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BIOGEOGRAPHIA - vol. XI - 1985
Principi e metodi dell’analisi biogeografica

Morfometria multivariata
e variazione geografica

MARCO CORTI E ANNA LOY

Dipartimento di Biologia Animale e dell’'Uomo, Universita di Roma, «La Sapienza»

SUMMARY

Local populations have a unity wich is mantained by the interbreeding of the individuals of which
populations are composed. The study of the patterns of variations in space and time among these breed-
ing units within a species is of paramount importance for the understanding of the mechanisms leading to
evolutionary change. Multivariate morphometric techniques have been reviewed here because they repre-
sent undoubtely one of the most powerful tools to investigate trends in variation and adaptation, phenetic
distinction and similarity among populations, and possibly to infer systematic relationships. The term
multivariate morphometrics includes a variety of techniques wich all assume the simultaneous analysis of
the greatest number of informative morphometric characters. Accuracy, rapidity and geometric criteria in
collecting morphometric data have been reviewed too as they contribute mostly in successful analysis of
geographic variation.

1. INTRODUZIONE

Lo studio della variazione interna delle specie, intesa come processo di
diversificazione geografica, assume particolare rilevanza durante il periodo
della piena affermazione della Modern Synthesis e si pone come presupposto
fondamentale della comprensione di tutti i meccanismi, selettivi e non, che
conducono alla speciazione. Huxley (1939), coniando il termine «cline», ha
definito per la prima volta la variazione geografica delle popolazioni di una
specie come prodotto della selezione naturale e del flusso genico. Questi
concetti, esaurientemente discussi da Mayr (1963), sono stati poi ripresi negli
anni 70, quando la scoperta dell’alto livello di polimorfismo genetico nelle
popolazioni naturali (Selander, 1976) ha posto nuovamente lo studio della
variazione geografica al centro dell’attenzione della biologia delle popolazioni
(Endler, 1977).

Sebbene lo sviluppo della citogenetica e dell’analisi dei sistemi gene-enzi-
ma abbiano contribuito enormemente a descrivere il polimorfismo delle po-
polazioni naturali, queste tecniche non sono tuttavia in grado di rivelare in
tutta la loro complessita quei meccanismi di selezione darwiniana operanti
nei processi di diversificazione geografica, e che possono essere indagati at-
traverso analisi morfometriche.

Quando si tratta di affrontare lo studio della variazione geografica attra-
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verso tecniche di morfometria multivariata o, pill in generale, di tassonomia
numerica, & inevitabile incorrere nella contraddizione di fondo fra I'adesione
al concetto biologico di specie, cosi come ¢ definito nella biologia evoluzioni-
stica (Mayr, 1942), e I'esigenza di definire la specie o altro taxon di qualsiasi
rango in termini operazionali (Sneath e Sokal, 1973). La contraddizione &
insita nell’obiettivo prioritario, in quanto propedeutico, dello studio della va-
riazione geografica: individuare opertivamente le categorie utili a descrivere
la distribuzione della variabilita nello spazio; questo obiettivo primario ¢ rag-
giunto unicamente considerando unita tassonomiche definite in termini ope-
razionali. Questo approccio operazionale & irrinunciabile al fine di individua-
re quei processi di isolamento e diversificazione delle popolazioni che vedono
la specie biologica come unita evolutiva minima. La variazione di popolazioni
o specie affini non & descrivibile in termini di adattamento di pochi caratteri
in rapporto ad una variabile ambientale, ma & di per sé un processo multidi-
mensionale che coinvolge I'adattamento di molti caratteri quantitativi ad una
varieta di parametri ambientali interdipendenti. Quindi, lo studio della varia-
zione geografica non pud che essere basato sull’analisi e la comparazione di
grandi campioni e di un alto numero di caratteri, e i metodi statistici multi-
variati rappresentano senza dubbio lo stumento di indagine piu efficace.
Queste metodologie assumono particolare importanza in quanto, operando
una ridefinizione degli individui nello spazio, permettono di formulare ipotesi
biogeografiche: dall’esame delle funzioni elaborate puo essere individuato un
modello di variazione che si presenta in forma di cline, stepcline o a cluster
categorici (Endler, 1977).

Nella maggior parte delle analisi morfometriche & presente, implicitamen-
te o esplicitamente, 'assunto che la variabilita fenotipica osservata possa esse-
re considerata variabilitad genetica (Atchley, 1983). Sebbene questa condizione
non sia facile da verificare, a causa di una componente non-genetica difficil-
mente distinguibile, I’approccio morfometrico presenta notevoli vantaggi: 1)
molti caratteri hanno un’origine poligenica e la loro variabilita puo fornire un
contributo maggiore all’analisi dei campioni e condurre, in alcuni casi, a ri-
sultati migliori rispetto all’analisi dei sistemi gene-enzima (Thorpe er al.,
1982). Ad esempio, si stima che in Mus musculus la crescita in peso corporeo
veda coinvolti, in modo conservativo, pitt di 100 loci (Comstock 1973) e le
metodologie morfometriche multivariate sono in genere utilizzate per accerta-
re la purezza delle linee inbreed di topi da laboratorio (Festing, 1972); 2) i
dati morfometrici consentono di indagare sulla variabilita sia su una dimen-
sione spaziale che temporale (Williamson, 1981; Zink, 1983); 3) la reperibilita
di materiale da collezione nei musei nonché la rapidita, accuratezza e econo-
mia del rilevamento dei dati consentono I'analisi di grandi campioni in breve
tempo.

I risultati derivanti da analisi biometriche e da studi su frequenze geniche
devono essere confrontati per verificare la congruenza nei pattern di variazio-
ne e di distanza delle popolazioni/specie (Lessios, 1981; Lambert e Paterson,
1982; Hausser, 1984), anche se questa concordanza & piuttosto rara, a causa
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della diversa potenza dei test utilizzati (Lewontin, 1984) e/o del diverso signi-
ficato evolutivo e biologico dei pattern di variazione (Turner, 1974; Lessios,
1981; Yoshiyama and Sassaman, 1983; Snyder and Linton, 1984; Lindenfelser,
1984).

