Inoltre, il programma
calcola anche un intervallo di confidenza al 95% con il metodo Jackknife (Do et al.,
2013) per definire I’intervallo entro il quale con maggiore probabilita risiede il va-

lore reale della dimensione effettiva della popolazione.

3.8.9 Stima dei sottogruppi familiari

Tramite il software Colony versione 2.0.6.7 (Jones & Wang, 2010) sono stati iden-
tificati per ogni gruppo le coppie di fullsib, ovvero le coppie di individui che pote-
vano essere considerati fratelli e aventi la stessa madre e lo stesso padre. La stima
del numero di individui imparentati in diverse popolazioni rende possibile effet-
tuare un ulteriore confronto tra le suddette per supportare eventuali differenze nei
livelli di inbreeding.

I1 software suddivide il dataset in tre gruppi distinti considerando il gruppo in esame
come un campionamento casuale ottenuto da una popolazione in assenza di inbree-
ding: uno contenente tutti 1 potenziali individui padre (Candidate father sample;
CFYS); il secondo contenente tutti i potenziali individui madre (Candidate mother
sample; CMS) e un ultimo contenente tutti gli individui considerati come prole
(Offspring sample; OFS; Jones & Wang, 2010). Utilizzando 1 dati relativi ai geno-
tipi net diversi loci, Colony stima 1 rapporti di parentela tra gli individui utilizzando
gli algoritmi descritti in Wang 2004; per ogni pedigree ¢ calcolato un valore di /ike-
lihood tenendo in considerazione I’intera struttura e non solo i confronti a coppie
tra gli individui (Jones & Wang, 2010). A partire da una configurazione iniziale, €
utilizzato un algoritmo di annealing simulato (Kirkpatrick et al., 1983) per cercare
una configurazione con un valore di /ikelihood piu alto minimizzando il numero di
pedigree indagati.

Nel contesto di questo studio, € stata posta I’attenzione sul numero di individui fu/l-
sib in diversi gruppi. In particolare, tramite un test del y?, & stata confrontata la

percentuale di individui non imparentati nelle due popolazioni che sono risultate

43



significativamente diverse dal punto di vista genetico per verificare se in una popo-
lazione fosse presente un numero significativamente inferiore di individui imparen-

tati rispetto che nella seconda.

4. RISULTATI
4.1 Estrazione DNA

Tutti e 1568 1 campioni sono stati estratti con successo tramite il metodo Salting out
(Patwary et al., 1994). I campioni relativi agli anni 2001 e 2002 e quelli provenienti
dalle 3 lagune negli anni 2019, 2020 e dalla primavera 2021 erano gia stati estratti
e amplificati in studi o in lavori di tesi precedenti. Il lavoro pratico svolto nel con-
testo di questa tesi ha interessato unicamente il campionamento dell’autunno 2021,
rappresentato da 251 individui, mentre 1’analisi dei dati ¢ stata svolta sull’intero
dataset.

L’avvenuta estrazione ¢ stata verificata tramite una corsa su gel di agarosio all’1%

in TBE 1X (Figura 11).

= e

2754 2756 2758 2760 2762 2764 2766

Figura 11: Fotografia del risultato di una corsa elettroforetica su gel agarosio all’1%, intercalante
GelRed (BIOTIUM) (ottenuta tramite BioRad, GelDoc™ XR+) di campioni di DNA di Z. ophio-
cephalus. 11 primo pozzetto a sinistra € occupato dal marcatore di peso molecolare 25kb (SMO-

BIO), mentre nei rimanenti pozzetti sono visibili piu bande relative ai diversi acidi nucleici
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presenti in soluzione. In particolare, la banda piu in alto verifica la presenza di DNA genomico ad

alto peso molecolare. Le bande sottostanti sono invece determinate dalle molecole di RNA pre-

senti in soluzione ¢ da DNA degradato.

Per ogni campione ¢ stata inoltre effettuata un’analisi quantitativa allo spettrofoto-

metro Nanodrop 2000c¢ (ThermoScientific) (Tabella 5).

Tabella 5: esempio di tabella compilata con dati relativi all’estrazione dei campioni di Z. ophioce-

phalus. Per ogni campione sono riportati il sito del campionamento, la data di campionamento, il

codice identificativo del campione, la concentrazione in nanogrammi su microlitro (ng/ul), 1 dati

relativi al rapporto di assorbanza 260/280, che permette di ottenere una stima della purezza del cam-

pione e quelli relativi al rapporto 260/230.

Campiona- Codice Data
p data identifica- | estrazione | ng/pl | 260/280 | 260/230
mento .
tivo DNA
LSI 05.11.21 2684 15.02.22 | 437.1| 2.08 1.99
LSI 05.11.21 2685 15.02.22 |1 480.5| 2.05 2.13
LSI 05.11.21 2686 15.02.22 | 439.5| 2.06 2.13
LSI 05.11.21 2687 15.02.22 318 2.04 2.11
LSI 05.11.21 2688 15.02.22 | 586.9 | 2.05 2.08

4.2 Amplificazione loci microsatellite

Ciascun campione ¢ stato sottoposto a 2 reazioni di amplificazione, una per cia-

scuna multiplex, in modo da amplificare tutti e 10 1 loci. L’avvenuta amplificazione

¢ stata verificata tramite una corsa elettroforetica su gel agarosio all’1.8% (Figura

12).
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Figura 12: Fotografia del risultato di una corsa elettroforetica su gel agarosio all’1.8%, interca-

lante GelRed (BIOTIUM) (ottenuta tramite BioRad, GelDoc™ XR+) utilizzata per verificare 1’av-

venuta amplificazione dei campioni di DNA. Il marcatore utilizzato, visibile nella colonna cen-
trale, € un marcatore 100 bp (SMOBIO). Le due bande visibili nei quattro pozzetti ai due lati della
colonna del marcatore corrispondono rispettivamente agli amplificati e ai primer non utilizzati

nella reazione.

4.3 Analisi dei dati

Per 1564 dei 1568 campioni totali, provenienti da 47 campioni di popolazione di-
stinti sulla base del luogo, dell’anno e della stagione di campionamento, ¢ stato
possibile amplificare con successo almeno 7 loci su 10 mediante PCR in multiplex
o singola e sono stati dunque utilizzati per le analisi successive. Per 4 campioni non
¢ stato possibile amplificare con successo 3 o piu loci, né con PCR in multiplex né
singola utilizzando il profilo di amplificazione specifico dei vari loci. Questi 4 cam-
pioni sono stati dunque esclusi dalle analisi successive. Per i campioni di DNA
estratti ed amplificati nel corso dell’internato ¢ stato effettuato il processo di sco-
ring; quindi, 1 dati ottenuti relativi ai genotipi di ciascun individuo, sono stati inte-
grati al dataset comprendente anche 1 dati relativi ai lavori di tesi precedenti, oltre

che quelli relativi agli anni 2001 e 2002 provenienti dallo studio di Gallini (2003).
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I1 dataset completo ¢ stato sottoposto al processo di binning che ha permesso di

costituire le classi alleliche sulle quali ¢ stato possibile effettuare le diverse analisi.

