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Primo dato genetico per il fratino (Charadrius alexandrinus) in Italia e

confronto su scala continentale

Monica Guerrini', Paolo Maria Politi?, Luca Puglisi®, Filippo Barbanera'*

Riassunto - 11 fratino (Charadrius alexandrinus, Charadriformes)
¢ una specie con distribuzione ampia che comprende i litorali di tutta la
fascia temperata e subtropicale di Europa, Asia ed Africa. Negli ultimi
decenni la disponibilita di habitat per la nidificazione della specie ¢
risultata fortemente limitata dalla distruzione diretta o perdita funzio-
nale delle aree dunali ad opera del crescente turismo costiero. Quando
non ¢ preclusa la possibilita di insediarsi sul litorale, il successo ripro-
duttivo risulta comunque drasticamente ridotto dal disturbo antropico.
In Italia, il fratino ¢ in forte diminuzione ed ¢ classificato “In Pericolo”
nella Lista Rossa dei vertebrati italiani. Tre nuclei stabili sono noti in
Toscana, di cui uno nel comune di Castagneto Carducci (Livorno).
In quest’area, il recupero di un uovo fratturato a seguito di una forte
mareggiata (2020) sull’arenile della Zona Speciale di Conservazione/
Zona di Protezione Speciale Padule di Bolgheri, ha permesso 1’amplifi-
cazione tramite PCR di un frammento di 523 pb della Regione di Con-
trollo del DNA mitocondriale. La sequenza ¢ stata allineata con altre
198 scaricate dalla GenBank al fine di ricostruire le relazioni genetiche
tra fratini sulla base sia dell’origine geografica che dell’appartenenza a
popolazioni continentali o insulari, identificare gruppi geneticamente
omogenei, e testare un’ipotesi di espansione demografica attraverso
I’intero areale di distribuzione della specie. La diversita genetica ¢
risultata piu elevata nelle isole rispetto alle aree continentali. Dei 47
aplotipi (H) totali, 35 sono privati mentre tra i rimanenti, tutti condivisi
da piu popolazioni, due si sono distinti per elevata frequenza: uno (H3)
¢ stato quasi esclusivamente rinvenuto in Europa mentre 1’altro (H14)
nell’intera Eurasia (con prevalenza orientale). Il fratino di Bolgheri ¢
stato assegnato all’aplotipo H3 insieme a soggetti originari soprattutto
della Penisola Iberica e della Macaronesia. Nel complesso, tre gruppi
genetici omogenei sono stati identificati nell’intero areale della specie;
tuttavia, a conferma di un elevato flusso genico intraspecifico, nessuno
di questi possiede una definita struttura spaziale. Infine, le analisi demo-
grafiche hanno evidenziato una significativa espansione demografica su
scala continentale nella storia naturale del fratino. Questo studio rap-
presenta il primo contributo alla conoscenza delle affinita genetiche
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della popolazione italiana di fratino e sottolinea I’urgenza di investigare
la specie su scala nazionale per definire strategie di conservazione piu
adeguatamente informate.

Parole chiave: Charadriidae, Charadrius alexandrinus, DNA
mitocondriale, fratino, Regione di Controllo, Toscana.

Abstract - First genetic data for the Kentish Plover (Charadrius
alexandrinus) in Italy and a comparison on a continental scale.

The Kentish Plover (Charadrius alexandrinus, Charadriformes) is
a shorebird with a huge range including beaches and salt pans across
northern temperate to subtropical latitudes of Europe, Asia, and Africa.
In the last decades, the availability of breeding sites for this species has
been greatly reduced through direct destruction or functional loss of
dune areas due to a remarkable expansion of coastal tourism. Altoge-
ther this has often prevented the Kentish Plover from settling along the
shore and, wherever possible, its reproductive success has in any case
been negatively impacted by human disturbance. In Italy, the species is
in sharp decline and reported as Endangered in the national Red List of
vertebrates. Three well-established nuclei are known in Tuscany, with
one occurring in the municipality of Castagneto Carducci (Province of
Livorno). In this area, after a strong storm a cracked egg was recovered
in 2020 on the beach of the Special Area of Conservation/Special Pro-
tection Area Padule di Bolgheri. A 523 bp-long fragment of the mito-
chondrial DNA Control Region was amplified by PCR. The sequence
was aligned with those available (n = 198) in the GenBank (i) to deter-
mine relationships between the Italian representative and conspecifics
from the entire range based on both their geographical origin and affi-
liation to mainland/island populations, (ii) to identify genetically homo-
geneous clusters, and (iii) to test a hypothesis of sudden demographic
expansion across the entire range of the species. Overall, the haplotypic
diversity (h) was 0.86 + 0.02 while the nucleotide diversity (r, %) was
0.46 + 0.28, with the island populations holding higher values than
the mainland ones (except Azores: & = 0.12 £ 0.11, m = 0.24 £ 0.43).
Thirty-five (e.g., Taiwan, 8; Ukraine, 7; Russia, 5) over a total of 47
haplotypes (H) turned out to be private, while all the remaining ones
were shared by several populations. Of these, two (H3, H14) showed
up with a remarkably high frequency (18.5% and 31.6%, respectively):
H3 occurred almost exclusively in Europe while H14 across the whole
Eurasia (more to the East than to the West). The Median Joining net-
work reflected a double-star structure with most of the haplotypes being
a single-mutational step away from H3 and H14, a pattern that did not
change when the birds from the mainland and island populations were
investigated separately. The single Italian representative was assigned
to H3 as well as most of the individuals from the Iberian Peninsula and
Macaronesia. The Analysis of the Molecular Variance indicated that
the 25.53% of the genetic diversity was partitioned among populations
and the 74.47% among individuals within populations (¢, = 0.25; P <
0.001). The values of F and D statistics of Fu’s and Tajima tests were
-26.782 (P <0.001) and 1.680 (P = 0.016), respectively, and the curve
of Mismatch Distribution showed a markedly unimodal trend (Harpen-
ding index: » = 0.027, P = 0.45). Therefore, the hypothesis of a sudden
demographic expansion across the whole species’ range could not be
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rejected. A Bayesian clustering analysis of the 199 investigated sequen-
ces pointed to the occurrence of three genetic groups. Clusters 1 (red,
n = 86; mean membership value, 0.43) and 3 (green, n = 83, with the
Italian representative: mean membership value, 0.46) occurred mostly
across Europe and in the eastern part of the species’ range, respecti-
vely, whereas cluster 2 (yellow, n = 30: mean membership value, 0.11)
included birds from Cape Verde, Russia, and the United Arab Emirates.
However, these groups did not reflect a significant spatial genetic struc-
ture across the Kentish Plover’s range, thus confirming the well-known
high levels of intraspecific gene flow. In conclusion, while this study
provided the first contribution to the knowledge of genetic relationships
of the Italian Kentish Plover population, a national scale investigation
of this species to draw up more adequately informed conservation stra-
tegies cannot be delayed any longer.

