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Riassunto

Mediante un marcatore genetico nucleare (Plötner et al. 2009; Huaswaldt et al., 2012) sono stati valutati diciotto campioni da esemplari di 
rane verdi in Provincia di Forlì-Cesena con il solo riscontro delle alloctone P. ridibundus e P. kurtmuelleri.

Parole chiave: Pelophylax ridibundus, Pelophylax kurtmuelleri, Northern Italy, serum albumin.

abstRact 

Genetic determination of the presence of non-native green frogs Pelophylax ridibundus and P. kurtmuelleri (Amphibia, Anura, Ranidae) 
in two places of Romagna.
Using a nuclear DNA marker (Plötner et al., 2009; Huaswaldt et al., 2012) were evaluated eighteen samples from specimens of green frogs in 
the Province of Forlì-Cesena with the only response of the non-native P. ridibundus and P. kurtmuelleri.

Keywords: Pelophylax ridibundus, Pelophylax kurtmuelleri, Northern Italy, serum albumin.

Introduzione

Nel presente elaborato si riporta l’identificazione di P. ridibun-
dus e P. kurtmuelleri in provincia di Forlì-Cesena, tramite il 
protocollo sviluppato da Huaswaldt et al. (2012) basato sulla 
differenza nella lunghezza dell’introne-1 del gene per l’albumi-
na (SAI-1) e il retrotrasposone non-LTR RanaCR1 che inter-
corre tra P. ridibundus e P. lessonae (Plötner et al., 2009).
La tassonomia e la distribuzione delle rane verdi in Italia sono 
state affrontate per mezzo di marcatori morfometrici, bioacu-
stici e molecolari (Uzzell & Hotz, 1979; Santucci et al., 
1996; Canestrelli & Nascetti, 2008) evidenziando come 
l’approccio combinato di diverse metodologie possa contribu-
ire a risolvere la difficoltà di distinguere le forme ibrido ibri-
dogenetiche da specie non ibride, difficoltà complicata della 
recente introduzione di rane verdi alloctone nel nostro paese.
In Italia, P. ridibundus è presente con popolazioni autoctone 
esclusivamente nella parte sud-orientale della Provincia di Trie-
ste e con popolazioni alloctone in altre aree della stessa provin-
cia e in alcune località del Trentino Alto Adige; P. kurtmuelleri, 
invece, è segnalata in Liguria (Provincia di Imperia e Savona), 
Piemonte (Cuneo e Alessandria) (Lanza et al., 2007) e Lom-
bardia (Razzetti et al., 2010).
Per quanto riguarda le altre specie del genere Pelophylax, nel 

nostro paese sono presenti due synklepton. Il primo formato 
da Pelophylax lessonae e P. kl. esculentus, convenzionalmente pre-
sente nella pianura Padana a nord di una linea immaginaria che 
congiunge Genova a Rimini (Tedaldi & Laghi, 1998; Maz-
zotti et al., 1999; Lanza et al., 2007; Tedaldi et al., 2007) il 
secondo, diffuso a sud di tale linea (Italia peninsulare e Sicilia), 
formato da P. bergeri e P. kl. hispanicus (Lanza et al., 2007). 
La L.R. n°15 luglio 2006 e la direttiva 92/43/CEE si occupano 
della tutela delle specie autoctone, mentre tutti i campioni su cui 
sono state svolte le analisi appartengono invece a specie alloctone.