2. Scelta dei caratteri

Nello studio delle relazioni fenetiche la fonte dei dati & generalmente
rappresentata da frequenze geniche (Menozzi ef al. 1978; Piazza et al., 1981:
Sokal e Menozzi, 1982), caratteri citogenetici (Nevo et 4l., 1987) e morfome-
trici (Gould e Johnston, 1972; Thorpe, 1976; Oxnard, 1978: Reyment, 1981).
Ci riferiamo a relazioni fenetiche come alla similitudine complessiva basata su
tutti i caratteri disponibili, senza riguardo al diverso peso che questi hanno
nel determinare le relazioni tra popolazione/specie (Sneath and Sokal, 1973).
Un criterio generale su cui deve essere basata ogni analisi fenetica, & quello
di considerare il pit alto numero possibile di caratteri, indipendentemente
dalla loro natura o tipo (Mc Neill, 1978): pitt alto ¢ il numero di caratteri
considerati, maggiori sono le informazioni che si possono trarre sullo stato di
ogni OTU (si definisce OTU — Operational Taxonomic Unit — il taxon di
pit basso rango utilizzato in un dato studio, Sneath e Sokal, 1973). A livello
intraspecifico, il numero di caratteri necessari per una descrizione esauriente
¢ influenzato dal loro livello di correlazione. Piu alto & questo livello (e di
conseguenza la ridondanza dell’informazione) piti alto deve essere il numero
di caratteri necessari per raggiungere lo stesso livello di informazione (Thot-
pe, 1976).

Per quanto riguarda la morfometrica multivariata, la scelta di determinati
complessi di caratteri morfometrici non restringe I'informazione ad una parti-
colare classe di geni; questi ipotesi di non-specificita ¢ stata discussa da
Sneath e Sokal (1973). Sebbene a volte non vi sia congruenza tra classificazio-
ni basate su insiemi distinti di caratteri morfometrici, nell'insieme i risultati
spesso concordano; ¢ comunque possibile stabilire di volta in volta il grado
di congruenza tra i diversi risultati attraverso lo studio dei coefficienti di
correlazione tra le matrici di somiglianza elaborate. E sconsigliabile invece
l'uso di caratteri la cui risposta all’ambiente & altamente variabile, tanto da
rendere difficile la distinzione tra determinazione genetica e ambientale.

2.1 Rilevamento dei caratteri

Gli studi morfometrici sono spesso basati sulla trattazione di poche misu-
re o parametri, considerati singolarmente. E comune, ad esempio, I'uso di
parametri distinti come lunghezza del corpo, altezza e peso, come anche di
parametri standard di misura (ad esempio, vedi Thomas, 1905, per una de-
scrizione delle misure craniali per i mammiferi). Sebbene questo approccio
sia ancora molto diffuso, la sua utilita nel risolvere problemi biologici pud
essere molto limitata (Oxnard, 1978; Bookstein, 1982). Il potere descrittivo
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dell’analisi viene invece notevolmetne incrementato dal rilevamento di un alto
numero di caratteri, che, considerati nel loro complesso, permettono di defi-
nire in modo esauriente la variabilita morfometrica delle OTU.

I metodi e gli strumenti di rilevamento dei caratteri morfometrici hanno
subito in questi ultimi anni una notevole evoluzione, passando dal tradiziona-
le calibro al calibro automatizzato (Marcus, 1983), all’oculare micrometrico
(Hausser e Jammot, 1974), a metodi di rilevamento su coordinate (Festing,
1972), fino ai pilt sofisticati sistemi automatizzati di analisi dell'immagine
(Rohlf and Ferson, 1983; Ferson et al., 1985). Nel rilevamento dei dati su un
sistema di coordinate (Fig. 1) le variabili rappresentano non pit delle misure
a sé stanti e indipendenti per ogni singolo esemplare, ma ogni oggetto &
riferito allo stesso punto di origine del piano cartesiano. Questo metodo &
estremamente rapido ed accurato ed & stato applicato da Thorpe e al. (1982)
e da Corti et al. (1987).

Un altro metodo, utilizzato principalmente per evidenziare variazioni della
forma in rapporto alla crescita iso- e allometrica, € stato descritto da Strauss
e Bookstein (1984) (Fig. 2), e consiste nell’identificare un insieme di punti di
riferimento omologhi lungo i contorni esterni di un oggetto, calcolando le
distanze tra punti contigui e quindi le loro triangolazioni. Un rischio insito
nel metodo consiste nella propagazione di errori anche piccoli che si risolvo-
no in una distorsione della forma. Un approccio analogo & stato seguito da
Dahl et 4l.(1984) che hanno utilizzato il metodo computerizzato SIMCA, svi-
luppato per studio non biologici, per individuare modelli di variazione della
forma degli oggetti in esame.

E importante sottolineare che seguendo metodologie di rilevamento dei
caratteri su un sistema di riferimento quale il piano cartesiano o altro, i carat-
teri non posseggono pili un valore individuale ma questo viene trasferito al-
I'intero complesso dei caratteri.

3. ANALISI DEI DATI

L’alto numero di caratteri e I'esigenza di analizzarli nel loro insieme, im-
pongono I'uso di tecniche statistiche di analisi che, attraverso una trattazione
contemporanea di tutti i dati, tengano conto delle relazioni che intercorrono
fra i caratteri stessi. L’analisi si pone i seguenti obiettivi:

1)  individuare nella struttura dei dati le categorie morfometriche (OTU);

2)  individuare nello spazio multivariato il modello di variazione dell OTU,
in termini di clini, step clini o cluster categorici;

3) fornire una rappresentazione cartografica della variazione, con I'uso di
metodi appropriati di mappatura;

4)  quantificare le differenze tra le OTU attraverso 'elaborazione di matrici
di distanze;
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FIG. 1 - Metodo di rilevamento su coordinate. A) Caratteri rilevati su mandibola e scapola di Mus
domesticus (Thorpe et al., 1982); B) Caratteri rilevati su mandibola di Talpa (Corti ez al., 1985).

