Universita
Ca'Foscari
Venezia

Dottorato di ricerca

in Scienze e Tecnologie

Scuola di dottorato in Scienze Ambientali
Ciclo XXIV

(A.A. 2010 - 2011)

Studio della biologia, morfologia ed ecologia di tre
popolazioni di testuggine palustre siciliana Emys trinacris
(Fritz ef al., 2005).

Valutazione della presenza di lantanidi e caratterizzazione
genetica

SETTORE SCIENTIFICO DISCIPLINARE DI AFFERENZA: BIO/13
Tesi di dottorato di Stefania D’ Angelo, matricola 955670

Coordinatore del Dottorato Tutori del dottorando

Prof. Bruno Pavoni Prof. Patrizia Torricelli
Dott. Mario Lo Valvo

Dott.ssa Angela Culttitta



Indice generale

INTRODUZIONE E SCOPO DELLA TESI ...ooiiiiieeeeeee e 4
1.1. Scopo della tesi: approccio multidisciplinare adottato ..........cccccvevvveennnen. 4
1.2, TNEOAUZIONE ...ttt 5
2-INQUADRAMENTO TASSONOMICO E DISTRIBUZIONE............cceiiriire 8
B B S (07053 4 1S TSRO P RPN 8
2.2, Status tASSONOIMICO . veeiuvrieisiriessieeesieeessbeeessbeeessbeeessbeeessbeeessbeesssbeeessbeesssneesnns 9
2.3. Descrizione della SPECI........uiviiieiiiiieiieie et 10
2.4. Distribuzione GeografiCa ..........cccveviiieeiiiiiiieieeseee s 10
3-AREE DI STUDIO ...ttt st 12
4-BIOLOGIA E MORFOMETRIA ... e 17
4.1, INETOAUZIONE ..ottt bbb b e nne e 17
4.2. Materiali € MeEtOdi......cuueiuieiiiiiieiie et 17
4.2.1. Colorazione € Pattern ........cccccveieeieiiie i 23
4.2.2. Biologia rprodutiVa...........ccoveieeiiiie i 28
4.2.3. Dati ambientali..........ccoooiiiiiiii s 30
4.3, RISUIALT . 32
4.4, DISCUSSIONE ....veeuteiieieiiesiteesteeaieeesieessbeesbeeab e e ssee s b e e beeabeenaseabeeasreanneenneeanes 43
5 -PROCESSI BIOGEOCHIMICT .......ooiiiiiiiiiieiieiieee e 46
5.1, INtrOAUZIONE ... 46
5.2. Caratteristiche geochimiche dei lantanidi...........ccccoeeiiiiiiiniicee 49
5.3. Materiali € Metodi.......cooeiiiieiiieiiieiee s 52
R AT 1 L2 o TSR R 54
5.5, DISCUSSIONE ....vvvieiiiieiiieesitie et e ettt sttt e et e st e e e nnb e e e nnb e e e 58
6- STRUTTURA GENETICA DI POPOLAZIONE........ccooiiiiiiieiieeee e 61
6.1 INtTOAUZIONE ... 61
6.1.1 Pattern di diversita molecolare nella Testuggine palustre europea.......... 63
6.1.2 ODIETHIVE ..ttt st 65
6.2 Materiall € METOAI ....ceiuviiiiiiiiiie i 65



6.2.1 CampPIONAMENTO .......eiveeieeieieesieee e se e e e e s e sreeee e e e seeareesreenees 65

6.2.2 Estrazione ed amplificazione del DNA..........cccoccviiiiiiieniiieniee e 65
6.2.3 ANAlISI MOIECOIAN ....cvveniiiiieeee e 66
6.3, RISUIALE ... 67
6.4, DISCUSSIONE ...vvvieiiieasiiieesiteeasittessbeeessbeessbeeessbee e st e e ssbeeesnbeeesabeeesrbeesnsbeeanees 69
6.4.1 Struttura genetica popolazionale delle popolazioni siciliane................... 69
7 = CONCLUSIONI ...ttt ettt b e 70
8 - BIBLIOGRAFIA ...ttt 71
RINGIAZIAMENTE ... bbbt 86



INTRODUZIONE E SCOPO DELLA TESI

1.1. Scopo della tesi: approccio multidisciplinare adottato

La testuggine palustre europea, Emys orbicularis con le sue numerose sottospecie, €
largamente distribuita in Europa.

In Sicilia, la congenerica trinacris, € presente ancora in numerose aree umide, con
popolazioni che assumono talvolta caratteri morfometrici fra loro differenti, (Fritz et al.,

2006) tanto da suggerire un’indagine atta a stabilire le cause di tale variabilita.

Questo studio, con approccio multidisciplinare, ha quindi preso le mosse dall’esame
dei caratteri morfometrici della specie oggetto d’indagine in tre siti distinti (Cap. 1), in cui gia
in passato si era riscontrata una certa variabilita morfometrica (Fritz et al., 2006). Si € quindi
passati alla ricerca di motivazioni che ne giustificassero la variabilita osservata e lo si e
cercato di fare sia con un approccio genetico (Cap. 3), che ricorrendo allo studio della chimica
dell’ecosistema (Cap. 2). Per condurre quest’ultima parte dello studio si e deciso di utilizzare i
lantanidi, elementi chimici che sono, da un lato riconducibili alle caratteristiche della
pressione antropica delle zone investigate e dall’altro capaci di essere accumulati all’interno

dei tessuti degli organismi studiati.

Le pratiche agricole sono quelle che identificano maggiormente la pressione antropica
sugli ecosistemi in questa parte della Sicilia. I lantanidi, la cui presenza deriva dall’uso
intensivo di ammendanti e fertilizzanti per 1’agricoltura, hanno la capacita di essere
metabolizzabili dalle specie viventi tracciando i processi metabolici attraverso modificazioni
della propria distribuzione nei fluidi biologici e nei tessuti degli organismi rispetto alla

composizione della sorgente dalla quale provengono (acqua ambientale).



1.2. Introduzione

Nel sud Italia, il 70-90% delle zone umide sono andate distrutte nell’ultimo secolo
(Fattizzo, 2004). Per questi motivi la testuggine palustre europea € stata inserita nella lista
rossa globale (IUCN 2006), nella lista rossa dei vertebrati italiani (Bulgarini et al., 1998),
nella Direttiva EU (92/43/EEC) sulla conservazione degli Habitat naturali e della fauna
selvatica e nell’appendice II (Strictly Protected Fauna Species) della Convenzione di Berna

(1979). In Sicilia e protetta dalla Legge Regionale 33/97.

Oggi nell’isola ¢ presente la testuggine palustre siciliana, Emys trinacris (Fritz et al.,
2005; 2006), unica tartaruga autoctona di acqua dolce. Di recente scoperta, questa specie era
stata considerata come una delle tante forme sottospecifiche della testuggine palustre europea
siciliani mostravano caratteristiche particolari che li differenziavano da tutte le altre testuggini
palustri. Recenti studi effettuati sulle caratteristiche morfologiche, morfometriche e
biomolecolari (Fritz, 1998; 2004; 2005a; 2005b; 2006) hanno permesso di ipotizzare e
successivamente affermare che la popolazione siciliana di testuggine palustre e differente da

tutte le altre, tanto da poterla descrivere come specie “buona” (Fig.1).

Figura 1- testuggine palustre siciliana Emys trinacris



La nuova posizione tassonomica della popolazione di testuggine palustre siciliana ha,
come conseguenza, I’esclusione della stessa da tutte le leggi e convenzioni nazionali ed
internazionali che, non aggiornate, proteggono solamente la testuggine palustre europea. Fa
eccezione la Legge Regionale 33/97 che, tutelando in maniera generica le tartarughe, protegge
anche la testuggine palustre siciliana, non considerando per0 la sua nuova posizione
tassonomica. Nonostante la sua valenza, questa specie & ancora poco conosciuta; i pochi studi
finora effettuati si riferiscono ad alcuni aspetti della popolazione presente nella riserva dei
“Gorghi tondi e Lago Preola” di Mazara del Vallo ed alla popolazione presente nella riserva
naturale orientata di “Torre Salsa” Siculiana (AG) (D’Angelo, 2003; D’Angelo et al., 2004;
Fritz et al., 2004, 2005a, 2005b)

Da qui la necessita di raccogliere quante piu informazioni possibili sulla sua biologia,
ecologia e genetica, che consentano di estendere anche a questa, le forme di tutela legislativa
che attualmente proteggono la congenerica testuggine palustre europea e di capire quali siano
effettivamente 1 fattori di minaccia che mettono a repentaglio I’esistenza della popolazione

siciliana.

L’obiettivo di questa tesi ¢ stato pertanto quello di effettuare indagini su tre
popolazioni, due delle quali presenti all’interno di aree protette e la terza in un area a
vocazione agricola. Queste tre popolazioni pertanto, possono essere considerate
rappresentative, sia per la loro localizzazione, sia per i diversi fattori ecologici che le

contraddistinguono.

In particolare la tesi ha riguardato:

morfologia, analisi dei pattern cromatici e analisi biometrica;

struttura della popolazione;

processi biogeochimici;

genetica delle popolazioni.

Palesi differenze morfologiche fra le popolazioni di testuggine sono state osservate e
se ne é cercata motivazione in considerazioni di natura genetica (differenze specifiche) ovvero
legate a stress ambientale. L’approccio ¢ risultato vincente, mettendo in luce un’identita
specifica a cui era pero accoppiata una significativa differenza in termini di esposizione al

chimismo dell’ambiente.

Gli studi genetici, effettuati in strettissima collaborazione con il “padre” delle

testuggini palustri di tutta Europa, il Prof. Uwe Fritz, ancora una volta hanno confermato
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quanto precedentemente affermato (Fritz et al., 2005, 2006), ovvero, che esiste una chiara
peculiarita genetica della popolazione siciliana del genere Emys, tanto da descriverla come
specie nuova trinacris, ma anche di escludere la presenza della specie “orbicularis” che,
poteva coesistere in particolare nella parte continentale della Sicilia, proprio per eventuali

fluttuazioni genetiche con il resto della penisola (Bonfiglio et al., 1997).

L’analisi tossicologica ha avuto come spunto un dato biometrico particolare,
ascrivibile ad una delle tre popolazioni studiate, quella che vive nella riserva “Lago Preola e
Gorghi Tondi” a Mazara del Vallo, la cui dimensione media degli individui ¢ minore delle

altre sin qui studiate precedentemente (Fritz et al., 2006).

Nei capitoli che seguono verranno trattate singolarmente le analisi morfologiche e
morfometriche, I’analisi della presenza e 1’effetto dei lantanidi nei tessuti delle testuggini per
caratterizzare la specie oggetto di studio ed in ultimo le analisi genetiche. In conclusione

saranno trattate le possibili connessioni tra i risultati riscontrati.



2-INQUADRAMENTO TASSONOMICO E DISTRIBUZIONE

2.1. Filogenesi

Conoscere la filogenesi (ovvero lo studio della storia evolutiva di una specie) delle
tartarughe e indispensabile per tentare di comprenderne il successo biologico che queste
hanno avuto nel corso di milioni di anni (Fig. 2). E' importante prima di tutto capire come mai
alla fine del mesozoico, le testuggini non si estinsero a dispetto di tantissimi ordini di rettili; le
tartarughe sembrano aver superato indenni quell’evento, pur avendo conservato caratteristiche
anatomiche e biologiche primordiali. In effetti, I'ordine dei Cheloni, & uno dei piu antichi tra i
rettili: le prime forme fossili risalgono al Permiano ovvero a 280 milioni di anni fa.
Dall’ordine dei Cotilosauri si andarono differenziando le varie linee evolutive di rettili,
compresa quella che portera alle tartarughe. Di abitudini primitive terrestri, queste si evolsero
in una moltitudine di forme sia acquatiche sia palustri: tutte sono raggruppate nel sottordine
Amphichelydia, estinto in tempi recenti (nel Pleistocene), ma dal quale si originarono gli
odierni Criptodiri ovvero quelle specie che ripiegano il collo ad S secondo un piano verticale
tenendo il capo rivolto sempre in avanti e Pleurodiri, piu primitivi, che ripiegano il collo ad

S secondo un piano orizzontale portando il capo su un lato.

Molto di questo successo pare sia dovuto all'acquisizione del caratteristico guscio,
presente fin dai primordi della loro evoluzione, anche se in parte modificato nelle famiglie
attuali. Con questa protezione essi potevano resistere agli attacchi degli innumerevoli
predatori. In piu, la mancanza di specializzazione nella dieta, permise loro di espandersi in
tutti gli ambienti disponibili adattandosi ai diversi climi; con cio la maggior parte delle
famiglie ebbe la possibilita di superare le drammatiche conseguenze climatiche e ambientali
derivate dal frazionamento degli attuali continenti. | primi cheloni erano sicuramente terrestri,

poi prevalsero le forme palustri e quelle semiacquatiche.

Quella degli Emididae € una delle famiglie di maggior successo evolutivo tra tutti i
cheloni.



CLASSE SOTTOCLASSE CORDINE SOTTORDINE FAMIGLIL GENERE

CRYPTODIRI ‘—-| EMYDIDAE ’—- EMYS
CHELONI —"
| coTILOSAURT —vl—‘neumwu

»| TERAPSIDI,
MAMMIFERI

SPECIE

EMYS
TRINACRIS

ITTIOSAURI

—— [warsios |
—» [ornaremoe |
I [renarsuae |
 [oxarsmae |

‘OGHQNOI'HI—)-""‘ onHQNomm;H OQGHQNOZI'I'IG‘

Figura 2- Linea evolutiva della testuggine Emys trinacris

2.2. Status tassonomico

Gli Emididi costituiscono la famiglia pil numerosa tra le 246 specie dell’ordine dei
Cheloni (Iverson, 1991). In Italia la testuggine palustre siciliana ¢ 1’unico emidide esistente
assieme alla testuggine palustre europea e presenta un areale limitato al solo territorio

siciliano.

