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RIASSUNTO

Salmo carpio & un endemismo del Lago di Garda, considerato dalla TUCN Red List taxon vulnerabile e come tale ad alto rischio di
estinzione in natura nel medio periodo. Se da una parte le forme legislative di tutela del carpione sono da molti considerate carenti e
lacunose, d’altra parte risulta difficile identificare un’unita di conservazione in tale taxon, il cui status di specie ¢ ad oggi oggetto di
discussione. I criteri di diversita comunemente utilizzati per la definizione di specie suggeriscono infatti, in questo taxon, evidenze
contrastanti. Le differenze ecologiche del carpione rispetto a S. frutta, in particolare il comportamento gregario, 1’alimentazione
planctofaga e soprattutto la biologia riproduttiva, permetterebbero di definire il carpione come buona specie, isolata da solide barriere
riproduttive dai fenotipi lacustri del complesso S. trutta, presenti in simpatria nel Garda. Sulla base dei caratteri morfologici, morfometrici
e meristici, risulta tuttavia difficile una chiara distinzione tra il carpione e le forme lacustri simpatriche di S. frutta. L’analisi della diversita
genetica, infine, ha portato differenti autori a formulare ipotesi estremamente diverse sull’origine del carpione e altrettanto diverse
conclusioni sull’effettiva validita di tale taxon come unita evolutiva.

L’analisi di sequenza dell’intera regione di controllo del DNA mitocondriale (mtDNA D-loop) su un numero relativamente elevato di
individui di carpione e di trote del Garda ci ha permesso di aumentare 1’informazione relativa alla diversita genetica del carpione e di
riconsiderare le ipotesi relative all’origine e alla filogenesi di questo taxon.

PAROLE CHIAVE: Salmo carpio / carpione del Garda / mtDNA D-loop / diversita genetica / analisi filogenetica / Salmo trutta m. lacustris /
Lago di Garda

The Garda Lake ‘carpione’ (Salmo carpio): genetic variability and phylogenetic relationships with the Salmo trutta complex
Salmo carpio is endemic to Garda Lake. It is classified by the IUCN Red List as a vulnerable taxon, i.e. facing a high risk of extinction in
the wild in the medium-term future. If, on the one hand, conservation guidelines for ‘carpione’ are by many considered to be deficient, on
the other hand, it is tricky to identify a conservation unit in such a taxon, whose species status is still debated. Diversity criteria
commonly used to define a species offer in this taxon contrasting hints. Ecological differences between S. carpio and S. trutta, especially
gregarious behaviour, planktonic diet and reproductive biology of the former, should allow to define this as a true species, isolated by
strong reproductive barriers from the lacustris phenotypes of the S. trutta complex, that are sympatric in the Garda Lake. However, S.
carpio and S. trutta morpha lacustris can be hardly distinguished by morphologic, morphometric and meristic traits. Finally, genetic
diversity analysis led different authors to postulate completely different hypotheses about the origin of carpione and to draw likewise
dissimilar conclusions about its ‘trueness’ as an evolutionary unit.

In the present study, genetic diversity of carpione was investigated by sequence analysis of the complete mitochondrial DNA control
region (mtDNA D-loop) on a relatively high number of S. carpio and S. trutta samples from the Garda Lake, prompting us to reconsider
the proposed hypotheses on the origin and the phylogeny of the taxon.

KEY WORDS: Salmo carpio / carpione / mtDNA D-loop / genetic diversity / phylogenetic analysis / Salmo trutta m. lacustris / Garda Lake

INTRODUZIONE

Salmo trutta ¢ un complesso di specie con ampia caratteri del ciclo biologico (BERNATCHEZ, 2001). Per
distribuzione in Europa, Nord Africa ed Asia Occiden- questi motivi, la sistematica e la tassonomia di S. trutta
tale. E costituito da un eterogeneo mosaico di forme sono a tutt’oggi incerte e continuo oggetto di discus-
fenotipiche, comprendenti distinte morphae geografi- sione (vedi review di KOTTELAT, 1997). In tale conte-

