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ABSTRACT — Conservation of the brown bear Ursus arctos in the Apennines: a non-
invasive genetic approach. Molecular techniques were used to assess individual identifica-
tion for 24 brown bears (Ursus arctos) from the Apennine population through noninvasive
sampling. Shed hairs were collected and used as a source of DNA to derive single genoty-
pe profiling at 12 microsatellite loci. Genotypes of 11 bears were obtained from tissues or
blood of dead or caught animals. Average expected heterozygosity (Hg = 0.432) and mean
number of alleles per locus (n, = 2.1) showed that the level of genetic diversity was one of
the lowest recorded for brown bear populations across their European and North American
ranges. A large portion of the original genetic variation may have gone lost through random
genetic drift during the recent period of isolation. However, the level of genetic variability
proved sufficient to identify the bears individually using 9 microsatellite loci. The probabi-
lity that two animals shared by chance the same multilocus genotype was estimated to be 1
in 100. Lack of genetic diversity, as well as the maintenance of an adequate effective num-
ber are alarming and may serioudly jeopardize the long-term survival of this population.
Furthermore, high mortality rates, poaching and encroachment with human activities repre-
sent immediate, urgent concerns. In a conservation perspective, we suggest to implement
protection and enforce habitat restoration for a natural increase of the population. Presently,
restocking with bears from other source populations should be discouraged to avoid genetic
extinction of the resident bears. Noninvasive sampling provided reliable population and
individual genetic data without disturbing the animals, and microsatellite genotyping pro-
ved a valuable genetic tagging method and a feasible alternative to conventional field
counts.
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RIASSUNTO - Ventiquattro individui di orso bruno (Ursus arctos) appenninico sono stati
identificati singolarmente attraverso metodi molecolari, a partire da campioni raccolti con
tecniche non invasive. || DNA é stato estratto dalle radici di peli recuperati sul campo el
genotipo composito di ogni orso e stato ottenuto analizzando 12 loci microsatelliti. | geno-
tipi di 11 individui sono stati determinati isolando il DNA da tessuti e sangue di animali
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morti o catturati. | risultati hanno evidenziato che la variabilita genetica di questa popola-
zione (eterozigosi attesa Hg = 0,432, numero medio di aleli per locusn, = 2,1) étrale piu
basse mai rilevate per I’ orso bruno europeo e nord americano. Gran parte della variabilita
originale é stata probabilmente perduta per effetto della deriva a causa dell’isolamento e dei
colli di bottiglia subiti in passato. Tuttavia, la variabilita genetica residua della popolazione
si erivelata sufficiente per poter identificare individualmente gli orsi, tramite I’analisi di un
minimo di 9 loci microsatelliti. Da questa analisi € risultato che la probabilitadi trovare due
animali diversi che abbiano casualmente lo stesso genotipo € di 1 su 100. |l basso livello di
variabilitagenetica, cosi come laridotta dimensione eff ettiva sono aspetti assai preoccupanti
che potrebbero minacciare la sopravvivenza a lungo termine della popolazione di orsi
nell’ Appennino. A questo proposito, non sono inoltre da sottovalutare I’ alta mortalita, il
bracconaggio eil conflitto con le attivita umane, che rappresentano attualmente seri e urgen-
ti problemi darisolvere. In un’ottica di conservazione, si suggerisce di favorire I’aumento
della popolazione esistente attraverso I'implementazione di misure di conservazione piu
efficaci e attraverso la corretta gestione dell’ habitat. Allo stato attuale, si sconsiglia viva
mente di effettuare immissioni di orsi da altre popolazioni, per evitare I’ estinzione genetica
della popolazione autoctona. |1 campi onamento non invasivo ha permesso di raccogliere dati
genetici a livello di singolo individuo e di popolazione senza arrecare acun disturbo agli
animali, el’analisi dei loci microsatelliti in particolare si € dimostrata un valido metodo per
“marcare” gli orsi in aternativa a metodi tradizionali di conteggio.

Parole chiave: Ursus arctos, peli, microsatelliti, DNA fingerprinting.

