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SEZIONE II1
(Botanica, zoologia, fisiologia e patologia)

Genetica. — Differenziazione biochimica e variabilita genetica in
due popolazioni simpatriche di Apodemus sylvaticus (L., 1758) e
Apodemus flavicollis (Melchior, 1834) (Rodentia, Muridac). Nota di
Gi1usepPPE ‘NascerTi®, Lamsrerto T1zi®™ e Luciano BurLrLini®,
presentata ¢ dal Socio G. MONTALENTI. |

SUMMARY. — The taxonomic status, the possible hybridization in nature and the
genetic variability of A4 podemus sylvaticus and A. flavicollis has been investigated using the
electrophoretic analysis of 30 enzyme loci in field populations of both species, living
sympatrically in the Tolfa hills (North-West of Rome).

The results obtained show:

1) A. sylvaticus and A. flavicollis are reproductively isolated and genetically well-
dlfferentlated species, easily and surely identifiable by electrophoresis;

2) in the area studied four enzyme loci (Ldh-1, Me-1, 7po-1 and oc—Gpa%) are
diagnostic between 4. sylvaticus and A. flavicollis, while three others (/dh-1, 6-Pgdh and
Est—2) are partially discriminating as the common alleles are different in the two species;

3) average genetic distance (D) between the populations of 4. sylvaticus and
A. flavicollis studied is 0.2029 (/= 0.8163);

4) the mean heterozygosity per locus observed was 0.035 in A. sylvaticus and
0.020 in A. favicollis;

5) no hybrids were observed in the area studied and habitat isolation appears to
be an important factor in reproductive isolation;

6) the occurrence of introgression in the area studied cannot be completely excluded
on the basis of the electrophoretic data;

7) comparison of 4. flavicollis from the Tolfa hills with populations of the same
species from the Western Alps and Central Apennines North of Tolfa showed considerable
genetic differences, confirming the existence of distinct subspecies of 4. favicollis in Italy.

INTRODUZIONE

Lo status tassonomico, la possibilita di ibridazione in natura e la varia-
bilita genetica delle due forme di Apodemus: sylvaticus e flavicollis sono da
molto tempo oggetto di discussioni. Cosi vari autori hanno considerato fa-
vicollis una semplice varietd o una razza geografica di 4. syfvaticus (per esempio
Barret-Hamilton [3]; Schaffer [18]; Didier e Rode [9]), mentre altri (Miller
[12]; Zimmermann [23]; Stein [20]; Ellermann e Morrison-Scott [10], ecc.)
le ritengono specie- distinte. In particolare Engel ¢ a/. [11], confrontando
i patterns elettroforetici di 33 proteine in individui di 4. sylvaticus e A.
Jlavicollis provenienti dai dintorni di Friburgo (Germania), trovano che ben
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12 di queste (LDH B, LDH X, SDH, ADH, 3 3~-OHSD, «~GPDH, S-NADP-
MDH, S-NADP-IDH, IPO-B, PGM, Hexose-6 PD e Albumina) diffe-
riscono nelle due specie. L'ibridazione tra le due entith e la presenza
di fenomeni di introgressione sono stati ammessi da Saint-Girons [16],
Botschafter [4], Amtmann [1] e altri autori. Witte [22], ad esempio, con-
sidera la sottospecie A. flavicollis geminae Lehmann, 1961 del Gargano
come costituita da individui di 4. sylvaticus di origine ibrida. Altri autori, al
contrario, negano la possibilita stessa dell'ibridazione (Day [7]; Engel et al.
[11]; Debrot e Mermod [8]). Infine la variabilitd degli A podemus, sia a livello
intrapopolazionale che interpopolazionale, & tanto notevole che né la morfo-
logia esterna, né quella dello scheletro, n¢ I'analisi biometrica sembrano per-
mettere la discriminazione delle due specie con sufficiente attendibilitd. Anche
la morfologia dentaria, che secondo Pasquier [14] fornirebbe i caratteri pil
validi per l'analisi tassonomica, non consente la sicura attribuzione di tutti
gli individui all'una o all’altra delle due specie.