4.3.1 Equilibrio di Hardy-Weinberg e linkage disequilibrium

L’ipotesi di equilibrio di Hardy-Weinberg ¢ stata testata tramite il software Gene-
pop versione 4.7.2. (Rousset, 2008) per tutti i loci e tutti i campioni di popolazione.
I p-value ottenuti, corretti tramite la correzione di Benjamini-Hochberg (Benjamini
& Hochberg, 1995), sono risultati significativi per 3 dei 470 confronti effettuati. In
particolare, 1 siti Marano autunno 2021 (ZO.21a.MA) per il locus ZO++26, LC3
autunno 2020 (Z0.20a.LC3) per il locus ZO++32 e Goro primavera 2020
(20.20p.GO) per il locus ZO++6 risultavano discostarsi significativamente
dall’ipotesi di equilibrio.

Sempre con lo stesso software, ¢ stato effettuato un test di linkage disequilibrium
con risultati non significativi per tutte le combinazioni di loci, confermando la con-

dizione di indipendenza tra loci.

4.3.2 Analisi della variabilita genetica

Per ogni popolazione analizzata sono stati calcolati diversi indici di variabilita: con
il software Arlequin versione 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) sono stati ottenuti 1
dati relativi al numero di alleli e I’eterozigosita osservata ed attesa, mentre con il
software FSTAT versione 2.9.4. (Goudet, 2003) ¢ stata calcolata /’allelic richness.
I dati sono stati calcolati per ogni popolazione campionata (Tabella 6).

Il numero medio di alleli per popolazione va dai 2.8, come nel caso delle due po-
polazioni Z0.2002.LD e Z0.2002.LT; a 6.2 nelle due popolazioni Z0.21a.GO e
Z0.21p.MA. I campioni degli anni 2001 e 2002 hanno, mediamente, un numero di
alleli inferiore (3.23) rispetto ai campioni degli anni 2019-20-21 (4.75). L allelic
richness varia da un minimo di 2.63 (Z0.2002.CH) ad un massimo di 3.517
(Z0.21a.LS2). L’eterozigosita osservata varia da un minimo di 0.285
(Z0.2002.CH) ad un massimo di 0.440 (ZO.19p.LC4), mentre |’eterozigosita attesa
varia da un minimo di 0.318 (Z0.2002.CZ) ad un massimo di 0.407 (Z0O.20p.GO).
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Gli stessi indici di variabilita sono stati calcolati anche per ciascun locus (Tabella

7).

Tabella 6: Sono riportati, per ciascuna popolazione analizzata, i valori relativi al numero di alleli,
Uallelic richness, eterozigosita osservata ed attesa e il p-value relativo al test dell’equilibrio di

Hardy-Weinberg calcolato per tutti i loci.

Allelic Equilibrio di
Sito Nealleli | . Ho He Hardy-Wein-
richness

berg (p-value)
70.19p.MA 4.6 3.008 0.386 0.364 0.9723
70.19a.MA 5 3.049 0.378 0.362 0.0406
70.20p.MA 5.5 3.189 0.344 0.395 0.4325
70.20a.MA 5.2 3.130 0.369 0.373 0.9094
70.21p.MA 6.2 3.281 0.379 0.379 0.9982
70.21a.MA 5.5 3.281 0.345 0.379 0.3684
70.19p.LN5 3.8 3.318 0.416 0.377 0.7107
70.20a.LN5 3 3.000 0.367 0.351 0.4915
70.21p.LN5 5.2 3.288 0.420 0.396 0.3062
70.21a.LN5 3.6 2.871 0.335 0.345 0.0249
70.19p.LN6 5.7 3.202 0.374 0.362 0.3705
70.19a.LN6 3 2.936 0.310 0.371 0.3022
70.20a.LN6 4.1 3.129 0.350 0.366 0.0202
70.20p.LN6 4.8 3.091 0.370 0.377 0.4204
70.21a.LN6 4 2.957 0.363 0.360 0.8489
70.21p.LN6 3.8 2.993 0.365 0.343 0.9777
70.19p.LC3 4.9 3.047 0.361 0.362 0.9896
70.19a.LC3 5.7 3.214 0.356 0.367 0.0086
70.20a.LC3 5.2 3.258 0.323 0.394 0.0001
70.20p.LC3 3.7 2918 0.376 0.390 0.5106
70.21a.LC3 3.6 3.447 0.330 0.377 0.1171
70.21p.LC3 6 3.429 0.392 0.371 0.8508
70.19p.LC4 3.2 3.125 0.440 0.398 0.9562
70.20p.LC4 5.2 3.128 0.357 0.368 0.6681
70.20a.LC4 5 3.103 0.350 0.371 0.2603
70.21p.LC4 5.1 3.125 0.418 0.376 0.6233
70.21a.LC4 4.6 3.125 0.363 0.364 0.3852
70.19p.LS1 4.4 3.196 0.389 0.374 0.9109
70.19a.LS1 4.4 3.322 0.395 0.385 0.9686
70.20a.LS1 5.5 3.142 0.348 0.368 0.0845
70.21a.LS1 4.9 3.223 0.356 0.373 0.2424
70.19p.LS2 4.4 3.135 0.371 0.377 0.9354
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70.19a.LS2 53 3.182 0.367 0.382 0.1661
70.20p.LS2 5.5 3.125 0.357 0.373 0.9296
70.21p.LS2 53 3.035 0.374 0.368 0.2166
70.21a.LS2 3.9 3.517 0.392 0.361 0.9958
70.19p.FE 4.2 3.116 0.379 0.361 0.7348
70.20p.GO 53 3.219 0.389 0.407 0.8722
70.20a.GO 5.5 3.204 0.369 0.376 0.6898
70.21a.GO 6.2 3.439 0.390 0.390 0.0097
70.2001.LD 4.2 3.208 0.381 0.368 0.5941
70.2001.LT 3.5 3.010 0.300 0.348 0.1568
70.2002.CH 2.9 2.639 0.285 0.342 0.3668
70.2002.CZ 3.2 2.822 0.292 0.318 0.2891
70.2002.LD 2.8 2.718 0.330 0.368 0.1242
70.2002.LT 2.8 2.758 0.350 0.388 0.6049
70.2002.MG 3.2 2.904 0.377 0.346 0.9769

Tabella 7: Sono riportati i valori medi per numero di alleli, allelic richness, eterozigosita osservata

ed attesa e il p-value combinato dell’equilibrio di Hardy-Weinberg per ciascun locus.

Locus N° alleli r‘;’,ﬁ’;ﬁs Ho He ](Zl? Iu{lzlul:)dr;o

Weinberg
ZO++3 2.7 1.837 0.138 0.128 0.9998
ZO++46 2.4 2.110 0.529 0.495 0.5098
ZO++3TMI13 | 5.8 3.659 0.429 0.438 0.5176
ZO++26M13 | 84 6.188 0.748 0.792 0.4328
ZO++6M13 1.3 1.093 0.011 0.011 1.0000
ZO++2M13 1.6 1.159 0.023 0.019 0.9046
ZO++44M13 | 62 4.188 0.631 0.643 0.6335
ZOAC3 1.8 1.237 0.021 0.027 0.2001
ZO++16M13 | 8.0 4.895 0.570 0.568 0.6413
ZO+H32MI3 | 72 4.847 0.559 0.575 0.0001

4.3.3 Indici Fst e AMOVA

Il dataset rappresentato da tutte le popolazioni € stato sottoposto, tramite il software
Arlequin versione 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010), a diverse analisi AMOVA locus
by locus per verificare la presenza di omogeneita a livello sia geografico che tem-
porale. Per prima cosa ¢ stata testata I’omogeneita genetica tra tutte le popolazioni.