Key words: Charadriidae, Charadrius alexandrinus, Control
Region, Kentish Plover, mitochondrial DNA, Tuscany.

INTRODUZIONE

1l fratino (Charadrius alexandrinus, Charadriformes)
¢ una specie con distribuzione ampia che comprende tutta
la fascia temperata e subtropicale di Europa (inclusa la
Macaronesia), Asia ed Africa. Frequenta aree con coper-
tura vegetale scarsa prossime a corpi idrici come lagune
salate o salmastre e spiagge sabbiose, sebbene possa es-
sere rinvenuto anche in aree non costiere con caratteristi-
che idonee (Fig. 1). Depone usualmente tre uova in una
piccola buca scavata nel suolo dal maschio, solitamente
tra meta aprile (fine marzo) e meta luglio (inizio agosto)
(Brichetti & Fracasso, 2004). Le uova sono covate per
24-29 giorni da entrambi 1 sessi, benché la femmina si
faccia prevalentemente carico dell’incubazione durante le
ore diurne. I piccoli sono nidifughi ed a poche ore dalla
schiusa si allontanano definitivamente dal nido, quantun-
que controllati continuamente da almeno un genitore che
fornisce loro supporto anche nella termoregolazione. Co-
vate successive e di sostituzione, in caso di fallimento,
sono frequenti e la strategia riproduttiva include poliginia
e poliandria successive (del Hoyo et al., 2021).

Negli ultimi decenni la grande espansione del turismo
costiero ha fortemente ridotto la disponibilita di habitat
sulle spiagge a causa della distruzione diretta (per lasciare
posto a infrastrutture) o della perdita funzionale delle aree
dunali dovuta al prolungato e massiccio disturbo antropi-
co nei mesi primaverili ed estivi (Biondi & Pietrelli, 2011;
Cimiotti & Hoetker, 2013; Hortas et al., 2013; Goémez-
Serrano, 2021). Pertanto, al fratino ¢ spesso preclusa la
possibilita di insediarsi e, ove questo sia ancora possibile,
il successo riproduttivo della specie risulta drasticamente
ridotto. Le variazioni artificiali dei livelli idrici, invece,
costituiscono la principale causa di riduzione della pre-
senza della specie nelle zone umide. In Italia, il fratino ha
una distribuzione strettamente costiera, molto discontinua
a causa dell’urbanizzazione dei litorali. La sua popola-
zione ¢ in forte diminuzione con 570-690 coppie stimate
nel 2018 rispetto alle circa 1554-1901 stimate nel 2009
(Comitato Nazionale per la Conservazione del Fratino et
al.,2019); pertanto, ¢ classificato “In Pericolo” nella Lista
Rossa nazionale dei vertebrati (Gustin ez al., 2019). In To-
scana, la specie ¢ passata da 52-70 coppie alla fine degli
anni ’80 a 17-22 del 2016, con un minimo di 9-13 nel 2018
(Puglisi & Meschini, 2016), per poi oscillare tra 20 e 30
coppie negli anni successivi, con una distribuzione ridotta
a tre nuclei di presenza regolare lungo i litorali (¢ spiag-
ge attigue) ubicati nel Parco Regionale di Migliarino San
Rossore Massaciuccoli, nel comune di Castagneto Car-
ducci (Livorno) e nel Parco Regionale della Maremma.
A questi nuclei se ne aggiungono altri di entita variabile a
seconda dei livelli idrici in aree umide nel Porto di Livor-
no e nella Laguna di Orbetello (COT - Centro Ornitologi-
co Toscano, dati inediti). In Italia, la specie ¢ nidificante,
migratrice e svernante, e sebbene 1’osservazione di fratini
inanellati all’estero suggerisca movimenti da/per Spagna,
Francia, Germania, Austria, Ungheria, Marocco, Tunisia
e Senegal (Spina & Volponi, 2008), non sono noti dati
relativi a connessioni tra le popolazioni nidificanti nelle
diverse aree geografiche e la Penisola Italiana.
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Fig. 1 - (a) maschio di fratino nei pressi del nido; / male Kentish Plover near the nest; (b) femmina in cova sull’arenile del Padule di
Bolgheri; / brooding female on the beach of Padule di Bolgheri; (c) areale di distribuzione del fratino / Kentish Plover’s range. (Bird-
Life International and Handbook of the Birds of the World, 2019. Charadrius alexandrinus. The IUCN Red List of Threatened Species.
Version 2021-1). (Foto: /Photo: Paolo M. Politi).



