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1.INTRODUZIONE

1.1. Ecologia delThunnusthynnus e problematiche relative alla

sua conservazione

Il tonno rosso Thunnus thynnus, in ingleseAtlantic Bluefin tuna) e il piu grande tra le specie
della famiglia degli Scombridi ed uno dei grandegmatori dell’ecosistema pelagicd.
thynnus possiede adattamenti morfo-fisiologici altamentecgdizzati che gli consentono di
sfruttare un ampio range di habitat pelagici, dalmue tropicali a quelle sub-artiche
dell’oceano Atlantico. La specie presenta un’angsribuzione nell’Atlantico settentrionale

e centrale (Figura 1). E' una specie altamente atogia e sono state ampiamente
documentate traversate transatlantiche (Beick. 2005,Fromentin and Powers 2005,Rooker
et al. 2008). Questi spostamenti degli individui su urpgnscala spaziale tra le zone di
riproduzione e quelle di alimentazione determinanincoerenza tra limiti delle popolazioni
biologiche e limiti di definizione degli stock (&de unita funzionali di gestione della pesca).
Per questo una cooperazione internazionale codeadibasata sull’acquisizione di dati
scientifici e che mira ad una gestione ecocompgatiella risorsa € necessaria per la gestione
effettiva del Thunnus thynnus e in generale delle specie di pesci grandi migrato
particolare, le decisioni gestionali adottate salasspaziale e temporale ampie dipendono in
modo rilevante dall’acquisizione di conoscenze tiada alla dinamica e alla storia
demografica delle popolazioni e alla identificagodi unita biologiche indipendenti (le

popolazioni in senso strettamente biologico) a¥mo delle unita di gestione o stock.

Attualmente per il tonno rosso si riconoscono daeezprincipali di riproduzione: il mar

Mediterraneo per lo stock orientale ed il Golfo t#ssico per lo stock occidentale (Figura
1). Sebbene siano state descritte migrazioni ttemgehe, gli esperimenti condotti con

marcature elettroniche degli individui hanno rivelain alto grado di fedelta alle zone di
nascita e questo ha portato la Commissione Intemale per la Conservazione del Tonno
Atlantico (ICCAT) ad identificare due stock (oriale ed occidentale) i quali vengono
considerati per la valutazione dei parametri biolegici e demografici indipendenti.

L’elevato numero di individui che dopo aver visitd aree di alimentazione ritorna alle zone
di riproduzione e la presenza di un lieve ma sigativo differenziamento genetico (per una
revisione dei contributi scientifici relativi vediromentin and Powers 2005; Rooletral.

2007) rappresentano prove coerenti a favore déipendenza dei due stock.



Figura 1. Distribuzione spaziale del tonno rosso (area igigr e principali rotte migratorie
(frecce nere) sono state dedotte sia da dati diapsterici e attuali che da informazioni ottenute
da tag elettroniche e tradizionali. La linea vetéctratteggiata rappresenta la delimitazione
dello stock nelle due unita correnti di gestiondl'l@CAT. | siti di riproduzione (aree
punteggiate grigie) sono localizzate nel mar Medirgeo e nel Golfo del Messico (Fromentin
and Powers 2005).

Tuttavia, recenti studi basati sull’analisi dellargosizione di microelementi negli otoliti di
individui dei due stock hanno definito che una @asignificativa degli individui di tonno
rosso pescati nelle zone di alimentazione dellgecasnericane e formata da individui

verosimilmente nati nel Mediterraneo (Rookeal. 2008; Figura 2).

Figura 2.
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La controversia sull'indipendenza delle popolazidei due stock € di particolare interesse
per la gestione in ragione delle rilevanti differerdemografiche e riproduttive che mostrano.
Infatti la biomassa riproduttiva dello stock occitlde € assai minore ed e drasticamente
crollata negli ultimi decenni nonostante le sevesgtrizioni alla pesca applicate su questo
stock da oltre 20 anni. Al contrario, lo stock atee € significativamente piu grande e piu
stabile, anche se le numerose incertezze sulléestethé di pesca del tonno rosso nel
Mediterraneo alimentano fortemente il dibattitolesutondizioni di questo stock (ICCAT
2007).

Nell'ultimo decennio, i ricercatori hanno contribmiin modo significativo alle conoscenze
dei tratti bio-ecologici e demografici del tonnosso relativamente ad entrambi gli stock
arrivando in particolare ad acquisire dati perttheni parametri biologici di base (come eta
di maturita, fecondita, alimentazione, crescitagdivRookeret al. 2007 e lavori citati) che
sono determinanti per la valutazione delle condizth uno stock. Avanzamenti significativi
delle conoscenze sono stati acquisiti anche grafepplicazione di tecnologie innovative
per lo studio delle popolazioni, come I'analisi ldestruttura genetica con loci marcatori
ipervariabili o microsatelliti o, come illustrata precedenza, I'analisi della composizione di
microelementi (microchimica) degli otoliti. Lo $wppo tecnologico offre quindi nuove
prospettive per lo studio dell’'ecologia e dell’avoibne delle popolazioni di. thynnus.

1.1.1. Bio-ecologia

La riproduzione del tonno rosso nelle due aree {ddedneo e Golfo del Messico) appare
fortemente correlata alle specifiche condizioni ave®grafiche che rappresentano un
compromesso tra le necessita delle larve e ledaiani fisiologiche degli adulti. Il periodo di
riproduzione sembra essere legato prevalentemdatéemperatura superficiale dell’acqua.
Poiché la temperatura dell’acqua nel Golfo del Messupera i 24° C (soglia stimata per la
riproduzione) ad inizio primavera, in questa arethynnus inizia I'accoppiamento in anticipo

rispetto al Mediterraneo (aprile nel Golfo del Messmaggio nel Mediterraneo).

Nel Mediterraneo le larve di tonno rosso sono présgressoché in tutto il bacino, ad
eccezione del mar Ligure, nord Adriatico e mareAthoran. Tuttavia, in ragione di una
maggiore frequenza di rinvenimento delle larve csstate identificate delle principali zone di
riproduzione (spawning areas) corrispondenti atigua del canale di Sicilia (vicino Capo
Passero e canale di Malta) all’arcipelago delleeBal(canale di Maiorca e a sud di Minorca,

Figura 3).
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Figura 3. Distribuzione delle larve di tonno rosso delbatico (Thunnus thynnus) nel Golfo del
Messico e nel mar Mediterraneo ottenuta dallarksiiea (Nishidaet al. 1998,Garciat al. 2003,0ray
and Karakulak 2005) e da dati non pubblicati (&EAMAP) forniti da S. Turner e W. Richards. |
cerchi piccoli rappresentano catture di 1-4 laogelli medi 5-10 larve, i cerchi piu larghi 10 aipi
larve. (Rookeet al. 2007).

Inoltre, studi recenti hanno indicato la presedzaina ulteriore area di riproduzione nel
Mediterraneo orientale, corrispondente alle acqueoal di Cipro (lungo le coste della
Turchia; (Oray and Karakulak 2005). Il periodo dceppiamento stimato, basandosi sulla
condizione delle gonadi, avviene tra maggio e giugel Mediterraneo orientale e tra giugno
e luglio nel Mediterraneo centro-occidentale. Anahguesto caso le differenze nel periodo
di riproduzione tra gli individui abitanti nelle dwaree & probabilmente legato alla variazione
della temperatura superficiale dell'acqua che nagge 24°C gia verso meta-fine maggio nel

Mediterraneo orientale.

Tuttavia, esistono evidenze che i demi (sottopapoia o gruppi di individui identificabili a
livello geografico) possono avere dinamiche ecalogi e riproduttive indipendenti
verosimilmente legate a differenze ambientali. Dteail periodo riproduttivo sono stati
infatti individuati esemplari sessualmente maturi ™ thynnus fuori dalle aree di
riproduzione. Blocket al. (2005), mediante il monitoraggio continuo degldividui con

marcatori satellitari ha osservato che diversi ade200cm) rimangono nella piattaforma



continentale nord americana e nelle acque delldita centrale durante la primavera e
I'estate. Nello specifico, sulla base di questi daicercatori hanno formulato tre ipotesi: 1)
I'accoppiamento avviene anche in altre regionieostt Golfo del Messico e al Mediterraneo;
2) una frazione degli adulti non sono maturi dahtpudi vista riproduttivo; 3) il tonno rosso
non si riproduce tutti gli anni, ma a volte saf@toppiamento. Campionamenti effettuati
nelle zone centrali del nord Atlantico non hannodatto esiti positivi e larve di tonno rosso
non sono state individuate neanche da collezioittidplancton. Al contrario avvistamenti di
tonni con taglia oltre quella di prima maturitasese, ma di eta inferiore, sono stati ritrovati
nel Golfo del Messico da Bloadt al. (2005). Percio tonni delle stesse dimensioniviiddiati

al di fuori dell'area riproduttiva nel periodo dproduzione potrebbero non essere ancora
maturi. L’ultima ipotesi necessita ulteriori approflimenti, anche se il monitoraggio
attraverso marcature elettroniche e tradizionalo¢B et al. 2005,Teoet al. 2007) sembra

escludere la possibilita di un ‘salto’ dell’accoppiento.

Il numero medio di uova per grammo di peso corpatenato nell. thynnus & >90 oociti/g ,
molto maggiore di quello stimato per altri tonnil dggnereThunnus, in cui la fecondita
individuale stimata € meno di 70 oociti/g. Per doariguarda la taglia e I'eta di prima
maturita i dati a disposizione sono limitati ed egomo grosse differenze tra lo stock dell’est
e dell'ovest Atlantico. Nello studio di Corriera al. (Corriero et al. 2005), il 50% degli
esemplari di tonno rosso del Mediterraneo ragginnda maturita sessuale ad una lunghezza
alla forca di 104 cm (3-4 anni di eta) e il 1006616 maturi a 130 cm (5 anni di eta). Questi
dati sono in contrasto con quelli ottenuti mediamtarcature elettroniche. Sulla base dei
movimenti migratori differenziali in individui diitferente taglia (esemplari adolescentiTdi
thynnus segnalati al largo del nord Carolina e destinaiicanare nel Mediterraneo durante la
stagione degli accoppiamenti non rientravano finogquwando non raggiungevano una
lunghezza maggiore di 205 cm), Bloek al. (2005) hanno ipotizzato che i tonni del
Mediterraneo si riproducono solo ad un’eta assai fairdiva ( 9-10 anni). Le analisi
istologiche degli ovari di femmine di tonno rossell'dtlantico occidentale mostrano una
maturazione ritardata rispetto a quelle del Medhigo e sembra improbabile che gli
individui raggiungano la maturita prima degli 8 ar8tudi seguenti hanno confermato che gli
esemplari dello stock occidentale raggiungono léunta a circa dieci anni di eta e 200 cm.
Appare quindi chiaro che lo stock riproduttore Welantico occidentale € formato da

individui piu grandi che maturano piu tardi.

Per quanto riguarda I'alimentaziombBunnus thynnus si nutre di una grande varieta di prede e

per questo e stato definito predatore opportumistie larve e i giovani piu piccoli si cibano
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principalmente di zooplancton, con una prevalenzeogepodi, mentre la dieta dei giovani
piu adulti e quella degli individui adulti € rappemtata principalmente da pesci, cefalopodi
(soprattutto calamari) e crostacei. Queste grupmludono numerose specie e la
composizione e determinata principalmente dallaazdn caccia. Gli individui possono
inseguire e consumare prede individuali, ma laexgia piu utilizzata & quella del ram-feeding
(nuotare in mezzo a banchi di prede a bocca aperta)

Sebbene le migrazioni riproduttive del tonno fogserote sin dall’antichita con le
osservazioni condotte da Aristotele e altri filogt#l tempo e i ricercatori siano a conoscenza
dei movimenti migratori trans-atlantici da deceriBella 1927,Sella 1929b), un aumento
significativo delle conoscenze relative ai movimenalla struttura degli stock di tonno rosso
e scaturito dall'utilizzo delle marcature elettrcime (rilevazione satellitare) applicate ai
singoli individui. Studi recenti condotti con quesapproccio hanno indicato che |l
mescolamento tra i due stock € maggiore rispettiuanto assunto in precedenza. Inoltre
questi nuovi approcci hanno fornito informazionepose sulla dinamica migratoria degli
individui all’interno dell’area di distribuzione ad particolare sui movimenti stagionali legati

all'alimentazione e sui movimenti orizzontali e tiedli nell’ambiente marino.

| dispositivi utilizzati nelle marcature elettrohie consentono di registrare diversi parametri
ambientali come l'intensita luminosa, la temperatdell’acqua e corporea e la pressione ad
intervalli frequenti. Questi dati vengono poi wiati per ricostruire la posizione geografica in
associazione alla profondita a cui nuota I'anineakala fisiologia termica. Inoltre i dati sulla
temperatura e la profondita forniscono informazgugli habitat preferiti, sulla dieta e i siti di
nutrizione e sulla biologia riproduttiva. Bloek al. (Block et al. 2001a,Blocket al. 2005)
hanno raccolto dati relativi ai movimenti del tonrasso nel periodo tra il 1999 e il 2004
mediante marcature elettroniche. Grazie a quedtgniazioni hanno identificato pattern
distinti della distribuzione del tonno rosso chenbea essere associata all'ontogenesi, ai
cambiamenti stagionali e alla fedelta ai siti digupiamento. Gli individui seguiti per meno
di un anno, mostrano una notevole permanenza nkgiiico occidentale, movendosi tra i siti
invernali al largo degli stati meridionali delleste nord americane (Nord Carolina) fino alle
acque piu a nord nel Golfo del Maine. Individui giiccoli di 200 cm si muovevano a nord
nord-est ad inverno inoltrato o a inizio primavecan la maggior parte dei pesci che si
muovevano verso le acque del New England, occupane® sovrapposte alla piattaforma
continentale. Nessuno di questi pesci € penetigte aree riproduttive. L'inverno seguente i
pesci sono tornati nel nord Carolina. Viceversanni piu vecchi (>200 cm) hanno visitato i

siti di riproduzione nel Golfo del Messico o nel dfterraneo, sebbene nessun esemplare
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abbia visitato entrambl i siti durante il periodo akservazione. Per tre anni consecutivi
cinque individui sono tornati nei siti di riprodone, o nel Golfo del Messico o nel
Mediterraneo. Infine, 23 individui marcati lungodeste americane dell’Atlantico occidentale
hanno effettuato migrazioni transatlantiche pemeloanel Mediterraneo. Tuttavia € da notare
che gli individui riproduttori dell’Atlantico occientale (quelli che visitano le aree di
riproduzione del Golfo del Messico) non hanno neggiunto I'area di riproduzione dello
stock orientale (cioe il Mediterraneo). Lo stesattgrn € mostrato dai riproduttori dello stock
orientale (quelli che cioe visitano abitualmenteMediterraneo nei mesi riproduttivi) in
quanto non sono mai registrate migrazioni di quéesdividui allinterno del Golfo del
Messico. L’analisi dei pattern di migrazione gedigea del tonno rosso indicano
univocamente che le aree di mescolamento sono Ilangosta orientale degli Stati Uniti e
nelle aree di alimentazione del nord-centro AtlamtiQueste analisi hanno consentito di
confermare la fedelta ai siti di riproduzione: togiovani o subadulti marcati lungo le coste
dell’Atlantico occidentale, una volta raggiunta taaturita sessuale, sono rientrati nel

Mediterraneo e in seguito sono rimasti nelle zaredichentazione dell’Atlantico orientale.

