R > — TN e = = - 2 WJJIIVI.////////// S
SRR = = =~ NN — RRNRANATRY == - = A T /////
: »Wh;uﬁ////i//x%bfﬂ//ﬁ//ﬁ% ol == »;ﬂﬂuuﬂyﬁ%%%yﬁwuﬁﬂﬁﬁﬂ///f - 2 g 5 PP, A SRR

S N A T T - / . SN g J 17~ . / = SIS e

3 £ = /ﬂ%/ﬁ; L . % eSS SIS, R » i S T e
f, , , / fpeesoAD) - 2 ‘ - S r | i——

—
—

=L

s







DIPARTIMENTO DI BIOLOGIA ANIMALE E DELL 'UOMO
UNIVERSITA DI ROMA “L A SAPIENZA”

DOTTORATO DI RICERCA IN
BIOLOGIA ANIMALE
XVIIl cicLo
(2002- 2006)

Emiliano Mancini

TESI DI DOTTORATO DI RICERCA

FILOGENESI ED ECOLOGIA TROFICA
IN COLEOTTERI ANTOFAGI DEL GENERE MELIGETHES

(COLEOPTERA, NITIDULIDAE )

PhD Dissertation

PHYLOGENY AND TROPHIC ECOLOGY
OF ANTHOPHAGOUS BEETLES OF THE GENUSMELIGETHES

(COLEOPTERA, NITIDULIDAE )

Roma, 2006






A Graziano,
alle sue passioni, alle sue aspirazioni

fino all’'ultimo istante






INDICE

RIAS SUNT O ettt et e e et e et e et e e ta e e tm e eneaneeeaaeesnaesnaeanaaetnaannnnaes 9
A B ST R A C T e et e et e et e et e et e e et e e e e et et e e et a e e aees 11
LINTRODUZIONE ... ettt e e e e e et e et e e seeemta e et e eeneeaneeannnns 13
@ o= 111V PRSPPI 21
1.2 Conoscenze sistematiche ed ecologiche sullecgpéel sottogruppo diMeligethes coracinus..................... 23
2 =Y o o T | 1= B N1 T 1o = 1= PR
1.2.2 Cenni su biologia ed etologia.........
1.2.3 Sottofamiglia MeligEtNINGE ............e ittt et e et e e e e e e e e e e e e e e s e e nanneeeee
1.2.4 Il generdMeligethesStephens, 1830
1.2.5 Il gruppo dMeligethes aeneuEabriCiuS, 1787) ....ccccuuuuuuuieieeeeieee sttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeas 25
1.3 Statustassonomico ed evolutivo del sottogruppo di spedit MeligethescoracinusSturm, 1845................. 29
2. MATERIALL .. ettt e e et e et e et e e tt e et —aen—a e et e e e eaneeanaeaanaes 37
2.1 Scelta del materiale di STUAIO ........oooi i e et e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e aaannes 37
2.2 Raccolte sul campo di materiale entomologicoo®nservazione dei Campioni............oooevviicccceueiiiiiiiieeenen. 41
G T30 1Y | = 10 5 PSPPI 43
3.1 La Regione di Controllo del DNA mitocondriale Bgli iNSetti.............uueeiiiiiiiiiiiiiii s 43
3.1.1 Cenni su funzione e struttura: dati dispAindar gli INSetti...........uueeeiiiiiiiiii s 43
3.1.2 Caratteristiche molecolari ed evolutive d8&gione di Controllo negli insetti: vantaggi e Istzaygi per
PULIlIZZO 1N STUAT @VOIULIVI. .ottt e et e e e e e e e e e e e e e e e s e e e nnnnnnneeeees 48
I e o Yot =T [0 ] o 1= 10 1T o = | SR 50
3.2. 1 EStrazione Al DINA ...ttt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e naeab b et be s eeeeeeeeeeaaaaaaeaaeaaeaaeaannnnns 50
3.2.2 Tecniche di PCRLIBNGPCR ... ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e aaaannbbnbeenseeeeeeas 50
1T @ (o] - To o [ [ 1P UPPURURRR RN 53
3.2.4 SEUUENZIAIMENTO .....uttitteeieeeee e et e eeeeeeet et et ee et eeaaaaaaaaaaaaaaaa e nabaebeeeeeeeaaaaaaeaaaesasaaaaannnsnnbbsbenseeeeaaaaaaaaaess 54
3.3 Metodi di analisi molecolare € filOgENELICA ..........ccceeii i aaaaaeaaaes 56
3.3.1 Allineamento delle SEQUENZE..........coceieeieiee ettt e e e e e e e e e e e e e s e e s e e s e eaannsnnnreees 56
3.3.2 Analisi della variabilita median$iding WINAOWS............occiiiiiiiiiiiiii i 57
3.3.3 Analisi molecolare delle SEQUENZE ...ttt e e e e 8.5
3.3.4 Scelta dei modelli di eVOluZIONE MOIECOIAIE..«......coiieiiie e a e 59
3.4 Metodi di ricostruzione filOgENELICA ........ccueeeiiiiieiieee e r e e e e rrrrrreaeaeeeaes ] 62
3.4.1 Neighbor-JOINING (NJ)......ceeeiii et oo e e e e e sttt eeeeeeaaaeaeeeeaaaaasseesbasrasseesereeeaaaaeaeeeessessnsannnnnnns 63
3.4.2 Massima Parsimonia (IMP) ...........uueececceceeeeeeeeeeeeesse s see st eeeeraaaaeeseessssssnnsnssnnsnsssrsnreeeeeaaeeeeees ] 63
3.4.3 Massima VeroSimiglianNZa (IML) ........ e ettt e e e e e e e e ettt e et e e e e e aaaaaaaaaaaeas 66
3.4.4 ANALIST BAYESIANE . ...ceeiiiiiieeee ettt ettt e e e e e e e e ettt e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e neanaeeaees 67
I o] = ToT0] 511 £= o A PRSP PTTPTRR 8.6
3.4.6 Ricostruzioni evolutive tramiteetworkdi Parsimonia statiStiCa..............ooooieiiiiiieii s 69

3.5 Confronto tra i marcatori molecolari: Regione d Controllo € COl........cccccvvviiiiiiiieieiee e 71



A RISULT AT ottt e e et e et e e e e e e e e e e et e e e e s as 73

4.1 Caratteristiche della Regione di Controllo neMeligethes..............ueei e, 73
4.2 Analisi e confronto delle sequenze di Regioné@ontrollo dei Meligethes............ccccovviiiieiiiiiiinc e {7
4.3 Confronto del grado di polimorfismo tra Regionedi Controllo € COl ...........uviiiiiiiiiiiiieiieeeee e 83
4.4 Risultati delle analisi fllOgENELICNE .......uuuuiiiiiiiiiieie e e e reeees 85
4.5 Risultati delle analisi dINEIWOTIK (TCS) ...uuuuuiiiiiiiiiiiiie e erree e e e e e e e e e e e e rreeaaaeaaenenas 94
LT B 1 1 OB 215 [ ]\ | P 97
6. CONGCLUSIONI ... e e e e e e se e e e e e e e e e e e e e ernnn e eas 107
7. BIBLIOGRAFIA ..o et e e e et e e e e e e e e e e et e e e eaaa s 111
B APPENDICH . .. e e e ne e r e nrnaas 129
APPENDICE | A - Sequenze nucleotidiche — REGIONE DICONTROLLO “porzione TM”.............eeeeeeneee 12
APPENDICE | B - Sequenze nucleotidiche — REGIONE DCONTROLLO “porzione SR”...........ccccccvvvnnns 132
APPENDICE | C - Sequenze nucleotidiche — REGIONE DCONTROLLO (A)...ccoveeeeeeiieiiieieceevvv e 135
APPENDICE I D - Sequenze nucleotidiche — REGIONE DCONTROLLO (B) ....ccccuuuviiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeee 139
APPENDICE Il A - Procedure sperimentali — Estraziore del DNA ..........uuiiiii et 140
APPENDICE Il B - Procedure sperimentali — Reazione catena della polimerasi (PCR &ong PCR).......... 140
APPENDICE Il C - Procedure sperimentali — Clonaggio(T/A CloNiNg) .........eeeeeeiiiiiiiiaaeiiaiis i 142
APPENDICE Il D - Procedure sperimentali — SEqQUENZIENENTO ..........ccccuuiiiiiiiiiiiiii e e e 143
APPENDICE 11l A - File Nexus per Paup* 4b10 per laRegione di Controllo............ceveviviiiiiaiicccc i 144
APPENDICE 11l B - File Nexus per Paup* 4b10 per [aCOl........cuuviiiiiiiieeeiie et e e e e e e e e e e e e e s e 146

APPENDICE IV - Distribuzione geografica delle spe@ del sottogruppo diM. coracinus..............ccceeeeevvennnns 148



RIASSUNTO

Il sottogruppo di specie dleligethes coracinusturm (Coleoptera: Nitidulidae), compreso nel
vasto gruppo dM. aeneusinclude tutte specie antofaghe associate pewilappo larvale alla
famiglia delle Brassicaceae.

Le relazioni filogenetiche tra la maggior partelelepecie sinora descritte per questo sottogruppo
(M. coracinus M. longulus M. matronalis M. erysimicola, M. thalassophilus, M. arankeae di
gueste con due possibili “forme” di incerto inquadento sistematicd. sp.cfr. coracinus,M. sp.

2 cfr.longulug sono state analizzate mediante il confronto dusaze nucleotidiche corrispondenti
alla Regione di Controllo del DNA mitocondriale, orarcatore generalmente caratterizzato da alti
tassi di evoluzione (e potenzialmente utile pelisinflogenetiche tra taxa di recente origine @ pe
studi di genetica di popolazione), ma raramenteunto per studi evolutivi negli insetti a causa d
difficolta di tipo tecnico legate al suo isolamesteequenziamento.

Il frammento corrispondente all'intera Regione din@ollo € stato amplificatin vitro mediante
PCR e completamente sequenziato (a meno di unévashente limitata porzione centrale) per
alcuni individui diMeligethes thalassophilu$ulla base di un’analisi della variabilitd nudldiza
lungo I'intera Regione di Controllo e stata seleaia e successivamente amplificata e sequenziata
per tutti i campioni, una porzione di 798 paia disibcaratterizzata da un livello di variabilita
genetica ritenuto adatto ai fini di una ricostrugdilogenetica.

Le sequenze sono state quindi allineate, confrerttat loro e sottoposte ad una serie di analisi
statistiche per il calcolo di alcuni parametri éisdrizione della variabilitd genetica. Mediantesdu

di alcuni modelli evolutivi sono stati calcolatialori di distanza intra- ed inter-specifica. Satate
quindi condotte sia ricostruzioni filogenetiche naede quattro differenti metodi (Neighbor-
Joining, Massima Parsimonia, Massima Verosimighaez Analisi Bayesiana), sia ricostruzioni
delle relazioni evolutive tra alcuni aplotipi traminetwork di Parsimonia Statistica. Sono stati
infine operati alcuni confronti con i valori di th®iza genetica e con i risultati delle ricostruzion
filogenetiche ottenute attraverso I'uso del genéocaindriale della COI sulla base di dati gia
disponibili per questo marcatore.

La Regione di Controllo né¥leligethespresenta una lunghezza variabile dalle 5500 &I paia

di basi ed un tasso di sostituzione che sembragitente per condurre studi evolutivi a vari livelli
tassonomici. Alcune porzioni specifiche di questarecatore mostrano infatti livelli di variabilita
potenzialmente adatti persino per condurre studeditica di popolazione o di tipo filogeografico.
Tuttavia, malgrado l'elevato tasso evolutivo rikevger la porzione selezionata di Regione di

Controllo (fino a tre volte superiore rispetto aeljor della COI), i risultati delle ricostruzioni



filogenetiche per il sottogruppmeracinusottenute attraverso I'uso di questo marcatore anettdi
nuovo in luce le problematiche relative allincongnza tra le evidenze molecolari e morfologiche
gia rilevate da studi precedenti. | risultati mato infatti in evidenza una condizione
apparentemente “polifiletica” per gran parte dedlgecie esaminate, dal momento che spesso
esemplari attribuibili con certezza su base mogla ad una medesima specie non si riuniscono in
uno stesso clade, ma prendono posto all'intern@gljruppamenti in cui possono invece risultare
inclusi individui assegnati ad una o a piu spec@faiogicamente ben distinte. In particolare le
topologie degli alberi filogenetici presentano quencipali raggruppamenti: un “clade orientale”,
comprendente la quasi la totalita dei campionir{isanche a differenti specie) originari dellear
medio-orientali, e un “clade occidentale”, in cons invece compresi gran parte degli individui,
una parte dei quali eterospecifici, provenientnpipalmente da Italia e Spagna.

L’evoluzione del sottogruppo di specie Meligethescoracinussembra essere il risultato di una
sovrapposizione di molteplici fenomeni storici e croevolutivi piut 0 meno correlati e
interdipendenti tra loro che potrebbero fare nfento alla presenza di polimorfismi genetici
ancestrali ancora condivisi tra le specie esamjratieEnomeni di ibridazione interspecifica, e a
differenti velocita evolutive tra caratteri morfgioi e molecolari. La condizione “polifiletica”
rilevata per la gran parte delle specie e il raggamento di taxa di medesima origine geografica &
molto probabilmente un risultato che riflette lamquessa storia evolutiva delle popolazioni delle
specie esaminate, per cui la condivisione di gplatilivello locale potrebbe, ad esempio, essere la
conseguenza di una strutturazione genetica delf®lagpioni legata ai cicli delle glaciazioni
pleistoceniche. Le specie del sottogrumpoacinus sarebbero andate incontro a fenomeni di
speciazione in tempi molto recenti a seguito, prebilimente, di una rapida radiazione adattativa
promossa da meccanismiltistshift in effetti il sottogruppazoracinus da ritenere tuttora in piena
evoluzione e differenziamento, probabilmente sirigimato alla fine del Pliocene, a seguito di
processi di specializzazione e generalizzazionéc#roin associazione con diversi generi di
Brassicaceae, in Europa centro-meridionale e rae#te anatolico-caucasiche. Al momento non &
tuttavia possibile assegnare una posizione filogemedefinitiva per buona parte delle specie
esaminate, né tanto meno chiarire definitivamerteapparenti contraddizioni nelle possibili
interpretazioni tassonomiche derivanti dall’'usalishersi insiemi di caratteri (morfologici, ecologic

e molecolari) sinora utilizzati. Il quadro tassonoone filogenetico del sottogruppo dovra senz’altro
essere studiato e approfondito in chiave filogefocaa nel tentativo di ricostruire la storia
filogenetica degli aplotipi presenti npbol genico delle specie del sottogruppoMli coracinus

sull’intera estensione del loro complessivo argalegrafico.
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ABSTRACT

Meligethes coracinus species subgroup (Coleoptiiadulidae), belonging to the wide Holoartic
M. aeneus-group, includes all antophagous spedig®iten beetles associated with members of the
plant family Brassicaceae (including Capparaceaed alistributed from the W-Mediterranean
areas to Eastern Siberia. Species belonging toghisyroup are very similar morphologically but
show markedly different levels of feeding spe@#bn: some species appear to be strictly
monophagous (using a single host plant species)e wthers feed on different species (up to three
or more related genera of the same botanical family

Previous reconstructions of evolutionary relatioipshby means of different molecular markers
(COl, COIl and ITS2) did not support the traditidrmaorphologically based taxonomy of the M.
coracinus species-subgroup, showing a lack of teggml at least for species that are probably in
phase of present day rapid evolution.

A molecular phylogeny was constructed for the Metligs coracinus species subgroup by means of
mitocondrial Control Region, a potentially usefuéngtic markers for evolutionary studies of
recently divergent taxa altough rarely used becanfsis high AT content and structural features
(such as secondary structures, homopolymers andetanrepeats) which pose technical and
analytical problems. To assess the intraspecifiele of variation, the whole Control Region was
PCR-amplified and completely sequenced (excepa fi@iatively small central portion) for some
specimens of Meligethes thalassophilus. A 798 &gnient of Control Region was then amplified
and sequenced for 50 samples belonging to mosheofspecies included in the M. coracinus
subgroup. Sequence data were analyzed to compé#eretit models of DNA substitution in a
hierarchical hypothesis-testing framework, and awoletionary model was selected. The
phylogenetic relationships among all tested indrald were then analyzed by the Neighbor-
Joining, the Maximum likelihood, the Maximum Pai@iiyn methods and by the Bayesian analysis.
Genealogical relationships among some haplotypese weconstructed by means of statistical
parsimony networks. Finally, a comparison betwe&dbd COI phylogenetic signals was carried
out.

The lenght of the mtDNA Control Region for Meligstiis about 5500-6000 bp: this represents one
of the longest control region ever sequenced féeamerans thus far. Our analyses allowed us to
identify portions of the Meligethes Control Regianth enough variation for phylogenetic
recostructions and even for population genetic giylogeographic studies. Despite the high
evolutionary rate of substitution assessed (nedhee times faster than COI) phylogenetic

relationships inferred by Control Region did nonswstently differ from that obtained by previous
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molecular phylogenetic studies. Trees topologieswsld a polyphyletic status for most of the
examined taxa and two main clades - highly suppobg boostrap values — were obtained: the
“Eastern Clade”, mainly including samples of diféert species coming from the middle and eastern
areas of the species distribution ranges, and thWesStern Clade”, including most of the
heterospecific individuals sampled in Italy and @pahe incongruence between the recovered
gene trees and the current taxonomic classificatian be explained through incomplete sorting of
ancestral polymorphism in diverging lineages, honial transfer of haplotypes perhaps due to
local hybridization within glacial refuges, or difent evolution of morphological and molecular
characthers. Species belonging to coracinus-sulgrmay have experienced recent speciation
events following an adaptative radiation promoted Host shift mechanisms. Diversification of
coracinus-subgroup is probably to date at the eh@lmcene in the Middle and Southern Europe
or in Anatolic areas. Specialization for trophicsasiations with host-plants belonging to different
genera of Brassicaceae may have encouraged diwatssn and speciation events. In this
framework it is not possible to assign a phylogengtatus for most of the taxa included in the M.
coracinus subgroup or definitely clarify the higisabrdance among morphological and molecular
data. Therefore, in order to better understandekielutionary processes that occured within the M.
coracinus species-subgroup, it will be necessanmnvestigate this problem deeply by means of fast

nuclear molecular markers or by a phylogeographeaproach.
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1. INTRODUZIONE

Le specie di coleotteri fitofagi molto affini da yunto di vista filogenetico sorprendentemente
differiscono spesso in maniera sostanziale neinkegefici con le rispettive piante ospiti e per la
scelta degli habitat (Farrell & Mitter, 1990; Fuek al, 1995; Futuyma, 1999, 2000). E' spesso
difficile indicare con chiarezza le dinamiche exnle che sono alla base di queste differenziazioni
di natura ecologica e scegliere una delle posspmliesi in grado di spiegare le rilevanti diffezen
nella selezione degli habitat (Futuyma, 2000; Xxaédallet, 2002; Janet al, 2006).

Tuttavia uno studio che approfondisca le relaziemolutive mediante un’analisi di filogenesi
molecolare con un buon grado di risoluzione dedlazioni tra specie molto affini piu 0 meno
specializzate - affiancato a dati provenienti davezioni su campo dell’ecologia delle specie in
guestione - puo costituire un buon punto di padeper ricostruire uno scenario evolutivo
verosimile, mediante lo studio e la successivatacdl modelli di speciazione che meglio

interpretino i risultati delle analisi filogenetieh

| coleotteri Nitidulidi del generdleligethessono molto abbondanti, popolano una gran quaditita
ambienti terrestri, soprattutto nelle regioni Pelea ed Afrotropicale, e specie filogeneticamente
molto affini (sister specigsmostrano spesso livelli molto eterogenei di spledazione con le
piante ospiti. IMeligethes infatti, allo stadio larvale (con la sola eccemodella specie afro-
tropicale M. heteropuslegata a Graminaceae) si sviluppano sui fiorildure famiglie di piante
dicotiledoni e spesso presentano forti eterogemetdivelli di specializzazione trofica (Audisio,
1993a). Si conoscono piu di 500 specidldiigethesoltre a circa 120 specie inedite del Continente
Africano e dal Subcontinente Indiano che attendamoora una descrizione formale. Tutte queste
specie sono raggruppate in alcuni sottogeneri md¢mente descritti - e in una serie di gruppi
naturali, sottogruppi e complessi di specie, langoarte dei quali associati a diverse famiglie di
piante.

Uno dei raggruppamenti piu ampi € quelloMiligethes aeneygomprendente una quarantina di
entita paleartiche e due neartiche strettamenteiads allo stadio larvale con piante della fanaigli
vegetale delle Brassicaceae (incluse le “Cappagdceame suggerito da Judd 1994) e distribuite
perlopiu nelle aree del Mediterraneo settentriomatiel’Asia meridionale (Audisio & Spornratft,
1990; Audisio, 1993a; Audisio & De Biase, 1999; Asid, Jelinek & Stevanovic, 1999; Ericson,
1999; Audisioet al, 2001a; 2001b; 2002; 2003; 2005a; 2005b; 2006Bi2seet al, 2003). Il
gruppo diM. aeneusinclude sia specie strettamente monofaghe, s@aitaente polifaghe, con
molte specie che hanno sviluppato una relativamstrigtta oligofagia (ovvero, uno sviluppo

larvale condotto su una o un piccolo numero di teiappartenenti allo stesso genere o a generi
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molto affini). Le specie appartenenti al gruppoMii aeneussono suddivise in vari sottogruppi e
complessi la cui classificazione é spesso inc&tdp che non € un evento raro la scoperta di nuove

sibling specieqAudisioet al, 2005a).

Il presente studio si e proposto di affinare leagmenze tassonomiche, filogenetiche ed ecologiche
del sottogruppo di specie Meligethes coracinysl piu ampio sottogruppo all’interno del gruppo

di Meligethes aeneus

Il sottogruppo diMeligethes coracinusiclude specie di modeste dimensioni (da 1 a Graam in
lunghezza), poco appariscenti, di aspetto piuttestmgeneo, sovente distinguibili sulla base di
minute differenze esoscheletriche e, inequivocadiid, solo mediante il confronto di una serie di
caratteri relativi agli apparati genitali masclitiemminili.

Il sottogruppo formalmente comprende le seguemtiepM. subaeneuSturm, 1845M. coracinus
Sturm, 1845M. longulusSchilsky, 1894M. erysimicolaAudisio & De Biase, 2001yl. matronalis
Audisio & Spornraft, 1990M. thalassophilusAudisio & De Biase, 2005 B1. arankaeAudisio &

De Biase, 2005. A questo sottogruppo possono esgiileuite anche alcune specie piu isolate,
provenienti dalle aree del Mediterraneo occident@d’Asia Centrale, della Grecia e della Turchia
orientale, qualiM. epeirosi Audisio, Mancini & De Biase 2006\. fulvipes C. Brisout De
Barneville, 1863,M. cristofaroi Audisio & De Biase, 2005M. explanatusReitter, 1900 eM.
accentusKirejtshuk, 1978. Il sottogruppo dvieligethes coracinugjuasi certamente comprende
anche un certo numero di specie “criptiche” e gpésorelle” non ancora descritte, differenziabili
solamente per minime differenze morfologiche, e thtavia presentano tra loro delle differenze
molto marcate per quanto riguarda gli ambienti pajpe la scelta delle piante ospiti.

Alcuni rappresentanti del sottogruppo Mi coracinus(e le corrispondenti piante ospiti) sono
mostrati infigura 1, mentre una sintesi dei dati tassonomici, zoogdmjred ecologici riguardanti
I'insieme delle specie ad esso appartenenti etdfoimtabella 1 In appendice IV, infine, vengono
riportate le cartine degli areali di distribuziotelle specie esaminate per questo studio.