La testuggine palustre siciliana puo essere sistematicamente inquadrata cosi:

Classe Rettili
Ordine Testudinati
Sottordine Criptodiri
Famiglia Emididi
Genere Emys
Specie E. trinacris

Le caratteristiche che distinguono il genere Emys sono taglia, proporzioni del guscio,

pattern e colorazione del piastrone, del carapace, colorazione delle parti molli e colorazione
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dell’iride nei maschi. Mentre in passato la distinzione delle varie sottospecie si basava solo su

differenze morfometriche, oggi queste sono supportate e confortate da studi genetici.

2.3. Descrizione della specie

Gli esemplari appartenenti alla specie Emys trinacris presentano arti abbastanza corti,
caratterizzati da cinque dita e da una palmatura interdigitale molto piu sviluppata in quelli
posteriori.

Il capo é ovoidale e presenta poche e larghe squame, di colore scuro e piu 0 meno
punteggiate di giallo, che terminano nella zona occipitale e continuano nel collo con
un’epidermide nuda sino all’attacco dello scudo dermico; questo ¢ privo d’increspature o
rilievi, ed € ben sviluppato, in modo che I’animale possa ritirare completamente il capo, la
coda e gli arti. La colorazione e prevalentemente verde scura, con un disegno raggiato o

puntinato con le varianti dettagliatamente descritte in seguito.

2.4. Distribuzione Geografica

Nonostante la scarsezza di dati a riguardo, la testuggine palustre siciliana sembra
essere ancora presente in varie zone umide dell’isola, anche se come riscontro, abbiamo
soltanto dati riferibili a sporadici ritrovamenti di esemplari o a presenze storiche che non
trovano pero conferma in studi e rilievi troppo recenti (Atlante della Biodiversita della Sicilia,
2008).

Sembra, a nostro avviso, che per sfuggire allo sfruttamento agricolo e alla distruzione
degli habitat che storicamente colonizzava, la testuggine palustre siciliana si sia rifugiata nelle
fiumare che ancora sopravvivono tra i campi coltivati, nei piccoli laghetti di campagna, negli
invasi artificiali, nelle cave allagate, ma sempre in condizioni di estrema precarieta,

considerata anche la qualita delle acque di questi invasi.

10



La testuggine palustre siciliana non € presente nelle isole minori, ha una distribuzione

tipica delle specie endemiche e come tale € enormemente minacciata (Fig. 3).
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3-AREE DI STUDIO

Le tre popolazioni oggetto di studio vivono in siti diversi tra loro sia per ubicazione sia

per caratteristiche proprie dello stesso.

Figura 4 — Cartina della Sicilia con evidenziati i siti di campionamento

La prima popolazione colonizza le tranquille e ferme acque di un piccolo laghetto di
origine carsica, dalle acque salmastre, che rientra in un sistema di 5 bacini lacustri protetti dal
vincolo di riserva naturale integrale della Regione Siciliana. Situato nel territorio di Mazara
del Vallo, il “Gorgo basso”, ha una profondita di circa dieci metri per due ettari di superficie
(Fig. 5). Il laghetto é circondato da una fitta fascia di vegetazione tipica delle zone umide e da
un bosco maturo misto di querce. Il lago, insieme agli altri bacini, dal 1999 é protetto dal
vincolo di Riserva Naturale Integrale, apposto dalla Regione Sicilia. La riserva naturale “Lago
Preola e Gorghi tondi” ¢ gestita in convenzione dal WWF Italia che, nel corso di questi 13
anni di gestione, ha notevolmente contribuito ad abbassare il grado di antropizzazione
dell’area, per es. con 1’acquisizione di terreni coltivati limitrofi ai laghi. Purtroppo, una delle
conseguenze di questa azione si é tradotta in un impoverimento delle aree pervie che venivano
utilizzate, seppur in contrasto con I’attivita agricola, per la deposizione delle uova. L’Ente
Gestore, perfettamente a conoscenza di questo problema ha intrapreso tutte le azioni
necessarie ad assicurare che una grossa porzione di terreni limitrofi agli specchi lacustri siano
siti idonei alla riproduzione. Di contro I’abbattimento drastico dell’utilizzo di fitofarmaci per
I’attivita agricola e di diserbanti dovrebbe nel tempo favorire il miglioramento della qualita

delle acque.
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Figura 5- Gorgo basso (Mazara del Vallo)

Il secondo sito si trova nelle campagne di “Gallitello” frazione del territorio agreste
del Comune di Calatafimi-Segesta in provincia di Trapani (Figg. 6 ¢ 7). E’ un piccolo invaso
artificiale di proprieta privata, di acqua dolce, pieno quasi tutto 1’anno, anche se con forti
oscillazioni di livello, dovute al prelievo idrico a scopo irriguo durante il periodo estivo. Il
laghetto, nel corso del tempo si € naturalizzato grazie alla crescita, lungo le sue sponde, di
vegetazione ripariale. La vicinanza con 1’autostrada Palermo-Mazara e 1’essere incastonato in
un territorio fortemente antropizzato e sfruttato sotto il profilo agricolo, caratterizza
diversamente dalla prima, questo secondo sito. Nelle immediate vicinanze dell’invaso
artificiale, insistono coltivazioni intensive di angurie, con relativa pacciamatura del terreno ed
uso massiccio di prodotti per 1’agricoltura. Nel corso di questi anni di studio, si ¢ assistito ad
un continuo cambiamento delle condizioni generali dell’invaso. All’inizio del nostro studio
appariva con un elevato livello di acqua e una ottima fascia di vegetazione riparia, tanto da
accogliere nidificazioni di alcune specie abbastanza comuni di uccelli, ma negli anni si é
assistito ad un continuo abbassamento del livello di acqua. Nell’ultimo anno in particolare, la
destinazione dell’area immediatamente vicina al lago a svincolo autostradale, ha previsto
lavori di spianamento della vegetazione su un lato dell’invaso, livellamento dello stesso e

scarico di materiali sulle sponde per permettere la sosta e la manovra di mezzi pesanti.
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Figura 7 — Laghetto di Gallitello



La terza popolazione studiata, colonizza un torrente di acqua salmastra sito in Sicilia
orientale, nel territorio di Siculiana in provincia di Agrigento (Fig. 8). Il torrente, a carattere
stagionale, nel suo tratto finale, prima di giungere al mare, attraversa 1’area protetta regionale
di “Torre Salsa” nel comune di Siculiana. Nonostante la presenza del vincolo a protezione del
sito, il torrente é fortemente inquinato dagli scarichi urbani del vicino comune di Montallegro.
Quasi tutti gli esemplari catturati mostrano importanti lesioni ai tessuti molli e cheratinosi
(ranfoteca e unghie) e un’alta mortalita (Fig. 9); molti degli esemplari catturati che
manifestavano segni di sofferenza sono morti di li a poco. La scelta di questa popolazione, gia
indagata per alcuni aspetti in passato, nasce proprio dall’esigenza di trovare la causa del
malessere diffuso della popolazione, seppur ad oggi tra quelle studiate, la meglio strutturata

per dimensione ed eta.

Figura 8 — Siculiana-foce
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Figura 9 — Lesioni del piastrone

16



4-BIOLOGIA E MORFOMETRIA

4.1. Introduzione

Nonostante da alcuni anni [’attenzione del mondo scientifico su questa specie sia
finalmente aumentato, sono ancora poche le informazioni disponibili e purtroppo ancora
troppo limitate ad alcune aree in particolare. La conoscenza della biologia e dell’ecologia
della specie ¢ alla base della conservazione della stessa. | dati di cui oggi si dispone, relativi a
precedenti studi sulle popolazioni di Siculiana e Mazara, mostrano evidenti differenze tra le
popolazioni studiate, soprattutto a livello morfometrico (Fritz et al. 2006b). Da studi
precedenti, oltre al presente, la popolazione di Siculiana € risultata significativamente piu
grande rispetto a quella di Mazara. 1l confronto con la terza popolazione, quella di Gallitello
(Calatafimi-Segesta) ci ha dato ulteriori importanti informazioni sulle reali dimensioni medie

della specie in Sicilia.

4.2. Materiali e Metodi

La cattura delle Testuggini, per il carattere elusivo della specie e per la sua innata
diffidenza, presuppone una costanza ed uno sforzo non indifferente, anche a causa dei lunghi
periodi in cui spesso si verifica una totale assenza di catture. A Mazara e Gallitello, queste
ultime, sono state effettuate con 1’ausilio di nasse artigianali (a doppia e a singola entrata)
caricate ogni due giorni con esche tipo fegato, mangime per gatti, pesce etc, piazzate e
mimetizzate lungo le sponde dei laghi (Fig. 10). Lungo il torrente Salso, a Siculiana (AG),
considerato il basso livello dell’acqua durante la maggior parte dell’anno, si ¢ adottata la
tecnica della cattura a mano, attivita che presuppone il percorrere il fiume non senza
difficolta, ma soprattutto velocita e abilita nello scorgere e bloccare le testuggini (Fig. 11). Le
trappole, poste in numero diverso nelle diverse localita scelte all’interno delle aree di studio,
sono state controllate in media settimanalmente. Sono state inoltre rimosse, data 1’assenza di
attivita delle testuggini, tra Dicembre e Febbraio per essere poi ricollocate nuovamente da

Marzo a Novembre di ciascun anno.
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Figura 11 — Campionamento nel fiume

Su ogni testuggine catturata, per singola popolazione, sono state realizzate piccole
incisioni a combinazione sulle piastre marginali (Stubbs et al., 1984; Cagle, 1939; Servan et
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al., 1986), che consentono di identificare univocamente ogni singolo individuo, anche a lungo

termine (Fig. 12).
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Figura 12- Incisioni di riconoscimento

Per ogni individuo catturato, quando possibile, e stato determinato il sesso sulla base
delle caratteristiche morfologiche (Lanza, 1983) e/o sulla base di caratteri biometrici come
riportato in Zuffi e Gariboldi (1995a). Gli stessi autori ritengono che, individui con una
lunghezza del carapace inferiore a 9,9 cm non siano sessualmente determinabili, che siano da
considerare maschi gli individui con piastrone concavo e con valore di lunghezza della coda
superiore a meta del valore della lunghezza del carapace (Fig. 13A); femmine, gli esemplari
con piastrone piatto e con valore di lunghezza della coda inferiore o uguale alla meta del

valore della lunghezza del carapace (Fig. 13B).

Figura 13 — Esemplari adulti di Emys trinacris: A) Femmina; B) Maschio
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Su ogni individuo sono stati rilevati 26 parametri biometrici (Tab. 1; Fig. 14)

Figura 14 - Misure rilevate sul piastrone

Per la caratterizzazione morfometrica, su ogni individuo, sono stati rilevati 26
parametri biometrici (Tab.1). Per le misurazioni é stato utilizzato un calibro digitale con

precisione al decimo di millimetro (Fig.15) ed una bilancia con lettura al grammo (Fig.16).

Tabella 1 - Parametri biometrici misurati utilizzati per la caratterizzazione morfometrica

Lungh. minima carapace (mm) Distanza minima tra scudo nucale e sopracaudale

CL Lunghezza massima carapace | Distanza massima tra 1° placca marginale e 12° placca
(mm) marginale

Distanza tra i bordi laterali del carapace passando dal settimo o
ottavo marginale fino al lato opposto

N° della placca marginale nella quale viene effettuata la misura
della larghezza massima del carapace

CB Larghezza carapace (mm)

SCB N° Placca largh. (mm)

Divergenza caudale posteriore
(mm)

Distanza tra margini esterni delle placche caudali del carapace
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SH Altezza carapace (mm)

Distanza tra punto di massima altezza del carapace e il
corrispondente punto sul piastrone lungo una linea retta
immaginaria

SPH N° placca alt. (mm)

N° placca dorsale dello scudo nel quale viene misurata altezza
massima

Lunghezza minima piastrone

Distanza minima tra concavita anteriori delle piastre gulari e
caudali del piastrone

Lunghezza massima piastrone

Distanza massima tra le gulari e le caudali

Larghezza piastrone (mm)

Larghezza del piastrone, calcolata lungo la sutura che separa gli
scudi pettorali e addominali

Gul (mm) 1° sutura piastrone

HumL (mm) 2° sutura piastrone

PecL (mm) 3°sutura piastrone

AbdL (mm) 4° sutura piastrone

FemL (mm) 5° sutura piastrone

AnL (mm) 6° sutura piastrone

PB1 (mm) Lunghezza sutura compresa tra piastre interomerale e piastre
interpettorali

PB2 (mm) Lunghezza sutura compresa tra piastre interaddominali e piastre
interfemorale

NuL (mm) Lunghezza placca nucale

NuB (mm) Larghezza placca nucale

BW Largh. Ponte (mm)

Ampiezza della sutura laterale tra piastrone e carapace

TL Lunghezza coda (mm)

Distanza tra la base della coda e la punta della stessa

DTC (mm)

Distanza tra la cloaca e 1’apice della coda

Circonferenza minima (mm)

Circonferenza secondo 1’asse minore mediano del carapace

Circonferenza massima (mm)

Circonferenza secondo 1’asse maggiore del carapace

Peso (gr)

Peso in grammi
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Figura 16 - Rilevamento del peso

Per stimare I’eta degli individui adulti catturati non ¢ stato possibile utilizzare il
metodo della conta degli anelli di crescita che dovrebbero essere presenti sugli scudi pettorali
ed addominali del piastrone (Graham, 1979; Zugg, 1991) e sul carapace, in quanto non
leggibili e non affidabili.

