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Abstract: L'uso di approcci di indagine multidisciplinari, che includono analisi biologiche,
biogeografiche, storiche, morfologiche e genetiche, pud essere utile per identificare e preservare la
biodiversita. Il presente studio si concentra sulla caratterizzazione e la conservazione di una
popolazione di mufloni (Ovis gmelini musimon) dell'isola mediterranea del Giglio. Forniamo i
rimi dati molecolari sulla popolazione del Giglio e la confrontiamo con i mufloni della Sardegna,
dell'Elba e della Corsica utilizzando marcatori nucleari e mitocondriali. I nostri risultati
suggeriscono che il muflone del Gilglio ospita una variabilita genetica di probabile origine sarda,
ma non rappresentata nell'attuale diversita dei mufloni sardi. Pur non presentando le
caratteristiche tipiche di una specie aliena invasiva, il muflone del Giglio & sottoposto a
eradicazione tramite abbattimento o cattura e sterilizzazione chirurgica. Le prove molecolari che
riportiamo evidenziano come tali azioni stiano causando la perdita irrimediabile di varianti
genetiche ancestrali del genere Ovis. Infine, sottolineiamo come sia necessario un approccio
multidisciplinare per favorire la conservazione e la gestione delle popolazioni antropofile dei
mammiferi mediterranei.
Parole chiave: muflone; conservazione; insularita; eradicazione; biodiversita

1. Introduzione
1l muflone tirrenico, Ovis gmelini musimon (Pallas, 1811), & un ungulato di medie
dimensioni presente in Sardegna e Corsica, dove & stato_introdotto dall'uomo nel
Neolitico [1-4]. In queste isole del Mediterraneo, la specie & protetta dalla legge. Nel
]fresente lavoro, seguiamo la definizione tassonomica della specie Ouvis gmelini Blyth,
841 [5,6]. A causa dell'intenso bracconaggio e della perdita di habitat, la popolazione
sarda ha subito_un pericoloso declino censuario nel corso del XX secolo, che si &
rotratto fino agli anni '70 [7], periodo in cui si stimava che sopravvivessero solo poche
centinaia di individui [18,9]. o . . . o
Su iniziativa di alcune autorita italiane in campo zoologico (tra cui A. Ghigi, A.
Toschi e R. Vldesottf, a meta degli anni Cm(iuant'a un piccolo gruppo di mufloni fu
trasferito all'Isola del Giglio (2.380 ettari), nell'Arcipelago Toscano, per scongiurare la
prevista estinzione in Sardegna e Corsica [10-12]. Questa Flccola popolazione era
ospitata in una proprieta privata recintata di circa 90 ettari, sul promontorio del Franco
(Figura 1A). Il nucleo iniziale si & formato nel 1955 con sette animali: quattro femmine e
tre maschi, di cui un giovane maschio e due femmine raccolti in Germania "...da ceppi
di Corso-Sardegna, importati per la prima volta in Ungheria intorno al 1800 e fortificati,
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mantenendo la purezza della razza in Germania" [10]. Gli altri indjvidui sono stati tutti
raccolti da riserve in Sardegna. Gli animali hanno prpape;atc; nel clima mediterraneo
dell'Tsola del Giglio e nel 1960-1961 hanno raggiunto i 24 individui. A causa di alcune
brecce nella recinzione originaria, all'inizio degli anni '80 i mufloni hanno iniziato a
essere avvistati al di fuori della riserva, prima nella parte settentrionale del

romontorio del Franco e poi nella porzione sud-occidentale dell'isola (Figura 1B).

ebbene non esista una stima ufficiale delle dimensioni attuali della popolazione, le
testimonianze aneddotiche suggeriscono una dimensione della popolazione Com?resa
tra 24 e 96 individui [13]. Attualmente, il muflone del Giglio & o %e to di un progetto di
eradicazione delle specie introdotte mediato dal governo Iocalef ]. Tuttavia, non sono
stati intrapresi studi biologici ed ecologici precedenti, né valutazioni genetiche per
valutare il valore di %uesta popolazione in termini di biodiversita. In questa sede
forniamo i risultati preliminari ottenuti dalla caratterizzazione ]genetlca del muflone dei
Giglio ?tltlr.?yerso indagine del DNA mitocondriale (mtDNA) e dei marcatori
microsatelliti.