14



Figura 1 — Rappresentanti di alcune delle specie ngprese nel sottogruppo diM. coracinus (a sinistra) e

rispettive piante ospiti (a destra): a)M. coracinuse Barbareasp.; b) M. thalassophiluse Matthiola sinuatg c) M.
arankae ed Hesperis laciniata d) M. matronalis ed Hesperis matronalise) M. erysimicolae Erysimum sp. f) M.
fulvipes e Brassicasp.

Figure 1 — Specimens of some of the M. coracinbgiaup species (left) with their own host plantigt{t): a) M.
coracinus and Barbarea sp.; b) M. thalassophilusl &fatthiola sinuata; c) M. arankae and Hesperisitaata; d) M.

matronalis and Hesperis matronalis; ) M. erysintacand Erysimum sp. f) M. fulvipes and Brassica sp.
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Tabella 1 - Sintesi dei dati tassonomici, zoogedfici ed ecologici dei taxa del sottogruppo dl. coracinus

Table 1 — Taxonomical, zoogeographical and ecokligiata for M. coracinus-subgroup species

. o . N . .. | Regime
Specie Distribuzione* Habitat Altitudine | Piante ospiti tro?ico
Ambienti umidi e Brassicaspp.,
freddi di bassa e Sinapisspp.
. . .1 media quota anche (Brassicaceae),
M. coracinus Egé?ﬁ&:n;fgﬁéss" ad influenza 0-2500 m Barbareaspp. polifaga
Sturm, 1845 ’ antropica e campi (Arabideae),
coltivati a Sysimbriunmspp.
Brassicaceae (Sisymbrieae) o 8
o Europa meridionale Ambienti rupestri S 3
M. erysimicola Turcrr)ﬂa Caucasoe: xerici, t_)recciai N 200-2200 m Erysimumspp. oligofaga 8--9
Audisio & De Biase, 2001 Ira’n (b) macereti montani € (Hesperideae) 3 o
submontani o 8
sconosciuta, adulti
Margini xerici di raccolti suArabis
. - ambienti nemorali sp. cfr.hirsuta 5
M. sp. cfr. coracinus Anatolia orientaléc) con affioramenti 1300-1900 m (Arabideae) e su monofaga ~
rocciosi Erysimumsp.
(Hesperideae)
| | Ambienti Matthiola
M. longulus Turchia orientale, L odoratissima
Schilsky, 1894 Aree Pontiche o) suberemlgl t(_erroso 1400-1600 m (Bieb.) R. Br. monofaga
! rocciosi )
(Hesperideae)
L Ambienti xerici . .
M. sp. 1 cfr.longulus Tadjikistan montani 2000 m sconosciute sconosciutp
Ambienti xerici, Tchihatchewia
M. sp. 2 cfr.longulus Turchia orientalg¢e) | brecciai e maceret| 1200-2200 m isatidea monofaga
montani (Lunarieae)
Hesperisspp. o
o O
Europa centro- Ambienti xerici (eCCﬁFtT'_ q S 3
orientale e mbienti xerici e matronalis ._). a Q3
M. arankae meridionale rupestri montani, 0-2400 m es.H. laciniata oligofaga S o
Audisio & De Biase, 2005 aree anatolic‘o— macereti e breccia All., H tristisL., H S &
caucasiché) calcarei bicuspidata(Willd.) o
Poiret,H. pendula
DC. (Hesperideae
Matthiola spp.:M.
Aree cantabriche della Dune litoranee incana(L.) R. Br.,
; Penisola Iberica ed T M. sinuata(L.), M.
I\/_I._thalassqphllus aree costiere tirrenicheszﬁrgg:gnﬁagggi e 0-700 m fruticulosa(L.) oligofaga
Audisio & De Biase, 2005 dell’ltalia centrale, breccia’i calcarei Maire, eM.
Puglia e Siciliag) perennisP. Conti
(Hesperideae)
I . Cardaminespp.
Ambienti nemorali . M
Europa centrale, - Cardaminopsispp. ) 5
M. subaeneus meridionale e Caucaso [;fﬁ(s)?;#]gzg 0-1700 m (Arabideae) e oll%(l)iffz;g:/
Sturm, 1845 settentrionalgh) roceios] Sisymbrium irioL. poliiag v o
(Sisymbrieae) S g
; . Ambienti idrofili Hesperis Q5
M matronalis EL,’l\rggr%a-:-':ﬁzit;la € con boschi mesofil 0-1800 m matronalisL. monofaga % )
Audisio & Spornraft, 1990 I di latifoglie (Hesperideae) o2
M. epeirosi . . Margini di boschi Cardamine(s. str.) «» ©
Audisio, Mancini & Grecia s(e;;tentnonale in ambienti rupestri ?1500-1600 m | glaucaSprengel | monofaga ?
De Biase 2006 ombreggiati (Arabideae)
: : . - Affioramenti Arabissp. cfr.
di M CI‘IStOf_aI’OI Turch|a(m?rld|onale calcarei, ambienti| 1500-1600 m caucasica monofaga? | _ 8
Audisio & De Biase, 2005 rupestri umidi (Arabideae) % 3
’ Ambienti ruderali - =. T
M. fulvioes Europa ocmde_ntale & verici e terreni Sinapisspp. e '8 o
) ’ pes 1 Africa settentrionale S 0-2000 m Brassicaspp. polifaga n @
C. Brisout de Barneville, 1863 coltivati a 4]
' ’ b maghrebingn) - (Brassiceae) o
Brassicaceae
Uzbekistan, SE R D o
M. e_xplanatus Kazakistan, Amb'em.' . 200-1200 m Crambgspp. oligofaga .é =}
Reitter, 1900 Turkmenistan. Siria suberemici (Brassiceae) g_)_g
52
- . o @
M. accentus . Ambienti montani . L= o
Kirejtshuk, 1978 Tadjikistan erici 2000-2200 m sconosciute sconosciu % 3

(*) le lettere corrispondono alle cartine di distizione riportate in Appendice IV
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Il quadro tassonomico del sottogruppo Mi coracinuseé stato in passato soggetto a notevoli
variazioni legate ad errori di identificazione éiffierenti valutazioni sinonimiche di alcune specie
ad esso attribuite, a causa di un’oggettiva diffecali orientamento tra le molteplici e differenti

interpretazioni tassonomiche delle varie entita gumalche modo riconoscibili, ulteriormente

aggravata dalle caratteristiche intrinseche de tinvolti: modeste dimensioni, aspetto d’'insieme
omogeneo, minute differenze esoscheletriche ed amwguiiabilita nei livelli di specializzazione

trofica. Inoltre la scoperta negli ultimi anni dicane nuove probabilsibling speciesha reso

necessarie periodiche rielaborazioni, ed una coatmessa in discussione del quadro tassonomico.

Nonostante tali difficolta, grazie soprattutto agjlidi specialistici di Jelinek (1981, 1997), Aualis
(1976a, 1976b, 1976¢c, 1977a, 1977b, 1978, 19836,198388, 1993a, 1993b), Spornraft (1967,
1987, 1992), Audisio & Spornraft (1990) e Kirejt&h{1987), negli ultimi trent’anni le conoscenze
sistematiche e nomenclatoriali relative al gruppcspkecie diM. aeneus cui il sottogruppo di
Meligethes coracinusfa parte, sono state migliorate, con allestimewtio chiavi per il
riconoscimento delle specie note, descrizione diveuentita, nuovi dati sulla loro distribuzione
geografica e sulle loro associazioni con le piasiaiti.

Inoltre, una serie di contribuiti circoscritti able sottogruppazoracinusha migliorato e chiarito
sostanzialmente il quadro tassonomico delle spmxievolte (Audisio & Spornraft, 1990; Audisio,
1993a; Antonini, 1999; Audisiet al, 2001a, 2001b, 2002; De Biase, 2000; Auddi@l, 2003;
Audisio et al, 2006). In particolare, nuovi dati sono pervemiaiun approccio multimetodo che ha
utilizzato cinque diverse e indipendenti serie ali:dsono state effettuate raccolte sul campona fi
di ottenere un’accurata caratterizzazione del nedéedi studio sotto il profilo bionomico; questi
dati di campo sono stati quindi integrati con ghrovenienti da diverse collezioni museologiche.
Mediante l'uso del S.E.M. (Microscopio Elettroni@ Scansione) si sono potuti evidenziare
particolari caratteri, difficili o impossibili dasaminare con la microscopia ottica. Tecniche di
analisi multivariata applicata a studi biometri@gnho permesso di studiare in dettaglio i caratteri
esoscheletrici e gli apparati genitali (Antonin®9®; Audisioet al, 2001b). Va detto, tuttavia, che
non é stato possibile effettuare alcuna analiglisteca sulla base dei caratteri morfologici sttidia
in quanto la maggior parte di quelli distintivi ni@s un tipico andamento quantitativo lungo una
sorta dicontinuummorfometrico, che mal si presta alla codifica ssegia per questo tipo di
analisi, dove si privilegiano di norma carattertidd meristico, 0 comunque con stati discreti.
Attraverso l'elettroforesi dei sistemi gene-enzirsano stati poi condotti i primi studi sulla

variabilita genetica in relazione allampiezza dcahmia trofica, ed effettuate delle stime di
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differenziamento genetico di popolazioni appartéinad alcune delle specie prese in esame (De
Biase, 2000; Audisiet al, 2002).

Negli ultimi cinque anni le relazioni evolutive tla specie e “morfospecie” del sottogruppdWi
coracinus sono state analizzate mediante il confronto diusege nucleotidiche di marcatori
mitocondriali (citocromo C subunita | [COI] e IICPII]) e nucleari ribosomiali (secondo spaziatore
trascritto interno [ITS2]), largamente utilizzagrpla ricostruzione di relazioni evolutive tra taxa
molto affini (Antonini, 2004; Audisi@t al, 2005a; Audisiet al, 2005b; Audisicet al, 2006). Tra

i marcatori utilizzati per le ricostruzioni filogetiche, I''TS2 si e rivelato del tutto inadeguatr p
risolvere i rapporti tra la maggior parte delle @pestudiate, a parte il caso di quelle
manifestamente isolate ed in posizione filogeneimate basale. La base dei dati relativa ai geni
mitocondriali, e in particolare quella provenient&@ gene della COIl su cui e stato condotto uno
studio piu completo (comprendente, cioe, un maggionero di campioni), ha mostrato invece un
segnale filogenetico sufficientemente capace dilvese le relazioni di parentela almeno per le
specie a probabile differenziamento pliocenico bbadesso Pleistocene, ma ha fornito nello stesso
tempo dei risultati particolarmente difficili datémpretare e, in molti casi, fortemente contrastant
con le conoscenze morfologiche ed ecologiche ad dgponibili sulle specie esaminate. In
particolare, nel caso di molte specie ben idemific morfologicamente, i campioni di varia
provenienza geografica analizzati per un singotoriainvece di raggrupparsi in modo univoco in
un clade omogeneo e mostrare quindi un bassodigeltivergenza genetica - come ci si attende
dal confronto di esemplari attribuibili morfologim@nte allo stesso taxon — si posizionano spesso in
cladi anche molto distanti tra loro, all'internoi dgiali sono compresi esemplari attribuibili a taxa
nettamente distinti dal punto di vista morfologima sorprendentemente, in molti casi, di simile o

di identica provenienza geografideg(ra 2).

Sono state quindi avanzate alcune ipotesi perremtiaconciliare I'insieme dei risultati ottenuti e
per cercare di risolvere le apparenti contraddiziche scaturiscono dal confronto delle
interpretazioni tassonomiche derivanti dall’'anatisiuno solo dei diversi insiemi di caratteri di
natura morfologica, ecologica e molecolare. E’astaisi ipotizzata, in prima istanza, I'eventuale
esistenza per alcune linee filetiche di polimorfigm@netici ancestrali ancora condivisi (ovvero,igen
o varianti alleliche di un antenato comune anca@ @resenti nei suoi diretti discendenti; Pamilo
& Nei, 1988; Avise, 1994), una condizione che puéspntarsi a causa di eventiidcomplete

lineage sorting che si manifestano nel caso di discrepanzetempi di divergenza del marcatore

(numero di mutazioni accumulate nell’'unita di tehpa tempi di speciazione dei taxa analizzati. |l
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risultato di un simile evento e che alcuni polinenfi ereditati da un antenato comune possono
presentarsi immutati nelle linee filetiche deriva@@uesto evento ha come conseguenza che i
rappresentanti di specie ben distinte a livelloséa®smico possono risultare, in un’analisi
filogenetica molecolare, riuniti all’interno delkiesso clade per il fatto che il marcatore genetico
utilizzato possiede un tasso di evoluzione “tropgrto” rispetto alla velocita di speciazione dei
taxa in esame.

Altre interpretazioni proposte fanno invece rifegimo all’evenienza in tempi passati di fenomeni di
ibridazione interspecifica, all’effettiva esistenza alcuni casi di veresibling-speciesnon
distinguibili morfologicamente o ad una differentelocita evolutiva tra i caratteri morfologici e

molecolari.
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Figura 2 — Sottogruppo diM. coracinus albero filogenetico di consensdb0% majority rulg ottenuto mediante
boostrapsu NJ per le sequenze di COI (indici dbootstrapriportati sopra i nodi)
Figure 2 — M. coracinus subgroup: NJ 50% bootstrapnsensus tree for COIl sequences (bootstrap vatresodes)
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1.1 Obiettivi

Come gia introdotto, gran parte delle specie appartti al sottogruppo dil. coracinussono
estremamente simili a livello morfologico, tanto didferenziarsi, in alcuni casi, solo in base a
pochi caratteri esoscheletrici molto minuti, maeduivocabilmente, sulla base di alcune
caratteristiche relative agli organi genitali mabat femminili. Le analisi filogenetiche condotte
finora mediante l'utilizzo di diversi marcatori nealolari hanno fornito un quadro evolutivo molto
complesso e difficilmente conciliabile con le cotesze bionomiche e morfologiche del
sottogruppo. La problematicita di queste ricostrozifilogenetiche potrebbe essere collegata ai
fenomeni microevolutivi gia accennati nell'introdoze (eventi diincompletelineage sorting,
fenomeni di ibridazione interspecifica, presenza wveire sibling-speciesnon discriminabili
morfologicamente, differenze nell’evoluzione deiratteri morfologici e molecolari) o ad una

interazione a reticolo di questi eventi.

In generale, l'incongruenza di una ricostruzionbgenetica proveniente dall'analisi di dati
molecolari rispetto ad un quadro filogenetico sujgela evidenze di altra natura (morfologica e/o
ecologica) puo essere dovuta sifatori stocasticj ricollegabili cioé ad una inadeguatezza dei dati
molecolari e/o dei metodi utilizzati ai fini di unmecostruzione filogenetica, siafattori biologici
riconducibili, invece, a reali processi biologicpme, ad esempio, la perdita o I'acquisizione in
alcune popolazioni conspecifiche di particolariekllo lo scambio di materiale genetico per
ibridazione tra esemplari di differenti specie (Righet al, 2005). Nel caso in cui si voglia tentare
di riconciliare le evidenze molecolari con quell®riplogiche ed ecologiche, occorre in primo
luogo valutare I'entita dei fattori stocastici @rmuanto possibile, tentare di eliminare I'inflaardi

tali fattori nei successivi studi di filogenesi racblare (Nakhlelet al, 2005).

Come gia detto, nel caso delle ricostruzioni filogiche effettuate per il sottogruppo Hi.
coracinus una delle ipotesi di incongruenza tra i dati molari e morfologici fa riferimento alla
possibile esistenza di polimorfismi genetici an@stondivisi tra le specie a causa di fenomeni di
incompletelineage sortingdei marcatori utilizzati (COI, COIll, ITS2), avenprobabilmente, un

tasso evolutivo troppo lento rispetto alla velodit&peciazione del sottogruppo.

Questo lavoro si € quindi preposto come obiettiogipale quello di chiarire le relazioni evolutive
tra i taxa del sottogruppo . coracinustentando di eliminare l'influenza di un possibiédtore

stocastico corrispondente alla scelta di un mareaton un tasso di sostituzione non adeguato per
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risolvere le relazioni evolutive tra i taxa in esarBi é tentato quindi di ricostruire la filogendsi
sottogruppoeoracinusutilizzando come marcatore molecolare la Region€ahtrollo del DNA

mitocondriale.

E’ noto infatti che la Regione di Controllo del DNAitocondriale negli insetti presenta
generalmente un elevato tasso di evoluzione, sigrmini di sostituzioni nucleotidiche, sia in
termini di inserzioni e delezioni (Moritet al, 1987), sebbene per alcuni gruppi di insettitasis
delle eccezioni al riguardo (Zhang & Hewitt, 19979. Regione di Controllo e stata utilizzata come
marcatore genetico per studi di genetica di popatezo per analisi filogenetiche tra taxa molto
affini (McMillan & Palumbi, 1997; Ribeat al., 2001). La variabilita di questo marcatore a vari
livelli tassonomici € stata esaminata in partioelar alcuni coleotteri crisomelidi, ed una porzione
di questa Regione e stata utilizzata come marcatarkecolare in studi di filogeografia e di
genetica di popolazione (Mardulyn, 2001; Mardugyral, 2005).

Un confronto tra i risultati di uno studio cosi dotto con quelli delle precedenti ricostruzioni
filogenetiche molecolari dovrebbe consentire dadhe secondo quale misura le incongruenze tra i
dati genetici e quelli morfologici-ecologici ad aglisponibili siano effettivamente da attribuire ad
una scelta inadeguata dei marcatori molecolari enelitere meglio in luce, di conseguenza, i
possibili “fattori biologici” alla base dell’evoliuane del sottogruppoeracinus Inoltre, i dati
provenienti dal sequenziamento e dall’analisi deBaiabilita della Regione di Controllo in un
nuovo taxon costituiranno senz’altro un importasaetributo sia per quanto riguarda la conoscenza
delle caratteristiche molecolari di questa porziooa codificante del DNA mitocondriale (ad oggi
ancora molto limitata per gli insetti), sia per gtaaconcerne le potenzialita del suo utilizzo come
marcatore per studi evolutivi negli insetti, un geahe rimane tuttora controverso (Zhang & Hewitt,
1997; Vila & Bjorklund, 2004).

| risultati ottenuti, interpretati ed inquadratiaaluce delle differenti teorie sui rapporti evalutra
insetti fitofagi e piante ospiti, potranno essenéine utili alla comprensione di fenomeni piu
generali, quali la sequenza dei fenomeni specjdaypolarita degli eventi di specializzazione éell
nicchie trofiche larvali, I'eventuale coevoluzioneevoluzione sequenziale tra coleotteri fitofagi e

piante ospiti.
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1.2 Conoscenze sistematiche ed ecologiche sullecgpdel sottogruppo di

Meligethes coracinus

Per meglio collocare sistematicamente il sottogoudp specie diMeligethes coracinussturm,
1845, e opportuno fornire un inquadramento tassawigenerale sulla famiglia dei Nitidulidae,

sul generaMeligethese sul gruppo di specie Meligethes aeneus

1.2.1 Famiglia Nitidulidae

La famiglia Nitidulidae appartiene, insieme ai Katealae, ai Cybocephalidae e agli Smicripidae,
alla superfamiglia Nitiduloidea. L’analisi del cofapsivo insieme di caratteri manifestati da larve e
adulti di un grande numero di specie appartendhtitara superfamiglia dei Nitiduloidea, ha ormai
suggerito con una certa evidenza (Audisio, 1998a)ecessa rappresenti un ceppo piuttosto isolato
nellambito dei Coleoptera Polyphaga (Crowson, 2195Ruesto taxon dovrebbe quindi
rappresentare il probabilsister-group di almeno una parte della non ancora omogenea
superfamiglia Cucujioidea, come intesa da Lawrdt®682) (=Clavicornia sensu Crowson, 1955).

La famiglia Nitidulidae é attualmente suddivisa @alonecrinae, Carpophilinae, Epuraeinae,
Mystropinae, Meligethinae, Cillaeinae, NitidulideaCryptarchinae e Maynipeplinae.

Il genere Meligethes(Coleoptera, Nitidulidae) fa parte della sottofghai Meligethinae; questa
comprende anche i gendtria StephensMeligethinusGrouvelle,Microporum C.O. Waterhouse,
Metapria Grouvelle, CyclogethesKirejtshuk, Kabakovia Kirejtshuk, Anthystrix Kirejtshuk &
EastonChryptarchopriaJelinek eEkubaniaJelinek.

1.2.2 Cenni su biologia ed etologia

Il regime trofico dei Nitidulidae € quanto mai \&n; nonostante cido, per sommi capi, Si puo
comungue individuare un primo raggruppamento, sdina’ il piu vasto ed eterogeneo,

comprendente generi fitosaprofagi (in prevalenteriropicali), ed un secondo di generi antofagi a
livello preimaginale e in larga misura anche imafgn comprendente tutte le Meligethinae, tutti i
rappresentanti neotropicali del cosi detdystropscomplex”, e poche specie di alcuni generi
tropicali di Carpophilinae e di Cillaeinae. In ogmodo, quasi solo nelle Meligethinae e nel
“Mystropscomplex” si assiste a marcati fenomeni di spexzalzione che portano gli stadi larvali

della maggior parte delle specie ad essere streti@rassociati agli organi fiorali (polline, stami,
antere) di una sola specie vegetale o al massinpodhi generi strettamente affini. Non mancano
infine casi di micetofagia, fitosaprofagia, carppéa fillofagia e melittofagia o addirittura di

zoosaprofagia, di regolare mirmecofilia o termiiafpiu 0 meno specializzata.
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La sex ratio & di norma di 1:1 nella quasi totaligdle specie.

| cicli biologici dei Nitidulidae sono di norma eglvamente semplici: lo sviluppo, nella gran parte
delle specie, avviene attraverso 3 stadi larvadi, lenvariabilita da genere a genere e da specie a
specie nella durata del ciclo stesso e nelle m@addii impupamento € molto grande, e per tale
ragione non é facile fare in proposito delle gelerazioni. Per sommi capi si puo dire che le
specie fitofaghe presentano di norma cicli monawboljper lo piu primaverili-estivi) o bivoltini
(primaverili ed autunnali alle nostre latitudinfjequentemente con parziale sovrapposizione dei
cicli stessi nei periodi favorevoli. Analoghe aldiitti presentano anche molte specie micetofaghe
piu specializzate, mentre le specie fitosaprofagheoosaprofaghe meno specializzate (perlopiu
Carpophilinae, Nitidulinae, Cillacinae e alcune [@aychinae) presentano cicli polivoltini
soprattutto in aree tropicali, ma anche nei seftarimeridionali dell’Europa, del Mediterraneo e
dell'ltalia.

Anche dal punto di vista etologico € difficile tare una generalizzazione; si tratta perlopiu di
coleotteri dotati di scarsa agilitd, con I'esclusodi alcune Meligethinae - soprattutto alcuni
Meligethesdel gruppo diM. aeneugqFabricius) - e di molte Carpophilinae, molto \&tialmeno in
presenza di forte irraggiamento solare.

La copula e solitamente molto semplice, dorsalauiti i gruppi, talvolta di lunga durata, spesso
preceduta da semplici e brevi atteggiamenti dirardeione.

| Nitidulidae si possono realisticamente defini@me un gruppo presente ovunque, dalla tundra
artica alle foreste tropicali pluviali, caratteitst che li rende fra I'altro particolarmente adaitir

analisi biogeografiche di aree estese ed ecologingardiversificate.

1.2.3 Sottofamiglia Meligethinae

Le Meligethinae contano circa 700 specie distribyitevalentemente nella Regione Paleartica, in
guella Afrotropicale e nel Subcontinente Indianon celativamente marginali presenze nel resto
della regione Orientale, in quella Neartica e irsthalasia. Tutte le specie di questa sottofamjlia
cui siano note le esigenze ecologiche sono, setz&zieni, strettamente antofaghe e piu 0 meno
specializzate sia allo stadio larvale che imaginaleuni generi, soprattutto tropicali e subtropica
sono legati alle spate di Monocotiledoni della fglimi Arecaceae (= Palmae), mentre la maggior
parte delle specie, perlopiu appartenenti al geNeligethesStephens, sono strettamente legate a
fiori ed infiorescenze di molte famiglie di Angicspne Dicotiledoni, di cui le larve si nutrono.
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1.2.4 1l genereMeligethes Stephen4.830

Come accennato precedentemente, questo genereetwlapirca 600 specie, per la maggior parte
distribuite nelle Regioni Paleartica (soprattuttellen aree euro-mediterranee s.l.), Orientale (in
particolare nella sottoregione Indiana) ed Afroicafe.