PRIMO DATO GENETICO PER IL FRATINO (CHARADRIUS ALEXANDRINUS) IN ITALIA E CONFRONTO SU SCALA CONTINENTALE 23

Nell’ultimo decennio il fratino ¢ stato investigato
a livello genetico e genomico su scala sia continentale
che regionale. Con riferimento a campionamenti effet-
tuati nell’intero areale di distribuzione, Rheindt et al.
(2011) hanno genotipizzato circa 300 individui a tre e
sette loci del DNA mitocondriale e nucleare (microsatel-
liti autosomici), rispettivamente, riportando un elevato
flusso genico ed una conseguente marcata omogeneita
tra popolazioni. Similmente, Kiipper et al. (2012) hanno
sequenziato un frammento (427 pb) del gene della Re-
gione di Controllo (CR) del DNA mitocondriale ed altri
loci nucleari in circa 400 fratini. Questi autori non hanno
rilevato né struttura spaziale significativa né alcuna evi-
denza di cambiamento demografico, sottolineando una
moderata divergenza ed una ridotta diversita genetica
delle popolazioni insulari. A fronte del maggior grado
di struttura genetica riscontrato nei maschi rispetto alle
femmine, hanno suggerito che 1’intenso flusso genico e
la relativa panmissia siano attribuibili prevalentemente
a femmine poliandriche in dispersione per la nidifica-
zione. Viceversa, Vidal et al. (2014) hanno riscontrato
segni di espansione demografica ma assenza di struttu-
ra genetica spaziale in popolazioni di fratino della costa
atlantica spagnola e portoghese, mentre Almalki et al.
(2017) — analizzando i dati dei microsatelliti prodotti da
Kiipper et al. (2012) — hanno evidenziato divergenza ge-
netica tra le popolazioni delle isole della Macaronesia e
quelle continentali di Portogallo e Marocco.

Questo studio offre il primo contributo genetico alla
conoscenza della popolazione italiana di fratino tramite la
caratterizzazione della CR mitocondriale in un soggetto

campionato in una delle aree pit importanti per la nidifi-
cazione della specie in centro Italia (Provincia di Livor-
no). La sequenza ¢ stata allineata con altre 198 depositate
nella GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) allo scopo di (i)
ricostruire ’affinita genetica tra fratini in base all’origine
geografica e all’appartenenza a popolazioni continentali
o insulari, (ii) identificare gruppi geneticamente omoge-
nei attraverso 1’areale di distribuzione della specie, e (iii)
testare un’ipotesi di espansione demografica attraverso
I’intero areale.

MATERIALI E METODI
Area di studio e campionamento biologico

La Zona Speciale di Conservazione (ZSC)/Zona di
Protezione Speciale (ZPS) Padule di Bolgheri si esten-
de per circa 577 ha e 2,2 km di litorale sabbioso lun-
go il Mar Tirreno nel comune di Castagneto Carducci
(Livorno). Al suo interno ricade interamente il Rifugio
Faunistico Padule di Bolgheri — istituito nel 1959 — ed
a sua volta compreso nella Tenuta San Guido (Fig. 2). Il
sito ¢ listato nella Convenzione sulle Zone Umide di Im-
portanza Internazionale (Ramsar 1971, 1977 in Italia) e
beneficia della denominazione IBA (Important Bird and
Biodiversity Areas, Aree di Importanza per gli Uccelli
e la Biodiversita) da parte di BirdLife International. In-
fine, in base alla L.R.T. 11.2.1992 n.157, il Padule di
Bolgheri ¢ inquadrato in regime di “Zona di Protezione
art. 14”.

L’assetto naturale del litorale di Castagneto Carducci
e il ridotto numero di accessi pubblici che limita forte-
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Fig. 2 - Area di studio della Tenuta San Guido nella parte meridionale della Provincia di Livorno, in Toscana. Sulla sinistra ¢ schema-
tizzata I’area pertinente ’intero Rifugio Faunistico Padule di Bolgheri con I’esteso bosco igrofilo (frassino, Fraxinus angustifolia).
Sull’arenile, I’asterisco (*) indica la posizione del nido di fratino oggetto della presente investigazione genetica. / Tenuta San Guido
study area in the southern part of the Province of Livorno, Tuscany. The area pertaining the entire Rifugio Faunistico Padule di Bol-
gheri — including an extensive hygrophilous forest (Ash, Fraxinus angustifolia) — is schematically given on the left side. On the beach,
the asterisk (*) indicates the position of the Kentish Plovers’ nest that was genetically investigated in this study.
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mente il disturbo antropico, hanno consentito al fratino
di nidificarvi regolarmente sebbene con un numero di
coppie decrescente negli anni (12 nel 2016, 4 nel 2020:
Puglisi & Meschini, 2016; COT, dati inediti), 1-2 delle
quali nidificanti annualmente lungo 1’arenile della ZSC/
ZPS. Tali condizioni rendono quest’area di primaria im-
portanza per la conservazione della specie in Toscana.

In data 23 aprile 2020, uno degli autori (P.M.P.) ha
individuato un nido di fratino (con tre uova) posizionato
sull’arenile della ZSC/ZPS a 17 m dalla battigia (Fig. 2).
Nella notte tra il 29 e 30 aprile in seguito al rafforzarsi dei
venti di ponente/libeccio (Video S1), le onde hanno so-
pravanzato il nido di almeno 3 m disperdendo le tre uova:
due, integre, sono state ricollocate in sifu. Il terzo uovo,
fratturato, ¢ stato consegnato al Dipartimento di Biologia
dell’Universita di Pisa dove ¢ conservato a -40 °C in eta-
nolo al 96%.