GIGLIO
ISLAND

Figura 1. Posizione geografica dell'Isola del Giglio. (A) L'area grigio scuro ra%presenta l'areale del

recinto originario nel promontorio del Franco. (B) Due maschi adulti di muflone che vagano nel
promontorio di Franco. Foto per gentile concessione di Amy Bond, 2021.

2. Materiali e metodi

Complessivamente sono stati campionati 24 esemplari di muflone, di cui 15
grovgementl. dallTsola del Giglio, uno dall'Elba, sette dalla Sardegna e sette dalla
orsica. Gli individui sardi sono stati selezionati da_ uno studio precedente [14] per
massimizzare la rappresentativita della diversita dei mufloni sardi e contrastare la
piccola dimensione del campione. Inoltre, sono stati inclusi due individui di Sarda, una
moderna razza domestica sarda. Il sangue periferico intero ¢ stato raccolto da veterinari
g:omp'etentl.dagi;_h esemplari della Sardegha e della Corsica. Il campionamento non
invasivo dei peli e stato effettuato su individui dell'Elba e del Giglio traslocati in riserve
naturali situate nella Toscana continentale, in Italia. Il DNA genomico e stato estratto
dal sangue e dai capelli utilizzando rispettivamente i kit GenElute Blood genomic DNA
e GenElute Mammalian genomic DNA Minipreps (Merck), secondo il protocollo del
roduttore. La qualita del campione e la concentrazione del DNA sono state
determinate con uno spettrofotometro ND-8000 (NanoDrop Technologies, Thermo
Fisher Scientific, MA, USA).
La coppia di primer CR1-CR2 (Tabella S2, Materiali Supplementari) ¢ stata utilizzata per
amplificare l'intera regione D-loop dell' mtDNA, seguendo il protocollo descritto da Satta e
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colleghi. (2021). 1 K/fpdotti di PCR sono stati émrificati.con un kit di estrazione su [§e1
Montage (Merck Millipore), sequenziati mediante chimica di terminazione (BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems) e sottoposti a elettroforesi
capillare su un “analizzatore genetico 'ABI PRISM 3130 (Apzplied Biosystems).
L'allineamento di sequenze multiple e stato eseguito con Bioedit v7.2.5 [15].

11 set di dati e stato esteso includendo 88 sequenze di O. %melini recuperate da Satta
e colleghi [14] per coprire meglio la distribuzione geografica della_specie. Abbiamo
incluso sequenze rappresentative di mufloni provenienti dalle isole di Sardegna (54) e
Corsica (2% e dall'Europa continentale (3){. Altre tre sequenze omologhe di urial (O.
vignei) sono state incluse come outgroup. I dati delle sequenze sono stati analizzati con
DnaSP v6.10.03 per valutare la diversita genetica [16]. La relazione genetica tra I%li
a]ilotiéoi ¢ stata studiata mediante una rete di giunzione mediana utilizzando PopART
E/18.175 [17]. Le distanze genetiche a coppie sono state stimate con il software MEGA v11

Per valutare la diversita e la struttura della S%cl)%)olazione, i campioni sono stati
%enotipiz_zati su 14 loci Simple Sequence Repeats (SSK) recuperati dalla letteratura [14].
rodotti di amfphﬁcaz;one sono stati ottenuti secondo le indicazioni di Scali e colleghi
[19] e sottoposti a calibrazione fine mediante elettroforesi capillare utilizzando un
analizzatore di DNA ABI 3130 (Applied Biosystems). Il singolo campione dell'Tsola
d'Elba non & stato sottoposto ad_analisi mifate alla popolazione. Per studiare la
relazione ordinale tra PpCc:EoIazwn_l e individui, abbiamo es%mto un'analisi delle
componenti g)rma ali ) come implementato nel pacchetto R'ade4 v1.7-19 [20]. Per
ogni locus SSR, abbiamo valutato se un allele fosse riservato alla popolazione del Giglio
piuttosto che condiviso tra le popolazioni.