che e caratterizzate da una considerevole variabilita nei sto, ¢ sicuramente interessante il caso del carpione del
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Garda (S. carpio), descritto come endemismo del
Lago di Garda (GanpoLF1 et al., 1991) e considerato a
rischio di estinzione (IUCN, 2003), ma il cui status di
specie e addirittura di significativa unita evolutiva e
quindi di conservazione ¢ ad oggi dibattuto.
L’attenzione dedicata in passato allo studio del car-
pione del Garda ¢ stata limitata, ¢ le informazioni
scientifiche disponibili sono sicuramente insufficienti a
fornire un quadro esauriente della sua biologia, ecolo-
gia e genetica. Le principali differenze rilevabili tra
questo taxon e S. trutta, in particolare rispetto alla
morpha lacustris simpatrica nelle acque del Garda,
sono di tipo ecologico: il carpione vive alla profondita
di 100-200 m dove svolge attivita trofica mostrando
un comportamento di tipo gregario (GANDOLFI et al.,
1991); si nutre prevalentemente di zooplancton con
una dieta che varia stagionalmente (MELOTTO e ALES-
s10, 1990); ha un duplice periodo riproduttivo (dicem-
bre-gennaio e luglio-agosto) (ALEssIO ef al., 1990) o
secondo altri Autori un unico esteso periodo riprodut-
tivo (dall’inverno all’estate) (RaunNicH et al., 1990)
durante il quale avviene la deposizione, su fondali fino
a 200-300 m di profondita (MALEsaNI, 1973b). Tali
differenze garantirebbero I’isolamento riproduttivo da
S. trutta (GANDOLF!I et al., 1991). A livello morfologico
e meristico si riscontrano perd tra i due taxa solo
differenze limitate (MELOTTO e ALEssIO, 1990) e di
difficile utilizzo pratico per il riconoscimento: modeste
variazioni sono osservabili nei valori medi per molti
caratteri morfologici ¢ meristici (BEHNKE, 1972) ¢ la
livrea ¢ molto simile. (TorTONESE, 1970; MALESANI,
1973a; GANDOLFI ef al., 1991). L’unico carattere dia-
gnostico certo, e tuttavia di uso ovviamente limitato ad
alcune classi di eta, ¢ la dimensione massima raggiun-

gibile (MeLoTTO ¢ OppI, 1987; GANDOLFI et al., 1991).
A dimostrazione della difficolta e divergenza di opinio-
ni riguardo alla classificazione su base morfologica del
carpione, vanno ricordati i recenti dati di DELLING
(2002), che collocano il carpione piu vicino a S. salar
che a S. trutta.

Le analisi genetiche condotte da diversi Autori sul
genere Sa/mo hanno talvolta incluso, seppure in nume-
ro limitato, alcuni campioni di carpione (BERNATCHEZ
et al., 1992; GIUrrrA et al., 1994, 1996; PATARNELLO
et al., 1994; ANTUNES et al., 2002; PREsA et al., 2002).
A seconda dei marcatori molecolari analizzati in tali
studi, sono state formulate ipotesi diverse, talvolta
contrastanti, per spiegare la collocazione sistematica e
I’evoluzione di questo taxon (Tab. I). In linea generale,
il carpione, cosi come la morpha lacustris, non sareb-
be riconducibile in modo univoco ai gruppi aplotipici/
genotipici definiti per S. trutta su base genetica (ceppi
ATLANTICO, DANUBIANO, MEDITERRANEO, ADRIATICO €
MARMORATA) (BERNATCHEZ et al., 1992; BERNATCHEZ ¢
Osnov, 1995).

Il presente lavoro si propone di ampliare le informa-
zioni disponibili sulla variabilita genetica di S. carpio
per contribuire a chiarirne sia la posizione sistematica
che le relazioni evolutive. L’analisi si estende, per
confronto, al complesso S. trutta e, in particolare, a S.
t. trutta m. lacustris, da cui potrebbe essersi originato
il carpione in condizioni di simpatria (D’ANcoNA e
MErLo, 1959).

MATERIALI E METODI

Tra il 2002 e il 2003, sono stati campionati 38
esemplari di carpione, nel Lago di Garda, e 20 campio-
ni di S. trutta riconducibili sulla base del fenotipo alla

Tab. 1. Autori, numero di individui di carpione analizzati, marcatori utilizzati ¢ diverse ipotesi formulate sull’origine del carpione del

Garda.

Autori N Marcatori

Ipotesi formulate

BerNaTcHEZ et al., 1992 8; 16

e GIUFFRA et al., 1994

mtDNA D-loop (5” ¢ 3),
Cyt b e ATPase sub.VI

semplice morfotipo di origine recente e polifiletica.

PatARNELLO et al., 1994 3 mtDNA Cytb e rDNA 16S

nessuna significativa diversita rispetto a S. trutta.