E’ stato realizzato con microsoft Access un archivio fotografico con immagini del
piastrone e del carapace e le misure di tutti gli individui catturati (Fig.17); sono stati registrati,
insieme ad ulteriori dati identificativi propri dell’individuo: amputazioni, escoriazioni,
cicatrici. La catalogazione dei piastroni e del carapace di tutti gli individui catturati, ci ha
permesso di caratterizzarne il modello in tre tipologie principali sia per carapace che per
piastrone.

22



Ele M Visuglizza  Inserisci  For d ot I :. & -
Hl - AL -le.c.sl =S A ] 4
o Gl T8 (AP b a0 @ EL AL T o A b bR TR e
—'.."
A

>

Scheda Emys trinacris

Rilevatori [giov stef |
Sesso M v
Eta  |Adulto v
Tacche Dxd2 Tacche 5x|[512

Descrizione

verde- distal

i i Largh piastrone
cL Gul:
Laxgh Carapaxs [ ] HumL L
B Pecl, oy Codics [028
seBE | AbdL, ks Piasmone |
Alt.carapace FenL e Cargpace | 1

SPH 3 Base Coda I:l
L4 AnL o
Lungh piastr. min PBI Circonfmin
L uabio ] 127,77 i Blatan Colors [l v]

Codice2
[ [ DEmys | Daw [ Ora | Modalta| Postazione | Peso | Lungh min car | Lung max car | Lagh carap | n placca | Diver cau | ahezza | num plag
c liana Fit, 437 426 108 5 296 521

visualizzazione Maschera

T €R¢Tme 20

Figura 17 — Scheda tecnica morfologica e morfometrica di Emys trinacris

I dati raccolti sono stati utilizzati per il calcolo di parametri di statistica descrittiva,
mentre per analizzare la differenza biometrica tra i sessi e stata utilizzata la statistica
univariata (t-test) (Statistica 8). L ’analisi ¢ stata effettuata su 114 individui dei 180 catturati a
causa del fatto che, in alcuni di loro, per la mancanza di porzioni di guscio, non erano

rilevabili tutte le variabili prese in considerazione.

4.2.1. Colorazione e pattern

Colorazione carapace

Le Testuggini palustri siciliane studiate, presentano 3 tipologie principali di colorazione del

carapace:

A- colorazione primaria marrone tendente al nocciola. Questa morfologia, chiamata maculosa
(Fritz, 1992), é spesso frequente in numerose sottospecie di Emys orbicularis del sud, tra le
quali Emys galloitalica (Fritz, 1995; Fritz et al., 2005) (Fig.18 A).

B- colorazione primaria scura. Talvolta su questo colore di base pud essere presente un

pattern radiato di puntini gialli e righe, chiamata morfotipo orbicularis (Fig18 B).

C- colorazione intermedia tra la prima e la seconda (Fig.18 C).
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A-Maculosa

C-Intermedia

Figure 18 A, B, C - Colorazioni del carapace testuggine palustre siciliana

Colorazione del piastrone
Possiamo evidenziare la presenza di tre tipologie di colorazione del piastrone:

A- piastrone totalmente giallo (Fig. 19 A).
B- piastrone giallo con due piccole aree scure poste sui margini esterni (Distal bloches)
(Fig 19 B).

C- colorazione irregolare scura per piu di 1/3 del piastrone (Fig.19 C).
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A - Giallo

C - +1/3 del piastrone scuro

Figure - 19 A B C, colorazione del piastrone

Pattern dei neonati

I neonati di Testuggine palustre siciliana hanno tutti un carapace con colorazione
uniformemente tendente al marrone/verde talvolta con chiazze nere molto piccole (Figg. 20 -
21). La punta degli scudi marginali & leggermente piu chiara.
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Figura 21 - Giovani esemplari

La colorazione del piastrone invece, mostra marcate differenze rispetto ai neonati di
testuggine palustre europea e permette la determinazione immediata della specie (Fritz et al.,
2006). In alcuni piccoli il piastrone € completamente giallo. Quando una macchia scura €

presente, questa é piccola e limitata alla parte centrale o alla parte piu caudale.
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Figura 22 - Piastroni di neonato di E. trinacris e di E.o. hellenica (Fritz et al., 2006)

Colorazione dell’iride

Dall’analisi delle colorazioni dell’iride risulta che, nelle popolazioni oggetto di studio,
sono presenti due colorazioni predominanti: giallo ed arancione. Le frequenze relative nella
colorazione dell’iride mostrano come il giallo sia la colorazione piu frequente con valori
percentuali differenti tra i sessi. Nei maschi invece la colorazione arancio e spesso tendente al
rosso (reddish). Questo dato e una segnalazione rara per il bacino a sud ovest del
mediterraneo (Fig. 23). In zone piu occidentali del mediterraneo, I’iride rossa era gia stata
rilevata ma il dato venne interpretato inizialmente come ibrido (Fritz, 2003). Inoltre si puo
notare che la pupilla di molte testuggini palustri siciliane mostra al centro una stella scura a 5
punte (Fig. 24), un pattern molto raro nelle tartarughe palustri.
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Figura 24 - Iride reddish

4.2.2. Biologia riproduttiva

Per guanto riguarda la biologia riproduttiva, non erano note ad oggi date precise di
deposizione per questa specie. Durante questa attivita di ricerca é stato possibile verificarne
alcune e precisamente il 15, 21, 30 giugno 2011 nel sito di Mazara. | 3 nidi erano situati ai
margini di una vecchia carreggiata asfaltata, in prossimita di un bosco di Quercus calliprinos

esposto a sud ovest, visibili solo perché predati (Figg. 25, 26 ) e distanti circa 50 m dal lago.
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Figura 25 — Nido lungo la carreggiata

Figura 26 — Nido predato
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4.2.3. Dati ambientali

Per quanto riguarda i dati ambientali, non sono stati rinvenuti dati pubblicati sui siti di

campionamento ad esclusione di quelli di seguito riportati.

In particolare le precipitazioni totali annue per gli anni 2010, 2011 e 2012 (Tab. 2) e le

temperature medie annuali per i medesimi anni (Tab. 3).

STAZIONE ANNO TOT. Annue
Mazara (TP) 2010 638 mm
Mazara (TP) 2011 561 mm
Mazara (TP) 2012 467 mm

Calatafimi (TP) 2010 674 mm
Calatafimi (TP) 2011 678 mm
Calatafimi (TP) 2012 687 mm
Mandrascava (AG) 2010 567 mm
Mandrascava (AG) 2011 560 mm
Mandrascava (AG) 2012 492 mm

Tabella 2 Precipitazioni totali annue mm Dati SIAS Sicilia

STAZIONE ANNO | PRIMAVERA | ESTATE
Mazara (TP) 2010 18,3°C 23,6°C
Mazara (TP) 2011 18,3°C 24°C
Mazara (TP) 2012 18,6°C 25°C
Calatafimi (TP) 2010 17,6°C 23,6°C
Calatafimi (TP) 2011 18,3°C 24°C
Calatafimi (TP) 2012 19°C 25,3°C
Mandrascava (AG) | 2010 19,5°C 23,6°C
Mandrascava (AG) | 2011 18,3°C 24°C
Mandrascava (AG) 2012 18,6°C 25,3°C

Tabella 3 Temperature medie stagionali Dati SIAS Sicilia

Per quanto riguarda la presenza di nitrati nelle aree di campionamento, e utile
I’esistenza della carta della vulnerabilita da nitrati dell’ Ass. Reg.Le Agricoltura.
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Fig. 27. Carta Regionale zone vulnerabili da nitrati di origine agricola Fonte Arta Sicilia Ass.

Reg.le politiche agricole

Relativamente al solo sito dei Gorghi Tondi, abbiamo ottenuto dei dati ambientali
grazie a studi condotti dall’Ente Gestore nell’anno 2012 (Tab. 4)

Valore medio mesi estivi
TEMP 25,3
acqua(°C)

SAL (mg/l) 2,13
DO % 80,02
DO mg/l 6,37

pH 8,25

Tabella 4 - Parametri chimico-fisici Gorgo Basso rilevati con sonda CTD
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4.3. Risultati

Durante i periodi di cattura le trappole sono state controllate 32 volte a Gallitello, 45
volte a Mazara e 30 volte a Siculiana. Su 112 controlli effettuati soltanto in 86 di questi sono
state registrate catture. Le catture sono state effettuate tra marzo 2010 e agosto 2012. | mesi
migliori per le catture sono quelli di marzo aprile maggio. In totale sono stati catturati e
marcati 97 33, 47 99 e 36 indeterminati. La Tabella 5 riporta le catture totali e i risultati del
rapporto fra subadulti e giovani rispetto agli adulti.

Sito Tot catture Maschi Femmine Indeterminati
Mazara 76 47 13 16
Siculiana 57 26 20 11
Gallitello 47 24 14 9

Tabella 5 - Rapporto fra adulti e giovani
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Struttura popolazione Gallitello

B Maschi ® Femmine ® subadulti

Struttura popolazione Mazara

B Maschi B Femmine & subadulti

Struttura popolazione Siculiana

B Maschi B Femmine B Subadulti

Figura 28 — Struttura di popolazione nelle diverse zone di campionamento
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La sex-ratio per I’intero periodo di studio e per le tre popolazioni ¢ sempre risultata in

favore dei maschi (Tab. 6).

M| F subad-juv subad-juv/ad sex ratio
Siculiana |26 | 20 11 19,30% 13:1 in favore dei M
Mazara |47 | 13 16 21,05% 3,6:1 in favore dei M
Gallitello | 24| 14 9 19,15% 1,7:1 in favore dei M

Tabella 6 - Sex ratio

L’analisi biometrica ¢ stata svolta su 114 individui adulti delle tre popolazioni. Le

Tabelle 6,7,8 riportano i valori medi ottenuti per le diverse variabili indagate per ogni

popolazione esaminata.

Femmine (n=12)

Maschi (n=46)

Mean  Std.Dev. Mean Std.Dev. t-value p
Lungh car. min 130,0 12,0 117,4 7,8 4,42 0,000
CL 131,5 12,1 118,7 7,9 4,42 0,000
Largh Carapax 102,1 7,9 93,7 6,3 3,89 0,000
Div caud sup 29,2 2,9 29,3 2,5 -0,16 0,876
Alt. carapace 51,8 5,6 43,7 4,8 5,09 0,000
Lungh piastr. min ~ 121,4 10,4 100,7 15,3 4,43 0,000
Lungh piastr. max  124,9 10,7 106,0 8,0 6,81 0,000
Largh piastrone 74,1 7,2 63,7 54 554 0,000
GuL 26,8 16,0 194 2,7 3,06 0,003
HumL 10,8 3,0 8,4 2,4 2,91 0,005
PecL 194 2,2 14,9 1,9 7,12 0,000
AbdL 18,7 2,4 15,5 1,8 513 0,000
FemL 13,2 2,1 13,5 2,4 -0,30 0,765
AnL 35,4 33 27,7 31 7,54 0,000
PB1 64,9 4,8 55,7 47 6,06 0,000
PB2 76,6 7,0 65,0 54 6,18 0,000
NuL 6,6 14 59 1,3 1,75 0,086
NuB 31 0,8 2,6 1,0 1,69 0,096
Largh ponte 36,4 39 28,3 3,0 7,73 0,000
Lungh. coda 75,3 6,5 78,5 7,7 -1,31 0,195
Cloaca/apice 60,0 6,0 53,9 6,1 3,08 0,003
Circonf min 26,2 2,2 23,3 14 558 0,000
Circonf max 31,8 2,9 28,5 1,9 4,86 0,000
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Femmine (n=12) Maschi (n=46)

Mean  Std.Dev. Mean Std.Dev. t-value p

Peso 387,5 88,7 2717 54,8 5,68 0,000
Tabella 7 - Dati biometrici del campione di Emys trinacris di Mazara e valori di significativita
statistica (t-test) nel confronto tra i sessi

Femmine Maschi
(n=6) (n=19)
Mean  Std.Dev. Mean Std.Dev. t-value P
Lungh carapace 141,3 8,1 1272 124 2,60 0,016
CL 143,0 7,9 1286 12,6 2,62 0,015
Largh Carapax 96,6 42,0 99,9 10,1 -0,33 0,746
altezza carapace 55,3 6,8 45,1 2,7 5,50 0,000
Lungh piastrone min 133,3 4,3 1120 113 4,45 0,000
Lungh piastrone max 136,9 4,5 1159 114 4,37 0,000
Largh piastrone 87,0 3,1 71,5 7,3 5,00 0,000
GuL 24,8 1,3 21,1 2,7 3,25 0,004
Hum L 9,0 1,3 9,8 2,7 -0,70 0,489
Pec L 23,5 1,8 17,4 2,7 5,12 0,000
Abd L 19,6 25 16,0 2,2 3,34 0,003
FemL 16,1 2,6 14,6 4,6 0,78 0,444
An L 37,1 2,2 32,7 91 1,16 0,259
PB1 73,0 3,6 61,3 6,5 4,14 0,000
PB2 86,2 3,6 71,2 6,7 5,22 0,000
NuL 8,4 1,2 7,1 1,6 1,90 0,071
NuB 3,5 1,1 3,3 1,0 0,46 0,652
Largh ponte 39,0 2,7 30,2 3,2 6,13 0,000
Ltcoda 74,4 7,4 77,7 11,8 -0,65 0,521
Cloaca/apice 58,9 7,2 51,1 8,2 2,09 0,048
circonf min 28,4 1,6 247 2,3 3,73 0,001
circonf max 353 1,9 30,9 2,9 3,20 0,004
Peso 556,3 1248 3482 931 4,41 0,000

Tabella 8 - Dati biometrici del campione di Emys trinacris di Gallitello e valori di significativita
statistica (t-test) nel confronto tra i sessi.