Tutti i Meligethesoloartici la cui biologia sia nota sono antofagesializzati, legati strettamente a
parti fiorali (nettari, antere, stami e petali) Alngiopermae Dicotyledones, a spese delle quali le
larve si alimentano attraverso due stadi. Con ola®ossibile ecceziond/l( aeneusFabricius) tra

le specie oloartiche, ciascluteligethese legato a una o poche specie affini di vegeitg o al
massimo a differenti generi, sempre nell’ambitauda medesima famiglia. E’ inoltre importante
evidenziare I'esistenza di un’eccellente corrispormh tra gruppi di specie e la dipendenza, almeno
allo stadio larvale, da piante di una medesimadaaiMolte specie sono strettamente monofaghe
allo stadio larvale; gli adulti sono al contrarim @ meno ampiamente polifagi, almeno nei periodi
precedenti o seguenti I'antesi delle rispettivenf@aospiti larvali.

Tra i Meligethesoloartici, le famiglie vegetali attaccate sonopmdine di importanza, le Lamiaceae,

le Brassicaceae, le Boraginaceae, le Fabaceaesbr®ae, le Cistaceae e le Campanulaceae.

1.2.5 Il gruppo di Meligethes aeneugFabricius, 1787)

Il gruppo, il piu numeroso del genere nellambitalgartico dopo quello dM. difficilis Heer,
include una quarantina di specie relativamente @meg in termini di caratteristiche
esoscheletriche. Tutte le specie sono caratteezfatcorpo subdepresso o poco convesso, margine
anteriore del clipeo troncato in linea retta, teenbennomero molto allungato, angoli posteriori del
pronoto retti 0 appena ottusi, quasi sempre maktondi, protibie piuttosto lunghe e strette, solo
molto finemente e piuttosto omogeneamente dentedlgo buona parte del margine esterno. Per
guanto riguarda i caratteri degli apparati genitadischili, tutte le specie del gruppo presentano un
tegmen con piu 0 meno larga e profonda incisioh& amentre nelle femmine gli ovopositori sono

di norma larghi e triangolari, con distinti stilitsdistali.

Questo gruppo risulta piuttosto isolato rispettt allyi gruppi paleartici (forse € piu affine aejlo

di M. atratusOlivier, che include specie associate a Rosacaae}on strette affinita con il gruppo
Afrotropicale diM. sjoestedtiGrouvelle (che include specie associate ad Astagc Tranne la gia
menzionata possibile eccezionauliaeneud-abricius, che in Nord America puo svilupparsi anch
su alcune specie di Capparaceae (ma potrebberdratiapopolazioni attribuibili ad una specie
biologica distinta, endemica dei settori occidandggli Stati Uniti), tutti iMeligethesdi questo
gruppo sono legati a Brassicaceae per il loro ppitularvale. Brassicaceae e Capparaceae sono

state peraltro riunite recentemente in un’unicai@dien (Judd et al, 1994; Hallet al, 2002)
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condividendo, fra I'altro, larga parte dei loro @ebliti secondari (essenzialmente glicosidi), aicun
dei quali sono di norma utilizzati dagli insettiofiagi specializzati per il riconoscimento e laerca
delle piante ospiti.

All'interno del gruppo diM. aeneud-abricius si possono riconoscere alcuni sottograpma serie

di complessi di specie. Per ogni sottogruppo e d¢essp vengono qui di seguito elencate le specie
finora descritte o note:

1. Complesso diM. viridescens

M. viridescengFabricius, 1787). Europa, Nord Africa ed areamiche.
M. czwalinaiReitter, 1871. Europa centro-meridionale.

M. lunariaeAudisio & De Biase, 1999. Italia centro-meridiomaPeloponneso.

2. Complesso diM. simplipes

M. simplipesEaston, 1947. Stati Uniti.

M. prometheugelinek, 1982. Turchia settentrionale e Caucaso.

3. Complesso diM. aeneus

M. aeneugFabricius, 1775). Europa, Africa settentrion@sia centrale, Siberia, Stati Uniti (settori
occidentali) e Messico (settori Nord-occidentali).

. cleominisEaston, 1959. Stati Uniti e Canada (settori ocu@le.

. gracilis C. Brisout de Barneville, 1863. Europa sud ocdidien

. affinis Jelinek, 1982. Cina.

. audisioiJelinek, 1997. Cina.

. salvanAudisio, De Biase & Antonini, 2003. Sud Europa (Alparittime).

. humerosugfeitter, 1871. Europa centrale.

=T 2 L5 L

4. Meligethes haroldiReitter, 1877. Siberia orientale e Giappone.

26



[Sottogruppo di M. coracinug

5. Complesso diM. coracinus

M. coracinusSturm, 1845. Europa, Anatolia, Asia orientale, 8ée
M. erysimicolaAudisio & De Biase, 2001. Europa, Anatolia.

6. Complesso diM. longulus

M. longulusSchilsky, 1894. Sud Europa, Anatolia, Caucaso.

M. arankaeAudisio & De Biase, 2005. Europa sud-orientaley€2eo.

M. thalassophilusiudisio & De Biase, 2005. Europa sud-occidentale.
7. Complesso diM. subaeneus

M. subaeneuSturm, 1845. Europa, Caucaso.

M. matronalisAudisio & Spornraft, 1990. Europa, Caucaso.

M. epeirosiAudisio, Mancini & De Biase, 2006. Grecia settemtale.

8. Complesso diM. fulvipes

M. fulvipesC. Brisout de Barneville, 1863. Europa occidentislierd Africa.

M. cristofaroi Audisio & De Biase, 2003. Turchia meridionale.

9. Complesso diM. explanatus

M. explanatuseitter, 1900. Asia Centrale, Siria.
M. accentusKirejtshuk, 1978. Asia Centrale (Tadjikistan).
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[Sottogruppo di M. coeruleoviren$
10.Complesso diM. anthracinus

M. anthracinusC. Brisout de Barneville, 1863. Europa meridioredearee turaniche.

M. primoriensisKirejtshuk, 1987. Siberia orientale.

M. reitteri Schilsky, 1894. Europa meridionale, Turchia e Séerientale.
11.Complesso diM. coeruleovirens

M. coeruleovireng-orster, 1849. Europa centrale e settentrionale.

M. spornraftiAudisio, 1977. Italia e Serbia.

M. praetermissugaston, 1957. Siberia orientale, Cina Nord-orikenéaGiappone.

M. sp. n. cfrpraetermissusCina Sud-orientale.

12.Complesso diM. simplex

M. simplexKraatz, 1858. Grecia meridionale.

M. bithynicusAudisio, 1988. Turchia settentrionale.
13.Complesso diM. squamosus
M. squamosugelinek & Marek, 1966. Bulgaria.
M. carpathicusAudisio, Jelinek & Stevanovic, 1999. Romania (@arpneridionali).

M. armeniacudAudisio, Jelinek & Stevanovic, 1999. Turchia sdtienale e Caucaso.

M. miraeAudisio, Jelinek & Stevanovic, 1999. Montenegro.
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1.3 Statustassonomico ed evolutivo del sottogruppo di speai Meligethes

coracinusSturm, 1845

Come gia accennato, I'analisi dell'insieme dei dhsiponibili ha evidenziato numerose difficolta
interpretative sullestatustassonomico del sottogruppo di specidMdicoracinus Si € reso quindi
necessario affrontare un esame critico dell’intesdeme di dati, allo scopo di fornire delle chiavi
di lettura che potessero aiutare a comprendere gigalvari fenomeni possibili siano alla base delle
discrepanze tra le evidenze molecolari e i datiph morfologico ed ecologico, focalizzando un
qguadro di riferimento peculiare per ciascuna speci®rfospecie del sottogruppo.

Il “conflitto” tra le evidenze filogenetiche sugger dai dati molecolari e il quadro delle relazioni
evolutive dedotto su base morfologica ed ecologictiebbe teoricamente essere originato dalla
combinazione di una serie di eventi, tra cui a) woavergenza o parallelismo dei caratteri
morfologici ed ecologici; b) un certo livello di mplasia nei dati di sequenza; c) tassi evolutivi de
caratteri di natura molecolare, morfologica ed egma molto differenti, indipendenti ed
“allometrici”, associati a locali e veloshift di nicchia trofica con I'acquisizione di nuovesslate
piante ospiti larvali; d) possibili fenomeni diiogressione e di ibridazione avvenuti nel pasgato t
popolazioni di specie affini; e) problemi legatifanomeni di fineage sorting’, ovvero alla
possibile presenza di aplotipi ancestrali condivisi specie, con la possibilita dell’eventuale
presenza di aplotipi multipli all'interno della sta linea evolutiva o di uno stesso aplotipo
all'interno di linee evolutive molto differenti (oorre sottolineare, infatti, che un’ampia diffuson
geografica di alcuni aplotipi di DNA mitocondriaie alcune popolazioni potrebbe mascherare la
realta biologica che queste stesse siano effetéménattribuibili alla stessa specie, mentre, al
contrario, la presenza di aplotipi sostanzialmeiaentici in organismi morfologicamente ed
ecologicamente ben distinti non implica affatto assi appartengano effettivamente alla stessa
specie); f) la potenziale esistenza di “vere” spaxiptiche morfologicamente indistinguibili; g) la
non-indipendenza di alcuni dei caratteri analizzati

E’ verosimile che alcuni, se non la totalita deglienti sopra elencati possano essersi verificati
contemporaneamente durante I'evoluzione, comunguente, del sottogruppo ®. coracinus
nelle Aree Euro-mediterranee e in quelle dell’ ASiecidentale, e potrebbero quindi essere la causa
principale delle difficolta interpretative dell’'iisme dei dati.

Sulla base di queste considerazioni si € tentatastruire, indipendentemente per ciascuna delle
linee filetiche identificate su base morfologicajouscenario evolutivo quanto piu verosimile
considerando tutti gli aspetti sopra elencati cgssibili cause dell’evoluzione di ciascun taxon,

per tentare di trovare un “accordo” tra i dati netwhici e le evidenze evolutive suggerite dai dati
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molecolari. Questo processo di “ripartizione deblpema” e di analisi “taxon per taxon” ha
permesso finora di avanzare delle ipotesi, tenendmnsiderazione tutti i dati finora disponibili,
riguardo la storia evolutiva dell’intero sottogrupdi specie diMeligethes coracinuslurante gli
ultimi due - tre milioni di anni (per gli ipoteticicenari evolutivi che vengono di seguito discpssi
ciascun taxon, per quanto riguarda il dato genetise non altrimenti specificato - si puo fare
sostanzialmente riferimento all’'albero filogeneticmlecolare ottenuto dall'analisi del marcatore

della COl riportato irfigura 2)

Complesso diMeligethes subaeneus

- Meligethessubaeneusquesta specie, distribuita in gran parte deltipar dalla Penisola
Iberica al Caucaso settentrionale (Appendice IV, dgcupa verosimilmente una posizione
basale rispetto al sottogruppoMi coracinus come risulta da tutte le analisi condotte sui diat
sequenza provenienti dai geni mitocondriali. L'eme dei dati morfologici, ecologici e
molecolari suggerisce che questa specie sia ssddiai tre principali gruppi di popolazioni
europee: un primo gruppo distribuito nelle Areetahriche della Penisola Iberica e associato a
Sysimbriumirio (Sisymbrieae), il secondo gruppo diffuso nell’Huaocentrale e meridionale,
dai Pirenei fino al Caucaso settentrionale e aasm@Cardaminespp. (Arabideae), e il terzo
gruppo presente nell’Europa sud-orientale e ceonrientale, associato @ardaminopsisspp.
(Arabideae). Le popolazioni delle aree Cantabridige alla particolare associazione trofica
conSysimbriumrio, presentano un moderato grado di differenziaziondatugica e cromatica
rispetto al resto delle popolazioni europeeMli subaeneysqueste caratteristiche peculiari
lasciano supporre che tali popolazioni possandtefnente rappresentare un taxon distinto:
probabilmente a seguito dei cicli glaciali pleigtoi I'isolamento delle popolazioni europee di
M. subaeneusn differenti aree rifugiali del’Europa meridiolea (Aree iberiche, italiane e
balcaniche; Hewitt, 1999), da un lato nelle arestaiariche e, dall’altro nelle aree italiane,
potrebbe aver favorito 'accumulo di differenziazionorfologiche ed ecologiche a carico di
qguesti due gruppi di popolazioni tali da permeteam’eventuale classificazione lnost-races
(secondo i criteri suggeriti da Dres & Mallet, 200@ in specie distinte. Ad ogni modo, data la
prevalente associazione per lo sviluppo larvalepiante della sottofamiglia delle Arabideae, e
ragionevole supporre che le stesse Arabideae (iticpiare i generiCardaming Arabis
Barbarea o generi affini) rappresentino le piante ospitc@strali dell’intero sottogruppo M.
coracinus

- Meligethesepeirosi questa specie, scoperta solo di recente nelle mantane nella Grecia

settentrionale (Audisiet al, 2006) (Appendice 1V, I), e ascritta al compleds®1. subaeneuys
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occupa anch’essa una posizione filogenetica basdédti, escludendo i complessi ben distinti e
isolati di M. explanatuse M. fulvipes M. epeirosirappresenta la linea piu ancestrale alla base
del clade che include il resto dei taxa compredi swtogruppo di specie dvleligethes
coracinus La posizione basale M. epeirosie la sua stretta associazione trofica per o gpibu
larvale con la rara&Cardamine(s. str.)glauca della sottofamiglia delle Arabideae, rafforza
I'ipotesi che le Arabideae possano, come gia deffeftivamente rappresentare le piante ospiti
ancestrali dell'intero sottogruppmmracinus

- Meligethes matronalis questa specie monofaga, associata alla piantéeobfesperis
matronalis e presente nella maggior parte dei paesi eureged distribuita dal nord della
Spagna fino al Caucaso meridionale (Appendice JVAnche questa specie si trova in una
posizione filogenetica piuttosto isolata e basal@resenta molte caratteristiche morfologiche
comuni conM. subaeneusMeligethes matronaligisulta tuttavia, dalle analisi molecolari
condotte su geni mitocondriali e su allozimi (De$#, 2000; Audisiet al, 2001), piu affine
dal punto di vista genetico ad alcuni membri dehptesso diM. longulus Questa similarita
genetica, fortemente in conflitto con le evidenzerfwiogiche, potrebbe essere interpretata
supponendo ch®l. matronalisrappresenti un “elemento fondatore” del sottogoippracinus

e che quindi esso, portatore di molti caratteri fologici ancestrali condivisi con la linea
filetica di M. subaeneysabbia subito in tempi passati umshift di nicchia trofica dalle
Arabideae verso le Hesperideae, acquisendo cdsiidla stretta associazione con la pianta
ospiteHesperis matronalisQuesto scenario evolutivo € avvalorato anchdati cheHesperis
matronaliseé sostanzialmente la sola specie vegetale dellafamiglia delle Hesperideae che
viva in ambienti ombreggiati e umidi, tipicamentxopati da membri della sottofamiglia delle
Arabideae. Infatti, la maggior parte delle Hespeaiel € associata generalmente ad habitat
steppici 0 parasteppici in ambienti aridi rupesttgve la maggior parte dei membri del
sottogruppo diM. coracinus(eccettoM. coracinu$ sono presenti in associazione con alcuni
generi e specie di Hesperideae. Il diretto antem@t®. matronalis potrebbe dunque aver
promosso una successiva radiazione sulle Hesperideando luogo all’attuale diffusa
associazione di numerosi elementi del sottogruppgd.doracinuscon questa sottofamiglia di
Brassicaceae in ambienti rupestri e xerici. Unamade alternativo potrebbe prevedere eventi di
ibridazione tra maschi di un membro ancestrale ppante alla linea fileticapeirost
subaeneug femmine di un antenato di tiporacinusseparatosi in tempi antecedenti. Questo
evento avrebbe prodotto una prole fertile portatic DNA mitocondriale di tipaoracinus
(acquisito per eredita mitocondriale materna) clrelzbe poi sperimentato ushift di nicchia

trofica su Hesperis matronalise sulle Hesperideae in genere. Come gia accennatihe
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utilizzando geni nucleari ad elevato tasso evotuteme I'lTS2, le sequenze ottenute risultano
essere purtroppo quasi invarianti all'interno ddihee fileticheM. coracinus/subaeneus al
momento non sono quindi disponibili informazioni suentuali differenze tra il segnale
molecolare di geni nucleari e geni mitocondrialili per avvalorare I'eventualita di fenomeni di
ibridazione. D’altra parte i risultati preliminariprovenienti da un campionamento
sostanzialmente casuale sullintero genoma, condligeelativi alle precedenti analisi su
allozimi (De Biase, 2000; Audisiet al, 2001) sono concordi con uno scenario che abbia
coinvolto un’estesa introgressione di alleli dat@ali una specie affine M. matronalis ma da

essa ben distinta.

Complesso diMeligethescoracinus

- M. coracinus questa specie, distribuita dalla Penisola Ibesegentrionale all’Asia Minore a
Sud-Est, fino alla Mongolia e alla Siberia orieatalNord-Est (Appendice 1V, a), sulla base dei
dati provenienti dalle analisi molecolari sulla C@sulta geneticamente frammentata, con
raggruppamenti degli esemplari ioluster distinti che rispecchiano sostanzialmente la
provenienza geografica dei campioni analizzatipamticolare, gli esemplari dl. coracinus
originari della Spagna settentrionale occupano pogizione basale all'interno del clade che
include tutte le specie del sottogruppo Mi coracinus ad eccezione dM. epeirosi, M.
subaeneug M. fulvipes gli esemplari italiani occupano invece una pasigi “intermedia”, ma
abbastanza isolata rispetto agli individui dell’'&pa centrale e meridionale, dell’Anatolia, del
Caucaso e della Siberia; questi ultimi invece téw molto piu affini ai membri del complesso
di M. longulusprovenienti dalle stesse aree, pur essendo ddi qnegologicamente molto
distinti. M. coracinus risulta tuttavia morfologicamente omogeneo in tuttareale di
distribuzione, a meno di una esigua variabilit@riifile solamente ad un moderato sviluppo
allometrico di alcuni caratteri sessuali (Audisical, 2001), presente tuttavia anche a livello dei
membri di una stessa popolazione. Non esiste quatdina differenziazione morfologica
apprezzabile a livello geografico concordante codati genetici, e peraltro per tutti gli
esemplari diM. coracinusrisultano invarianti una serie di caratteri ese$etnici discriminanti
(tra cui alcuni tratti caratteristici dell’edeagaidmaschi) che ne permettono una facile
identificazione e distinzione dagli esemplari di¢ue specie affini (Audisiet al, 2005a). Da
un punto di vista ecologico, gran parte delle papioni europee (provenienti da Spagna, Italia,
Francia, Germania meridionale, ecc.) risultano gengssociate con piante appartenenti ai
generi Brassicao Sinapis mentre la quasi totalita delle popolazioni esat@ndell’Europa

centro-orientale, cosi come quelle di Anatolia, €&, e Siberia presentano un’associazione
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trofica con il genereéBarbareain ambienti umidi, o con il gener®ysimbriumin ambienti
rupestri e ombreggiati. Tuttavia, a questa differ@nione ecologica non sembra corrispondere
un differenziamento morfologico o genetico, almendla base dei dati di cui disponiamo
relativi ad esemplari sintopici raccolti in Turclddentale siBarbareae suSysimbriumquesti,
infatti, malgrado il differente legame trofico clenpiante ospiti, non presentano alcuna diversita
né dal punto di vista morfologico, né tanto menaudello genetico.

Si osserva invece una netta differenziazione gemdtia le popolazioni delle penisole sud-
occidentali del’Europa e un “gruppo orientale” popolazioni: questo dato suggerisce la
possibilita di un lungo isolamento tra i principghuppi di popolazioni euro-asiatici, avvenuto
probabilmente in aree rifugiali pleistoceniche diieale glaciazioni. Anche in questo caso é
verosimile che fenomeni tineage sortingabbiano giocato un ruolo fondamentale, e che event
indipendenti di questo tipo a livello geograficdecavrebbero coinvolto alcune popolazioni
fondatrici di M. coracinus poi ampiamente diffuse, abbiano potuto portate situazione
attuale.

- M. sp. 2 cfr. coracinus si tratta di nuova specie forse associata aklentpi ospiteArabis
hirsuta (L.) e fino ad ora nota solo di Turchia Nord-otede nelle aree tra Sivas ed Erzurum
(Appendice IV, c). Al di la di una relazione gewetistretta con esemplari di specie e
morfospecie endemiche della Turchia orientale, reppiosta a differenze morfologiche ed
ecologiche piu 0 meno sostanziali rispetto a qukstie, le relazioni evolutive di questo taxon
all'interno del sottogruppo non sono del tutto chia

- M. erysimicola questa specie oligofaga, descritta morfologicamea caratterizzata
bionomicamente solo in tempi recentissimi (Audisioal, 2001b), & associata a numerose
piante del gener&rysimumL. ed e distribuita in Europa meridionale dalla Bela Iberica
settentrionale fino all'’Anatolia e all'lran (Audiset al, 2000, 2001b) (Appendice IV, b). Gli
esemplari esaminati di Romania, Spagna e Italiatnams una stretta affinita genetica e
occupano una posizione piuttosto basale rispettdta le rimanenti specie del sottogruppo di
M. coracinus Un discorso a parte meritano invece gli esemmpesvenienti da varie localita
della Grecia settentrionale e della Turchia, i guptesentano delle differenziazioni
morfologiche, minute ma ben evidenti, rispetto aghlividui del resto dell’'Europa, e che
risultano del tutto simili agli individui proveni@éndella Turchia orientale. Dal punto di vista
genetico, tuttavia, solo una parte di questi esam@ posiziona all’interno di umrluster
relativamente isolato in cui € compreso anche tamndividuo saggiato della Turchia orientale,
mentre il resto degli esemplari risulta piu affigeneticamente agli altri individui di

provenienza europea. Questa situazione lascia s@pploe per queste popolazioni vi siano dei
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meccanismi di speciazione ancora in atto, in coéda separazione di due specie incipienti
risulta ancora incompleta. | risultati delle anafisbgenetiche molecolari condotte finora per
questa specie potrebbero riflettere una classitzone in cui il cosiddettogéne treg
ovvero le relazioni evolutive ricostruite mediantemarcatore molecolare prescelto - che
raccontano di fatto la storia evolutiva del maroatstesso - non corrispondano alkpécies
tre€’, ossia alla storia evolutiva dei taxa esaminabjettivo ultimo di ogni ricostruzione
filogenetica e che quindi esistano, per i geniianati, polimorfismi ancestrali ancora condivisi

tra le due specie.

Complesso diMeligetheslongulus

- M. longulus questa specie e stata ritrovata soltanto di tecéhudisio et al, 2005b) in
ambienti suberemici terroso-rocciosi della Vallell'deas (Turchia orientale, Armenia ex
sovietica, vedi Appendice IV, d). Gli individui redlti risultano del tutto identici all'olotipo
maschio diM. longulusdescritto di "Araxestal" (= Valle dell'Aras, traufichia Orientale e
Armenia, Schilsky, 1894M. longuluse associato alla rarissinvatthiola odoratissimégBieb.)