GIUFFRA et al., 1996 15 47 loci enzimatici (20 enzimi)

di cui 24 polimorfici

posizione filogenetica diversa a seconda del metodo di analisi adottato:
Hpl: ibrido tra S. marmoratus e S. t. fario; Hp2: S. carpio e S. t.
lacustris sono 2 fenotipi di una stessa popolazione.

PrEsA et al., 2002 1* rDNA ITS1

sequenza rMEI identica ad alcuni campioni spagnoli (per i quali
non si conosce 1’aplotipo mitocondriale) appartenente a un gruppo
mediterraneo (rME).

ANTUNES et al., 2002 2 TF (transferrin) (precedente

-mente analizzato con allozimi)

S. carpio sarebbe originato per ibridazione introgressiva da S. 7.
marmoratus ma con un recente flusso genico tra il Lago di Garda e il
Kodori River (Black Sea).

* il nome S. carpio non viene menzionato e si fa invece riferimento a S. trutta, popolazione Garda, con aplotipo MtDNA AD-MA-ME

precedentemente analizzato da BERNATCHEZ et al., 1992.
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morpha lacustris, in parte nel Lago di Garda ¢ in parte
alla foce del fiume Sarca. Per ciascuno dei campioni,
una porzione di tessuto ¢ stata prelevata dalla pinna
caudale e preservata in alcool etilico 96 % a 4 °C. Il
DNA totale ¢ stato isolato mediante il protocollo di
estrazione messo a punto da ALJANABI € MARTINEZ
(1997), seguito da trattamento con RNAase A (0,01
ng/ul).

Per ogni individuo, 1 uL di estratto ¢ stato utilizzato
come template per la reazione di amplificazione della
regione di controllo (D-loop) del mtDNA. utilizzando i
primer LN20 (5’-ACCACTAGCACCCAAAGCTA-3’)
e HN20 (5’-GTGTTATGCTTTAGTTAAGC-3") (Sua-
REz et al., 2001). La PCR ¢ stata condotta su un
thermal cycler GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems), secondo le condizioni di reazione indica-
te da SUAREZ ef al. (2001), sia nel profilo termico che
nelle concentrazioni della miscela di reazione (volume
totale di 12 pL).

Due aliquote degli amplificati, purificati mediante
reazione enzimatica EXO-SAP (http://bmr.cribi.unipd.it/
bmr _ita/dna.html), sono state sequenziate utilizzando
3,2 pmol dei due primer (LN20 e HN20) gia utilizzati in
PCR, al fine di ottenere la lettura della sequenza su
entrambi i filamenti della regione amplificata. La rea-
zione di sequenziamento ¢ stata effettuata presso il
Servizio di Sequenziamento di DNA del CRIBI - Uni-
versita di Padova, utilizzando il kit di reazione Big Dye
terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosy-
stems), secondo i protocolli suggeriti dal produttore.
La corsa di sequenziamento ¢ stata operata su sequen-
ziatore automatico ABI PRISM 3100 a 16 capillari o
ABI PRISM 3730XL a 96 capillari (Applied Biosy-
stems).

Le sequenze ottenute per i due filamenti di ciascun
individuo sono state unite ad ottenere una unica se-
quenza corrispondente all’intera lunghezza del fram-
mento amplificato. Le sequenze cosi ottenute per tutti
gliindividui sono state allineate utilizzando CLUSTAL
X (THOMPSON et al., 1997).

L’analisi filogenetica ¢ stata compiuta utilizzando il
software PAUP* 4.0b10 (Sworrorp, 2003), con i
criteri di Massima Parsimonia (MP), di Distanza se-
condo I’algoritmo di Neighbor Joining (NJ) ¢ di Maxi-
mum Likelihood (ML), a partire dall’allineamento com-
pleto o da una selezione delle sequenze comprendente
tutti gli aplotipi individuati nel presente studio ed altri
aplotipi rinvenuti, in letteratura, in S. trutta.

L’analisi di MP ¢ stata condotta considerando i gap
(inserzioni/delezioni) come un quinto stato nucleotidi-
co, mentre nei metodi di NJ e ML 1 modelli evolutivi
significativamente piu adatti ai dati, secondo un test
gerarchico di Likelihood Ratio (hierarchical Likelihood
Ratio Test - hLRT) o secondo il Criterio Informativo

di Akaike (Akaike Information Criterion - AIC) sono
stati scelti utilizzando il programma MODELTEST
(Posapa e CRANDALL, 1998) e impostati in PAUP*. |
livelli di confidenza della topologia degli alberi filogene-
tici cosi ottenuti sono stati stimati mediante tecnica di
Bootstrap, su 1000 repliche, e utilizzando gli stessi
criteri impostati per la costruzione degli alberi.