Anche nel Mediterraneo negli ultimi anni sono stadndotti progetti con l'utilizzo delle
marcature elettroniche. Nel 2005 De Metdi@l. hanno pubblicato uno studio che riassume i
risultati ottenuti dal rilascio di individui margahel periodo 1998-2004 in tre aree del
Mediterraneo: il Mar Levantino nel Mediterraneoemtale, il mar Tirreno al largo di Corsica
e Sardegna nel Mediterraneo centrale e dallo stdktGibilterra fino all’Atlantico orientale
nel Mediterraneo occidentale. Nel periodo di osseone degli individui non sono stati
identificati movimenti transatlantici, anche se @te sono necessari periodi piu lunghi per
identificarli. | movimenti degli esemplari registirmel Mediterraneo sono spesso limitati, in
particolar modo per gli individui marcati nelle areentrale e orientale del bacino. Nel
Mediterraneo orientale i tonni sono rimasti moltcivi al sito di rilascio, mentre quelli
rilasciati nel Mediterraneo centrale ed occidentgiesentano degli spostamenti piu
consistenti, con diversi esemplari che hanno disspto lo stretto di Gibilterra (alcuni
spingendosi anche migliaia di chilometri verso norghrossimita dell’lslanda (Figura 4). De
Metrio et al. (2005) ipotizzano che possa esistere un legamie fedtern di movimento o la
distanza degli spostamenti, e la taglia degli esampln ogni caso, l'insieme dei dati
suggerisce un’elevata complessita e diversificazidei tratti ecologici e riproduttivi del

tonno rosso.
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Figura 4. Posizioni delle tag elettroniche satellitari dBAT distribuiti nel mar Mediterraneo e

nellest Atlantico durante 1998-2004. | diversi bwoli rappresentano la distribuzione dei siti nel
Mediterraneo: est (quadrato), centrale (cerchie@sbMediterraneo e est Atlantico vicino allo stret

di Gibilterra (triangolo). (De Metriat al. 2005).

1.1.2. Analisi Genetiche

L’applicazione dell’analisi della variazione dei roatori genetici per la risoluzione della
struttura genetica di popolazione nel tonno rossoeogera un elevato numero di studi e
ricerche, condotte con vari tipi di marcatori eilesu vari campioni di tipo geografico. Dalla
loro comparazione emergono pattern che spessdansulcontradditori, anche in ragione
dell’'utilizzo di marcatori poco risolutivi (ma glinici disponibili sulla base delle tecnologie
del periodo) o di campionamenti limitati e senzadisegno sperimentale appropriato per la
risoluzione del problema. In particolare, molti dittsono stati condotti per risolvere la
separazione riproduttiva dei due stock dell’Atlaatiorientale e occidentale. Assolutamente
rari sono stati gli studi sulla variazione temperdklle popolazioni. Sulla base della scala
temporale utilizzata questi studi possono darecamioni significative sulla stabilitd o

instabilita della struttura genetica in una dateaageografica oppure sui cambiamenti

11



demografici delle popolazioni. La realizzazioneadalisi temporali € tuttavia limitata dalla
disponibilita di campioni storici idonei per l'amslgenetiche.

Inizialmente, come per molte altre specie di pesarini, per la risoluzione della struttura
genetica dei due stock sono stati applicati i &cizimatici. Gli studi condotti con questo tipo
di marcatori non sono riusciti pero ad evidenzaloeina suddivisione delle popolazioniTdi
thynnus e, in generale, hanno mostrato un livello di dsitdr molto basso. Al contrario lo
studio condotto usando la regione di controllo R{{} del DNA mitocondriale (Alvarado
Bremeret al. 1999), ha rivelato una sostanziale variabilitaegea (=0.99), ed ha fornito la
prima evidenza di suddivisione di popolazione &rgpdpolazione dell’Atlantico occidentale e
quella del Mediterraneo®sr= 0.0119; P=0.027). Queste analisi non sono st&® p
riconfermate da un successivo studio condotto densndo un numero assai piu ampio di
campioni (Alvarado Bremeet al. 2005). La ragione di questa contraddizione deiltas
potrebbe risiedere nel fatto che i campioni rapgmestivi dello stock occidentale di tonno
rosso, collezionati al largo delle coste degli iStatiti, sono in realta campioni formati da
individui nati nelle due aree riproduttive in quantome dimostrato in modo risolutivo solo
recentemente da Rookeral. (2008) in queste aree avviene il mescolamentodividui di
dei due stock. In studi successivi (Carlsgbal. 2007) sono stati quindi utilizzati campioni
differenti ed in particolare individui nati nell’an (young-of-the-year; YOY) e adulti
provenienti dal Golfo del Messico e dal Mediterran€arlssoret al. (2007) hanno esaminato
gli YOY campionati nelle aree di riproduzione del Golfd Biessico e del Mediterraneo,
identificando un differenziamento statisticamengmigicativo con 8 loci microsatelliti (&=
0.0059, p<0.001). Inoltre, anche il differenziantergenetico a carico della regione di
controllo mitocondriale e risultato significativéé:= 0.0129; P=0.014). Questi risultati sono
stati confermati (Boustangt al. 2006) anche mediante l'analisi di sequenze di DNA
mitocondriale di esemplari adulti sia dal Golfo dékssico che dal Mediterrane@d=
0.011; P=0.041). In generale i risultati di quesstidi sostengono I'ipotesi di un isolamento
genetico tra ilT. thynnus del Golfo del Messico e del Mediterraneo e sonasistenti con il
comportamento filopatrico osservato mediante glidisttcondotti con marcature satellitari
(Block et al. 2001, 2005).

Un solo studio significativo & stato condotto ali&rno del Mediterraneo. Utilizzando tre
campioni geografici replicati in anni successivariSsonet al. (2004) hanno identificato una
stabile e statisticamente significativa eterogeénginetica fra campioni provenienti da tre
regioni del Mediterraneo (Baleari, Tirreno meriché e lonio meridionale), utilizzando la

variazione sia di sequenze della GR{= 0.0233; P=0.000) che delle frequenze alleliche di
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nove loci microsatelliti (5r=0.0023; P=0.038). Tuttavia, i risultati dell’arsldei confronti a
coppie di campioni risultano contradditori al lomterno in quanto un differenziamento
genetico statisticamente significativo e stato vigliato solo tra il campione dello lonio
meridionale e quello del Tirreno. Tuttavia, sulsb di questi dati gli autori suggeriscono una
strutturazione del tonno rosso nel Mediterraneo laesistenza di una popolazione discreta
nel Mediterraneo orientale, della quale il campiodello lonio potrebbe essere
rappresentativo della parte piu occidentale. L'exizh di strutturazione nella popolazione del
Mediterraneo complica ulteriormente l'ipotesi deflistenza dei due stock, mettendo in luce
uno scenario ecologico e demografico molto complessancora irrisolto, suggerendo la
presenza di una popolazione caratterizzata ancliestsdenza di sottopopolazioni locali.
Evidenze recenti in tale senso sono state ottesartde marcature elettroniche (De Meteo

al. 2005) in quanto hanno rivelato che all'interno Mediterraneo (soprattutto nella parte

orientale) i tonni attuano movimenti migratori liwdi..

1.1.3. Sfruttamento del tonno rosso nel Mediterram@nel XX° secolo

Dall'inizio del ventesimo secolo e in particolaragl anni '80, la pesca del tonno rosso e
aumentata in modo esponenziale. Da un lato il orgihento delle tecniche di pesca grazie
agli avanzamenti tecnologici, dall’altro lato loilsppo del mercato giapponese di sushi e

sashimi hanno spinto lo sfruttamento della spedileli mai registrati prima.

La pressione da parte del mercato giapponese Wagat un netto aumento dell’efficienza e
della capacita delle industrie di pesca costitditeante gli anni ‘80 e '90: nel 1998 le navi
tonniere con reti da circuizione erano due voltelphghe e quattro volte piu potenti rispetto
al 1970. Inoltre erano equipaggiate con strumeotemti per la ricerca dei banchi di tonno
come radar, scandagli, sonar e aerei. La pesdam@b rosso si € cosi espansa e attualmente
viene svolta nell’intero bacino del Mediterranetalmento delle flotte € stato accompagnato
da un rapido aumento delle catture dagli anni 'dQMediterraneo ha acquisito una posizione
di dominanza come area di pesca del tonno rospetits all’Atlantico. Negli anni 90 le
catture nell’est Atlantico e nel Mediterraneo hamaggiunto un picco storico superando le
50000 tonnellate (ICCAT 2007)(Figura 5).
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Figura 5. Catture totali di tonno rosso negli anni 1980998 1990-1999, per localita geografica
(quadrati 5x5) e per reti principali: le barre reggentano le cattura totali delle reti di supegfici
(sciabiche, barchini pasturatori, lenze a manappiole); i cerchi rappresentano le catture totaii d
palamiti. Da Fromentin e Powers (2005).

La preoccupazione per lo stato di conservaziondomelo rosso € documentata gia nei primi
anni '70 quando I'ICCAT ha formulato le prime racgandazioni per limitare lo sforzo di
pesca e porre dei limiti sulla taglia massima ditura consentita. Per molte flotte tonniere
operanti nell’Atlantico orientale e Mediterranesistono enormi incertezze riguardo ai dati
delle catture totali e della loro composizione aglta. Tuttavia, la produttivita dello stock
orientale & stata stimata in circa 25000 tonnella associazioni internazionali per la
conservazione delle biodiversita hanno cominciatingeressarsi al tonno rosso a causa della
drastica diminuzione di abbondanza registrata idanparticolare nello stock occidentale.
Negli anni '90 e stato quindi sviluppato dall’ICCAIh metodo di regolazione del mercato del
tonno per monitorare gli esemplari che venivano ro@ntializzati nel mercato giapponese.
Questo strumento di regolazione ha consentitoddirré la quantita di catture non segnalate
nello stock occidentale. Per quanto riguarda lokstwrientale, nel 2002 I'ICCAT ha stabilito
la quota annuale di catture nel periodo 2002-2Cf6 332000 tonnellate. Inoltre, il limite di
taglia di 6.4 kg imposto nel 1975 é stato alzald® &g per il Mediterraneo e 30 kg per l'ovest
Atlantico ( in base alla diversa eta di maturaz)of@ittavia € stimato che le catture illegali,
non regolamentate e non riportate di tonno rosio stck siano estremamente consistenti,

arrivando ad eguagliare quelle regolari (Figura 6).
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Figura 6. Catture riportate da dati della Taskal 2950 al 2007 divisi p
aree geografiche principali insieme alle catture nonoripte stimate d ; ; ; A
Comitato dalla capacita attiva di pesca e tasso gngédcatture nell’ultim Questo tipo di pratica si e

decennio. (ICCAT 2007) sviluppato rapidamente in tutto

del tonno rosso (tuna farm).

il Mediterraneo negli ultimi venti anni con impiamnche in lItalia, Libia, Turchia, Tunisia,
Croazia, Cipro, Malta, Spagna e Francia (Figura@)esti impianti non consentono di
contrastare il depauperamento della specie e migéda sua sostenibilita, in quanto i tonni
che vengono allevati in enormi gabbie a mare apsotw tonni prelevati dalle popolazioni
naturali. Nelle gabbie gli individui vengono nutiit modo da aumentare la quantita di grasso
ed ottenere un prodotto piu adatto al mercato giappe. Lo scopo € percio ingrassare gli
esemplari. Quindi la produzione degli impianti die@gamento dipende totalmente dalle
popolazioni naturali di tonno rosso e contribuiscal loro impoverimento aumentando |l
numero di catture non segnalate e colpendo anch&lglidui giovani che, in base ai limiti di
taglia stabiliti, non potrebbero essere pescatiti@ queste gabbie possono essere spostate da
un’area ad un’altra del Mediterraneo facendo perdgni tipo di controllo sulla tracciabilita
degli individui allevati. Recentemente I'Unione Bpea ha finanziato un programma di

ricerca per la riproduzione in cattivita del tomesso ma i primi tentativi sono falliti.

Le enormi incertezze riguardo i dati di pesca dainb rosso nell’Atlantico orientale e nel
Mediterraneo, insieme alla mancanza di conosceunzerecessi chiave delle dinamiche di
popolazione (riproduzione, migrazione, struttud@nno fortemente influenzato e a volte
distorto la percezione del suo stato di conserveziduttavia, nonostante le attuali incertezze,
e opinione comunemente accettata che questa spac@tata pesantemente sovrasfruttata per

diversi decenni.
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Figura 7. A) esemplari di tonno rossd@hunnus thynnus). B) Gabbia in mare aperto utilizzata per
I'allevamento del tonno rosso.
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1.2. Cos’e la genetica della conservazione?

La genetica della conservazione consiste nellazdidi teorie e tecniche genetiche per ridurre
il rischio di estinzione delle specie minacciatéoHtiettivo a lungo termine & quello di
preservare le specie quali entita dinamiche, cagliagifrontare i cambiamenti ambientali. La
genetica della conservazione deriva dalla geneticduzionistica e dalle teorie della genetica
quantitativa che sono alla base della riproduzicowrollata di piante ed animali domestici.
Queste teorie trattano generalmente di grandi papmi in cui la composizione genetica e
governata da fattori deterministici (coefficienti delezione, ecc..). La genetica della
conservazione costituisce oggi una disciplina whigtiche si concentra sulle conseguenze
risultanti dalla riduzione di popolazioni una voitamerose e con esoincrocio, ad unita ridotte

dove i fattori stocastici e gli effetti dell'ininacio hanno un effetto preponderante.

Il campo della genetica della conservazione congweanche l'uso di analisi genetiche
molecolari per chiarire aspetti della biologia deBpecie rilevanti per la gestione della

conservazione.
| campi di applicazione di queste tecniche sonaeptti:

* riduzione del rischio di estinzione minimizzandmihcrocio e la perdita di diversita

genetica
» comprensione della struttura nelle popolazioni freantate
* risoluzione delle ambiguita tassonomiche

» identificazione di specie o popolazioni a rischiocausa della ridotta variabilita

genetica
» definizione delle unita di gestione all’interno ldetpecie
e individuazione delle specie ibride
» scelta delle popolazioni migliori per la reintroduze
» aspetti forensi
* migliore comprensione della biologia della specie.

In generale I'utilizzo delle analisi genetiche kampo della conservazione cade in due aree
principali: osservazione delle conseguenze gereticitali demografici sulla fithess media e
la probabilita di estinzione; uso di dati derivathdi analisi genetiche per inferire aspetti della

storia demografica delle popolazioni.
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La diversita genetica & necessaria alle popolapenadattarsi ai cambiamenti ambientali. Le
popolazioni di grandi dimensioni, le cui specie tima@no naturalmente I'esoincrocio,
possiedono una notevole quota di diversita geneti@aquesta € notevolmente ridotta nelle
specie e nelle popolazioni in pericolo. Le popalazidi interesse per la conservazione sono
piccole e/o stanno diminuendo la loro numerosig&pbpolazioni piccole e isolate subiscono
un’accelerazione dell'inincrocio e della perditaddiersita genetica dovuta alla deriva, cioe al
fatto che nell’arco delle generazioni le frequeratieliche fluttuano casualmente da una
generazione a quella successiva e 'ampiezza fiigiteazioni € funzione inversa del numero
di individui che si riproducono. Questi fenomentaeteninano una diminuzione della fitness
riproduttiva (depressione da inincrocio) ed uneottal capacitd di evolvere in risposta a
cambiamenti ambientali legata al depauperament@alal allelico. La gestione genetiaa
situ delle specie in pericolo comporta il recupero wieste piccole popolazioni, la gestione di
popolazioni frammentate, I'attenuazione dell’ impamento genetico dovuto all’ibridazione
con specie affini e la minimizzazione degli impaltieteri del prelievo. L'analisi di vitalita
della popolazione pud essere utilizzata sia pemntifiare il livello di minaccia che per

confrontare opzioni alternative di intervento.