I caratteri riguardano un solo lato (sinistro) del corpo, in modo da eliminare a priori qualsiasi influenza
dovuta ad asimmetria laterale. Gli elementi scheletrici sono posti su carta millimetrata ridotta fotografica-
mente 9 volte e osservati con binoculare stereoscopico; la posizione costante ¢ ottenuta poggiando gli
elementi a due vetrini portaoggetto fissi e delimitanti due assi cartesiani. E importante sottolineare che
durante l'elaborazione multivariata, i caratteri, o meglio, i punti di riferimento scelti sul piano cartesiano,
perdono il loro valore individuale, che viene trasferito all'intero complesso dei caratter.
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FIG. 2 - Sistema di rilevamento di caratteri per punti di riferimento omologhi. A) 21 caratteri rilevati in
ceppi di carpa comune (Corti ez al., 1987); B) rappresentazione dello schema: le variabili rilevate riguarda-
no sia i lati che le diagonali di ogni singolo quadrilatero. C) Il primo punto di riferimento (1) costituisce
Porigine degli assi cartesiani e il segmento che unisce i primi due punti (2) rappresenta l'ascissa; le
coordinate del terzo punto di riferimento sono determinate dall’intersezione delle due circoferenze che
hanno come centro i primi due punti e come raggio le rispettive distanze da (3); il quarto punto viene
individuato rispetto al secondo e al terzo fino a quando sono state individuate le coordinare per tutti i
punti. Questa metologia consente di: 1) individuare variazioni di forma in senso veriticale, orizzontale ed
obliquo; 2) ricostruire (mappare) la forma a partire da un insieme di punti di riferimento; 3) caratterizzare
e visualizzare tendenze multivariate (forma e allometria) all’interno delle popolazioni; 4) standardizzare la
forma per comparazioni fra gruppi/popolazioni diverse (vedi Straus e Bookstein, 1982, per una discussione
esauriente).
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5)  individuare le correlazioni fra fattori storici e/o climatici e la variazione
morfometrica.

3.1 Trasformazione dei dati

Spesso I'insieme dei dati morfometrici raccolti non & direttamente analiz-
zabile: la trasformazione logaritmica dei dati costituisce in generale una pro-
cedura opportuna per rendere lineari e confrontabili i dati dei diversi cam-
pioni (Corruccini, 1975). La trasformazione logaritmica ha lo stesso vantaggio
della standardizzazione nel produrre nuove variabili che sono indipendenti
per quanto riguarda I'entita della varianza, ma, al contrario della standardiz-
zazione, trattiene tutta l'informazione relativa all’ordine di grandezza (Scho-
newald-Cox et al., 1985).

Parallelamente ad una trasformazione matematica che la renda statistica-
mente appropriata, la struttura dei dati contiene elementi che hanno un si-
gnificato prettamente biologico e che devono essere identificati prima di pro-
cedere in qualsiasi analisi: alla variazione geografica & associata una compo-
nente non-geografica (dimorfismo sessuale, variazione allometrica e ontogene-
tica, asimmetria laterale) che deve essere comunque considerata, sia che la si
voglia eliminare o mantenere, per permettere una corretta interpretazione
della variazione.

Il dimorfismo sessuale costituisce una forte sorgente di variabilita in di-
versi sistemi di caratteri (Fig. 3), che pud essere consigliabile eliminare all’o-
rigine (Thorpe, 1976; Corti et al., 1985), sebbene ad esso debba essere dedi-
cata una particolare attenzione quale importante fattore selettivo nel determi-
nare variazioni geografiche (Gould e Johnston, 1972), come & stato elegante-
mente descritto da Johston e Selander (1973) per il passero domestico e da
Thorpe (1975) per Natrix natrix.

L’eta degli individui costituisce un’ulteriore fonte di variazione intraspeci-
tica non-geografica. Il problema ¢ di ovvia risoluzione per gli organismi che
attraversano diversi stadi vitali (larve, pupe, ecc.); non lo & pero nel caso di
organismi che si accrescono in modo pili 0 meno continuo fino allo stadio di
adulto (variazione ontogenetica). L'influenza della crescita allometrica, uno
degli aspetti piti importanti della variazione ontogenetica, puo essere elimina-
ta attraverso I'adozione di appropriate procedure statistiche, dove per allome-
tria si definisce generalmente lo studio della dimensione e delle conseguenze
legate alla sua variazione in rapporto all’accrescimento (Atchley, 1983). Per
comprendere il tipo di relazione esistente fra etd e dimensioni si puo calcola-
re l'equazione di regressione tra i rispettivi logartimi (Sneath e Sokal, 1973;
Thorpe, 1976).

Nel caso in cui sia individuabile una correlazione diretta, si possono sce-
gliere due strategie: 1 - individuare classi di etd ben definite e non ambigue,
e svolgere analisi separate per campioni omogenei; solo in questo caso varia-
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FIG. 3 - Analisi delle componenti principali condotta congiuntamente per i due sessi sulle tre sottospecie
di Ursus arctos (Vigna Taglianti e al., 1984). Appare evidente Pinfluenza del dimorfismo sessuale sulla
distribuzione degli individui nello spazio multivariato.

U. arctos marsicanus O; U. arctos alpinus ®; U. arctos pyrenaicus W.

sioni nella dimensione possono essere interpretate in termini di variazione
geografica; 2 - eliminare a priori il fattore dimensione e rendere i caratteri
«size-independent>.

Nell’adottare questa seconda scelta, un metodo consiste nell’identificare
un coefficiente che permetta di eliminare I'effetto delle dimensioni. Blondel
et al. (1984), dividendo ogni carattere per un coefficiente direttamente corre-
lato alle dimensioni (es. peso o volume), hanno ottenuto una nuova matrice
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di dati in cui ogni variabile & considerata «size-independent». La trattazione
di matrici di dati costituiti da rapporti rappresenta perd un problema per
quanto riguarda la statistica multivariata, a causa della strana distribuzione
assunta dalla struttura dei dati (Atchley ez al., 1976).