INTRODUZIONE gie di conservazione a lungo termine

delle popolazioni di orso siain Europa
Nell’ Appennino centrale I’orso vive in ~ che in Nord America (Taberlet et al.,
completo isolamento da ameno 400 1993 e 1997; Paetkau e Strobeck, 1994,
anni (Febbo e Pellegrini, 1990). La Paetkau et al., 1995; Paetkau et al.,
popolazione attuale & ormai ridotta a  1998b; Mowat e Strobeck, 2000; Waits
poche decine di individui (Randi et al., €t al., 2000; Lorenzini et al. 2004).
2004) in conseguenza del trend demo-  Recentemente, le tecniche di genetica
grafico fortemente negativo subito a  molecolare sono state impiegate con
partire dagli anni 80 (Posillico, 1996).  successo per rispondere a importanti
L’elevato tasso di mortalita, spesso  quesiti sulla biologia e sull’ecologia
imputabile all’'uomo & una delle cause ~ comportamentale di questa specie
pill preoccupanti di rarefazioneper que-  (Paetkau et al., 1998a; Cronin et al.,
sta popolazione ed & percid necessario  1999; Woods et al., 1999). Inoltre, la
mettere in atto immediatamente degli ~ conoscenza di alcune caratteristiche
efficaci piani per la sua conservazione  genetiche della popolazione, quali il
(Calvario e Sarrocco, 1997; Potena et livello di variabilita e differenziamento,
al. 2004). | moderni metodi dellagene- il grado di parentela tra gli individui, il
ticahanno ormai un ruolo di primissimo ~ tasso di consanguineita e le ricostruzio-
piano nell’ acquisizione di dati e infor-  ni genealogiche, permette di sviluppare
mazioni indispensabili per la program-  delle strategie di conservazione piu effi-
mazione e I'implementazione di strate-  caci. La dimensione della popolazione
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€ un parametro demografico indispen-
sabile da conoscere. L’ orso € un anima-
le attivo per lo piu a crepuscolo e
durante le ore notturne, puo avere home
range anche molto ampi, é elusivo, vive
generalmente a basse densita in habitat
di montagna, che spesso sono di diffici-
le accesso per |I'uomo. Per questi moti-
vi, il censimento di questa specie attra-
verso i tradizionali metodi di campo
puod risultare impraticabile, oppure
estremamente dispendioso 0 poco
attendibile (Mace et al., 1994), tant’é
vero che per I’orso appenninico a tut-
t'oggi non sono disponibili stime affi-
dabili della popolazione (cf. Potena et
al., 2004). Tuttavia, Boscagli (1990),
tramite il conteggio delle orme su neve
in un’area di 600 km?, ha suggerito un
numero minimo certo di 38-39 indivi-
dui nel 1985, mentre Randi et al. (2004)
hanno indicato in circa 30 il numero di
individui presenti in un’area ampia
circa 1500 km? sovrapposta alla quas
totalita del core range della popolazio-
ne. Questi dati sono estremamente
alarmanti.

Una delle applicazioni piu affascinanti
delle tecniche molecolari € la possibili-
ta di stimare il numero minimo d’indi-
vidui di una popolazione in natura
avvalendos di metodi di campiona-
mento non invasivo (Schwartz et al.,
1998; Kohn et al., 1999). Laraccoltadi
escrementi depositati lungo i sentieri e
di peli pers naturalmente dagli orsi o
rimasti impigliati in apposite trappole
(Woods et al., 1999) permette di identi-
ficare singolarmente gli individui dal
DNA (DNA fingerprinting), caratteriz-
zandone i genotipi attraverso |’analis
di loci microsatelliti (Taberlet et al.,
1997; Woods et al., 1999; Mowat e
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Strobeck, 2000). Questa “marcatura
molecolare” permette di non catturare
gli animali per marcarli, ed elimina
qualsiasi necessita di contatto fisico o
visivo che potrebbe arrecare danno o
disturbo agli orsi. Inoltre, in tal modo,
vengono minimizzate le fonti di errore
che sono intrinseche ai metodi di mar-
caturaericatturatradizionali (Woods et
al., 1999).

L'analis dei microsatelliti ormai fa
parte dei “ferri del mestiere” del geneti-
sta che si occupa di conservazione. E
una tecnica che viene usata ormai di
frequente su campioni raccolti in modo
non invasivo, in particolare per deter-
minare il livello di variabilita genetica
nelle popolazioni a dimensioni ridotte,
che sono quelle maggiormente esposte
ai rischi di estinzione. | microsatelliti
sono loci altamente variabili. L'alto
tasso di mutazione li rende particolar-
mente adatti a studiare popolazioni di
0rso geneticamente depauperate, per il
cui studio altri marker, quali gli aloen-
zimi o il DNA mitocondriale, s sono
rivelati poco o per nulla informativi
(Allendorf et al., 1979; Larsen et al.,
1983; Cronin et al., 1991; Randi et al.,
1994). Essendo costituiti da corte
sequenze nucleotidiche, i loci microsa-
telliti possono essere amplificati anche
da DNA degradato, che spesso € I’ uni-
co materiale ricavabile da campioni di
escrementi o peli.

In questo studio pilota vengono riporta-
ti i primi dati sulla variabilita genetica
nucleare nella popolazione di orsi
dell’ Appennino centrale, la maggior
parte dei quali campionati attraverso
tecniche non invasive. Il livello di
diversita genetica viene messo a con-
fronto con quello di atre popolazioni
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europee di orso bruno per cui sono dis-
ponibili dati comparabili, e i risultati
sono discuss in un contesto di conser-
vazione. Viene suggerito il numero
minimo di loci microsatelliti da analiz-
zare, necessari per identificare in modo
univoco gli individui erisdire allerela-
zioni di parentela. Inoltre, viene presa
in considerazione |’ applicabilita delle
tecniche di raccolta non invasiva, asso-
ciate al’analisi molecolare, come alter-
nativa ai tradizionali metodi di censi-
mento sul campo dell’orso bruno.
Infine, viene effettuata la determinazio-

ne del sesso a partire da campioni di
pelo appartenenti ad individui scono-
sciuti.