R. Br. distribuita negli ambienti suberemici detleee circumpontiche. Questa specie occupa
una posizione filogenetica molto chiara all'interdel sottogruppo, mostrando una stretta
affinita genetica con alcuni esemplari appartenaigispecieM. thalassophilug M. arankae

- M. thalassophilussi tratta di una specie ovest-mediterranea (AgpenlV, g) molto affine a

M. longulus ma facilmente distinguibile da quest’ultimo subase di una serie di caratteri
discriminanti.M. thalassophilug una specie associata a piante del genere veltdtthiola R.

Br.: le popolazioni che vivono in ambienti dunaino le coste tirreniche dell'ltalia occidentale
e meridionale si trovano associateMa sinuata (L.) R. Br., mentre altre popolazioni,
probabilmente conspecifiche, sono legate ad ambiapestri delle aree costiere all'interno
dello stesso ambito geografico e si trovano assoaan M. incana ssp.rupestris (Rafin.)
Nyman. Gli esemplari provenienti della Penisolariltze settentrionale (Aree Cantabriche) e
dalla Sicilia centrale mostrano invece delle sigative differenze genetiche dalle popolazioni
“tipiche” e sono associate M. fruticulosa(L.) Maire e aM. perennis(P. Conti). L'insieme
delle popolazioni delle aree del Mediterraneo cecidle rappresentano molto probabilmente la
sister speciesallopatrica diM. longulus come confermano anche i dati di distanza genetica
basati sulle analisi di COIl e COIl. La posizionssanomica invece delle popolazioni presenti
nelle aree cantabriche della Spagna e in Sicidiacdra incerta, data la loro consistente distanza
genetica nei confronti delle popolazioni tirreniceebbene da queste ultime siano difficilmente

o quasi per nulla distinguibili dal punto di visteorfologico.
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- M. arankae questa specie, associata a diverse specie liedetagenereHesperisL. (in
particolareH. laciniata All., H. tristis L., H. bicuspidata (Willd.) Poiret,H. pendulaDC.), &
distribuita in Italia peninsulare, nelle aree Dinhe e Ponto-Pannoniche, e in Anatold.
arankae (Appendice 1V, f) € molto affine 8. longulusdella Turchia orientale, ma presenta
caratteristiche morfologiche ben distinte. Le aidilogenetiche molecolari hanno messo in
evidenza una consistente diversita genetidd.dhirankaedalle popolazioni turche, simpatriche
e sintopiche, diM. longulus mentre le popolazioni dM. arankae provenienti dalle aree
montane dell'ltalia centrale e meridionale mostram@a piu stretta affinita genetica con le
popolazioni di M. thalassophilusdelle coste dell’ltalia occidentale, piuttosto cbhen gli
esemplari ungheresi dVi. arankaee con gli esemplari apparentemente conspecifidiadel
Turchia orientale, pur non mostrando rispetto a stjueltimi significative differenze
morfologiche o ecologiche. Questa situazione e dioatp dal fatto che le popolazioni italiane
di M. arankaee di M. thalassophilusben differenziabili sia a livello morfologico claelivello
ecologico, non mostrano livelli di differenziaziogenetica apprezzabilquesti due taxa in
queste aree sembrano corrispondere alla categohastracessecondo i criteri recentemente
stabiliti da Dres & Mallet (2002). Inoltre rimangomla chiarire le rispettive relazioni evolutive
di entrambi i taxa coM. longulus

- M. sp. 1 cfr. longulussi tratta di una forma ritrovata in Tadjikistanprfologicamente affine
aM. longulus di cui tuttavia e ignota la pianta ospite e dinee trofico, e di cui non si dispone
attualmente di alcun dato ecologico e genetico.

- M. sp. 2 cfr. longulus si tratta di una forma strettamente associdtarara e localizzata
Tchihatchewia isatide®oiss (Brassicaceae, Lunarieae), distribuita abmianTurchia orientale

e in Armenia occidentale (Appendice IV, e). Cosneer altri taxa di provenienza orientale le
relazioni evolutive di questo taxon all’interno debttogruppo non sono del tutto chiare,
probabilmente a causa di una sovrapposizione donfiemi di ibridazione interspecifica,
condivisione di antichi polimorfismi nucleotidici/a variazioni genetiche lungo un cline

geografico.

Complesso diMeligethes fulvipes

- Meligethes fulvipe® una specie piuttosto isolata e associata asiligeneri e specie vegetali
(Brassica, Sinapise generi vicini) della famiglia delle Brassicaeealistribuita in Europa
occidentale e Nord Africa (Audisio, 1993a) (AppeardilV, n). Si distingue facilmente per i
genitali maschili e femminili molto caratteristidia posizione piuttosto isolata e basaldvti

fulvipes all’interno del sottogruppo dM. coracinusviene confermata anche dalle analisi
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filogenetiche molecolari. Questa specie potrebbmdjlessere considerata I'effettivaster-
speciedelle altre specie del sottogruppo.

- Meligethes cristofaroiquesta specie e statoperta solo negli ultimi anni nel Parco Nazionale
dellAla Dag in Turchia sud-orientale (Audisit al, 2005b) (Appendice IV, m) e presenta
come pianta ospitérabis sp. cfr.caucasica Malgrado il suo aspetto esteriore presenti delle
similarita con quello dM. simplex alcuni dettagli morfologici permettono di assegnquesta
specie al sottogruppo &. coracinus in particolare alcuni caratteri dei genitali maisicsono
confrontabili con quelli dM. fulvipes seppure si tratti di due specie morfologicamentdto
distinte. Le analisi filogenetiche molecolari cottdomediante il gene della COI confermano
una posizione basale ed evidentemente isolata estguaxon nei confronti del resto delle

specie del sottogruppo M. coracinus

Complesso diMeligethesexplanatus

Due specie sono incluse in questo complesséoexplanatusé una specie piuttosto isolata
associata al genere veget@leambel. (dallAsia minore al Deserto Siriano: Audisg al.,
2000), e probabilmente molto prossima ad una secspdcie dell'Asia Central®|. accentus
Kirejtshuk, 1978.M. explanatuse M. accentusdifferiscono fortemente dalle altre specie del
sottogruppo per la forma del corpo appiattita e ipgenitali maschili ampiamente distinti
(Kirejtshuk, 1978). Finora le evidenze disponilslbno solamente di tipo morfologico ed

ecologico.
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2. MATERIALI

2.1 Scelta del materiale di studio

Per ogni taxon appartenente al sottogruppo di spdidlieligethes coracinusono stati selezionati
da uno a tredici individui, in gran parte corrisgdenti per numero e per provenienza geografica ai
campioni gia esaminati nelle analisi filogenetidomdotte con il marcatore mitocondriale COIl. Di
conseguenza, cosi come nel caso della COI, ancHa Begione di Controllo il grado di variabilita
genetica intraspecifico € stato valutato, per quaossibile, mediante un campionamento su ampia
scala geografica, necessario al fine di evitareriedi interpretazione dei risultati delle analisi
filogenetiche (Funk, 1999) dovuti, in caso di umitato campionamento, ad una ridotta possibilita
di individuare introgressioni di aplotipi causaéi dventi di ibridazione interspecifica (Avise, 1994
Boyceet al, 1994; Odorico & Miller, 1997; Futuyma, 1998) olimorfismi ancestrali condivisi tra

le specie (Neigel & Avise, 1986; Pamilo & Nei, 19880ltre un campionamento cosi condotto
permette di mettere in evidenza le variazioni dlinalla distribuzione dei caratteri genetici che s
modificano in uncontinuumgeografico in maniera piu 0 meno graduale. Laigpondenza dei
campioni analizzati con quelli gia esaminati inqe@enti analisi filogenetiche molecolari permette,
infine, di mettere a confronto il grado di risoloze del segnale filogenetico proveniente dalla
Regione di Controllo con quello dei marcatori fiaoutilizzati, e, in particolare, con quello
proveniente dal gene mitocondriale della Citocrddssidasi | (COI).

In alcuni casi, come pekl. sp. cfr. coracinus M. longulus M. epeirosie M. cristofaroi si
disponeva di un solo esemplare conservato per &isarmolecolari, mentre pekl. sp.l cfr.
longulusnon si disponeva di alcun campione. Rerexplanatuse M. accentusion é stato in alcun
modo possibile ottenere del materiale opportunagneomservato per le analisi genetiche, poiché a
causa delle locali situazioni politiche e logis@amon e stato possibile raccogliere materiale iia As
Centrale, area in cui sono distribuite entrambsplecie. Tuttavia, trovando®. explanatuse M.
accentugpresumibilmente in una posizione quanto mai isaiazetto alle altre specie appartenenti
al sottogruppo (si tratta infatti di taxa ben disitper la forma del corpo appiattita e per i peaul
genitali maschili), non se ne rendeva strettamemgeessario lI'esame alla luce degli obiettivi
prestabiliti. Per tutti gli esemplari dil. subaeneyssebbene il materiale entomologico fosse
disponibile, alcune difficolta tecniche verificatedurante le fasi di clonaggio (vedi oltre) e
difficilmente superabili non hanno permesso dirggte alcun dato di sequenza per questi campioni,
cosi come per gli esemplari sottoposti ad analisi.caeneusil taxon utilizzato comeutgroupnei
precedenti studi filogenetici molecolari. Le diffita tecniche relative alle fasi di clonaggio

potrebbero essere legate a caratteristiche pecugaardanti la natura degli elementi ripetitivi o
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degli omopolimeri presenti all'interno dei frammie®CR ottenuti per questi campioni: e stato
recentemente osservato, infatti, che la presenzantbpolimeri particolarmente lunghi o di
numerosi elementi ripetitivi palindromici puo anlamé I'efficienza del clonaggio in cellule
batteriche diEscherichia coli rendendo necessario in alcuni casi I'utilizzalternativa di cellule

di organismi eucarioti (ad esemp8accaromices cervisipg¢Rattray, 2004; Lewigt al, 2005).
Poiché la Regione di Controllo € un marcatore gsimeente variabile, non é inverosimile che
proprio per questi due taxa filogeneticamente misibdati rispetto alle altre specie del sottogruppo
possano essersi riscontrate difficolta legate aa peculiare struttura degli elementi ripetitivi o
degli omopolimeri non incontrate, invece, per drehggio di altri campioni. Sara dungque necessario
in futuro accertarsi delle effettive problematidegate a questi campioni e fare ricorso in caso a
nuove metodologie molecolari al fine di clonareeguenziare con successo la Regione di Controllo

anche per esemplari appartenenti a questi taxa.
La tabella 2riporta gli esemplari appartenenti al sottogrumhdV. coracinussui quali € stato

condotto il presente studio tassonomico e filogeonetulla base del marcatore molecolare Regione

di Controllo.
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Tabella 2 - Individui del sottogruppo di specie diM. coracinusanalizzati con il marcatore Regione di Controllo

Table 2 — Species and specimens analysed by mear®chondrial Control Region

Specie Sigla Popolazione
Meligethes sp. cfr. coracinus | CRb1.1 TURCHIA (Sivas), 130 Km a Est di Yozgat, m 1350-0402.05.1999
Meligethes coracinus CR1.2 TURCHIA (Sivas), 130 Km a E di Yozgat, m 1350-1400,05.1999

CR2.1 ITALIA (Emilia Romagna), Mercato Saraceno (FO), 5019.06.2001

CR7.1 ITALIA (Piemonte), Castelletto d'Orba (AL), m 3002.05.2002

CR9.2 SIBERIA (Turskaya) 30 Km NE Irkutsk, m 550, 4.07020

CR12.1 TURCHIA, (Nidge) Ala-Dag National Park, m 1700, 5.2003

CR 16.1 SPAGNA (Cantabria), Velilla del Rio Carrion, m 8(1,.05.2003

CR 16.2 SPAGNA (Cantabria), Velilla del Rio Carrion, m 8(¥1,.05.2003

CR21.1 ROMANIA (Prahova), pressi di Sinaia, 800 m, 25.082

CR 22.1 GRECIA (Macedonia), dintorni di Skepasto, 800 m0312005
Meligethes erysimicola ER 2.1 ITALIA (Abruzzo), Castello D'Ocre (AQ), m 850, 15998

ER 4.1 ITALIA (Lombardia), S. Giacomo di Teglio (SO), m @2619.06.2000

ER5.1 TURCHIA (Sivas), 130 Km a Est di Yozgat, m 1350-0402.05.1999

ER7.1 TURCHIA (Kayseri), Gezbeli Gegidi, m 1450, 7.05.200

ER 12.1 TURCHIA (Senkaya), strada per Aksar, m 500, 6.06320

ER 13.1 GRECIA (Tessaglia), Velika, m 150, 15.04.2003

ER 14.1 GRECIA (Tessaglia), Kastraki, m 150, 13.04.2003

ER 15.1 GRECIA (Tessaglia), Monte Pelion, Passo a N. diiXaw 1500, 29.05.2005

ER 16.1 GRECIA (Tessaglia), Monte Ossa, Melivia, m 500088005

ER 17.1 GRECIA (Epiro), Metsovo, m 750, 30.05.2005

ER 18.1 GRECIA (Tessaglia), Passo Katara, m 1200, 30.05.200

ER 19.1 GRECIA (Macedonia), tra Serres e Lailias, m 150003.2005

ER 20.1 GRECIA (Tessaglia), Meteora (tra Kalambaka e Viah)am 800, 29.05.2005
Meligethes fulvipes FL 4.1 SPAGNA, (Cantabria), Belmonte, m 1000, 30.05.2003
Meligethes arankae AR 2.4 ITALIA (Calabria), Campotenese (CS), m 850, 11.002deme 1

AR 3.1 ITALIA (Calabria), Campotenese (CS), m 850, 11.002deme 2

AR 5.1 ITALIA (Abruzzo), Acqua S. Franco (AQ), m 1350, 26.2000

AR 6.1 TURCHIA (Maras), Puren Gegidi, SE di Golpinar, nd047.05.2000

AR 8.1 ITALIA (Abruzzo), Forchetta Morrea (AQ), m 1400,.98.2001

AR 10.1 TURCHIA (Nidge), Ala-Dag National Park, m 1700, 5.2003

AR 12.1 UNGHERIA (Budapest), Harmashatar-hegy, 7.05.2004

AR 13.1 UNGHERIA (County Pest) Fot, Féti Somlyd, m 1000,0892004
Meligethes sp. 2 cfr.longulus | LOb 1.1 TURCHIA (Erzincan), 20 Km a S di Kemah, m 1740,0802001

LOb 2.1 TURCHIA (Erzincan), 17 Km a N di Tercan, m 1800,d5.2000

LOb 3.1 TURCHIA (Erzurum), 4.3 Km prima di Senkaya, m 17946.2001
Meligethes matronalis MT 4.1 ITALIA (Emilia Romagna), La Lama, Sasso Fratino jF@ 800, 19.06.2001

MT 5.1 ITALIA (Lombardia), Serina (BG), m 800, 17.06.2001
Meligethes thalassophilus TH1.2 ITALIA (Campania), Palinuro (SA), Spiaggia di Caglij m 0, 10.04.2001

TH 3.3 ITALIA (Lazio), Focene (RM), m 0, 13.06.2001

TH5.2 ITALIA (Lazio), Sperlonga (LT), Torre Capo Vento, 39, 12.03.2002

TH5.3 ITALIA (Lazio), Sperlonga (LT), Torre Capo Vento, 39, 12.03.2002

TH7.1 ITALIA (Sicilia), tra S. Caterina Villaermosa e Sataldo (CL), m 600, 20.04.2002

TH8.1 ITALIA (Sicilia), Barriera Noce (CL), m 700, 20.(2D02

TH9.1 ITALIA (Puglia), Frassanito (LE), 11 km N di Otramtm 0, 26.07.2002

TH 10.1 ITALIA (Campania), Baia di Bacoli (NA), m 10, 21.2%03

TH13.1 ITALIA (Sicilia) Riserva dello Zingaro (TP), m 5@2.03.2003

TH 13.3 ITALIA (Sicilia) Riserva dello Zingaro (TP), m 5@2.03.2003

TH14.1 SPAGNA (Cantabria), Isoba, m 1500, 31.05.2003

TH15.1 SPAGNA (Cantabria), Velilla del Rio Carrion, m 8(¥1,.05.2003

TH 18.5 SPAGNA (Cantabria), Campollo, m. 650, 31.05.2003
Meligethes cristofaroi CS1.1 TURCHIA (Nidge), Ala-Dag National Park, m 1700, 5.003
Meligethes longulus LO 1.1 TURCHIA (Aras Valley), presso Caiarasi, m 1400,542003
Meligethes epeirosi ES 1.1 GRECIA (Tessaglia), Passo Katara, m 1600, 30.05.200

Nota a ciascun individuo € stato assegnato un codicdug lettere corrispondente alla sigla della sgeseguito da due cifre: la prima cifra
identifica la popolazione di origine, la secondaegna un numero d'ordine all'individuo esaminattfarabito della popolazione di appartenenza
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Nelle analisi filogenetiche precedentemente coedatilizzando i marcatori COIl, COIll e ITS2,
oltre ad esemplari appartenenti alle specie débgatppo diM. coracinus sono stati saggiati anche
alcuni individui di Meligethes aeneuBabricius, 1775, una specie molto comune a digtiime
oloartica, ampiamente polifaga, in grado di svilaggp su qualsiasi genere e specie della famiglia
delle Brassicaceae e generalmente abbondante sie sjpdtivate dei generBrassicae Sinapis
Come gia accennato, in tali anali¥i. aeneuse stato utilizzato come taxon di riferimento e
confronto putgroup (figura 2).

Come gia detto, nel caso della Regione di Contmodlo e stato possibile ottenere alcuna sequenza
per M. aeneusIn ogni caso, come verra discusso in seguito,ntiainento che le sequenze di
Regione di Controllo ottenute per gli esemplariMli cristofaroi, M. epeirosie M. fulvipesnon
presentano alcuna omologia né tra loro, né coedeenze ottenute per tutti gli altri esemplari del
sottogruppo dM. coracinus ed essendo queste specie rispetth aeneusnolto piu affini al resto
dei taxa ascritti al sottogruppmracinus € verosimile supporre che anche una eventualeeseq

di Regione di Controllo dM. aeneusrisulterebbe egualmente non confrontabile. In analisi
filogenetica mediante questo marcatore, dunljuggeneusisulterebbe, per ovvie ragioni, del tutto
inadeguato come taxon di riferimento. Inoltre, déstremo grado di divergenza della Regione di
Controllo rilevato nei suddetti taxa, non é stategibile identificare nessun altro taxon “esterab”
sottogruppo diM. coracinus che potesse possedere secondo questo marcatoligelo di

divergenza tale da permetterne un uso coutgroupin questo studio.
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2.2 Raccolte sul campo di materiale entomologicocenservazione dei campioni

Una parte del materiale entomologico era gia digplenda raccolte sul campo precedenti a questo
studio. Alcuni campionamenti condotti negli ultitne anni hanno permesso tuttavia di rilevare
nuovi taxa M. cristofaroi, M. epeiros) attribuibili morfologicamente al sottogruppo gesie diM.
coracinus Per altre specie gia note sono stati aggiuntiptanmn provenienti da nuove localita
permettendo di ampliare il numero di campioni atBirno degli areali di distribuzione geografica e

di ampliare i dati autoecologici sui taxa in studio

Le raccolte sono state effettuate sia per mezzoetiab da sfalcio, sia attraverso la raccoltattiare

sui fiori mediante I'utilizzo di un aspiratore entologico.

Tutti i campioni sono stati fissati in provette tementi acetone puro per analisi verificandone @senz
dubbio le migliori proprieta nella conservazionkiago termine del DNA di insetti (Fukatsu, 1999)

e conservati a + 4°C per le successive analisi cotde.
In un secondo momento, tutto il materiale raccatstato identificato sulla base di differenze

morfologiche esoscheletriche e degli apparati gémiaschili, prima di essere destinato alle analis

molecolari.
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3. METODI

3.1 La Regione di Controllo del DNA mitocondriale regli insetti

3.1.1 Cenni su funzione e struttura: dati disponildi per gli insetti

La maggior parte dei marcatori utilizzati in filoggsi molecolare per lo studio di taxa separatisi in
tempi relativamente recenti, o per studi di vatigbintraspecifica, sono di origine mitocondrialle.
DNA mitocondriale (mtDNA) presenta infatti notevalantaggi, essendo abbondante nei tessuti
degli organismi, facile da manipolare ed ereditatsingola copia per via materna (Harrison, 1989;
Avise, 1994; Simoret al, 1994; Caterine@t al, 2000), sebbene in studi recenti siano stati messi
evidenza rari fenomeni di ricombinazione, eterapias paternal leakaggBurokeret al, 1990;
Awadalla et al, 1999; Macaulayet al, 1999; Hey, 2000; Birky, 2001; Nardit al, 2001) ed
esistenza di pseudogeni nucleari di origine mitociate (Zhang & Hewitt, 1996; Bensassenal,
2001; Williams & Knowlton, 2001). Il tasso di mutaae dei marcatori mitocondriali, nei vertebrati
almeno dieci volte maggiore rispetto a quello dmiighucleari, risulta invece negli insetti di poco
piu elevato rispetto a quello dei marcatori nudlé@aowell, 1997; Ballard & Dean, 2001).

La porzione non codificante piu estesa del DNA puotwriale negli organismi animali viene
denominata Regione di Controllo (CRCdntrol Regiori). Alcuni studi suggeriscono che la
Regione di Controllo abbia un ruolo fondamentalé centrollo della duplicazione e della
trascrizione del DNA mitocondriale (Shadel & Claytd997; Taanman, 1999). Nei vertebrati la
Regione di Controllo, anche detta “D-loop”, preseat suo interno delle sequenze “regolatrici”
(CSBs, ‘tonserved sequenze blogkden caratterizzate e conservate, che si penaaosi
responsabili dell'inizio della trascrizione e del@plicazione della “catena pesantel-gtrand del
DNA mitocondriale (Clayton, 1982; Shadel & Claytal997; Taanman, 1999). Negli insetti la
Regione di Controllo viene comunemente denominAtgrich regiori (Fauron & Wolstenholme,
1976) a causa dell’'elevato contenuto in residuiadenina e timina. Tuttavia negli insetti le
sequenze regolatrici del processo di duplicaziome sono state identificate con chiarezza, e per
tale motivo il meccanismo di replicazione del DNAtaoondriale € ancora poco conosciuto in
guesti organismi. Alcune analisi comparative traségjuenze di Regioni di Controllo di insetti
appartenenti a diversi ordini (Zhang & Hewitt, 199anno permesso di evidenziare la presenza di
blocchi di sequenze di elementi ripetitivi, di onotiperi e di strutture secondarie relativamente
conservate che potrebbero effettivamente rivesaiimeruolo importante nella regolazione dei
processi di duplicazione. Tali blocchi di sequepzstrutture secondarie differiscono tuttavia per
moltissimi aspetti da quelle individuate nei verggh) e numerose incertezze persistono sul loro
effettivo ruolo (Zhanget al, 1995; Zhang & Hewitt, 1997; Saitt al, 2005). Dal punto di vista

43



strutturale si possono individuare due tipologieR#igione di Controllo, di cui una tipologia
(Regioni di Controllo deGruppo ) comune a tutte le speciediosophilafinora esaminate ed una
seconda condivisa invece da tutti gli altri ins@&ruppo 3 (Zhang & Hewitt, 1997). Le Regioni di
Controllo delGruppo 1sono suddivisibili in due parti secondo il gradocdnservazione della
sequenza nucleotidica (Clary & Wolstenholme, 198@nforte et al, 1993; Lewiset al, 1994):
normalmente e presente una zona molto conserveiteaval blocco dei geni per i tRNA, ed una
zona a ridosso del 12S che presenta, invece, watalevariabilita nucleotidica e di lunghezza
(Monforte et al, 1993). In entrambe queste zone sono presenthiumngtti contenenti elementi
ripetitivi (Solignacet al, 1986; Lewiset al, 1994) che si contraddistinguono in elementitrippe

di tipo | collocati all'interno della zona variabile, e itementi ripetitivi ditipo Il disposti, invece,
nella porzione conservata. @ruppo 2include le Regioni di Controllo di Coleotteri, Otteri,
alcuni altri Ditteri e Lepidotteri; queste, a diémza di quelle appartenenti @ruppo 1 non sono
suddivisibili in una zona conservata e in una zoadabile, ma lungo la sequenza della Regione,
senza una precisa collocazione, sono presentirgia toatti conservati, sia zone ad alta variadilit

costituite da elementi ripetitivi (Zhang & Hewift997).