Un metodo statistico pili appropriato consiste nell’analisi della covarianza,
dove un carattere size dependent & regredito contro un carattere size indepen-
dent (Gould, 1966; Sokal and Rohlf, 1969; Thorpe, 1976) (Fig. 4). Poiché la
maggior parte dei componenti ontogenetici sono multivariati in natura, un
metodo pitt adeguato per rendere i caratteri size-independent si basa sull’'uso
delle componenti principali per individuare, ed eventualmente eliminare, I'in-
fluenza del fattore dimensione prima di definire qualsiasi affinita razziale e/o
geografica tra i campioni. Se tutti i coefficienti del primo componente princi-
pale sono dello stesso segno ed hanno approssimativamente lo stesso valore,

b

/

FIG. 4 - Un criterio per eliminare l'influenza allometrica consiste nell'individuare I'angolo definito dalla
retta di regressione tra ogni carattere (ordinata) e le dimensioni dei singoli individui (ascissa). Le rette 1 e
2 sono due rette di regressione che rappresentano la variazione allometrica di un carattere all'interno di
due popolazioni ipotetiche (i punti corrispondono ad individui di taglia diversa). Per individuare un
coefficiente di correzione per i dati di tutte le popolazioni in esame, la procedura piti corretta consiste nel
calcolare la retta di regressione A sulla base delle rette di regressione delle singole popolazioni (1 e 2):
Pangolo formato dalla retta A corrisponde all’angolo «medio» tra le rette 1 e 2. Al contrario, la retta di
regressione B calcolata direttamente su tutti gli individui, & inappropriata, perché non tiene conto del
rapporto esistente tra la variazione intra- ed inter- popolazione (Thorpe, 1976).
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allora si pud asserire che la direzione di maggiore variazione lungo I'asse del
primo componente principale ¢ correlata con il fattore dimensione (Neff e
Marcus, 1980); in tal senso il primo componente & da considerarsi size-comz-
ponent e la sua eliminazione permette di considerare i restanti componenti
principali come una nuova matrice di n-1 variabili size-independent (Jolicoeur
e Mosiman, 1960). Thorpe (1983) e Thorpe er al. (1982) suggeriscono un
diverso metodo che tenga conto delle differenze esistenti fra variazioni intra-
OTU e variazioni inter-OTU: a partire da una matrice di varianza-covarianza
intra-OTU, si calcolano le componenti principali (Multiple Group Principal
Components) e, eliminando il primo componente, si considerano gli altri co-
me nuovi dati size independent.

Spesso, e qualora possibile, diventa piti importante conservare I'aspetto
dimensionale piuttosto che considerarlo biologicamente non importante e
scartarlo: infatti, I'alto numero di geni che controllano le dimensioni corpo-
ree suggerisce che il fattore dimensione sia da considerarsi in una relazione
pleiotropica virtualmente con tutti gli altri loci presenti nel genoma (Atchley
et al., 1981). In questo caso, I'individuazione della relazione esistente tra la
variazione della dimensione e la variazione della forma (Jolicoeur, 1986; Joli-
coeur and Mosiman, 1960) permette di valutare I'influenza della dimensione
e di distinguerla dalla forma nella determinazione della variazione geografica
dei campioni. Ad esempio, in Rattus rattus, la variazione delle dimensioni &
una componente fondamentale la cui ereditarieta raggiunge valori del 50%
(Atchley, 1983).

3.2 Analisi multivariata

Le metodologie statistiche multivariate permettono di trasformare Ialto
numero di variabili descrittive in un numero ridotto di funzioni che riassu-
mono l'informazione in esse contenuta. Nell’analisi morfometrica questi me-
todi permettono di massimizzare o riassumere le differenze fra le OTU che
vengono espresse, nello spazio multidimensionale, in termini di distanza o
vicinanza relativa. E importante sottolineare che queste distanze sono un’e-
spressione diretta del grado di similitudine morfometrica fra le OTU, e che
non possono essere interpretate in termini di relazioni filetiche (Albrecht,
1980), le quali rappresentano invece un argomento successivo di speculazio-
ne. Gould e Johnston (1972), Thorpe (1976 e 1983), Oxnard (1978) e Rey-
ment (1981) hanno esaurientemente discusso i metodi di morfometria multi-
variata applicati allo studio della variazione geografica, mentre Neff e Marcus
(1980) hanno compiuto un’ampia revisione delle metodologie statistiche uti-
lizzate in sistematica. Esistono diversi programmi per I'elaborazione dei di-
versi tipi di analisi multivariata attraverso elaboratori elettronici, la maggior
parte dei quali & oggi disponibile anche per personal computers. Nonostante
la facilita di accesso, resa possibile dai sistemi computerizzati, I'uso di queste

' metodologie presuppone la conoscenza e la verifica di alcuni assunti di base
che, se non rispettati, possono seriamente compromettere 'attendibilita dei
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risultati. Neff e Marcus (1980) hanno discusso e descritto i diversi assunti,
definendo gli ambiti in cui i diversi metodi possono essere applicati; An-
drews ef al. (1973) hanno sviluppato in modo particolare il problema dei test
di multinormalita; Gould (1984) ha discusso I'utilizzazione contemporanea di
diversi tipi di caratteri, continui, meristici e binomiali.

I metodi di analisi multivariata piti frequentemente utilizzati nel descrive-
re modelli di variazione geografica su caratteri continui sono l'analisi delle
componenti principali (PCA) e I'analisi discriminante (DFA), ognuna delle
quali ha presupposti e finalita diverse.

3.2.1 Analisi delle componenti principali (PCA)

La PCA costituisce un’utile tecnica esplorativa: i campioni sono disposti
in un nuovo spazio, descritto da un insieme appropriato di assi generato
attraverso l'analisi. Per generare le nuove variabili, dette componenti princi-
pali, la PCA opera trasformazioni lineari delle variabili originali, individuan-
do degli assi indipendenti ed ortogonali lungo le direzioni di maggiore va-
rianza. Nel nuovo spazio creato dalle componenti principali, gli individui
sono distribuiti in base ai valori assunti rispetto ai singoli assi, ogni caso in
modo indipendente dall’altro. L’estrazione delle componenti principali puo
essere operata sulla matrice di correlazione o sulla matrice di varianza-cova-
rianza: la scelta tra i due metodi & dettata dalla struttura dei dati ed in
particolare dalla distribuzione della varianza nelle variabili originali (vedi
Neff e Marcus, 1980, per una trattazione approfondita).

