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RECUPERO DI CEPPI AUTOCTONI DI TROTA FA-
RIO SALMO (TRUTTA) TRUTTA L. NEL BACINO
UMBRO DEL F. NERA: SCHEMA METODOL OG-
COERISULTATI PRELIMINARI
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RIASSUNTO

Viene illustrato lo schema metodologico di una ricerca volta all’individuazione e caratterizzazione delle forme
indigene di Trota fario, Salmo (trutta) trutta, presenti nel bacino umbro del F. Nera. Inoltre vengono discusse le prime
indicazioni emerse e presentati i risultati preliminari della ricerca che sembrano evidenziare come la combinazione di
tecniche meristiche, morfometriche e di biologia molecolar e possa esser e utilizzata con successo per |'identificazione delle

popolazioni ittiche.

SCOPODEL LAVORO

In Umbria, cosi come avviene nella maggior
parte delle regioni italiane, I’ attuale gestione delle
acque a salmonidi é caratterizzata da pratiche di
ripopolamento cheprevedonol’ utilizzo prevalente od
esclusivo di materiale di allevamento (Tab. 1).

Nella quasi totalita dei casi tale materiale im-
messo e di origine aloctona e cido comporta delle
conseguenze negative per le popolazioni indigene di
trota fario. Infatti & noto che le usuali pratiche di
alevamento determinano laperditadi variabilitagene-
ticanelle popolazioni addomesticate elaselezionedi
numerosi caratteri che possono risultare svantaggiosi
in natura (ALLenborr € PreLps, 1980; RymaN € StaHL,
1980; VuoriNen, 1984; Garcia-MariN et al., 1991;
Troree, 1991). Numerose ricerche hanno inoltre di-

1 Istitutodi Idrobiologiae Pescicoltura- Universitadi Perugia.
2 Dipartimento di BiologiaCellulare e Molecolare - sezionedi
FisiologiaeBiofisica- Universitadi Perugia.

mostrato che nei salmonidi popolazioni diverse sono
spesso geneticamentedistinte ed adattate alle partico-
lari condizioni locali (ALLenborr € UTTer, 1979; Ry-
man et al., 1979; Guyomarp, 1989; Saunbers, 1991;
TavLor, 1991), cosi che I'incrocio fra esemplari al-
loctoni edindigeni egeneralmente svantaggioso per le
popolazioni selvatiche (Hinbar et al., 1991; HutcHin-
Gs, 1991).

Per tali motivi anche in Umbria una corretta e
razionale gestione delle risorse ittiche delle acque a
salmonidi non puo che essere impostata sul recupero
delle popolazioni selvatichedi trotafario. Cioimpone
lasostituzione delle pratiche di ripopolamento finora
adottate con metodichecheprevedanolarinunciaalla
seminadi materialeadultoel’ utilizzodi esemplari alo
stadio giovanileottenuti apartiredariproduttori selva
tici, con metodi di allevamento meno selettivi ed in
condizioni piuvicineaquellenaturali.

Tuttavial’ estremaincompletezzaeframmenta-
rietadelle conoscenze sullepopolazioni dell’ Italiacen-
trale ed il polimorfismo che tipicamente caratterizza
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Tab.1-Vaori ecaratteristichedel material eseminato nelleacqueasalmonidi del bacino del F. Neradalleamministrazioni

provinciali di PerugiaeTerni.

Provinciadi TERNI
Anno Quantita Tipo Specie
1992 20quintali troteadulte (20-25cm) T.Fario
1992 10.000esemplari trotelle(8-15cm) T.Fario
1993 20quintali troteadulte (20-25cm) T.Fario
1993 8.000esemplari trotelle(12-15cm) T.Fario
Provinciadi PERUGIA
Anno Quantita Tipo Specie
1992 60quintali troteadulte (20-25cm) T.Fario
1992 50.000esemplari trotelle(12-15cm) T.Fario
1992 10quintali troteadulte (20-25cm) T.Iridea
1993 60quintali troteadulte (20-25cm) T.Fario
1993 47.000esemplari trotelle(12-15cm) T.Fario

questa specie (LeLex, 1987; GanpoLr et al., 1991)
rendono necessariaunafase preliminaredi approfon-
dimento sulle caratteristiche delle trote fario presenti
nei corsi d’ acquaumbri.