L’indice Fst ¢ risultato essere pari a 0.00367 con un p-value associato pari a
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0.00010. Questi risultati ci hanno permesso di rigettare 1’ipotesi di omogeneita com-
plessiva tra tutti i campioni di popolazione in esame. Proseguendo nell’analisi ¢
stata indagata la presenza di omogeneita entro le singole lagune: sono pertanto state
effettuate tre nuove analisi AMOVA locus by locus in cui sono state raggruppate
rispettivamente le popolazioni provenienti dalla Laguna di Venezia, quelle prove-
nienti dalla Laguna di Marano e quelle provenienti dal sistema lagunare di
Goro/Ferrara. In generale, per tutte le analisi effettuate per questo lavoro di tesi, ¢
stata selezionata la soglia di significativita pari a 0.05 per discriminare valori di
probabilita che supportino o meno le ipotesi nulle. I risultati dimostrano come per
le lagune di Marano e di Goro/Ferrara siano presenti differenze significative tra
popolazioni provenienti dal medesimo sistema lagunare campionate in anni o in
stagioni diversi, mentre per la Laguna di Venezia queste differenze non siano signi-

ficative (Tabella 8).

Tabella 8: Sono riportati i valori Fsr e 1 p-value associati risultati dall’ AMOVA locus by locus
utilizzata per testare I’omogeneita dei campioni provenienti dalla stessa laguna. I p-value sono con-
siderati significativi se inferiori al valore soglia 0.05; in tal caso in tabella sono riportati in corsivo.

In questo caso, tutti i p-value sono risultati significativi.

Confronto Fst p-value Fsr

Tra popolazioni entro la

Laguna di Venezia 0.0038 0.0002

Tra popolazioni entro la
Laguna di 0.0041 0.0132
Marano

Tra popolazioni entro il
sistema lagunare di 0.0047 0.0188
Goro/Ferrara

Una volta effettuata questa analisi, le lagune esterne sono state confrontate con 1
campioni provenienti dalla Laguna di Venezia tramite due analisi AMOVA locus
by locus. Tramite il software Arlequin 1 campioni provenienti dalle diverse lagune
a confronto sono stati raggruppati in due diversi gruppi. L’analisi permette quindi
di discriminare la percentuale di variabilita totale attribuibile alle differenze entro
gruppi, descritta dal p-value associato al valore di Fst e quella attribuibile invece

alle differenze tra gruppi, descritta dal p-value associato al valore di Fcr. Il p-value
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relativo all’ipotesi nulla di assenza di differenze tra gruppi ¢ risultato non signifi-
cativo in entrambi i confronti (Tabella 9), cio ha permesso di considerare le popo-

lazioni provenienti dalle tre lagune tra loro geneticamente omogenee.

Tabella 9: Risultati dell’analisi AMOVA locus by locus utilizzata per verificare 1’ipotesi nulla di
uniformita genetica tra i gruppi relativi ai campionamenti nelle tre lagune considerate. Le differenze
genetiche presenti tra le popolazioni della Laguna di Venezia e quelle della Laguna di Marano e tra
quelle di Venezia e quelle di Goro-Ferrara non sono risultate significative. I p-value sono considerati

significativi se inferiori a 0.05; in tal caso in tabella sono riportati in corsivo.

Confronto Fst p-value Fsr Fcr p-value Fcr
Marano vs 0.0009 0.0244 -0.0004 0.8036
Venezia

Goro/Ferrara vs

. 0.0011 0.0201 -0.00004 0.3594
Venezia

Per rafforzare le ipotesi, ¢ stata effettuata un’ulteriore AMOVA locus by locus glo-
bale escludendo i campioni provenienti dalle lagune esterne. il valore Fsr globale
calcolato tra tutti 1 campioni provenienti esclusivamente dalla Laguna di Venezia
(N=37), risultante uguale a 0.0038, ¢ piu alto del valore Fst calcolato per tutte le
popolazioni (N=47) pari a 0.0036 (Tabella 10). Grazie a queste informazioni ¢ stato
possibile concentrare le analisi successive esclusivamente sui campioni provenienti

dalla Laguna di Venezia, oggetto principale del presente studio.

Tabella 10: Indici Fsr e relativi p-value delle analisi AMOVA locus by locus effettuate raggrup-
pando in primo luogo tutte le popolazioni campionate, in secondo luogo raggruppando solo le po-
polazioni campionate all’interno della Laguna di Venezia. Eventuali p-value significativi sono ri-

portati in corsivo.

Confronto Fsr p-value Fsr

Tutte le popolazioni 0.0036 0.0000

Solo popolazioni della

Laguna di Venezia 0.0038 0.0002
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Con D’attenzione rivolta esclusivamente alla Laguna di Venezia, sono state effet-
tuate diverse analisi AMOVA locus by locus per testare ipotesi di omogeneita ge-
netica sia su base geografica che su base temporale.

Inizialmente considerando solamente 1 campioni relativi agli anni 2019, 2020 e
2021: in una prima AMOVA i campioni sono stati suddivisi in 6 gruppi sulla base
della loro provenienza geografica. Ogni gruppo, ciog¢, era costituito da tutti i cam-
pioni di popolazione campionati in uno stesso sito della Laguna di Venezia nelle
diverse stagioni del triennio 2019-2021. I risultati dell’AMOVA locus by locus
hanno riportato la presenza di una significativa variabilita genetica entro popola-
zioni, ma I’assenza di significativita in relazione alle differenze presenti tra i diversi
gruppi (Tabella 11). Tali conclusioni hanno permesso di accettare I’ ipotesi di omo-

geneita geografica all’interno della Laguna di Venezia.

Tabella 11: Risultati dell’analisi AMOVA locus by locus per testare I’ipotesi di omogeneita geo-
grafica tra le popolazioni della Laguna di Venezia. Il p-value associato al valore di Fsr ottenuto
descrive la significativita o meno dell’ipotesi di omogeneita entro popolazioni. Un valore significa-
tivo permette pertanto di rigettare I’ipotesi nulla di omogeneita entro popolazioni. Il p-value asso-
ciato al valore di Fcr ottenuto descrive invece la significativitd o meno dell’ipotesi di omogeneita
genetica tra gruppi di popolazioni. Non essendo il valore significativo, viene accettata 1’ipotesi nulla
per la quale non siano presenti differenze tra i diversi gruppi. I p-value significativi sono riportati in

corsivo.

Confronto Fsr p-value Fsr Fcr p-value Fcr

Popolazioni
raggruppate
sulla base del
sito di
campiona-
mento

0.0030 0.0017 -0.0012 0.9833

In secondo luogo, sono state effettuate delle analisi su base temporale. In partico-
lare, inizialmente considerando unicamente le popolazioni campionate all’interno
della Laguna di Venezia, sono state verificate le ipotesi di omogeneita tra popola-
zioni nel contesto delle singole stagioni. Sempre con il software Arlequin versione
3.5 (Excoffier & Lischer, 2010), considerando le popolazioni campionate nel corso

della stessa stagione come appartenenti ad un medesimo gruppo, tramite
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un’ AMOVA locus by locus ¢ stata testata 1’ipotesi nulla di omogeneita all’interno
di questo (Tabella 12).