La PCA ¢ dunque un metodo di ordinazione, utilizzato principalmente
per individuare gruppi omogenei e pattern di variazione sulla base di un
elevato numero di caratteri.

Esiste un’ampia bibliografia relativa all’utilizzazione di questi modelli nel-
I'ambito della morfometria multivariata: Sneath e Sokal (1973) hanno riporta-
to ben 600 lavori di morfometria multivariata pubblicati fino al 1971. Le
applicazioni della PCA riguardano sia il campo dell’analisi dei sistemi gene-
enzima (Menozzi et al., 1978; Sokal, 1983) sia I'ambito piu propriamente
motfometrico (Johnston e Selander, 1971; Jolicoeur e Mosiman 1960, Hausser
e Jammot, 1974; Thorpe, 1980; Hausser, 1984; Schonewald-Cox, 1985).

Alcuni esempi riportati qui di seguito riguardano I'utilizzazione della PCA
come strumento per l'identificazione di modelli di variazione geografica o
affinita razziali.

Corti et al. (1985) hanno utilizzato la PCA come primo strumento per
definire lo stato tassonomico di Talpa europea e di T. romana, spesso poste in
sinonimia: la netta separazione in cluster e l'assenza di gradienti geografici
hanno permesso di formulare un’ipotesi di separazione a livello specifico. Un
pattern di separazione analogo & stato verificato in T. romana e T. stankovici
(Capanna et al., 1985) (Fig. 5). Nello stesso modo ¢ stato affrontato il proble-
ma delle due sottospecie di Rupicapra rupicapra, R.r. ornata e R.r. pyrenaica
(Scala e Lovari, 1984). Gradienti di variazione clinale lungo gli assi delle
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FIG. 5 - Analisi delle componenti principali condotta su coordinate di componenti scheletrici di Talpa
romana (Italia centro-meridionale) e T. stankovici (Macedonia), (Capanna ez al., 1985). Gli individui ap-
paiono distribuiti in due cluster, e cio suggerisce una separazione dei due taxa a livello specifico.

componenti principali sono stati invece rilevati dal Blondel ez 4/ (1984) nello
studio sulla convergenza eco-morfologica delle comunita di uccelli mediterra-
nei, e da Handford (1983) in uno studio sulla correlazione tra variabili geocli-
matiche e caratteri morfologici del passero Zonotrichia capensis, distribuito
nel continente sud americano. Johnston e Selander (1971) hanno utilizzato il
primo componente principale per descrivere la variazione delle dimensioni
del passero domestico (Passer domesticus) sull’intero continente nord ameri-
cano.

I gruppi omogenei identificati attraverso la PCA possono in seguito essere
analizzati attraverso differenti tecniche, tra cui I'analisi discriminante, che ne
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illustrino la separazione e/o che richiedono come assunto la separazione a
priori di gruppi (Corti e al., 1985; Schonewald-Cox et al., 1985).

3.2.2 Analisi discriminante

1l termine analisi discriminante (DFA) si riferisce ad alcune tecniche che
hanno in comune una matrice di dati i cui campioni sono divisi in gruppi
definiti a priori. Qui di seguito ci riferiremo all’analisi discriminante classica,
che peraltro fornisce un modello generale anche per I'analisi canonica e Ia-
nalisi multivariata della varianza.

L obiettivo della DFA & quello di massimizzare la separazione delle OTU,
distribuendole in uno spazio di dimensioni ridotte in cui la varianza tra i
gruppi € massimizzata rispetto alla varianza all’interno dei gruppi.

I gruppi sono definiti a priori e la DFA produce una funzione lineare di
caratteri (funzione discriminante) che permette di quantificare le distanze fra
i centroidi dei gruppi, verificare la corretta classificazione degli esemplari e
assegnare esemplari sconosciuti ai gruppi definiti a priori. Inoltre, individua
le variabili originali che contribuiscono in misura maggiore al potere discri-
minante delle singole funzioni.

Tuttavia, questo modello presenta delle restrizioni: sono descritte solo le
relazioni lineari tra variabili continue e devono essere rispettati gli assunti di
multinormalitd e omogeneitd delle matrici di varianza-covarianza dei gruppi
(per una discussione del problema vedi Neff e Marcus, 1980). Nei dati di
origine biologica la multinormalita & una condizione difficilmente rispettabile,
anche nel caso in cui una condizione di normalita sia verificata per ogni
singola variabile (Andrews ef al., 1973). Cid nonostante, una trasformazione a
priori dei dati originali (es., una trasformazione in logaritmi) pud contribuire
a rendere I'insieme dei dati pitl lineari e vicini ad una condizione di multi-
normalitd (Gnanadesikan, 1977; Neff and Marcus, 1980).

Anche in questo caso la bibliografia & estremamente ampia e diversificata,
e una rassegna esauriente sull'uso della DFA in morfometria ¢ fornita da
Albrecht (1980).

Nel lavoro di Corti ef al. (1985) questa procedura ha consentito di quanti-
ficare la separazione di Talpa eyropea, T. romana (Fig. 6), fornendo cosi un
modello di relazione, in termini di similitudine relativa, tra le popolazioni dei
due taxa.

Similmente Thorpe ez a/. (1982) hanno utilizzato la DFA per discriminare
in modo categorico popolazioni robertsoniane di Mus domesticus riprodutti-
vamente isolate tra loro, individuando uno stepcline di variazione morfologi-
ca congruente con un’ipotesi di evoluzione cromosomica parapatrica (Fig. 7).
In un elegante studio di Thorpe (1984a) la DFA ha permesso di identificare
due diverse zone di contatto primario e secondario in Natrix natrix, nei Pire-
nei e nei Balcani. I risultati hanno fornito un modello chiaro e sintetico
dell’espansione da sud a nord dell’areale di Natrix natrix.