Zone estremamente conservate della Regione di @lantregli insetti consistono in omopolimeri
di timine (oly-thymidine stretcho T-stretchh che sembrano essere direttamente coinvolti nel
controllo dell'inizio della sintesi del DNA mitocdniale (Zhang & Hewitt, 1997; Saitet al,
2005). Nella maggior parte dei casi un omopolimdrotimine molto conservato si trova in
prossimita del gene per il tRNA dell'isoleucina éffy & Hewitt, 1997). In altri casi, come nel
coleottero Tribolium, un omopolimero di timine si trova al centro deRegione, mentre nel
lepidotteroBombyx moriiesso si trova nella zona della Regione prossimgeaé per il 12S; in
entrambi i casi questo omopolimero potrebbe avareuolo nell’inizio della sintesi del filamento
minore (Saitoet al, 2005). InDrosophila esistono due omopolimeri di timine che probabilteen
rivestono un ruolo funzionale: I'uno, molto prossiml gene del tRNA per l'isoleucina, e I'altro in
una zona piu centrale: questi sembrano essere n&Epib rispettivamente dellinizio della
replicazione del filamento maggiore JCGe del filamento minore (¢). Negli ortotteri non sono
invece presenti omopolimeri di timine; tuttavia wteuttura a forcina localizzata solitamente nella
parte piu centrale della Regione di Controllo désfilinsetti potrebbe effettivamente avere un ruolo
nell'inizio della duplicazione (Saitet al, 2005) {ig. J).
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Figura 3 — Posizione delle origini di replicazionesulla Regione di Controllo per insetti appartenentia quattro
diversi ordini. Rettangolo scuro = omopolimero di imine; Oy = origine di replicazione del filamento minore, Q
= origine di replicazione del filamento maggiore; suttura a forcina indicata poco prima del’Oy per L.

migratoria (da Saitoet al.2005)

Figure 3 — Positions of replication origins in mtl& Control Region for insects belonging to foufatint orders.
Shaded boxes = T- stretch)G replication origin for (-) strand; @ = replication origin for (+) strand; stem-loop

structure is indicated immediately upstream of@jeof L. migratoria (from Saito et al., 2005)

Gli studi sulla Regione di Controllo degli insetbn sono tuttavia numerosi ed esistono al momento
pochi dati relativi a questo marcatore, sia pemtpuaiguarda le sue caratteristiche molecolari, sia
per cio che concerne le sue potenzialita di ubtlied applicazione in studi evolutiviapella 3.
Questo marcatore € stato infatti isolato e seqaémzcompletamente solo in poche specie,
appartenenti ad alcuni ordini di insetti tra cuttéii (Clary & Wolstenholme, 1985; Bead al,
1993; Mitchellet al, 1993; Lewiset al, 1995; Lessingeet al, 2000; Spanost al, 2000; Brehnet

al., 2001; Tsujincet al, 2002; Nardeet al, 2003; Junqueira, 2004), Lepidotteri (Taysdral, 1993;
Yukuhiro et al. 2002; Vandewoestijnet al, 2004; Vila & Bjorklund, 2004), Ortotteri (Floodt al,
1995; Zhanget al. 1995; Zhang & Hewitt, 1996a; Kimat al, 2005), Plecotteri (Schultheet al,
2002a), Imenotteri (Crozier & Crozier, 1993), Emiitt(Dotson & Beard, 2001) Ptiratteri (Renfu

et al, 2001), Psocotteri (Sha al, 2003), Tisanotteri (Shao & Barker, 2003) e Tisa(lNardi et

al., 2003). L'utilita della Regione di Controllo peludi di filogenesi a livello di specie o per studi
di genetica di popolazione rimane controversa (@rasfl al, 1993; Zhang & Hewitt, 1997; Caterino
et al, 2000). Ad oggi esistono pochi studi di flogenesolecolare o di filogeografia condotti
mediante l'uso dell'intera Regione di Controllo ® skquenze parziali di essa (Lepidotteri:
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Vandewoestijneet al, 2004; Vila & Bjorklund, 2004; Ditteri: Brehret al, 2001; Brehmet al.
2004), ed esistono al momento soltanto sei studedetica di popolazione condotti per mezzo di
guesto marcatore (McKechngét al, 1993a, b; Zhang & Hewitt, 1996; Atkinson & Adanif97;
Mardulynet al, 2001; Schultheist al, 2002b).

Per quanto riguarda i Coleotteri, i primi dati ggdanti la lunghezza e la struttura della Regiane d
Controllo provengono dalle analisi con enzimi dstrizione condotte sul DNA mitocondriale di
Pyssodesspp. (Boyceet al, 1989). | dati di sequenziamento completo del catare finora
disponibili riguardano solamente sei specie di aidEi: per tre specie Cfioceris
duodecimpunctataPyrocoelia rufae Tribolium castaneuinquesti derivano dal sequenziamento
dell'intero genoma mitocondriale (Friedrich & Muqui2003; Stewart & Beckenbach, 2003; Bhe
al., 2004), mentre per i coleotteri crisomeli@ionioctena olivaceaG. pallida e Chrysomela
lapponicale sequenze complete di Regione di Controllo prge@o da un recente lavoro mirato ad
approfondire la variabilita e le potenzialita dilimzo del marcatore per studi evoluzionistici aiva
livelli tassonomici (Mardulyret al, 2003). Infine, esistono finora solamente duelistoondotti
sempre su coleotteri crisomelidi del gen@enioctenain cui una porzione del marcatore € stata
utilizzata con successo per analisi di flogeografidi genetica di popolazioni (Mardulyn, 2001,
Mardulynet al, 2005).
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Tabella 3 — Regioni di Controllo interamente sequetiate negli insetti

Table 3 Hnsect mitochondrial control regions sequencechigirtentirety

Lunghezza
Taxon A+T righ region Fonte
Ditteri

Drosophila yakuba 1077 bp Clary & Wolstenholme, 1985
Drosophila virilis 1029 bp Clary & Wolstenholme, 1987
Drosophila teissieri 1091 bp Clary & Wolstenholme, 1985
Drosophila melanogaster 4601 bp Lewiet al, 1995
Drosophila subobscura 940 bp Brehnet al, 2001
Bactrocera oleae 949 bp Nardet al, 2003
Anopheles gambiae 519 bp Bearet al, 1993
Anopheles quadrimaculatus 625 bp Mitchellet al, 1993
Ceratitis capitata 1004 bp Spanoat al, 2000
Cochliomyia hominivorax 1178-1179 bp Lessinget al, 2000
Chrysomya putoria 1008 bp Junqueira, 2004

Lepidotteri
Bombyx mori 494 bp Yukuhircet al. 2002
Bombyx mandarina 747 bp Yukuhircet al. 2002
Antheraea pernyi 552 bp Liuet al. (non pubblicato)
Erebia (10 specie) 377-413 bp Vila & Bjorklund, 2004
Coenonymph#4 specie) 407-411 bp Vila & Bjorklund, 2004
Parnassius apollo 504-505 bp Vila & Bjorklund, 2004
Melitaea(2 specie) 343-345 bp Vila & Bjorklund, 2004
Inachis io 338 bp Vila & Bjorklund, 2004
Aglais urticae 719 bp Vandewoestijnet al, 2004
Jalmenug6 specie) ca. 350 bp Tayloret al, 1993

Plecotteri
Peltoperla tarteri 1270 bp Schultheist al, 2002

Coleotteri
Pyrocoelia rufa 1522 bp Baet al, 2004
Tribolium castaneum 1240 bp Friedrich & Muquim, 2003
Crioceris duodecimpunctata 1220 bp Stewart & Beckenbach, 2003

Pissodeg3 specie)

9.000-13.0000 bp

Boyaet al, 1989

Gonioctena pallida

3417-3701 bp

Mardulyet al, 2003

Gonioctena olivacea

3172-3296 bp

Mardulyet al, 2003

Chrysomela lapponica

4640-5276 bp

Mardulyet al 2003

Imenotteri
Apis mellifera 827 bp Crozier & Crozier, 1993
Emitteri
Triatoma dimidiata 2165 bp Dotson & Beard, 2001
Philaneus spumarius 1835 bp Stewart & Beckenbach (non pub)
Ortotteri
Locusta migratoria 875 bp Floolet al, 1995
Schistocerca gregaria 762 bp Zhangt al, 1995
Chorthippus parallelus 1512 bp Zhangt al, 1995
Grillotalpa orientalis 920 bp Kimet al, 2005
Ptiratteri
Heterodoxus macropus 47-73 bp Renfet al, 2001
Psocotteri
Lepidopsocidyen. 2120 bp Shaet al, 2003
Tisanotteri
Thrips imaginis 440-460 bp Shao & Barker, 2003
Tisanuri
Tricholepidion gertschi 397 bp Nardet al, 2003
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3.1.2 Caratteristiche molecolari ed evolutive dell&kegione di Controllo negli insetti: vantaggi

e svantaggi per l'utilizzo in studi evolutivi.

| pochi dati di letteratura ad oggi disponibili Migcono solo una serie di indicazioni per quanto
riguarda le caratteristiche molecolari della Regiai Controllo condivise dai vari ordini di insetti
(Zhang & Hewitt, 1997).

Oltre all’elevato contenuto in adenine e timinenjcmemente tra I'85 e il 96%, da cui il nome di
“AT-rich region”), la Regione di Controllo negli insetti presentéestrema variabilita per quanto
riguarda la lunghezza, ovvero nel numero di nuadeéal cui essa € composta (dalle ca. 350 alle
13.000 bp, vedtabella 3. Un elevato grado di polimorfismo di lunghezzd aoharcatore e stato
rilevato anche tra specie molto affini tra loroaddirittura, tra individui appartenenti a diverse
popolazioni di una stessa specie (Bogteal, 1989; Mardulyn, 2001; Mardulyet al, 2003) e si
pensa che sia dovuto principalmente ad una estvanmbilita in lunghezza e nel numero di copie
di elementi ripetitivi (principalmente unita ripgie in “tandem”) che si trovano piu 0 meno
dispersi all'interno della sequenza nucleotidicasi@pone che la variabilita nel numero di copie
degli elementi ripetitivi della Regione di Contimkia responsabile anche di un fenomeno chiamato
eteroplasmia di lunghezzajia osservato in alcuni organismi animali (Rah€93), per cui un
singolo individuo pud essere portatore di due o ganomi mitocondriali che differiscono
esclusivamente per la lunghezza della Regione dirGio. Casi di eteroplasmia di lunghezza sono
stati osservati nei maggiori gruppi di insetti, @@irtotteri e Ditteri, e nei Coleotteri curculionid

in cui quasi tutti gli individui analizzati (circal9) sono risultati eteroplasmici (Boyeeal, 1989).
Rispetto al DNA mitocondriale dei vertebrati, negisetti (e negli invertebrati, in genere) le
ripetizioni in tandem tendono ad essere piu eseseicorrere con un numero di copie piu elevato,
dando luogo piu frequentemente a tali fenomentatioplasmia di lunghezza.

Un certo grado di variabilita esiste anche per tuaiguarda la posizione relativa della Regione di
Controllo rispetto ai geni codificanti del DNA mdondriale posizionati alle sue estremita.
Solitamente negli insetti la Regione di Controllméalizzata tra il gene codificante per la subanit
ribosomale minore (12S) ed un blocco piu 0 menoaroso di geni che trascrivono per alcuni
tRNA, in cui il tRNA per la metionina e di solitmotenuto. In particolare, la localizzazione della
Regione di Controllo nei confronti dei geni perRNA puo variare notevolmente a causa dei
fenomeni di trasposizione all'interno del DNA mitoriale che interessano questi geni con una

frequenza piuttosto elevata negli artropodi (Roaheet al, 2002).
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Contrariamente a quanto avviene per i geni codificdel DNA mitocondriale, se si confronta la
sequenza primaria dei nucleotidi della Regione dnt@®llo di esemplari appartenenti a diversi
ordini di insetti si rileva un elevatissimo gradbdivergenza, ed € ormai abbastanza chiaro che
eventi di inserzione, duplicazione e delezioneatiilo di interi tratti di sequenza abbiano avuto un
ruolo importante nell’evoluzione della Regione dinfrollo ad alti livelli tassonomici. Tuttavia, il
confronto di sequenze di esemplari appartenenpieais molto affini tra loro rileva in alcuni casi
livelli di variabilita equiparabili con quelli pra@nienti da geni mitocondriali codificanti (Monnerot
et al. 1990; Tayloret al, 1993; Cacconet al, 1996; Vila & Bjorklund, 2004), mentre in altri gia
come nei coleotteri crisomelidi, il grado di vaiilgh, anche a livello intraspecifico, risulta mmlt
piu elevato (Mardulyn, 2001; Mardulyet al, 2003). Questi risultati suggeriscono una diffegen
evoluzione del marcatore a diversi livelli tassoimm a seconda del taxon che si prende in esame.
Per quanto detto e data la scarsita di dati digjplgmel caso si intenda utilizzare questo mareto
per studi evolutivi su esemplari appartenenti aatamai esaminati, risulta di fondamentale
importanza condurre uno studio preliminare sullaamlita di questo marcatore a diversi livelli

tassonomici (Mardulyet al, 2003).

Se le caratteristiche molecolari finora elencatadomo la Regione di Controllo del DNA
mitocondriale un marcatore potenzialmente utile gadi evolutivi su taxa estremamente affini,
gueste costituiscono nello stesso tempo un asplettme rende tecnicamente difficile I'isolamento
e il sequenziamento, anche in una prospettivailizad diffuso e diroutinein studi di sistematica
molecolare.

L’isolamento della Regione di Controllo tramiteriexhe di PCR e il successivo sequenziamento in
nuovi taxa presentano infatti notevoli difficoltalghunto di vista metodologico.

Innanzitutto la variabilita del posizionamento deRegione di Controllo nei confronti del blocco
dei geni per i tRNA rende complicata la progettagiadi primer esterni che permettano di
amplificare agevolmente l'intera regione, poichgaasa della carenza di dati di sequenza sulle zone
adiacenti al marcatore € sempre necessario undosgudliminare volto alla conoscenza delle
regioni limitrofe.

La totale assenza di informazioai priori sulla lunghezza del marcatore da amplificare, data
'estrema variabilita e nessuna indicazione su tuléma quando si intraprende lo studio su un
nuovo taxon, costituisce un’ulteriore difficoltarp@ttimizzazione dei parametri fondamentali della
tecnica di PCR o diong PCR. Inoltre, la presenza di elementi ripetitmmopolimeri, strutture
secondarie, e I'eventualita di fenomeni di etersple di lunghezza, oltre a rappresentare difficolta

aggiuntive per il successo delle reazioni di PC&nid luogo a problematiche tecniche per quanto
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riguarda la successiva fase di sequenziamento detatore: infatti gli elementi ripetitivi e gli
stretchomopolimerici causano lo scivolamento o il bloctl'’enzima DNA polimerasi in fase di
sequenziamento, rendendo molto difficile, se nopassibile, I'interpretazione e la lettura dei
cromatogrammif{gura 7a, §. Per superare tali difficolta € necessario intesimi casi ricorrere a
tecniche di clonaggio, orientate all'introduzionel drammento amplificato del marcatore in un
plasmide batterico. La tecnica di clonaggio senfhdditare il sequenziamento della Regione di
Controllo, o di parti di essa, soprattutto nel cdssequenze nucleotidiche estremamente lunghe e/o
complesse dal punto di vista strutturale, probabilte a causa di una maggiore stabilita
termodinamica della molecola circolare di acido lewo ricombinante prodotta dall'inserzione

della Regione di Controllo in un vettore plasmidico

3.2 Procedure sperimentali
3.2.1 Estrazione del DNA

La maggior parte dei campioni biologici sono ssatitoposti all’estrazione del DNA per mezzo di
un protocollo standard mediante [l'utilizzo di Fem@loroformio: Acido Isoamilico 1:24
(Sambrook & Russell, 2000). Nei casi in cui persiecessive reazioni di amplificazione fosse
necessario disporre di un DNA di maggiore qualitpueezza €& stato adottato un protocollo di
estrazione mediante 'uso di CTAB (Sambrook & Riss2000), o & stato utilizzato un kit
commerciale di estrazione di acidi nucleici (Pure§eGentralissue & CellKit). Date le piccole
dimensioni deiMeligethes e di conseguenza la modesta quantita totalesdutedisponibile, si e
deciso di condurre la lisi cellulare utilizzanddtituitessuti dei campioni, e quindi I'animale e
stato sottoposto al processo.

| protocolli di lisi e di estrazione del DNA sonegtritti in Appendice Il A.

3.2.2 Tecniche di PCR e Long PCR

La tecnica della PCRPplymerase Chain ReactipfSaiki et al, 1985; Mulliset al, 1986) viene
correntemente utilizzata per isolare ed amplificegmenti di DNA mediante una serie di reazioni
di sintesi a catena catalizzate da un enzima teabits di DNA polimerasi Taq polymerasge
secondo un particolare ciclo termico che prevederde temperature e tempi per le tre fasi
fondamentali, che consistono: 1) nella denaturazibel DNA che funge da stampo, 2) nel legame
con iprimer, e 3) nell’estensione delle catene nascenti.

| requisiti fondamentali affinché una reazione dCHP avvenga con successo consistono

principalmente nella conoscenza quantomeno pardéla sequenza delle regioni fiancheggianti la
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zona di interesse e della lunghezza del frammemtosc intende amplificare. Il primo requisito e
indispensabile poiché sulla base delle sequenzecH@éygianti vengono progettati i due
oligonucleotidi(primer) che fungono da iniziatori della reazione, meriteecondo dato permette di
agevolare la programmazione delle temperature ted®i del ciclo termico, in particolare quelli di
estensione dei frammenti. La tecnica di PCR pesmstediante 'uso di undaq polimerasi
standarddi amplificare frammenti di 1-2 Kb in lunghezzaammolto difficilmente o per nulla
frammenti piu estesi. Tra le cause di questo limitgl'attivita della Taq polimerasi ha
probabilmente grande rilevanza l'incorporazionebdsi “errate” in posizione 3’ del filamento in
crescita e I'assenza di un’'attivita di riparaziasonucleasica: questo provocherebbe un distacco
prematuro dell’enzima dal filamento stampo, e dengn limite nella polimerizzazione di prodotti
PCR di maggiore lunghezza. Questo ostacolo tegmicoessere superato usando in reazione una
miscela di due enzimi di DNA polimerasi, uno deiatjlefficiente come una normaltaq nel
catalizzare la reazione di polimerizzazione, ma@uli attivita “riparativa” fon-proofreadind
I'altro che invece provvede essenzialmente attssvan’attivita esonucleasica 3’-§rpofreading

ad eliminare i nucleotidi “errati” permettendo atippo enzima di reintrodurre il nucleotide
“corretto”, complementare, cioe, al filamento stam@Queste miscele diaqg polimerasi a diversa
attivita permettono di amplificare frammenti molimghi (fino a ca. 50.000 bp) e sono quindi
utilizzate in reazioni PCR patrticolari detteng PCR. Sebbene i principi e i parametri fondamentali
da considerare per il successo delle reaziohodg PCR siano essenzialmente gli stessi di quelli di
una normale reazione PCR, occorre esaminare aégpatti fondamentali: 1) innanzitutto lunghi
frammenti possono essere amplificati solamente MA DBativo di buona qualita, da cui I'esigenza
di una preparazione molto piu accurata dell’esirditDNA 2) nel caso delleong PCR il grado di
specificita dell'amplificazione va tenuto sottoesto controllo ed € quindi fondamentale disegnare
primer molto specifici per il frammento che si intend®l@e; 3) i tempi, ma soprattutto le
temperature del ciclo termico possono variare sdnmnte da quelle previste da una procedura
standard di reazione PCR, ed é quindi necessarionaggiore sforzo di ottimizzazione dei

parametri in questione.

A causa delle difficolta tecniche appena menzigndiemplificazione e il sequenziamento

dell'intera Regione di Controllo né¥leligethesha richiesto un notevole sforzo sperimentale. Le
condizioni sperimentali ottimali utilizzate per Weplificazione e il sequenziamento dell'intera

Regione di Controllo, o di parti di essa, sono ntigie in Appendice |l B.

Allo scopo di progettare derimer specifici per I'amplificazione della Regione di@mllo, data la

carenza di informazioni sull’esatta localizzaziatedla Regione soprattutto rispetto al blocco dei
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geni per i tRNA (Met, GIn e lle), e l'assenza ditiddi sequenza per Meligethesdei geni
immediatamente adiacenti al marcatore, si € dogtoedere inizialmente all’'amplificazione e al
sequenziamento coprimer universali (ossiaprimer che consistono di sequenze ampiamente
conservate anche in taxa molto distanti filogemetiente e che permettono I'amplificazione di
frammenti provenienti da entita di gruppi tassormranche molto eterogenei) di due geni quanto
piu possibile prossimi alla Regione di Controll@ a monte che a valle della stessa, facilmente
sequenziabili e con un posizionamento relativardétno del DNA mitocondriale dei coleotteri che
risultasse ben conservato. In conformitd a queatatteristiche si € quindi deciso di isolare e
sequenziare dei tratti di gene relativi alla citooo ossidasi | (COI) e alla subunita minore del RNA
ribosomale (12S). Sulla base delle sequenze dainfienti di COIl e 12S é stata quindi disegnata
una coppia dprimer specifica per Meligethes(C1-N-1652 / SR-J-14464) che e stata utilizzata
successivamente per amplificare I'intera Region€aintrollo mediantd.ong PCR utilizzando un

kit commerciale di miscela di enzinttXpand Long Template PCR SystRathe) figura 4).

C1IN-1652
Os 5
| _coi [ryiCyfTre ND2 |ve[Gin/ile [ REGIONE BICONTROEEOTT T 128
3z | 5
5 <4
T T SRJ-1446¢

ca. 7500 bp

Figura 4 — Primer utilizzati in una prima fase per I'amplificazione dell'intera Regione di Controllo
Figure 4 — Schematic diagram showing the positibtihe primers used for the first amplification bétwhole Control
Region

Data la totale assenza di informazioni sulla lurzghedel frammento, si e tentato inizialmente di
amplificare lintera Regione di Controllo modificdm gradualmente i valori di temperatura e i
tempi del ciclo termico nelle reazioni ldong PCR. Solo dopo numerose prove sperimentali e stato
isolato con successo un frammento di ca. 7500 bpaiisita quindi I'informazione necessaria sulla

lunghezza attesa del prodotto di amplificazionepsstati ottimizzati i parametri di reazione.

Data la necessita di ridurre la lunghezza del framim amplificato all’estremita 5’, in modo da
rendere piu agevole I'amplificazione e poter inigida successiva fase di sequenziamento -
medianteprimer walking - quanto piu possibile a ridosso del marcatore,miovato ad utilizzare un
primer disegnato specificatamente @&onioctenaMardulynet al, 2003) sul gene del tRNA per la
metionina (TM-N-204). Questprimer, in coppia con iprimer SR-J-14464, ha fornito degli ottimi

risultati ed e stato quindi utilizzato per le swgsiee amplificazioni: in tal modo e stato possibile
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ottenere per otto esemplari teligethesthalassophilusun frammento di ca. 5500-6000 bp,

corrispondente quasi esclusivamente all'intera &egdi Controllo figura 5).