Femmine (n=9) Maschi (n=22)
Mean Std.Dev. Mean  Std.Dev. t-value P
Lungh car. min 132,4 19,0 131,2 7,3 0,27 0,786
CL 134,2 18,3 132,3 6,9 0,42 0,675
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Femmine (n=9) Maschi (n=22)

Mean  Std.Dev. Mean  Std.Dev. t-value P
Largh Carapax 102,2 9,1 101,6 5,6 0,21 0,838
Div caud sup 30,8 4.4 31,4 3,2 -0,47 0,644
Alt. carapace 53,8 10,3 47,8 4.4 2,30 0,029
Lungh piastr. min ~ 125,6 17,4 111,2 22,9 1,70 0,100
Lungh piastr. max 129,5 17,1 118,6 53 2,73 0,011
Largh piastrone 76,6 10,5 73,2 6,0 1,16 0,256
GuL 25,4 3,7 215 14 4,38 0,000
HumL 10,6 2,3 9,7 1,8 1,16 0,255
PecL 20,2 31 17,1 2,5 2,94 0,006
AbdL 20,2 3,3 16,5 2,4 3,51 0,001
FemL 15,4 3,0 14,6 3,4 0,64 0,528
AnL 36,3 4,6 30,6 3,2 3,99 0,000
PB1 68,4 8,4 60,9 4,5 3,21 0,003
PB2 79,1 10,1 70,4 5,6 3,06 0,005
NuL 7,8 1,0 7,1 1,3 1,38 0,178
NuB 4,7 1,3 3,4 0,9 3,23 0,003
Largh ponte 35,5 6,0 29,5 2,4 4,01 0,000
Lungh. coda 75,7 10,1 78,0 13,0 -0,47 0,642
Cloaca/apice 59,8 6,0 54,1 7,6 2,00 0,054
Circonf min 26,6 3,0 24,8 2,1 1,83 0,078
Circonf max 32,7 4,9 31,1 2,8 1,13 0,269
Peso 4351 155,6 332,4 71,2 2,55 0,016

Per quanto concerne I’analisi biometrica, il t-test ha mostrato differenze
statisticamente significative nei valori medi tra i due sessi per 19 delle variabili considerate (p

< 0,05) e i maschi risultano significativamente piu piccoli rispetto alle femmine.

Ancora una volta la dimensione media della popolazione di Mazara del Vallo, se

confrontata con le altre due, mostra valori minori.
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La Tabella 9 riporta i valori di significativita (p) nel confronto tra sessi nelle tre

differenti localita esaminate.

Siculiana Mazara Gallitello
Lungh car. min 0,016 0,000 0,786

CL 0,015 0,000 0,675

Largh Carapax 0,746 0,000 0,838
Div caud sup 0,727 0,876 0,644
Alt. carapace 0,000 0,000 0,029
Lungh piastr. min 0,000 0,000 0,100

Lungh piastr. max 0,000 0,000 0,011
Largh piastrone 0,000 0,000 0,256
GuL 0,004 0,003 0,000
HumL 0,489 0,005 0,255
PecL 0,000 0,000 0,006
AbdL 0,003 0,000 0,001
FemL 0,444 0,765 0,528
AnL 0,259 0,000 0,000

PB1 0,000 0,000 0,003

PB2 0,000 0,000 0,005

NuL 0,071 0,086 0,178

NuB 0,652 0,096 0,003
Largh ponte 0,000 0,000 0,000
Lungh. coda 0,521 0,195 0,642
Cloaca/apice 0,048 0,003 0,054
Circonf min 0,001 0,000 0,078
Circonf max 0,004 0,000 0,269
Peso 0,000 0,000 0,016

Tabella 9 — Valori di significativita nel confronto fra i sessi in tre popolazioni di Emys trinacris

L’analisi dei valori di significativitd mostra che in 9 variabili sono risultate differenze
statisticamente significative per tutte e tre le popolazioni e che tra queste variabili solamente

la larghezza del ponte possiede valori di significativita (p) non superiori a 0,000 in tutte e tre
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le popolazioni, dimostrando di essere probabilmente fra le piu importanti caratteristiche di

discriminazione sessuale.

La colorazione piu frequente dell’iride ¢ gialla nelle tre popolazioni, con una buona

percentuale di arancio/marrone (brownish).

Rapporto colorazione iride
Gallitello

Yellow H Brown

Figura 29 — Rapporto tra individui con I’iride yellow e brown a Gallitello

Rapporto colorazione iride
Siculiana

Yellow H Brown

-

Figura 30 — Rapporto tra individui con I’iride yellow e brown a Siculiana
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Rapporto colorazione iride
Mazara del Vallo

Yellow ®Brown

Figura 31 - Rapporto tra individui con I’iride yellow e brown a Mazara del Vallo

Le dimensioni delle covate che si sono potute osservare, variano da un minimo di 3 a

Mazara ad un massimo di 9 uova (Gallitello) (Fig. 32).

Figura 32— Neonati
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E’ stato possibile misurare le dimensioni, ad oggi non note, di 22 uova, i cui valori

sono riportati nella Tabella 10.

Lungh Largh Peso
Media 31,2 19,0 7.5
d.s. 1,7 0,8 0,7
min 28,4 17,9 7
max 35,0 20,3 9

Tabella 10 — Dimensioni medie in millimetri, di uova (n=22) di Emys trinacris

Il peso medio delle uova di testuggine siciliane & di 7,5 gr, contro i 8,5 della E.
orbicularis (Ottonello et al., 2010).

Figura 33 - Uova di Emys trinacris
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Figura 34 - Schiusa
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Nelle tre popolazioni sono state riscontrate le tre colorazioni del carapace

maculosa

orbicularis

Intermedia

Gallitello 60%

Gallitello 10%

Gallitello 30%

Siculiana 20%

Siculiana 10%

Sicuiana 70%

Mazara 10%

Mazara 70%

Mazara 20%

giallo

distal bloches

scuro per + 1/3

Gallitello 60%

Gallitello 30%

Gallitello 10%

Siculiana 70%

Siculiana 20%

Sicuiana 10%

Mazara 40%

Mazara 20%

Mazara 40%

Tabella 11 - Colorazioni del carapace
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4.4. Discussione
Per quanto concerne I’analisi biometrica, i maschi, cosi come avviene in altre
popolazioni di testuggine palustre (Fritz, 1989), risultano significativamente piu piccoli

rispetto alle femmine.

La dimensione media della popolazione di Mazara del Vallo, se confrontata con le
altre due, mostra valori minori. Considerando fattori ambientali come temperatura, piovosita
e altitudine, non si registrano, come evidenziato, differenze sostanziali tra i tre siti campionati.
Dr’altra parte, le testuggini, per il fatto di essere animali pecilotermi ed a sangue freddo, a
crescita lenta, il cui stimolo ad alimentarsi e concentrato principalmente in alcuni periodi,
quelli in cui appunto sono attivi, non dovrebbero essere particolarmente influenzati da questi

fattori nel loro tasso di accrescimento.

Il risultato del valore del rapporto tra sessi, legato alle catture, indica che in tutti i siti
campionati, esiste un forte shilanciamento verso il sesso maschile. Questo dato si discosta
notevolmente da quelli riportati per altre localita dell’Italia e della Francia continentale da
altri autori, che calcolano, per la congenere orbicularis, una sex ratio di 1:2 a favore delle
femmine (Rovero et al., 1996; Mazzotti, 1995) o di 1:1 (Lebboroni, 1989). Sex ratio
shilanciate a favore delle femmine sono riportate anche per altre testuggini palustri (Gibbons,
1968,1989; Bury, 1979; Vogt, 1980).

La sex-ratio, in una popolazione e un importantissimo fattore ecologico, direttamente
collegato a caratteristiche quali la competizione intrasessuale o la produzione di uova annue,

che influenzano la dinamica di popolazione (Girondot and Pieau, 1993).

Secondo il postulato di Fisher (1929), nel mondo animale la sex-ratio primaria
ottimale dovrebbe essere di 1:1, ma numerosi studi sulle testuggini, acquatiche e terrestri,
hanno messo in evidenza 1’esistenza di sex-ratio sbilanciate (Forbes, 1940; Carr, 1952;
Auffenberg and Iverson, 1979; Risley, 1933; Cagle, 1952; Tinkle, 1958; Moll and Legler,
1971; Voght, 1980).

Bury, in Harless e Morlock (1979), interpreta questi shilanciamenti come derivanti da
errori durante il campionamento. Girondot e Pieau (1993), affermano, d’accordo con Gibbons
(1990), che esistono altri 4 fattori che, in maniera differente, possono influenzare la sex ratio

in popolazioni adulte.

Questi fattori sono:
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e lasex ratio primaria,

e la differente eta alla maturita sessuale per maschi e femmine,
e la differente capacita di movimento tra maschi e femmine,

e ladifferente mortalita tra sessi.

A proposito della differente mortalita tra sessi, secondo Servan et al. (1989), la
difficolta nell’avere dati consiste non solo nella longevita di molte specie di tartarughe, ma
anche nella mancanza di metodi sicuri nella determinazione dell’eta negli adulti. Si devono ad
Iverson (1991) i dati sulla sopravvivenza annuale nelle tartarughe, ma non si hanno notizie
circa il differente tasso di sopravvivenza tra sessi. La media di sopravvivenza annuale ¢é alta

tra gli adulti (Girondot et al., 1993) e aumenta con I’eta degli animali.

Secondo Servan et al. (1986), gli errori di campionamento possono essere esclusi in
studi a lungo termine, mentre la differenza nella migrazione tra sessi puo essere considerata

come un errore di campionamento.

Secondo Gibbons (1990), il fattore che influenza maggiormente la sex ratio é la
differente eta alla maturita sessuale e la differenza nella sopravvivenza annua ¢ da attribuire
alla diversita nel comportamento riproduttivo tra i due sessi. Diversa la conclusione a cui
arrivano Girondot ¢ Pieau (1993), dopo I’analisi dei cinque fattori considerati, ovvero che, la
sex ratio, per individui con una alta sopravvivenza annuale pud essere molto sensibile ad una
piccola differenza nella sopravvivenza tra maschi e femmine, ma molto meno dipendente

dalla differenza di eta alla maturita sessuale o ad una sex ratio primaria sbilanciata.

Di altro avviso Servan et al. (1987) che, analizzando i 4 fattori arrivano alla
conclusione che solo uno shilanciamento della sex ratio primaria (alla nascita) puo essere

responsabile dello sbilanciamento della secondaria (effettiva).

Un aspetto interessante da approfondire, ¢ 1’influenza che pare avere la temperatura
sullo sviluppo delle gonadi dell’embrione, con possibilitd d’inversione del sesso (Bull, 1980;

Raynaud and Pieau, 1985; Janzen and Paukstis, 1991; Pieau, 1974 a; 1974 b).

In particolare, uova esposte durante il periodo sensibile a temperature inferiori o
superiori all’intervallo tra 27.5° C e 29.5°C determinano rispettivamente fenotipi maschili e
femminili (Pieau, 1974 b; Servan et al., 1989). A causa di cio esistono sex ratio primarie
sbilanciate per particolari nidi o regioni (Mrosovsky and Provancha, 1992). Nella fase di

sviluppo sul terreno, la temperatura spesso subisce fluttuazioni.
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Se durante il periodo sensibile per la differenziazione sessuale, la temperatura, pur
subendo oscillazioni, rimane attorno ai 28,5 gradi, la sex ratio per i giovani € sbilanciata a
favore dei maschi (Pieau, 1974 a; 1982). Al contrario, se la temperatura supera i 28,5 gradi, si
sviluppano maschi, femmine ed intersessi. Nel primo caso I’influenza della temperatura sulla
differenziazione sessuale & predominante sulla determinazione genotipica, mentre nel secondo
caso le condizioni termiche permettono la fenotipica espressione del sesso in conformita con
la Genotipic Sex Determination (GSD). Servan et al., 1989).

Per quanto riguarda le popolazioni fin qui studiate in considerazione dell’altitudine e
della latitudine, le temperature medie non sembrano influire sulla determinazione sessuale
durante lo sviluppo embrionale, come pure il GSD. Se si esclude inoltre un’immotivata
differente mortalita tra i due sessi e I’errore di campionamento legato ad un basso sforzo di
cattura, si ipotizza che la causa dell’inusuale sbilanciamento della sex ratio della popolazione
studiata, possa essere imputabile a fenomeni di maggiore migrazione e mobilita relativi al
sesso maschile nella specie trinacris. L’ipotesi trova conforto in alcuni studi di
radiotelemetria effettuati su due popolazioni siciliane, Siculiana e Corleone (PA) (Lo Valvo et
al., 2008).

Per cio che riguarda la biologia riproduttiva, nulla si conosceva relativamente ad
Emys trinacris e d’altra parte, le uniche informazioni relative ad Emys orbicularis,
provengono da studi iniziati negli anni 80, riferiti alla taglia delle uova ed al loro sviluppo
sotto il profilo descrittivo (Lanza, 1983) o sperimentale (Servan et al., 1986). In particolare
Rovero e Chelazzi (1996) hanno illustrato modelli di movimenti in femmine riproduttive e

post riproduttive.