Si puo infatti supporre chein alcune aree parti-
colari, dove la morfologia del corso d acqua non

Carta ittica

Progetto di recupe-
ro Trota fario del ba-
cino del F. Nera

1 Selezione
ceppi autoctoni
2 Incubatoi
di valle
3 Monitoraggio
popolazioni

p
Caratterizzazione
biochimica

p
Caratterizzazione
morfologica

o

Caratt. morfometrical

I soelettr of or esi
Cromatografia SEAE
!Elettr. SDS-Page e noj

L Caratt. meristica )

Fig. 1- Schemadellaricerca.

consente uno sfruttamento dal punto di vista sportivo
dellerisorseittiche, i fenomeni di ibridazione causati
dai ripopolamenti possano essere stati meno frequenti
e chel’isolamento di tali ambienti, anche a causa di
vari ostacoli ai movimenti dellafaunaittica, possain
qualche caso aver assicurato il mantenimento delle
caratteristiche delle forme indigene. E stata quindi
intrapresaunaricercain collaborazione frale Ammi-
nistrazioni Provinciali di PerugiaeTerni el’ Universi-
ta di Perugia (Dipartimento di Biologia Cellulare,
Istituto di Idrobiologia e Pescicoltura) mirata alla
caratterizzazione morfometrica e biochimica ed a
recupero delle popolazioni indigene del bacino del F.
Nera, bacino che nell’ ambito dellaRegionedell’ Um-
bria é caratterizzato da una piu spiccata vocazione
salmonicola. Lo schemametodol ogico dellaricercaé
illustratonellaFig. 1.

MATERIALIEMETODI
Nell’ambito del bacinoF. Nerasono stateindivi-

duate una serie di stazioni di campionamento che
riguardanol’ astafluvial eprincipal eed a cuni affluenti
(Fig. 2). Per ogni stazione vengono rilevati acuni
importanti parametri ambientali:

Larghezza mediatratto campionato (m)

Profonditamedia (m)

Quota atimetrica (m s.l.m.).

Temperatura acqua (° C)

pH (unitadi pH)

Conducibilita(uSa25°C)
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Fig. 2-Bacinodel F. Neraelocalizzazionedellestazioni.

Veocitadi corrente media (m/sec)
Tipodi fondo

Copertura arborea (%)
Coperturaidrofite (%)

La cattura degli esemplari di trota fario viene
effettuatacon el ettrostorditoreacorrente continua; ad
ogni esemplare catturato viene misurata sul posto la
lunghezzatotale (+0.1 cm), determinatoil peso (+19)
eprelevato un piccolo campionedi scaglie, mediantele
quali vienevautatal’ etain laboratorio (Van UTtrecHT
€ ScHENKKAN, 1972). Per quanto riguardalacaratteriz-

zazione morfometrica e meristica un subcampione &
fotografato sul posto e portato in laboratorio per le
successivemisurazioni; a3 esemplari vieneprelevato
un campionedi muscolo, conservatoinazotoliquido e
portato in laboratorio per lacaratterizzazione biochi-
mica.