1.2.1. Diagnosticare i problemi genetici

Una necessita preliminare per la gestione dellardita genetica delle popolazioni naturali
consiste nella diagnosi del loro status. E' neaéssdeterminare quanto e grande la
popolazione e quanti individui sono fertili fiNse ha subito nel passato eventi significativi di
colli di bottiglia, 'avvenuta perdita di diversigenetica, la presenza di segnali di inincrocio e

di struttura di popolazione.

La necessita di preservare la diversita genetizaaedelle priorita della conservazione poiché
e collegata a due aspetti fondamentali nella gestidelle specie. Primo, il cambiamento
ambientale & un processo continuo e la diversitéetigE € necessaria alle popolazioni per
evolvere ed adattarsi a tale cambiamento. Secdadgrdita di diversita genetica e di solito
associata all'inincrocio e alla riduzione compleasidella riproduzione e sopravvivenza
(fitness). Le popolazioni che hanno subito un cdllbottiglia mostrano tipicamente maggiori
livelli di inincrocio, diminuita fitness riprodutta, ridotta diversita genetica e compromessa
capacita di evoluzione. Il problema delle piccolgp@azioni riguarda la perdita di alleli,
soprattutto quelli rari, da una generazione a quseliccessiva che potrebbero non essere

trasmessi per puro effetto del caso.
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L’azione della deriva genetica sulle popolazionpdicole dimensioni determina due effetti
principali: i) perdita di diversita genetica e &ggone degli alleli all'interno delle popolazioni,
con conseguente riduzione del potenziale evolutiyajiversificazione tra popolazioni che

derivano tutte dalla stessa popolazione di origgvéuppo di struttura).

In popolazioni chiuse, cioé che non sono sotteasimmigrazione, I'incrocio tra individui
imparentati (inincrocio) e inevitabile. Con il tempse non intervengono altri fenomeni, tutti
gli individui diventeranno imparentati e gli inciotra individui non correlati saranno
impossibili. Questo e la conseguenza del piccolonero di fondatori e della ridotta
dimensione della popolazione. L'inincrocio € diresta importanza per la biologia della
conservazione poiché porta a riduzioni dell’etegogi, a diminuzione delle potenzialita
riproduttive e della sopravvivenza (fithess riprtitha) e ad un aumento del rischio di
estinzione. La perdita di fitness riproduttiva commnseguenza dell'inincrocio € definita

depressione da inincrocio.

Per stimare il livello di inincrocio di una popoiaze si utilizza il coefficiente di inincrocio

(F) che rappresenta la probabilitd che in un irtligi gli alleli per un certo locus siano
identici per discesa. L'inincrocio aumenta i livefli omozigosi, non altera le frequenze
alleliche ma cambia quelle genotipiche. Una detiagipali conseguenze pratiche e che gli
omozigoti per gli alleli recessivi deleteri diventapiu frequenti rispetto alle popolazioni con
accoppiamento casuale. Questa e la causa prinaletite depressione da inincrocio. Nelle
specie che praticano esoincrocio, linincrocio <rifica prevalentemente quando le

popolazioni sono di dimensioni ridotte.

Tutte le conseguenze genetiche avverse che siicagrf in una popolazione di piccole
dimensioni dipendono dalla dimensione effettiva) (Nella popolazione piuttosto che dal
numero assoluto degli individui, ossia la sua disi@me assoluta o censita JNTra gli
individui in grado di riprodursi esiste poi una saterevole variazione del contributo alle
generazioni successive, che si traduce anch’esiiattumazioni non adattative delle frequenze
alleliche. Inoltre altri fattori possono contribeliad aumentare il divario tra il numero di
individui di cui € composta una popolazione e quile determinano la costituzione genetica
della generazione successiva. E’ quindi importalginire cosa si intende con dimensione
della popolazione in genetica della conservazidesolito le popolazioni reali vengono
confrontate con una popolazione ideale di cui siosoono bene le caratteristiche in quanto
definite da assunzioni che ne semplificano le dickme che hanno consentito di derivare

gran parte della teoria riguardante lo studio dgélaetica di popolazione. Di conseguenza e
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possibile confrontare le popolazioni reali con tpi@eali usando la teoria per ottenere delle
previsioni pratiche. Questa popolazione ideale ipdesdimensione costante, generazioni non
sovrapposte, assenza di migrazione o flusso genproduzione casuale, nessuna selezione e
mutazione trascurabile. Per dimensione effettivauinh popolazione si intende percio la
dimensione di una popolazione ideale che va inooatt una perdita di diversita genetica
della stessa intensita di quella che si verifickargopolazione reale. Quindi il valore di Ni

una popolazione e la misura del suo comportamepteetgo relativo a quello di una

popolazione ideale.

Qualsiasi caratteristica di una popolazione re&ke si scosta da quelle di un popolazione
ideale determinera una differenza traeéNN\.. In generale le popolazioni reali non seguono le
assunzioni definite per quelle ideali per cui spessservano delle deviazioni che portano a
Ne < Nc. La Ne puo essere stimata da dati demograficiaaporto tra i sessi, varianza della

dimensione della famiglia e fluttuazioni della dimsene della popolazione nel corso delle

generazioni, oppure da dati genetici.

Cospicue riduzioni del rapporto¢MN. derivano dalle fluttuazioni della dimensione della
popolazione nel corso delle generazioni. Le popolaznaturali variano di numerosita in
conseguenza di variazioni che si verificano nelbamte in cui vivono, come cambiamenti
nella disponibilita di risorse alimentari, nellenclizioni climatiche, le epidemie, le catastrofi,
le predazioni...La dimensione effettiva di una popmae che fluttua non corrisponde alla
media aritmetica, ma alla media armonica din¢l corso delle generazioni ed il valore
calcolato con la media armonica e piu vicino abv@iminimo di N registrato nell’intervallo

di generazioni considerato. Questa relazione é itapte dal punto di vista della
conservazione delle specie in quanto un allelegp@rsna generazione da una popolazione di
dimensioni ridotte non viene riguadagnato quandpdpolazione si ristabilisce e lo stesso
avviene per l'inincrocio che non si riduce immedraente quando la popolazione aumenta di

dimensione.

Le sequenze del DNA contengono informazioni sullaris evolutiva di una specie, la
dimensione delle popolazioni, la loro eventualenim@entazione, le diverse forme di selezione
naturale...L’analisi delle differenze nella sequerded DNA tra individui e popolazioni
permette di esplorare i processi evolutivi e gemv demografici di una specie avvenuti nel
passato. Metodi basati sulla coalescenza e le genealogiegdei permettono di ottenere

queste informazioni.
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1.3. Alberi genealogici, teoria della coalescenzaaealisi dei polimorfismi

genetici (Rosenberg and Nordborg 2002)

La teoria della coalescenza e basata sul condettgartendo dalle attuali sequenze di DNA
ad un determinato locus in una popolazione, siaipibs risalire indietro nel tempo fino al
loro antenato comune. Altri alleli presenti nel §@® possono essere stati persi per deriva
genetica o selezione, mentre nuovi alleli si soeoegati attraverso mutazione lungo la
genealogia del gene. Il pattern evolutivo dell’atéudistribuzione di alleli per un locus puo
essere rappresentato come rami di un albero cheexgno indietro nel tempo fino ad una

singola sequenza allelica ancestrale.

| pattern di coalescenza vengono di solito rapprtesie come genealogie del gene, che
mostrano andando indietro nel tempo l'albero délee di discendenza presenti nella
popolazione. Ogni linea di discendenza nel campaihele consiste in un tratto di DNA ad
uno specifico locus. La posizione dei nodi (evetitcoalescenza) e la lunghezza dei rami
dell’albero rappresentano le origini e gli intefvel tempo che hanno determinato i pattern di
diversita genetica osservati. La genealogia de¢ gesconosciuta, ma, in assenza di selezione,
gli intervalli tra eventi di coalescenza seguorggleprobabilistiche note (Kingman 1982a) e
dipendono in sostanza da due fattori: dalle dinmemsiel campione (maggiori le dimensioni,
maggiore la probabilita di un evento) e da quelilad popolazione ( maggiori queste
dimensioni, minore la probabilita che due sequealkiano lo stesso antenato). Tramite
Tramite questi concetti € possibile generare pmulsizione un grande numero di possibili
genealogie, da cui ricostruire la storia evolutilea tratti di DNA campionati e quindi anche
dei diversi alleli, allo stesso modo in cui si radcia l'origine, o la perdita, di alleli
utilizzando i pedigree.

Considerando quindi un locus nel genoma di unaispadti gli alleli sono correlati gli uni

agli altri e ad un antenato comune piu recente (MR&traverso una singola genealogia. |
polimorfismi presenti in questo locus sono dovuth@tazioni avvenute lungo i rami di questa
genealogia e la frequenza di ogni variante di sezmeé determinata dalla frazione di rami che
ereditano la variante. Il pattern dei polimorfisnifliette percio sia la storia della coalescenza

delle linee genealogiche, che danno origine a¥adbsia la storia mutazionale.

La struttura delle genealogie dipende da diversoifia per cui anche riuscendo a ricostruire
una genealogia corretta, sono diversi i processiaggafici che possono dare origine alla
stessa genealogia e , d’altra parte, genealogersvpossono essere ricondotte ad uno stesso

processo. Quindi la ricostruzione delle genealqui® essere trattata come un processo
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stocastico ed e necessario incorporare queste fliontariabilita nell’analisi dei dati. E’
possibile formulare delle assunzioni relative abgesso che ha dato origine ai dati e
immaginare molte ripetizioni casuali del processolg&ivo. Se la frazione di storie casuali
genealogiche e mutazionali che dovrebbero darenerigi dati osservati e piccola, possiamo
concludere che le assunzioni fatte nel simulareverdi modelli genealogici non riescono a
spiegare il nostro campione attuale. Per stimagetealogie che possono essere generate dai
diversi processi evolutivi, sono necessari moa#lé consentano di costruire delle genealogie

casuali: il coalescente € uno di questi modelli.

Rendendo piu complesse le assunzioni, tutte lee dlirze evolutive (ricombinazione,
selezione, selezione naturale, migrazione) possessere incorporate nella struttura
genealogica. L’effetto principale della ricombinaze € il fatto che siti del genoma in linkage
possiedono una struttura genealogica diversa. ctamitiinazione e un fattore molto
importante nell'inferenza evolutiva, perché lochregati, o non strettamente legati, possono
essere considerati come repliche indipendenti deicgssi evolutivi. In assenza di
ricombinazione, il genoma intero potrebbe esseserdto con una unica genealogia, e non si
avrebbe mai piu di una singola replica indipendeRg&gcio incorporare la ricombinazione tra
loci all'interno delle strutture genealogiche camsedi considerare ogni locus indipendente
dagli altri (é un’assunzione non completamente ,vema rappresenta una buona
approssimazione) e permette una modellizzazionefficiente, dal punto di vista statistico,
del processo evolutivo. La precisione dei metodntérenza evolutiva aumenta rapidamente
con il numero di geni studiati (loci) e lentametn il numero degli individui campionati

proprio perché si ottiene informazione indipendatggenealogie differenti.

L'idea alla base della teoria della coalescenzahé i assenza di selezione, le linee
genealogiche attuali estraggono a caso i loro genimmaginando di spostarsi indietro nel

tempo. Ogni volta che due linee estraggono glisstgsnitori coalescono e questo processo
continua fino a che tutte le linee si uniscono a wingola linea che rappresenta I'antenato
comune piu recente. Come detto in precedenzadbta cui le linee coalescono dipende dalla
dimensione del campione ( piu linee, tasso piucaloe dalla grandezza della popolazione

(pit genitori tra cui scegliere, piu lento il tassagura 8).

Molti altri fattori possono essere inclusi nel mioleAlcuni come la variazione nel successo
riproduttivo, suddivisione della popolazione peassli di eta e rapporto sbilanciato dei sessi
cambiano solo il tasso di coalescenza, altri comstiuttura di popolazione e fluttuazioni

nella dimensione della popolazione cambiano arelierina delle genealogie.
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E’ fondamentale fare una distinzione tra metodiegdogici e metodi filogenetici. Entrambi
prevedono l'uso di alberi ma sono molto diversmetodi filogenetici stimano alberi, sono
stati sviluppati per determinare il pattern di éisdenza delle specie, che si assume abbia una
forma simile ad un albero. Gli alberi stimati vengausati per trarre conclusioni relative alle
relazioni tra specie o tra le loro popolazioni diudui. | metodi genealogici hon stimano gli
alberi, li utilizzano per stimare i parametri r@latai processi genealogici casuali che hanno
dato origine ad ogni albero. L’approccio genealodmrnisce quindi una struttura statistica

coerente in cui considerare ricombinazione, mignag;j selezione e altri processi.

1.3.1. Modello standard di coalescenza

Il modello piu semplice di coalescenza e stato ritescper la prima volta da Kingman
(Kingman 1982a,Kingman 1982b,Kingman 1982c): insgjoenodello le linee ancestrali, che
rappresentano una serie di antenati genetici deipimai attuali ad un locus, vengono
disegnate immaginando di muoversi indietro nel ®mpa storia di un campione di
dimensionen comprenden - 1 eventi di coalescenza, perché ogni eventoruiisce il numero

di linee originarie di 1. Questo processo e quiddscritto da un numero di linee nel
presente che in seguito ad una serie di passaggnuiranno danan—- 1, dan—-1 an -
2...fino al passaggio finale che vede due linee soal® in una unica, ossia all’antenato

comune piu recente (MRCA) dell'intero campione (Fay9).
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Figura 8. Principio base della teoria della coalescenza. @enealogia completa per una popolazione
di 10 individui diploidi (popolazioni diploidi di Nndividui vengono generalmente studiate usando un
modello aploide con 2N individui). Le linee neradciano la discendenza di tre linee campionate
indietro nel tempo fino all'antenato comuri®. Sottogenealogia delle tignee campionate. Nella
versione base del colaescente € necessario registeanpi tra eventi di coalescenZ43) eT(2)) e la
sua topologia.N, numero di copie alleliche nella popolaziong; dimensione del campione.(Da
Rosenberg and Nordborg 2002)

Figura 9. Il coalescente senza ricombinaziond.e figure a-c illustrano I'idea alla base della teoria
della coalescenza usando una popolazione di frathrde®NA che evolvono secondo il modello
Wright-Fisher, quindi in assenza di ricombinazioimeuna popolazione di dimensione costante. Nel
pannelloa € mostrata I'evoluzione di una popolazione. In tmeappresentazione semplificata ogni
riga corrisponde ad una singola generazione e o@rihio azzurro rappresenta un frammento in
quella generazione. Le generazioni vengono rimpi@zinteramente dai discendenti, con le frecce che
si muovono dai frammenti parentali a quelli deicdisdenti. Il tempo attuale e rappresentato
dall’'ultima riga, ogni riga precedente rappresemta generazione indietro nel tempo. Nel panrzio
indicata la genealogia di un campione attuale ukestp esempio sei frammenti, indicati in rossopson
campionati dalla generazione corrente. La genemlogiquesto campione viene quindi tracciata
indietro nel tempo ed € indicata in rosso. Il pdlione sottolinea una delle caratteristiche chiave del
coalescente: tutta lI'informazione al di fuori dejanealogia del campione di interesse pud essere
ignorata. Il coalescente fornisce una descrizioagematica della discendenza di un campione. Come
ci spostiamo indietro nel tempo il numero di lirgenealogiche diminuisce fino ad averne una unica.
Questa linea rappresenta I'antenato comune pitnteddIRCA), mentre il tempo in cui appare
I'MRCA é definito tempo dall'antenato comune piceate (TMRCA)(Marjoram and Tavaré 2006).
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Ad ogni evento di coalescenza due linee si fondonma linea ancestrale comune, alla fine
si ottiene un albero con ramificazioni in cui ihtpo T; rappresenta il momento in cui sono
presenti esattamente linee ancestrali rispetto al campione attualecdhlescente e un
processo stocastico che include una struttural@et@discreta e n —1 intervalli temporali di
coalescenza. Lo spazio delle genealogie € rappegeatall'insieme di tutti i possibili alberi
con i nodi e i nodi terminali ordinati nel tempaan tempi di coalescenza 0 £Jw per un

numero di linee Zi <n.