Noi abbiamo voluto affrontare i problemi dello status tassonomico, del-
I'ibridazione in natura e della variabilita genetica degli A podemus mediante
lo studio elettroforetico di sistemi gene—enzima, un approccio che negli ultimi
anni ha portato a risultati di estremo interesse per la comprensione dei processi
microevolutivi.

Ci siamo in particolare proposti:

1) di ricercare eventuali caratteri che consentissero una sicura attri-
buzione di tutti gli individui all'una o all’altra delle due entita; in altre parole
di identificare un certo numero di loci che presentassero nelle due entiti alleli
diversi, elettroforeticamente riconoscibili;

2) di valutare quantitativamente, mediante metodiche statistiche appro-
priate, la divergenza genetica esistente tra le due entitd;

3) di evidenziare eventuali casi di ibridazione naturale tra le due entita,
nonche la presenza di fenomeni di introgressione, pill volte ipotizzati da vari
autorif

4) di studiare la variabilita genetica a livello intrapopolazionale nelle
due entitd e di quantitizzarla mediante: &) la stima della percentuale di loci
strutturali elettroforeticamente polimorfici; &) la stima del tasso di eterozigosi
media per locus.

Le ricerche sono state condotte in un’area dell’Antiappennino laziale, il
comprensorio Tolfetano—Cerite, in cui Apodemus sylvaticus e A. flavicollis
sono entrambi presenti in situazione di apparente simpatria (Contoli [6],
Recco ez al. [15]).

: MATERIALE E METODI
a) Materiale

Il materiale studiato (62 individui, di cui 32 attribuibili in base alla
morfologia e allo studio elettroforetico a A. sylvaticus e 30 ad A. favicol-
/is) & stato catturato in varie stazioni del comprensorio Tolfetano—Cerite con
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trappole a scatto tipo Havahart e trappole a bilanciere. La maggior parte
delle stazioni di raccolta era compresa nel comune di Allumiere. Le catture
sono state effettuate in ambienti diversi: aree boscose (boschi di faggio, quer-
cia, castagno, sia ad alto fusto che ceduo), aree cespugliose, prevalentemente
a macchia mediterranea e, infine, campi coltivati e no.

Tutti gli individui dopo lo studio elettroforetico sono stati conservati
per ulteriori indagini morfologiche e biometriche. |

b) Zecniche elettroforetiche

Le ricerche sui sistemi gene—enzima sono state condotte mediante elet-
troforesi su gel d’amido. Sono stati studiati i seguenti enzimi: esterasi (EST),
adenosindeaminasi (ADA), aldolasi (ALDO), a-glicerofosfato deidrogenasi
(x-GPDH), isocitrico deidrogenasi (IDH), ottanolo deidrogenasi (ODH),
6-fosfo—gluconato deidrogenasi (6-PGDH), glucosio—6—fosfato deidrogenasi
(G-6-PDH), sorbitolo deidrogenasi (SDH), gliceraldeide~3—fosfato deidroge-
nasi (G—3—PDH), xantino deidrogenasi (XDH), malato deidrogenasi (MDH),
lattato deidrogenasi (LDH), fosfoglucomutasi (PGM), adenilatochinasi (ADK),
esochinasi (HK), fruttochinasi (FK), fosfoesosoisomerasi (PHI), triosofosfoi-
somerasi (TPI), mannosio fosfatoisomerasi (MPI), glutammato ossalacetico
transaminasi (GOT), enzima malico (ME) e indofenolo ossidasi (IPO).

Le tecniche impiegate sono, con piccole modifiche, quelle descritte da
Shaw e Koen [19], Brewer [5], Selander ez a/. [17] e Ayala ez al. [2].

L'indagine elettroforetica & stata condotta su porzioni di tessuto muscolare
omogenate meccanicamente in soluzione tampone.

I loci enzimatici analizzati sono stati i seguenti: Est—1, Est—2, Ada,
Aldo, o~Gpdh, I1dh—1, Idh-2, Odh, 6-Pgdh, G-6-pdh, Sdh, G-3-pdh, Xdh,
Mdh-1, Mdh—=2, Ldh—1, Ldh—2, Pgm, Adk, Hk, Fk, Phi, Tpi, Mpi, Got-1,
Got—2, Me—1, Me—2, [po—1 e Ipo—2.

Lo studio della distanza genetica & stato condotto utilizzando il metodo
proposto dal Nei [13].