Area e metodi di studio

L’analisi genetica è stata condotta su diciotto esempla-
ri campionati in due siti in località Meldola (44°07’5.67”N 
12°03’53.64”E) e Magliano (44°10’07.85”N 12°05’15.75”E) 
(Provincia di Forlì-Cesena).
L’estrazione del DNA genomico è stata effettuata tramite il me-
todo fenolo-cloroformio indicato da Kocher et al. (1989) a 
partire da porzioni di tessuto conservate in alcool 100% prele-
vate dalla coda, nel caso di girini, o da una falange da una delle 
zampe posteriori nel caso degli adulti.
Il DNA estratto è stato amplificato secondo il protocollo pro-
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gati con la sigla PdF ed un numero progressivo da 1 a 10. 
Dall’analisi molecolare gli esemplari PdF4, PdF5, PdF7 mo-
strano una banda di circa 800 pb e sono pertanto attribuibili 
alla specie P. ridibundus; gli esemplari PdF1, PdF6 e PdF10 
mostrano due bande, a circa 800 e 700 pb; la contemporanea 
presenza di tali bande è considerata diagnostica per P. ridibun-
dus (Hauswaldt et al., 2012).
Gli esemplari PdF2, PdF3, PdF8, PdF9 mostrano, invece, una 
banda di circa 700 pb tipica di P. kurtmuelleri (Hauswaldt 
et al., 2012). Tuttavia, poichè in questo lavoro è riportato un 
singolo caso di un esemplare P. ridibundus con una sola banda 
di 700 pb, tali individui non possono essere determinati con 
certezza assoluta se non affiancando ulteriori indagini moleco-
lari a quella già utilizzata. Ulteriori approfondimenti, inoltre, 
meriterebbero gli individui PdF1 e PdF6, i quali mostrano una 
banda di 1500 pb e PdF9 con una banda di 1200 pb, non do-
cumentate in Hauswaldt et al. (2012).

Località Magliano (FC)
In tabella 2 è riportato il dataset completo, mentre in figura 2 è 
possibile osservare il profilo degli 8 individui analizzati catalo-

posto da Hauswaldt et al. (2012); tale metodologia permette, 
tramite una singola reazione di PCR, a cui fa seguito un con-
trollo su gel di agarosio, di individuare un bandeggio diagno-
stico per i taxa esaminati. 
In particolare, una singola banda di circa 800 pb (paia di basi) 
è diagnostica per P. ridibundus mentre una banda di circa 300 
pb è diagnostica per P. lessonae; nell’ibrido P. kl. esculentus si os-
serva sempre una combinazione delle due bande ereditate da P. 
ridibundus e P. lessonae. Talvolta negli ibridi può essere presente 
una terza banda di circa 600 pb (Hauswaldt et al., 2012).
Infine, in Hauswaldt et al. (2012), è caratterizzato il bandeg-
gio atteso per altre specie del genere Pelophylax consentendo, 
quindi, anche la potenziale identificazione di taxa originaria-
mente non presenti nel territorio indagato.

Risultati

Località Parco delle Fonti (Meldola-FC)
In tabella 1 è riportato il dataset completo, mentre in figura 1 
è possibile osservare il profilo dei 10 individui analizzati catalo-

Tab. 1. Dataset completo che riporta: sigla, località, nome e determinazione specifica molecolare dei campioni. 
PRI = P. ridibundus, PKU = P. kurtmuelleri. Pdf = Parco delle Fonti (Meldola - FC).

 Sigla località MoME caMPioNE DEt. SPEciFica MolEcolaRE

 PdF Parco delle Fonti PdF1 PRI
 PdF Parco delle Fonti PdF2 PKU
 PdF Parco delle Fonti PdF3 PKU
 PdF Parco delle Fonti PdF4 PRI 
 PdF Parco delle Fonti PdF5 PRI
 PdF Parco delle Fonti PdF6 PRI
 PdF Parco delle Fonti PdF7 PRI
 PdF Parco delle Fonti PdF8 PKU
 PdF Parco delle Fonti PdF9 PKU
 PdF Parco delle Fonti PdF10 PRI

Fig. 1. Profilo degli individui analizzati. A lato dei campioni sono visibili i marcatori di peso molecolare che consentono di 
determinare la lunghezza delle bande amplificate. Le tre bande più luminose del marcatore corrispondono, a partire dall’alto, 
rispettivamente a: 3000 pb, 1000 pb e 500 pb (es. 1Kb= 1000 pb). In nero, a lato, sono evidenziate le bande di riferimento 
più significative per la comprensione dei profili visibili in figura. Pdf = Parco delle Fonti (Meldola - FC).
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diffusione di P. ridibundus e P. kurtmuelleri e/o di altri taxa alieni 
e verificare l’eventuale sintopia con le rane verdi autoctone.
In tal senso, il protocollo elaborato da Hauswaldt et al. 
(2012), di rapida esecuzione e dai costi contenuti, rappresenta 
un valido strumento per effettuare un ampio screening delle 
popolazioni campionate per determinare, in prima istanza, la 
presenza/assenza di taxa alieni.
In seguito, qualora si rilevasse la presenza di specie non attese, 
l’impiego di marcatori genetici mitocondriali (Bellati et al., 
2012), consentirebbe di individuare l’origine geografica dei 
taxa alloctoni e determinare le possibili conseguenze ecologiche 
e genetiche sui taxa autoctoni.
Infatti, P.ridibundus e P. kurtmuelleri possono competere con P. 
lessonae e P. kl. esculentus per le risorse trofiche e gli habitat dispo-
nibili. Inoltre, P. ridibundus, a differenza di P. kurtmuelleri (Hotz 
et al.1985; Berger et al. 1994) è in grado di produrre ibridi ibri-
dogenetici con P. lessonae innescando conseguenze genetiche mol-
teplici e difficili da prevedere (Pagano et al., 1997; Pagano et al., 
2003; Holsbeek & Jooris, 2010; Holsbeek et al., 2010).
Infatti, in condizioni naturali e in assenza di genotipi allocto-
ni, P. kl. esculentus (sistema L-E), elimina il genoma lessonae 

