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RIASSUNTO - I marcatori molecolari AFLP, ma non i microsatelliti, indicano una relazione fra genotipo e livrea nel luccio (Esox 
lucius L.) - Il luccio (Esox lucius L.) riveste una grande importanza economica e bio-ecologica, in quanto regolatore degli ecosistemi 
fluviali e lacustri. Le popolazioni italiane di luccio, scarse e frammentate, sono sottoposte a forti pressioni antropiche dovute alla pesca 
professionale e sportiva, alla continua diminuzione delle prede e dei habitat riproduttivi. Per queste ragioni, negli scorsi decenni la spe-
cie è stata oggetto di ripopolamento con avannotti di dubbia provenienza che potrebbero avere introdotto genotipi di origine alloctona, 
potenzialmente inadatti alle condizioni dell’ambiente di destinazione e quindi non idonei ad essere usati in programmi di riproduzione 
artificiale. Negli ultimi anni, in Italia, è stata notata la comparsa di tipologie di livrea mai osservate prima; fino ad oggi, tuttavia, non era 
mai stata trovata nessuna relazione tra livrea e genotipo. Questa ricerca, usando sia marcatori AFLP sia microsatelliti, ha evidenziato che 
gli AFLP potrebbero essere un valido strumento per l’identificazione di genotipi alloctoni riferibili all’est Europa. Questi dati rappresenta-
no un importante supporto all’attività di riproduzione artificiale, facilitando la selezione di riproduttori autoctoni e il conseguente rilascio 
in natura di avannotti di alta qualità. La possibilità di eliminare riproduttori fenotipicamente riferibili a genotipi esogeni è un passaggio 
fondamentale per la salvaguardia dei ceppi autoctoni delle acque interne. 

SUMMARY - AFLP molecular markers, but not microsatellites,  indicate a relationship between genotype and colour pattern in northern 
pike (Esox lucius L.) - Northern pike (Esox lucius L.) has a great economic and bio-ecological importance, mainly for its regulatory 
activity in fluvial and lake ecosystems. Northern pike populations - particularly Italian ones being scarce and highly fragmented - are 
subject to strong anthropic pressures due both to professional and recreational fishing and to the continuous reduction of prey and 
reproduction habitats. For these reasons, the species in recent years was restocked using fries of uncertain origin that might have intro-
duced allochthonous genotypes not adapted to the destination environment, and which should not be employed in artificial spawning 
programmes. In the last years, the appearance of colour patterns never seen before in Italy was noticed, but so far no clear relation 
between colour patterns and genotypes was found. This research, using both AFLP and microsatellite markers, suggested that AFLPs 
might be a useful tool for the discrimination of phenotypes of Eastern European origin. These data might represent an important support 
to artificial spawning activity, since they allow the identification of autochthonous breeders and the subsequent release of high-quality 
fries; the possibility to exclude on a phenotypical basis breeders carrying non-local genotypes is a fundamental step for the safeguard-
ing of autochthonous stocks of inland waters.

Parole chiave:  luccio, livrea, AFLP, microsatelliti, genotipo/fenotipo, Europa
Key words: northern pike, colour patterns, AFLPs, microsatellites, genotype-phenotype relationship, Europe

1.           INTRODUZIONE

Il luccio (Esox lucius Linnaeus, 1758) è uno dei pe-
sci più importanti per l’ecologia, l’economia, la conserva-
zione e la gestione degli ecosistemi di acqua dolce (Craig 
2008). Pesca intensiva, riduzione e frammentazione degli 
habitat, perturbazioni antropiche e cambiamenti clima-
tici costituiscono fattori di rischio per questa specie che, 
sebbene non risulti ancora ascritta fra quelle in pericolo, 
mostra chiari segni di declino (Lorenzoni et al. 2002; Ja-
cobsen et al. 2005; Lucentini et al. 2006; Craig 2008). Per 
questa ragione negli ultimi decenni sono stati condotti ri-
popolamenti, spesso con novellame alloctono, che possono 