Mutazioni ricorrenti alle stesse posizioni nucleotidi-
che (omoplasia) non sono rare nella regione ipervaria-
bile del mtDNA e, a fronte di ci0, la ricostruzione di un
albero evolutivo secondo i criteri e le assunzioni dei
metodi tradizionali di analisi filogenetica ¢ spesso im-
possibile. Per questa ragione i dati sono stati ulterior-
mente analizzati con TCS (CLEMENT ef al., 2000), che,
secondo un metodo statistico di parsimonia (TEMPLE-
TON et al., 1992), consente di rappresentare differenti
possibili alberi in un singolo network filogenetico,
permettendo cosi di individuare le aree di ambiguita,
dovute a omoplasia, in forma di “loop” (VERNESI ef al.,
2002).

RISULTATI

11 sequenziamento effettuato con i due primer LN20
¢ HN20 ha permesso di ottenere sequenze di lunghezza
di circa 540 e 430 pb rispettivamente. Per entrambi i
filamenti, la qualita del segnale di sequenza ¢ risultata
nettamente peggiorata e difficilmente interpretabile a
valle di una regione poli-T (poli-A in reverse). La
sovrapposizione delle due sequenze per questa regione
ha tuttavia consentito di ottenere una sequenza di
buona qualita per ’intera lunghezza dell’amplificato.

L’allineamento delle sequenze cosi ottenute per i
campioni analizzati ¢ risultato di lunghezza pari a 960
pb, con 16 posizioni nucleotidiche polimorfiche, di cui
3 non informative e 13 informative secondo il criterio
di parsimonia.

Sono stati individuati 4 aplotipi per S. carpio (car-
piol, 2, 3 e carpio4) e 8 per S. trutta m. lacustris
(lacustris1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e lacustris8). Un aplotipo ¢
condiviso tra i due taxa (carpio4 = lacustris7). In
tabella II sono riportate le frequenze relative alla zona
di campionamento e le frequenze totali di ciascun
aplotipo per i due taxa.

I test statistici hLRT e AIC hanno individuato ri-
spettivamente come piu adatti ai dati il modello di
Hasegawa-Kishino-Yano (HKY, frequenze nucleotidi-
che variabili e tassi di transizione e transversione diver-
si) (HAsEGAwA ef al., 1985), unitamente a una varia-
zione dei tassi di mutazione tra diverse regioni della
sequenza secondo una distribuzione gamma (G) e ad
una frazione di siti invariabili (I), e il modello di Tamu-
ra-Nei (TrN, frequenze nucleotidiche variabili, tasso di
transversione costante e tassi di transizione variabili)
(Tamura e NEr1, 1993), unitamente a una frazione di siti
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invariabili (T).

La topologia degli alberi ottenuti dalle analisi MP,
ML-HKY+I+G ¢ ML-TrN+I ¢ identica (Fig. 1). Tutti
gli aplotipi di carpione sono all’interno di un unico
cluster, supportato da elevati valori di Bootstrap, costi-
tuito da due gruppi principali, anch’essi ben supporta-
ti. Entro uno di questi si trova anche I’aplotipo lacu-
stris7, identico all’aplotipo carpio4, ¢ quindi come
atteso associato a questo. L aplotipo lacustris5 risulta
basale rispetto al gruppo del carpione ed ¢ significati-
vamente separato da tutti i rimanenti aplotipi di lacu-
stre. I rapporti tra questi ultimi risultano poco risolti,
eccetto che per il cluster formato da lacustris2 e

Tab. II. Frequenze degli aplotipi rinvenuti in S. carpio e in S. .
trutta m. lacustris: f Garda = frequenze relative, per taxon, nel
Lago di Garda; f Sarca = frequenze relative, per taxon, nel fiume
Sarca; fTot = frequenza totale, per taxon; - = frequenze nulle; * =
aplotipi rappresentati da un unico esemplare.