Qualsiasi particolare genealogia o realizzazionepdaecesso di coalescenza, specifichera il
tipo di ramificazioni che descrivono le relazioma t membri all'interno del campione e i
tempi di coalescenza. Le genealogie devono essdtat¢ usando regole statistiche, anche se
rispetto agli eventi statistici, non possono essesgervate direttamente. Le informazioni
relative alla storia genealogica vengono inferisddledconfigurazioni dei polimorfismi in un

campione, che a loro volta sono il risultato dialtino processo casuale: la mutazione.

Nei casi piu semplici i modelli che consentono esctivere la distribuzione di probabilita sia
degli alberi genealogici che dei tempi di coalegeeassumono che le differenze genetiche
non hanno conseguenze sulla fitness, per cui naarmnno individui che presentano un
vantaggio selettivo rispetto ad altri, queste dédfeze sono considerate neutrali e quindi non

sono influenzate dalla selezione naturale.

Il numero di discendenti tra gli individui di unaogolazione € una variabile casuale
scambiabile, ovvero i discendenti sono distribmtmodo identico, ma non necessariamente
indipendente in quanto il loro numero totale édiss(la grandezza della popolazione e
costante).

Kingman (1982a,b) ha mostrato nei suoi studi chenda la dimensione della popolazione
tende ad infinito, i tempi di coalescenzasbno indipendenti e distribuiti esponenzialmente

fu(t) :(izje‘(iz)“ >0, i=2,....n

In un campione grande, molti eventi di coalescesizaerificheranno in un periodo di tempo
molto breve nella storia recente del campione @ldormazione di circa meta genealogia é
determinata dalla coalescenza delle ultime dueelifiché i tempi di coalescenza sono

mutualmente indipendenti, si ha
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Inoltre ogni coppia di linee ha la stessa probgbilli coalescere ad ogni evento di
coalescenza. Questo significa che ogni struttur@egegica € ugualmente probabile: dal
modello di coalescenza scaturiscono due propnefitanti, ovvero la natura casuale delle
unioni e delle ramificazioni degli alberi ed i tem@i coalescenza distribuiti in modo

esponenziale come eventi indipendenti.

La distribuzione esponenziale dei tempi di coalezaguo essere descritta da un processo di
Poisson in cui ognuna delle i(i-1)/2 coppie podsdmalescono indipendentemente con tasso
A=1.

1.4. La statistica Bayesiana in genetica (Beaumoahd Rannala 2004)

La genetica ha sviluppato sofisticate teorie mateima per affrontare i complessi processi
evolutivi e demografici che portano alla divergignetica. Usando questi strumenti teorici &
spesso possibile costruire modelli realistici deeaono a spiegare i dati alla luce dei processi
coinvolti. Riuscire a formulare questi modelli epitimo passo per lo studio dei processi
basilari e fornisce i presupposti per le inferestaistiche. La maggior parte delle proprieta
genetiche di individui, popolazioni o specie sonarodotto di forze di tipo stocastico che non
possono essere studiate senza 'uso di modelligpititici. Questi processi cosi complessi
che danno origine ai dati genetici sono il risatdi molti meccanismi che possono produrre
gli stessi dati osservati ed e quindi fondamenst#bilire il modo migliore per scegliere

guale, tra le possibili cause, abbia prodotto i dsgervati.

L'inferenza Bayesiana permette di affrontare probledi questo tipo, ossia modelli
caratterizzati da molti parametri interdipendeldiia delle caratteristiche allettanti dell’analisi
Bayesiana ¢ la possibilita di incorporare informakiinformazionia priori) di cui si dispone

nel momento in cui si deve specificare un modello.
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1.4.1. Principi di inferenza Bayesiana

Secondo la statistica Bayesiana non esiste unazdste logica tra i parametri del modello e
i dati. Entrambi sono variabili casuali descritie uha distribuzione di probabilita congiunta
specificata da un modello probabilistico. | ‘datippresentano le variabili osservate mentre i
‘parametri’ le variabili non osservate. La distriane congiunta € semplicemente il prodotto
della likelihood e delle probabilita priori dei parametri grior probability). La prior
incorpora l'informazione relativa ai valori dei panetri disponibile prima di esaminare i dati
attraverso una distribuzione di probabilita. Laelikood e una distribuzione condizionale che
specifica la verosimiglianza dei dati osservatiodah qualsiasi valore dei parametri ed é
basata su un modello che descrive il processo.t®deg funzioni insieme combinano tutte le
informazioni disponibili sui parametri. La statcsti Bayesiana implica semplicemente la
manipolazione di questa distribuzione congiuntao actopo di produrre inferenze sui
parametri, o sul modello di probabilita dati i vdlosservati. Percio lo scopo principale della

inferenza Bayesiana € calcolare la distribuzionepasteriori dei parametri, ossia la

distribuzione dei parametri condizionata dai datesvati.

| metodi Bayesiani utilizzano quindi la likelihogukr effettuare inferenze sui parametri del
modello, ma consentono l'incorporazione di unadprinformation’ relativa ai valori dei
parametri. Dal punto di vista piu formale, questdoimazione deve essere espressa
specificando una distribuzione a priori o pre-d®ip), relativa ai parametri6]. La
distribuzione H) é pesata verso quei valori@dche sono considerati piu probabili in accordo
con linformazione a priori. In assenza di qualuaginformazione, le priors hanno
distribuzione rettangolare nell’intervallo tra ilea di minimo e massimo del parametro (flat
priors). Questa informazione a priori viene comtanaon la likelihood, moltiplicandole

insieme per ottenere la distribuzione a posteagost-dati Fy/D):
P@/D) =L(8)P(8)! P(D)

Da questa equazione si capisce facilmente chDPEara elevata per quei valori @iche
sono ben supportati dai dati (hanno una likeliheledata) e sono coerenti con I'informazione
a priori (PQ) elevata). La distribuzione a posteriori rapprésda confidenza relativa ai

parametri stimati, tenendo conto sia dell’infornuawa a priori sia dei dati osservati.

La stima puntuale di un parametro si ottiene caraido alcune proprieta della distribuzione
a posteriori, di solito la moda o la mediana délistribuzione. L'intervallo di stima di un

parametro si ottiene considerando un insieme ‘briedidi valori (un insieme o intervallo che
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contiene il vero parametro con probabilita,ldoveo rappresenta il livello di significativita,
di solito 0.05).

Un approccio alternativo non-Bayesiano, alla diatisinferenziale include il metodo della
maximum likelihood ed il metodo dei momenti, che formano le basridérenza classica o

frequentista. Il metodo di maximum likelihood bdsanferenze interamente sulla funzione di
likelihood, senza incorporare nessuna informaziargiori e scegliendo stime puntuali dei

parametri che massimizzano la probabilita dei valsservati dati i parametri del modello.

Esistono molte ragioni pratiche per usare le infeeeBayesiane: se ad esempio il modello di
probabilita che stiamo utilizzando include molteriabili interdipendenti limitate in un
intervallo particolare di valori, il metodo della amimum likelihood richiede una
massimizzazione multidimensionale, limitata al ®mlj valori, allo scopo di individuare un
insieme di parametri combinati che possano maszargzla funzione di likelihood. In
generale questo rappresenta un problema di amalmerica difficile e potrebbe richiedere
uno sforzo computazionale enorme. Nell'inferenza ydB&ana la prior impone
automaticamente dei limiti ai valori che i paramptsissono assumere e le inferenze relative
ai valori dei parametri sulla base della distrilmme a posteriori di solito richiedono
l'integrazione, piuttosto che la massimizzazion®ltte, metodi numerici sviluppati negli
anni '50 che prevedono l'utilizzo dei metodi Marka@vhain Monte Carlo (MCMC),
applicabili su computer piu potenti, hanno facibtanoltissimo la stima delle probabilita a
posteriori consentendo anche calcoli per modelhetjei complicati, impossibili con gli

approcci classici o con la maximum likelihood.

1.4.2. Metodi Monte Carlo Markov Chain

Con Monte Carlo Markov Chain si definisce una aadismetodi che consistono nel simulare
un tipo particolare di processi stocastici, conasotome Catene di Markov, per studiare
distribuzioni di probabilita complicate che non pmso essere studiate in modo semplice
utilizzando metodi analitici (Ross 1997). Una catein Markov genera una serie di variabili

casuali tali che la distribuzione di probabilitegtiestati futuri € determinata completamente
dallo stato attuale in qualsiasi punto della cat&wito determinate condizioni, una catena di
Markov avra una distribuzione stazionaria, pero® & catena ha compiuto un numero
sufficiente di iterazioni, gli stati che visita tigranno ad una distribuzione di probabilita
specifica che non dipende piu dal numero di itensizo dallo stato iniziale della variabile.

L'idea che sta alla base di tutti i metodi MCMC @sttuire una catena di Markov con una
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distribuzione stazionaria che rappresenta la Oistione di probabilita di interesse, e
campionare da questa distribuzione per trarne enfar relative ai parametri. Nell'analisi
Bayesiana questa distribuzione di solito € la ithghione a posteriori congiunta di uno o piu

parametri. La forma piu semplice di MCMC e l'intagione Monte Carlo.

1.4.3. Integrazione Monte Carlo

L’idea che sta alla base dell'integrazione Montel@@C) e che le proprieta delle variabili
casuali possono essere studiate simulando moliaebilare analizzando i risultati (Ripley
1987). Ogni replica delle simulazioni MC e indipentk, quindi la procedura & equivalente
ad estrarre campioni ripetuti da una catena di Blardtazionaria in punti sufficientemente
separati da non risultare correlati. L'integrazioWé& e stata ampiamente applicata alla
genetica statistica (Hudson 1990). Il metodo diu@mione MC ha il vantaggio che le stime
ottenute non sono distorte e I'errore standard gesere stimato in modo accurato perché le
variabili casuali simulate sono indipendenti e tttmente distribuite. Uno svantaggio é
rappresentato dal fatto che con variabili multidisienali complesse , che hanno uno spazio
degli stati ampio (ad esempio un ampio intervallowalori possibili), pud essere necessario

un numero di simulazioni enorme per ottenere saoweirate dei parametri.

1.4.4. Algoritmo Metropolis-Hastings

L’algoritmo Metropolis-Hastings (MH) (Metropolis etl. 1953,Hastings 1970) e simile alla
procedura di simulazione MC poiché mira a campiertk una catena di Markov stazionaria
per simulare osservazioni da una distribuzionerdbabilita. Questo metodo tuttavia invece
di simulare osservazioni indipendenti dalla distaione stazionaria, simula valori sequenziali
dalla catena fino alla convergenza, quindi campieaari simulati a determinati intervalli
dalla catena per imitare campionamenti indipendetdila distribuzione stazionaria.
L’algoritmo MH ha il vantaggio che puo migliorarefficienza delle simulazioni quando lo
spazio degli stati € ampio perché concentra leakdri simulate su valori con elevata
probabilita nella catena stazionaria. Gli svantaggiudono il fatto che nella maggior parte
delle applicazioni pratiche, non sono disponibiktodi rigorosi per determinare quando la
catena ha raggiunto la convergenza o quali sonantgrvalli ottimali tra i campioni per
estrarre la maggiore informazione possibile pres®ste al medesimo tempo l'indipendenza
tra le osservazioni. L'algoritmo MH aumenta perd¢igfficienza della ricerca, al prezzo

dell'introduzione di un maggior tasso di arbitrégie
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1.4.5. Applicazioni alla genetica di popolazioni

Uno degli scopi della genetica di popolazioni € poendere i meccanismi che hanno dato
origine al pattern di variabilita molecolare ossta. Grazie ai recenti avanzamenti nel
campo delle tecnologie di sequenziamento e gematpione, € stato possibile ottenere
notevoli quantita di dati che descrivono la vaillisdigenetica in diversi organismi. Dal punto
di vista metodologico l'interesse principale di gitecampo € stato lo sviluppo dettagliato di
modelli stocastici allo scopo di descrivere I'evwnane delle frequenze alleliche ad un locus
nel tempo. Per modello si intende una formulazioraematica relativamente semplice dei
processi biologici che hanno prodotto i dati e mpooa | parametri di interesse, come la
mutazione o il tasso di ricombinazione. Tutti i rethidformulati per descrivere i processi

biologici sono di natura stocastica, cioé compreddeffetto di fattori aleatori, non

deterministici.

In origine, in genetica di popolazioni i modellinmd permesso di predire come i pattern di
variabilita sarebbero influenzati da forze qualirieke genetica, selezione, migrazione e
ricombinazione. La teoria della coalescenza comeséntormalizzare in termini probabilistici
guesti modelli che di solito sono il risultato dmsilazioni effettuate considerando scenari
variabili (scenari in cui variano i parametri delodello). Questo tipo di simulazioni

consentono di esplorare I'effetto che ogni cambiaimeei parametri ha sui dati osservati.

Il coalescente puO essere usato in diversi congestmodo piu semplice e utilizzarlo come
strumento di simulazione. Fornisce infatti un metaefficiente e coinciso per simulare
insiemi di dati multipli sotto diversi scenari eutiVi plausibili. A questo punto, ottenuti i dati
per simulazione, uno dei classici problemi delktistica classica e rappresentato dalla stima
di parametri quali mutazione, migrazione, ricombioae e tasso di crescita. A questo scopo
e stato spesso usato il metodo detaximum likelihood che come gia sottolineato
precedentemente non rappresenta la scelta migi@mmomento in cui &€ necessario calcolare
le probabilita congiunte di un insieme ampio digmaetri (la distribuzione di probabilita
congiunta e la distribuzione di probabilita di éute combinazioni di due o piu variabili
casuali). La migliore alternativa al problema dendificare la combinazione di parametri che
massimizza la funzione di likelihood, il che rictiéeuno sforzo computazionale enorme, é
utilizzare i metodi Bayesiani che misurano il volusotto la superficie della probabilita a
posteriori. In pratica con i metodi Bayesiani irgraetri di interesse vengono stimati

marginalizzando i parametri di disturbo e quelloeclsi ottiene e un integrale
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multidimensionale che descrive la distribuzioneosteriori. La marginalizzazione diventa
ancora piu utile nel momento in cui la quantitaddti diminuisce rispetto al numero di

parametri da stimare, ad esempio quando vengolzati modelli molto complessi.