MATERIALI E METODI

1. Analis di |aboratorio

Durante gli anni 1991-2003 sono stati rac-
colti 100 campioni di orso provenienti da
un’areadi circa 500 km2 localizzata princi-
palmente nell’ Abruzzo meridionale (coor-
dinate: 41°51' N, 14°02' E) (Fig. 1). Di
questi campioni, 11 erano costituiti da san-
gue o tessuto muscolare di individui cattu-
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Figura 1 - Distribuzione dei campioni di orso analizzati. Ad uno stesso sito possono corri-
spondere diversi campioni. Nella figura é evidenziato il sesso attribuito ai diversi campioni.
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rati o ritrovati morti, mentre 89 erano ciuffi
di pelo raccolto in giacigli, su tronchi di
alberi dafrutto, nelle vicinanze di arnie o su
recinzioni metalliche a protezione del
bestiame domestico o di piccole aree colti-
vate. Inoltre, sono stati raccolti campioni di
pelo da5 animali vivi e da carcasse per per-
mettere la validazione del metodo, ovvero
per controllare la corrispondenza del geno-
tipo ottenuto dall’analisi del DNA estratto
dai peli e daquello estratto dai tessuti dello
stesso animale. Nelle radici dei peli il DNA
si trovain scarsa quantita ed € spesso molto
degradato, per cui la possibilita di ottenere
degli artefatti durante I’amplificazione (ad
esempio la contaminazione, la generazione
di falsi aleli o lamancata amplificazione di
uno dei due aldi di un eterozigote - “alle-
lic drop out”, dovuta all’ eccessiva diluizio-
ne del DNA; Taberlet et al., 1996; Gagneux
et al., 1997) deve essere attentamente valu-
tata per evitare risultati falsati. La caratte-
rizzazione dei genotipi dai campioni di orso
e stata effettuata amplificando tramite PCR
12 loci microsatelliti (Taberlet et al., 1997,
Paetkau et al., 1998a; Cronin et al., 1999;
Waits et al., 2000; Tab.1). Per ogni campio-
ne di pelo e per ogni locus I’ amplificazione
e stata effettuata in doppio sia per gli omo-

zigoti sia per gli eterozigoti. In caso di
risultati non coincidenti, sono state esegui-
te due amplificazioni ulteriori e il genotipo
€ stato registrato solo se coincidevano
almeno 3 genotipi su 4. La determinazione
del sesso degli individui identificati come
diversi a posteriori con il DNA fingerprin-
ting e stata effettuata amplificando i geni
per I’Amelogenina (AMG, Ennis e
Gallagher, 1994) e il segmento Sry (Sex
Determining Region) presente sul cromoso-
ma Y utilizzando i primer esterni 121R e
29F, pubblicati in Taberlet et al. (1993) el
locus microsatellite G1A come controllo
interno. Le modalita di raccoltadei campio-
ni sul campo e i metodi di laboratorio sono
riportate in dettaglio in Lorenzini et al.
2004.

2. Andlisi dei dati

Dalle frequenze aleliche sono stati stimati
il numero medio di aleli per locus (n,), le
eterozigos osservata e attesa (Hg, Hp), il
PIC-polymorphism information content. Il
test esatto di Fisher € stato utilizzato per
verificare che non ci fosse associazione tra
coppie di loci, ovvero che ogni locus venis-
se ereditato indipendentemente dagli altri,

Tabella 1 - Loci microsatelliti analizzati in questo studio

Locus Speciedi origine L etteratura
CXX20 Cane Ostrander et al., 1993
G10P Orso nero Pagetkau et al., 1995

G1D Orso nero Pagetkau e Strobeck, 1994
G1A Orso nero Pagetkau e Strobeck, 1994
Gi10C Orso nero Pagetkau e Strobeck, 1994
G10X Orso nero Pagetkau e Strobeck, 1994
G10B Orso nero Pagetkau e Strobeck, 1994
G10L Orso nero Pagetkau e Strobeck, 1994
MU59 Orso bruno Taberlet et al., 1997
MUQ5 Orso bruno Taberlet et al., 1997
MU50 Orso bruno Taberlet et al., 1997
G10H Orso nero Pagetkau et al., 1998a
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mentre gli scostamenti dall’ equilibrio di
Hardy-Weinberg (HWE) sono stati valutati
applicando le statistiche F,; secondo Weir e
Cockerham (1984) e secondo Robertson e
Hill (1984), che valutano la significativita
del deficit di eterozigoti ai singoli loci (Guo
e Thompson, 1992). Una popolazione che
ha subito una recente diminuzione del
numero effettivo perde variabilita allelica
pit velocemente di quanto non ne venga
ridotta I’ eterozigosi media (Luikart et al.,
1998). Per verificare se la popolazione di
orsi in Appennino sia stata recentemente
soggetta a un collo di bottiglia, € stato
applicato a dati il test per ranghi di
Wilcoxon (cf. BOTTLENECK versione
1.2.02; Cornuet e Luikart, 1996). Il test
valuta se la stima dell’ eterozigos attesa in
base al’ equilibrio di HW (Hg) & significati-
vamente piu altarispetto allastimadell’ ete-
rozigos attesa in base al numero di aleli
presenti nella popolazione attuale, assu-
mendo I’ equilibrio tra mutazione e deriva
(Heo). Se questa differenza non & dovuta al
caso, é statisticamente molto probabile che
si siaverificato un collo di bottiglia. Poiché
il modello mutazionale dei microsatelliti &
molto complesso (Goldstein e Schiotterer,
2000, per unadisamina) e nel genere Ursus
€ sconosciuto, i calcoli sono stati effettuati
seguendo tre possibili modelli: il modello
IAM (Infinite Allele Model) (Kimura e
Crow, 1964), il modello SMM (Stepwise
Mutation Model) (Kimura e Otha, 1978) e
infine il modello TPM (Two Phase Model,
adottando il 5% di mutazioni multi-step)
(Valdéset al., 1993; Di Rienzo et al., 1994).
Quest’ultimo, un derivato del modello
SMM, prevede la possibilita di addizioni o
delezioni di pit di una unita ripetuta nella
sequenza del microsatellite.