3. Risultati

. . La reazione di sequenziamento della regione D-loop ¢ fallita per sei campioni del
Giglio, che sono stati quindi esclusi da ulteriori analisi. Il sequenziamento nucleotidico
det Iprodot’ci PCR ha fornito nove sequenze del Giglio, una dell'Elba e otto della Corsica
di lunghezza eterogenea, compresa tra 630 e 180 nucleotidi (GB#ON960213-22).
L'intero set di dati contava 109 sequenze. Le analisi sono state condotte sul dominio
ipervariabile I della regione D-loop mitocondriale per stimare la variabilita genetica sul
campione di popolazione disponibile. Tra i nove campioni del Giglio sono stati
individuati due nuovi aplotipi, Hpt-6 trovato in otto campioni e Hpt-7 nel restante,
separati da mutazioni a tre stadi, con diversita aI(ﬂo_tip_lca Hd = 0,222 e diversita
nucleotidica 7 = 0,0021. Gli Hpt-6 e Hpt-7 sono stati riscontrati al Giglio con una
frequenza rispettivamente dell'89% e dell'11%. Tra %h otto campioni corsi analizzati nel
presente studio, sei condividevano gli stessi aplotipi identificati in un campione di
muflone corso (h1l) da Sanna e colleghi [21], mentre due mostravano un nuovo
aplotipo (Hpt-8). Nei dieci campioni corsi, abbiamo trovato tre aplotipi di mtDNA
separati da mutazioni di un passo (Hd = 0,511; t = 0,0018). Il campione elbano ospitava
un aplotipo privato (Hpt-9). Per quanto ne sappiamo, nessuno di questi

di questi aplotipi ¢ stato descritto in precedenza in razze ovine domestiche.

La rete di giunzione mediana ha individuato tre principali cluster di aplotipi
mtDNA caratterizzati da una forte componente geografica (Figura 2). Le 18 sequenze di
muflone si sono raggruppate in cinque aplotipi (Hpt-6-9 e hl11), secondo 1 risultati
desunti dall'analisi = della __variabilita genetica, e della diversita aplotipica
precedentemente riportata. Hpt-6 e Hpt-7 sono risultati strettamente correlati aﬁh
aplotipi Hpt-1 e Hpt-4, entrambi precedentemente descritti nel muflone sardo [14],
mentre Hpt-9 & apparso pitt vicino ai mufloni dell'Europa continentale.
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Figura 2. Rete di giunzione mediana che mostra la relazione tra gli aplotipi mtDNA dei mufloni.

Per quantificare le differenze tra gli aplotipi all'interno del cluster europeo (n = 62),
sono state calcolate le distanze genetiche a conie tra i g;upgi. L'Hpt-6 & risultato piu
correlato  all'Hpt-1 (0,0063 + 0 005f rispetto all'Hgt- (0,0096 "+ O’OOS}LI mentre
quest'ultimo & equidistante dall'Hpt-T e dall'Hpt-4 (0,0032 + 0,003). Sia per Hpt-6 che
per Hpt-7, la distanza massima e stata registrata da Hpt-9 (0,0193 + 0,003).

La PCA eseguita sui genotipi SSK ha discriminato 1l set di dati in tre cluster
distinti, sovrapposti all'origine geografica dei campioni: Sardegna, Corsica e Isola del
Giglio (Figura g), con gli mdividul domestici inclusi nel cluster sardo. E importante
notare che dieci individui del Giglio presentavano due alleli SSR privati in due loci
(MCM150-112 e MNS5-185; Tabella S1, Materiali supplementari).

d=0.2
1 2
:
\ :

° .-lhn—.___

Figura 3. P PCA di quattro popolazioni di mufloni e una domestica; tgli assi X e Y rappresentano
rispettivamente la prima e la seconda PC. Il riquadro mostra I'importanza di ciascuna PC in
termini di percentuale della varianza totale spiegata.
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4. Discussione

. _La biodiversita esistente sulle isole }gub essere estremamente ricca, poiché
l'isolamento geografico pud promuovere contemporaneamente la diversita evolutiva e
ospitare lignaggi di specie precedentemente diffuse [22-24]. I nostri risultati confermano
il ruolo delle isole del Mediterraneo come serbatoio genetico, come gia evidenziato per:
il tozgoragno e il passero_cretesi [25,26;, il toporagno siciliano [27], il daino rodiese
[28,29], il topo cipriota e il muflone [21,30], il grifone europeo [31], i cavallini sardi e il
cervo rosso [32,33], la lepre di Pianosa [34 , la vipera e la capra di Montecristo [35,36].