avere introdotto in Italia nuovi genotipi non bene adattabili 
agli habitat locali . Da diversi anni viene riscontrata alme-
no una livrea descritta come “pallini gialli su fondo scuro” 
mai osservata prima in Italia (Fig.1) e riferibile a quella a 
“spot circolari” di Fickling (1982). Poichè livree diverse 
possono essere attribuite alla variabilità morfologica degli 
ecotipi, si ipotizza una relazione tra  ripopolamenti effet-
tuati con soggetti alloctoni e la comparsa di questo tipo di 
livrea. L’analisi fenotipica e l’identificazione di possibili 
relazioni tra genotipi e livree sono argomenti interessan-
ti e innovativi (Sansom & Brandon, 2007); nulla è ancora 
noto per il luccio per il quale studi condotti con marcatori 
dominanti e codominanti hanno evidenziato un livello di 
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polimorfismo particolarmente basso (Jacobsen et al. 2005; 
Lucentini et al. 2006; Nicod et al., 2004). Gli AFLP (Am-
plified Fragment Length Polymorphism) sono stati ideati e 
sperimentati con successo nelle piante e successivamente il 
loro impiego è stato esteso agli animali, compresi i pesci, 
spesso in comparazione con i microsatelliti (Campbell et 
al. 2003; Papa et al. 2005; Sostenbo et al. 2007); gli AFLP 
sono marcatori biallelici dominanti, ad elevato potere di-
scriminante, altamente riproducibili e spesso associabili a 
caratteri fenotipici (Rex et al. 2007). È stato quindi condot-
to uno studio su sette popolazioni di luccio italiane e una 
slovacca, caratterizzandole sotto il profilo fenotipico con 
l’analisi della livrea, e sotto quello molecolare con l’analisi 
di sette loci microsatelliti e dieci combinazioni di primers 
AFLP EcoRI+3/TaqI+3. 

2.           AREA DI STUDIO

La scelta delle popolazioni analizzate è stata basata 
sulla peculiare geomorfologia della penisola Italiana e sulla 
sua separazione dal nord-est Europa da parte della catena 
Alpina. Per questo sono state scelte quattro popolazioni po-
ste a sud degli Appennini [laghi Trasimeno (18 individui), 
Chiusi (18 ind), Piediluco (15 ind) e Bolsena (16 ind) - ba-
cino del Tevere], tre a nord degli stessi [fiume Po (15 ind) e 
laghi Maggiore (9 ind) e Segrino (11 ind) - bacino del Po], 
confrontate con una popolazione Danubiana (12 ind), po-
tenziale origine del materiale da ripopolamento (Lucentini 
et al. 2006). I campioni sono stati forniti da Amministra-
zioni Provinciali, da cooperative di pescatori o da colleghi 
ittiologi.

3.           METODI 

3. 1.       Analisi dei fenotipi 
Il lato destro di 894 esemplari di luccio è stato fo-

tografato con una fotocamera digitale Canon EOS 350D. 
Le livree sono state classificate in base alla terminologia 
adottata da Fickling (1982) (spot circolari, ovali e stellati, 
barre diagonali) aggiungendo le livree “barre longitudina-
li” e “barre verticali” (Fig.1). Per un sottocampione di 300 
individui è stata registrata la lunghezza totale, ed effettuato, 
mediante Microsoft Excel 2007, un t-test per verificare la 
relazione tra livrea e taglia. A questo scopo ad ogni tipo-
logia di livrea veniva assegnato un valore numerico (spot 
ovali 0; spot circolari: 1..) mentre la taglia era espressa 
come lunghezza totale dell’animale in centimetri.

3. 2.       Microsatelliti

Il DNA è stato estratto da 114 campioni di pinna 
caudale (10 mg ca.) conservati in alcool assoluto a -20 °C 
(Lucentini et al. 2006). Gli ampliconi relativi a sette loci 
microsatellite precedentemente selezionati per l’elevato 
potere di discriminazione e preparati come già descritto 
in Lucentini et al. (2006), sono stati analizzati mediante 
elettroforesi capillare su sequenziatore ABI PRISM 310. I 
profili ottenuti sono stati analizzati secondo la procedura 
adottata da Lucentini et al. (2006). In particolare, eventuali 
deviazioni dall’equilibrio di Hardy-Weinberg per eccesso/
difetto di eterozigosità sono state testate mediante il sof-

tware Arlequin3.1, mentre i valori di Fst sono stati calcolati 
mediante F-STAT. Allo scopo di verificare l’applicabilità 
dei microsatelliti alla discriminazione di varianti fenotipi-
che è stato utilizzato il software Structure 2.1 per effettua-
re la procedura di clustering su basi statistiche Bayesiane. 
L’analisi mediante Structure, raggruppando i dati in base 
alla popolazione di provenienza, è stata ripetuta per  valori 
di K da 2 a 20, valutando la probabilità a posteriori per la 
scelta del valore più probabile di K. È stato utilizzato il mo-
dello “no admixture”, un periodo di burnin di 50.000 e una 
routine MCMC (Markov Chain Monte Carlo) di 50.000. I 
risultati di questa analisi sono stati visualizzati mediante il 
software Distruct 1.1.