TM-N-204
Os } 3
v Gin| e [ REGIONE DI CONTROLEG ] [12s
GER s
| <
]

---------------------------------------------------------------------------------------------------------- SR-J-14464
ca. 55006000 bp

Figura 5 — Primer utilizzati definitivamente per I'amplificazione dell'intera Regione di Controllo
Figure 5 — Schematic diagram showing the positibthe primers definitely used for the amplificatiointhe whole
Control Region

Sulla base di un’analisi della variabilita dellénd Regione di Controllo (vedi risultati) & stata
selezionata e successivamente amplificata per paare dei campioni - mediante la coppia di
primer SR-N-04/SR-J-01 (vediabella 4 - una porzione di circa 1800 bp, caratterizzaaud
livello di divergenza genetica appropriato ai finuna ricostruzione filogeneticéigura 6).

Per altri individui per i quali 'amplificazione dil800 paia di basi non forniva risultati
soddisfacenti, di questa porzione sono state aicgikf solamente 800 paia di basi mediante la
coppia diprimer SR-N-03/SR-J-01 (vedabella 4, figura 6.

SR-N-04 SR-N-03
Os 3
G e | zs
(+)3 l ! 5
| | ca. 800 bp 4
]
O SR-J-01
ca. 1800 bp

Figura 6 — Primer utilizzati per I'amplificazione di una porzione di Regione di Controllo
Figure 6 — Schematic diagram showing the positibthe primers used for the amplification of a smatirtion of
Control Region

3.2.3 Clonaggio

Dal momento che il sequenziamento diretto dei ptod®CR provenienti dall'isolamento della
Regione di Controllo non forniva cromatogrammi legge facilmente interpretabilifigura 7 a, ¢
dovuti, come gia accennato, a problemi legati aorfeeni di scivolamento e/o blocco della
polimerasi in fase di sequenziamento, si € resessacio introdurre in vettori plasmidici mediante
clonaggio tutti i frammenti amplificati relativiaiall'intera Regione di Controllo, sia delle paorze
prescelta per le analisi filogeneticHeggra 7 b, g. Il procedimento di clonaggio (T/A cloning) e

riportato in Appendice 1l C.
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Figura 7 — Cromatogrammi risultanti da: a) sequenzamento diretto di un prodotto PCR; b) sequenziamerd di
un prodotto PCR dopo l'introduzione nel plasmide; ¢ sequenziamento diretto di un prodotto PCR in prosimita
di un omopolimero; d) sequenziamento di un prodottoPCR in prossimita di un omopolimero dopo I’
introduzione in un plasmide.

Figure 7 — Chromatograms showing a) direct sequemcif a PCR product; b) sequencing of a PCR proéhlidwing
its introduction into a plasmid vector; c) direcequencing of a PCR product close to a homopolyrreich; d)
sequencing of a PCR product close to a homopolgtnecth following its introduction into a plasmiéctor.

3.2.4 Sequenziamento

Il sequenziamento & stato eseguito presso il Cdlitr®equenziamento BMR dell’'Universita di
Padova utilizzando un procedimento automatizzatdticapillare (modello Applied Biosystem
Hitachi 3100 Genetic Analyzeche fa uso di un’analisi mediante fluorescenzdrainmenti di
oligonucleotidi prodotti con il metodo classico dkteossinucleotidi descritto in Appendice Il D
(Maxam & Gilbert, 1977; Hillis & Moritz, 1990).

La sequenza completa della Regione di Controllogter campioni diM. thalassophiluse stata
ottenuta attraverso la sovrapposizione di nove esezpi parziali risultanti dal sequenziamento
medianteprimer walking del singolo frammento corrispondente all'interggiRae di Controllo del
campione precedentemente incluso mediante clonaggio plasmide. Léabella 4riporta iprimer
utilizzati per il sequenziamento dell'intera Regadi Controllo, mentre ifigura 8 € rappresentata

la loro posizione.
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Per tutte le specie del sottogruppdWli coracinusil sequenziamento dei frammenti di interesse ai
fini delle analisi filogenetiche & stato condottoncil primer SR-J-01, gia utilizzato in fase di

amplificazione.

TM-N-204 TM-N-02 TM-N-03 TM-N-04 TM-N-05

O s 3
[vet[cin] 1= [N [[ 125

CK
SR-J-04 SR-J-03 SR-J-02 SR-J-01 F

igura 8 — Primer utilizzati per il sequenziamento tramiteprimer walking dell'intera Regione di Controllo
Figure 8 — Schematic diagram showing the positibthe primers used for sequencing the entire CdriRegion by

means of “primer walking” method.

Per quanto riguarda la zona centrale della Regiin€ontrollo (indicata infigura 7 con un
rettangolo tratteggiato) non € stato possibile nefte alcun dato di sequenza: le regioni
fiancheggianti, infatti, sono costituite esclusivate da elementi ripetitivi molto estesi su cui gon

in alcun modo possibile disegngmemer di sequenziamento funzionanti.

Tabella 4—Primer utilizzati per 'amplificazione e il sequenziamend della Regione di Controllo neMeligethes

Table 4 — Primers used for amplification and sequencing@bchondrial Control Region in Meligethes

Sigla Sequenza Fonte e sigla originale
Primer specifici per I'amplificazione dell'intera R egione di Controllo
C1-N-1652 5 GCATGAGCAGTAACAATAAC 3 Progettato pe r questo studio
SR-J-14464 5 CTGGTATAACTTATTGTGGG 3’ Progettato p er questo lavoro
TM-N-01 5'TAACCTTYATAAATGGGGTATG 3’ Mardulyn et al ., 2003; TM-N- 204
Primer specifici per I'amplificazione di una porzio ne di Regione di Controllo
SR-J-01 5" GAAACTCAATACATAAGCTAG 3 Progettato per questo studio
SR-N-04 5 GATTCTACCAATTTCATAGG 3 Progettato per questo studio
SR-N-03 5 GTTGATTGAAATTAGTGGG 3 Progettato per questo studio
Primer per il sequenziamento della Regione di Contr ollo
TM-N-01 5" TAACCTTYATAAATGGGGTATG 3’ Mardulyn et al ., 2003; TM-N- 204
TM-N-02 5 ACAGAGAGAGCGGTAAGC 3 Progettato per guesto studio
TM-N-03 5" ATATCATACTTAATAGCAAC 3’ Progettato per guesto studio
TM-N-04 5 ATTTGATTTGTATTTCTATTCG 3’ Progettato per guesto studio
TM-N-05 5 TTTGTAGGGTTTATTTAGCC 3 Progettato per guesto studio
SR-J-01 5" GAAACTCAATACATAAGCTAG 3 Progettato per guesto studio
SR-J-02 5 TTCGGGTATGATTAGGATTC 3 Progettato per questo studio
SR-J-02 mod 5 TATGATTAGGATTCCTTGG 3’ Progettato per questo studio
SR-J-03 5 ATGATTCGGATTTACTAGC 3 Progettato per questo studio
SR-J-04(+) 5 ATCGAACCTATGAAATTGG 3 Progettato per questo studio
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3.3 Metodi di analisi molecolare e filogenetica

3.3.1 Allineamento delle sequenze

Uno dei problemi di base dell'analisi di sequenzeleotidiche o aminoacidiche consiste nel
determinare se esse siano correlate, ovvero sausipile ipotizzare la discendenza da un antenato
comune attraverso una serie di processi che ablo@noolto fenomeni di mutazione e selezione.
In altre parole, il primo passo di ogni analisiofjenetica consiste nello stabilire un’ipotesi di
omologia tra i caratteri che verranno utilizzatr feericostruzione della storia evolutiva dei tara
studio.

L'allineamento delle sequenze e essenzialmente atodm attraverso il quale si possono
riconoscere le potenziali omologie tra i nucleotdira le posizioni aminoacidiche (Needelman &
Wunsch, 1970; Smitbt al, 1981; Hillis & Moritz, 1990; Nei & Kumar, 2000;Hlips et al, 2000;
Page & Holmes, 1998).

L’allineamento segue un criterio di ottimalita csiebasa sull’'attribuzione di un punteggsrgre
tanto piu elevato quanto maggiore e la similanthle sequenze, e dove € inoltre richiesto un
modello probabilistico per la valutazione di cias@unteggio.

La possibilita di inserzioni e delezioni fa si aiel’allineamento vi possano essere dei vugdaip].

L' introduzione di urgap corrisponde all’attribuzione di eventi di deleziatiebasi in una sequenza
ed e considerato un evento raro nel caso di un gedificante per una proteina, per la quale sara
piu probabile avere un residuo sostituito da umoaftiuttosto che perdere parti della propria
struttura o averne inserigx-novo Di solito, quindi, I'introduzione djap all'interno di sequenze di
geni codificanti viene penalizzato con un punteggggativo piuttosto elevato. Lo stesso non si puo
dire per quanto riguarda i geni non codificanti; pguali non esistono costrizioni evolutive dovute
alla traduzione in proteine funzionanti, e peraljjoccorre considerare una frequenza piu eleviata d
eventi di delezione o duplicazione nucleotidicaegesndo quindi un minor “costo” evolutivo
all'introduzione digap.

L’adattamento degli algoritmi per la ricerca di alfineamento ottimale tra due sequenze pone dei
problemi di applicabilita per piu di tre sequenomsiderate contemporaneamente (allineamento di
sequenze multiple); a questo proposito esiston@rsiivapprocci, da quello euristico (metodi
approssimati) (Feng & Doolittle, 1987) a quellol@dineamento multiplo che sfrutta il criterio del
Maximum likelihhoodBishop & Thompson, 1986; Mitchison & Durbin, 1995

Le otto sequenze complete di Regione di Contratiorrispondenti tutte a campioni dil.

thalassophilus- a meno di una porzione della zona piu centraddiRisultat) - sono state ottenute
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allineando e montando tra loro le sequenze paraihverso 'uso del programma Staden Package
ver. 2002.0 (Bonfieldet al, 1999-2002). Questo programma, che utilizza dedgdoritmi di
consenso per lallineamentdi{e Consensus Algorithingpermette di seguire passo passo ogni
cambiamento durante la fase alliting delle sequenze e di controllare I'esatta attriboei dei
nucleotidi grazie ad una visualizzazione in palaltkei cromatogrammi di sequenza.

Per ognuno degli otto esemplari sono state prodhite sequenze di consenso, una relativa alla
porzione di Regione di Controllo adiacente al gde#la subunita minore del RNA ribosomale
(12S) e un’altra corrispondente alla porzione aghée al gene per il tRNA dell'isoleucina (lle) (di
qui in poi denominate rispettivamergerzione SR porzione TM (Appendice | A, B). Le estremita
della Regione sono state definite mediante il atfy e I'allineamento con le sequenze omologhe
di 12S e lle diGonioctena ChrysomelaTribolium, Pyrocoelig Crioceris (Coleotteri),Drosophila
(Ditteri) e Locusta(Ortotteri). Entrambe le porzioni di Regione dirfwollo degli otto esemplari
sono state allineate tra loro mediante il softw@hestal X (Thompsort al, 1997) con i parametri
standarddefiniti dal programmagap opening/extension penaltid%.00/6.66).

La stabilita degli allineamenti é stata esploratecessivamente mediante il software S.O.A.P. ver.
1.1 (Léytynoja & Milinkovitch, 2001): questo progmana genera automaticamente una serie di
allineamenti mediante l'algoritmo di Clustal X, isrdo i valori dei parametri relativi
all’'assegnazione dei “costi evolutivi” dgap entro uno specifico intervallo numerico. Il progmaa
permette, dunque, di esplorare le eventuali varrazanel risultato dell’allineamento al variare dei
“costi evolutivi” assegnati agap, e, mediante il confronto degli allineamenti rianti e la
produzione di un allineamento di consenso e pdssibidividuare facilmente le posizioni
nucleotidiche piu “instabili”, e dunque i tratti dequenza per cui e piu difficile un confronto dei
caratteri in termini di omologia.

Anche per il resto degli esemplari analizzati, ipguali € stata sequenziata solo la zona all’irdern
della porzione SRdi circa 800 bp della Regione di Controllo, I'aflamento e stato portato a
termine mediante gli algoritmi di analisi di Stadeackage ver. 2002.0 e Clustal X, ed é stata
saggiata la stabilita dell'allineamento mediantsoittware S.O.A.P. 1.1.

Gli allineamenti delle sequenze nucleotidiche atterper I'intera Regione di Controllo e per la

parte selezionata ai fini delle ricostruzioni fitbagetiche sono riportati in Appendice | C.

3.3.2 Analisi della variabilita mediantesliding windows

Come gia accennato, la base delle conoscenze deyuiafa variabilita a diversi livelli tassonomici

della Regione di Controllo degli insetti prevedegrado di variabilita nucleotidica non omogeneo
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lungo la regione. E’ estremamente importante camar@ questo aspetto se si intende utilizzare
guesto marcatore per analisi filogenetiche molecdldardulyn et al, 2003). Ai fini di una
ricostruzione filogenetica, una scarsa variabilitan consentirebbe di ottenere un segnale
filogenetico sufficiente per distinguere i taxa togio, cosi come una variabilita troppo elevata
potrebbe risultare inutilizzabile a causa di unala frequenza di eventi di sostituzioni multiple
(multiple hit9 in uno stesso sito, con il conseguente effetteatlirazione dei siti nucleotidici (Page
& Holmes, 1998).

Per tale motivo si e reso opportuno analizzare garievamente il grado di diversita nucleotidica
lungo lintera sequenza di Regione di Controllde @lcopo di selezionare una zona che presentasse
una variabilita adatta per condurre le successiadis filogenetiche.

Allo scopo di analizzare il grado di variabilita akeotidica delle varie parti della Regione di
Controllo dei Meligethessono state confrontate le sequenze complete di egemplari diM.
thalassophilusmediante il programma SWAAP 1.0.0 (Pride, 2000)efosoftwarepermette di
stimare la variabilitd lungo un allineamento disege mediante un’analisi che comprende I'uso di
una “finestra mobile” gliding window): questo tipo di analisi permette di calcolare niodo
iterativo un indice di similarita medio (corrisp@me ad una percentuale di identita media tra le
sequenze) corrispondente al numero di nucleotidirianti rispetto al numero totale dei nucleotidi
compresi all'interno di una “finestra’sliding window) comprensiva di un numero di basi imposto.
La finestra scorre lungo I'allineamento di un numdr basi nucleotidiche prescelto, esdftware
ricalcola ogni volta I'indice medio di similarita.

L’analisi di variabilita tramite sliding windows e stata condotta sia perparzione TMche per la
porzione SRdella Regione di Controllo ddileligethesutilizzando una “finestra” di 40 basi
nucleotidiche, con successivi spostamenti dellasstdungo I'allineamento di una singola base,

eliminando dall’analisi i siti nucleotidici contemigap.

3.3.3 Analisi molecolare delle sequenze

Le analisi ed il confronto delle sequenze nucleciie della Regione di Controllo sono state
condotte mediante I'uso dei programmi MEGA ver.&Kumar et al, 2001) e DnaSP ver. 3.5.1
(Rozas & Rozas, 1999).

Dall'allineamento delle sequenze sono stati catcokeguenti parametri:

» composizione nucleotidica (frequenze medie deitquaticleotidi)

* rapporto medio transizioni/transversioni (Ti/Tv)
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e numero dei siti variabili (s.v.)

* numero siti informativi per la Massima Parsimonia

Le divergenze tra le sequenze, a livello intraingdr-specifico, sono state calcolate come distanze
p (proportion,numero di differenze nucleotidiche diviso il numéotale di siti confrontati) (Nei &
Kumar, 2000) e riportate sotto forma di matrici. destanze genetich@ sono state quindi
inizialmente calcolate per i confronti a coppie tw&i gli individui saggiati. La distanza € una
stima piuttosto grossolana dell'effettivo numeraambiamenti evolutivi avvenuti: uno stesso sito
potrebbe aver subito ripetute mutazioni nel corsb tdmpo, cosicché il nucleotide osservato
potrebbe essere il risultato ultimo di una seriesastituzioni. Come gia ricordato, gli eventi di
sostituzione multipla (amultiple hits) aumentano al crescere del tempo di divergenzdetra
sequenze e portano ad un effetto di saturazionge(RaHolmes, 1998). A causa di questo effetto,
le sostituzioni piu recenti non sono piu distingliitba quelle piu remote, e dunque mediante il solo
calcolo delle differenze nucleotidiche si sottostima le reali modificazioni intercorse, soprattutto
tra le sequenze piu divergenti. Per tale motivgp@€sso opportuno adottare anche dei metodi di
correzione delle distanze, i quali prevedono gniihento ad un modello evolutivo che prende in
considerazione vari parametri (frequenza di sasttu delle basi, rapporto di transizioni e
transversioni, indice di forma della distribuziagemma, ed altri eventuali parametri).

Le distanze genetiche per i confronti a coppiettti gli individui saggiati sono state quindi
ricalcolate e corrette secondo un modello evolusetezionato mediante il programma Modeltest
3.06 (Posada & Crandall, 1998).

3.3.4 Scelta dei modelli di evoluzione molecolare

Come gia accennato la divergenza tra due sequemzecgsere misurata semplicemente come
percentuale di nucleotidi differenti, ma, nel casiovoglia tener conto di possibili eventi di
sostituzioni multiple e retrosostituzioni, puo essecalcolata utilizzando opportuni modelli
matematici che considerano la natura stocastida dalitazione genica (Goldman, 1993; Yang,
1996; Page & Holmes, 1998; Nei & Kumar, 2000).

Ciascun modello € basato su una serie di assureijomori che riguardano il modo in cui evolvono
i siti nucleotidici, la probabilita con cui si vBgano le mutazioni in ciascun sito, la probabilitée

un certo tipo di sostituzione si verifichi e la qoosizione in basi delle sequenze.

Con lo scopo di individuare il modello di evoluzermolecolare piu conforme ai dati a
disposizione, le sequenze nucleotidiche sono staddizzate utilizzando il programma Modeltest
3.06 (Posada & Crandall, 1998). Attraversdikklihood ratio test(LRT) vengono confrontati
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diversi modelli evolutivi via via piu sofisticati eomplessi attraverso una struttura gerarchica
implementata in Modeltest 3.06 (Felsestein, 198B81 Goldman, 1993; Huelsenbeck & Rannala,
1997; Posada & Crandall, 2001&y(@ra 9.

Il likelihood ratio tes{LRT) viene calcolato attraverso la formula:

0 =2 logh
dovel & pari a:

_ max [Lo (modellonullo |dati)]
max [L1 (modellonullo | dati)]

Lo =likelihooddell'ipotesi nulla (modello semplice)

L1 =likelihooddell'ipotesi alternativa (modello piu complesso)

In questo modo, il programma puo comparare i valdikelihood di differenti modelli e scegliere

guello con il punteggiddg likelihood scorespiu elevato.
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Substituion rates aff Mt faptsple HoHapHapspe

=T

AWANANANANA

JCIC+1 JC+T JC+I+ T KBO KBO+1 KB+ K1+ SYM SYM+[ SYM+T SYM+ I+ FR1F81+1 FRI+TFEI+H [ HKY HKY+1 HKY+I HKY++T GTR GTR+1GTR+T GTR+I+[

Figura 9 — Struttura gerarchica sviluppata da Modeltest (da Psada & Crandall, 1998)
Figure 9 — Hierarchical hypothesis testing in Maest (from Posada & Crandall, 1998)

Il programma calcola inoltre alcuni parametri clegatterizzano i tassi di eterogeneita (tassi di
sostituzione nucleotidica tra i siti). Vengono @ras considerazione due distribuzioni statistiche

comunemente utilizzate per descrivere le variai@ni siti nucleotidici. La distribuzione continua
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gamma [) implica un parametro di formal{ape= o) che specifica il tasso di variazione per i vari
siti; minore e il valore dir, maggiore € la differenza tra i tassi di variaeiaei siti (Yang, 1994). ||
modello di distribuzione discreta, dettmvariable-sites model; assume che alcuni siti variano
tutti con lo stesso tasso, mentre gli alimv@riable site} non sono in grado di accettare sostituzioni
nucleotidiche (Hasegavet al., 1985).

Il modello ed i parametri che caratterizzano i italésterogeneita definiti da Modeltest 3.06 sono
stati in seguito utilizzati completamente o in paatseconda dei casi per le analisi di ricostrzion
filogenetica basate su quattro diversi metodiNéighbor-Joining la Massima Parsimonia, la

Massima Verosimiglianza e I’Analisi Bayesiana.
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3.4 Metodi di ricostruzione filogenetica

Le relazioni evolutive che intercorrono tra le sexge nucleotidiche possono essere rappresentate
in forma grafica mediante un albero filogenetica topologia di un albero € I'insieme delle
relazioni descritte dai nodi e dai rami dell’albstesso.

Esistono numerosi metodi che permettono di ricostralberi filogenetici a partire da dati
molecolari. Solitamente si distinguono, a seconelatido di algoritmo utilizzato, due categorie di
metodi: metodi dclustering(ad esNeighbor-Joining e metodi di ottimizzazione (ad es., Massima
Parsimonia e Massima Verosimiglianza).

Queste due categorie equivalgono rispettivamentenaiodi basati sulle distanzéigtance
Method$ e ai metodi basati sui caratteri o0 metodi dis¢@baracter Methods

Nei primi le sequenze allineate vengono utilizza¢e compilare una matrice di distanza tra tutte le
possibili coppie di taxa in studio, successivameantgiegata per costruire I'albero attraverso un
algoritmo diclustering

Diversamente, nei metodi discreti vengono presidnsiderazione direttamente i siti nucleotidici
quali caratteri descrittori delle entita tassondmioggetto di analisi.

Nel presente studio gli alberi evolutivi sono stattenuti mediante l'applicazione di quattro

differenti metodi di ricostruzione filogenetica:

* Neighbor-joining(NJ; Saitou & Nei, 1987)
* Massima ParsimonidMaximum ParsimonyMP; Fitch, 1971)
e Massima Verosimiglianzaffaximum likelihoodML; Felsenstein, 1981)

* Analisi Bayesiana (Rannala & Yang, 1996).

L'applicazione di questi metodi per la ricerca dediberi e il calcolo degli indici statistici cheen
descrivono le caratteristiche sono stati condatti Eausilio dei programmi PAUP*hylogenetic
Analysis Using Parsimony *and Other Methpusr. 4.0b10 per MS-WINDOWS (Swofford, 2002)
e MRBAYES Bayesian inference of phylogenetic tie@tuelsenbeck & Ronquist, 2001).

| file nexuscompilati su PAUP* 4.0010 per MS-WINDOWS e utilse per condurre le analisi

filogenetiche sono riportati in Appendice IIl.

Come gia accennato precedentemente, dal momentooché stato possibile ottenere le sequenze
di Regione di Controllo del taxon di riferimendd. aeneus utilizzato come taxon di confronto
(outgroup nelle analisi filogenetiche molecolari finora datte per il sottogruppo dil. coracinus

né disponendo di sequenze allineabili e confrofitabi taxa potenzialmente utilizzabili in
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alternativa aM. aeneustutte le ricostruzioni filogenetiche attraversdifferenti metodi sono state
condotte senza specificare una sequentgroup Gli alberi filogenetici ottenuti dalle elaboramio
vengono dunque rappresentati non radiecatiqoted treeks tuttavia, in alcuni casi, per facilitarne la
visualizzazione grafica, alcuni alberi sono statlicati arbitrariamente in un secondo momento con
'unico esemplare disponibile dil. sp. cfr.coracinus(CRb1.1) mediante softwareTreeView 1.5
(Page, 1996).