Estrazione, amplificazione e sequenziamento del DNA

I1 DNA totale genomico ¢ stato estratto da 10 mg di
frammenti di tessuto rinvenuti all’interno dell’uovo im-
piegando il Puregene Core Kit-A (Qiagen, Germania)
e seguendo il protocollo DNA Purification from Tissue
riportato nel manuale dell’azienda produttrice. L’elui-
zione finale del DNA ¢ stata effettuata in 50 ul di ac-
qua distillata sterile. Un frammento della lunghezza di
523 pb del gene CR mitocondriale, corrispondente alla
porzione compresa tra le posizioni 241 e 759 del mede-
simo locus nel mitogenoma di di C. alexandrinus (co-
dice GenBank, MN356434: Feng et al., 2020), ¢ stato
amplificato utilizzando 1 primers forward SNPLI0 (5'-
SATCATGACACGTCACATGC-3") e reverse TST78H
(5'-AAACACTTGAAACCGTCTCAT-3") disegnati da
Funk et al. (2007) e Wenink et al. (1994), rispettivamen-
te. L’amplificazione (50 pl) tramite Reazione a Catena
della Polimerasi (Polymerase Chain Reaction, PCR) ¢
stata effettuata come in Barbanera et al. (2015) impie-
gando 1 pl di DNA estratto e una temperatura di appa-
iamento di 55 °C. Il prodotto di PCR ¢ stato purificato
usando il GenElute PCR Clean-Up Kit (Merck) e sotto-
posto a sequenziamento diretto (ABI 3730) su entrambi i
filamenti di DNA utilizzando i primers di amplificazione
ed il BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (v. 3.1,
Thermo Fisher Scientific) presso i laboratori di Bio-Fab
Research (Roma).

Analisi genetiche ed elaborazione statistica dei dati

I cromatogrammi sono stati letti utilizzando il pro-
gramma CHROMAS v. 2.6.4 (Technelysium Pty Ltd,
Australia). Quindi, abbiamo scaricato 198 sequenze
dalla GenBank comprendenti il frammento di gene am-
plificato ed appartenenti a fratini di 14 popolazioni sia
continentali che insulari (Tab. 1). Tra queste, 30 conte-
nevano una base non risolta in posizione 411 del gene
CR: tale posizione ¢ stata eliminata (lunghezza finale del
frammento amplificato, 522 pb). Quindi, le sequenze so-
no state allineate con CLUSTALX v. 2.1 (Thompson et
al., 1997) mentre gli aplotipi (H) sono stati determinati
con DNASP v. 6 (Rozas ef al., 2017). La misurazione

della diversita aplotipica (#) e nucleotidica (m, %) con
ARLEQUIN v. 3.5.1 (Excoffier & Lischer, 2010), la ri-
costruzione delle relazioni tra gli aplotipi (network) con
NETWORK v. 5.0.1.1 (Fluxus Technology, UK) secon-
do il metodo del Median Joining (Bandelt et al., 1999),
ed il calcolo della partizione della variabilita genetica
(Analisi della Varianza Molecolare, AMOVA) con AR-
LEQUIN tramite analogo ¢, della statistica /* di Wright
(1951), sono state condotte sulla base sia della area ge-
ografica di origine dei campioni (15 gruppi) che della
loro appartenenza a popolazioni continentali (n = 123) o
insulari (n = 76) (Tab. 1).

Il programma BAPS v. 6.0 (Corander & Marttinen,
2006; Cheng et al., 2013) ¢ stato impiegato per condurre
un’analisi di gruppi di tipo bayesiano (Bayesian cluste-
ring) sulle 199 sequenze disponibili, applicando le opzio-
ni linked molecular data e codon linkage model, senza
informazioni preliminari sulla posizione geografica degli
individui campionati, con un limite superiore di K = 10
e cinque repliche per ciascuna analisi. Una volta deter-
minato il numero di gruppi secondo cui le 199 sequenze
possono essere ripartite, abbiamo condotto un’analisi di
commistione genetica (admixture analysis) per valutare
il grado di ancestralita di ciascun individuo ovvero la di-
scendenza da uno o piu dei K clusters geneticamente di-
stinti (1000 simulazioni, 200 individui di riferimento per
popolazione, e 50 iterazioni). Quindi, ¢ stato calcolato il
coefficiente di assegnazione (admixture coefficient) a cia-
scun cluster per ogni individuo e per le 15 popolazioni
incluse nello studio (Tab. 1).

Sono state ottenute inferenze sull’espansione demo-
grafica della popolazione di fratino su scala geografica
continentale utilizzando metodi diversi (Pilkington ez al.,
2008). Dapprima abbiamo calcolato con ARLEQUIN Ia
statistica F; di Fu (1997) e la D di Tajima (1989), che
permettono di inferire eventuali deviazioni dal modello
neutrale di evoluzione atteso per sequenze del DNA mi-
tocondriale. Dal momento che gli eventuali discostamen-
ti significativi possono essere dovuti a variazioni demo-
grafiche, selezione naturale e/o deriva genetica, il signi-
ficato delle statistiche Fge D € stato a sua volta indagato
utilizzando DNASP e creando per ciascuna di esse una
distribuzione nulla di 5000 simulazioni di coalescenza al
fine di testare un’ipotesi (H,) di espansione demografica.
Allo stesso scopo, infine, la distribuzione dei disappaia-
menti tra le sequenze di DNA (Mismatch Distribution) &
stata investigata con ARLEQUIN. Abbiamo ottenuto la
curva di frequenza del numero dei siti nucleotidici in cui
differiscono le combinazioni a coppie delle sequenze. La
bonta della corrispondenza tra la distribuzione osservata
e quella attesa ¢ stata stimata tramite il test di Harpen-
ding et al. (1993). Quanto piu la curva ¢ multimodale
(i.e., elevato valore dell’indice di Harpending, r), ovvero
quanto piu sono numerose le mutazioni condivise tra gli
aplotipi (i.e., lunghi rami evolutivi per molti individui),
tanto piu la popolazione ¢ prossima ad una condizione
di stazionarieta demografica. Al contrario, quanto piu la
curva ¢ unimodale (i.e., bassi valori di ), ovvero quanto
piu elevato ¢ il numero di mutazioni alla base della di-
vergenza tra gli aplotipi (i.e., lunghi rami evolutivi per
pochi individui), tanto piu la popolazione ¢ stata oggetto
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di un’espansione (la cui antichita cresce all’aumentare
della distanza della curva stessa rispetto all’asse delle
ordinate). La validita del modello ¢ stata anche testa-
ta utilizzando i parametri osservati dell’espansione per
creare nuove loro stime tramite simulazioni coalescenti
e sommando gli scarti quadratici (Sum of Squared Dif-
ferences, SSD) tra i1 parametri della curva osservata e
stimata utilizzando un bootstrap parametrico (Schneider
& Excoffier, 1999; Excoffier, 2004).