3. 3.       AFLP 

I frammenti relativi a dieci combinazioni AFLP 
EcoRI/TaqI (Papa et al. 2005) sono stati analizzati median-
te sequenziatore capillare ABI PRISM 310 eliminando le 
bande inferiori ai 150 bp per ridurre il rischio di omoplasia 
(Bonin et al. 2007), ed anche tutte quelle superiori a 460bp. 
Le analisi statistiche sono state condotte utilizzando diver-
si software, alcuni già impiegati anche per l’analisi dei dati 
microsatelliti. In particolare AFLPop non è risultato in gra-
do di condurre il test di assegnazione, forse a causa della 
vastità dell’area geografica interessata, non compatibile con 
le caratteristiche di questo software che lavora meglio su 
“piccola scala” (Bonin et al., 2007). Per questo si è proce-
duto applicando il software Structure 2.1 seguendo la stessa 
procedura di valutazione dei valori di K ed utilizzando gli 
stessi parametri già riportati per i marcatori microsatellite. 
Anche in questo caso la visualizzazione dei risultati è stata 
condotta mediante Distruct 1.1. Il software Genealex 6.1 è 
stato utilizzato, in combinazione con Popgene, per la valuta-
zione dei parametri di diversità e distanza genetica di Nei a 
livello popolazionale. Genealex 6.1 è stato impiegato anche 
per condurre un test di Mantel per l’isolamento legato alla 

Fig. 1 - Le sei tipologie di livrea in cui sono stati classificati tutti 
gli esemplari analizzati. Per ogni livrea è riportato l’ingrandimen-
to di un fianco e la schematizzazione grafica del motivo caratteriz-
zante la livrea stessa. 
Fig. 1 - The six colour patterns categories used for the classifica-
tion of the analyzed specimens. For each colour pattern a magnifi-
cation of the central-lateral zone of the body and a schematization 
of the colour pattern are shown.
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distanza e per l’analisi della varianza molecolare (AMO-
VA). AFLP-SURV è stato utilizzato per condurre l’analisi di 
Lynch e Milligan (1994) e calcolare i valori Fst. L’equilibrio 
di HW è stato testato mediante Popgene (si veda la tabella 1 
in Bonin et al. 2007 per un maggior dettaglio). 

4.           RISULTATI E DISCUSSIONE

4. 1.       Analisi fenotipica 

Il t-test sottolinea l’esistenza di una correlazione sta-
tisticamente significativa fra la taglia dell’animale (espressa 
in cm) e la livrea a spot ovali (p= 9,58-8<< 0,001). Per que-
sto questa livrea è stata unificata con quella a spot circolari 
della quale sembra essere una variante presentata dai cam-
pioni di maggiore lunghezza. I 114 esemplari caratterizzati 
a livello molecolare sono stati attribuiti alle 5 livree: 36% a 
spot stellato, 28% spot circolari, 14% bande longitudinali, 
6% barre verticali, 14% barre diagonali (2% nd).

4. 2.       Microsatelliti

I microsatelliti denotano un buon livello di polimor-
fismo, con le popolazioni dei L. Bolsena, Chiusi e Piediluco 
che non sono in equilibrio di HW per eccesso di eterozigo-
sità (Lucentini et al. 2006).

4. 3.       AFLP 

Il numero di frammenti totali ottenuti con ciascuna 
combinazione di primers, il numero di frammenti polimor-
fici e le relative percentuali di polimorfismo sono riportati 
in tabella 1. L’AMOVA sottolinea che il 16% della varianza 
molecolare può essere attribuito alle differenze tra popo-
lazioni, mentre il restante 84% è riferibile al livello entro 
popolazione. AFLP-SURV denota per le popolazioni del 
Danubio e di Chiusi una percentuale di loci polimorfici su-