Ad ogni modo si sa ancora troppo poco sulle caratteristiche adattative ed evolutive della
biologia riproduttiva degli Emididi del vecchio mondo (Iverson et al., 1993). Relativamente
agli studi effettuati sulla biologia riproduttiva in questa famiglia nel nuovo mondo, vi sono
diverse interpretazioni tra la correlazione esistente tra body size e clutch size o clutch mass,
data come positiva negli studi di Gibbons, 1968, 1968a, 1970, 1990). Inoltre confrontando un
gran numero di specie di Emididi e emerso che esiste una correlazione negativa tra le
caratteristiche riproduttive (egg mass, clutch mass, body mass) e la latitudine (Iverson et al.,
1993).
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5 -PROCESSI BIOGEOCHIMICI

5.1. Introduzione

La capacita degli elementi chimici minori ed in tracce di sostituire i costituenti maggiori
in una grande quantita di processi naturali, costituisce una delle cause della pericolosita che
alcuni di essi possono assumere per I’ambiente e le specie in esso presenti quando possono
alterare il naturale andamento dei processi biologici sostituendosi ai nutrienti. Tali processi,
alla stregua dei fenomeni geochimici, sono molto spesso caratterizzati da equilibri di fase in
cui gli elementi coinvolti subiscono forme di frazionamento nelle regioni di interfaccia. Le
modalita con cui tali frazionamenti hanno luogo, ben difficilmente possono essere indagate
analizzando il comportamento di elementi diversi dai lantanidi che hanno tutti la stessa
configurazione elettronica esterna, essendo 1’orbitale 4f piu interno all’atomo rispetto a quelli
6s e 5d. Al contrario, gli altri elementi della tavola periodica hanno differenti configurazioni
elettroniche esterne e un certo grado di similaritad fra loro avviene solo per gli elementi
appartenenti agli stessi “Gruppi” della tavola. Fra essi vanno annoverate talune coppie di
elementi aventi la medesima carica ionica quali le coppie Zr-Hf, Nb-Ta e Mo-W. Tale
caratteristica ha reso i lantanidi, come piu avanti spiegato, il migliore strumento di indagine
geochimica dei processi di interfaccia. Inoltre, i lantanidi, possono vicariare il Ca*" in
numerosi processi biologici (Panagiotopoulos et al., 2010), tanto da essere stati spesso
utilizzati come traccianti del comportamento di questo grazie a talune loro proprieta fisiche.
Ciononostante, ¢ stata prestata un’attenzione limitata all’accumulo dei lantanidi nei fluidi e
nei tessuti degli organismi viventi, nonostante il loro accumulo nell’ambiente venga
comunemente considerato un buon tracciante dei processi di contaminazione (Censi et al.,
2011). In particolare, e stato dimostrato che anomalie di Gadolinio (Gd) riscontrate in fiumi,
acque costiere e acque sotterranee, siano spesso il risultato di un uso estensivo dello stesso
come agente di contrasto in indagini diagnostiche (Bau and Dulski, 1996; Elbaz-Poulichet et
al., 2002; Censi et al., 2010; Kulaksiz and Bau, 2011), mentre, lievi contaminazioni da
lantanidi nei sedimenti e nel particolato atmosferico, sono state spiegate con 1’uso di carbonati
e zeoliti arricchiti in La impiegate come i convertitori catalitici nei processi di raffinazione dei
petroli (Olmez et al., 1991; Kulkarni et al., 2006; Moreno et al., 2008). Nonostante il Gd si
accumuli all’interno dello scheletro umano (Darrah et al., 2009), I’impatto dei lantanidi
sull’ambiente ed il potenziale rischio per la salute delle specie che vi abitano sono stati finora

tenuti in scarsa considerazione dalla letteratura scientifica, probabilmente anche a causa delle
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basse concentrazioni raggiunte nei tessuti viventi ed alle difficolta analitiche connesse alla

loro determinazione ai livelli di ng I™%.

Nel quadro quindi di uno studio di carattere ambientale sulla testuggine siciliana, in cui
questa rivestisse anche il ruolo di specie sentinella dello stato dell’ambiente, ¢ parso adeguato
il ricorso a uno studio biogeochimico dei lantanidi che coinvolgesse tale specie. Tale scelta ha
avuto il duplice scopo di utilizzare i lantanidi come indicatori dello stato dell’ambiente e dei
meccanismi che hanno luogo all’interfaccia fra 1’ambiente e le specie che in esso vivono,
prendendo come esempio la testuggine siciliana. Da un punto di vista ecologico la testuggine
siciliana presenta il considerevole pregio di essere un soggetto longevo ed endemico di un
ecosistema potenzialmente incontaminato, sensibile alla qualita della salute ambientale (Ley-
Quifdnez et al., 2011) e capace di accumulare elementi in traccia dando luogo a fenomeni di
biomagnificazione (Cardellicchio et al., 2000; Sakai et al., 2000; Storelli and Marcotrigiano,
2003; Garcia-Fernandez et al., 2008) in virtu dei quali essa e in grado di svolgere il ruolo di
specie sentinella dello stato dell’ambiente (Andreani et al., 2008). D’altro canto i lantanidi,
essendo elementi che possono provenire sia da sorgenti litogeniche, che da pratiche
antropogeniche, rappresentano metalli in tracce adeguati ad essere riconosciuti come
traccianti dello stato di un ecosistema. In piu, per le loro caratteristiche durante i processi di
interfaccia e la similitudine con il comportamento di Ca®* (Yang and Sachs, 1989) essi si
prestano ad tracciare i processi biogeochimici oltre la semplice esposizione alla
contaminazione ambientale. Il vantaggio offerto dall’uso dei lantanidi durante uno studio in
cui I’approccio biogeochimico risultasse adeguato non risiede nel loro esclusivo significato di
traccianti dell’inquinamento (perché ve ne sono di altri, spesso di piu semplice
determinazione) ma nella capacita che i lantanidi hanno, differentemente da altri elementi, di
subire processi di reciproco frazionamento durante molte reazioni che coinvolgono la
presenza di un’interfaccia. D’altro canto 1’area in cui lo studio ha avuto luogo ha, nelle
pratiche agricole, una delle poche occasioni di produrre esisti di antropizzazione attraverso
’uso di fosfati come fertilizzanti di suoli carbonatici che ne sono naturalmente poco provvisti.
Proprio in questo specifico caso i lantanidi, meglio di altri elementi in tracce, possono
svolgere il ruolo di traccianti dell’impronta antropica data la loro elevata vocazione ad essere

concentrati nei fosfati.

L’ecosistema campione indagato durante questo studio, puo essere immaginato come un
insieme di differenti domini:
e Il mezzo acquoso su cui verte la quasi totalita della biodiversita presente

nell’ecosistema;
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e L’organismo predatore la cui catena trofica si sviluppa all’interno dell’ecosistema ed ¢
quindi influenzata dalla chimica di questo, con i suoi liquidi biologici, la cui
composizione risente dell’esposizione dell’organismo all’ambiente attraverso la catena
trofica e a sua volta influenza quella dei tessuti molli ¢ mineralizzati dell’organismo
stesso a seguito dei processi fisiologici.

Ciascuno di questi domini é separato da altrettante interfacce e durante le reazioni che
avvengono attraverso tali interfacce i lantanidi subiscono forme di frazionamento dovuti alla
competizione fra complessamento in fase disciolta (acqua prima e sangue poi) e superficiale
(componenti la catena trofica e tessuti mineralizzati ) che si realizza. L’entita di tali
frazionamenti sono fra gli oggetti del presente studio. Certamente la scelta operata in
relazione allo strumento geochimico proposto si € dimostrata vincente, avendo permesso di
mettere in risalto la presenza di sovra esposizioni a lantanidi la cui influenza sul grado di
crescita degli individui studiati sembra differente da quella evidenziata dove la

sovraesposizione manca.

Un pregio accessorio dello studio condotto e anche legato alla pressoché totale assenza di dati
ambientali sulle aree prese in considerazione. Cio vale tanto per la scarsa attivita posta in
essere dalle agenzie preposte all’analisi ed alla tutela dell’ambiente, quanto per la quasi totale
assenza di pubblicazioni scientifiche inerenti lo stato chimico dell’ambiente nelle zone in
questione. Unica eccezione a tale quadro € uno studio geochimico di base sulla composizione
dei costituenti maggiori nelle acque freatiche della piana di Mazara, in prossimita ed
all’interno della riserva dei Gorghi tondi, allo scopo di stabilire evidenze di intrusione marina
nella falda idrica (Cusimano et al., 2006). Sporadici studi su temperatura, pH, O, disciolto,
fluorescenza, salinita sono stati condotti a cura dell’Ente gestore la riserva dei Gorghi Tondi,
mentre una puntuale indagine sui sedimenti é stata condotta da ARPA-Sicilia durante 1’anno
2005 e 2006. Relativamente alla riserva di Siculiana-Torre Salsa non e noto alcun dato
analitico circa il contenuto di qualsivoglia componente chimico in alcuna forma disciolta,
solida o gassosa. Cio lascia tanto piu perplessi dal momento che, le aree oggetto di studio
rappresentano un ponte naturale nella migrazione di numerose specie di uccelli dall’Africa
all’Europa e viceversa. Ricadendo all’interno di due aree protette regionali, tali aree giocano
un ruolo chiave nella conservazione della biodiversita di un ampio range di flora e fauna,
incluse specie endemiche tipiche del Bacino Mediterraneo. Questi habitat sono circondati da
aree in cui sono sviluppate numerose attivita, soprattutto agricole, i cui effetti possono
influenzare la composizione degli ecosistemi acquatici, anche se ricadenti all’interno delle

aree protette.
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5.2. Caratteristiche geochimiche dei lantanidi

I lantanidi sono un gruppo di 14 elementi dal ssCe al 71Lu accomunati dal progressivo
riempimento dell’orbitale 4f. Sia durante i processi magmatici che portano alla
cristallizzazione dei minerali costituenti le rocce, sia durante i processi che avvengono in
contatto con il mezzo acquoso, tali elementi hanno in comune lo stesso stato di ossidazione
3+. Tale caratteristica &€ comune anche al s7La e, secondariamente a 39Y, elementi facenti parte
delle serie di transizione, tanto da permettere la loro associazione ai lantanidi a formare il
gruppo degli Elementi delle Terre Rare (REE). La configurazione elettronica esterna degli
elementi compresi fra il s;La e il 7;Lu & sempre la stessa (fatto estremamente raro in natura)
essendo dovuta agli elettroni presenti nell’orbitale 6s e 5d, mentre I’orbitale 4f rimane piu
interno alla struttura atomica. Cio rende il comportamento dei lantanidi formalmente identico
nel mezzo acquoso, dove la reattivita degli elementi € largamente caratterizzata dalla loro
configurazione elettronica. D’altro canto la progressiva diminuzione delle dimensioni ioniche
lungo la serie dei lantanidi, induce una differente capacita di questi ultimi di venire coinvolti
nei processi di cristallizzazione di fasi mineralogiche, poiché durante tali processi, sono la
dimensione e la carica degli ioni il fattore che invece determinano il comportamento degli
elementi chimici (Shannon, 1976). Ecco quindi che non uno, ma I’intera serie di elementi ha
la capacita di comportarsi in maniera omogenea in ogni mezzo in cui sono inseriti, ma
profondamente differente a seconda che siano coinvolti in reazioni che hanno luogo
all’interno dei solidi o nei liquidi. D’altro canto il grado di occupazione dell’orbitale 4f
comporta I’insorgenza di differenze non trascurabili nel comportamento dei vari elementi
della serie quando esistano condizioni in cui il complessamento in fase disciolta € in
competizione con quello “superficiale” in cui i lantanidi vengono ad essere coordinati dai
gruppi funzionali esistenti sulle superfici dei solidi. Quest’ultima caratteristica, rende i
lantanidi probabilmente il migliore strumento per lo studio dei processi che si esplicano nelle
regioni di interfaccia, dove complessamento su superficie ed in fase disciolta sono
concorrenti. Cio é stato stabilito attraverso una serie di studi geochimici condotti a far data
dalla fine degli anni ’80 soprattutto per I’interfaccia di elezione della Geochimica, quella
acqua-roccia (Michard and Albarede, 1986; Michard, 1989; Bau and Dulski, 1996; Moller and
Giese, 1997; Moller et al., 2003) Successivamente si ¢ visto che, un’analoga dicotomia di
comportamento era evidente nei processi in cui, la materia organica era in contatto con
I’acqua e cio causava preferenziale adsorbimento di determinati gruppi di elementi delle REE

una volta in contatto con gruppi funzionali organici, come quelli presenti negli umati e nei
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fulvati (Takahashi et al., 2002). Successivi studi condotti sugli equilibri presenti fra
membrane e superfici cellulari e liquidi di coltura hanno successivamente messo in evidenza
che tali interfacce erano anch’esse in grado di frazionare preferibilmente determinati gruppi di
lantanidi, con particolare attenzione agli elementi piu pesanti della serie, dal Ho in poi
(Takahashi et al., 2005). Cio ha permesso di identificare nell’arricchimento in lantanidi
pesanti (HREE) un effetto tipico della presenza di sostanza organica nelle acque e nei
sedimenti (Haley et al., 2004) e a riconoscere in talune forme di arricchimento dei lantanidi la
conseguenza della presenza di colonie batteriche in determinati ambienti naturali (Takahashi
et al., 2007).