Aplotipo f Garda f Sarca fTot
carpiol 0,132 - 0,132
carpio2 0,737 - 0,737
carpio3 0,105 - 0,105
carpio4* 0,026 - 0,026
lacustris1 0,125 0,250 0,200
lacustris2 0,125 0,250 0,200
lacustris3 0,250 0,083 0,150
lacustris4 0,250 0,250 0,250
lacustris5* 0,125 - 0,050
lacustris6* 0,125 - 0,050
lacustris7* - 0,083 0,050
lacustris®&* - 0,083 0,050
—lacustris6
lacustris3
| lacustris4

lacustris1

m|laislnsl

63.5 lacustrisg
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Fig. 1. Albero (MP) senza radice rappresentante le relazioni
filogenetiche tra gli aplotipi rinvenuti in S. carpio e in S. trutta m.
lacustris. 1 valori di bootstrap superiori a 50 sono riportati al di
sopra (MP) e al di sotto (ML HKY+I+G e ML TrN+I) di ciascun
nodo.

lacustris8.

Le analisi NJ basate sull’utilizzo dei due diversi
modelli evolutivi selezionati ha fornito due alberi con-
senso con topologie differenti a seconda del modello
esplicitato (alberi non mostrati), ed entrambe molto
simili alla topologia ottenuta con gli altri metodi di
analisi.

11 confronto con le sequenze della D-loop del com-
plesso S. trutta presenti in GenBank ha permesso di
evidenziare come alcuni degli aplotipi trovati nel pre-
sente studio non fossero stati precedentemente indivi-
duati (carpiol, carpio3 e lacustris5) o fossero corri-
spondenti, per la parte comune, a sequenze piu brevi
(carpio4 = lacustris7, lacustris6 e lacustris8).

Mentre un confronto con i metodi tradizionali di
analisi filogenetica tra le sequenze ottenute in questo
studio e quelle presenti in Genbank ha fornito solamen-
te alberi la cui topologia risulta poco supportata per i
bassissimi valori di bootstrap, la rappresentazione dei
dati in forma di network ha permesso di porre in
relazione gli individui qui analizzati con le 5 linee di
aplotipi mitocondriali ipotizzate in letteratura per S.
trutta (Fig. 2).

DISCUSSIONE
L’analisi di un numero di campioni superiore ad
ogni altro studio precedente, per I’intera lunghezza
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Fig. 2. Network rappresentante le relazioni filogenetiche tra gli
aplotipi rinvenuti in S. carpio e in S. trutta m. lacustris. L’aplotipo
entro il rettangolo rappresenta 1’origine piu probabile; la
dimensione delle ellissi ¢ proporzionale al numero di individui
aventi i diversi aplotipi.
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della regione D-loop del mtDNA, ha confermato solo
in parte quanto ipotizzato sulla base dei precedenti
studi. In S. carpio ¢ possibile riconoscere sia aplotipi
considerati propri della linea ADRIATICA, piu frequenti,
che altri tipici della linea MARMORATA. Entro ogni linea
si trovano due aplotipi distinti ed uno dei quattro,
carpiol, prossimo al gruppo ADRIATICO, € stato qui
descritto per la prima volta.

Lapresenza delle due linee sarebbe spiegabile ipotiz-
zando un’origine di S. carpio per introgressione, in
epoca recente, nel Lago di Garda. E infatti probabile
che ripetuti contatti secondari si siano verificati tra le
diverse linee nei periodi interglaciali e che queste abbia-
no dato origine a popolazioni ibride (BERNATCHEZ, 2001).
Il carpione potrebbe essersi originato da una delle
popolazione ibride, rimasta isolata nel Lago di Garda
che, come si ipotizza per il bacino del Po, potrebbe
aver quindi rappresentato una zona di contatto secon-
dario tra le due linee ADRIATICA € MARMORATA. In
generale, la regione Mediterranea-Adriatica contiene la
piu ricca risorsa di specie endemiche di salmonidi,
probabilmente a seguito della storia evolutiva dei taxa
associata agli eventi di glaciazione del Pleistocene.
Cosi come ipotizzato per le forme endemiche Sal-
mothymus obtusirostris, (SNoy et al., 2002) e Salmo
(Platisalmo) platycephalus (SusNIK et al., 2004), an-
che nel caso del carpione, 1’origine recente spieghe-
rebbe ’assenza di una sostanziale differenziazione ge-
netica da S. trutta. Tale interpretazione non ¢ in con-
trasto con I’ipotesi che tali linee costituiscano degli
adattamenti locali ossia linee evolutive a sé stanti e
come tali degne di conservazione.

I diversi aplotipi individuati in S. ¢. trutta m. lacu-
stris appartengono per la maggior parte alla linea AT-
LANTICA. Questo dato ¢ quasi sicuramente il risultato di
immissioni di materiale alloctono a scopo di ripopola-
mento e puo sicuramente essere di supporto alla futura
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