RISULTATI

Sono stati identificati 47 aplotipi di cui 35 assegna-
ti ad una sola area geografica (privati), mentre i rima-
nenti sono risultati condivisi tra piu di una popolazio-
ne (Tab. 1). Ad Ucraina, Taiwan e Spagna ¢ ascritto il
numero piu alto di aplotipi, mentre Taiwan, Ucraina, e
Russia detengono la quota maggiore di aplotipi privati
(Fig. 3, Tab. 2). Complessivamente la diversita aplo-
tipica (k) ¢ risultata 0,86 = 0,02 mentre quella nucle-

Tab. 1 - Popolazioni di fratino incluse nel presente studio. Sono riportati il paese di origine e il suo codice
identificativo, la localita, il numero (n) di individui investigati, gli aplotipi (vedi Fig. 3), gli intervalli dei
codici di accesso delle sequenze in GenBank, ed il riferimento bibliografico. ?) localita sconosciuta; *)
popolazione insulare. / Kentish Plover populations of this study are listed along with both their country
of origin and identification code, locality, number (n) of investigated individuals, haplotypes (see Fig. 3),
GenBank sequence code range, and bibliographic reference. ?) unknown locality; *) island population.

Paese Codice | Localita n | Aplotipo H (n) GenBank Letteratura

Arabia Saudita AS Farasan Islands* 15 | H3 (1), H14, (4), H30 (1), H34 | HE603751-HE603766 | Kiipper et al. (2012)
(6), H35 (2), H38 (1)

Capo Verde ()% Capo Verde (Boa Vista)* | 2| H39 (1), H40 (1) HE603664-HE603666 | Kiipper et al. (2012)

Capo Verde CvV Capo Verde (Maio)* 7 | H14 (1), H27 (3), H40 (3) HE603667-HE603673 | Kiipper et al. (2012)

Cina C Bohai 9 | H14 (7), H24 (2) FR822861-FR822870 | Kiipper et al. (2012)

Emirati Arabi Uniti | EAU Al Wathba 8 | H14 (3), H16 (1), H29 (1), H30 | AM941535-AM941542 | Kiipper et al. (2012)
(1), H32 (1), H42 (1)

Emirati Arabi Uniti | EAU Al Wathba 8 | HI3 (1), H14 (2), H27 (4), H29 (1) | FR822851-FR822858 | Kiipper et al. (2012)

Germania G BeltringharderKoog 9 | H3(2), H14 (5), H21 (1), H26 (1) | HE603767-HE603776 | Kiipper et al. (2012)

Italia I ZSC/ZPS Pad. Bolgheri | 1 | H3 (1) MZ450119 Questo studio

Portogallo P Samouco 17 | H1 (1), H3 (3), H9 (1), H14 (8), | HE603734-HE603750 | Kiipper et al. (2012)
H24 (1), H27 (1), H33 (1), H41 (1)

Portogallo Ma Madeira (Porto Santo)* |2 | H14 (2) HE603716-HE603717 | Kiipper et al. (2012)

Portogallo Az Azzorre (Santa Maria)* | 16 | H3 (15), H37 (1) HEG603718-HE603733 | Kiipper et al. (2012)

Russia R Lake Elton 13 | H4 (1), H10 (2), H14 (2), H15 | HE603777-HE603791 | Kiipper et al. (2012)
(1), H17 (1), H21 (1), H23 (1),
H27 (3), H28 (1)

Spagna S Dofiana 8 | HI1(1),H7(1),H14 (2),H18 (1), | FR822896-FR822903 Kiipper et al. (2012)
H21 (1), H24 (1), H27 (1)

Spagna S Dofiana 9 | HI1(1),H3(2),H14 (4),H24 (1), | AM941543-AM941551 | Kiipper et al. (2012)
H38 (1)

Spagna S Fuente de Piedra 12 | H3 (3), H9 (2), H14 (4), H21 (3) | HE603650-HE603663 | Kiipper et al. (2012)

Spagna Ca Canarie (Fuerteventura)* | 16 | H1 (1), H3 (4), H14 (4), H36 (7) | HE603699-HE603715 | Kiipper et al. (2012)

Taiwan Ta 7 * 18 | H3 (1), H5 (2), H11 (1), H12 (1), | FR822957-FR822974 | Kiipper et al. (2012)
H14 (5), H19 (2), H20 (1), H31
(1), H43 (1), H44 (3)

Turchia T Tuzla 6 | H3(2),H14(2),H17 (1),H22 (1) | AM941527-AM941534 | Kiipper et al. (2012)

Turchia T Tuzla 6 | H2 (1), H3 (1), H14 (3), H27 (1) | FR822975-FR822981 Rheindt et al. (2011)

Ucraina U Kujalnik 10 | H6 (1), H8 (1), H14 (4), H25 (1), | AM941516-AM941525 | Kiipper et al. (2012)
H45 (1), H46 (1), H47 (1)

Ucraina U Kujalnik 7 | H3(2), H6 (1), H7 (1), H14 (1), | FR822935-FR822941 Rheindt et al. (2011)
H16 (1), H24 (1)
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Tab. 2 - Il numero di individui (n), aplotipi (Na), aplotipi privati (Nap) ed i valori della diversita aplotipica
(h) e nucleotidica (m, %) sono riportati per ciascuna delle popolazioni investigate e per la totalita delle stesse.
d.s.) deviazione standard; *) popolazione insulare. / The number of individuals (n), haplotypes (Na), private
haplotypes (Nap) and values of both haplotype (%) and nucleotide diversity (m, %) are given for each of the
investigated populations and for them as a whole. d.s.) standard deviation; *) island population.