In generale, i campioni provenienti dalla stessa stagione sono risultati tra loro ge-
neticamente omogenei con la sola eccezione del gruppo formato dai campionamenti
relativi all’autunno del 2020. II gruppo ¢ risultato statisticamente omogeneo solo
con I’omissione del campionamento relativo al sito LC3; i dati relativi al campio-
namento Z0.20a.LC3 sono pertanto stati omessi dal resto delle analisi.

Questi test hanno permesso di creare un nuovo dataset nel quale i campioni prove-
nienti dai diversi siti prelevati in uno stesso anno e stagione sono stati riuniti (Ta-
bella 12). Cio permette di aumentare la sample size e migliorare di conseguenza il

potere statistico delle successive analisi.

Tabella 12: Risultati dell’AMOVA locus by locus utilizzata per testare ’omogeneita genetica tra
campioni provenienti da campionamenti effettuati nella stessa stagione e nello stesso anno. In tutti
i casi tranne uno, il p-value non risulta significativo e permette percio di accettare 1’ipotesi di omo-

geneita genetica tra le suddette popolazioni. Solo nel caso dell’autunno 2020 il p-value ¢ risultato

significativo; successive analisi hanno rivelato che lo stesso test, effettuato senza considerare il
campione proveniente dal sito LC3, risultava non significativo. I p-value significativi sono ripor-

tati in corsivo.

Confronto Fst p-value Fst
Popolaz19n1 campionate 0.0048 0.0536
nella primavera 2019
Popolazioni campionate
nell’autunno 2019 0.0263 0.2680
Popolazioni campionate
nella primavera 2020 0.0027 0.1530
Popolazioni campionate
nell’autunno 2020 0.0078 0.0197
Popolaz19n1 campionate 0.0027 0.0668
nella primavera 2021
Popolazioni campionate
nell’autunno 2021 -0.0024 0.7935
Popolazioni campionate
nell’autunno 2020 senza 0.0069 0.0567
70.20°.LC3
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Proseguendo nel percorso per verificare I’omogeneita genetica entro la Laguna di
Venezia, ¢ stata verificata ’omogeneita tra tutti i campioni provenienti dallo stesso
anno. I suddetti campioni sono stati considerati come un solo grande gruppo ed ¢
stata testata I’ipotesi nulla di omogeneita con un’ulteriore analisi AMOVA locus by
locus. Anche in questo caso i risultati non hanno rivelato differenze significative
(Tabella 13) permettendo di considerare anche le popolazioni provenienti dallo

stesso anno come geneticamente omogenee.

Tabella 13: Risultati dell’AMOVA locus by locus per testare ’omogeneita genetica tra le diverse
popolazioni campionate nello stesso anno entro la Laguna di Venezia. Tutti i p-value risultano non
significativi (*i dati relativi al sito Z0.20a.LC3 sono stati esclusi dalle analisi) e cio ha permesso

di considerare le popolazioni provenienti dal medesimo anno come geneticamente omogenee.

Confronto Fst p-value Fsr
Popolazioni anno 2019 0.0033 0.0558
Popolazioni anno 2020* 0.0029 0.0898
Popolazioni anno 2021 0.0008 0.2479
Popolazioni anno
2019-2020-2021 0.0004 0.1869

Infine, unendo tramite il software Arlequin 1 campioni dei tre anni entro tre gruppi
distinti ed effettuando un’ulteriore AMOVA locus by locus, 1 risultati dell’analisi
hanno confermato I’ipotesi di omogeneita genetica anche tra le popolazioni dei di-

versi anni (Tabella 14).

Tabella 14: Risultati dell’AMOVA locus by locus tra gruppi rappresentanti i tre anni di campiona-
mento 2019, 2020 e 2021. I1 p-value relativo all’ipotesi di presenza di differenze entro popolazioni

e quello relativo all’ipotesi di presenza di differenze tra gruppi risultano entrambi non significativi.

Confronto Fsr p-value Fsr Fcr p-value Fcr

Gruppi di
Popolazioni
suddivise per

anno di
campiona-
mento

0.0005 0.1896 0.0005 0.1190
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Dopo aver appurato I’omogeneita genetica tra le popolazioni provenienti dal cam-
pionamento del triennio 2019-2020-2021, sono stati presi in analisi i1 dati relativi
alle popolazioni campionate all’interno della Laguna di Venezia negli anni 2001 e
2002. Anche per queste popolazioni ¢ stata testata I’ipotesi di omogeneita genetica
tramite un’AMOVA locus by locus che ha dato risultati non significativi (Tabella

15).

Tabella 15: Risultati dell’ AMOVA locus by locus utilizzata per testare I’ipotesi nulla di
omogeneita genetica tra i diversi campioni provenienti dagli anni 2001 e 2002. Il p-value relativo
all’ipotesi non risulta significativo e le popolazioni possono pertanto essere considerate omogenee

dal punto di vista genetico.

Confronto Fst p-value Fsr

Campioni 2001-campioni

2002 0.0029 0.4534

Appurato che anche i campioni del 2001 e 2002 costituissero un gruppo omogeneo
dal punto di vista genetico, le singole popolazioni sono state unite in base all’anno
in un nuovo dataset e confrontate tramite un’ulteriore AMOVA locus by locus con
il gruppo costituito dai campioni provenienti dalla Laguna di Venezia del triennio
2019, 2020 e 2021 in modo da effettuare un confronto temporale con individui
provenienti dallo stesso luogo, ma da un periodo precedente. In questo caso il
confronto ¢ risultato significativo: i campioni del vecchio campionamento risultano

essere significativamente diversi rispetto ai campioni di quello nuovo (Tabella 16).

Tabella 16: Risultati dell’analisi AMOVA locus by locus utilzzata per testare I’ipotesi nulla di
omogeneita tra le popolazioni campionate entro la Laguna di Venezia provenienti dal biennio
2001-2002 e quelle provenienti dal triennio 2019-2020-2021. Il p.value relativo al valore di Fcreé

risultato significativo. I p-value significativi sono riportati in corsivo.

Confronto Fst p-value Fsr Fcr p-value Fcr

Campioni
2001-2002
Vs campioni 0.0053 0.0100 0.0049 0.0004
2019-2020-
2021
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Alla luce della significativita del confronto temporale sono stati calcolati gli indici
Fsr locus by locus a coppie tra le popolazioni del nuovo dataset caratterizzato dai
campioni riuniti per anni e stagioni. I p-value risultanti, dopo la correzione di
Benjamini-Hochberg per test multipli, non hanno evidenziato confronti significativi
(Tabella 17). Tuttavia, osservando i dati € possibile notare un generale aumento
della divergenza genetica in relazione alla distanza temporale e alcuni confronti,

prima della correzione per test multipli, sono risultati significativi.

Tabella 17: Confronti Fst locus by locus a coppie tra le popolazioni suddivise per stagioni ed anni
(*senza il campione Z0.20a.L.C3). Sotto la diagonale sono riportati i valori di Fst per ciascuna cop-
pia, sopra la diagonale sono riportati i valori dei rispettivi p-value. I p-value risultati significativi
sono indicati in corsivo. Nessun confronto ¢ risultato significativo dopo la correzione di Benjamini-

Hochberg per test multipli.