RISULTATI E CONCLUSIONI

Lo studio elettroforetico dei trenta loci enzimatici sopra elencati ha
mostrato senza possibilita di dubbio che A. sylvaticus e A. flavicollis sono
due specie ben distinte. Nonostante la situazione di simpatria, propria
dell’area studiata, quattro loci (LdA-1, Me—1, [po—1 € o—Gpdk) sono risul-
tati diagnostici, presentando nelle due specie alleli diversi, elettroforetica-
mente riconoscibili. Altri tre loci (/dh—1, 6-Pgdk e Est—2) risultano parzial-
mente discriminanti, almeno nell’area studiata, essendo gli alleli piti comuni
diversi nelle due specie. La distanza genetica (D) tra le due specie, calcolata
sui campioni raccolti nel comprensorio Tolfetano—Cerite per i trenta loci studiati,
& risultata di 0,2029 (/ = 0,8163). Valori del tutto simili sono stati recentemente
osservati da Zimmermann ef a/. [24] tra specie ben differenziate di roditori
del genere Peromyscus.
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Nessun ibrido & stato osservato tra i sessantadue individui studiati. La pre-
senza di fenomeni di introgressione tra le due specie non puo, tuttavia, essere
completamente esclusa. Un esemplare di 4. flavicollzs &, ad esempio, risultato
eterozigote [dh-1'[1dA—1"%, mentre tutti gli altri sono risultati omozigoti
Idh—11%]1d/—14% (al contrario tutti gli 4. sylvaticus sono risultati omozigoti
Idh~1'Idh-1%). Lo stesso individuo & risultato omozigote 6-Pgdk'/6—Pgdh',
allele relativamente raro in 4. flavicollis, mentre la sua frequenza & superiore
al 95 % in 4. sylvaticus. Tuttavia se l'ibridazione in natura tra A. sylvaticus
e A. flavicollis si realizza (e questo punto potrd essere chiarito solo da ulteriori
indagini condotte sia in laboratorio che sul campo utilizzando le tecniche
elettroforetiche di studio dei sistemi gene-enzima), deve trattarsi di un feno-
meno del tutto eccezionale, Abbiamo, infatti, potuto mettere in evidenza
I'esistenza di un’efficace barriera di isolamento riproduttivo pre—copula di
tipo ecologico (habitat isolation). Le due specie, infatti, pur essendo presenti
anche a distanze molto ravvicinate (spesso non pit di 100-200 metri)
mostrano di preferire habitat nettamente differenziati: nei boschi ceduati,
nelle zone cespugliose e nei campi si trova A. sylvaticus, mentre A. flavi-
collis risulta limitato ai boschi folti e ad alto fusto. Questi dati confermano
precedenti osservazioni di Zimmermann [23] secondo cui 4. sylaticus
sarebbe proprio dei campi e in generale dei luoghi aperti, mentre 4. favi-
collis risulterebbe legato ai boschi.

Lo studio della variabilit genetica delle due popolazioni di A. sylvaticus e
A. flavicollis ha mostrato: @) che i loci polimorfici sono 7 su 30 sia in 4. sy/-
vaticus (Mpi, Ada, o~Gpdh, Est—2, Pgm, Tpi e 6-Pgdh), sia in A. flavi-
collis (Mpi, Est-1, Pgm, Idh-1, Ldh-1, Ldh—-2 e 6-Pgdh); ) che 'eterozigosi
media osservata per locus & 0,035 in 4. sylvaticus e 0,020 in A. flavicollis.

Va, inoltre, segnalato che una subpopolazione di 4. sylvaticus presente
in localita La Castellina (Allumiere) & risultata sensibilmente differenziata
dalle altre per le frequenze alleliche di due loci: a-Gpdh e Tpi.

Va, infine, ricordato che il confronto tra la popolazione di 4. favicollis
dei monti della Tolfa con individui provenienti da altre regioni (Alpi occiden-
tali, Appennino marchigiano), pur confermando i dati sopra riportati sul
differenziamento di questa specie da A. sylvaticus, ha mostrato l'esistenza di
un notevole differenziamento genetico a livello intraspecifico, che confermerebbe
I'esistenza in Italia di pili sottospecie di 4. favicollss.
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