Caratterizzazione morfometrica
e meristica

Lostudiovieneeffettuato misurandoi principali
caratteri morfometrici e meristici, il cui elenco e
riportatodi seguito:
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Parametri morfometrici

Lunghezzatotale
Lunghezzaallafurca
Diametrodell’ occhio
Lunghezzaall’ opercolo
Lunghezzaall’ occhio
Altezzamassimadel corpo
Altezzaminimadel corpo
Distanzainterorbitale
Lunghezzamascellare
Altezzapinnapettorale
Altezzapinnaventrale
Altezzapinnaanae
Altezzapinnadorsale

Parametri meristici

N° vertebre

N° ciechi pilorici

N° denti dellatesta del vomere
N° denti sullo stelo del vomere

N° scagliesullalinealaterale

N° scaglie sotto allalinealaterae
N° scaglie sopradlalinealaterale
N° raggi ramificati p. dorsale

N° raggi ramificati p. anale

N° raggi ramificati p. pettorali

N° raggi ramificati p. ventrali

N° raggi ramificati p. caudale

N° macchie rosse sui fianchi

N° macchierosse lungo lalinealaterale
N° macchie nere sui fianchi

N° macchie parr

N° macchie rosse sulla p. dorsale
N° macchie nere sullap. dorsale

Tutti i parametri morfometrici sono stati standar-
dizzati mediantelaformula
L
M=M, (T)b

0
dove:

M, = misurastandardizzata;

M_ = misura del carattere osservato;

L = lunghezza standard media del campione com-
plessivo;

L,= lunghezzastandard di ciascun esemplare;

b = coefficiente di regressione lineare tralog M, e

log L, per ciascuno stock.

Questatrasformazione minimizzalavariabilita
risultante daunacrescitaallometrica(BeacHam, 1985;
Reist, 1985) e permette il confronto di campioni con
lunghezzamediadifferente.

Per evidenziarelavariabilitamorfologicaall’in-
terno di ciascun gruppo etrai gruppi stessi, é stata
stimata per ogni stock la trasformazione del coeffi-
cientedi variazione (Van VaLen, 1978) nei parametri
morfometrici, trasformati enon, edinquelli meristici,
secondolaformulas

rs?

= ]
CV. =100 \/ 1,

]
dove Is? e Tx.2 sono rispettivamente la sommatoria
dellevarianze e del quadrati delle medie.

Car atterizzazione biochimica

L a classificazione effettuata essenzial mente su
aspetti osteologici eutilizzandoledifferenze osservate
dei caratteri meristici /o morfometrici, moltevoltepud
dare delle riposte ambigue soprattutto se si vogliono
identificare soggetti appartenenti a subspecie.

Negli anni passati, la tecnica dell’ elettroforesi
delleproteine, cosi comestudi delleformeisoenzima-
tiche, sono stati usati estensivamente per delineare i
caratteri della specie e le differenze all’interno delle
popolazioni di pesci, anche secon questi metodi noné
sempre possibile discriminare tra diverse subspecie
chehanno identici alleli (UtTer, 1987).

A partire dalla meta della passata decade, la
tecnicadell’ analisi con endonucleasi di restrizionedel
DNA mitocondriale & stata sperimentata con succes-
soinpopolazioni di pesci (WiLson etal., 1985). Questo
substrato rappresentaun eccellentesistemaper I’ ana
lis delle popolazioni poiché ha una relativamente
piccolataglia, unasostanzia e omol ogiatassonomicae
mostra completa assenza di siti di ricombinazione
(Carr € GriFriTH, 1987).

Recentemente | e tecniche biotecnol ogiche han-
no messo a punto il metodo dell’ automazione della
‘polymerase chain reaction’ (PCR) e, attraverso essa,
ediventato possibileanalizzarelasequenzadi specifi-
che sezioni di DNA. Un importante vantaggio di
guesto metodo, oltrelasuaestremasensibilita, deriva
dal fatto che sono necessarie solo minime quantita di
tessuto senza che sia necessario arrivare a sacrificio
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dell’animale (McVeieH et aL., 1991). Inoltre la PCR
puo essere effettuatasul DNA totaleil qualeésicura
mentepitfacilmenteerapidamenteestraibiledi quello
mitocondriae.