Prima- Au- Prima- Au- Prima- Au-
2001 2002 vera tunno vera tunno vera tunno
2019 2019 2020 2020%* 2021 2021
2001 0.4667 | 0.2103 0.1611 0.0704 0.1182 0.0671 0.0059
2002 0.0004 0.0282 0.0366 0.0290 0.0035 0.0515 0.0012
Prima-
vera 0.0018 | 0.0046 0.4282 0.7103 0.4326 0.3187 0.0677
2019
Au-
tunno | 0.0032 | 0.0053 | 0.0010 0.4904 0.3917 0.4315 0.4677
2019
Prima-
vera 0.0048 | 0.0049 | -0.0006 -0.0001 0.9347 0.6486 0.0569
2020
Au-
tunno | 0.0041 | 0.0088 | 0.0001 0.0003 -0.0014 0.1908 0.0233
2020*
Prima-
vera 0.0040 | 0.0033 | 0.0002 -0.0001 -0.0005 0.0008 0.1215
2021
Au-
tunno | 0.0104 | 0.0089 | 0.0017 0.0000 0.0019 0.0031 0.0010
2021
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4.3.4 Confronti allelic richness, eterozigosita attesa e osservata

e indice Fis

Oltre ai valori degli Fst stimati nei confronti a coppie, per le popolazioni del nuovo
dataset sono stati calcolati anche i valori relativi al numero di alleli, all’allelic rich-
ness, all’eterozigosita attesa ed osservata e al valore del coefficiente di inbreeding

Fis per poter analizzare la loro variazione nel corso del tempo (Tabella 18).

Tabella 18: Sono riportati, per ciascuna popolazione analizzata, i valori relativi al numero di alleli,
I’allelic richness, media dell’eterozigosita osservata ed attesa e coefficiente di inbreeding Fis. Si
osserva un generale aumento dei valori di allelic richness, H, € He nelle popolazioni degli anni 2019,

2020 e 2021 e una diminuzione del valore Fs rispetto alle popolazioni degli anni 2001 e 2002.

NeAlleli Ifl”ehc Ho media He media Fis
richness
2001 4.5 4.500 0.343 0.3581 0.0420
2002 4.7 4.129 0.322 0.3518 0.0850
Primavera
2019 7.7 5.015 0.379 0.3707 -0.0230
Autunno 72 5.048 0.363 0.3767 0.0370
2019 . . . . .
Primavera
2020 7.0 4781 0.362 0.3652 0.0090
Autunno
2020 7.1 4.888 0.350 0.3693 0.0510
Primavera
2021 8.1 5.094 0.397 0.3818 -0.0410
Autunno
2021 7.1 4.963 0.357 0.3632 0.0170

Tramite FSTAT versione 2.9.4. (Goudet, 2003) sono state confrontate, attra-

verso un test t ad una coda, le medie delle diverse misure nei gruppi di popolazioni
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che sono risultati geneticamente diversi. Sono stati calcolati i valori medi delle mi-
sure nel gruppo relativo ai campioni provenienti dal 2001 e dal 2002 e nel gruppo
relativo ai campioni del triennio compreso tra il 2019 e il 2021 (Tabella 19). Osser-
vando 1 valori € possibile osservare come nelle popolazioni prelevate negli anni
2019, 2020 e 2021 i valori dell’allelic richness, dell’eterozigosita osservata e di
quella attesa siano piu alti rispetto a quelle provenienti dagli anni 2001 e 2002; al
contrario, il valore del coefficiente di inbreeding risulta maggiore in queste ultime
rispetto che nelle popolazioni relative al triennio piu recente. Per verificare la veri-
dicita di queste osservazioni, ¢ stato effettuato un test-t ad una coda al fine di testare
I’ipotesi alternativa per la quale il valore di ciascuna misura fosse significativa-
mente piu grande in un primo gruppo rispetto al secondo; p-value associati al test
che risultino inferiori alla soglia di significativita di 0.05 descrivono come il valore
confrontato sia significativamente maggiore nel primo gruppo rispetto che nel se-
condo. I valori risultati significativi, identificati con un asterisco nella tabella 19,
dimostrano come nel gruppo del vecchio campionamento 1’indice Fis risulti signi-
ficativamente maggiore e come, al contrario, 1’allelic richness, 1’eterozigosita os-
servata e |’eterozigosita attesa risultino significativamente maggiori nel gruppo re-

lativo al nuovo campionamento.

Tabella 19: Sono riportati i valori medi dell’allelic richness, I’eterozigosita osservata e attesa e il
coefficiente di inbreeding Fis per ciascuno dei due gruppi in esame. I valori in corsivo e contrasse-
gnati dall’asterisco sono risultati significativamente maggiori nel loro gruppo rispetto all’altro. L’ al-
lelic richness, I’eterozigosita osservata e 1’eterozigosita attesa sono risulte essere significativamente
maggiore nel gruppo relativo ai campioni piu recenti: rispettivamente p- value=0.027, p-
value=0.033 e p-value=0.033; mentre I’indice Fis € risultato essere significativamente maggiore nel

gruppo relativo ai campioni pit vecchi: p-value=0.025.

Ifwehc Ho media He attesa Fis
richness
2001-2002 4314 0.330 0.354 0.068*
2019-2020- * « *
2021 4.965 0.369 0.370 0.003
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4.3.5 Test di isolation by time

Osservando 1 valori di Fsr si nota un pattern piu o meno definito che prevede 1’au-
mentare del valore dell’indice di fissazione qualora si confronti la stessa popola-
zione con gruppi temporalmente sempre piu distanti. Cio ¢ riscontrabile in partico-
lare osservando la prima colonna della tabella 14 relativa ai confronti con la popo-
lazione del 2001. Ad un indice Fsr piu basso (0.00039), ottenuto nel confronto con
la popolazione del 2002, quella temporalmente piu vicina, si sostituiscono, man
mano che il tempo di divergenza aumenta, valori di Fst sempre piu elevati fino ad
arrivare all’autunno 2020 e la primavera 2021, ove si nota un’interruzione del pat-
tern con valori di Fst che tendono a rimanere stabili. Con I’aggiunta dei nuovi cam-
pioni provenienti dall’autunno del 2021 I’indice Fsr ritorna a salire. Per testare 1’ef-
fettiva presenza di correlazione tra la diversita genetica tra le popolazioni e la di-
stanza temporale delle stesse ¢ stato effettuato, tramite il software ISOLDE, dispo-
nibile sul sito Genepop on the web il test di isolation by time. 1l risultato del test ha
verificato la presenza di correlazione tra le due variabili con un p-value relativo

all’ipotesi di indipendenza dei dati pari a 0.007 (Figura 13).

0.012
0.01
0.008

0.006

FST linearizzato

0.004

® .# e

- LA . .

Distanza temporale - Ln (mesi)

Figura 13: Visualizzazione della retta di regressione calcolata tra i valori delle due variabili ripor-

tate sui due assi cartesiani: sull’asse delle ascisse sono riportati i valori dei logaritmi naturali delle
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distanze temporali calcolate in numero di mesi intercorsi tra i campionamenti; sull’asse delle ordi-

nate sono riportati i valori degli Fst locus by locus per ogni confronto linearizzati attraverso la for-
mula: Fst/(1-Fsr).