Questo lavoro € uno studio di fattibilita,
svolto per verificare sei metodi della gene-
tica non invasiva possono essere applicati
per stimare la consistenza della popolazio-
ne. In quest’ ottica, i dati sono stati utilizza-
ti per stimare la probabilitadi identita (P,p),
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ovvero la probabilita che due orsi divers
abbiano lo stesso genotipo per il solo effet-
to del caso e siano quindi scambiati per lo
stesso individuo. Tali calcoli permettono di
selezionare il numero minimo di loci da
analizzare per ottenere valori accettabili di
P, per questa popolazione di orso bruno. E
stata applicata sialaformula standard per il
calcolo di P per loci codominanti
(Paetkau et al., 1994), sia quella relativa a
fratelli, suggerita da Waits et al. (2001)
come limite conservativo per I'identifica
zione individuale, dato un certo set di loci
microsatelliti analizzati. Infatti, nelle popo-
lazioni di orsi piccole e isolate, & concreta
la possibilita che esse non siano in HWE,
come conseguenza dei trascorsi demografi-
ci, e che gli individui condividano un certo
grado di parentela. Di conseguenza, la
stimateorica di P, pud essere sensibilmen-
te piu bassa di quella redle, anche di tre
ordini grandezza, come € stato dimostrato
per la popolazione di orsi della Scandinavia
(Waits et al., 2001).

RISULTATI

| dodici loci microsatelliti sono stati
analizzati iniziddmente in un gruppo di
11 orsi di cui era disponibile la carcas-
sa 0 campioni di sangue. Per cinque
animali e stato verificato che il genoti-
po ottenuto dall’ analisi del DNA estrat-
to dai peli corrispondesse a quello otte-
nuto analizzando il DNA estratto dai
tessuti. Non sono stati evidenziati pro-
blemi di contaminazione o di amplifica-
zione di falsi alleli, ei genotipi ottenuti
dai peli e dai tessuti dello stesso anima-
le hanno sempre dato risultati coinci-
denti. Il DNA é stato isolato con suc-
cesso in 70 (79%) degli 89 campioni di
pelo raccolti sul campo o prelevati da
animali vivi. Da 62 campioni € stato
possibile estrarre un quantitativo di
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DNA sufficiente per ottenere dei geno-
tipi completi (12 loci). Cio ha permesso
di identificare 24 ors divers (38 ricat-
ture). | campioni che non hanno fornito
alcun prodotto amplificato erano proba-
bilmente campioni in cui il DNA era
troppo scarso, forse altamente degrada-
to, oppure perché appartenenti ad altre
Specie.

Nell’analisi dell’indipendenza dei loci,
una coppia di microsatelliti e risultata
associata (test di associazione, P<0,05).
Tuttavia, € stato dimostrato che la pre-
senza di una o due coppie di marker
associati sostanzialmente non influisce
sui risultati dei calcoli di carattere pro-
babilistico impiegati nelle analisi suc-
cessive (Meagher, 1986), per cui € stato
assunto che ogni locus microsatellite
fornisse informazioni genetiche indi-

pendenti.

Le stime del parametri di variabilita
genetica sono state calcolate separata-
mente per il gruppo di 11 orsi sicura-
mente diversi e per quello dei 24 iden-
tificati come ors diversi a posteriori
dall’analis dei microsatelliti. La diffe-
renza nelle distribuzioni delle frequen-
ze aleliche nel due campioni non é
risultata significativa (test di Wilcoxon,
P = 0,809). Di conseguenza, le analis
successive sono state effettuate su un
campione totale di 35 orsi (Tab. 2). I
livello di variabilita alelica é risultato
molto basso (numero medio di alleli per
locus n, = 2,1 £ 0,1), mentre valori
medio-bass sono stati ottenuti per I'e-
terozigosi attesa Hg: da 0,205 per il
locus G1A a 0,509 per il locus MUS9. |
valori di PIC variavano fra 0,182 per

Tabella 2 - Statistica descrittiva relativa a 12 loci microsatelliti analizzati in un campione

di 35 ors dell’ Appennino centrale.

Ho? Hg naP  aleic picd

CXX20 0,571 0,508 2 130-132 0,370
MUO05 0,370 0,453 2 135137 0,346
G10X 0,441 0,507 2 130-136 0,375
G10B 0,500 0,496 2 137-155 0,370
G1D 0,486 0,506 2 170-184 0,374
MU59 0,448 0,509 2 105-111 0,375
G10C 0,400 0,467 3 96-104 0,367
MU50 0,423 0,449 2 211215 0,343
G10P 0,294 0,365 2 161-173 0,295
G10H 0,364 0,359 2 246248 0,290
G10L 0,294 0,365 2 157-163 0,295
G1A 0,229 0,205 2 180-192 0,182

Media(SE) 0,402 (0,028) 0432(0,027) 2.1(0,17) 0,332 (0,058)