La procedura di classificazione Jackknifed, contenuta in alcuni packages,
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FIG. 6 - Distribuzione su un piano canonico di due popolazioni italiane centro-meridionali di Talpa
romana e due popolazioni settentrionali di T. ewropea. Non si osserva un cline di variazione nord-sud
determinato da_possibile conspecificita delle popolazioni dei due taxa, ma piuttosto appare evidente una
separazione categorica in cluster distinti. Un Wagner network, calcolato in base a una matrice di distanze
di Manhattan fra i centroidi dei gruppi, & stato sovraimposto in una terza dimensione in modo da visualiz-
zare le distanze fra le OTU. L’asse verticale & determinato dalla terza variabile canonica.

fornisce un indice generale di attribuzione corretta degli individui ai gruppi
definiti a priori e rappresenta, assieme alla percentuale di classificazione cor-
retta, una valida indicazione sulla robustezza complessiva dell’analisi condot-
ta.

Nell'interpretazione dei risultati della DFA & importante non incorrere in
un elemento di confusione che spesso tende ad accomunare il significato
biologico e statistico dei termini classificazione, discriminazione e identifica-
zione: in biologia, classificare significa ordinare gli individui in categorie, di-
scriminare significa trovare differenze tra le categorie, identificare significa
assegnare correttamente individui sconosciuti alla loro categoria di apparte-
nenza (Sneath e Sokal, 1973); in statistica, il termine discriminazione assume
il significato di assegnare individui sconosciuti alla loro corretta categoria di
appartenenza. Quindi la discriminazione in statistica ha assunto il significato
che in biologia ha l'identificazione (Kendall, 1973).

Per quanto riguarda la definizione sistematica dei taxa, il problema ¢ che
non esiste una chiara definizione di un taxon in termini di struttura multiva-
riata (Neff e Marcus, 1980): il risultato delle analisi ¢ oggetto di ipotesi che
devono essere comunque verificate sulla base di altri modelli.
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FIG. 7 - Stereogramma rappresentante i risultati dell’analisi discriminante condotta su quattro popolazioni
di Mus domesticus (Thorpe et al., 1982). I numeri diploidi rappresentano tre popolazioni robertsoniane
parapatriche a numero cromosomico ridotto e 2n = 40 una popolazione a cariotipo ancestrale. L’asse
verticale & determinato dalla terza variabile canonica e il raggio delle circonferenze di probabilita attorno i
centroidi del gruppo & pari al doppio della deviazione standard. Le popolazioni robertsoniane appaiono
chiaramente discriminate fra loro ed & evidente uno step-cline di variazione morfometrica che coincide
con I'ipotesi evolutiva di riduzione del numero diploide (rappresentato dalla freccia).

Una volta definito il modello di variazione delle OTU, devono essere
individuati quei fattori casuali che hanno determinato il modello di variazio-
ne stesso; cid significa esaminare la struttura dei dati in modo tale da poter
distinguere I'influenza della selezione adattativa da tutti quei fattori stocastici
(deriva genetica, effetto fondatore, ecc.) che hanno avuto un’influenza sulla
diversificazione geografica delle OTU.
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Se la variazione & determinata da selezione naturale, ci si deve aspettare
una forte associazione fra i caratteri morfologici e parametri ambientali; le
eventuali correlazioni rappresentano I'evidenza dell’azione della selezione nel
determinare il modello di variazione. Gould e Johnston (1972) descrivono
diversi tipi di analisi della regressione tra caratteri morfometrici e variabili
geoclimatiche, seguendo un approccio sia univariato che multivariato.

Per identificare I'influenza della selezione adattativa sulla variazione geo-
grafica di quattro specie di Sorex, Hausser (1984) ha compiuto un’analisi
della regressione multipla per ciascun carattere morfometrico e diversi para-
metri ambientali; questa analisi ha poi permesso di elaborare funzioni di cor-
relazione canonica che, descrivendo le associazioni fra variabili ambientali e
morfometriche, hanno posto in evidenza un cline transpecifico di variazione.
L’analisi della regressione consente anche di identificare, sotto forma di resi-
dui, quella parte di variazione che non & direttamente correlata ai parametri
ambientali e che pud essere quindi spiegata in termini di deriva genetica e/o
variazione ecologica (Hausser, 1984). Se la deriva genetica & anch’essa re-
sponsabile della variazione inter-OTU contenuta nei residui, i suoi effetti sa-
ranno distribuiti a caso sui diversi caratteri; se invece le variabili sono in
qualche modo intercorrelate, i loro residui saranno anch’essi tra loro correlati
e non potranno essere utilizzati per individuare I'effetto dovuto a deriva ge-
netica (Hausser, 1984).

4. RAPPRESENTAZIONE DELLA VARIAZIONE GEOGRAFICA

I risultati delle analisi delle Componenti Principali e dell’Analisi Discrimi-
nante sono generalmente riassunti in grafici a due (grafici bivariati) o tre
dimensioni (stereogrammi), che permettono una visualizzazione immediata
della distribuzione delle OTU nello spazio multivariato.

Questa distribuzione pud presentarsi come cline, stepcline o cluster cate-
gorici (Endler, 1977). Mentre una distribuzione clinale delle OTU indica un
continuum di variazione, i cluster categorici mostrano il raggiungimento di
un livello definitivo (attuale) di separazione. Gli stepcline assumono invece
un significato particolare, in quanto sono spesso associati a zone di ibridazio-
ne, sia primarie che secondarie (Mayr, 1963), e dal loro esame possono essere
rivelati processi di speciazione in atto (Huxley, 1938; Mayr, 1963; Endler,
1977; White, 1978). Modelli di distribuzione a step cline basati su analisi
morfometriche sono stati messi in evidenza da Thorpe (1984a) e da Barnes ez
al. (1985).