Percio con l'analisi Bayesiana € necessario specdi un modello e una distribuzione a
priori, quindi integrare il prodotto di queste dgeantita su tutti i possibili valori dei
parametri per determinare la probabilitd a posteriBoiché le funzioni di likelihood
implementate negli approcci Bayesiani per la stohanodelli evoluzionistici sono troppo
complesse da integrare in modo analitico, si usametodi MCMC per approssimare la
distribuzione di probabilitd a posteriori. | metddiCMC consentono di campionare dalla
distribuzione di probabilita a posteriori e caleeléa superficie di likelihood approssimata dal

campione casuale ottenuto esplorando correttant@sfEzio di probabilita.

Queste nuove tecniche consentono quindi di combdimaodelli stocastici complessi con
metodi di simulazione allo scopo di inferire i diseparametri che descrivono la storia

demografica delle popolazioni.
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2. SCOPO DELLO STUDIO

Gli scopi principali di questo studio sono quattro:

a)

b)

d)

quantificare i cambiamenti temporali nella diveasifenetica, quindi prima e dopo la

fase di sovrasfruttamento, utilizzando le statisidescrittive classiche;

descrivere la struttura di popolazione, identifdann questo modo le possibili unita

indipendenti;

inferire la popolazione effettiva short-term e stmi parametri long-ternd € tasso di

crescita;

effettuare test per I'identificazione di eventibdittieneck genetici.
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3. MATERIALI E METODI

Allo scopo di studiare la storia demografica deino rosso del Mediterraneo centro-ovest
sono state raccolte le frequenze alleliche di 8 daicrosatelliti dalla collezione di campioni
storici di tonno rosso di Massimo Sella collezioned il 1911 e il 1926 (mar Adriatico, sud
Tirreno e Mediterraneo centrale) e di sei campdinionno contemporanei ( mar Adriatico,

sud Tirreno, mar Ligure, Sardegna, Algeria e mawllabran).(Figura 10,Tabella 1)

Nome del marcatore Tipo di marcatore Range di dimensioni alleliche
Tth-4 DINUCLEOTIDE 124-170
Tth-5 TETRANUCLEOTIDE 123-131
Tth-10 TETRANUCLEOTIDE 112-136
Tth-34 TETRANUCLEOTIDE 95-187
Tth 1-31 DINUCLEOTIDE 90-140
Tth 208 DINUCLEOTIDE 140-220
Tth 157 DINUCLEOTIDE 105-129
Tth 62 DINUCLEOTIDE 81-123

Tabella 1. Descrizione dei marcatori microsatelliti genotigiizcon numero di
ripetizioni e dimensione.

3.1. Stima delle statistiche descrittive

Per studiare la composizione genetica di una papmia € necessario fornire una descrizione
guantitativa del pool genico di una popolazione.efa stima viene fatta calcolando le
frequenze genotipiche e le frequenze allelichensdifno della popolazione. Le frequenze
genotipiche per un dato locus rappresentano l@ofmazdi individui con un dato genotipo sul
totale di individui della popolazione, la sommaledtequenze dei diversi genotipi per quel
locus deve essere uguale a 1. La frequenza detigermmnozigote dominante AA pud quindi
essere indicata conf@AA) e rappresenta il numero di individui con gapotAA sul totale

della popolazione, lo stesso vale per gli eterdzigaA) e gli omozigoti recessi¥(aa).

La frequenza allelica € la misura della frequengativa di un allele ad un locus nella
popolazione e di solito si esprime come proporziompercentuale. In genetica di popolazioni,
le frequenze alleliche descrivono la diversita gieaedi una popolazione e la ricchezza del
suo pool genico. La frequenza allelica puo essefiaith come la frazione o la percentudle
loci che l'allele occupa nella popolazione e pud essdolata come proporzione del numero
di individui che possiede un determinato allele rawnero totale di individui campionati 1),

oppure dalle frequenze genotipiche 2):
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HADR
Adriatic Sea
N=69
1926-1927

HCWM

CW Mediterranean
N=111

1911-1926

Figura 10. a) Localita di campionamento degli esemplari stoftj riquadri neri) e contemporanei
(C, riquadri grigi) di Thunnus thynnus nel Mediterraneo centro-ovest. Per ognuno sonocatidi
I'acronimo, I'area geografica, la grandezza del gimme e I'anno di campionamento. Per il campione
HCWM non sono disponibili dati geografidi) Tonni giganti catturati i primi del ‘906) Coda di un
esemplare storico della collezione di Massimo Sella
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1) Frequenza allelica = numero di copie di un allgtgdle degli alleli nella popolazione
2) f(A) = 2 x numero omozigoti AA + eterozigoti Aa/ 2wmero totale individui
f(a) = 2 x numero omozigoti aa + eterozigoti Aax/ ”Rumero totale individui

Un’altra importante misura della diversita genetitaina popolazione e rappresentata dalla
ricchezza allelica che misura il numero di alleldipendentemente dalla dimensione della
popolazione e percid consente di confrontare atammente anche campioni di dimensioni
diverse. Il metodo utilizza l'indice di rarefaziofel Mousadik and Petit 1996,Peét al.
1998) e il suo principio e stimare il numero diellllattesi in un sotto-campione dn geni,
dato che sono stati campionati 2N geni>fN Il programma usato (vedere piu avanti)
considera cha sia fissato come il numero piu piccolo di individipizzato per un locus in un
campione.

La ricchezza allelica viene quindi calcolata come:

(ZN - Ni)
ni 2
RS_Z 1_—n

RINNE

dove Né il numero di alleli di tipa tra i 2N geni. Ogni termine all'interno della somtoria
corrisponde alla probabilita di campionare I'allel@lmeno una volta in un campione di

dimensione &.

Le frequenze alleliche, genotipiche e la riccheztlzlica sono state calcolate con Il
programma FSTAT versione 2.9.3.2 (Goudet 1995).A9S& un pacchetto di programmi che
consentono di stimare ed effettuare test sullargitée genetica e sulle statistiche che
descrivono il differenziamento di popolazioni wdando markers genetici codominanti.
Permette di calcolare diversi tipi di stimatoridiversita genetica e statistica F e di testare la

loro significativita usando metodi di randomizzamo

Uno dei principali parametri che di solito si stimsaper ottenere informazione sulla diversita
genetica di una popolazione € I'eterozigosi. Livelevati descrivono una popolazione che
possiede una buona variabilita genetica, mentrsi ligslli di eterozigosi possono essere il
segnale di una riduzione di variabilita dovuta accallo di bottiglia o ad altri fenomeni come
la selezione. Di solito I'eterozigosi osservata nampioni studiati viene confrontata con

I'eterozigosi attesa sotto l'ipotesi di una pop@dae in equilibrio di Hardy-Weinberg: se
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I'eterozigosi osservata e piu bassa di quella agegremmo essere di fronte ad un fenomeno
di inbreeding, se al contrario € piu alta si pudtigzare il mescolamento tra due popolazioni
precedentemente isolate. L'eterozigosi attesg @ calcolata sulla base dell’equilibrio di

Hardy-Weinberg come:

L’eterozigosi attesa (¥} ed osservata (&), e il test di HW all’equilibrio sono stati caled
con Arlequin 3.1 (Excoffier 2005), usando 1000Gfarioni delle catene di Markov e 1000
dememorisation steps. Il numero di dememorisatiepssrappresenta il numero di iterazioni
da effettuare prima di cominciare a confrontaretdéelle di probabilita delle ipotesi
alternative con quelle osservate. Un migliaio drazioni sono sufficienti per ottenere una
tabella indipendente da quelle osservate. Arlequim programma che integra diversi metodi
di analisi di base ed avanzati di genetica di pagiohi, consente di calcolare frequenze
alleliche e aplotipiche, gli indici di diversita mgtica classica, test di linkage disequilibrium,
test di neutralita selettiva ed equilibrio demomgmafe di effettuare analisi di suddivisione di
popolazione con il metodo dellAMOVA. Il programn@ENEPOP 3.1 (Raymond 1995) e
stato usato per i test di significativita globalei $oci delle statistiche stimate (10000
dememorisation steps, 100 batch e 5000 iterazienogni batch; i batch rappresentano una
suddivisione del numero totale di permutazioni ega¢r stimare l'errore standard del P-

value).

Gli indici di fissazione Er, Fs € Rt anche definite statistiche F di Wright offrono mmodo
conveniente di rappresentare la struttura di unpolaaione e la sua suddivisione in
sottopopolazioni. | tre indici rappresentano ladugione in tre coefficienti della varianza
allelica di un dato gene nell'intera popolazionengentono cioé di misurare la deviazione
delle frequenze di eterozigoti osservati da quelieese secondo I'equilibrio di Hardy-
Weinberg. Mentre E e Fr, rappresentano la correlazione tra due allelieyadi da una
popolazione in relazione rispettivamente ad unepopolazione e all’intera popolaziong;F
misura la ripartizione della variabilita genetica sottopolazioni; in altre parole, confronta la
diversita genetica media presente all'interno dstiopopolzioni con la diversita genetica
della meta-popolazione.
| tre indici sono collegati dall’espressione:

Rs= (Rr—Fs1) / (1 —Fs7)
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Se la popolazione totale non presenta una sudoingsn sottopopolazioni avremo
Fst=0=>hks = hr.

La stima classica delldr di Wright si ottiene come
Fr=0p"/ p(1-p)

dovecsp2 e la varianza della frequenza allelica nelle satpapazioni, pé la frequenza allelica
media fra sottopopolazioni e(p-p) € proporzionale all’eterozigosita attesa pertéia
popolazione e rappresenta il valore massimo d;ﬁepuc‘) assumere. Percigpuod essere
interpretato come una misura percentuale dellamaa genetica fra sottopolazioni, rispetto al
valore massimo osservabile date quelle frequeneéichke (Wright 1969). La stima delle
statistiche F di Wright é stata effettuata conegdin, mentre il calcolo dei valori globali di
Fst con FSTAT. La significativita dei valori di d-é stata calcolata effettuando 10000

permutazioni dei dati.

Durante la fase di genotipizzazione dei loci nmsetelliti mutazioni a livello dei siti di
legame dei primer possono non consentire 'amplfiiene del corrispondente tratto di DNA.
Questo comporta che l'allele non viene identificatwiene definito nullo, per cui individui
eterozigoti vengono tipizzati come omozigoti. Queptio provocare una distorsione nella
stima di parametri di genetica di popolazioni, @guiallo scopo di escludere I'effetto di alleli
nulli sulla stima dell'indice di inincrocio, il canbuto di ogni locus nella stima dide stato
valutato usando il metodo non-parametrico di ricemm@mento denominato jacknife. Questa
procedura consiste nelllomettere, a turno, un laeumel ricalcolare la statistica in esame, in
questo caso § e confrontarla con quella globale per stabilireuse dei loci ha provocato
una distorsione nella stima dovuta, appunto, aksenza di alleli nulli. La stima a coppie
dell Fst e stata calcolata dal numero di alleli diversiae distribuzione nulla di non
differenziamento tra le sottopopolazioni é statgeratta con 10100 permutazioni. Con lo
stesso programma e stata effettuata anche l'arddi$a varianza molecolare (AMOVA,
(Excoffier et al. 1992), in modo da quantificare la variabilita gisee tra i campioni sia
attraverso lo spazio che il tempo (la significaéivié stata valutata con 10100 test di
permutazione). Questa analisi permette di defilardistribuzione della variabilita (espressa
come percentuale di variabilita), all'interno dedt@polazione in esame, fra sottopopolazioni e
fra individui, e quindi permette di determinare qgtitativamente il grado di differenziazione
tra popolazioni e testare statisticamente il lveli tali differenze. In particolare il programma
attraverso l'analisi gerarchica della varianza ahvila varianza totale nelle rispettive
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componenti di covarianza dovute alle differenzeanmdividuali, differenze inter-individuali
e/o differenze inter-popolazioni. | componenti datbvarianza vengono usati per stimare gli
indici di fissazione di Wright. Poiché queste asialinplicano il confronto tra piu di due test,
cioe il confronto tra test multipli, non & posstbiisare semplicemente (probabilita di
rifiutare I'ipotesi alternativa vera o errore gdadil) come misura del tasso d’errore poiché esso
aumenta allaumentare del numero di confronti ednenta di conseguenza anche la
probabilita di identificare dei falsi positivi. Pevviare a questo problema e stata applicata la
correzione sequenziale di Bonferroni per valufaresignificativita dei confronti multipli
(Rice 1989).