periore al 60%, per quelle dei L. Maggiore e Piediluco del 
48% circa. Per le altre popolazioni le proporzioni erano in-
feriori al 40%. Hw [diversità genetica (DG) intrapopolazio-
nale ≈ Hs di Nei], Ht (DG media) e Hb (DG media tra popo-
lazioni eccedente l’osservata a livello intrapopolazionale ≈ 
Ds di Nei) sono risultati rispettivamente uguali a 0,14±0,01, 
0,16±0,01 e 0,02±0,00. I valori di Fst (Tab. 2) oscillano fra 
0,01 e 0,23 (media 0,11) per gli AFLP, e tra 0,01 e 0,41 
(media 0,17) per i microsatelliti. Confronti tra popolazioni 
che con i microsatelliti mostrano un differenziamento mol-
to elevato, con gli AFLP presentano un differenziamento 
più moderato. La consistenza, ma non sovrapponibilità, dei 
risultati ottenuti con AFLP e microsatelliti è già documen-
tata (Søstenbo et al. 2007). Diversamente da quanto emerso 
per i dati microsatellite, i dati AFLP sottolineano che tutte 
le popolazioni studiate sono in equilibrio di HW. L’analisi 
di Lynch e Milligan (1994) ha consentito di valutare la per-
centuale di loci polimorfici al 5% e l’eterozigosità attesa 
Hj. La percentuale dei loci polimorfici oscilla fra 27% (L. 
Segrino) e 67%  (F. Danubio).  Hj oscilla fra 0,11 (popola-
zione L. Segrino) e 0,20 (popolazione F. Danubio). I valori 
a carico delle popolazioni di Chiusi (61%; 0,17), Maggiore 
(49%; 0,15) e Piediluco (48%; 0,16) evidenziano come esse 
siano le popolazioni italiane più polimorfiche, in accordo 
con il dato fenotipico che evidenzia in queste popolazioni 
la presenza della livrea a spot circolari, ovvero di esemplari 
potenzialmente alloctoni. 

4. 4.       Test di assegnazione e relazione genotipo/fenotipo 

Entrambi i marcatori evidenziano, per la maggior 
parte degli individui, un’eredità mista, suggerendo  che il 
loro assetto genetico attuale possa derivare dal contatto, 
anche ripetuto, fra popolazioni diverse. Poiché i dati otte-
nuti non evidenziano un generale gradiente nord-sud (Fig. 
2 A,B), essi confermano quanto presumibile da un’analisi 
geomorfologica dei bacini analizzati, ovvero l’assenza di 
connessione locale naturale tra i bacini e, quindi, tra le po-

Tab. 1 - Combinazioni di primer, nucleotidi selettivi, numero totale di bande, numero di bande polimorfiche e % di polimorfismo riscon-
trato per le dieci combinazioni analizzate.
Tab. 1 – Primer combinations, selective nucleotides, total number of scored fragments, number of  polymorphic bands and percentage of 
polymorphism per primer combination.

Combinazione di primers Nucleotidi selettivi Num. bande Num. bande polimorfiche % di polimorfismo

E33/T32 AAG/AAC 47 26 55%

E40/T32 AGC/AAC 51 22 43%

E40/T33 AGC/AAG 50 26 52%

E32/T32 AAC/AAC 58 22 38%

E42/T37 AGT/ACG 43 31 72%

E32/T33 AAC/AAG 54 26 48%

E33/T33 AAG/AAG 55 28 51%

E33/T37 AAG/ACG 71 36 51%

E40/T37 AGC/ACG 76 37 49%

E42/T32 AGT/AAC 67 30 45%
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polazioni, e facendo supporre l’esistenza di connessioni ar-
tificiali causate dai ripopolamenti. L’analisi effettuata con i 
microsatelliti rivela una buona corrispondenza fra genotipo 
e fenotipo che non è però biunivoca, denotando quasi il 9% 
di attribuzioni errate. Alcuni campioni a spot circolare/ovale 
non sono, infatti, assegnati al genotipo “danubiano” (6,1%) e 
vice-versa (2,6%) (Fig. 2A). Con gli AFLP emerge una cor-
rispondenza quasi biunivoca fra genotipo e fenotipo:  tutti i 
campioni a spot circolare/ovale risultano assegnati al genoti-
po “danubiano” con un errore dello 0,8% (Fig. 2B).

5.           CONCLUSIONI

Questa ricerca rappresenta la prima applicazione 
estensiva di marcatori molecolari AFLP a differenti popola-
zioni di luccio. Questi marcatori sembrano particolarmente 
indicati per l’analisi della diversità genetica di questa spe-
cie; la percentuale di polimorfismo ottenuta è di interesse, in 
particolare se comparata col potere discriminante mostrato 
da altri marcatori molecolari applicati alla specie (Nicod et 
al. 2004; Lucentini et al. 2006) e con i dati AFLP in altri 
pesci, anche se i livelli della variabilità AFLP dipendono 
fortemente dalla combinazione di primer utilizzata come 
pure dal livello di inbreeding dei taxa analizzati (Papa et 
al. 2005). Il fatto che dai nostri dati AFLP emerga che la 
popolazione del Danubio mostra la percentuale più elevata 
di loci polimorfici (67%) e il valore più alto di Hj (0,20) 
potrebbe essere imputabile al fatto che l’elevata intercon-
nessione del bacino del Danubio permette probabilmente 
un elevato flusso genico, non possibile negli ambienti fram-
mentati italiani.  I dati AFLP supportano la nostra scelta di 
unificare in una sola tipologia le livree a spot circolari e 
quella a spot ovali; queste due livree sono riferibili ad un 
unico genotipo. Mentre con i microsatelliti nessun fenoti-
po è associato in modo univoco ad un cluster di genotipi 
(Fig. 2A), con gli AFLP l’intero campione del Danubio, a 
spot circolari, è stato assegnato con una sola eccezione allo 
stesso raggruppamento a cui sono stati attribuiti anche i 22 
individui italiani recanti questa livrea (colore bianco in Fig. 
2B). L’esistenza di una relazione genotipo/fenotipo è par-