I due aplotipi del mtDNA, Hpt-6 e Hpt-7, si sono raggruppati all'interno del cluster
del muflone_ europeo e non sono stati descritti in precedenza nelle razze ovine
domestiche. Hpt-6"¢ aqurso strettamente correlato a Hpt-1, che e l'aplotipo mtDNA
ﬁiﬁ antico identificato all'interno_del cluster del muflone europeo e forse quello da cui

a avuto origine l'attuale diversita del muflone [37]. Hpt-7 & posizionato tra Hpt-1 e
Hpt-4 nella rete di giunzione mediana (Figura 2). Sia Hpt-1 che Hpt-4 sono di origine
sarda, il che sugﬁerisce che Hpt-7 rappresenti una traccia residua della variabilita
originaria del muflone sardo [14]. Allo stesso modo, le analisi SSR hanno evidenziato
alleli privati nei mufloni del Giglio, indicando che questa_popolazione ospita una
variabilita genetica esclusiva. La bassa incidenza dell' Hpt-7 nella popolazione del Giglio
evidenzia [a sua intrinseca fragilita, che richiede quindi adeguate e urgenti misure di
protezione per evitarne la scomparsa irreversibile. L'aplotipo_ospitato dal campione
elbano discende dall'antenato di linea degli aplotipi europei; cid & coerente con le fonti
storiche che fanno risalire 1'origine della colonia elbana all'introduzione, nel 1975, di sei
femmine e tre maschi provenienti dall'Europa continentale [12].

La traslocazione dei mufloni sardi al Giglio ¢ avvenuta a meta degli anni '50,
quando la popolazione sarda stava subendo un grave o )

la popolazione sarda stava subendo un grave collo di bc_)ttégha a causa dell'erosione
dell'habitat e del bracconagglo estensivo, con solo ~300 individui rimasti registrati
intorno al 1978 [8,38]. Secondo le analisi disponibili sulla diversita del muflone sardo
[14,21], i lignaggi sardi traslocati al Giglio non sono sopravvissuti nella popolazione di
origine. La presenza di isolati genetici derivanti da una specie diffusa non e rara, come
nel” caso dell'attuale popolazione di daini_che abita I'isola di Rodi, nel Mar Egeo
orientale, che conserva alcuni tratti genetici assenti sia nell'attuale %o olazione turca
vicina, sia nella restante popolazione mondiale della specie [28,29]. Nei decenni
successivi, I'emanazione di diverse leggi volte a proteggere la tauna locale, insieme
all'istituzione di riserve naturali ha permesso al mutlone sardo di aumentare di
numero. Tuttavia, la strozzatura cfella.popplazione_ verificatasi nella prima meta del XX
secolo ha eroso una parte della diversita originaria, una parte della quale si &
fortunatamente conservata all'Isola del Giglio. . o . .

L'eradicazione puo essere uno strumento utile per prevenire la diffusione di specie
esotiche invasive e mitigarne I'impatto sulla biodiversita autoctona. .

mitigare il loro impatto sulla biodiversita autoctona, sulle funzioni dell'ecosistema,
sulla saltte di animali e piante e sulle economie umane [39-41]. Tuttavia, oltre a
valutare_ gli 1m1patti _della” rimozione di una specie da un ecosistema, la natura
irreversibile dell'eradicazione dovrebbe imporre anche una valutazione approfondita
del valore genetico della popolazione focale e se essa rappresenta un isolato genetico di
una popolazione precedentemente diffusa [39]. I nostri risultati suggeriscono che la
popolazione di muflone del Giglio ha un'alta priorita di conservazione in quanto
rappresenta una risorsa Eenetlca inestimabile e insostituibile. o )