Poiché nello stereogramma le relazioni fra OTU vicine possono essere
soggette a effetti di distorsioni dovute alle tecniche di ordinazione, come
spesso avviene durante I'elaborazione dei componenti principali, & utile so-
vraimporre a tali stereogrammi un diagramma di relazioni (minimum span-
ning tree, Gower e Ross, 1969; Rohlf, 1970) che ne illustri eventuale distor-
sione (Johnston e Selander, 1971; Sneath e Sokal, 1973).

La rappresentazione cartografica delle analisi condotte fornisce un’utile
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rappresentazione dei modelli di variazione geografica delle OTU in rapporto
all’area esaminata. Gabriel e Sokal (1969) distinguono due modi diversi di
illustrare la variazione su una mappa: per tendenze e per categorizzazione
delle aree.

Per tendenze si intende I'individuazione di gradienti sfumati in rapporto a
caratteri che variano in modo continuo; esempi illustrativi sono forniti da
Johnston e Selander (1971) hanno costruito mappe di contorno sulla base
delle singole componenti principali, usando il programma SYMAP; da Hand-
ford (1963), che ha prodotto mappe di contorno sulla base delle componenti
principali e singole variabili usando I'algoritmo di interpolazione SURF (Van
Horik e Goodchild, 1977); e da Menozzi et al. (1978) e Piazza et al. (1981)
che hanno utilizzato le componenti principali ottenute dall’analisi di 39 loci
elettroforetici per rappresentare sinteticamente su una mappa geografica tri-
cromica la variazione delle frequenze geniche umane in Europa e nel mondo.

Per quanto riguarda la categorizzazione delle aree, una situazione ideale ¢
rappresentata da caratteri che variano in modo discontinuo tra le diverse
regioni e sono omogenei all’interno delle regioni stesse; questa procedura
non ammette interpolazioni fra regioni. Gabriel e Sokal (1969) hanno elabo-
rato il metodo STP (Symultaneous Test Procedure) per individuare insiemi
omogenei di localita sulla base di tutte le ripartizioni possibili del territorio.

5. DISTANZE E RELAZIONI

Uno degli aspetti pit rilevanti di molti studi sulla variazione geografica &
costituito dall’interpretazione sistematica (sensu Simpson, 1961) dei risultati
derivanti dall’analisi multivariata. Le distanze tra le OTU, calcolate su una
base multivariata, quantificano la similitudine/dissimilitudine fra i taxa e per-
mettono, poste determinate condizioni, la formulazione di ipotesi pit pro-
priamente filogenetiche. :

Sneath e Sokal (1973) descrivono diversi modelli per quantificare distanze
fra le OTU, e qui di seguito sono discussi i modelli piu utilizzati in morfome-
tria multivariata.

Il modello pit semplice & rappresentato dalla distanza euclidea estesa ad
uno spazio a # dimensioni (Sokal, 1961; Rohlf e Sokal, 1962).

Nell’analisi morfometrica ed allozimica di Macrobrachium rosembergii,
Linderfelser (1984) ha costruito matrici di distanze euclidee sulla base dei
punteggi discriminanti delle prime due variate canoniche.

Le distanze euclidee pongono perd seri problemi quando applicate ad
uno spazio multivariato, in quanto non sempre questo spazio & descritto da
assi fra loro ortogonali (Rohlf e Sokal, 1965). Questo problema & superato
dall’adozione di metriche diverse da quella euclidea, come la distanza di Ma-
halanobis, la distanza di Manhattan e le sue derivate.

Le distanze di Mahalanobis (1936), definite anche come distanze quadrati-
che generalizzate, sono calcolate massimizzando la differenza tra coppie di
medie, in rapporto a particolari combinazioni lineari di caratteri, che presen-
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tano una varianza tra gruppi maggiore della varianza entro gruppi. La distan-
za di Mahalanobis permette di eliminare la ridondanza dei caratteri tenendo
conto della correlazione intra-OTU tra i caratteri stessi (Thorpe, 1976) e co-
stituisce la procedura pit appropriata nel caso di campioni sufficientemente
grandi (Cherry ez al., 1982). ' o

Hausser (1984) ha definito su questa base le distanze morfometriche in

rapporto alla variazione geografica del genere Sorex in Europa, utilizzando i
centroidi delle funzioni discriminanti; Blondel ez a/. (1984) hanno usato le
distanze di Mahalanobis per quantificare le differenze tra regioni e substrati
nello studio sulla convergenza morfologica di comunita ornitiche mediterra-
nee.
Durante I'elaborazione delle funzioni discriminanti, la distanza di Mahala-
nobis viene utilizzata per assegnare ogni individuo al centroide pit vicino
(Sadocchi, 1981) e rappresenta la procedura statistica descrittiva piu funzio-
nale per classificare correttamente gli esemplari. Illuminante in questo senso
¢ il lavoro di Andrews (1972) sulla collocazione di Proconsul africanus, che
viene identificato come outlier, non appartenente cioé a nessuno dei gruppi
definiti a priori e che assume quindi una posizione oscillante fra i gruppi
«ominidi» e «scimmies.

Anche le distanze di Manahattan non sono distanze euclidee, in quanto
non sono invarianti rispetto alla rotazione dello spazio definito dai caratteri.
Queste distanze si basano sulla metrica di Minkowsky, e di questo modello
sono state proposte diverse varianti, tra cui la metrica di Canberra (Sneath
and Sokal 1973). Le distanze di Manhattan sono generalmente utilizzate in
tassonomia numerica per le strette relazioni con il criterio della parsimonia
(Farris, 1970) e con la teoria della sistematica filogenetica (Farris ez al., 1970);
esse sono particolarmente raccomandate da Farris (1972) come matrice di
base da cui partire per costruire diagrammi di relazione direzionali.

Un’ampia discussione e confronto tra i diversi metodi di elaborazione di
matrici di distanze morfometriche & ancora in corso (Cherry ef al, 1972;
Hafner ez al., 1984; Wilson ez al., 1984). Le matrici di distanze derivate daj
diversi modelli sono utilizzate per elaborare diagrammi di relazione fra le
OTU che ne evidenzino le interconnessioni /o i rapporti filogenetici.