ticolarmente evidente solo per la livrea a spot circolari; le 
altre tipologie sono assegnate a più di un cluster (Fig. 2). 
L’applicazione di queste dieci combinazioni di primer evi-
denzia un rapporto fenotipo/genotipo interessante perché la 
livrea a spot circolari sembra essere stata introdotta in Italia 
solo di recente. Individuare un potenziale genotipo allocto-
no dalla sola osservazione della livrea, senza la necessità 
di effettuare complesse misurazioni sul campo, consente di 
escludere rapidamente e con facilità esemplari potenzial-
mente alloctoni dai programmi di riproduzione artificiale. 

Tab. 2 - Valori Fst ottenuti sulla base dei dati AFLP (sopra alla diagonale) e microsatelliti (sotto alla diagonale, Lucentini et al., 2006). 
Fst< 0,05: basso differenziamento, 0,05-0,15: differenziamento moderato, 0,15-0,25: elevato, Fst > 0,25: molto elevato. P< 0,05.
Tab. 2 - Fst values based on AFLP data (above diagonal) and microsatellite (below diagonal, from Lucentini et al., 2006). Fst< 0.05: little 
differentiation, 0.05-0.15: moderate differentiation), 0.15-0.25: high differentiation and Fst> 0.25: very high differentiation. P< 0.05.

Bolsena Chiusi Danubio Po Maggiore Piediluco Segrino Trasimeno

Bolsena 0,09 0,21 0,08 0,12 0,09 0,01 0,03

Chiusi 0,14 0,06 0,12 0,04 0,04 0,12 0,09

Danubio 0,34 0,17 0,22 0,07 0,08 0,23 0,21

Po 0,23 0,24 0,41 0,16 0,09 0,03 0,06

Maggiore 0,14 0,07 0,19 0,15 0,08 0,15 0,12

Piediluco 0,13 0,01 0,19 0,25 0,09 0,10 0,09

Segrino 0,18 0,19 0,40 0,21 0,18 0,23 0,04

Trasimeno 0,10 0,08 0,31 0,19 0,13 0,09 0,18

Fig. 2 - Immagine raffigurante l’esito del test di assegnazione dei 
genotipi effettuato su dati AFLP (A) e microsatelliti (B) derivando 
il valore di K= 6 mediante Structure 2.1 come descritto nel testo e 
riportandoli come gradazione di grigio. Il colore bianco corrispon-
de al genotipo “danubiano”. 
Fig. 2 - Results of the genotype assignment test based on AFLP 
(A) and microsatellite data (B). The value K=6  was determined as 
reported in Materials and Methods section using Structure (ver-
sion 2.1) here reported as different grey scale. White bars refer to 
“Danube” genotype. 



71Studi Trent. Sci. Nat., 87 (2010): 67-71

Vista l’evidenza dell’associazione della livrea a spot cir-
colari con genotipi diversi rispetto alle altre livree reperite 
in Italia, è importante identificare, isolare e sequenziale le 
bande AFLP caratterizzanti. Inoltre, è prioritario effettuare 
una caratterizzazione molecolare e morfologica delle pro-
genie F1 e F2 di parentali aventi livree diverse. 

I dati finora ottenuti possono già avere delle rica-
dute pratiche: poiché il fenotipo a spot circolari è associa-
to al 96.5% con il cluster “danubiano”, escludendo questo 
tipo di livrea esiste meno del 3,5% di probabilità di usare 
esemplari di probabile origine alloctona nei programmi di 
riproduzione artificiale. Limitando efficacemente il rischio 
di inquinamento genetico delle popolazioni autoctone di 
luccio si possono ottenere grandi vantaggi per la gestione e 
conservazione della specie. 
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