3.2. Struttura di popolazione

| genotipi individuali sono stati suddivisi in ctes utilizzando un approccio basato sui metodi
Monte Carlo Markov Chain implementati nel program8iERUCTURE v2.2 (Pritcharet al.
2000). Il modello Bayesiano implementato in STRUGRJvaluta la presenza di Hardy
Weinberg o linkage disequilibrium nel campione isame e tenta di raggruppare le
popolazioni in modo da minimizzare il disequilibmie le deviazioni dalle frequenze alleliche
di equilibrio all'interno di ogni gruppo. Il progmma stima quindi la probabilita che un
genotipo cada in ogni cluster cosi definito e dal@mche il coefficiente di membership, ossia
la probabilitda che ha un individuo di appartenategni cluster, consentendo di assegnarlo al
gruppo con maggiore probabilita. 1| modello scefter queste analisi considera che gli
individui possano aver avuto origine da una popofe mescolata (admixture model), inoltre
tiene conto della correlazione che esiste tra llegati sullo stesso cromosoma (admixture
linkage disequilibrium)(Faluskt al. 2003). Sono state effettuate 10 repliche per agalisi
con K che variava da 1 a 10 (K= numero di clustesui suddividere le popolazioni), con una
fase di burn-in di 30000 step e 10000 iterazioniNM

3.3. Stime demografiche da confronti temporali tracampioni

Per stimare la popolazione effettivag(l[$ono stati utilizzati tre metodi diversi. Dueqliesti
metodi sono chiamati ‘metodi temporali’ e consentah stimare una Na breve termine
(short-term) utilizzando i dati di campioni storieicontemporanei e riflette le fluttuazioni

demografiche avvenute tra i due campionamenti.
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Il metodo di Berthieret al. (2002), tramite il programma TM3, stima la M base alla

likelihood integrando un approccio basato sulla les@enza. Questo metodo utilizza
nell'analisi le genealogie (Figura 11) e non legtrenze geniche della popolazione come
fanno programmi precedenti (Andersah al. 2000), inoltre €& possibile inserire una

informazione a priori Bayesiana, ossia il valoresgiiao che puo assumere la(Nemay-

Questo metodo assume che due campioni siano stéévati da una popolazione chiusa in
due momenti diversi, che i due campioni siano iedgenti e che ognuno dei loci presente
nei dati sia indipendente dagli altri. Per ottenigrgalore di likelihood globale & quindi
sufficiente moltiplicare la probabilita su tuttc@mpioni e loci. Usando il modello standard di
coalescenza é possibile calcolare la probabiligtténere un determinato numero di eventi di
coalescenza che dipendono daNel caso di popolazioni che fluttuano nel temipaalore di

Ne stimato rappresenta la media armonica della papmria effettiva stimata nell’intervallo di
tempo relativo al campionamento (Wright 1938). &#znere la distribuzione degli eventi di
coalescenza nell'intervallo e percio la probabititingiunta delle configurazioni del campione
viene usato il metodo di Griffiths e Tavaré (GtHB and Tavare” 1994). Il calcolo della
probabilita congiunta su tutti i campioni e lociindi il campionamento dalla distribuzione a
posteriori, viene effettuata con I'algoritmo Metadig-Hastings. Il programma TMS3 fornisce
in output la moda del valore di.lé I'intervallo credibile del 90%.

ar

Past (t =T)

1

af

aogy *~

Time ()

Gene

Present (¢ = 0)

Figura 11. Modello usato dal nuovo stimatore (Bertheeial. 2002) basato
sulla likelihood. Assume che i campioni siano préai una popolazione
chiusa in due momenti differenti. La popolazionerappresentata dalla
freccia tratteggiata. Seguendo le convenzioni dedetli genealogici il
tempo procede nel passato, con il campione pitnteda,) preso al tempo t
= 0 e quello precedentey) al tempo t = T.ag si assume che abbima
genealogia descritta dal modello standard di coalema, e rappresenta il
fondatore.
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L’altro metodo temporale € stato ideato da Wan@12@® rappresenta un classico metodo
basato sul calcolo della likelihood, dove le freggealleliche dei due campioni temporali e la
relativa popolazione effettiva vengono stimati ukamna matrice di transizione. Per poter
calcolare la probabilita con loci multiallelici eendere percio piu semplice la stima di
probabilita multinomiale che ne deriva, Wang ha pidimato un allele a k-loci in k
pseudoloci biallelici. A questo punto il calcolo lldelog-likelihood globale pud essere
approssimata mediante la somma di tutte le lodiiked relative a tutti gli pseudoloci
moltiplicata per il fattore (k-1)/k che correggerpa dipendenza tra i loci. Questo metodo
viene definito pseudo-likelihood perché consentapgirossimare la probabilita congiunta con
il prodotto delle probabilitd marginali. Il metodb Wang e il programma MLNE1 che lo

applica, forniscono in output la media armonicalge l'intervallo di confidenza al 95%.

La stima della short-term J\e stata effettuata soltanto per i due campiorguliavevamo
esattamente la replica temporale (mar Adriaticau@ Brreno). || numero di generazioni tra i
due campionamenti & stato stimato considerandm#é(&Rromentin and Powers 2005) come
tempo di generazione per il tonno rosso che rapptaso percio 24 generazioni per |l
campione del Tirreno e 20 per I'Adriatico. Entrambmetodi assumono un modello con
generazioni discrete, tuttavia il tonno rosso pEEEsi generazioni sovrapposte come la
maggior parte dei pesci, ma il numero di generazbe separano i due campioni temporali
(~20) sembrano essere sufficienti per minimizzar@gjasi distorsione dovuta alla struttura di
eta (Wapleset al. 2007). Con il metodo di Berthier sono state affi® alcune repliche
dell'analisi, ognuna costituta da 300000 iterazii@MC fissando la fnaxa 5000, 10000 e
50000 per verificare che cambiando il range deliarppnon cambiasse anche la stima (anche
per il metodo di Wang). La convergenza per il papgma TM3 e stata verificata con il

programma Tracer v1.4 (Rambaut and Drummond 2004).

3.4. Stime demografiche da singoli campioni

Oltre ai due metodi gia descritti, per stimare laé\stato usato un terzo metodo descritto da
Kuhner 2006. | pattern di variabilita genetica inaupopolazione vengono modellati da
interazioni a lungo termine delle forze evolutigelézione, migrazione deriva e mutazione).
Nella situazione piu semplice di una popolaziongais con N costante, la variabilita
genetica di marcatori neutrali & frutto del conitid di mutazione e deriva. Nella situazione
all'’equilibrio mutazione-deriva la diversita geruetie costante ed e descritta dal parametro di

popolazioneb=4Nqu, dovep rappresenta il tasso di mutazione per generazoloeus. La
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variabilita genetica di un campione di individuiratierizzati mediante marker neutrali puo
quindi essere utilizzata per inferibee ottenere, nel caso si conosca il tasso di nmanazil
relativo valore di M se pn non e noto e possibile confrontare i valori edistimati per

popolazioni diverse.

Il metodo di Kuhner (Kuhneet al. 1998,Kuhner 2006) & definito long-term perché atim
I'effetto a lungo temine delle forze evolutive tridgnla stima d. || programma che applica
questo metodo, LAMARC, permette di effettuare sialigi mediante likelihood che mediante
un approccio Bayesiano. Questo secondo metoda) psatle nostre analisi, € rappresentato
da un campionatore Bayesiano che sceglie a casde sgenealogie simulate mediante
coalescenza che i parametri dalla distribuzionei@ip! valori dei parametri che vengono
visitati pil spesso dal campionatore rappresent@amiistribuzione a posteriori dei parametri.
I metodo Bayesiano effettua degli step di cambrtmelelle genealogie utilizzando i valori
correnti dei parametri come ‘driving values’. Imelintroduce anche uno step di cambiamento
dei parametri; I'output di una catena non € infagfipresentato da un campione di genealogie
come nell’analisi di likelihood, ma €& rappresentai®@ un campione di combinazioni di
parametri che sono stati visitati dalla catena. Nelmento in cui viene proposto un
cambiamento di parametro, viene scelto un paranzetaso tra quelli presenti nel modello e
il suo valore viene sorteggiato in modo aleatordiaddistribuzione a priori. La probabilita
della genealogia corrente basata sui parametrib[B|®)] viene calcolata sia per il set di
parametri vecchi che per quelli nuovi. | nuovi valeengono accettati se una frazione
uniforme di valori casuali ha una probabilita pasba di U < (P(G}RW)/(P(G|R4), altrimenti

vengono tenuti i parametri vecchi.

Per ogni popolazione sono stati stimati 8iahe il tasso di crescita (g) effettuando due
repliche dell’analisi sotto il modello di cresciesponenziale; per ogni replica sono state
create un miliardo di genealogie da cui sono statepionate una genealogia ogni 10000, con
un burn-in di 1000 iterazioni. La mutazione € statadellata secondo l'approssimazione
Brownian-motion del modello di mutazione stepwidgedrli and Felsenstein 2001). Il
modello Brownian-motion considera il processo ditamione come un percorso continuo e
casuale dal punto di partenza, questa approssim@anmatematica rende il calcolo molto piu
veloce rispetto al classico modello di mutaziorepwise per loci microsatelliti che assume
che ogni evento di mutazione aumenti o diminuisaaumero di ripetizioni di una singola

ripetizione alla volta.
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| valori di g (misurati in I generazioni) e di sono stati ottenuti da due distribuzioni a priori
uniformi (£*° < 6 < 100; -500< g < 100). Anche in questo caso il programma Traces v1.
(Rambaut and Drummond 2004) é stato usato peraitaméer che le catene fossero arrivate a

convergenza.

3.5. Verifica degli effetti di crisi demografiche

Come ultima analisi sono stati eseguiti due testipeerminare se le popolazioni hanno subito
un bottleneck che ha provocato una diminuzioneadedtiabilita genetica.

Il primo metodo presente nel programma BOTTLENECK.2.02 (Cornuet and Luikart
1996,Piryet al. 1999), assume che in seguito ad un collo di Hattid numero di alleli
presenti in una popolazione diminuisca piu veloaemedell’eterozigosi, viene quindi
confrontata l'eterozigosi attesa gHcon l'eterozigosi all’equilibrio stimata dal nunoedi
alleli della popolazione (k). In pratica & un test che consente di stabikrd sampione in
esame presenta un deficit di alleli, quindi un esoedi eterozigosi e percio ha probabilmente

subito un collo di bottiglia.

Mediante simulazioni Cornuet al. (1996) hanno esteso il tipo di analisi consen@ezie al
loro lavoro, oltre al modello di mutazione IAMininite Alleles Model) e possibile
considerare nelle analisi il modello SMMgpwise Mutation Model) e TPM {Two Phase
Model). Il modello IAM considera tutti gli alleli equilenti, percio la probabilita di osservare
una mutazione da uno qualsiasi di questi allelima@ltro qualsiasi € la stessa. | modelli SMM
e TPM descrivono in modo piu preciso il tipo di emibne caratteristica dei loci
microsatelliti: il modello SMM consente solo mutazi one-step (una sola ripetizione viene
aggiunta o deleta ad ogni evento mutazionale);atelio TPM tiene conto della varianza
presente sia nel numero di mutazioni non one-sbepnella lunghezza dell’'unita che viene
aggiunta o eliminata ad ogni evento mutazionalgratica mediante il modello standard di
coalescenza si ottengono per simulazione i valoH g Per ogni albero simulato vengono
sovrapposte le mutazioni in base al modello muteste scelto. Ripetendo questo processo
molte volte si ottiene la distribuzione all’equiiib di He condizionato il numero di alleli
presenti nel campione e la sua dimensione. A questiio possono essere usati diversi
metodi statistici per stabilire se lo scostamentl’ dequilibrio mutazione-deriva e
significativo. Nel nostro caso il test scelto &t di Wilcoxon a una e due code calcolato per
ogni tasso di mutazione (per il modello TPM é statitizzata una percentuale del 5% di
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eventi multistep e 95% one step e una varianza halighezza dell’'unita che viene aggiunta
o eliminata ad ogni evento mutazionale di 12 comiry et al. 1999).

Il secondo metodo, disponibile nel programma M_R W&arza and Williamson 2001),
prevede il calcolo del rapporto M tra il numercatleli (k) e il range della grandezza allelica
(r). Quando le dimensioni di una popolazione sicwho, I'effetto della deriva genetica viene
amplificato con conseguente perdita di alleli. dvih qualsiasi allele perso contribuisce alla
diminuzione del numero di alleli k, mentre solo jugiu grandi o piu piccoli ridurranno il
range r, quindi k si riduce piu velocemente dime#le popolazioni in bottleneck il rapporto
M=k/r sara piu basso rispetto alle popolazioniegjlilibrio. In generale la probabilita che un
allele venga perso a causa della deriva e collegtasua frequenza e gli alleli rari vengono
persi piu facilmente e contribuiscono a diminuitemd@a non hanno lo stesso effetto su r, a
meno che non siano gli alleli di minima o massimaghezza. Il programma permette di
considerare diversi scenari per il modello mutaaierTPM, in cui scegliere valori diversi per
ps (frequenza delle mutazioni multistepAg@ (dimensione media delle mutazioni non one-
step). Sono stati esaminati diversi scenari mutegiqcome raccomandato da Gaetaal.
2001) e sono stati scelti dei valori conservatigr p due parametri ps=0.149=3.5. Con
M_P_Val e possibile anche calcolare un valore dié¥inito M critico (Mrir) che € il risultato

di 10000 simulazioni di popolazioni all'equilibridi cui si calcola il valore M. Mi
rappresenta il valore in cui il 95% delle popolazisimulate all’equilibrio ha M>M;:.. Per
ogni scenario considerato sono stati utilizzativersi valori dif: i valori ottenuti dalle stime
short-term di N (usandop=10* (Waldick et al. 2002), i valori long-term stimati con
LAMARC e due valori comunemente osservati nelle gdapioni naturali §=0.5 e 6=10
(Guinand and Scribner 2003).
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4. RISULTATI

4.1. Analisi delle statistiche descrittive

L’analisi delle statistiche classiche e riassurglanTabella 1. Il numero medio di alleli varia
da 8.6 (CSAR) a 13.13 (CADR) nei campioni conteraper, in quelli storici va da 9.5 per
HSTY e HCWM a 10.88 per HADR. Il valore di allelichness nei campioni contemporanei
e compreso tra 8.48 e 10, mentre in quelli star&ci7.13 e 9.34. Il campione HCWM mostra
una distribuzione genotipica insolita, con un fateesso di eterozigoti a molti loci (Tabella
2), per esempio l'allele Tth157*2 e presente inc8pie e l'allele Tth10*2 in 60 copie, ma
non sono presenti alleli omozigoti *2*2 in nessud@ due loci. Poiché non e possibile
spiegare in modo logico questo risultato, il campicHCWM non é stato utilizzato nelle

analisi successive.

Tutti i campioni tranne CSTY mostrano una deviaeiaall’equilibrio di Hardy Weinberg
delle frequenze alleliche sui loci, tutte dovuteusddeficit di eterozigoti. La maggior parte
dei coefficienti di inbreeding (§) sono positivi e significativi (Tabella 3). La genza di
alleli nulli é stata esclusa effettuando un’ analigacknife sui loci e ricalcolando ogni volta
il coefficiente di inbreeding. Le uniche due ecoezisono il campione CALB, in cui la
deviazione dall’equilibrio non e significativa, eSTY in cui € presente un eccesso di
eterozigoti non significativo. In generale le difaze nel numero di alleli, ricchezza allelica e
diversita genica tra campioni contemporanei e @tarbn sono risultate statisticamente

significative ( test U Mann-Whitney).
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Locus

Campione Tth4 Tth5 Tth10 Tth34 Tth1-31  Tth208 Tth157 Tth62
CSAR

n 29 28 29 29 29 29 29 28
a 12 3 2 11 10 17 4 10
aR 11.58 3 2 10.85 9.86 16.64 4 9.89
asS 124-168 123-131 116-120 103-147  92-126 140-208 117-125  83-109
He 0.82 0.49 0.41 0.81 0.83 0.92 0.45 0.85
Ho 0.90 0.32 0.34 0.79 0.72 0.76 0.41 0.82
HW 0.44 0.09 0.64 0.22 0.77 0.00 0.29 0.04
CADR

n 73 71 73 73 73 71 73 71
a 16 3 5 17 18 26 7 13
aR 12.90 291 3.64 12.99 14.04 18.25 5.34 10.17
asS 130-170 123-131 112-136 103-183 90-128 140-206 117-129  83-113
He 0.82 0.47 0.51 0.83 0.89 0.92 0.66 0.84
Ho 0.75 0.42 0.55 0.73 0.84 0.70 0.51 0.79
HW 0.05 0.13 0.00 0.02 0.12 0.00 0.00 0.51
CLIG

n 35 35 36 36 36 36 36 36
a 11 3 2 14 13 18 6 13
aR 10.03 3 2 12.48 12.19 16.34 5.75 11.69
asS 136-168 123-131 116-120 103-163  92-130 140-206 119-129  85-123
He 0.81 0.54 0.48 0.84 0.90 0.92 0.70 0.87
Ho 0.83 0.43 0.44 0.86 0.86 0.69 0.61 0.78
HW 0.64 0.11 0.73 0.51 0.39 0.01 0.03 0.02
CSTY

n 39 39 39 39 39 38 38 39
a 12 3 2 12 17 19 6 12
aR 10.86 2.69 2 11.38 15.03 17.30 5.13 11.02
asS 130-170 123-131 116-120 107-187 92-140 140-206 117-127  83-115
He 0.85 0.41 0.43 0.82 0.92 0.91 0.48 0.84
Ho 0.77 0.46 0.56 0.92 0.92 0.87 0.58 0.85
HW 0.24 0.17 0.07 0.00 0.15 0.00 0.05 0.15
CALG

n 39 39 39 38 38 39 39 39
a 13 3 2 17 15 18 6 11
aR 11.90 3 2 14.07 12.87 15.96 5.79 10.26
asS 136-168 123-131 116-120 103-187 90-132 140-216 119-129  83-115
He 0.87 0.53 0.49 0.75 0.87 0.91 0.62 0.82
Ho 0.79 0.38 0.54 0.74 0.84 0.69 0.62 0.90
HW 0.11 0.07 0.74 0.78 0.07 0.00 0.87 0.73
CALB

n 40 40 40 40 40 38 40 40
a 11 3 2 13 13 18 4 10
aR 10.03 2.99 2 11.87 11.81 16.55 4 8.81
asS 138-170 123-131 116-120 103-155 92-138 140-194 119-125  83-111
He 0.80 0.49 0.51 0.83 0.90 0.93 0.50 0.74
Ho 0.70 0.60 0.58 0.80 0.80 0.87 0.40 0.65
HW 0.08 0.01 0.52 0.98 0.00 0.18 0.01 0.00
HSTY

n 30 30 30 30 29 27 30 30
a 10 3 2 10 9 19 8 15
aR 9.60 2.90 2 9.88 8.92 19 7.78 14.66
asS 136-170 123-131 116-120 95-151  92-126 140-202 105-125  83-117
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He 0.81 0.41 0.44 0.85 0.85 0.93 0.68 0.88