L’analisi dei cluster puod essere considerata senza dubbio il metodo piu
oggettivo per rappresentare relazioni non direzionali fra le OTU. I metodi
utilizzati piti frequentemente nella analisi dei cluster sono compresi nel grup-
po SAHN (Sequential Agglomerative Hierarchic Non-overlapping, Sneath e
Sokal, 1973) e sono costituiti dal metodo del legame singolo, del legame
completo e del legame medio. Il legame medio comprende a sua volta diversi
metodi: metodo della media aritmetica (UPGMA, WPGMA; Sokal e Miche-
ner, 1958) e metodo dei centroidi (Lance e Williams, 1967). Rohlf (1970) ha
definito le basi teoriche di applicazione della procedura di analisi dei cluster;
I'importante aspetto comune ai diversi metodi consiste nel delimitare i gruppi
tassonomici a diversi livelli e in modo obiettivo, a partire dalla matrice di
distanze. Alcuni esempi sono contenuti nei lavori di Atchley (1981), Hausser
(1984), Fujii (1969), Soulé (1967).
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I cluster comunque non rappresentano diagrammi di relazioni filogeneti-
che e in questi ultimi anni si & assistito allo sviluppo di tecniche di analisi dei
dati che permettano di propotre ipotesi pitt propriamente filogenetiche. Na-
turalmente queste tecniche fanno direttamente riferimento ai metodi della
tassonomia numerica classica (Sneath e Sokal, 1973; Nelson e Platnick, 1981;
Wiley, 1981). Per rappresentazione di ipotesi filogenetiche ci riferiamo ai
«grafici direzionali» (networks, Busacker e Saaty, 1965), cio¢ a quella speciale
famiglia di diagrammi di relazione fra le OTU che identificano una direzione
tale che la relazione a — b ¢ diversa da b — a (Fig. 6). Un diagramma di
relazioni direzionali (directed tree) & costituito da un network che possiede
una direzione definita a partire da una base (radice del diagramma), attraver-
so i punti di biforcazione (internodi) verso tutti gli altri vertici (nodi). In altri
termini, il directed tree & un network ruotato su un vertice definito che viene
identificato con la radice.

La costruzione di network e trees richiede che, per ogni carattere, venga-
no definiti stati discontinui e diversi (character states). In questo approccio
sono compresi i modelli di parsimonia (Camin e Sokal, 1965; Hennig, 1966),
di compatibilita (Estabrook e al., 1977; Estabrook, 1983) e della massima
probabilita (Felsestein, 1983).

Tutti questi metodi richiedono una definizione a priori dello stato di ogni
carattere; nel caso di caratteri quantitativi, quali quelli trattati nella morfome-
tria multivariata, il problema consiste nella definizione delle OTU in termini
di character states.

La soluzione del problema pud essere affrontata seguendo diverse strate-
gie. Corti e al. (1985) hanno utilizzato i punteggi dei centroidi sui primi tre
assi canonici per elaborare un Wagner network (Farris, 1979) che illustra i
rapporti fra le tre specie di talpe italiane. Thorpe (1989) ha utilizzato i pun-
teggi delle coordinate principali (basate su una matrice di distanze tassonomi-
che) nell’elaborazione di Wagner networks che illustrano i rapporti filogene-
tici delle popolazioni adriatiche di Podarcis sicula e P. melisellensis.

Nell'utilizzazione diretta dei risultati dell’analisi multivariata per costruire
diagrammi di relazioni filogenetiche, si deve tenere presente che le distanze
fra le OTU cosi identificate devono essere considerate in termini relativi:
I'aggiunta o I'esclusione di un gruppo dall’analisi ne altera i rapporti di di-
stanza relativa. La soluzione consiste nell’utilizzare una metodologia multiva-
riata pili approprista: I'analisi delle componenti principali a gruppi multipli
(Thorpe et al., 1982; Thorpe, 1983) (Fig. 8), in cui le distanze fra i gruppi
non sono influenzate dalla variazione del numero stesso dei gruppi.

Un’alternativa a questi metodi & costituita dalla trasformazione dei carat-
teri quantitativi in caratteri «qualitativi». Mickevich e Johnson (1976) hanno
suggerito 'uso di gap-coding, in cui i diversi stati di un carattere sono deter-
minati in base alla presenza di lacune (pari alla deviazione standard o a qual-
che multiplo di essa) nella curva di distribuzione dei valori di ogni variabile
continua.

Un metodo piu veloce & desritto da Almeida and Bisby (1983), che hanno
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FIG. 8 - Cladogramma (Wagner tree) rappresentante le relazioni filetiche tra popolazioni robertsoniane a
numero cromosomico ridotto di Mus domesticus (Thorpe et al., 1982). Questo Wagner tree 2 stato calcola-
to sulla matrice di distanze di Manhattan fra le medie delle popolazioni (Multiple Group Principal Com-
ponent) ed & ruotato su una popolazione a 40 cromosomi (outgroup), assunta come ancestrale. La lunghez-
za totale del Wagner tree & di 28.7 e la differenza fra la distanza patristica e la distanza di Manhattan & di
0.77. Questo modello di relazione cladistica fra le popolazioni, basato su caratteri size-independent della
mandibola, & congruente con quello elaborato in base alla riduzione del numero dipliode per fusioni
centriche.

identificato gli stati di ogni carattere in corrispondenza di eventuali deforma-
zioni della curva di frequenza dei caratteri stessi. Simon (1983a) propone una
procedura considerata piti corretta (homogeneus subset coding): ogni carattere
¢ analizzato singolarmente attraverso test di comparazione multipla a poste-
riori (Test simulato sulla somma dei quadrati, la procedura GT-2, il metodo
T, tutti discussi in Sokal and Rohlf, 1981); il risultato di questi test & rappre-
sentato in diagrammi a barre in cui sono raggruppati sottoinsiemi omogenei
di OTU.

Rispetto alle due precedenti procedure, quest’ultima ha il vantaggio di
utilizzare tutta I'informazione statisticamente significativa presente nei dati.
Esempi di applicazione di questa procedura sono offerti da Thorpe (1984b)
su Natrix natrix e da Simon (1983b) (Cicades).
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