Popolazione n Na Nap h+d.s. nxd.s
Arabia Saudita* 15 6 2 0,79 £ 0,08 0,41 +£0,27
Capo Verde* 9 4 2 0,75+0,11 0,50 + 0,33
Cina 9 2 0 0,39+0,16 0,07 +£ 0,09
Emirati Arabi Uniti 16 8 4 0,86 = 0,06 0,40 £ 0,26
Germania 9 4 1 0,69 0,15 0,27+ 0,20
Italia 1 1 0 - -
Portogallo 17 8 2 0,77 +0,10 0,31 +0,22
Madeira* 2 1 0 - -
Azzorre* 16 2 1 0,12+ 0,11 0,24 +£0,43
Russia 13 9 5 0,94 +£ 0,05 0,53 +0,34
Spagna 29 10 1 0,84 +0,05 0,33 +£ 0,22
Canarie* 16 4 1 0,72 £ 0,07 0,28 £ 0,20
Taiwan* 18 10 8 0,90 + 0,05 0,54 +£0,33
Turchia 12 6 2 0,80+ 0,10 0,32+0,23
Ucraina 17 11 6 0,91 £ 0,06 0,48 +£0,30
Continentali 123 33 21 0,83 +0,03 0,42 + 0,26
Insulari 76 20 14 0,87 £ 0,03 0,47 + 0,28
Totale 199 47 35 0,86 + 0,02 0,46 £ 0,28

otidica (m, %) 0,46 = 0,28, con le popolazioni insu-
lari caratterizzate da valori piu alti rispetto a quelle
continentali per entrambi i parametri. In particolare,
i fratini di Russia e Ucraina possiedono la piu alta di-
versita (h: 0,94 £ 0,05 ¢ 0,91 + 0,06, rispettivamente;
n 0,53 + 0,34 ¢ 0,48 + 0,30, rispettivamente) mentre
quelli delle Isole Azzorre costituiscono la popolazione
geneticamente pit omogenea (h = 0,12 £ 0,11; = 0,24
+ 0,43) (Tab. 2).

1l Median Joining network (Fig. 3 in alto) ha eviden-
ziato una doppia configurazione a stella con la maggior
parte degli aplotipi distanti una singola mutazione ri-
spetto ai due aplotipi con maggior frequenza (H3 e H14:
18,5% e 31,6%, con individui campionati in 13 e 10
popolazioni, rispettivamente) e separati fra loro da una
singola mutazione. La sequenza del fratino campionato
a Bolgheri ¢ stata assegnata all’aplotipo H3, al quale ri-
sultano appartenere per la gran parte soggetti originari
della Penisola Iberica e relativi arcipelaghi nell’Oceano
Atlantico (Tab. 1). All’aplotipo H3 appartengono anche

alcuni individui campionati in Germania, in Turchia, in
Ucraina, in Arabia Saudita (n = 1), e Taiwan (n = 1).
Il network ottenuto separando le popolazioni continen-
tali da quelle insulari (Fig. 3 in basso) ha evidenziato
che gli individui (n = 100) assegnati ai due aplotipi piu
condivisi (H3 e H14) sono rappresentati per il 63% e
37% da fratini continentali e insulari, rispettivamente.
Tale rapporto resta sostanzialmente immutato quando
si considerano i rimanenti fratini (n = 99), assegnati ad
aplotipi che gemmano da ciascuno dei due piu condivi-
si e che risultano appartenere a popolazioni continentali
ed insulari per il 60,6% e 39,4%, rispettivamente. Infi-
ne, ’AMOVA ha mostrato che il 25,53% della varianza
molecolare ¢ distribuito tra popolazioni ed il 74,47% tra
gli individui all’interno delle popolazmm (0g; = 0,25, P
< 0,001). Quando i gruppi presi in esame sono i fratlm
continentali e quelli insulari, la varianza molecolare ¢
ripartita per il 15,35% tra di essi (84,65% al loro interno)
sempre in modo altamente significativo (¢4, = 0,15; P <
0,001).
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Fig. 3 - Il Median Joining network ottenuto dall’elaborazione delle 199 sequenze relative alla porzione di CR amplificata. Ad ogni
aplotipo (Tab. 1) corrisponde un cerchio il cui diametro ¢ direttamente proporzionale alla sua frequenza nel campione di sequenze
investigato. La lunghezza della linea di collegamento tra due aplotipi ¢ proporzionale al numero di mutazioni che intercorrono tra di
essi. Un numero ed un colore per ogni paese identificano ciascuno aplotipo. / Median Joining network computed using all 199 mtDNA
CR sequences. A circle is drawn in correspondence of each haplotype (Tab. 1): the diameter is proportional to its frequency in the
investigated sample of sequences. The length of the line connecting two haplotypes is proportional to the number of mutations occur-
ring between them. Each haplotype is identified by a number and a colour for each country.
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I valori osservati di F{ e D sono risultati - 26,782 (P
<0,001) e 1,680 (P = 0,016), rispettivamente. Pertanto,
entrambi 1 test suggeriscono il mancato rispetto di un
modello di evoluzione neutrale per le sequenze investi-
gate. I valori attesi di F e D in base alle simulazioni di
coalescenza e la significativita del test rispetto a quelli
osservati sono - 0,078 (P <0,001) e - 0,046 (P = 0,0088),
rispettivamente. La curva di Mismatch Distribution (Fig.
4) ha mostrato un andamento marcatamente unimodale ¢
I’ipotesi di una espansione demografica non puo essere
rigettata (Harpending: » = 0,027 con P = 0,45; P SSD =
0,29).