‘Nel 2014, I'Unione Europea ha fornito le linee guida per definire le "specie o razze
esotiche invasive" (IAS; Regolamento UE 1143/ 14{. e IAS, spesso introdotte a
seguito della globalizzazione€, sono definite come quelle specie o razze inserite al di
fuori del loro areale geograﬁco naturale, inteso, come macroarea, accidentalmente o
intenzionalmente, magart” per scambi commerciali. E noto che le IAS influenzano
negativamente 1l biota insulare a causa  della loro tendenza a_diventare

emograficamente fuori_controllo in un periodo di tempo relativamente breve e ad
alterare la struttura e il funzionamento di interi ecosistemi [42,43]. Le principali
conseguenze sono impatti economici significativi e gravi problemi per la salute umana
[42,44%. Tuttavia, non ¢ stato valutato alcun impatto negativo sull'ambiente o su altre
s .e?e attraverso studi solidi e documentati per stabilire misure di contenimento del

iglio.
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muflone del Giglio. L'unico disturbo notificato dovuto al muflone sembra essere
qualghe danno trascurabile alle colture (pari a poche centinaia di euro negli ultimi 19
anni).

uesto studio dimostra che la popolazione di mufloni dell'lsola del Giglio ospita una

iversita gGenetlca non rilevata nel patrimonio sardo. Come una capstla del tempo,
l'isola del Giglio potrebbe aver conservato una parte del DNA ancestrale del muflone
sardo, poichela popolazione attuale rappresenta un'istantanea del pool autoctono sardo
al momento della traslocazione. I nostri risultati suggeriscono l'urgente necessita di
interrompere le attivita di eradicazione e di concepire contemporaneamente piani di
conservazione per preservare cid che resta della popolazione del Giglio, consentendo al
contempo indagini genomiche su larga scala per confermare e aggiungere dettagli a
questa_ risorsa “genetica perduta. Il Tecinto originario del promontorio di Franco
potrebbe essere ripristinato per consentire il monitoraggio della popolazione, mentre si
eqrebbero syolgere indagini solide e documentate sull'tmpatto del muflone all'Isola del

iglio [45]. E importante notare che la strategia di conservazione in situ consentirebbe
alle autorita dell'lsola del G1]g110 di sfruttare la presenza_della popolazione locale di
mufloni per promuovere Ia consapevolezza della biodiversita come elemento
aggiuntivo dell'economia locale altamente basata sul turismo, convertendo in definitiva
la Presenza del muflone da un presunto fastidio a un_ elemento di arricchimento
dellTsola del Giglio. I dati ottenuti sulla popolazione rinchiusa consentirebbero di
compiere scelte ponderate per riportare il muflone del Giglio in condizioni non gestite o
per sviluppare piani alternativi di conservazione in situ ed ex situ. A lungo termine,
dopo le necessarie valutazioni genomiche e l'attuazione di un programma di
ripopolamento dedicato, sarebbe possibile reintegrare i lignaggi un tempo perduti
rapFresentatl_dal muflone del Giglio nella popolazione di mutloni della Sardegna.
Inoltre, la disponibilita di queste varianti genetiche inesplorate del muflone e
promettente per aggiungere dettagli alla comprensione generale dell'evoluzione sotto il
controllo culturale umano del genere Ovis [46-48]. QJueste informazioni aggiuntive
aumenteranno probabilmente il potere di rilevazione degli studi volti a valutare i livelli
di selezione, I'adattamento genomico alle sfide ambientali [49-52], I'ascendenza a grana
fine e la presenza di incroci [3,53,54].

5. Conclusioni

Il Mediterraneo é stato intensamente influenzato dall'attivita umana per un
periodo prolungato, senza che nessun ecosistema sia rimasto intatto. Negli ultim1 12.000
anni, quest'area geografica ¢ stata caratterizzata dalla stratificazione multipla di eventi
culturali antropici successivi che hanno alterato profondamente la composizione delle
biocenosi originarie. Tali eventi complessi hanno portato alla_ comparsa multipla di
popolazioni introdotte, probabilmente portatrici di una diversita genetica unica, come

uella qui_discussa. Il caso del muflone del Giglio suggerisce che, ogni volta che si
prendono in considerazione azioni di conservazione irreversibili, € necessario adottare
il principio di precauzione e condurre indagini multidisciplinari approfondite per
valutare il rapporto benefici/rischi [45].

Materiale supFlementare: Le seguenti informazioni di su gorto possono _essere scaricate
all'indirizzo: https:/ /www.mdpi.com/article/10.3390/ d1408068 /s1, Table S1: SSR scores, Table
52: CR1-CR2 primers sequence
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