La capacita dei lantanidi di subire frazionamenti all’interfaccia solido-liquido in
ambiente biologico é stata anche testata in occasione della formazione di biomineralizzazioni,
durante la cristallizzazione di fosfati biogenici di differente natura. Il processo piu interessante
da questo punto di vista & certamente quello che porta alla formazione delle strutture endo- ed
eso-scheletriche degli organismi poiché sono quelle suscettibili di conservazione durante il
trascorrere delle ere geologiche e quindi & auspicabile che, si possano ricavare informazioni
sulle condizioni chimico-fisiche degli ambienti in cui esse si sono formate. Tali studi hanno
quindi riguardato i carbonati di gusci di specie, come foraminiferi e molluschi, che i
secernono durante la vita condotta a contatto con i fluidi ambientali di varia natura. Ma sono
stati presto estesi ai fosfati costituenti le ossa di organismi superiori. | risultati di tali studi
sono stati confrontati con quelli riguardanti il comportamento dei lantanidi durante la
cristallizzazione di fosfati inorganici in occasione di processi magmatici (Reynard et al.,
1999) allo scopo di indagare anche qui se il frazionamento osservato lungo la serie dei
lantanidi fosse rappresentativo della composizione dell’ambiente in cui tali fosfati si erano
formati o fosse invece il risultato di eventi successivi alla formazione del fosfato biogenico
(Lecuyer et al., 2004). In particolare si e notato che, durante la cristallizzazione di apatite gli
elementi delle REE intermedie, fra Sm e Dy, vengono preferenzialmente concentrati nella
struttura del fosfato neoformato per motivi legati alla similarita di dimensioni ioniche rispetto
al Ca®* (Fig. 35).
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LREE*

Figura 35 - Intorno di coordinazione di Ca2+ nella struttura cristallina dell’apatite messo a confronto
con quello caratteristico delle REE leggere (LREE) e delle REE intermedie e pesanti (HREE). Come
si nota queste ultime hanno lo stesso numero di coordinazione del Ca2+(1X) a conferma della
maggiore similarita cristallochimica rispetto alle LREE (VI11).

D’altro canto studi piu recenti hanno avanzato il dubbio che, il frazionamento dei
lantanidi intermedi e la loro accumulazione all’interno delle strutture cristalline dei fosfati
degli scheletri fossili, siano il risultato di un processo diagenetico piuttosto che una memoria
composizionale dell’ecosistema in cui gli individui responsabili della cristallizzazione di tali
fosfati erano vissuti. Cid a causa del processo di fossilizzazione che implica che I’idrossi-
apatite metastabile al di fuori delle condizioni imposte dall’attivita biologica subisca una
totale ricristallizzazione a fluoro-apatite stabile in ambiente inorganico a seguito del
decadimento del collagene post-mortem (Trueman and Tuross, 2002; Pasteris and Ding,
2009). Quindi, I’accumulazione di REE intermedie e pesanti dovrebbe essere un fatto legato

alla diagenesi, piuttosto che al chimismo dell’ecosistema originario.

Per cercare di dare una risposta in un senso o nell’altro, si ¢ quindi pensato di
indagare la distribuzione dei lantanidi nelle popolazioni di testuggine siciliana. Inoltre, come
tutti gli equilibri presenti in natura, anche 1’incorporazione di elementi in tracce nelle strutture
cristalline dei tessuti biomineralizzati € un processo la cui entita e decorso dipendono dalla
temperatura alla quale hanno luogo. Nel caso di organismi a sangue freddo, quali quelli
studiati in questa ricerca, il processo di incorporazione degli elementi in tracce a sostituire il
Ca®* nelle strutture cristalline della bio-apatite, non viene influenzato dalla temperatura
imposta dal metabolismo dell’individuo coinvolto e dovrebbe rispecchiare maggiormente
quella dell’ecosistema di vita dell’individuo. In ultimo, non sono a noi noti studi inerenti la
distribuzione degli elementi delle REE nei tessuti molli, fluidi biologici e scheletri di

organismi quali quelli qui indagati.
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5.3. Materiali e Metodi

| campioni di sangue sono stati prelevati dalla vena coccigeale degli individui studiati
(circa 1 g in peso) utilizzando una siringa in polipropilene e sono stati conservati in un tubo
per la raccolta del sangue alla temperatura di 2°C, senza alcuna aggiunta di sostanze chimiche
e successive manipolazioni. Dopo essere stati pesati, i campioni di sangue sono stati
interamente digeriti in fiale TFM con una soluzione di 3 ml di HNOj3 al 70% (Baker Ultrex
I1), 1 ml di acqua ad elevato grado di purezza (p > 18.2 MQ) ¢ 2 ml di soluzione di H,0,
(Baker Ultrex 11). I campioni di tessuto sono stati analizzati in triplice replica. Sono stati
raccolti anche campioni di esoscheletro dal suo margine posteriore, precedentemente pulito

con una spugnetta da lavaggio in plastica, acqua ad elevato grado di purezza e propanolo.

0.5 g di frammenti di carapace, sono stati digeriti in un reattore pressurizzato
all’interno di un forno a microonde. Cio ¢ stato possibile utilizzando 7 ml di HNOg3 al 70 %
(Baker Ultrex II), 1 ml di acqua ad alto grado di purezza (p > 18.2 MQ) e 2 ml di H,O, (Baker
Ultrex I1). Dopo la digestione le soluzioni sono state ancora diluite fino ad un volume finale

di 15 ml per la determinazione chimica degli analiti.

I campioni d’acqua del torrente e del lago, sono stati prelevati tramite bottiglie Niskin.
Il contenuto in Lantanidi e stato determinato previa preconcentrazione delle fasi disciolte e la
loro separazione dalla matrice, al fine di accentuare la sensibilita dello strumento ed evitare le
interferenze analitiche indotte dalla matrice stessa. 1l metodo consiste nella co-precipitazione
dei lantanidi su Fe(OH)s solido precipitato a seguito dell’aggiunta di Fe al campione
precedentemente filtrato e condizionato. Dopo 1’aggiunta il pH e stato corretto sino a 8.0
tramite una soluzione concentrata di NH4OH. L’omogenizzazione della soluzione e la
precipitazione di idrossido di ferro sono state ottenute mescolando il campione per 2 ore e
facendo maturare il precipitato per 2 giorni. In seguito, i campioni sono stati filtrati e
I’idrossido di ferro filtrato ¢ stato lavato con acqua e disciolto in una soluzione di HCl 6 M.
Prima di effettuare le analisi, la soluzione del campione e stata diluita 6 volte in acqua
ultrapura. La replicabilitd analitica é stata valutata misurando i bianchi procedurali (PB)
ottenuti dagli stessi composti chimici utilizzati durante la manipolazione del campione. La
deviazione standard calcolata sull’analisi dei lantanidi nei PB ¢ stata utilizzata per valutare il
valore critico (Lc), il detection limit (Lp) ed il limite di quantificazione (Lg) per gli elementi

in tracce studiati, secondo le espressioni (1) in accordo alle procedure EPA (2005):

Lc = 2-33*GPBS LD =4.65* ¢ PBs LQ =10*c PBs (1)
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I valori ottenuti indicano che gli effetti delle procedure di manipolazione dei campioni

sono trascurabili rispetto al contenuto in metalli in tracce dei materiali analizzati,

testimoniando dell’accuratezza del metodo (Tab. 11). La precisione dello stesso ¢ stata invece

testata attraverso 1’analisi di una soluzione fisiologica (PS) a cui sono stati aggiunti lantanidi

nella misura di 10 ng I* ciascuno. Tale soluzione & stata sottoposta alla medesima metodica

utilizzata per lo studio dei campioni di sangue in modo da valutarne il grado di precisione,

data I’assenza di materiali standard di riferimento con valori certificati per tutti gli elementi

studiati. | risultati sono stati riportati in Tab. 11. La determinazione analitica dei lantanidi &

stata condotta, per calibrazione esterna, su rette costruite su sette punti con concentrazioni

variabili tra 1.8 e 1000 ng I™. Le analisi sono state condotte utilizzando un Q-ICP-MS Agilent

Technologies 7500 Series, utilizzando Tallio come standard interno. Le analisi della

concentrazione dei lantanidi nei differenti materiali esaminati sono riportate in Tab. 12.
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Tabella 12

A B C D E F G H I J K L M N o o Q

1 paso La Cz Pr Nd Sm En Gd Tb Dv Ho Er Tm Xb Lu | Y[In]
2 ® pel’
3 Sengee
4 | MAZ-1 214 [126.78 | 17563 | 1468 5361| 864| 193| 884 183 652 177] 283 069 292] 054| 40722
5 | MAZ-2 394 | 76.04| 14773 | 17.33| 80.98| 19.52| 330| 1696| 181| 1133 156) 335 054| 281)] 040 38385
6 | MAZ3 343 | 69721 (133734 14102 50121 86.05| 16.75| 81.58| 977| 5649 9.82]2882 325| 25.66] 251| 299749
7 [ MAZS4 31117149 | 23663 | 27.78| 106.12| 2191| 6.16]| 19.34| 262| 13.03 226| 538 077] 530) 064 61943
8 | MAZS 382| 9233| 79.59| 829 29.73| S515| 124| 516] 123 414 091] 210 036 239] 047 23309
9 | MAZ-6 216 [ 80653 | 137785 156.76 | 556.15| 94.82| 2140| 88.353[1153| 35230 962 (2280 340| 1887] 235| 32292
10 | MAZ-7 31222033 503.18| 5033) 18825 36.12| 6.50| 3458 474 19.07 381| 787 113 668 107| 108367
11
12 | SC-1 388 39.92( 9100 799 2195 605| 174| 1271| 168 762 158) 333 043] 204) 019 19844
13 | SC-2 225 4498| 8335| 17.55| 3831 780| 163| 1060| 264 582 187) 596 114| 560| 086) 22812
14 | SC-3 474 | 3253 | S5191| 997 3491| 594| 123| 599| 098] 603 090| 203 032 196] 035 155.05
15 | SC4 65| 21.00| 4632| 403 1367| 240| 081] 279| 092| 419 079 | 166 020 124] 012 100.14
16 | SC-5 481 | 9551 | 9894 934 3245| 679| 090| 634 141 864 1357) 348 038| 253] 032 268.57
17 | SC-6 672 | 5815| 16539| 1020| 3933 845| 491| 861 163 636 136 306 046 | 340] 033 31165
18 | SC-7 325] 2870 6312 570 1259 200 112 246| 032 127 026| 034 006 033] 004 11831
19 | SC-8 290 27.71| 6100 345| 1465| 240| 061| 310| 079 356 060] 099 013]| 068] 009 119.76
20 | sC-9 358| 5529 | 10565| 637| 2645| 466| 092| 554| 091 471 091] 162 022 136] 018] 21479
21
22 o
23 | MAZ-1 19.95| 3212| 739| 3326| 1396| 695 36.94| 394| 16.82 397| 502 098 | 295] 045 184 69
24 | MAZ2 1258 1672 3.19| 1595| 595| 205| 20.09| 264| 1246 216 433 067]| 3.58] 036 102.73
25 | MAZ-3 3742 6398| 10.62| 4536| 10.17| 430| 2146( 383| 1578 256| 487 077| 478) 067 22636
26 | MAZA4 2635] 4039| 6.15| 13.72] 623| 801| 3691 423| 1873 397| 547 045 185) 024 17270
27 | MAZS 1476 | 2507 470| 11.07) 465| 497 21.95| 462| 1091 200) 403 030 078] 015 109.96
28 | MAZ-6 6049 | 11375| 13522| 4818| 1140| 837 4094 416] 29.05 412 795 056 251| 027] 34718
29
30 | SC-1 4846 | 7990| 948| 2763| 870 329| 29.00| 375 643 082| 195 020 098] 019 22080
31 | sC-2 41.59| 8426| 1092| 3382| 973| 385| 23.56| 369 748 087] 145 019]| 078] 012] 2232
32 | SC-3 4393| 7593| 2037| 8511 1507 308| 1445] 183 946 142 157 015]| 085] 015 27337
33 | sC-6 3833 7L73) 10.63| 2923| 966| 398| 2996| 495 7.10 097 220 017 100] 010 21002
34 | SC8 23.99| 4598| 720| 3298| 10.04| 277| 1797| 306| 10.32 114 | 202 011 077] 010 158635
35
36 acaqus
37 | MAZ 651| 1998| 210 893]| 212| 035| 225[ 033 161 030] 078 007 041] 006
38 | sC 322 438] 030] 103| 021) 005) 020] 003 017 003| 006 001| 004] 001

5.4. Risultati

La concentrazione complessiva dei lantanidi nei campioni di sangue varia da 100.1 a
3222.9 ng I, Tutti i campioni raccolti nel sito di Siculiana mostrano concentrazioni pitl basse
di lantanidi, fino a circa 400 ng I, mentre i campioni di sangue dal sito Gorgo basso a
Mazara del Vallo mostrano i valori piu elevati. Al contrario la concentrazione in lantanidi
dell’esoscheletro ricade in un range di valori piu ristretto, da 102.7 a 347.2 ug 1. Nei
campioni del sito SC e stata osservata una co-variazione positiva tra le concentrazioni dei
lantanidi nel sangue ed il peso degli individui di testuggine. Questa covarianza scompare nei
campioni con le piu alte concentrazioni in lantanidi, come ad esempio negli esemplari
campionati nel sito Gorghi tondi, Mazara. Le caratteristiche osservate in questi ultimi,
apparentemente suggeriscono che, le maggiori concentrazioni di lantanidi si ritrovino negli

individui col minor peso (Fig. 36).
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Figura 36 - Concentrazione dei lantanidi negli individui di testuggine esaminati in relazione al peso
corporeo

Queste evidenze suggeriscono che la specie Emys trinacris possa accumulare i
lantanidi dall’ambiente in cui vive e ’ampiezza di questo processo di accumulo possa influire
sull’accrescimento degli animali, probabilmente fino a causarne la morte. In particolare la
contaminazione ambientale puo ridurre e potenzialmente arrestare del tutto la crescita
dell’animale ad uno stadio giovanile, il che spiegherebbe perché gli individui meno sviluppati
mostrino le piu elevate concentrazioni di lantanidi nel sangue. Le concentrazioni dei lantanidi
nel sangue e nell’esoscheletro dei campioni, normalizzate agli Shale secondo la composizione
dei Post Archean Australian Shale (PAAS) riportata da Taylor and McLennan (1995),
mostrano un arricchimento nel contenuto di lantanidi leggeri (da La a Nd) ed intermedi (da
Sm a Dy) negli esoscheletri e nel sangue dei campioni a piu elevate concentrazioni prelevati
nel sito Mazara. Al contrario I’arricchimento da lantanidi intermedi € presente nei campioni di

sangue meno concentrati, prelevati dalla stessa area (Figg. 37, 38).
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Figura 37 - Concentrazione dei lantanidi, normalizzata al PAAS, nel sangue degli individui esaminati.
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Figura 38 - Concentrazione dei lantanidi, normalizzata al PAAS, nell’esoscheletro degli individui

esaminati.