3.4.1 Neighbor-Joining (NJ)

Il Neighbor-Joining(NJ) € un metodo concettualmente correlato adldizronali analisi dei gruppi
(cluster analysisma, a differenza di queste, hon assume che isdato ultrametrici (ovvero, non
assume che i tassi di sostituzione nucleotidicacsgli stessi per tutte le linee evolutive). Questo
metodo non é altro che la versione semplificatangieiodo diMinimum Evolution (ME, Rzhetsky

& Nei, 1993). L'albero filogenetico viene ottenutdiante un procedimento matematico iterativo
di addizione successiva dei taxa: si parte da ua#ica iniziale di distanze genetiche e si
raggruppano le sequenze piu "vicine" per costruir@ nuova matrice che possegga in entrata i due
taxa accorpati in un singolo elemento. Questo Esweli accoppiamento delle unita tassonomiche
piu vicine tra loro, a cui corrisponde una serieridnodellamenti simultanei nella topologia
dell'albero in costruzione, continua fino a cheituhodi non vengano risolti, ossia trasformati da
punti di divergenza multipla a punti di origine lforcazioni univoche (Rzhetsky & Nei, 1993;
Nei, 1996; Nei & Kumar, 2000). Da questo processatgene un unico albero filogenetico che puo
costituire una base di partenza per successivesaditicostruzione di alberi basate su altri nugto
come la Massima Parsimonid#&ximum Parsimonye la Massima Verosimiglianzaieximum
Likelihood.

3.4.2 Massima Parsimonia (MP)

Il metodo diMassima ParsimonigMP) utilizza tutta I'informazione contenuta neatdoperando
direttamente sui singoli caratteri piuttosto chensatrici di distanza. Introdotto inizialmente da
Edwards & Cavalli-Sforza (1963) sotto il nome di €idddo dell'Evoluzione Minima", fu poi
utilizzato da Camin & Sokal (1965) per lo studidl'deoluzione dei caratteri morfologici. Gli
algoritmi per I'applicazione del metodo ai dati gwalari furono poi messi a punto prima da Eck e
Dayhoff (1966), poi da Kluge e Farris (1969) e nefida Fitch (1971). Il metodo dilassima
Parsimoniasi basa sul principio del "Rasoio di Ockham"”, ulaég stabilisce che nella scelta delle

possibili spiegazioni di un certo fenomeno occqoreferire la piu semplice, cioé quella che
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richiede meno ipotesad hoc In altre parole, I'ipotesi migliore per spiegane processo € quella
che richiede il minor numero di assunzioni. Nel ccagelle ricostruzioni filogenetiche, la
spiegazione piu semplice che descrive I'evoluzidinen certo insieme di caratteri tassonomici e
guella che richiede il minor numero di cambiamesuolutivi o, piu specificatamente, il minor
numero di transizioni di stato dei caratteri. | §ibgi alberi filogenetici risultanti da un‘analisosi
condotta corrispondono, dunque, a quelli che mirmamo il numero di cambiamenti di stato dei
caratteri e che assumono il minor numero di eventilutivi (in questo caso di mutazioni) per
spiegare i dati osservati. In un’analisi di Parsimosu dati molecolari vengono considerati
solamente i siti per i quali sono rilevabili almethae differenti tipi di sostituzione nucleotidicanc
ciascun tipo di sostituzione presente almeno dite vell'intero insieme di sequenze in studio (siti
informativi per la parsimonia).

La costruzione dell'albero MP richiede quindi lssttozione di tutte le possibili topologie e il
calcolo del numero minimo di sostituzioni (dettacl@ lunghezza dell'albero) per ogni topologia.
Da questo calcolo sono ovviamente escluse le posizhe non mostrano sostituzioni e quelle
sostituzioni che compaiono una sola vofimgleton sites

Dato I'elevato numero di taxa e di caratteri damesare, l'analisi di Parsimonia e stata condotta
attraverso una ricerca euristica dell'albero fileegeco (Swofford & Berlocher, 1987; Nei & Kumarr,
2000). In questo contesto, una ricerca euristiem gprocedimento nel quale vengono esaminati
soltanto alcune topologie costruendo, in un priramgdo, un albero provvisorio attraverso un
algoritmo di addizione gradualestépwise addition algorithmm Successivamente, I'albero
provvisorio viene sottoposto ad una sorta di scandai rami branch swappingutilizzando un
determinato algoritmo al fine di trovare I'alberai gparsimonioso. In questo studio & stato scelto
I'algoritmo tree bisection-reconnectio(TBR) e si € proceduto mediante I'addizione casudsi
taxa. Il metodo di ricerca euristico € stato imptsper 100 repliche.

La costruzione di un albero MP implica l'assenzaetiiosostituzioni e di sostituzioni parallele
(omoplasia). Per dare una misura di quanto siaistemse I'albero con questa assunzione sono stati
calcolati diversi indici Consistency IndetCl), Retention IndeXRI), Rescaled Consistency Index
(RCI) (Farris, 1989; Quicke, 1993; Nei & Kumar, BQ0Gli indici Cl, Rl e RCI vengono calcolati
prendendo in considerazione solamente i siti infdivin per I'analisi di Parsimonia. E’ stato
calcolato inoltre iltree length (L) che rappresenta il numero totale di cambiamemblutivi
avvenuti, ed é la somma del numero di transizionistdto () verificatesi per ciascun sito
nucleotidico {). La ricerca di un albero filogenetico medianteMassima Parsimonia tende a

minimizzare il valore di L; questo, nelle fasi dierca dell'albero, viene assegnato come punteggio
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(scor@ a ciascuna delle topologie sondate e quella ¢fiene il punteggio piu basso viene scelta

come la piu verosimile.

65



3.4.3 Massima Verosimiglianza (ML)

A differenza dei precedenti metodi che utilizzamo punto di vista ipotetico-deduttivo, quelli di
Massima VerosimiglianzaMaximum likelihood ML; Felsenstein, 1981) richiedono un modello
probabilistico, trattando la stima della filogenesme un problema statistico e la costruzione di un
albero attraverso metodi di inferenza statisticgal&t, 1992). Uno dei vantaggi di questo metodo e
che risulta essere statisticamente consistentedgi@mizione e consente I'impiego di modelli di
evoluzione sofisticati e realistici; d’altra parée estremamente dispendioso dal punto di vista
computazionale, e non € utilizzabile per un nunedéegato di taxa.

La verosimiglianza (L) di un’ipotesi e la probatili(Pr) dei dati (D) data un’ipotesi (H):

L = Pr (D/H)

In un contesto di studi di filogenesi molecolara, tbpologia in esame ed i suoi parametri
rappresentano l'ipotesi (H), mentre le sequenzéentidiche o aminoacidiche corrispondono ai dati
osservati (D). Quindi, la verosimiglianza (L) e peobabilita che delle sequenze nucleotidiche o
aminoacidiche supportino una determinata topolagyraero un albero filogenetico. In altre parole,
la massima verosimiglianza é la probabilita cheati ¢possano essere osservati in accordo con
I'ipotesi formulata.

Ovviamente, ipotesi differenti avranno diversi valdi verosimiglianza ed il metodo di ML € in
grado di valutare le diverse ipotesi selezionangpodunamente quelle con valori piu alti di
verosimiglianza.

| metodi ML cercano per ogni topologia le lunghezdei rami che danno la massima
verosimiglianza per quella topologia. La topologiee globalmente da la massima verosimiglianza
viene assunta a rappresentare l'albero filogenetico

| valori di likelihood sono spesso molto piccoli e sono espressi quomdiedogaritmi naturalil¢g-
likelihood).

In sintesi, il metodo dMaximumLikelihoodrichiede che venga specificato un modello evotytiv

un albero filogenetico e i dati osservati.

Come per gli altri metodi, la Massima Verosimigiane stata applicata successivamente alla
selezione del modello di evoluzione molecolareguatto ottenuto da Modeltest 3.06.
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3.4.4 Analisi Bayesiana

L'inferenza Bayesiana della filogenesi (Rannala &y, 1996; Mau & Newton, 1997; Mat al,
1999) é basata su una quantita chianpatdabilita posterioredi un albero. Il teorema di Bayes

afferma:

Pr(Dati| Albero)x Pr(Albero)
Pr(Dati)

Pr(Albero| Dati) =

dove:

* Pr (Albero|Dati) € lgrobabilita posterioredi un albero filogenetico

* Pr (Dati|Albero) € la verosimiglianzhkglihood)

* Pr (Albero) e la probabilita priori di una filogenesi, ovvero la probabilita di un
albero prima di raccogliere i dati; in teoria, @pr tutti gli alberi sono considerati
ugualmente probabili. Tuttavia, si possono utiliezalcune informazioni, come ad
esempio le conoscenze tassonomiche sul gruppasiyuger fornire ad alcuni alberi
probabilita a priori piu elevate

« Pr (Dati) € una costante normalizzata per assiewhe la somma delle probabilita

posteriori sia pari ad uno

Le probabilitd posteriori sono probabilita, basate un modello, che vengono stimate
successivamente all’acquisizione di conoscenzedatii La probabilitd posteriore degli alberi
filogenetici puo essere interpretata come una ititzg influenzata dai dati, dell’i-esimo albefo.
altre parole, la probabilita posteriore di un atbe¥ la probabilita che l'albero sia corretto
(Huelsenbecket al, 2001), I'albero con la piu alta probabilita pErgdre potrebbe essere scelto
come la migliore stima della filogenesi.

Le probabilita posteriori non possono essere caleolanaliticamente, ma possono essere
approssimate con diversi metodi. Il metodo piviz#dto e quello delle Catene di Markov Monte
Carlo (Markov Chain Monte CarloMCMC) (Metropoliset al, 1953; Hastings, 1970; Green,
1995). I termini Metodo Monte Carlo o SimulazionoMe Carlo si riferiscono alla sperimentazione
mediante I'uso di numeri casuali (Simulazioni Sgitcde), mentre le Catene di Markov sono un
modello di sequenze di eventi dove la probabilitaun evento dipende dal fatto che un evento
precedente sia avvenuto. Nell’analisi Bayesiantad#bgenesi 'MCMC permette di campionare
dalla distribuzione delle probabilitd posteriori albero che viene utilizzato per “disturbare” in
modo stocastico I'albero corrente; il nuovo albpotra essere poi accettato o rifiutato con unacert

probabilita; se il nuovo albero sard accettatoravegottosposto successivamente ad un altro
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“disturbo”. L’intero processo costituisce una “geamone” di una catena; la proporzione temporale
con cui ogni albero viene “visitato” & un’approsaiione della probabilita posteriore dell’albero
(Yang & Rannala, 1997; Huelsenbeck & Ronquist, 2(delsenbeclet al, 2001; Lewis, 2001,
Huelsenbeclet al, 2002).

Come la Massima Parsimonia e la Massima Verosiarigh, I'analisi Bayesiana € un metodo
basato sui caratteri ed & applicato a ciascumsitteotidico dell’allineamento. Si comincia con un
albero scelto casualmente con una certa combimazeinlunghezze dei rami, parametri di
sostituzione e tasso di variabilita tra i siti ilmeo da definire lo stato iniziale della catena.
Attraverso il programma MrBayes € possibile indéc@r numero di generazioni, il numero di
catene, il numero di sostituzioni nucleotidiche pedficare se il tasso di sostituzione dei siti
variabili segue una distribuzione gamma. Allaunaeetdel numero di generazioni il processo
tendera a stabilizzarsi su un insieme di alberi@ono meno gli stessi valori tlkelihood, ovvero

la catena converge verso un “valore stabilikelihood'.

Per i dati relativi alla Regione di Controllo étstacelto di eseguire quattro catene per un numero
variabile di generazioni (vedile nexusin Appendice Ill) indicando i parametri del modell
selezionato da Modeltest 3.06.

L’albero ottenuto e equivalente ad un albero disemso dibootstrap50% majority rule (vedi
paragrafo suBootstrap), ma invece dei valori dootstrap ai nodi € possibile leggere le probabilita

posteriori posterior probability.

3.4.5Bootstrap

Il bootstrapé una tecnica statistica di ricampionamento atilia per valutare il grado di confidenza
dei risultati provenienti dall'analisi di un insiendi dati (Efron, 1982; Efroet al, 1996). Questa
tecnica viene applicata negli studi di filogenesngrando pseudorepliche dei caratteri, ovvero
ricostruendo, tramite ricampionamento casuale deieotidi, nuovi insiemi di sequenze. Se |l
numero originale di siti nucleotidici € parinan siti nucleotidici vengono scelti casualmente dalla
matrice originale delle sequenze, con la possibdiie ogni sito possa eventualmente entrare nella
nuova matrice di caratteri piu di una volta. La vaionatrice, composta daglisiti nucleotidici cosi
campionati, costituisce un nuovo insieme di seqeehDNA che viene utilizzato per costruire un
albero filogeneticoex-novo La topologia di questo nuovo albero viene cortlitan con quella
dell'originale e viene assegnato il punteggio divalore di identitd ad ogni nodo dell'albero
filogenetico originale che corrisponde a quellol'didero ottenuto pebootstrap La procedura di
ricampionamento dei siti nucleotidici, con la caysente ricostruzione di un nuovo albero, viene

replicata un certo numero di volte. Alla fine delpliche viene calcolatoitidice di bootstrapper i
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nodi, ossia la percentuale di volte in cui ognimatterno dell'albero originale ha ottenuto il valo

di identita. |1 nodi conindici di bootstrapmaggiori del 95% vengono considerati statisticamen
"robusti” (Felsenstein, 1985), sebbene sia possitoinsiderare allo stesso modo nodi con valori
anche minori, fino ad una soglia del 70%, e modenahte robusti, invece, nodi con valori tra il 50
% e il 70% (Hillis & Bull, 1993). Occorre tuttavigrecisare che la versione originale del test di
bootstrapproposto da Felsenstein (1985) - ed implementaBAUP* - & leggermente differente da
guella appena esposta: nel metodo originale, iniattest non esamina I'affidabilita dell’albero
ricostruito dai dati originali, ma valuta la robeta dei nodi dell’albero di consenso risultantéada
somma degli alberi generati per ricampionamentoguasto caso la ricostruzione dell’albero di
consenso e il calcolo degli indici bootstrapavvengono simultaneamente. Gli alberi di conseéinso
bootstrap (il 50% majority rule consensus tree il piu utilizzato e presenta in sostanza una
topologia in cui sono visualizzati come risoltiodi per i quali il ‘branch patterii si verifica con
una frequenza maggiore o uguale al 50%) sonocsthinlati e considerati, nella maggior parte dei
casi, come alberi filogenetici di riferimento pardiscussione dei risultati.

Attraverso un'analisi dbootstrap e stata stimata la confidenza statistica dei romtjli alberi
filogenetici ottenuti dal metodo di NJ e da quedioMP. Per il metodo di ML invece, a causa di

tempi di calcolo particolarmente lunghi, non eafadssibile stimare la confidenza dei nodi.

3.4.6 Ricostruzioni evolutive tramite network di Pasimonia statistica

La stima delle relazioni genealogiche tra gli aplodi una popolazione presenta talvolta numerose
difficolta quando si utilizzano i tradizionali meliodi ricostruzione filogenetica. Infatti i metodi
tradizionali (Massima Parsimonidleighborjoining, Massima Verosimiglianza) si basano su una
serie di assunzioni che spesso non risultano talttet valide quando si applicano per ricostruire le
relazioni evolutive a livello di popolazione (Poaad Crandall, 2001b). Infatti, le relazioni
genealogiche tra alleli campionati da individui aggpnenti a diverse specie seguono, in genere, una
struttura gerarchica e sono teoricamente rapprasiéininediante alberi filogenetici che seguono
una ramificazione dicotomica secondo un modellgpiciazione che prevede che da un antenato
comune si sviluppino, per ogni evento di speciagjatue linee filetiche derivate. Questo perché
l'isolamento riproduttivo permette, in un tempo guato, un accumulo di mutazioni tale da portare
a fissare alleli differenti nelle due specie, l@lgpresenteranno alla fine del processo di spemiaz
due pool genetici ben distinti. Al contrario, le relaziotre gli aplotipi campionati da individui
appartenenti ad una stessa popolazione o a diffgvepolazioni di una stessa specie non sono
necessariamente gerarchiche, ma possono seguirewslazione a reticolo”, poiché la frequente

ricombinazione di materiale genetico per riprodoeisessuale non permette di fissare gli alleli
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nelle diverse popolazioni, e di conseguenza spgiésplotipi differiscono tra loro per un numero
estremamente basso di mutazioni (Posada & Crargfdlllb; Morrison, 2005). Se si esaminano su
base genetica le relazioni evolutive a livello dipplazione € dunque molto probabile che un
aplotipo possa rappresentare un “nodo interno”eowwn possibile antenato di due o piu aplotipi
(Clementet al, 2000). | metodi tradizionali di ricostruzionéfienetica per lo studio delle relazioni

a livello intraspecifico risultano, quindi, del toinadeguati poiché non prendono in considerazione
tutti quei fenomeni che prevedono lo scambio fredgieli materiale genetico tra taxa, e che violano

di conseguenza alcune delle assunzioni a priczussi basano questi metodi.

L'applicazione delle metodologie classiche puo Itése poco opportuna (portando ad alberi
filogenetici scarsamente risolti, ovvero, ad albehte presentano nella loro topologia numerose
politomie) anche nel caso di una ricostruzioneethzioni filogenetiche tra taxa di recente origine,
tra i quali € possibile supporre, in tempi piu onmerecenti, fenomeni di ibridazione con
conseguente introgressione di alleli, un’eventaassimilabile allo scambio di materiale genetico
che avviene tra organismi a livello intraspecifico.

In tutti quei casi in cui si ritiene che le asswmzia priori dei metodi classici di ricostruzione
filogenetica non risultino soddisfatte si opera wicastruzione delle relazioni evolutive attraverso
I'utilizzo di algoritmi di network Le ricostruzioni tramitenetwork permettono di estrapolare le
informazioni genealogiche tra gli aplotipi assummrd possibilita di processi di biforcazione
multipla (formazione di fbop”) piuttosto che imporre delle relazioni evolutia#’interno di una
struttura dicotomica ad albero.

Le network in un contesto biologico, possono fornire ungrapentazione piu verosimile riguardo
la storia evolutiva degli aplotipi e dell'evoluziemlello stato dei caratteri tra antenati e discetide
se si suppone che questi possano avere relazionplesse e multiple, seguendo, quindi,
ramificazioni non necessariamente dicotomiche; gui anodo l'interpretazione di un diagramma
risultante da un’analisi dnetwork deve essere affiancato da ulteriori evidenze biole
(Morrison, 2005).

Uno dei metodi di ricostruzione tramitetworke basato sulla Parsimonia Statistica sviluppata da
Templetonet al. (1992) ed é implementato nel software TCS 1.8 r{el& et al, 2000). II
programma, in primo luogo, riunisce le sequenzatidee in aplotipi unici e calcola la frequenza
degli aplotipi all'interno dell'insieme dei dati.elLrelazioni evolutive tra gli aplotipi vengono qdin
analizzate impostando sloftwareaffinché i cladogrammi generati presentino un manmeassimo

di connessioni (ciascuna corrispondente ad stapmutazionale) correlato alla scelta di un livello

di probabilita di parsimonia, il quale puo varidireo ad un massimo del 95%.
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Oltre che per studi popolazionistici, il metodo ritostruzione dinetwork tramite Parsimonia
Statistica viene normalmente utilizzato in concamaa con i metodi tradizionali per la stima delle
relazioni evolutive tra specie molto affini tradoro per le quali le relazioni tra alcune popolazio
conspecifiche o eterospecifiche risultino di difécintepretazione utilizzando i classici metodi di
ricostruzione filogenetica (Pestano, 2003; McCrackeSorenson, 2005; Jordat al, 2006). In
casi del genere, anche in questo studio sono stigtuate delle ricostruzioni evolutive tramite

networkutilizzando ilsoftwareTCS.

3.5 Confronto tra i marcatori molecolari: Regione d Controllo e COI

Allo scopo di confrontare il grado di risoluzionel gegnale filogenetico della Regione di Controllo
rispetto a quello del gene della COI, prendend@same i medesimi campioni di alcune delle
specie del sottogruppo dil. coracinusper cui si disponeva di dati di sequenza di enbiam
marcatori, sono stati calcolati medianteaftwareDNAsp gli indicistandarddi variabilita genetica
intraspecifica, quali:

il numero di aplotipi €);

- il numero di siti segregantB], ovvero il numero di siti nucleotidici che risaitto variabili
all'interno di un allineamento di sequenze;

- il numero di siti segreganti per sito nucleotid{&IL), ovvero il numero di siti variabili (S)
diviso il numero di siti nucleotidicil(), il cui valore permette di confrontare la varlai
all'interno di due insiemi di dati corrispondenpettivamente ad allineamenti di sequenze
di differente lunghezza,

- Iindice di diversita nucleotidicanf), ovvero la media delle differenze nucleotidiche

calcolata su tutti i possibili confronti a coppiellé sequenze comprese nell’allineamento,

diviso il numero di siti nucleotidici.

Inoltre, dal momento che grazie agli studi precéidgrdisponeva delle sequenze complete di COI
per tutti gli esemplari utilizzati in questo lavalotesi (ad eccezione di AR 2.1 e TH 2.3), su tpues
insieme di dati sono state calcolate le distanzeeehep intra ed inter-specifiche, e sono state
effettuate le ricostruzioni filogenetiche secondnatodi diNeighbor-joining Massima Parsimonia,
Massima Verosimiglianza e Analisi Bayesiana impadtagli stessi parametri di ricerca degli alberi
filogenetici utilizzati per I'analisi dei dati dallRegione di Controllo, ma imponendo un modello di

sostituzione nucleotidica selezionato appositameetei dati di COIl dal programma Modeltest
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3.06. Per alcuni degli esemplari, sulla base dediguenze di COI, é stata infine effettuata una
ricostruzione tramit@etworkmediante ilsoftwareTCS.

| risultati delle ricostruzioni filogenetiche ottgtn sia mediante i metodi classici, che mediante

analisi dinetworkper I'insieme dei dati considerati per la COI, geno riportati ed utilizzati ai fini
della discussione di questo studio (vB@Bcussiong
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4. RISULTATI

4.1 Caratteristiche della Regione di Controllo neMeligethes

Come nel caso di altre specie di Coleotteri, DiteerOrtotteri, la Regione di Controllo dei
Meligethessi colloca all'interno del genoma mitocondriale tr gene per il tRNA dell'isoleucina
(Ile) e il gene per la subunita minore del RNA sbmale (12S)figura 11).

| dati sulla lunghezza totale della Regione di @ald nei Meligethesderivano esclusivamente da
corse elettroforetiche su gel d’agarosio dei privdbtamplificazione dell’intera Regione ottenuti
per alcuni campioni dMeligethes thalassophilug dal loro confronto con un marcatore di peso
molecolare ladder) (figura 10 3.

A livello intraspecifico il marcatore presenta unaghezza totale che varia circa da 5000 a 6000
paia di basi. Si tratta dunque della Regione ditfdo tra le piu lunghe finora caratterizzate e
sequenziate per i coleotteri e, in generale, peingktti. Il polimorfismo di lunghezza sembra
dovuto principalmente alla variabilita nella dimeme di una porzione che si trova nella parte piu
centrale del marcatore (definita, in seguitmna ipervariabilg Infatti, I'allineamento delle
sequenze dellporzione SRe dellaporzione TMottenute per tutti gli individui dl. thalassophilus
esaminati presentano, a meno di alcuni limitatinévdi inserzione o delezione, un numero di
nucleotidi sostanzialmente identico (Appendice | B), D’altra parte, malgrado non sia stato
possibile ottenere dati di sequenza, se non frartariedella porzione centrale del marcatore, le
corse elettroforetiche degli amplificati ottenutincuna coppia dprimer posizionata proprio alle
estremita di questa zona del marcatore, hanno gsomdi mettere in evidenza una consistente
variabilita a livello intraspecifico della porziomentrale, che presenta in effetti una dimensidme c
varia dalle 1500 alle 2500 paia di bdgyra 10 B.

TH5.2 TH13.3 TH8.1 TH14.1 TH18.5 Ladder

e D — VR,

Control

R

2500 bp
2000 bp

1500 bp

ek

a) b)
Figura 10 — Corse su gel di agarosio dei prodotti®R a) per I'intera Regione di Controllo b) porzionecentrale
della Regione di Controllo.