8H, (Hp) = eterozigosi osservata (attesa)
na = numero di alleli
C dimensione degli aleli espressain paiadi basi (bp)

dpic= polymor phism informative content (Hearne et al., 1992)
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G1A e 0,375 per MU5S9 e G10X. Le
eterozigosi medie attesa e osservata
hanno registrato valori pari rispettiva-
mente a 0,432 (x 0,027) e 0,402 (+
0,028). Non € stata rilevata alcuna
deviazione dall’ equilibrio di HW per i
loci analizzati. Il test di Wilcoxon (a
una coda), utilizzato per verificare la
significativita della differenza fra Hg e
Heo, ha dato risultati significativi per
tutti e tre i modelli mutazionali consi-
derati (IAM, SMM e TPM, P < 0,001,
10000 repliche), confermando che I’ or-
so bruno in Appennino ha effettivamen-
te subito un collo di bottiglia recente-

standard Pp, che quella per i fratelli
Pupy sp vVengono riportate in Tab. 3.
Sono stati calcolati prima i valori di
probabilita per ogni locus singolarmen-
te, poi € stata ottenuta una probabilita
media moltiplicando i singoli valori. Le
probabilita derivate dall’analisi di un
numero di loci inferiore a 12 sono state
ottenute scartando a turno i loci meno
informativi, ovvero quelli con i piu
bassi valori di PIC. Inun’otticadi costi-
benefici, & verosimile ipotizzare che,
nella scelta del numero minimo di loci
da analizzare in uno studio estensivo di
riconoscimento dei singoli individui, s

Tabella 3 - Probabilita d'identita nella popolazione di orso bruno appenninico.

N. of loci P(| D)a P(| D)/lOOb P(| D)s bC P(| D)s b/lOO
12 28x10° 0,003 5,0 x 103 0,498
1 54x 107 0,005 5,6 x 103 0,564
10 1,1x 104 0,011 8,8x 1073 0,881
9 23x 104 0,023 1,3x 1072 1,279
8 49x 104 0,049 1,8 x 102 1,856

7 12x 1073 0,120 2,9x 102 2,935
6 29x10°3 0,294 4,7 x 102 4,661
5 76x10°3 0,765 7,6x 1072 7,562
4 2,0x 1072 2,021 12x 101 12,589
3 5,3 x 102 5,288 21x101 20,979
2 14x 101 14,071 35x 1071 35,270
1 37x 101 35,500 59x 1071 59,375

aP(| D) = equazione standard

bP(| D)/100 = numero di orsi su 100 che potrebbero avere lo stesso genotipo per il solo effetto del caso

CID(I D)sib™ equazione per i fratelli

mente, cosi come viene evidenziato
dalla struttura genetica della popol azio-
ne attuale. Le probabilita di identita,
calcolate seguendo sia |'equazione
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opti per i loci piu variabili e si scartino
quelli meno polimorfi. | valori di Pyp, e
Pupysp differiscono di due ordini di
grandezza quando il numero di loci
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considerato varia tra 7 e 12 (Tab. 3).
Nel caso di un numero di loci inferiore
a7 ledifferenze s riducono di un ordi-
ne di grandezza. Secondo i nostri dati,
dall’analisi di 11-12 loci microsatelliti
S ottiene una probabilita di trovare per
caso due orsi divers con lo stesso geno-
tipo di circa1 su 200: Pypyg, = 5,0 x 10°
e Pypysp = 5,6 X 10°°, rispettivamente
per 12 e 11 loci; invece |’ andlisi di 9-10
loci fa salire la probabilita a circa 1 su
100: Pypysp= 1,3 X 102 € Pypp= 8,8 X
1073, rispettivamente per 9 €10 loci.
All’interno del gruppo di 24 orsi indivi-
duati tramite DNA fingerprinting, I'i-
dentificazione del sesso ha evidenziato
12 maschi e 7 femmine. 1l metodo é
stato validato analizzando sia i tessuti
che i peli di cinque ors e verificando
che due amplificazioni indipendenti
producessero risultati identici.
Contrariamente a quanto suggerito da
Randi et al. 2004, I’amplificazione del
segmento Sry s érivelato piu efficien-
te rispetto all’impiego dei primer per
I’ Amelogenina: dei 19 animali di cui &
stato possibile identificare il sesso con
il sistema Sry/G1A, 6 (32%) sono rima-
sti invece indeterminati utilizzando i
geni AMG, la cui amplificazione &
totalmente fallita oppure ha prodotto
risultati ambigui. Inoltre, la validazione
effettuata su cinque orsi ha dato esito
negativo in due casi. Viceversy, il siste-
ma Sry/G1A nella validazione ha dato
sempre esito positivo e non hamai evi-
denziato la presenza di bande aspecifi-
che nelle femmine o la mancanza di
bande specifiche nei maschi. Non é
stato possibile determinare il sesso dei
restanti cinque campioni con nessuno
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del due sistemi, acausadei risultati non
ripetibili o per esaurimento del DNA
estratto. Considerando il numero totale
di ors identificati come maschi o fem-
mine, S & ottenuto un rapporto sess
pari a0,6.