Queste osservazioni fanno supporre che i lantanidi intermedi siano concentrati
preferenzialmente nel sangue quando I’Emys trinacris passa la sua vita in ambienti meno

contaminati, probabilmente come conseguenza della fisiologia di questi animali. Anomalie
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positive di Gd e qualche volta di Eu sono spesso osservate in campioni di sangue
similarmente alle distribuzioni dei lantanidi osservate nei fluidi biologici e nei tessuti
(Fujimori et al., 1999). Tale uptake preferenziale dei lantanidi intermedi e stato anche
osservato nei campioni di esoscheletro esaminati similarmente a quanto spesso di verifica in

numerosi fosfati biogenici (Figg. 37,38).

Allo scopo di stabilire se la presenza dei lantanidi dei tessuti e nei fluidi analizzati
avesse una relazione con quella presente nell’ambiente di vita degli individui studiati, le
concentrazioni dei lantanidi nei campioni biologici sono state normalizzate anche rispetto alla
composizione delle acque ambientali. Cio ha messo il luce un differente andamento dei

lantanidi nei due siti esaminati, particolarmente per cio che riguarda la loro distribuzione del

sangue.
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Figura 39 - Andamento medio dei valori di concentrazione dei lantanidi nel sangue e nell’esoscheletro

degli individui raccolti nel sito di Torre Salsa, normalizzati alla composizione dell’acqua ambientale.

Nel sito di Torre Salsa I’andamento dei lantanidi (normalizzati all’acqua ambientale) ¢
monotono crescente mentre nell’esoscheletro vengono di preferenza incorporati 1 lantanidi
intermedi con un massimo per Gd e Th (Fig. 39). Nel sito di Mazara il sangue degli individui
esaminati tende a contenere preferibilmente lantanidi leggeri, sino a samario (Sm) e lantanidi
pesanti, da tulio in poi. | restanti elementi della serie, da europio (Eu) a erbio (Er) risultano

impoveriti rispetto agli altri.

Vagamente simmetrico ¢ invece I’andamento medio riscontrato nell’esoscheletro dove
si arricchiscono i lantanidi intermedi da Eu sino a olmio (Ho) mentre tanto quelli leggeri che

quelli pit pesanti mostrano concentrazioni normalizzate piu basse (Fig. 40).
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Figura 40 - Andamento medio dei valori di concentrazione dei lantanidi nel sangue e nell’esoscheletro

degli individui raccolti nel sito di Mazara, normalizzati alla composizione dell’acqua ambientale.

Tali andamenti, al pari di quanto mostrato in Fig. 36, suggeriscono che il
comportamento biogeochimico dei lantanidi sia influenzato dal grado di contaminazione
ambientale che, come sopra accennato, & maggiore nel sito di Mazara rispetto al sito di Torre

Salsa.

5.5. Discussione

La relazione apparentemente inversa esistente tra i contenuti in lantanidi studiato nel
sangue degli individui di testuggine ed il loro peso é probabilmente indotta dalla sensibilita
che il taxon investigato ha nei confronti della composizione e dei vincoli dell’ambiente.
Quindi il grado di contaminazione dello stesso ha implicazioni sia morfologiche che
geochimiche, dato che gli esemplari campionati nelle aree con il piu elevato contenuto in
lantanidi in ambiente acquoso mostrano i valori piu bassi in peso, mentre il comportamento
dei lantanidi normalizzati alla composizione dell’ambiente acquoso, € caratterizzato
dall’impoverimento in lantanidi intermedi rispetto al contenuto normalizzato in lantanidi
leggeri e pesanti. Questo implica che, un’elevata concentrazione di lantanidi nel sangue di
testuggine (superiori a circa 400 ng 1) pud rappresentare un danno ambientale, rappresentato
in individui viventi di Emys trinacris meno sviluppati nel sito di Mazara rispetto a quelli
campionati in altre aree, come osservato in precedenza ma senza una spiegazione del

fenomeno (Fritz et al., 2006; D’ Angelo et al., 2008). Al contrario, nel sito di Siculiana meno
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contaminato, dove il contenuto in lantanidi nel sangue € minore rispetto ai suddetti valori
soglia, esso e positivamente correlato al peso degli individui. In questi campioni la
concentrazione normalizzata dei lantanidi cresce lungo la serie, in analogia a quanto osservato
nei fosfati autigenici non affetti da modificazioni diagenetiche (Lecuyer et al., 2004). Tale
andamento ¢ differente da quello riscontrato in fostati fossili in cui é stato riscontrato un
arricchimento in lantanidi intermedi, dal Sm al disprosio (Dy), che sono stati spiegati con
processi di scambio diagenetico con fluidi circolanti (Herwartz et al. 2011) e potrebbe essere
legato alla mancanza di una funzione fisiologica dei lantanidi negli organismi viventi, sebbene
si sia visto che essi possiedono un’elevata capacita di sostituire Ca** nella struttura dei fosfati
ed in molti processi biologici, spiegando il motivo delle distribuzioni osservate per questi
elementi negli scheletri non contaminati degli organismi studiati in letteratura. Tale
comportamento é seguito anche dai patterns normalizzati dei lantanidi riscontrati negli
individui di Emys trinacris caratterizzati da piu bassi tenori in questi elementi. Al contrario
distribuzioni dei lantanidi aventi forme “a campana” con massimi in corrispondenza dei
lantanidi intermedi, dal Sm a Dy, sono stati osservati in fosfati fossili diagenizzati e negli

individui di Emys trinacris, a prescindere dal grado di contaminazione ambientale.
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Figura 41 - Andamento delle costanti di stabilita dei fosfato-complessi dei lantanidi

paragonate alla successione delle concentrazioni normalizzate di questi elementi nel sangue degli

individui provenienti da Torre Salsa (vedi Fig. 39).

Cio che invece sembra cambiare con il grado di contaminazione ambientale ¢ il
comportamento biogeochimico dei lantanidi presenti nel sangue degli individui studiati. A
Torre Salsa dove, come si ¢ visto, il contenuto di lantanidi nell’acqua ¢ inferiore alla
successione delle concentrazioni normalizzate alla composizione dell’acqua ¢ molto simile a
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quella delle costanti di complessamento degli stessi elementi da parte dei gruppi POs> a
formare complessi LnPO,4 (Fig. 41). Al contrario, il comportamento dei lantanidi contenuti nel
sangue degli individui raccolti presso il sito di Mazara, € simile al grado di frazionamento
indotto nella fase disciolta dalla co-precipitazione di Ln-fosfati come evidenziato durante
esperimenti di laboratorio (Byrne et al., 1996), dove il grado di frazionamento dei lantanidi

nelle soluzioni di cristallizzazione é funzione della durata del processo (Fig. 42).
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Figura 42 - Andamento del grado di grado di frazionamento dei lantanidi durante la co-precipitazione
di Ln-fosfati in funzione del tempo (da Byrne et al., 1996) paragonato all’andamento del contenuto dei
lantanidi nel sangue cristallizzazione costanti di stabilita dei fosfato-complessi dei lantanidi
paragonate alla successione della concentrazione media di questi elementi nel sangue degli individui

provenienti da Mazara (vedi Fig. 40)

Tale similitudine suggerisce che 1’aumento delle concentrazioni dei lantanidi nel
sangue, connesso alla maggiore esposizione ambientale, abbia come effetto un immediato
frazionamento di questi elementi nel sangue da cui vengono asportati grazie alla
cristallizzazione di fosfato a formare strati di esoscheletro. In questo caso il comportamento
biogeochimico dei lantanidi, chiaramente influenzato dal grado di contaminazione ambientale,
sarebbero una sorta di risposta dell’organismo che tenta di minimizzare gli effetti di tale

contaminazione.
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6- STRUTTURA GENETICA DI POPOLAZIONE

6.1 Introduzione

Le popolazioni di testuggine del sud Italia e della Sicilia furono inizialmente
considerate (Fritz, 1995) con caratteristiche morfologiche intermedie tra le sottospecie Emys
orbicularis galloitalica ed E. orbicularis hellenica e classificate in questa prima fase come
appartenenti ad un taxon che venne definito come proprio del “sud Italia” (Fig. 43).
Successivamente, lo stesso Fritz (1998) riporto per le stesse aree due linee evolutive, la prima
appartenente alla forma E. o. galloitalica mentre la seconda caratterizzata, secondo 1’autore,
da una certa somiglianza con E. o. hellenica (Fritz, 1995a, 1996). Studi genetici riguardanti la
distribuzione degli aplotipi furono condotti in Germania, Italia e Belgio (Lenk et al., 1996).
Mentre in taluni casi questi confermarono le distinzioni fatte su base morfologica, in altri, ed €
il caso della Sicilia, misero in evidenza una marcata distanza genetica tra le popolazioni del
sud Italia e quelle del resto della penisola. L’aplotipo “III”, isolato da nove individui di
Testuggine palustre provenienti dalla Sicilia, precisamente dai Monti Nebrodi (Mistretta,
ME), non mostrava nessuna relazione con le popolazioni vicine geograficamente e si rivelava
essere esclusivo della Sicilia. Con gli studi di Lenk et al. (1998), la popolazione siciliana
venne definitivamente considerata come appartenente ad un taxon ben differenziato e
caratteristico del “sud Italia” (Fig. 43) e la stretta somiglianza morfologica con E. o. hellenica
sostenuta da Fritz (1995a, 1996) era invece, secondo Lenk et al. (1998), da attribuire a
caratteri ancestrali della specie o anche a pressioni di tipo ambientale, che potrebbero aver
portato le due sottospecie
verso  un | 1 e R fenotipo

comune.
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Figura 43 - Suddivisione dei taxon di Emys secondo Lenk et al. (1998); il n. 6 rappresenta il taxon del

sud ltalia.

Si dovra aspettare Fritz et al., (2005a) per sancire definitivamente la distinzione tra il
taxon della Sicilia e le popolazioni peninsulari, su base genetica, con analisi del DNA
mitocondriale (MtDNA) di 15 adulti della specie. (Fig 44). Piu recentemente lo stesso autore
(Fritz et al. 2006) conferma la distanza genetica tra le popolazioni siciliane e quelle
continentali, sulla base di un numero piu elevato di campioni (oltre 300 individui), riportando,

inoltre, una precisa descrizione morfologica della specie.
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Figura 44 - Distribuzione degli aplotipi del mtDNA in Sicilia e nel Sud Italia; modificato da
Fritz et al., 2005a). La linea Il € caratteristica per E. trinacris; la linea IV e V per le sottospecie di E.
orbicularis dell’Ttalia continentale. La freccia indica la probabilita che un esemplare introdotto di
E.o.galloitalica (aplotipo Va) catturato insieme a 10 E. trinacris (aplotipo Illa; Lenk et al., 1999; Fritz
et al., 2005a).
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6.1.1 Pattern di diversita molecolare nella Testuggine palustre europea

Un crescente corpus di evidenze morfologiche e genetiche mostra come le popolazioni
della Testuggine palustre europea (Emys sp.) possano essere ricondotte a dieci “linee
evolutive” ben caratterizzate e organizzate secondo una profonda strutturazione filogeografica
(e.g., Lenk et al. 1998, 1999; Fritz, 2003; Fritz et al., 2004, 2005a,b, 2007, 2009a); sei di
queste linee sono presenti in Europa (Fig. 45).

Sulla base del mtDNA, le popolazioni siciliane sono le piu divergenti all’interno del
genere e costituiscono il “sister group” di tutte le altre popolazioni di Emys sp.; questo ha
portato alcuni autori (e.g. Pedall et al., 2010) a considerare le popolazioni siciliane come la
linea evolutiva basale dell’intero genere Emys. E’ evidente che, le popolazioni siciliane sono
ben caratterizzate e differenti dal resto delle popolazioni della testuggine palustre europea,
cosi da essere descritta come nuova specie: Emys trinacris (Fritz et al., 2005); tutte le altre
popolazioni paleartiche del genere Emys sembrano invece afferire alla specie politipica E.

orbicularis.

?j\)/
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Figura 45 - Distribuzione e network aplotipico su base mitocondriale delle linee evolutive

della Testuggine palustre (Emys spp.) riscontrate in Europa (da Pedall et al., 2010, modificato).
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In Pedall et al., 2010, I’analisi della diversita e della distribuzione di diversita genetica,
basata su un marcatore mitocondriale ed otto loci microsatellitari polimorfici, conferma che la
testuggine palustre europea consiste di un certo numero di linee evolutive ben caratterizzate e
tendenzialmente allopatriche, nell’ambito delle quali le popolazioni siciliane si mostrano
come le maggiormente differenziate. Malgrado la stretta prossimita geografica delle
popolazioni siciliane a quelle dell’Italia meridionale, non ¢ stata riscontrata I’esistenza di
alcun flusso genico tra queste, dando conferma dello status tassonomico di “bona species” per
Emys trinacris . In buon accordo con il “southern richness vs. northern purita paradigm”
(Schmitt, 2007), la funzione dell’Italia meridionale e della Sicilia come aree di rifugio durante
le glaciazioni Plio-Pleistoceniche, con la conseguente sopravvivenza in situ di una elevata
diversita genetica, e cosi confermata anche per le testuggini palustri, in buon accordo con
quanto osservato in numerosi altri taxa di vertebrati:, anfibi dei generi Bufo, Hyla, Rana e
Pelophylax (Stock et al. 2008; Canestrelli & Nascetti 2008, Canestrelli et al. 2008), rettili dei

generi Lacerta e Podarcis (Bhéme et al. 2007) ed altri ancora.