Insintesi, quindi, ledifferenzeinter eintraspeci-
fichedelle popolazioni di pesci possono essere deter-
minate anche attraverso metodi che si avvalgono di
tecnicheelettroforeticheedi biologiamolecolare. Con
le prime la possibilitadi riconoscere subpopolazioni
derivadal fatto che eventuali mutazioni possono aver
indotto modificazioni relativamenteestesedelleprote-
ine analizzate. Attraverso I’ analisi del DNA con tec-
nichedi PCR éinvecepossibileriusciread evidenziare
anchequellemodificazioni chesfuggono ad altri siste-
mi di indagine.

Lametodol ogiautilizzataprevede essenzial men-
te 3fasi (Carr € GriFriTH 1987; BARLETTE € DAVIDSON,
1991; FocanT €t al., 1981; McVeeH et al., 1991,
CurtLer et al., 1991):
1-Prelievo: sono stati prelevati campioni di 4-5 g

nell’ area muscolare inferiore compresatralapin-
na pettorale e quella ventrale su soggetti appena
pescati mediante el ettrostorditore e utilizzati per i
rilievi morfologici. Il tessuto prelevato eraulterior-
mente suddiviso in quattro frazioni e immediata-
mente congelato in arialiquida per il trasporto in
laboratorio elesuccessive manipol azioni
2-Elettroforesi: i campioni eranotriturati inarialiqui-
daequindi omogenati in potter (30-40 sec a4 °C)
dopo essere stati risospesi in tampone fosfato a
pH 7.0. Gli omogenati venivano, quindi, centrifu-
gati a 1000 x g per la precipitazione di nuclei e
proteine contrattili e, successivamente a 9000 x g
per la separazione dei mitocondri. | campioni,
provenienti dai sovranatanti delle due centrifuga
zioni (il pellet dellaprimaera saltuariamente ana-
lizzato come controllo interno), erano dializzati
overnigth contro Tris’PO, 1 mM apH 7.0.
isoelettroforesi: aliquote di 50 ml erano semi-
nate e fatti correre su gel di acrilamide (pH 3-9)
per 60 min a 1500 volt. A fine corsa il gel era
colorato con Comassie-blu (G-250) per 30 minuti.
elettroforesi SDS-Page: 20 mg di proteine pro-
venienti dal 2° sovranatante erano caricati su gel
a 12.5% di acrilamide e fatti correre in Tris-
glicina(pH 8.3).
3-Analis del DNA: il DNA totaleeraedtratto apartire

2a)

2b)

da’5-10 mg di muscolo conservato in aria liquida
dopo digestione overnight (50-60 °C) con protei-
nasi-K (0.5 mg/ml) in presenza di TrissHCI 100
mM (pH 8.0), EDTA 10 mM, NaCl 100 mM, SDS
1% e DTT 50 mM. Il materiale reso disponibile
veniva, quindi, purificato mediante una doppia
estrazione con Tris-fenolo ed un passaggio in una
miscela(1:24) di cloroformio ed alcol isoamilico.
Infineil DNA venivaconcentrato mediante preci-
pitazione con etanolo. LaamplificazioneviaPCR
e stata eseguita mediante le tecniche disponibili
sul kit commerciale.

RISULTATI

Tutti i dati raccolti entreranno afar parte di un
archivio (database) conil qual e sarapossibile mettere
in connessione per ogni esemplare i dati ambientali
della stazione in cui € stato catturato, i parametri
morfometrici emeristici, i dati biochimici el’immagine
fotograficadell’ esemplarestesso. L’ elaborazionedei
dati hacomeobiettivo principalel’individuazioneela
caratterizzazionedelle popolazioni autoctone, permet-
tendoneil riconoscimento el’ adozione di misureido-
neeal loro recupero. Tuttaviatragli scopi non secon-
dari dellaricercavi @anchelapossibilitadi approfon-
direle conoscenze sullavariabilitamorfologicadelle
trotefario del bacino del F. Neraad es. evidenziando
I"influenzadell’ accrescimento edei fattori ambientali
sullavariabilitamorfologicaed analizzandoi rapporti
cheintercorrono fravariabilitamorfol ogicaevariabi-
litabiochimica.

