
 

   

 

ALLEGATO 1 

 

INDAGINE FILOGENETICA SU POPOLAZIONI DEL GAMBERO AUTOCTONO PRESENTI 
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L’introduzione di specie invasive, di ibridi artificiali o il traslocamento di individui da una 

popolazione all’altra, anche appartenenti allo stesso taxa ma soggetti a pressioni ambientali 

differenti, può avere un profondo impatto sull’integrità delle comunità native attraverso la  perdita 

degli adattamenti a condizioni locali (Allendorf et al., 2001; Randi, 2008).La mescolanza genetica e 

l’introgressione di alleli “alieni” possono manifestarsi con riduzioni della fitness e bruschi declini 

demografici (outbreeding depression, Templeton, 1986), fino  al rischio di estinzione delle 

popolazioni. La definizione del corretto inquadramento tassonomico e della distribuzione 

geografica delle linee genetiche presenti nelle diverse popolazioni appare perciò un prerequisito 

fondamentale per l’attuazione di adeguati piani di gestione e conservazione di specie selvatiche, 

soprattutto se soggette a minaccia di estinzione. (Moritz, 1994; Avise, 2000). 

Lo stato tassonomico (l’inquadramento sistematico) del gambero d’acqua dolce, Austropotamobius 

pallipes, nel corso delle ultime cinque decadi è stato soggetto a continue revisioni e ad un acceso 

dibattito per l’assenza di caratteri morfometrici distintivi (Ghia et al., 2006). Dati molecolari, basati 

su l’analisi di sequenza del gene mitocondriale 16S, hanno permesso di risolvere la complessa 

tassonomia di questo taxa suggerendone la suddivisione di in due differenti specie (Grandjean et al, 

2000,2002): A. pallipes, presente in Francia, Svizzera, Germania, Inghilterra e nell’Italia nord 

occidentale (Liguria e nel Piemonte orientale) e A.italicus (Faxon, 1914) distribuito in Italia, 

Dalmazia e nella penisola iberica (Fratini et al., 2005; Grandjean et al., 2000; Souty-Grosset et al., 

2006). Sono inoltre accettate 4 differenti sottospecie: A. i. carsicus (M. Karaman, 1962) A.i. 

carinthiacus (Albrecht, 1981), A.i.italicus (Faxon, 1914), A.i.meridionalis (Fratini et al., 2005). 

Questi dati hanno trovano conferma anche in studi condotti tramite l’analisi di sequenza del gene  

Citocromo Ossidasi I (COI mtDNA), un marcatore dotato di maggior variabilità genetica rispetto al 

16S (Trontelj et al 2005, Zaccara 2004, Zaccara et al. 2005, Pedraz-Lara et al., 2010). 
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Per quest’indagine sono stati genotippizzati 26 esemplari (tabella1) provenienti dai corsi d’acqua: 

torrente valle di Culigo(n=3), torrente valle Ibraula (n=4), torrente Cif (n=5), rio Madonna (n=4), 

torrente Gallavesa (n=3), rio di Cabenaglio (n=2), torrente Greghentino (n=5). Il campionamento, 

effettuato attraverso l’asportazione di un pereiopode, non ha previsto il sacrificio di alcun animale. I 

tessuti biologici sono stati forniti Laboratorio Acque Interne, Dipartimento di Scienze della Terra e 

dell’Ambiente dell’Università di Pavia. Lo studio genetico è stato effettuato attraverso l’analisi di 

sequenza di una porzione del DNA mitocondriale corrispondente all’intero gene Citocromo 

Ossidasi I (COI mtDNA). Per ogni individuo è stata ottenuta una sequenza di circa 1200 coppie di 

basi (bp) ricavata unendo il prodotto del sequenziamento di due ampliconi di regioni contigue 

(porzione 5’ COI mtDNA e 3’COI mtDNA). La regione 5’ è stata ottenuta disegnando una nuova 

coppia di primers (FC-5’COIF_TTTGGACTTGAGCTGGGATAG; FC-5’COIR_ 

AAATTATCCCTAATGTACCAAAAGC) 

tramite la quale è possibile ottenere frammenti di circa 760 bp mentre la regione contigua (a valle) è 

stata amplificata utilizzando i primers FC_COI3’FGCATCTGGATAATCAGAATACC - FC_COI3’R-

GCATTTGGCATGGTATCACA in grado di generare ampliconi di circa 630 bp. Entrambe le coppie di 

primers sono risultate funzionali sia per A.pallipes che per le diverse sottospecie di A.italicus. 