Le popolazioni siciliane della Testuggine palustre si sono mostrate chiaramente
distinte dalle altre, non mostrando aree di simpatria delle linee individuate su base
mitocondriale né una condivisione allelica che suggerisca I’esistenza di un flusso genetico

attuale tra le popolazioni siciliane e quelle dell’Italia meridionale.

L’utilizzo di marker mitocondriali e nucleari dal diverso tasso evolutivo ha consentito di
indagare i rapporti tra le popolazioni studiate su differenti e complementari scale temporali. |
dati di mtDNA consentono infatti di ricostruire la storia evolutiva dei taxa oggetto di studio
ma non posseggono la risoluzione sufficiente per effettuare inferenze sulla esistenza ed
intensita del flusso genetico attuale tra popolazioni, né di consentire una identificazione a
livello individuale della identita e relazioni di parentela degli esemplari indagati; a questo fine
risultano invece idonei i marker microsatellitari, ereditati per via biparentale e caratterizzati da
un tasso di mutazioni molto elevato. A differenza del DNA mitocondriale, utile al fine di
ricostruire la filogeografia storica dei taxa oggetto delle indagini, i microsatelliti sono infatti
caratterizzati da un elevato livello di polimorfismo, legato a sua volta a tassi di mutazione piu
elevati rispetto a quanto si osserva in altre regioni del genoma; i microsatelliti si mostrano
quindi come marcatori ideali per studiare la connettivita inter-popolazionale ed il flusso

genico attuale tra popolazioni.
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6.1.2 Obiettivi

Nostro intento nell’ambito di questa ricerca ¢ stato di valutare la struttura genetica di
Emys trinacris nel territorio siciliano, ipotizzando la presenza di eventuali subpopolazioni. Per
fare cio si sono impiegati come marker molecolari i microsatelliti riconosciuti come validi

strumenti per I’identificazione delle variabilita genetica intrapopolazionale

6.2 Materiali e metodi
6.2.1 Campionamento

Sono stati prelevati i campioni di sangue da 53 esemplari provenienti da 11 localita
differenti, oltre ai nostri tre siti di campionamento. Le testuggini sono state catturate mediante
I'utilizzo di nasse e il campione di sangue € stato prelevato con un siringa dalla vena coccigea
di ogni singolo esemplare. Gli animali sono poi stati immediatamente liberati nel loro sito di

provenienza.

I campioni di sangue sono stati conservati in EDTA (acido etilendiamminotetraacetico)
(0,1 M Tris, pH 7,4, 10% EDTA, 1% NaF, 0,1 thymol) e processati immediatamente, 0
conservati in etanolo e mantenuti a -20° C fino al momento del processamento (cf. Wink,
1998).

6.2.2 Estrazione ed amplificazione del DNA

Tutte le analisi sono state effettuate nel Laboratorio di Biologia Molecolare del
Senckenberg Naturhistorischer Sammlungen Dresden — Museum fuer Tierkunde, dall’equipe
del Prof. Uwe Fritz.

Il DNA genomico é stato estratto dai campioni di sangue dopo un incubazione a 37°C in
un buffer di lisi (10 mM Tris, pH 7,5, 25 mM EDTA, 75 mM NaCl, 1% SDS) con 1 mg di
proteasi K (Merck, Darmstadt), seguita da una estrazione standard con fenolo/cloroformio
(Sambrook et al. 1989). Il DNA e stato poi precipitato dal supernatante con 0.8 volumi di

isopropanolo freddo, centrifugato, lavato, asciugato e sospeso nuovamente in un buffer TE.

Sono stati amplificati quattro loci di microsatelliti isolati per Emys orbicularis da Pedall et

al. (2009) seguendo le stesse condizioni di amplificazione e genotyping.
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6.2.3 Analisi molecolari

La struttura di popolazione e stata investigata in via preliminare tramite analisi Bayesiana;
in tal modo si € valutato se i criteri soggettivi di assegnazione individuale di entita predefinite
sono coerenti con informazioni di carattere genetico che riflettono la storia filogeografica di
una specie animale, e quindi di studiare la struttura delle metapopolazioni di testuggine
palustre siciliana. Un approccio di questo tipo e importante perché le attribuzioni a priori
sulla provenienza degli individui di una popolazione o di un determinato gruppo in base a
caratteristiche geografiche, ecologiche o morfologiche non possono non corrispondere con
quelle derivanti dalle informazioni genetiche e quindi con la storia evolutiva di una specie.
Per fare questo abbiamo utilizzato un modello basato su analisi di cluster implementato
utilizzando STRUCTURE, un programma realizzato da Pritchard et al. (2000). Questo
software permette di identificare il numero di cluster genetici in cui si raggruppano gli
individui in base ai loro genotipi indipendentemente dalla loro origine geografica. In
particolare il software identifica il numero piu probabile di clusters genetici in base ad un
valore di probabilita. Questo metodo considera un insieme di genotipi individuali che si
assume abbia avuto origine da un numero sconosciuto di popolazioni “K”, o clusters, e
assegna probabilisticamente gli individui alle popolazioni sulla base dei loro genotipi, 0
congiuntamente a due o piu popolazioni se i loro genotipi indicano eventi di ibridizzazione.
Questo metodo consente di stabilire se il corredo genetico di ogni singolo individuo é tratto da
piu di una delle “K” popolazioni senza assumere a priori il numero di popolazioni in cui €

suddiviso il campione in esame.

Il metodo stima il numero piu appropriato (K) di popolazioni necessarie per interpretare la
diversita dei genotipi osservati. Questa é la probabilita a posteriori di K, o la probabilita di
osservare X genotipi dato un certo numero di popolazioni K, P (X | K). Il programma assegna
gli individui sulla base del loro genotipo e fornisce la proporzione del genoma di tartaruga
originato da una certa popolazione (cluster). Il numero di popolazioni con la massima
probabilita a posteriori viene identificato e la composizione proporzionale del genoma di ogni
tartaruga viene utilizzata per determinare la somiglianze o differenze tra luoghi di
campionamento. Il programma implementa una procedura bayesiana mediante una Catena di
Markov Monte Carlo (MCMC) ed ¢ stato inizialmente eseguito senza porre informazioni a
priori sul numero di popolazioni, usando un burning di 25.000 iterazioni per un numero
possibile di popolazioni da K = 1 a K = 15 usando 75.000 ripetizioni MCMC. Abbiamo
impostato 10 ripetizioni indipendenti per ogni K per verificare che il valore del logaritmo
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della probabilita dei dati, LnP (D), fosse coerente nelle 10 ripetizioni. Ripetizioni indipendenti

hanno prodotto valori di LnP (D) coerenti.

6.3. Risultati

L’analisi consiste di due fasi, allo scopo di stabilire 1) il numero di popolazioni piu
appropriato per interpretare data la probabilita a posteriori di K o la probabilita di osservare X
genotipi data una certa K), e 2) le modalita di raggruppamento dei genotipi individui nelle
diverse popolazioni o clusters una volta identificato il valore di K con la probabilita a
posteriori piu alta. L’analisi di struttura di popolazione ha rilevato un valore massimo di LnP
(D) per K = 1 per cui risulta evidente che il campione di Emys e costituito da una sola

popolazione.
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Figura 46 - Logaritmo naturale della probabilita dei dati, LnP(D), per un numero probabile di

popolazioni (K) compreso tra 1 e 15.

Abbiamo poi utilizzato K = 1 come informazione a priori sul numero di popolazioni
per calcolare la probabilita a posteriori di assegnazione dei singoli individui Ogni tartaruga

aveva il 100% del genoma assegnato al singolo cluster individuato dall’analisi, sostenendo
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I’assenza di  una forte struttura di popolazione in Sicilia (Figura 46a).
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Figura 46a. Proporzione del genoma di ognuna delle 53 testuggini analizzate appartenente al la
popolazione (cluster) con la piu alta probabilita a posteriori di spiegare i genotipi multilocus.
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Figura 46b. Proporzione del genoma di ognuna delle 53 testuggini analizzate di appartenenza alla

popolazione (cluster) con la piu alta probabilita a posteriori di spiegare i genotipi.

Informazioni a priori circa le aree geografiche di campionamento sono state
incorporate in un'ulteriore analisi utilizzando le stesse impostazioni di cui sopra, con una
probabilita a priori di un individuo di essere un migrante v = 0,025, un tasso di migrazione
relativamente basso. In questo caso il modello considera la possibilita di avere individui ibridi
e determina la proporzione g del genoma di ogni singolo individuo di provenire 0 meno da
una singola popolazione. | risultati sono identici a quelli che si trovano senza informazione
preventiva sui siti di campionamento (Figura 46b) e confermano lo scenario secondo il quale
le testuggini palustri siciliane appartengano ad una singola popolazione anziché provenire da
demi differenti.

68



6.4. Discussione

6.4.1 Struttura genetica popolazionale delle popolazioni siciliane

Seppur preliminare, il valore di K=1 potrebbe rispecchiare la reale struttura genetica di
popolazione di Emys trinacris considerando che la specie, nonostante soggetta ad isolamento
geografico causato dalla totale distruzione e frammentazione dell’habitat in cui vive, mostra
un’clevata tendenza allo spostamento specialmente nei maschi e nei sub adulti fenomeno
legato sia alla colonizzazione di nuove aree sia alla ricerca della femmina. D’altra parte
I’esasperato isolamento geografico attuale di alcune popolazioni potrebbe essere correlato ad
un isolamento genetico non evidenziato nei risultati riportati a causa dell’esiguo numero di
campioni finora analizzati, o essere frutto di una frammentazione ambientale molto recente,
che non ha ancora lasciato tracce leggibili con i marcatori utilizzati. A tal proposito riteniamo
utile fare riferimento anche a risultati preliminari di questo studio, che ritroviamo nell’ambito
di un lavoro finalizzato ad individuare le aree di “contatto secondario” tra le linee evolutive
europee delle testuggini del genere Emys (Pedall et al., 2010). In figura 47, con colorazione
marrone, si evidenziano tra gli altri, proporzioni di genoma di testuggini siciliane provenienti
da un laghetto naturale situato a circa 1400 m slm sui monti Nebrodi, in provincia di
Messina. Durante questi anni, si decise di campionare una tantum la popolazione di questo
laghetto, proprio perché, per la sua particolare localizzazione e altitudine, rappresentava la
possibilita concreta di un isolamento geografico e delle sue conseguenze. 1 risultati, evidenti
in figura 47 in marrone, sono in accordo con il nostro preliminare risultato, ovvero anche il
confronto con una popolazione estremamente isolata geograficamente (quella dei Nebrodi)

conferma I’omogeneita dei genotipi osservati.

Southern Italian contact zone hellenica trinacris
23 - Southem Apulia 24 - Adria North 26 - Sicily Nebrodi 27 - Sicily West

Figura 47 - Esiti delle analisi a livello individuale del mtDNA e dei barplots micro satellitari ricavati
dalle analisi effettuate con STRUCTURE. | colori rispecchiano quelli della figura 45 (Pedall et al.,
2010).
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7 - CONCLUSIONI

Quando ci siamo avventurati nel deserto di informazioni che riguardano la specie
Emys trinacris, recente endemismo siciliano e per questo ancora poco conosciuto, non
immaginavamo che i tasselli del nostro lavoro, inizialmente apparentemente scollegati tra di

loro, si sarebbero incastrati invece cosi saldamente.

L’analisi morfologica, da cui siamo partiti, ancora una volta ha messo in evidenza
tutto lo spettro di variabilita che troviamo nella congenerica orbicularis. In questo senso,
mentre due popolazioni studiate sono risultate sovrapponibili per pattern e dimensioni medie,
la terza, Mazara, si discosta completamente dalle altre due. La scelta dei tre siti, ha avuto
origine anche dal fatto che sembrava rappresentassero tre situazioni diverse per ubicazione e
per caratteristiche. Due aree protette con diversi problemi di pressione antropica e diverse
modalita di gestione ed un laghetto artificiale inserito in un puzzle di terreni variamente

coltivati.

Il valore di sex ratio emerso, evidentemente shilanciato verso il sesso maschile, appare
a nostro avviso dipendente dalla maggiore ampiezza di home range dei maschi della specie e

che possa essere quindi una sex ratio legata alla cattura.

A completare il quadro, I’incastro perfetto tra il dato matematico della minore taglia
degli individui appartenenti alla popolazione di Mazara del Vallo e il risultato dell’effetto
dell’accumulo di lantanidi nello scheletro di questi animali che, non solo ne inibirebbe la

crescita ma potrebbe anche portare alla morte gli stessi.

Per quanto riguarda la struttura genetica della popolazione Siciliana, I’applicazione del
programma STRUCTURE, ci ha permesso, seppur in maniera molto preliminare, considerato
purtroppo ’esiguo numero di campioni esaminati, di sostenere ad oggi che, le Emys siciliane
considerate in questo studio, rappresentino un'unica popolazione, ovvero che ogni singola
testuggine esaminata ha il 100% del genoma, assegnato ad un singolo cluster, individuato

dall’analisi e ci0 sostiene 1’assenza di una forte struttura di popolazione in Sicilia.

Probabilmente da uno studio basato su un numero di campioni maggiore, che peraltro
abbiamo gia collezionato e che sono in fase di analisi, si potranno avere informazioni

statisticamente rappresentative.
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