Ho 0.50 0.40 0.43 0.83 0.79 0.63 0.67 0.67
HW 0.00 1.00 1.00 0.01 0.00 0.00 0.49 0.00
HADR

n 69 69 68 69 68 68 67 68
a 11 3 2 14 16 22 6 13
aR 9.13 2.92 2 10.90 12.09 16.39 5.43 11.15
asS 124-170 123-131 116-120 99-155  90-128 140-196 117-127  81-115
He 0.83 0.41 0.46 0.85 0.88 0.88 0.70 0.83
Ho 0.68 0.46 0.47 0.71 0.72 0.68 0.60 0.78
HW 0.00 0.63 1.00 0.05 0.00 0.00 0.00 0.24
HCWM

n 107 105 107 107 107 107 107 107
a 8 3 2 11 16 24 5 7
aR 5.15 2.99 2 7.86 11.65 16.66 4.93 5.80
asS 134-148 123-131 116-120 103-147  90-130 140-220 117-125 91-103
He 0.65 0.57 0.41 0.62 0.86 0.90 0.73 0.70
Ho 0.36 0.87 0.56 0.62 0.76 0.81 0.96 0.81
HW 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Tabella 2- Variabilitd delle statistiche descrittive caldelger gli 8 loci microsatelliti e i nove
campioni. . & numero medio di alleliRdricchezza allelica medi&j., eterozigosita attesa media
H,, eterozigosita media osservata; HW, test delllédmio di Hardy-Weinberg.

Campione Diversita genetica o Rs Pes
a xR He* Ho*

HADR 10.9 8.7 0.73 0.64 0.0000 0.119  0.0000
HSTY 9.5 9.3 0.73 0.62 0.0000 0.140 0.0001
CADR 13.1 10.0 0.74 0.66 0.0000 0.099 0.0000
CSTY 10.4 9.4 0.71 0.74 NS -0.057 NS
CLIG 10.0 9.2 0.76 0.69 0.0000 0.087 0.0029
CSAR 8.6 8.5 0.70 0.63 0.0004 0.088 0.0094
CALG 10.6 9.5 0.73 0.69 0.0012 0.054 0.0375
CALB 9.3 8.5 0.71 0.67 0.0028 0.046 NS

Tabella3 - Diversita genetica, test dell'equilibrio di Hartiyeinberg e stime di&per

i campioni diThunnus thynnus. &, numero medio di alleliR ricchezza allelica media;
He, eterozigosita attesa medi, eterozigosita media osservataiPP-value del test
di H-W; Rs, coefficiente di inbreeding; (R, P-value dei valori di #& calcolati
mediante 10100 permutazioni. NS, non significativitutti i test Us Mann-Whitney'’s
tra campioni storici e contemporanei erano nonisogivi.
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4.2. Analisi di struttura di popolazione

La maggior parte degli r calcolati a coppie tra i campioni contemporaneiultano
significativamente maggiori di 0, con I'ecceziores donfronti CADR-CLIG e CSTY-CALG
(Tabella 4). In realta, in seguito a correzioneusegiale di Bonferroni per test multipli, solo
il confronto CALB-CSTY non risulta significativol Hifferenziamento genetico globale e
molto simile tra i campioni contemporanei §+#0.026, P<0.0001) e tra quelli storici
(Fs1=0.020, P<0.0001). La presenza di un segnale sigtiifo di differenziamento tra tutti i
campioni e stato confermato anche utilizzando Ilsnadella Varianza Molecolare
(AMOVA: 4.47% della varianza totale P<0.0001), said le differenze siano significative
solo all'interno dei gruppi, ossia tra i campiomntemporanei e tra quelli storici (3.94%,

P<0.0001) e non nel confronto globale tra contelapaire storici (0.83%, P=0.225).

Le analisi effettuate con il programma STRUCTURE @anno permesso di evidenziare il
segnale di struttura individuato con l'analisi ddgdr e con 'AMOVA. K=1 risulta infatti il
numero di cluster piu probabile, e per K>1 la pholi@ di assegnamento a posteriori di ogni
individuo é esattamente la stessa per ogni clugtendi molto probabilmente il programma
non €& in grado di individuare il segnale, forseamsa del basso segnale di struttura, del
numero di loci non sufficienti o della grandezzaaampione non adeguata (Graficol)

HADR HSTY CADR CSTY CLIG CSAR CALG

HSTY 0.020

CADR 0.015 0.016

CSTY 0.022 0.015 0.015

CLIG 0.019 0.017 0.005* 0.018

CSAR 0.057 0.081 0.045 0.088 0.049

CALG 0.024 0.020 0.016 0.004* 0.016 0.082

CALB 0.026 0.019 0.015 0.011* 0.019 0.089 0.015

Tabella 4- Risultato dell’analisi a coppie degli# La significativita e stata testata
mediante 10100 permutazioni. * valori non significaal 5%. ** valori non
significativi dopo correzione di Bonferrorw & 0.0025).
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Grafico 1. Risultato dell'analisi di STRUCTURE per i campiomioderni. a) Proporzione
dell'appartenenza di ogni individuo dirhunnus thynnus considerando due cluster genetici ().
valori di likelihood ottenuti dall’analisi per ogmilore di K nelle 10 repliche effettuate. Il pragrma
individua un solo cluster come piu probabile (irdacdal cerchio giallo)

4.3. Inferenza stime demografiche

| valori short—term della dimensione effettiva dpplazione sono stati stimati con i due
programmi descritti, MLNE1 (Wang 2001) e TM3 (Beethet al. 2002) confrontando
campioni storici e contemporanei raccolti nellasséearea geografica. Le stime ottenute e
lintervallo di confidenza al 95% (CI) sono coetieetforniscono un valore did\i circa 16.

Il valore di N, stimato per il campione dell’Adriatico (MLNE: 14,781 = 838-3610; TM3:
1260, Cl = 696-2892), sembra essere piu elevapetto al sud Tirreno (MLNE: 634, Cl =
375-1354; TM3: 815, Cl = 440-2124). L'analisi cbmetodo basato sulla coalescenza TM3
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fornisce per il campione del sud Tirreno un val@eggermente superiore rispetto al metodo
basato sulla likelihood MLNE, ma gli intervalli donfidenza sono comunque ampiamente

sovrapposti. (Grafico 2)

Inoltre stime long-term di Nsono state inferite dai livelli di diversita geicatpresenti in ogni
campione utilizzando I'analisi bayesiana delle gdogie basata sulla teoria della coalescenza
(LAMARC, Tabella 5)(Kuhner 2006). Con questo metatlsono ottenuti valori di (=4Ne)

nel range 21.9 (in CALB) — 39.9 (in HSTY), cioé ldebtesso ordine di grandezza tra i
campioni storici e contemporanei. Per ottenerelorvai N dalle stime dif, &€ stato usato
u=10* (che rappresenta un valore intermedio tra i dugiamente utilizzati, 16-10°
(Waldick et al. 2002); i valori long-term cosi ottenuti sono matt@ggiori dei valori short-
term, variano infatti da 52070 a 99670. Anche z#dindo un valore estremamente elevato di
tasso di mutazione () come suggerito da Frasgtral. (2007), le stime long—term sono circa

dieci volte piu elevate di quelle short-term (Fragel. 2007).

Con lo stesso metodo e stato stimato anche il tdissescita (Tabella 5). Le stime puntuali
ottenute sono tutte negative, per tutti i campiiai storici che contemporanei, tuttavia gli
intervalli di confidenza sono centrati sullo zet@gerendo che la popolazione possa essere

stazionaria dal punto di vista demografico.

STY
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PARAMETRO STIMA +95%Cl  -95%ClI
Ne 634 1354 375
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ADR
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Grafico 2.Stime della popolazione effettiva JNottenute con i metodi temporali di Wang (2001) e
Berthieret al. (2002). STY rappresenta la stima per i due campamporali del sud Tirreno e ADR
per I'Adriatico.

Campione Ne Tasso di crescita
Stima 95% ClI Stima @/u) 95% CI

HADR 29.7 21.7-40.4 74170 -0.106 -0.134,0.113
HSTY 39.9 18.3-44.0 99670 -0.011 -0.026 , 0.197
CADR 35.7 27.0-47.0 89250 -0.094 -0.100, 0.130
CSTY 28.0 24.0-45.4 70000 -0.147 -0.152, 0.047
CLIG 31.3 22.0-45.0 78300 -0.025 -0.043, 0.147
CSAR 20.8 17.0-38.2 52070 -0.111 -0.138, 0.064
CALG 29.3 20.6-42.0 73120 -0.001 -0.021, 0.217
CALB 21.9 16.7 -34.4 54750 -0.017 -0.041, 0.198

Tabella 5- Stime long-term dB, N, e del tasso di crescita nei campioni di tonno oabs
Mediterraneo. La Ne ottenuta dai valori dl usando il valore medio del tasso di mutazione
per i microsatelliti g = 10%). Cl= Intervallo Credibile.

4.4. |dentificazione dei segnali di crisi demogratia

| due metodi usati per determinare se la popolaziba subito un collo di bottiglia
(BOTTLENECK(Piryet al. 1999) e M_P_Val(Garza and Williamson 2001)), sidve sullo
stesso tipo di assunzione, ossia che gli alleli yangono persi con maggiore probabilita

rispetto agli alleli comuni. Questo provoca un declpiu rapido del numero di alleli rispetto
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all' eterozigosita (Cornuet and Luikart 1996) e rahge della dimensione allelica dei
microsatelliti (Garza and Williamson 2001). Pertdaes quindi la presenza di un bottleneck
demografico ho impiegato i due metodi descritti penfrontare i risultati ottenuti. Per
I'approccio sviluppato in BOTTLENECK €& necessariefidire il modello mutazionale e
come detto sono stati scelti tre modelli, cioé ddwllo degli alleli infiniti (IAM), quello delle
mutazioni stepwise single-step (SMM) e il multigstgtepwise (TPM). Con il modello 1AM
tutti i campioni (Tabella 6) tranne CALG presentanno eccesso di eterozigosi, che
rappresenterebbe un segnale di bottleneck. Tuttguesto modello mutazionale non
rappresenta in modo preciso il meccanismo di motezche caratterizza i loci microsatelliti
(Spong and Hellborg 2002). Con gli altri modelli tamionali i risultati sono in effetti
radicalmente diversi. Dieci dei sedici test effati due per campione), presentano risultati
significativi, ma il segnale individuato € un ddfidi eterozigosi che, se preso alla lettera,
descriverebbe una popolazione in espansione.ltaisdei campioni CLIG e CALB non sono
significativi sia con il modello SMM che TPM, meatguelli di HSTY e CALG non sono

significativi sotto il modello TPM.

Il test di bottleneck basato sulla stima del rappd (Garza and Williamson 2001) richiede
la definizione a priori dB. Per l'analisi sono stati usati tre valori @li(Tabella 6), quelli
stimati per ogni campione con l'analisi long-termdae valori spesso riscontrati nelle
popolazioni naturali di pesci, 0.5 e 10 (Guinand &aribner 2003). Per i campioni CADR e
CSTY era inoltre disponibile la stima short-termMg con cui si € ottenuto il valore @i
(n=10"%. Il valore per il campione CADR & esattamente, P&rcid per questo campione
abbiamo una stima in meno rispetto agli altri campiQuesto metodo si € dimostrato molto
sensibile alla scelta del valore @li Tutti i valori stimati di M sono piu bassi di Oche
rappresenta il valore atteso per una popolaziomingensione costante, ma solo 7 dei 25 test
sono significativi, e in nessun caso e stato pdssibdividuare un segnale di bottleneck
indipendente dal valore d considerato. Quando si utilizza il valore 0.5, tmdbasso, sia
campioni storici che contemporanei mostrano dervali M piu bassi del valore critico M,
eccetto HADR e CADR. Il campione CSTY mostra unnsdg di bottleneck anche con il
valore short-term 0.27. Al contrario utilizzandovalori piu elevati di6 non si riscontra

nessuna evidenza di collo di bottiglia.
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BOTTLENECK (Cornuett al. 1996) M ratio (Garza 2001)

Campion |AM SMM TPM 0 M/M¢i: P-value

P, Py P, Py P> P

29.7 0.82/0.60.465
HADR 0.0078 0.0039 (E) 0.0078 0.0039 (D) 0.0117 0.0059 (D) 05 0.82/0.70.056

10 0.82/0.70.278

39.9 0.73/0.60.490
HSTY 0.0117 0.0059 (E) 0.0547 0.0273 (D) NS NS 0.5 0.73/0.70.004
10 0.73/0.60.095

35.0 0.84/0.60.634
CADR 0.0117 0.0059 (E) 0.0039 0.0020(D) 0.0039 0.0020 (D) 0.5* 0.84/0.70.090

10 0.84/0.70.392

0.27* 0.76/0.80.006
28.0 0.76/0.60.287
CSTY 0.0742 0.0371 (E) 0.0391 0.0195(D) 0.0742 0.0371(D) 0.5 0.76/0.70.011
10 0.76/0.60.112

31.3  0.79/0.60.660
CLIG 0.0039 0.0020 (E) NS NS NS NS 0.5 0.79/0.70.030
10 0.79/0.60.300

20.8  0.75/0.60.320
CSAR 0.0117 0.0059 (E) 0.0391 0.0195(D) 0.0742 0.0371(D) 0.5 0.75/0.70.008
10 0.75/06€0.148

29.3  0.79/0.70.523
CALG NS NS 0.0391 0.0195 (D) NS NS 0.5 0.79/0.80.024
10 0.79/0.60.239

21.9 0.80/0.70.521
CALB 0.0078 0.0039 (E) NS NS NS NS 0.5 0.80/0.70.030
10 0.80/0.60.317

Tabella 6.-Risultati delle analisi di bottleneck.