L’inquadramento sistematico di ogni esemplare analizzato è stato definito tramite la costruzione di 

una albero filogenetico applicando il software Paup 4.0 (Swofford 2002) e la procedura di 

neighbour-joining (NJ; Saitou & Nei 1987) . 

 Il set di dati includeva sequenze di riferimento relative ad esemplari di A.pallipes, A.i. carinthiacus 

A.i.carsicus e A.i.meridionalis ottenuti da precedenti campionamenti, il cui stato tassonomico era 

stato definito anche attraverso l’analisi di sequenze del gene 16S rRNA. 

 

ID Corso ID Campione aplotipo (n) Taxon

41 Madonna LC9, LC10, LC15, LC16 Ai14 (2); Ai23 (1); Ai66 (1) A.i.carsicus, A.i.carinthiacus 

44 Cif LC1, LC2, LC3, LC4, LC5 Ai15 (2); Ai28 (1); Ai29 (2) A.i.carsicus, A.i.carinthiacus 

43 Culigo LC6, LC7, LC8 Ai13 (2); Ai22 (1) A.i.carsicus

45 Ibraulia LC11, LC12, LC13, LC14 Ai29 (1); Ai31 (1); Ai32 (1); Ai33 (1) A.i.carsicus, A.i.carinthiacus 

75 Gallavesa LC17, LC18, LC19 Ai71 (3) A.i.carsicus

77 Cabenaglio LC20,LC21 Ai68 (1); Ai69 (1) A.i.carsicus

78 Greghentino LC22, LC23, LC24, LC25, LC26 Ai23(3); Ai70 (2) A.i.carsicus, A.i.carinthiacus  

Tabella 1 

L’allineamento di sequenze di 1173 coppie relative al gene COImtDNA ha portato 

all’identificazione di 15 aplotipi (Ai13ADN Ai14ADN Ai15ADN Ai22ADN Ai23ADN Ai28ADN 

Ai29ADN Ai31ADN Ai32ADN Ai33ADN Ai66ADN Ai68ADN Ai69ADN Ai70ADN Ai71ADN) cioè 15 
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differenti sequenze mitocondriali presenti in uno o in più dei 26 campioni provenienti dalla 

provincia di Lecco, definiti da 66 siti di mutazione.  

L’albero filogenetico (fig1) mostra come gli aplotipi identificati in questo studio tendano a 

distribuirsi  in due  principali raggruppamenti corrispondenti alle sottospecie A.i.carinthiacus (clado 

A-aplotipi; Ai23ADN-Ai28ADN-Ai29ADN) e A.i.carsicus (clado C-aplotipi; Ai13ADN-Ai14ADN-

Ai15ADN-Ai22ADN-Ai31ADN-Ai32ADN-Ai33ADN-Ai66ADN-Ai68ADN-Ai69ADN-Ai70ADN-

Ai71ADN), entrambi ben differenziati dai campioni di riferimento relativi ad esemplari di 

A.i.meridionalis (clado B) e A. pallipes. 
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Figura 1. Albero di Neighbour-joining (NJ) calcolato attraverso PAUP ottenuto dall’allineamento di sequenze di 1173 

coppie di basi del gene mitocondriale Citocromo Ossidasi I (COImtDNA). L’albero include sequenze di riferimento 

relative ad aplotipi di A.i.carinthiacus, A.i.carsicus e A.i.meridionalis. “Ai..ADN”, aplotipi identificati in questo studio. 

I numeri a livello dei nodi indicano i valori di confidenza per l’analisi di NJ  ottenuti attraverso il metodo di bootstrap  

(1000 repliche); valori inferiori a 50 vengono rigettati.  L’albero è stato radicato sequenze omologhe di A. pallipes  
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La distanza genetica media tra i due principali cluster è risultata del 5.5% in accordo con precedenti 

studi filogenetici relativi popolazioni naturali di Austropotamobius spp campionate all’interno del 

bacino idrografico del fiume Po (Zaccara 2004, Zaccara et al, 2005), dove era stata considerata  

però ad una porzione del gene COI di soli 454 coppie di basi. La divergenza nucleotidica media tra 

le due sottospecie e gli aplotipi di A. pallipes è risultata molto simile, oscillando tra  7.8.%  per A. i. 

carinthiacus  e il 8% per A. i. carsicus. La presenza in alcuni dei corsi d’acqua indagati di esemplari 

ascrivibili ad A.i.carinthiacus e A.i.carsicus sembra indicare come quest’ area di studio possa 

rappresentare una probabile  zona di contatto tra le due sottospecie.  
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