La formula della retta ottenuta dall’analisi ¢ descritta dall’equazione: y=0.0008x, con coefficiente

di regressione positivo pari a: r>=0.7005.

4.3.6 Stima della dimensione effettiva di popolazione

E stata calcolata la dimensione effettiva di popolazione con il software N.Estimator
versione 2.1. (Do et al., 2013), con il temporal method (Nei & Tajima, 1981). Il
tempo di generazione ¢ stato stimato in 3 anni ed ¢ stato calcolato il tempo inter-
corso tra i due gruppi, quello delle popolazioni campionate nel 2001 e nel 2002 e
quello delle popolazioni campionate tra il 2019 e il 2021, sulla base del tempo di
generazione stesso. Per calcolare il tempo intercorso tra i due gruppi in termini di
tempo di generazione, I’anno 2001 ¢ stato considerato come tempo 0, mentre come
tempo 1 ¢ stato considerato 1’anno centrale (il 2020) tra quelli dei nuovi campiona-
menti, in quanto valore medio.

La grandezza di popolazione effettiva calcolata per questi due gruppi (considerando
solo gli alleli con frequenza pari o superiore all’1%) ¢ stata stimata, secondo il me-
todo di Nei & Tajima (1981), in 440.2 individui, con un intervallo di confidenza al
95%, calcolato con il metodo Jackknife (Do et al., 2013), compreso tra 198.3 e
1140.2 individui.

4.3.7 Stima dei sottogruppi familiari

Tramite il software Colony versione 2 (Jones & Wang, 2010), per ciascuno dei due
gruppi relativi ai nuovi e ai vecchi campionamenti, ¢ stato stimato il numero di
fratelli (fullsib). 1l software ha rilevato la presenza di 13 coppie di individui stretta-
mente imparentati nel gruppo relativo alle popolazioni degli anni 2001 e 2002, com-

prendenti talvolta individui in comune per un totale di 23 individui diversi e di 65
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coppie di individui strettamente imparentati nel gruppo relativo alle popolazioni
degli anni 2019, 2020 e 2021 per un totale di 112 individui diversi (Tabella 20).
E possibile notare come la percentuale di individui imparentati sia in apparenza

maggiore nel gruppo 2001-2002.

Tabella 20: Sono riportati per ciascuno dei due gruppi analizzati il numero totale dei campioni, il

numero di confronti a coppie effettuati, il numero di fratelli identificati e il numero di individui

non imparentati.

Campioni Confronti a N° di
Gruppi pi¢ . N° di fratelli | individui non
totali coppie . .
imparentati
2001-2002 96 4560 23 73
2019-2020-2021 947 447931 112 835

Per verificare la significativita di queste differenze e confrontare il numero di fra-
telli nelle due rispettive popolazioni, ¢ stato effettuato un test del % per testare I’ipo-
tesi nulla che il numero di individui non imparentati nelle due popolazioni non fosse

diverso. Il test ¢ stato effettuato online presso il sito https://www.socscistati-

stics.com/tests/chisquare/ che permette di costruire una tabella di contingenza a due

variabili e di effettuare il test. Il p-value associato al test € risultato significativo (p-
value=0.0007) pertanto, 1 due gruppi differiscono nella percentuale di individui im-
parentati: il gruppo relativo ai campioni del 2001 e 2002 mostra in effetti una mag-
gior frequenza di individui strettamente imparentati (23/96) rispetto al gruppo rela-

tivo ai campioni degli anni 2019, 2020 e 2021 (112/947)

5. DISCUSSIONE

In questo lavoro di tesi sono stati studiati i processi di differenziamento spaziale e
temporale a livello genetico nelle popolazioni di Z. ophiocephalus nel Mar Adria-
tico settentrionale attraverso la genotipizzazione di 10 loci microsatellite di cam-
pioni provenienti dalle lagune di Venezia, Marano e Goro/Ferrara rappresentativi

degli anni 2001-2002 e 2019-2021.
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I risultati hanno rivelato la presenza di differenze genetiche significative tra cam-
pioni di popolazione. Non sono emerse differenze tra le popolazioni delle diverse
lagune, mentre il differenziamento osservato ¢ legato a differenze all’interno della
Laguna di Venezia come confermato dal fatto che 1’indice Fsr globale ¢ risultato
maggiore considerando solo i campioni provenienti dalla Laguna di Venezia.
All’interno della Laguna di Venezia, le analisi su base geografica tra diversi siti di
campionamento non hanno rilevato differenze significative, mentre sono state rile-
vate differenze tra campioni prelevati nel periodo 2001-2002 e nel periodo 2019-
2021; pertanto, la variazione rilevata ¢ dovuta esclusivamente alla presenza di dif-
ferenze su base temporale. Le differenze temporali osservate in laguna di Venezia
sono accompagnate da un pattern di IBT (isolation by time) in cui il differenzia-
mento aumenta all’aumentare della distanza temporale tra campioni e, sorprenden-
temente, da un aumento della variabilita genetica e una riduzione dell’inbreeding e
della proporzione di individui strettamente imparentati nei campioni piu recenti.
Infine, le differenze temporali osservate determinano una ridotta dimensione effet-
tiva di popolazione, molto piu piccola di quanto atteso sulla base dell’abbondanza
della specie in Laguna di Venezia.

La specie analizzata, Z. ophiocephalus, ¢ un gobide demersale di piccola taglia.
Presenta uno stadio larvale pelagico di circa 26 giorni (Privileggi et al., 1997). Il
maschio territoriale, generalmente di grandi dimensioni, costruisce un nido nel sub-
strato fangoso all’interno della Laguna; quindi, rilascia lo sperma che si ancora ai
rizomi delle fanerogame tramite un muco secreto dall’animale stesso. Le femmine
depongono le uova nei dintorni dei nidi e queste vengono fecondate sia dallo sperma
del maschio territoriale, che difende attivamente il nido, sia da maschi di dimensioni
minori che adottano strategie di fecondazione alternative, detti sneaker. La neonata
larva, fino a circa 26 giorni dalla schiusa, viene trasportata passivamente dalle cor-
renti e dalle maree determinando, come in altre specie marine con stadio larvale
planctonico, un’elevata dispersione (Malakoff, 1997)

E importante notare come, nel caso del go, lo stadio larvale viene prodotto nei nidi
che si trovano all’interno delle lagune e correnti e maree sono quindi responsabili
del trasporto delle larve dalla laguna al mare e viceversa. Il fenomeno della disper-
sione a livello larvale gioca quindi un ruolo fondamentale in quanto determina il

reclutamento, cioe 1’ingresso di nuovi individui della nuova coorte a livello locale

62



e permette potenzialmente alle diverse popolazioni del bacino settentrionale del
Mar Adriatico di rimanere in contatto; la presenza dei collegamenti tra mare e la-
guna risulta pertanto cruciale per il mantenimento del flusso genico ed eventuali
interruzioni degli scambi, come accadra in futuro con I’attivazione del sistema
MOSE, possono causare importanti cambiamenti nel livello di variabilita genetica
e nella connettivita tra le diverse popolazioni.