L’analisi di tipo bayesiano effettuata con BAPS (Fig.
5, Tab. S1) ha ripartito le 199 sequenze investigate se-
condo tre gruppi genetici di affinita (Probability for th-
ree clusters = 0,99; log likelihood for optimal partition
= 829,20). In particolare, i clusters 1 e 3 sono risultati
predominanti (86 e 83 individui con un coefficiente di
assegnazione medio pari a 0,43 e 0,46, rispettivamente).
Il cluster 2 ¢ risultato il meno inclusivo e comprende
fratini originari di Capo Verde, Russia ed Emirati Arabi
Uniti con un coefficiente di assegnazione medio pari a
0,11. 11 fratino di Bolgheri ¢ inserito nel cluster 1 cosi
come tutti gli individui delle Isole Azzorre e la maggior
parte di quelli delle Canarie. Le popolazioni di Spagna e
Portogallo mostrano coefficienti di assegnazione ai c/u-

sters 1 e 3 comparabili (rispettivamente 0,39 e 0,57 per

la Spagna vs. 0,44 e 0,50 per il Portogallo: Fig. 5, Tab.
S1).

0,3
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4 — — - Attesa
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4 /) 1 0,= 0,000 (CI 95% = 0,000 - 1,556)
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Differenze nucleotidiche a coppie (n)

Fig. 4 - Curva di distribuzione (osservata: linea continua; attesa: linea
tratteggiata) delle differenze nucleotidiche tra coppie di sequenze (Mis-
match Distribution). 6,) theta della popolazione prima dell’espansione;
0,) theta della popolazione dopo 1’espansione; t) tempo di espansione;
r) indice di Harpending e significativita (P) del relativo test; P SSD)
significativita test SSD; CI) intervallo di confidenza al 95%. / Mismatch
Distribution (observed: continuous line; expected: dotted line) of the
mtDNA pairwise differences. 0,) theta of the population before expan-
sion; 0)) theta of the population after expansion; 1) time to the expan-
sion; 7) Harpending index with significance (P) of related test; P SSD)
significance of SSD test; CI) 95% confidence interval.

DISCUSSIONE

Il nucleo di fratino nidificante a Castagneto Carducci
(Livorno) svolge un ruolo centrale per la conservazione
della specie lungo il litorale toscano e dell’alto Tirreno
in quanto ¢ quello che si riproduce con maggior regola-
rita e successo (Centro Ornitologico Toscano, dati inedi-
ti). L’investigazione del suo grado di separazione da al-
tre popolazioni della specie ha quindi grande importanza
per definire le strategie di gestione della specie almeno
a scala regionale.

La teoria della coalescenza (Crandall & Temple-
ton, 1993) predice che gli aplotipi frequenti e geogra-
ficamente dispersi siano quelli piu antichi all’interno
di una specie. In questo studio, H3 e H14 costituiscono
due varianti genetiche ancestrali di cui la prima ¢ quasi
esclusivamente presente in Europa (fatta eccezione per
un individuo di Taiwan) mentre la seconda ¢ rinvenuta
attraverso I’intera Eurasia (Fig. 3 in alto). In questa rico-
struzione, il fratino di Bolgheri, il primo individuo per il
quale sono resi disponibili in Italia dati di tipo genetico-
molecolare, ¢ stato assegnato all’aplotipo H3 condiviso
con soggetti per la gran parte originari dell’arcipelago
delle Azzorre, di quello delle Canarie oltre che della
Spagna continentale.

Nel complesso, il network ha evidenziato una doppia
struttura con molteplici aplotipi in gemmazione dai due
(H3, H14) piu largamente condivisi (Fig. 3). L’elevata
diversita aplotipica (2 = 0,86) e la bassa diversita nucle-
otidica (m = 0,46) unitamente alle inferenze demografi-
che (Fig. 4, Risultati) hanno definito un quadro del tutto
coerente ed espressione di una chiara espansione demo-
grafica del fratino su larga scala geografica avvenuta in
qualche momento della sua storia naturale. In accordo
con Grant & Bowen (1998), valoridi 2> 0,5 et < 0,5
sono tipici di popolazioni che dopo un periodo di con-
trazione sono andate incontro a rapida espansione demo-
grafica, un fenomeno che aumenta la ritenzione di nuove
mutazioni (Avise et al., 1984; Rogers & Harpending,
1992) e che si riflette in una struttura genetica caratte-

rizzata da uno o due aplotipi prevalenti incorporati in un
gruppo di altri distanti una o poche mutazioni. Questi
dati genetici complessivi sono in pieno accordo con i va-
lori negativi e significativi delle statistiche calcolate nei
test per la verifica dalla neutralita delle sequenze (test
di Tajima, test di Fu), entrambi indice di crescita demo-
grafica. L’analisi di Mismatch Distribution effettuata per
I’intero campione mostra che la curva osservata si adatta
molto bene a quella attesa, producendo una distribuzione
unimodale tipica del modello di improvvisa espansione
demografica. I valori non significativi dei test di Harpen-
ding e SSD confermano la bonta della corrispondenza e
consentono di non rigettare I’ipotesi di espansione, con
I’ulteriore conforto della netta difformita tra i valori di
0, ¢ 0,. Nel complesso, a differenza di quanto riportato
da Rheindt et al. (2011) e Kiipper et al. (2012), questi

risultati indicano un’espansione demografica del fratino
su scala continentale, in linea con quanto gia riscontrato
da Vidal et al. (2014) per le popolazioni della Galizia
(Spagna) e del Portogallo.

Quando la ricostruzione del network ¢ stata condot-
ta distinguendo in base all’appartenenza degli individui
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a popolazioni continentali o insulari (Fig. 3 in basso), i
due aplotipi piu condivisi — cosi come tutti i rimanenti —
sono risultati ascritti per circa il 60% a soggetti del primo
gruppo, escludendo cosi I’attribuzione degli aplotipi con-
tinentali e insulari come ‘ancestrali’ e ‘derivati’, rispetti-
vamente. Tuttavia, in accordo con Kiipper et al. (2012),
che hanno suggerito come anche modeste distanze (e.g.,
40 km) possano rendere ragione di un moderato differen-
ziamento genetico tra popolazioni continentali ed insulari,
abbiamo riscontrato una divergenza altamente significati-
va tra i fratini campionati sulle isole e tutti gli altri (@, =
0,15; P <0,001). Inoltre, a differenza di quanto riportato
dagli stessi autori circa la ridotta diversita genetica delle
popolazioni insulari, con la sola eccezione dei fratini delle
Azzorre (15 fratini su 16 con aplotipo H3), i1 valori di 4
e m per le popolazioni insulari sono risultati superiori a
quelli calcolati per quelle continentali (4: 0,87 + 0,03 e
0,83 £ 0,03, rispettivamente; m: 0,47 £ 0,28 ¢ 0,42 + 0,26,
rispettivamente; Tab. 2).