DISCUSSIONE

| risultati esposti evidenziano che la
raccoltadi campioni non invasivi, come
i peli persi naturalmente dagli orsi, pud
fornire dati altamente affidabili sulla
variabilita genetica individuale e di
popolazione nell’orso bruno in
Appennino, senza la necessita di cattu-
rare gli animali o arrecare loro acun
tipo di disturbo. L'analis del DNA
estratto dai bulbi piliferi si e rivelata
relativamente semplice da eseguire, ela
procedura di effettuare almeno due
amplificazioni per campione per ogni
locus, sia omozigote sia eterozigote, ha
dimostrato che € possibile minimizzare
gli errori nell’ assegnazione del genoti-
po. Le comparazioni tra il genotipo
ottenuto dall’ analisi dei tessuti e quello
ottenuto dai peli dello stesso individuo
hanno sempre dato risultati coincidenti.
Tuttavia, qualora i campioni di pelo
vengano andlizzati dopo molto tempo
dalla raccolta, si pud anche pensare di
aumentare le ripetizioni, se lo scopo &
guello di determinare con sicurezza la
consistenza minima della popolazione.
| problemi che possono insorgere quan-
do s analizzano campioni non invasivi
in cui il DNA é molto diluito e/o alta
mente degradato sono stati ampiamente
discussi (Gossens et al., 1998; Taberlet
et al., 1996 e 1999) e I’ affidabilita di
analis quali il DNA fingerprinting &
stata a volte messa in discussione
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(Pemberton et al., 1995). In questo stu-
dio é stata adottata la strategia di utiliz-
zare almeno cinque radici per campione
e di amplificare per almeno due volte
tutti i marker per |o stesso campione. In
questo modo, il rischio di assegnare
genotipi non corretti, che spesso si
accompagna all’ estrazione di un basso
quantitativo di DNA o alla possibilitadi
contaminazione tra due campioni diver-
S, viene sensibilmente ridotto. L’ analis
dei campioni di pelo e tessuti raccolti
nell’arco di circadieci anni ha permes-
so di identificare i genotipi di 35 ors,
un numero d’individui sicuramente rap-
presentativo dell’intera popolazione
presente attualmente in Appennino,
costituita, ottimisticamente, da non piu
di 60 animali (Swenson et al., 2000).
L'analis di 12 loci microsatelliti, nor-
mal mente molto variabili in altre popo-
lazioni di orso bruno, ha evidenziato la
presenza di 2,1 varianti alleliche per
locus e una Hg media pari a 0,432, che
sono tra i valori pit bassi mai ottenuti
per I’ orso bruno in nord America e nord
Europa (Paetkau et al., 1998a; b; Waits
et al., 2000). In particolare in Europa,
solo I’orso dei Pirenei, che conta appe-
nacinqueindividui, haun livello ugual-
mente basso di variabilita genetica (He
= 0,40, n, = 1,5; Taberlet et al., 1997).
Il depauperamento s riflette non tanto
sulla variabilita genetica media, quanto
sulla variabilita alelica. Per I’orso
appenninico il massimo di variabilita
allelica (3 varianti) é stato trovato in 1
locus su 12, mentre in media, gli stess
loci in popolazioni diverse di orso
bruno hanno in genere da 5 a 9 aldli
(Paetkau et al., 1998b; Cronin et al.,
1999; Waits et al., 2000). Un valore di
eterozigos attesa media di 0,71 e un
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numero medio di alei pari 6,8 sono
stati trovati nell’orso in Scandinavia,
una popolazione che ha subito di recen-
te un marcato collo di bottiglia (Waits
et al., 2000). Rispetto a questi dati, €
evidente che I’orso in Appennino ha
subito una severissma riduzione della
variabilita genetica, soprattutto in rela-
zione a numero d'aleli persi. Ad esem-
pio, i loci G10B e G1D hanno due ale-
li ciascuno, nei range 137-155 bp e
170-184 bp, che differiscono di 18 e 14
paiadi basi, rispettivamente. Cio indica
chiaramente che gran parte della varia-
bilita alelica originale, evidentemente
ancora presente nella popol azione scan-
dinava, € invece stata persa nell’ orso
appenninico, per effetto dellaforte con-
trazione numerica e del protratto isola
mento. In Nord America, solo nella
popolazione di orso bruno dell’ arcipe-
lago di Kodiak € stata evidenziata una
diversita genetica (Hg = 0,265) inferio-
re a quella ottenuta per [|'orso
Appenninico, sebbene le cause di cio
rimangano oscure, visto che né colli di
bottiglia, né effetti fondatore sembrano
essere spiegazioni plausibili (Paetkau et
al., 1998b). Al contrario, proprio la
forte riduzione numerica sembra essere
la causa del depauperamento genetico
nell’ orso appenninico, cosi com’ e stato
evidenziato dall’analis “bottleneck”, i
cui risultati sono stati gli stessi, indi-
pendentemente dal modello mutaziona-
le ipotizzato per |'evoluzione dei
microsatelliti. L’ attual e struttura geneti-
ca della popolazione & dunque la natu-
rale conseguenza dei suoi trascorsi
demografici. Assumendo cheil collo di
bottiglia risalga ale ultime 2Ne — 4Ne
generazioni (dove Ne e la dimensione
effettiva della popolazione), che il
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tempo generazionale nell’ orso siapari a
10 anni, che Ne/dimensione totale della
popolazione sia pari a 0,20 — 0,30
(Harris e Allendorf, 1989) e assumendo
che 12-18 orsi s riproducano effettiva-
mente (data una popolazione totale di
40-60 orsi, Swenson et al., 2000), un
collo di bottiglia potrebbe risalire a
240-720 anni fa. Questa recente ridu-
zione numerica é verosimilmente dovu-
taalaframmentazione e all’ alterazione
dell’ habitat, nonché alla persecuzione
diretta, in ogni caso imputabili alle atti-
vita umane. Tuttavia, d momento, non
Si possono escludere cause di carattere
sanitario e problemi che interessano la
sferariproduttiva. Positivitaallabrucel-
losi, patologia che influisce negativa-
mente sul tasso riproduttivo, sono state,
infatti, evidenziate in ors siain cattivi-
tasiain natura (Colli, 1996). Inoltre, la
presenza della malattia di Aujesky e
della clostridiosi, ambedue letali per
I’ orso, sono state riportate nel cinghiale
(Sus scrofa) e nel cervo (Cervus ela-
phus) nell’area di distribuzione dell’ or-
so (Capua et al., 1997). In particolare,
la clostridiosi, la parvovirosi, e il
cimurro sono state riscontrate anche
nella popolazione di orso e talvolta con
effetti letali.