I risultati dei confronti geografici non hanno rilevato differenze significative tra i
campioni della Laguna di Venezia e i campioni provenienti dalle lagune di Marano
e Goro/Ferrara. Le lagune di Marano, Venezia e Goro/Ferrara sono pertanto consi-
derabili geneticamente omogenee in quanto i valori degli indici Fsr e Fcr, che per-
mettono di stimare la variabilita genetica tra popolazioni e tra gruppi di popolazioni,
calcolati confrontando i campioni provenienti da ciascuna laguna, non sono risultati
significativi. Dal punto di vista geografico si esclude pertanto la presenza di un
differenziamento genetico stabile tra questi sistemi lagunari.

Generalmente, dal punto di vista geografico, la popolazione di Z. ophiocephalus
delle lagune di Marano, Venezia e di Goro/Ferrara, su una scala di circa 150 km,
puo quindi essere considerata panmittica, ovvero un’unica grande popolazione
omogenea dal punto di vista genetico, come d’altronde saremmo normalmente por-
tati a pensare per organismi marini aventi uno stadio larvale soggetto a dispersione
(Palumbi 1992, 2003). Similmente, anche le analisi effettuate unicamente sui cam-
pioni provenienti dalla Laguna di Venezia, effettuate confrontando i campioni pro-
venienti dai diversi siti, ne hanno verificato I’omogeneita genetica su base geogra-
fica.

La condizione di panmissia verificata per le popolazioni di Z. ophiocephalus pro-
venienti dalle diverse lagune del Mar Adriatico settentrionale concorda con i risul-
tati ottenuti da Papetti et al. (2013) e da Cavraro et al. (2017), in studi effettuati
rispettivamente sullo sgombro (Scomber scombrus) e su Aphanius fasciatus nei
quali ¢ stata verificata la condizione di panmissia nella stessa area. Questa omoge-
neita genetica ¢ principalmente dovuta al fatto che le larve sono trasportate passi-
vamente dalle correnti e al carattere stocastico del fenomeno del reclutamento. Le
larve appena nate vengono dalle correnti attraverso le bocche di porto fino al mare;
qui, possono subire differenti destini dettati principalmente dal caso. Per esempio,

possono essere reclutate all’interno della stessa Laguna in cui sono nate, magari
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tramite un differente accesso, contribuendo a mantenere 1’omogeneita all’interno
del sistema lagunare stesso o possono venire trasportate anche per centinaia di chi-
lometri fino a raggiungere altri sistemi lagunari contribuendo al flusso genico tra
popolazioni e alla condizione generale di panmissia. Un’ulteriore ipotesi che spiega
I’omogeneita genetica tra le popolazioni del bacino settentrionale dell’ Adriatico fa
riferimento alla sua storia idrogeologica: durante I'ultimo massimo glaciale, circa
18.000 anni fa, il suo bacino settentrionale non era invaso dall’acqua (Emiliani,
1955) e la costa si trovava circa 300 chilometri piu a sud. Il livello dell’acqua si
sarebbe innalzato solo alla fine del periodo glaciale, circa 10.000 anni fa e in questo
ristretto arco di tempo, in popolazioni di grandi dimensioni, la deriva genetica po-
trebbe non essere stata una forza evolutiva sufficiente a determinare differenze ge-
netiche significative tra sottopopolazioni. Questa ipotesi appare improbabile vista
la piccola dimensione effettiva di popolazione rilevata in questa tesi.

Infine, ’omogeneita genetica rilevata potrebbe essere dovuta ad un potere risolutivo
limitato dei marcatori utilizzati e a come questi non siano abbastanza informativi
da permettere di discriminare differenze significative tra popolazioni; tuttavia, il
fatto che in questa tesi siano state rilevate differenze tra campioni prelevati in di-
versi anni in laguna di Venezia, ed in un caso tra campioni interni alla laguna di
Venezia, sembra indicare un potere risolutivo adeguato.

Infatti, nel confronto tra popolazioni entro la Laguna di Venezia, ¢ stata rilevata una
singola eccezione all’omogeneita su base spaziale: una singola popolazione, cam-
pionata nel sito LC3 nell’autunno dell’anno 2020, risultava significativamente di-
versa dal punto di vista genetico se confrontata con popolazioni campionate in siti
diversi della Laguna, ma nello stesso anno e stagione. Questa singola eccezione puo
essere frutto di quel fenomeno definito Chaotic genetic patchiness (Johnson &
Black, 1984) per il quale, anche in popolazioni apparentemente grandi, si possono
manifestare divergenze genetiche locali dovuta a fenomeni legati alle caratteristiche
ecologiche dei singoli microhabitat (gradienti di salinita o di altri fattori chimico-
fisici che determinano un differenziale nella sopravvivenza della prole; Gillespie &
Langley, 1974; Hedrick et al., 1976), o oceanografiche (come particolari caratteri-
stiche dei flussi di marea e delle correnti che influenzano la provenienza di succes-
sive generazioni di larve; Johnson et al., 1984) cosi come per fenomeni quali il natal

homing (Thorrold et al., 2001) e 1’auto-reclutamento delle larve (Jones et al., 1999;

64



Swearer et al., 1999; Cowen et al., 2006; Ruzzante et al., 2006) che prevedono il
ritorno di queste all’interno della popolazione nella quale sono nate. Un altro feno-
meno importante ¢ lo sweepstakes reproductive success che prevede, a causa della
riproduzione differenziale degli individui, eventi di deriva genetica locale che pos-
sono contribuire all’eterogeneita genetica in una determinata area (Hedgecock,
1994).

Per quanto riguarda i confronti temporali, popolazioni campionate nella Laguna di
Venezia in stagioni e anni diversi del periodo 2019-2021 non hanno rivelato diffe-
renze genetiche significative. Questa condizione di omogeneita pud essere spiegata
dalle caratteristiche biologiche di Z. ophiocephalus € in particolare dal suo lungo
periodo riproduttivo che puo arrivare a durare quattro anni (Gandolfi, 1991; Franco
et al., 2012) e che determina la presenza di generazioni sovrapposte e non distinte
tra loro. In conseguenza di cio, ¢ infatti possibile che un individuo possegga genitori
provenienti da coorti diverse e che quindi le frequenze alleliche rilevate in diversi
anni siano altamente correlate.

I1 confronto temporale tra gli individui campionati nel triennio 2019, 2020 e 2021
e quelli campionati nel biennio 2001 e 2002 ¢ invece risultato significativo. Il cal-
colo degli Fst a coppie tra popolazioni ha suggerito I’esistenza di un pattern di iso-
lation by time che ¢ risultato significativo; in particolare, si osserva una correlazione
significativa tra ’aumento della divergenza genetica e la distanza temporale tra le
popolazioni. Tra 1 due gruppi ¢ presente, inoltre, una differenza significativa nei
valori medi dell’allelic richness, dell’eterozigosita osservata e dell’eterozigosita at-
tesa che sono risultati significativamente maggiori nella popolazione piu recente.
Al contrario, il valore medio relativo al coefficiente di inbreeding Fis ¢ risultato
significativamente maggiore nella popolazione dei campioni piu vecchi.