Nella analisi con BOTTLENECK (Cornuet al. 1996) IAM e I'Infinite Allele Model (Kimura and
Crow 1964); SMM e lo Stepwise Mutation Model (Ofatad Kimura 1973); TPM é il Two-Phase
Model con percentuale di eventi multistep=5% e armza=12 ( vedere Pirgt al. (1999)). R
rappresenta il P-value del test di Wilcoxon a dade per eccesso/deficit di eterozigositajl AP-
value del test di Wilcoxon a una coda (E-eccessdefirit). Nell'analisi del rapporto M (Garz al.
2001),6 (= 4N.w) € una stima della popolazione effettiva, M éapporto medio osservato tra il
numero di alleli (k) e il range nella dimensionkelda (r) sui loci, M, € il valore critico di M stimato
attraverso 10000 simulazioni ottenute con gli $stpasametri dei dati osservati, ma assumendo una
popolazione all’equilibrio. Per ogni campione sheceffettuate stime di M usando tre valori6di
stime long-term di LAMARC (prima riga=0.5 (seconda riga) @10 (terza riga); per i campioni
CADR e CSTY & presente anche una stima effettustavalori di6 short-term ottenuta dai metodi
temporali (indicati con asterisco). | valori sigadtivi sono indicati in grassetto.
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5. DISCUSSIONE

La genetica applicata alla pesca, ovvero I'appl@az dei principi e metodi della genetica
alla biologia della pesca e alla sua gestionejdudlevato I'interesse verso tutti quei fattori su
cui sono basate le dinamiche e le capacita diggpdelle specie sfruttate. Argomenti quali per
esempio la connettivita tra le popolazioni mariG®yenet al. 2006, Tremlet al. 2008), il
differenziamento delle popolazioni su scala temigoeaspaziale (Ruzzantt al. 2006), la
dimensione della popolazione effettiva (Hauseral. 2002,Waples and Yokota 2007),
I'evoluzione indotta dalla pesca (Marshall and Bmoan 2007) e I'analisi della variabilita
adattativa nelle popolazioni selvatiche (Conogearl. 2006), non solo ampliano le nostre
conoscenze relative ai meccanismi che descrivoabbfndanza dei pesci e la loro
distribuzione, ma contribuiscono concettualmenta &toria ecologica ed evolutiva. Gli
approcci classici utilizzati nella pesca si concamb sui fattori che provocano dei
cambiamenti demografici a breve termine nelle papohi (cambiamenti ‘quantitativi’), al
contrario gli approcci genetici esaminano I'eniitacui i cambiamenti nella composizione
delle popolazioni (cambiamenti ‘qualitativi’) infumzano sia alterazioni a breve termine dei
tratti fenotipici sia la risposta a lungo termirlee gerturbazioni naturali e antropogenetiche
(Frankham 2005). Sebbene fosse gia ampiamente ogciwio che le dinamiche di
popolazione e la struttura genetica sono collegataodo imprescindibile, la biologia della
pesca tradizionale fa scarso riferimento ai fattggnetici nell’ecologia delle popolazioni
ittiche (Jenningst al. 2001).

L’incorporazione di queste informazioni ‘qualitagivnello studio della biologia dei pesci e
della pesca ha generato nuove intuizioni relativeambiamenti sia su scala temporale che
spaziale delle popolazioni e comunita di pesci @enet al. 2006,Larseret al. 2007).
Queste nuove conoscenze hanno provocato un coesider cambiamento nella nostra

percezione dell’ambiente marino e di alcuni suadiaai chiave.

Gli studi genetici hanno consentito di dimostrdne ta suddivisione di popolazione nei pesci
marini € presente anche su scala geografica lmitatoluzionando la concezione classica di
ambiente marino caratterizzato da una demogrgberta’, in cui le specie possiedono elevata
mobilita o potenziale di dispersione specialmenle stadio di uova o larve. Il significato

adattativo della struttura di popolazione nei pesarini sta diventando ancora piu evidente
grazie all'individuazione di casi di divergenza tritti fenotipici, spesso anche in assenza di

differenziamento genetico ai loci neutrali (Hutaysret al. 2007). Inoltre i dati pubblicati
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negli ultimi anni indicano che le dimensioni effe¢t di popolazione (jy nei pesci marini,
specialmente quelli caratterizzati da elevata fditane mortalita larvale, sono dai 2 ai 5
ordini di grandezza piu piccole della popolazionecenso. Questo puo significare che il
numero di individui che si riproducono € molto gasso di quanto sarebbe immaginabile
intuitivamente, e dunque che le popolazioni sonteqmalmente sensibili anche ad eventi
demografici di portata ridotta. Le interessantiuinioni fornite dai dati genetici hanno
profonde implicazioni sia sulla comprensione dedenografia delle specie marine, sia sulla

loro gestione e conservazione.

Questo studio applica i metodi genetici allo stude Thunnus thynnus e permette di
consolidare aspetti della demografia su cui soate dbrmulate teorie gia negli anni passati
(Fromentin and Powers 2005), ma che dal puntosdawgenetico fornivano risultati ambigui
0 comunque non accompagnati da evidenze chiaranéksi effettuate sui tonni provenienti
dal bacino del Mediterraneo mostrano chiaramenpedaenza di struttura tra i campioni con
valori di un ordine di grandezza maggiore rispedtostudi precedenti (Carlssoat al.
2004,Carlssomt al. 2007). Inoltre i valori di Fst globali nei campiaontemporanei e storici
risultano quasi identici e suggeriscono che questggnale di struttura nel Mediterraneo sia
una caratteristica stabile nel tempo, fornendaiolteindizi alla teoria della metapopolazione
(Fromentin and Powers 2005). Secondo questa tiédoano rosso pud essere rappresentato
come una collezione di popolazioni locali discret@dipendenti che occupano habitat distinti
ed irregolari e che presentano dinamiche proprie snanfluenzano tra loro attraverso
fenomeni di dispersione. Questo segnale di stauthon € tuttavia abbastanza forte da essere
individuato dal programma STRUCTURE alle condizisperimentali utilizzate (grandezza
del campione e numero di loci). Alcuni studi hannfatti dimostrato che con valori disf
uguali o inferiori a 0.03 il programma non riesoemodo efficiente ad individuare struttura
(Latch et al. 2006). E’ difficile valutare I'effetto del numerdi loci considerato e della
dimensione dei campioni, dunque su questo aspettaastro studio il giudizio va sospeso.
Tuttavia e giustificato il sospetto che forse can numero piu elevato di loci il metodo
sarebbe in grado di distinguere le sottopopolazibhrdeficit di eterozigoti individuato nei
campioni puo essere interpretato come una formeffdito Wahlund per cui nei campioni
analizzati possono essere presenti individui appartti a unita riproduttive diverse. In ogni
caso i livelli di differenziamento genetico ossdéovéra i campioni diThunnus thynnus nel
Mediterraneo centro-ovest sono piu elevati rispatiche a studi effettuati su scala geografica

molto piu ampia (Carlssoat al. 2007) e anche in altre specie di tonfibupnus obesus)
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(Gonzalezet al. 2008). In base a questi risultati &€ possibilautifie con un discreto livello di

confidenza l'ipotesi di panmissia tra i campionidsati.

Dal punto di vista della conservazione delle spégipresenza di struttura all’interno di una
popolazione puo rappresentare un fattore di risdhperdita di diversita se la specie in esame
e fortemente sfruttata. Le sottopopolazioni cheissgimo una riduzione in dimensione
riescono a controbilanciare attraverso il flussoigela maggiore perdita di variabilita dovuto
all'effetto della deriva genetica. Se il flusso mene ridotto, come suggerito dalla presenza di
struttura, I'effetto della deriva risulta potenoiain ogni caso le conseguenze genetiche a
lungo termine sono peggiori per le metapopolazianguanto subiscono frequenti colli di
bottiglia associati ad eventi regolari di estingaoa ricolonizzazione. Come gia ampiamente
illustrato nella introduzione la popolazione dehrio rosso € fortemente sfruttata da alcuni
decenni. Percio, per stabilire se la popolazioneMiediterraneo sia stata ridotta a livelli
critici per il mantenimento della diversita genaticsono state effettuate stime della
dimensione della popolazione effettiva e della @nes di colli di bottiglia.

Confrontando il livello di eterozigosita, il numedb alleli e I'allelic richness nei campioni
storici e contemporanei non si identifica una dmaione chiara di variabilita in quelli attuali

e i valori sono omogenei tra i diversi campioni.cAa la stima temporale della popolazione
effettiva (N-~1000) indica che il tonno rosso possiede ancordisgreto potenziale genetico
e dall’'analisi a lungo termine emerge un quadrstdbilita della popolazione con valori @i
molto simili tra i campioni storici e contemporankd stesso quadro di stabilita emerge anche

dalla stima del tasso di crescita che per tutimpioni si avvicina a zero.

Dai valori di 6 long-term stimati si sono ottenuti valori longftedi Ne molto piu elevati
rispetto a quelle temporali, con differenze di wdime di grandezza anche usando un tasso di
mutazione elevato (1%). Poiché la long-term Ndescrive la variazione genetica di una
popolazione con una precisa demografia lungo lastoaa evolutiva, le stime long-term
forniscono informazioni importanti sulla demogra$itorica del tonno rosso molto utili dal
punto di vista della gestione della pesca. | vatlbrNe inferiti con i due metodi sembrano
riflettere rapporti NN tipici dei pesci marini con una curva di sopriaewza di tipo Ill, ossia
alta fecondita, elevata mortalita giovanile ed atawarianza del successo riproduttivo che
puo provocare un abbassamento dilN effetti i valori di popolazione effettiva stati sono
molto bassi se si considerano le tonnellate di dopescato ogni anno che descrivono al
contrario una popolazione molto ampia. Numerosiliséififettuati sui pesci marini indicano

che il rapporto WN medio & ~13 (con un range 1810% (Hauser and Carvalho 2008) e
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che la dimensione effettiva di popolazione & da awnque ordini di grandezza piu piccola
della dimensione censo. Inoltre la relazione tragtazione effettiva e popolazione di censo
non puo essere spiegata da una funzione lineadaraa funzione esponenziale (Hauser and
Carvalho 2008), questo implica che il rapportg NNdiminuisce con l'aumentare della
popolazione e che anche in una popolazione di gdaneénsioni il numero di individui che si
riproducono € bassa e percio la varianza riprodutdwumenta. Considerando la stima
temporale ottenuta per i campioni di tonno del Nrdaneo centrale (N ~1000) e il valore
medio N/N (10, la dimensione di censo della popolazione saréfoeno a 18 individui;
utilizzando invece la stima long-term il valore ajgira intorno a 1010°. Queste stime
descrivono una popolazione molto ampia, dove tigtav numero di individui che si

riproducono e danno origine ad una progenie vitafgoporzione e basso.

Dalle analisi della dimensione della popolazionfetéfa non emerge quindi una situazione
critica per la specie (Ne<500 (Franklin and Framkh®998)) che abbia intaccato il suo
potenziale evolutivo nonostante il forte sfruttateersubito negli anni. Tuttavia va
sottolineato che nell’effettuare queste stime nantenuto conto del tasso di migrazione che,
specialmente in ambienti marini puo avere una erfia sostanziale sia nella stima didv

nel mantenimento di una elevata variabilita gemaesoprattutto quando le sottopopolazioni in
esame presentano dei livelli bassi di struttura.v@utare quindi se le stime ottenute di Ne
possano non rappresentare la reale situazionedditajspecie, dato che le assunzioni fatte
(assenza di migrazione) possono aver prodotto rsasottostima che una sovrastima della
popolazione effettiva, sono stati effettuati deittehe consentono di stabilire se il grado di
variabilita individuato nei campioni possa in raalappresentare un segnale di collo di
bottiglia . | due test impiegati forniscono ristitanolto contrastanti. Il metodo che calcola la
presenza di eccesso/deficit di eterozigosita inldiai un segnale di bottleneck (eccesso di
eterozigosita) in tutti i campioni solamente quanéde analisi viene incorporato il modello
mutazionale IAM che pero non descrive in modo appabo il processo di mutazione
caratteristico dei microsatelliti. Quando invecegeno utilizzati i due modelli mutazionali
che meglio si adattano ai microsatelliti (SSM, TPM)scenario cambia radicalmente e il test
identifica dei segnali di espansione (deficit direzigosita) anche se non in tutti i campioni i
risultati sono statisticamente significativi. Il todo basato sul calcolo del rapporto M
(numero di alleli/ range della dimensione deglel@llfornisce dei risultati ambigui in quanto
influenzati dal valore del parametfo Usando valori bassi come quelli ottenuti dalienst
temporali il metodo individua segnali di bottleneicktutti i campioni (anche uno storico)

tranne nelle due repliche del campione Adriatiooltre alcuni dei valori di M sono di pochi
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punti inferiori agli M critici stimati descrivendguindi una situazione borderline e non danno
un chiaro segnale di collo di bottiglia. Utilizzandvalori long-term db inoltre i valori di M
stimati non sono mai significativi o inferiori aspettivi M critici. In generale non e possibile
percio indicare la presenza di un chiaro segnalbotlieneck con i due metodi utilizzati.
Tuttavia considerando anche I'eterogeneita deiepatgenetici spaziali nel Mediterraneo
queste evidenze contraddittorie tra i vari campi@ppresentano un ulteriore sostegno alla
teoria che il bacino del Mediterraneo sia abitatopwbpolazioni in qualche modo distinte

geograficamente, che mostrano una loro peculiareasiemografica.

La propensione all'indipendenza demografica neintodel Mediterraneo trova sostegno
anche nella presenza di aree multiple adatte gdtaduzione nel Mediterraneo centrale (
intorno alle isole Baleari e nel canale di Sicil@)dai movimenti limitati mostrati dalla

maggior parte dei tonni monitorati (Roolatial. 2007,Rookeet al. 2008).

| risultati mostrati nelle tabelle 2 e 5 suggeris@@ercio che i campioni considerati hanno
affrontato storie demografiche differenti.

Tuttavia non bisogna dimenticare che i metodi cqegatt individuare i colli di bottiglia spesso
sono piu adatti a riconoscere crisi demografichegrdissa entita, percio il fatto che non
identifichino un segnale chiaro a livello genetmatrebbe nascondere un evento importante
dal punto di vista della conservazione di questisgp pelagico. Riuscire a stabilire I'entita
minima di un collo di bottiglia che puo essere iifesato da questi metodi significa riuscire a
stimare quanto la dimensione della popolazionegdssinuire senza influenzare il numero
di alleli in modo significativo. Chiarire questo o resta un’ importante priorita di ricerca,
che verra affrontata nel prosieguo del progettouiliquesta tesi rappresenta il primo stadio.
Inoltre se consideriamo il fatto che in molti pesarini la N, € diversi ordini di grandezza
inferiore alla popolazione totale, un evento ditleoeck potrebbe impoverire il gene pool
provocando la perdita di potenziale evolutivo enduila capacita di adattamento ai
cambiamenti ambientali. E’ necessario percio vadutan cautela i risultati ottenuti, anche in
considerazione del fatto che gli alti livelli diversita genetica potrebbero essere mantenuti
attraverso il flusso genico generato dalla mignagiche puo controbilanciare I'effetto della

deriva genetica.
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