In uno studio precedente é stato analiz-
zato un segmento del DNA mitocon-
driale lungo 695 paia di basi ed é risul-
tato che 10 individui provenienti dal
Parco Nazionale d Abruzzo avevano
tutti la stessa sequenza, poco diversada
guella degli orsi delle Alpi e della
Croazia (Randi et al., 1994). Allo stes-
so modo, Taberlet e Bouvet (1994) non
hanno evidenziato alcuna variabilita
nella sequenza di un segmento lungo
272 paia di bas nella regione di con-
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trollo mitocondriale di quattro indivi-
dui. Secondo una prospettiva filogene-
tica, gli autori hanno incluso I’orso
appenninico nella linea genetica occi-
dentale, assieme agli orsi alpini, slove-
ni, croati, bosniaci, greci e bulgari, che
rappresentano il gruppo di popolazioni
che probabilmente si sono isolate nella
zona rifugio balcanica durante i periodi
glaciali del Pleistocene.

In conclusione, i dati sul DNA mito-
condridle e nucleare (Randi et al., 1994;
Taberlet e Bouvet, 1994; Taberlet et al.,
1997; Waits et al., 2000; questo studio)
convergono nel metterein evidenza una
ridotta quanto preoccupante variabilita
genetica nell’orso  appenninico.
Tuttavia, il grado di variabilita attuale,
sebbene assai limitato, permette
comunque di individuare singolarmente
gli animali usando un numero relativa-
mente basso di loci microsatelliti.
Difatti, dall’analisi di 9-10 marker
risulta una probabilita di identita pari a
1 su 100, vale a dire che nella nostra
popolazione ci aspettiamo di trovare
per il solo effetto del caso 1 orso su 100
che ha lo stesso genotipo di un altro.
Tale probabilita scende poi a 1 su 200
se s usano 11-12 loci. Tenendo conto
che s tratta di stime conservative, per-
ché ottenute assumendo che tutti gli
individui siano parenti di primo grado,
alora I'analis di 9 loci e sufficiente-
mente affidabile per individuare gli orsi
appenninici  singolarmente, anche se
condividono un certo grado di parente-
la. 1l potere distintivo e I’ affidabilita di
un sistema di marker dipendono ovvia-
mente dalla dimensione della popola-
zione, ovvero dal numero massimo
d’individui che ci s aspetta di dover
distinguere mediante il loro genotipo
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(Paetkau, 2003). Ecco perché il valore
di Pp = 0,01 e accettabile per stimare la
dimensione di una popolazione che s
presume non superi i 60 individui,
come avviene per |’ orso appenninico.

Nell’ambito delle strategie di conserva-
zione, ladisponibilita di marker geneti-
Ci per effettuare dei test di paternita e
per stabilire il grado di parentelatragli
individui permette di raccogliere dati
importanti sugli aspetti biologici e
demografici delle popolazioni in peri-
colo. Gli interventi gestionali piu
urgenti potrebbero essere puntuai e
focalizzati qualora si sapesse, per esem-
pio, seil successo riproduttivo € distri-
buito ugualmente fra i maschi adulti, o
se nella popolazione esistono sotto-
gruppi con potenziale riproduttivo dif-
ferenziato. Lorenzini et al. (2004)
hanno evidenziato che la popolazione
di orso in Appennino ha una variabilita
nucleare sufficiente per poter effettuare
questi test con ata affidabilitd, sebbene
il numero di loci microsatelliti da ana-
lizzare sia superiore a quello necessario
per distinguere gli individui. Allo stes-
so modo, gli autori hanno evidenziato
che, nonostante il ridotto numero di orsi
della popolazione attuale, il tasso di
inbreeding non e significativamente
elevato e che la maggior parte degli
individui non condividono relazioni di
parentela di primo grado, non sono,
ciog, fratelli o genitore-figlio. Questi
risultati, sebbene inaspettati, trovano
una probabile spiegazione nel fatto che
il campionamento degli animali copre
un lasso di tempo superiore a dieci
anni, e che alcuni degli orsi analizzati
vivevano in cattivitd e non si erano mai
riprodotti. La consanguineita non sem-
bra dunque costituire un problema