La significativita della differenza del coefficiente di inbreeding Fis nei due gruppi
¢ coerente con 1 risultati delle analisi di parentela che hanno identificato la presenza
di individui strettamente imparentati (Full-sibs) nei campioni analizzati ed hanno
rivelato come il numero di individui non imparentati nel gruppo relativo ai cam-
pioni degli anni 2019, 2020 e 2021 sia significativamente maggiore rispetto al
gruppo relativo ai campioni degli anni 2001 e 2002. I risultati delle analisi di pa-
rentela suggeriscono quindi la presenza di una struttura familiare nella popolazione

della laguna di Venezia, inattesa viste le modalita di dispersione larvale passiva che,
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come detto in precedenza, fanno presumere un elevato rimescolamento ed un ele-
vato export del pool larvale, attraverso I’azione di correnti e maree.

Uno studio di Bernardi et al. su Dascillus trimaculatus, un pesce di barriera coral-
lina che presenta uno stadio larvale pelagico attraverso il quale disperde, ha dimo-
strato come larve tra loro imparentate migrassero insieme durante tutto il loro ciclo
pelagico e come venissero, in diversi casi, reclutate nella stessa popolazione. Gli
autori suggeriscono come 1 risultati ottenuti supportino I’ipotesi che gli organismi
posseggano meccanismi comportamentali che gli permettano di rimanere vicini du-
rante la dispersione. In questo contesto, il rilevamento di full-sibs in Z. ophiocepha-
lus potrebbe rappresentare una prima indicazione dell’importanza di meccanismi
comportamentali a livello larvale in questa specie, anche se sarebbe importante nel
futuro stimare, attraverso appropriate simulazioni di dispersione larvale (si veda ad
es. Schiavina et al. 2014), la probabilita che fenomeni puramente passivi manten-
gano una qualche coesione a livello di parentela, ad esempio per il semplice fatto
che larve rilasciate in uno specifico momento ¢ da uno specifico nido potrebbero
essere soggette a condizioni tidali ed oceanografiche simili che ne potrebbero de-
terminare in qualche misura una dispersione collettiva come gia ipotizzato per il
fenomeno della chaotic genetic patchiness.

Questi risultati sono in contrasto con quanto atteso per una popolazione ideale pan-
mittica di grandi dimensioni, nella quale la probabilita di rilevare individui stretta-
mente imparentati dovrebbe essere molto bassa e che dovrebbe mantenersi stabile
nel tempo in assenza di effetti di deriva genetica importanti. Al contrario, le osser-
vazioni di variazione temporale significativa e di un pattern di isolation by time
sono attese in caso di popolazioni di piccola dimensione e sono supportate dalla
stima della dimensione effettiva di popolazione ottenuta in questo lavoro di tesi. La
dimensione effettiva di popolazione ¢ definita come la grandezza minima di una
popolazione ideale caratterizzata dalla stessa varianza nelle frequenze alleliche e
dallo stesso tasso di inbreeding di una popolazione reale. La popolazione in esame
¢ risultata avere una dimensione effettiva di popolazione piuttosto piccola di circa
440 individui genetici con un intervallo di confidenza compreso tra i circa 200 e 1
1400 individui, soprattutto se confrontata con la dimensione di popolazione censita
che si aggira intorno ai 2 milioni di individui. La stima di questa grandezza assume

un ruolo estremamente importante nella comprensione dello stato di conservazione
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delle specie (Charlesworth, 2009); generalmente, valori di Nesuperiori o al massimo
pari a 50 sono considerati necessari per minimizzare gli effetti negativi a breve ter-
mine dell’inbreeding, mentre valori di N, pari o superiori a 500 per mantenere un
potenziale evolutivo sufficiente in ottica a lungo termine (Franklin, 1980; Soulé,
1980). Questi valori sono stati rivalutati nel tempo e nuove stime propongono valori
di grandezza di popolazione effettiva compresi tra i 500 e i 1000 individui perché
la popolazione sia in grado di mantenere un livello adeguato di variabilita genetica
(Lande, 1995; Lynch, 1996; Lynch & Lande, 1998). La stima della dimensione ef-
fettiva ottenuta per il go ¢ in discordanza con il fatto che ¢ stato rilevato un aumento
di eterozigosita nel tempo tra i campioni del 2001 e del 2002 e quelli del triennio
2019, 2020, 2021; d’altra parte il limite inferiore dell’intervallo di confidenza ri-
sulta inferiore al limite minimo di grandezza effettiva di popolazione necessario per
minimizzare la perdita di variabilita genetica pari a Ne= 500 e poco distante dal
limite minimo del valore necessario per minimizzare gli effetti dell’inbreeding.
Inoltre, la dimensione di popolazione effettiva risulta estremamente minore rispetto
alla popolazione censita, cio¢ al numero totale di individui presenti. Anche se al
momento non sono disponibili stime affidabili di census size per la specie, € possi-
bile utilizzare i dati relativi allo sbarcato medio al mercato ittico di Chioggia (

https://chioggia.biologia.unipd.it/banche-dati/banca-dati-del-pescato/1945-0ggi/),

che proviene dalla Laguna di Venezia e che pertanto rappresenta una frazione della
popolazione reale, per avere almeno un’idea dell’ordine di grandezza della stessa.
Lo sbarcato risulta pari a circa 45 tonnellate tra il 2020 e il 2021, biomassa che
risulta pari a circa 2 milioni di individui considerando il peso medio di un individuo
pari a 2.39 g indicando che la popolazione censita ¢ sicuramente piu grande di que-
sto numero. Il rapporto tra popolazione effettiva e censita ¢ quindi ragionevolmente
molto piu basso di 5x10° calcolato considerando un massimo di 1140 individui
genetici diviso per un minimo di 2 milioni di individui censiti

Questa grande discrepanza risulta piuttosto comune per gli organismi marini che

. 1. Ne . . .
presentano normalmente tassi di We, inteso come il rapporto tra la popolazione ef-

fettiva e la popolazione censita, molto inferiori rispetto a quelli di altre popolazioni
naturali (Frankham, 1995) principalmente in relazione al successo riproduttivo dif-
ferenziale degli individui (Hedgecock, 1994). La popolazione Z. ophiocepalus, si

comporta pertanto come una popolazione piccola da un punto di vista genetico,
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supportando 1’idea di una elevata complessita delle popolazioni reali di organismi
marini e lagunari e contraddicendo le aspettative a priori legate all’abbondanza e

alle stime della dimensione totale (Hauser & Carvalho, 1984).

6. CONCLUSIONE

I risultati ottenuti in questo lavoro di tesi hanno rivelato la presenza di differenze
genetiche significative tra popolazioni provenienti dalla Laguna di Venezia cam-
pionate a distanza di circa 19-20 anni di distanza I’una dall’altra. Questi dati, in-
sieme alla stima di dimensione effettiva di popolazione ottenuta, risultata partico-
larmente bassa se confrontata con la popolazione censita, suggeriscono come la po-
polazione di go della Laguna di Venezia risulti potenzialmente vulnerabile rispetto
a cambiamenti che ne determinino la diminuzione della dimensione di popolazione.
In particolare, eventuali riduzioni degli scambi mare-laguna, specialmente se loca-
lizzati temporalmente nel periodo successivo alla riproduzione, potrebbero preclu-
dere alle larve la possibilita di essere trasportate lontano in nuove popolazioni, o
tramite il self-recruitment, di tornare nel loro stesso sito di nascita. Studi futuri sulla
questione, su Z. ophiocephalus come su altri organismi, potranno verificare 1’entita
e le conseguenze di questo fenomeno anche e soprattutto in relazione alla messa in

funzione del sistema MOSE.
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