gati con la sigla Ma e un numero progressivo da 1 a 8.
Dall’analisi molecolare gli individui nominati con le sigle da Ma1 
a Ma3 e Ma6 mostrano una banda a circa 700 pb diagnostica di 
P. kurtmuelleri; vale, tuttavia, quanto rilevato per alcuni individui 
in località Parco delle Fonti. Per questo motivo tali individui non 
possono essere determinati con certezza assoluta se non affian-
cando ulteriori indagini molecolari a quella già utilizzata. 
Gli individui Ma4 e Ma8 presentano un’unica banda a circa 
800 pb, mentre gli esemplari Ma5 e Ma7 due bande a 800 e 
700 pb e sono stati pertanto determinati come P. ridibundus.

Discussione

Gli esemplari esaminati appartengono a taxa alloctoni e fino-
ra non segnalati per la Provincia di Forlì-Cesena (Lanza et al., 
2007), mentre non è stata rilevata la presenza di P. lessonae e P. 
kl. esculentus (Mazzotti et al., 1999; Tedaldi & Laghi, 1998).
La presente indagine genetica preliminare, limitata a due soli siti, 
necessita quindi di ulteriori approfondimenti. Infatti, è in corso 
un esteso piano di campionamenti mirato a definire l’effettiva 

Tab. 2. Dataset completo che riporta: sigla, località, nome e determinazione specifica molecolare dei campioni. 
PRI = P. ridibundus, PKU = P. kurtmuelleri. MA = Magliano (FC).

 Sigla località MoME caMPioNE DEt. SPEciFica MolEcolaRE

 Ma Magliano Ma1 PKU
 Ma Magliano Ma2 PKU
 Ma Magliano Ma3 PKU
 Ma Magliano Ma4 PRI 
 Ma Magliano Ma5 PRI
 Ma Magliano Ma6 PKU
 Ma Magliano Ma7 PRI
 Ma Magliano Ma8 PRI

Fig. 2. Profilo degli individui analizzati. A lato dei campioni sono visibili i marcatori di peso molecolare che consentono di 
determinare la lunghezza delle bande amplificate. Le tre bande più luminose del marcatore corrispondono, a partire dall’alto, 
rispettivamente a: 3000 pb, 1000 pb e 500 pb (es. 1Kb= 1000 pb). In nero, a lato, sono evidenziate le bande di riferimento 
più significative per la comprensione dei profili visibili in figura. MA = Magliano (FC).
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dalla linea germinale e trasmette clonalmente il solo genoma 
ridibundus secondo un meccanismo riproduttivo noto come 
ibridogenesi. Gli ibridi formano popolazioni miste con uno 
dei due taxa parentali e più precisamente con P. lessonae nel 
territorio indagato.
Diversamente, se introdotta in un sistema L-E, P. ridibundus 
può incrociarsi con entrambi i taxa nativi, producendo pro-
genie con genoma ridibundus in incroci con P. kl. esculentus e 
nuova progenie ibrida in incroci con P. lessonae.
Entrambi gli scenari sono potenzialmente in grado di genera-
re un rapido aumento di P. ridibundus nella popolazione, con 
progressiva sostituzione dei due taxa nativi e l’affermazione di 
popolazioni formate esclusivamente da individui di tale spe-
cie (Vorburger & Reyer, 2003; Holsbeek et al., 2008; 2010; 
holsbeek & Jooris, 2010).
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