urgente per 1'orso appenninico.
Tuttavia, gli aspetti genetici non sono
da sottovalutare ai fini della conserva-
zione a lungo termine. Basti pensare a
livello di variabilita genetica della
popolazione attuale, che e indiscutibil-
mente basso, al numero effettivo, che s
aggira intorno a 12-18 individui, e
all’ eterozigosi, che continuera a dimi-
nuire alla velocita di 1/2Ne ogni gene-
razione. Purtroppo, |’aspetto genetico
non € né |’unica, né probabilmente la
pit pressante minaccia ala sopravvi-
venzadi questa popolazione. Infatti, dal
1980 al 1985 é stato registrato un ele-
vatissimo tasso di mortalita che ha
ridotto la popolazione del 32-64%
(Posillico et al., 2002) e ne ha minac-
ciato seriamente le capacita di ripresa
demografica nel breve periodo. Tra il
1991 e il 2002 la mortaita minima e
stata pari a 2,5 orsi/fanno (R. Fico e L.
Gentile, dati non pubblicati). Queste
sono comunque delle sottostime del
tasso di mortalita reale, in quanto una
parte delle carcasse di orso non viene
ritrovata. Inoltre, non & da sottovalutare
il fatto che la meta degli orsi trovati
morti erano femmine, cosa che havero-
similmenteinfluito sul potenziaeripro-
duttivo della popolazione. In aggiunta, i
problemi sanitari e |la costante presenza
del bracconaggio (responsabile del
30% circadellamortalitd) possono aver
rallentato la ripresa della popolazione.
Nel caso dell’orso appenninico, i
modelli predittivi non sono di grande
aiuto per prevedere la dinamica della
popolazione nel tempo, in quanto molti
dei parametri necessari per laloro for-
mulazione non sono stati rilevati
(Peyton et al., 1999). Non sono noti, ad
esempio, la proporzione di femmine
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con piccoli, né il numero di nuovi nati
per anno, né tanto meno il tasso di
sopravvivenza.

Sebbene |’orso bruno sia una specie
“particolarmente protetta” in Italia
(Legge N. 157/92), in pratica € ancora
molto perseguitata e, per questo, S
auspica una maggiore attenzione da
parte delle autorita competenti nello
sviluppo e nellamessain atto d’ efficaci
misure di conservazione con particolare
riferimento alla prevenzione e alla
repressione del fenomeno del bracco-
naggio per minimizzare le perdite “non
naturali” e alla conservazione dell’ ha-
bitat dell’ orso in quantita e qualita suf-
ficiente (Posillico et al., 2004). Inoltre,
non € da sottovalutare il generale con-
flitto tra agricoltura-allevamento e
fauna selvatica, che é al origine di
alcuni abbattimenti illegali di orsi, ben-
ché i danni siano da attribuirs nella
quasi totalita dei casi a cani, lupi o cin-
ghiali ed esistano metodi di prevenzio-
ne efficaci nei confronti della predazio-
ne da orso (Cozza et al., 1996). Tra gli
obiettivi prioritari di una strategia di
conservazione  dell’orso bruno
nell’ Appennino, considerata la dimen-
sione della popolazione e il tasso di
mortalita, figurano quindi tutti gli inter-
venti in grado di aumentare il tasso di
sopravvivenza e diminuire la mortalita.
In questo modo sarebbe ipotizzabile in
un futuro non remoto una graduale
ripresa demografica, visto che I” habitat
appenninico é idoneo per I'orso e sem-
brerebbe offrirgli reali possibilita di
sussistenza (Posillico et al., 2004).

La popolazione di orsi dell’ Appennino
e dunque ben a di sotto della dimensio-
ne minima considerata necessaria per la
sopravvivenza nel lungo periodo
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(Franklin, 1980; Soulé, 1987; Peyton et
al.,, 1999). Tuttavia € da sottolineare
come spesso e stime della popolazione
minima vitale risultino irrealistiche
(Caughley, 1994). Mills et al. (1996)
hanno evidenziato come piccole diffe-
renze nella stima del tasso di crescita
della popolazione e negli algoritmi di
calcolo tra diversi programmi utilizzati
possano produrre risultati molto diver-
si. Un modello conservativo elaborato
per popolazione di orso bruno nella
Columbia Britannica suggerisce una
consistenza minima di 200-250 indivi-
dui (Wielgus, 2002). Una stima piu
incoraggiante (nell’ipotesi che il tasso
di crescita sia positivo) € quella del
modello elaborato da Segher et al.,
1998) per I'orso bruno in Svezia e
Norvegia. Una popolazioneiniziale con
ameno 6-8 femmine (etd > 1 anno)
avrebbe una probabilita di sopravviven-
za >90% in 100 anni. Questi valori
sono perd stimati partendo da una
popolazione pari a circa 1000 individui
(con una produttivita elevata, non
postulabile per la popol azione appenni-
nica). Inoltre, una diminuzione del
tasso di crescita della popolazione (i.e.
I’elevata mortalita dei primi anni ’ 80,
Posillico et al., 2002) ha effetti negativi
non trascurabili sul numero minimo
d'individui. Infatti, dalle simulazioni di
Sagher et al. (1998) si evince che ad un
aumento di 10 punti percentuai della
mortalita delle femmine adulte, corri-
sponde un innalzamento del numero
minimo di femmine da 6-8 a 25 per
conservare una probabilita di sopravvi-
venza della popolazione pari a 90%
entro 100 anni. Pertanto, si propone di
incrementare sensibilmente la protezio-
ne della popolazione esistente. Un
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eventuale ripopolamento sarebbe dun-
gue accettabile, se considerato da un
punto di vista filogenetico, ma non lo
sarebbe sicuramente se Si volesse evita-
re |'estinzione genetica dell’orso
appenninico. L'immissione d’individui
aloctoni aumenterebbe il potenziale
riproduttivo della popolazione, ma
inquinerebbe irrimediabilmente il pool
genico di una popolazione dai caratteri
unici, da lungo tempo adattata, anche
nell’ ecologia comportamentale, all’e-
cosistema appenninico. |l ripopolamen-
to deve essere considerato come |’ estre-
mo tentativo di mantenere una popola-
zione di orso in ltalia centrae, nel
momento in cui il numero d individui
dovesse ridursi in maniera tale da non
essere pitlin grado di auto- sostenersi, e
ferme restando I'individuazione e la
rimozione delle cause del declino.
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