Unaprimaelaborazionedei dati morfometrici e
meristici non e stataancora possibile, tuttaviaal cune
utili indicazioni possono derivare dai risultati di una
precedente ricerca condotta sulle fario del bacino del
F. Nera (Giovinazzo et al., in stampa). Lo studio e
stato effettuato su di un campione di 89 esemplari
suddiviso in 6 subcampioni comprendenti I'ato
(Neral), il medio(Nera2) edil bassocorsodel F. Nera
(Neral), il F. Vigi, il F.sodel Principe eil F.so del
Castellone.

Dall’analisi dei dati emergecheletrotefariodel
bacino del F. Nera sono caratterizzate da un’ elevata
variabilitamorfologicaches evidenziasiaal’ interno
dei gruppi chenel confronto degli stessi: i coefficienti
di variazione(C.V .p_) appaiono elevati soprattutto per
guanto riguarda i caratteri meristici (Tab. 2); minori
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sono nel caso dei parametri morfometrici non trasfor-
mati. Alti valori del coefficientedi variazionepossono
essere dovuti a diversi fattori, trai quali assumono
sicuramenteunmaggiorerilievolapossibilitadi cresci-
taalometrica, lapresenzadi pit popolazioni in ogni
corso d’'acqua e di fenotipi divers al’interno della
stessapopolazione. | valori relativi ai parametri morfo-
metrici trasformati sono notevolmenteinferiori ai non
trasformati, evidenziando in tal modo I’ effetto di una
crescita allometrica; la standardizzazione operata
mediante la trasformazione dei dati morfometrici ha
tuttaviapermesso di minimizzaretalevariabilita(Bea-
cHam, 1985; Reist, 1985).

Sottoponendo ad analisi discriminante (SASIn-
snitute Inc, 1989) I'insieme dei caratteri meristici e
morfometrici trasformati € possibile evidenziare il
gradodi differenziazionefrai gruppi. Nel graficodella
Fig. 3 gli assi sono costituiti dalle prime due variabili
canoniche(Tab. 3), i poligoni raffiguranoi limiti della

distribuzionenello spazio degli esemplari di ogni grup-
po, mentrei valori numerici rappresentano i centroidi
dei gruppi.

L’ analisi discriminante stepwise (SASInsTiTuTE
Inc, 1989) ha permesso di selezionare fra tutti i
parametri quelli chemeglio consentono unaseparazio-
nedel 6 gruppi: i risultati sonoriportati nellaTab. 4. S
evidenziaunset di 11 parametri estremamenteimpor-
tanti per |’ identificazionedi popolazioni, che pud costi-
tuireunabuonapremessaper ulteriori ricerche, indiriz-
zate soprattutto ad individuare i parametri meno in-
fluenzati dallecondizioni ambientali equindi di maggio-
re importanza ai fini di una caratterizzazione delle
forme autoctone.

Per quantoriguardal’ analisi dei dati ottenuti con
tecniche biochimiche & possibile fornire gia da orai
risultati di unaprimaparziaedaborazione. Tali risultati
sembrano evidenziare !’ esistenzadi un possibilefra-
zionamento della popolazione di trote nelle tre sta-

Tab. 2- Coefficientedi variazionede caratteri meristici, morfometrici emorfometrici trasformati.