La struttura spaziale determinata attraverso 1’as-
segnazione bayesiana degli aplotipi (Fig. 5, Tab. S1)
suggerisce la presenza di tre distinti raggruppamenti
genetici ai quali, tuttavia, non corrisponde una precisa
ripartizione geografica . Il primo, di colore rosso in fi-
gura, include il fratino di Bolgheri ed ¢ distribuito pre-
valentemente in Europa sebbene sia presente anche in
Asia orientale. A differenza del network (Fig. 3 in alto),
1 fratini delle Azzorre sono assegnati in modo omogeneo
a questo unico gruppo genetico, che risulta dominan-
te anche in altri (Capo Verde, Canarie) ma non in tutti
(Madeira, in verde) i territori insulari della Macaronesia
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oltre che assai diffuso nella Penisola Iberica e tra 30°-
50° Long. Est (Ucraina, Turchia, e Penisola d’Arabia;
Fig. 5). Peraltro, quest’ultima fascia geografica risulta
quella a maggior diversita all’interno del range della
specie (Tab. 2). Per quanto riguarda invece la Macaro-
nesia, il pattern osservato ¢ solo in parte sovrapponibile
(e.g., divergenza Azzorre-Madeira) a quello riportato
da Almakil et al. (2017) secondo cui Azzorre, Madei-
ra, Capo Verde e Canarie costituiscono quattro clusters
geneticamente distinti. Il secondo raggruppamento, di
colore verde (Fig. 5), ¢ distribuito prevalentemente nel-
la porzione piu orientale del range della specie sebbene
sia presente anche ad occidente (e.g., Madeira). Infine,
il raggruppamento genetico di colore giallo ¢ quello con
minor frequenza, e la sua presenza a Capo Verde, unica
nell’intera Macaronesia, sembra indicare un certo grado
di divergenza dell’arcipelago africano. A dispetto della
dispersione dei tre clusters sopra menzionati, la parti-
zione della variabilita genetica tra le popolazioni ¢ alta-
mente significativa (¢, = 0,25 ¢ P < 0,001) e, pertanto,
indica ’esistenza di un non trascurabile livello differen-
ziamento ancorché geograficamente disgregato attraver-
so I’intero areale della specie.

1 dati raccolti sottolineano la necessita di piani di ge-
stione del fratino ad ampia scala geografica non essendo
al momento possibile individuare popolazioni chiara-
mente disgiunte. Tale risultato ¢ in linea con la capacita
del fratino di compiere tentativi di nidificazione in siti
ubicati anche a grande distanza tra loro durante la stessa
stagione riproduttiva e con partners differenti (Lessells,
1984; Székely & Lessells, 1993). Tuttavia, ¢ verosimi-
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Fig. 5 - La struttura spaziale genetica del fratino - inferita con BAPS in base ad un’analisi di gruppi di tipo bayesiano - ¢ riportata
sovrapposta alla carta di distribuzione della specie mediante un grafico a torta con segmenti proporzionali all’appartenenza stimata ai
K gruppi (gruppo 1, rosso; gruppo 2, giallo; gruppo 3, verde). I codici riportati in ciascuna torta del grafico si riferiscono alle popo-
lazioni elencate nella Tab. 1./ The Kenstish Plover’s spatial genetic structure — inferred with BAPS according to a Bayesian clustering
analysis — is given by means of a pie chart with segments proportional to the estimated membership to the K clusters (cluster 1, red;
cluster 2, yellow; cluster 3, green) and using a map with the species’ range. The codes reported in each pie of the graph refer to the

populations listed in Tab. 1.
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le che nel breve volgere di qualche anno si renderanno
disponibili informazioni piu dettagliate circa il grado di
connessione tra fratini nidificanti in aree diverse grazie
all’impiego di marcatori molecolari di tipo genomico. La
necessita di queste informazioni ¢ particolarmente sentita
in Italia dove la specie fa registrare tassi di successo ri-
produttivo molto variabili nel tempo e soprattutto nello
spazio (Biondi & Pietrelli, 2011; Pietrelli & Biondi, 2012;
Puglisi, 2015; Mitri et al., 2019), suggerendo che la dina-
mica della popolazione sia sostenuta principalmente dalla
produttivita in aree sorgente cui dovrebbero essere priori-
tariamente indirizzati gli sforzi di conservazione, rimuo-
vendo o mitigando successivamente 1 fattori limitanti che
operano negli altri siti.
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INFORMAZIONI SUPPLEMENTARI /
SUPPORTING INFORMATION

Per questo articolo sono disponibili informazioni sup-
plementari online. / Additional supporting information
may be found online for this article.

Video S1 - Fratino al nido ripreso il giorno 28 aprile 2020
sull’arenile di Bolgheri battuto da forti venti di ponente-
libeccio. / Kentish Plover at the nest filmed on April 28
(2020) on the Bolgheri beach while beated by strong west
and south-west winds. (Video: Paolo M. Politi).

Table S1 - Coefficiente di assegnazione (admixture
coefficient, in BAPS) a ciascuno dei tre clusters per ogni
individuo e per le 15 popolazioni incluse nello studio
(cluster 1, rosso; cluster 2, giallo; cluster 3, verde; cf.,
Fig. 5). / Admixture coefficient as computed in BAPS
for the assignment of both each individidual and the 15
populations of the study to each of three inferred clusters
(cluster 1, red; cluster 2, yellow; cluster 3, green; cf., Fig.
5).