Neral Ner a2 Nera3 Vigi Principe Castellone
(n=16) (n=30) (n=15) (n=14) (n=9) (n=5)
CVp caratteri meristici ] 4388 2182 3248 44.25 50.02
CVp caratteri morfometrici 2916 20.06 2811 12.93 2993 2452
CVp caratteri morfometrici trasformati 6.95 584 386 39 367 348
B
4
3
2 A +1
11 %
0 - \+%+ o :
=f ’
_2 - :
_3 2
4 . . . .
-4 e 0 2 4 5]

canonical variable 1

Fig. 3- Grafico dell’analisi discriminante. | poligoni rappresentano i limiti dei sottogruppi, i valori numerici i centroidi.
1=Neral, 2=Nera2, 3=Nera3, 4=F.Vigi, 5=F.sodd Principe, 6=F.sodel Castellone.
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Tab.3-Analisi discriminante. Capacitadiscriminantedellefunzioni

Approx Squared
Canonica Standard Canonica

Correlation Error Corrlation  Eigenvalue  Cumulative  NumDF Pr>F
1 0.868 0.026 0.753 3047 0492 155 0.001
2 0.751 0.046 0564 1294 0.701 120 0.022
3 0.685 0.057 0.0566 0834 0.844 87 0221
4 0.608 0.067 0.369 0586 0939 56 0.566
5 0523 0.077 0274 0377 100 27 0.737
Tab.4- Analis discriminante stepwise. Elenco del parametri che meglio discriminanofrai 6 gruppi
Variable Partial Prob> Prob<
Step Entered R? F Lambda
1 N°.CIECHIPILORICI 0.2297 0.0005 0.0005
2 ALTEZZAMINIMA DEL CORPO 0.2479 0.0002 0.0001
3 ALTEZZAP.VENTRALE 0.2677 0.0001 0.0001
4 N°.MACCHIENERESULLAP.DORSALE 0.1776 0.007 0.0001
5 N°.MACCHIEROSSESULLA P.DORSALE 0.1874 0.0051 0.0001
6 N°.SCAGLIESOTTOLALINEALATERALE 0.1892 0.0052 0.0001
7 ALTEZZADELLAPINNADORSALE 0.1398 00374 0.0001
8 N°.SCAGLIESULLALINEALATERALE 0.1307 0.0545 0.0001
9 N°.RAGGI RAMIFICATIDELLAP.PETTORALE 0.138 0.0447 0.0001
10 N°.RAGGI RAMIFICATIDELLA P.DORSALE 0.1853 0.0085 0.0001
n N°.DENTISULLOSTELODEL VOMERE 01213 0.0865 0.0001
1 la 2 3 6 pl
4.4
4.8
5.1
6.0
. i = |
7.5

Fig. 4 - Isoelettroforesi degli estratti muscolari.
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Fig.5- Elettrofores in SDS-Page.

zioni considerate (Staz. 1-3) (Fig. 2). Come appare
evidentein Fig. 4, I'isoelettroforesi degli estratti mu-
scolari hamesso in evidenza, negli animali prelevati
nella Staz. 3, I’esistenza di un’area di variabilita nel
rangedi pl compresotra4.8 e5.5 con unapresenzadi
bande anomal e che non trova riscontro nei campioni
prelevati nellestazioni vicine. Anchel’ elettroforesi in
SDS-Page (Fig. 5) mostral’ esistenzadi a cune pecu-
liarita rilevabili come presenza nei campioni prove-
nienti dalla stazione 3, di una banda di pm intorno a
13,000 dalton. | dati elettroforetici sembrano quindi
confermare quanto emerso dall’ analisi morfologicae
cioelapossibilitadi unadifferenziazionedellapopola
zionedel F.ssodel Castellonerispettodletrotepresen-
ti nel F. Nera.

| dati, molto preliminari, dell’analisi del DNA
mediante PCR non sono ancorain grado di aggiungere
ulteriori informazioni e, per questo motivo, non sono
riportati in manieraanalitica

Inconclusione, i dati innostro possesso aquesto
punto, | asciano prospettarelapossibilitacheesistaun

nucleodi individui residuali di un processo di segrega-
Zione chepotrebbero essere utilizzati, dopo ulteriori e
specifiche conferme, come indicatori autoctoni della
specieoggetto di indagine.
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