Figure 10 — Agarose gel runs for PCR products aha&)whole Control Region and of b) the centraltipor
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Sulla base dei dati di sequenza disponibili, sepmarziali, del tratto centrale del marcatore, &
possibile rilevare la presenza di elementi ripatiii lunghezza variabile - dalle 81 alle 305 pdia
basi - che si ripetono, interamente o parzialmexae diversa frequenza all'interno di questa
specifica porzione. Si puo dunque affermare chealifierenze in lunghezza della Regione di
Controllo neiMeligethessono essenzialmente dovute a variazioni nel nuraanella dimensione
degli elementi ripetitivi localizzati all'internoeaila zona centrale del marcatore, cosi come gid not
per i coleotteri crisomelidi dei geng@onioctenae Chrysomelan cui la variazione in lunghezza
della Regione di Controllo sembra dovuta, anchgquesto caso, a copie in numero variabile (12-
17) di elementi ripetitivi di circa 107-159 paialzhsi all’interno di una zona centrale estremamente
variabile (Mardulyret al., 2003).

Per mancanza di dati sulla porzione centrale dekgione di Controllo neMeligethesnon e
possibile valutare i valori riguardanti la compasie nucleotidica media dell'intero marcatore. Ad
ogni modo la percentuale in contenuto medio di ecer timine (A+T) delle sequenze parziali
ottenute dai campioni d¥l. thalassophilusia per Igporzione SRhe per Igporzione TMe pari, in
entrambi i casi, a circa il 77%. Il frammento dicai 800 paia di basi (selezionato per le analisi
filogenetiche) ottenuto da tutti i campioni esantirtgel sottogruppo dM. coracinuspresenta in
media una percentuale in contenuto di A e T péB1&b. Se la percentuale del contenutoin Ae T
fosse mantenuta mediamente tra il 77% e I'81% atlheterno dell'intera regione ipervariabile,
guesto valore né¥leligethegrisulterebbe molto simile a quello noto per i cdteri crisomelidi (75-
82%), e, dunque, anch’esso estremamente bassttaisp@alore normalmente riscontrato in altri
insetti per questo marcatore (Zhang & Hewitt, 1997)

L’analisi mediantesliding windows del livello medio di variabilita intraspecifico,ffettuata
mediante il confronto delle sequenzeévtithalassophilusull’intera Regione di Controllo, consente
di suddividere grossolanamente quest’ultima irztnee a differente grado di variabilitdgra 11):
una zona conservata(ca. 1800 bp) adiacente al gene per la isoleueir@rrispondente quasi
totalmente allgporzioneTM, unazona ipervariabile(ca. 1500-2500 bp) equivalente alla porzione
centrale della Regione di Controllo, e umana variabile(ca. 1500 bp) sita nelle immediate
vicinanze del gene per il 12S, e corrispondentsigoalmente all@orzione SR

La presenza di zone a differente variabilita rilejuanto gia noto sulle caratteristiche genegdlad
Regione di Controllo degli insetti, come gia dissusella parte introduttiva; inoltre simili liveldii
variabilita lungo la Regione sono stati riscontpedr i coleotteri crisomelidi dei gen&ionioctenae

Chrysomela(Mardulynet al, 2003), per i quali, tuttavia, la zona centrgdervariabile contenente
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gli elementi ripetitivi risulta notevolmente piutesa, pari circa al 50% dell'intera sequenza su una
lunghezza totale dell'intera regione di circa 3GI®O bp.

Confrontando le sequenze dell'intera Regione di tfddio di tutti gli individui di M.
thalassophilus la zona conservata la zona variabile presentano rispettivamente un’indice di
similarita intraspecifico medio del 97.10% e del9%®6, mentre i dati frammentari disponibili per
la zona ipervariabile(composta esclusivamente di elementi ripetitiveyrpettono di stimare un

indice di similarita medio pari circa al 90%glra 11).

X _’8: Indice di similarita medio intraspecifico (M. thalassophilus)
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Figura 11 - Indice di similarita medio calcolato meliante sliding windowssulle sequenze dell'intera Regione di

Controllo per individui di differente provenienza di M. thalassophilus
Figure 11 - Similarity index computed by means afiding window along the whole Control Region s=ures for

samples belonging to different populations of Mlaksophilus

L’indice di similarita medio calcolato per le segae di esemplari conspecifici di diversa origine
geografica (popolazioni italianes. popolazioni spagnole) dVl. thalassophilussia per la zona

conservata che per la zona variabile, risulta pdotto rispetto a quello calcolato, invece,
considerando solamente esemplari conspecifici diesiena provenienza geografica: infatti, come

si puo notare ifigura 11, quando si passa dal confronto tra esemplari diesiena provenienza a
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guello tra esemplari di differente origine geografil'indice di similarita medio relativo alleona
variabile del marcatore scende di circa 7 punti percent{gde98.98% al 92,08%), mentre quello
calcolato per l&ona conservatacende, invece, di circa 4 punti percentuale gl636 a 95.36%).

La zona ipervariabile come gia accennato presenta, tra le tre zonevexrsdi variabilita del
marcatore, I'indice di similarita medio piu bassmprattutto, anche in questo caso, quando si
confrontano le sequenze di esemplari conspecifialiffierente origine geografica. Malgrado |l
potenziale utilizzo di questa porzione ad elevatmiabilita per studi evolutivi a livello
intraspecifico, la presenza di elementi ripetiti@scia supporre che, oltre a singole mutazioni
puntiformi e ad eventi di duplicazione o deleziaiéasi nucleotidiche, alla base dell’evoluzione di
guesta zona del marcatore possano rivestire uo ragdortante anche meccanismi di “evoluzione
concertata”. Tali meccanismi possono portare, @@lpp, ad una parziale omogeneizzazione degli
elementi ripetuti all’interno di una singola sequa&nPotrebbe risultare, dunque, del tutto fuorgant
il confronto tra sequenze di diversi individui g a questa particolare zona del marcatore, senza
aver prima esaminato mediante uno studio prelireifiantita dei differenti meccanismi evolutivi
alla quale la zona ipervariabile della Regione dnttollo degli insetti sembra generalmente essere
sottoposta (Zhang & Hewitt, 1997).

In ogni caso, sulla base dei dati disponibili sb @ffermare che i tassi di evoluzione sono piuttost
variabili lungo la Regione di Controllo défleligethes e che alcune specifiche porzioni del
marcatore raggiungono livelli di variabilita chetggdbero giustificare il loro utilizzo per condurre
ricostruzioni filogenetiche a diversi livelli tagsamici, o, addirittura, per studi filogeograficidn
genetica di popolazione.

Queste preliminari analisi di variabilitd hannomesso nell’ambito degli obiettivi di questo studio
di operare la scelta di una porzione corrispondeli¢eprime 800 paia di basi deltana variabile

al fine di utilizzare questo stesso frammento pesuccessive ricostruzioni filogenetiche.

Dal confronto delle sequenze di Regione di CordrdiiMeligethese inoltre possibile individuare
due tratti estremamente conservati corrispondetiticalunghi omopolimeri di timina, uno che varia
dalle 15 alle 18 paia di basi, e che si trovaraino della zona conservata a 681 nucleotidi dal
gene per il tRNA dellisoleucina, e un secondo ooimpero che varia dalle 23 alle 25 paia di basi,
interno alla zona variabile a circa 577 paia dii load gene per il 12Sfigura 12). Da un recente
studio (Saitoet al, 2005) si ipotizza che gli omopolimeri di timipé estesi di 10 paia di basi
possano effettivamente avere un ruolo funzionald'imeio della replicazione del DNA
mitocondriale degli insetti. In particolare granrtpadegli insetti omometaboli presentano un

omopolimero di timina maggiore di 10 paia di bastlasivamente sul flamento maggiore (+), la
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cui funzione sembrerebbe quella di attivare laiceglone del filamento minore (Saiéb al, 2005).

Entrambi gli omopolimeri presenti nella Regione@bntrollo deiMeligethespotrebbero quindi

avere un ruolo funzionale nel controllo dell'inizitella replicazione del DNA mitocondriale,

sebbene tale eventualita e le

modalita di funzierdo andrebbero approfondite piu

appropriatamente attraverso studi biochimici e wabi.

| regione conservat%a

3" CATTTTAAACTAACTGAAAATTTACATAAATATTGAGGAAAGEAACTTTTTTTTTTTT

TIATAATAATTATTATATTTATTAATAAATAATTTAS’

CATTTTAAACTAACTGAAAATTTACATAAATATTGAGGAAAGGRAT TTTTTTTTTTT
CATTTTAAACTAACTGAAAATTTACATAAATATTGAGGAAAGGRROI TTTTTTTTTTT

TIATAATAATTATTATATTTATTAATAAATAATTTA
IATAATAATTATTATATTTATTAATAAATAATTTA

CATTTTAAACTAACTGAAAATTTACATAAATATTGAGGAAAB@GAARTTTTTTTTTTTTT

IATAATAATTATTATATTTATTAATAAATAATTTA

CATTTTAAACTAACTGAAAATTTACATAAATATTGAGGAAAGGRAT TTTTTTTTTTT

TIATAATAATTATTATATTTATTAATAAATAATTTA

CATTTTAAACTAACTGAAAATTTACATAAATATTGAGGAAAGGRAT TTTTTTTTTTT
CATTTTAAACTAACTGAAAATTTACATAAATATTGAGGAAA(C

BGAACTTTTTTTTTTTT ATAATAATTATTATATTTATTAATAAATAATTTA

TIATAATAATTATTATATTTATTAATAAATAATTTA

CATTTTAAACTAACTGAAAATTTACATAAATATTGAGGAAAGGRAT TTTTTTTTTTT

TIATAATAATTATTATATTTATTAATAAATAATTTA

regione ipervariabile*z

regione variabile

12S

ca. 1800 bp

Omopolimero poli-T
(15-18 bp)

1500 - 2500 bp ca

1 (+)

1500 5500 — 6000 by

Omopolimero poli-T
(23-26 bp)

3" CGAATTTTTTTTTTTACAAAAAAATTTTAAA
CGAATTTTTTTTTTTACAAAAAAATTTTAA

GAITTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
ACNTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT-

AAAAGGTATAGAAAAACGAATCATAAAAAAACG 5’
IGAAAAGGTATAGAAAAACGAATCATAAAAAAACG

CAAAATTTTTTTTTTACAAAAAAATTTTAA
CGAATTTTTTTTTT-ACAAAAAAATTTTAAA
CGAATTTTTTTTTTTACAAAAAAATTTTAA

GFTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

IGAAAAGGTATAGAAAAACGAATCATAAAAAAACG

GATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
AGARTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT--

CGAAATTTTTTTTTTACAAAAAAATTTTAA

CGAAATTTTTTTTTTACAAAAAAATTTTAA
CGAATTTTTTTTTTTACAAAAAAATTTTAAS

STTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT--
AGIATTTTTTTTTTTTTTTTTTITTTTT

CGAATTTTTTTTTTTACAAAAAAATTTTAA

G-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT--

AAAAGGTATAGAAAAACGAATCATAAAAAAACG
IGAAAAGGTATAGAAAAACGAATCATAAAAAAACG
IGAAAAAGTATAGAAAAACGAATCATAAAAAAACG
IGAAAAAGTATAGAAAAACGAATCATAAAAAAACG
IGAAAAGGTATAGAAAAACGAATCATAAAAAAACG

IGAAAAGGTATAGAAAAACGAATCATAAAAAAACG

D

Figura 12 — Posizione degli omopolimeri di timina itevati per la sequenza di Regione di Controllo déVieligethes

Figure 12 — Positions of T-stretches along ConRelyion sequences in Meligethes

4.2 Analisi e confronto delle sequenze di Regione @ontrollo dei Meligethes

Ad eccezione dM. cristofaroi M. epeirosie M. fulvipes la totalita delle sequenze nucleotidiche del

tratto dizona variabiledella Regione di Controllo ottenute da tutti ghemplari esaminati delle

diverse specie del sottogruppo M. coracinus risultano allineabili con un buon grado di

confidenza. Su un totale di 798 paia di basi, Zi€4 il 34%) siti nucleotidici risultano variahili

dei quali 229 risultano informativi per un'analiogenetica mediante il metodo di Massima

Parsimonia. Tuttavia, in base all'allineamento ahgenso ottenuto mediantesdftwareS.O.A.P.,

risulta che linserzione digap, corrispondenti a possibili eventi di delezioneyiane piu

frequentemente in concomitanza di brevi o lunglguerze omopolimeriche di adenine o timine
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lungo la sequenza (Appendice | C). Le sequenzétaisy quindi, piu 0 meno lunghe a seconda del
numero di basi di cui sono composti i tratti omampelrici, cosi che si passa da un numero di
nucleotidi totali pari a 772\(. erysimicolalER12.1]) fino a 787 nucleotidM. arankae [AR3.1]).
Sebbene eventi di delezione e duplicazione siamguénti nella Regione di Controllo, i siti che
presentanogap non sono stati considerati in questo studio damero che errori dovuti a
“scivolamento” sui tratti omopolimerici degli enzimdi polimerizzazione sia in fase di
amplificazione che in fase di sequenziamento saoattgsto comuni (Vila & Bjérklund, 2004), e
dunque le inserzioni djap all’interno dell’allineamento potrebbero non rifer a reali eventi di
delezione ma, in una certa misura, ad artefattiutoalle tecniche utilizzate. Per le analisi
filogenetiche e per il calcolo delle distanze gernet si € deciso quindi di eliminare i 44 siti
nucleotidici che presentavangap, per cui sui rimanenti 754 siti nucleotidici, 48Bultano
conservati e 265 variabili (circa il 35%) (con umnmero totale di mutazioni pari a 337). Di questi
siti variabili, 220 risultano essere informativifani di una ricostruzione di Massima Parsimonia e
45 siti presentano invece mutazioni esclusive pesingolo taxongingletor).

Le sequenze di Regione di ControlloMi cristofaroi, M. epeirosie M. fulvipesnon presentano
invece alcuna omologia né tra di loro, né con tpseze di tutte le altre specie e risultano dunque
non allineabili e inutilizzabili ai fini di una rastruzione filogenetica. Inoltre il medesimo tradtio
sequenza per queste specie presenta differentihézzg: ridotto a 558 e a 440 nucleotidi
rispettivamente peM. fulvipese M. epeirosj e piu esteso invece M. cristofaroi per il quale
presenta una sequenza pari a 893 nucleotidi (Appemnd). La difficolta di allineamento di queste
sequenze con il frammento corrispondente ottenetogp altri esemplari del sottogruppo Hi.
coracinusnon permette di sostenere con certezza l'ipotasn gdequenziamento effettivo anche per
guesti taxa di un tratto appartenente alla Regtrigontrollo. Tuttavia alcune caratteristiche, qual
il prevalente contenuto in A e T (62.2% pdr fulvipes 70.68% peM. epeirosj 66.5% perM.
cristofaroi) sebbene piu ridotto rispetto alla media (evemtuauttavia plausibile nel caso dei
coleotteri, vedi Mardulyret al, 2003), 'assenza di un eventuédemedi lettura per la traduzione
in proteine, la mancanza di una estesa omologia quaalsiasi altra sequenza depositata nel
databasegenetico mondiale di NCBGenbank e, non ultima, la ripetibilita e la specificitaid
risultati prodotti dalle reazioni di PCR, lasciasupporre che si possa trattare, anche per queati ta

della sequenza relativa alla porzione di Region€dtitrollo selezionata per le analisi filogenetiche

Come mostrato ifigura 13 il confronto della frequenza sia delle transizi@m delle transversioni
in funzione della distanza genetiganostra un andamento di sostituzioni non ancorasimmw alla

saturazione lungo l'intero intervallo di divergerdslle sequenze.
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Figura 13 — Andamento della saturazione dei siti ntleotidici della porzione di Regione di Controllo tilizzata
per le analisi filogenetiche

Figure 13 — Saturation plots for Control Regiomsences belonging to the samples analysed for btbks

In tabella 5viene riportata la matrice dei valori delle distap intraspecifiche (calcolate come
medie aritmetiche delle distanze tra gli individgipartenenti alla stessa specie) ed interspecifiche

(calcolate come media aritmetica “pesata” - ovverendo conto della variabilita intraspecifica di
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ciascun gruppo - dell’insieme dei valori di distanattenuti dal confronto a coppie tra tutti gli

individui delle specie analizzate).

Tabella 5 —Matrice di distanzep: distanze intra- ed inter-specifiche per la Regioa di Controllo

Table 5 — Intra- and inter-specific genetic digences for Control Region (p distance)

Distanze medie
intra-specifiche Distanze medie inter-specifiche (%)
(%)
Specie Sigla AR CR CRb ER LO MT LOb TH

M. arankae AR 431 -
M. coracinus CR 8.30 083 | -
M. sp. cfr. coracinus CRb - 0.83 | 1.33 --
M. erysimicola ER 5.96 0.73 ]| 099 | 1.43 --
M. longulus LO - 403 | 542 | 6.23 | 5.27 --
M. matronalis MT 0.93 454 | 475 | 6.17 | 450 | 8.16 --
M. sp.2cfr. longulus LOb 0.44 069 | 1.21 | 040 | 1.23 | 6.28 | 5.81 --
M. thalassophilus TH 6.22 119 | 226 | 341 | 211 | 444 | 3.10 | 3.22 --

| valori di distanza medip intraspecifica variano da 0.44% hh sp.2 cfr.longulusa 8.30% inM.
coracinus PerM. arankae M. coracinus M. erysimicolae M. thalassophiludl livello di variabilita
intraspecifico risulta spesso piu elevato quandmasironta questo valore con le distanze genetiche
medie risultanti dal confronto a coppie con aldasia morfologicamente ben distintabella 5

In tabella 6viene riportata nella parte inferiore la matricelidtanze genetiche per i confronti a
coppie tra tutti gli individui analizzati; come pu6 notare i livelli di distanza genetipavanno da
un minimo di 0.00% (confronto tra TH 14vs. TH 15.1) ad un massimo di 18.57% (CR 16s2
ER18.1).

Nella parte superiore deltabella 6¢é riportata la matrice di distanze corrette - s€ooi parametri

del modello evolutivo selezionato da Modeltest 3.Qr i confronti a coppie tra tutti i campioni
analizzati. Le distanze genetiche variano da unmandi 0.00% (confronto tra TH 14\s. TH
15.1) ad un massimo di 40.10% (CR 182ER18.1), o ad un valore massimo di 16.89% se si
ecludono tutti i confronti a coppie con gli esempgpagnoli diM. coracinus(CR16.1 e CR 16.2).
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Tabella 6 — Matrice di distanza genetica per la Regne di Controllo:distanzep (in basso a sinistra), distanze corrette (in alta destra)

Table 6 — Distance matrix for Control Region: ptdisces (lower left), corrected distances (uppehtig
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0.0676
13 0.04
0.0663
6 0.07
0.0676
9 0.0
0.0623
0 0.06

0.006¢

CR21.1
0.100¢
0.100(
0.013¢
0.0097
0.088:
0.0127
0.015¢
0.014:
0.005¢
0.076¢
0.078¢
0.011:
0.006¢
0.321¢
0.339¢

0.160¢
0.160¢
0.157¢
0.159:
0.161¢
0.169¢
0.167:
0.159:
0.165¢
0.165¢
0.164¢
19 0.1
0.1658
36 0.1
0.1764
80 0.
0.1592
76 0.1
0.1671
06 0.1
0.1618
80 0.1
0.1552
90 0.1
0.1711
16 0.1
0.1684
90 0.1
0.1538
16 0.1
0.1658
90 0.1
0.1671
23 0.1

0.0650

0.164¢

0.164¢
0.161¢
0.163:
0.165¢
0.173’
0.169¢
0.163:
0.169¢
0.169¢
0.168¢
645 8a.
0.1698
817 50.
0.1804
645 8a.
0.1631
571 10.1
0.1711
518 56.1
0.1658
05 46.1
0.1592
b65 06.1
0.1751
24 6a.]
0.1724
98 30.1
0.1578
24 60.1
0.1698
584 2a.]
0.1711
571 10.1

0.1698

0.006¢
0.010¢
0.080¢
0.078:
0.074:
0.071¢
0.050«
0.017:
0.018¢
0.018¢
160.0186
0.0212
180.0849
0.0796
160.0146
0.0716
70.0663
0.0650
60.0119
0.0119
60.0093
0.0690
60.0703
0.0716
7.0729
0.0716
7.0729
0.0676
7.0729
0.0716
7.0716
0.0610
7.0610

0.1737

0.0637

CR22.1
0.097¢
0.097(
0.012¢
0.008:
0.083¢
0.011:
0.0111
0.009'
0.004(
0.078:
0.080(
0.015¢
0.005¢
0.323(
0.341¢
0.006¢

0.009:

CRb1.1
0.089:
0.083¢
0.011(
0.006¢
0.079:
0.006¢
0.011:
0.009°
0.008:¢
0.078:
0.080¢
0.014:
0.009'’
0.313¢
0.332(
0.011:
0.009’

0.079¢
0.076¢
0.070:
0.067¢
0.049:
0.013¢
0.014¢
0.014¢
0.014
0.0172
0.080
0.0756
0.010
0.0703
0.0650
0.0663
0.0108§
0.0106
0.0080¢
0.0663
0.067¢
0.0690
0.0703
0.0703
0.0714
0.0650
0.0703
0.0703
0.0703
0.0597
0.0597

0.0623

0.072¢
0.072¢
0.069(
0.066:
0.047"
0.013¢
0.017:
0.014¢
0.014
0.0172
0.079
0.0743
0.013
0.0623
0.067
0.0650
0.008
0.0066
0.004
0.0623
0.061
0.0650
0.066
0.0690
0.070
0.0584
0.067
0.0690
0.069
0.0623
0.062
0.0650

ER2.1
0.118¢
0.117¢
0.109(
0.102¢
0.124¢
0.095:
0.111¢(
0.1097
0.107¢
0.138¢
0.140°
0.119¢
0.109¢
0.3097
0.327¢
0.113¢
0.110(
0.098¢

D

D

B

B

D

D

B

6 0.08

6 0.09

3B 0.08

0.018¢

ER 4.1
0.127¢
0.126¢
0.103¢
0.097¢
0.130¢
0.090¢
0.105¢
0.104¢
0.102°
0.141°
0.143¢
0.114:
0.104¢
0.322:
0.340¢
0.108:
0.104¢
0.098:
0.019¢

ER5.1
0.131:
0.123¢
0.103¢
0.097¢
0.134«
0.101¢
0.100¢
0.095¢
0.099¢
0.137¢
0.140(
0.111:
0.101«
0.353¢
0.373¢
0.106¢
0.099!
0.097¢
0.115:
0.120(

0.082:
0.080¢
0.055'
0.084¢
0.083¢
0.084¢

0.0889

0.0902

0.0875
0.088
0.0849
0.079
0.0769
0.07§
0.0875
0.084
0.0915
0.09%
0.0995
0.10¢
0.0849
0.091
0.0968
0.099
0.0902
0.09¢
0.0928

0.084¢
0.083¢
0.054¢
0.082:
0.080¢
0.082:

ER7.1
0.123%
0.116¢
0.099(
0.092¢
0.127(
0.096¢
0.095¢
0.091:
0.094¢
0.130¢
0.132¢
0.106:¢
0.096"
0.344¢
0.355:
0.102:
0.094¢
0.093:
0.113¢
0.1187
0.008¢

0.008(
0.0637
0.071¢
0.075¢
0.074:

2 0.0436.0729

0.0836

0.0942

0.0729

’8 0.0998.0531

0.0477

6 0.040B0743

0.0862
9 0.08
0.0849
6 0.07
0.0743
6 0.07
0.0902
2 0.09
0.0981
8 0.09
0.0968
8 0.09
0.0902
5 0.09
0.0942
5 0.09
0.0902
2 0.09
0.0928

0.0915
B9 0.0
0.0915
69 0.0
0.0703
P9 0.0
0.0889
12 0.0
0.0889
D5 0.0
0.0902
Bl 0.0
0.0836
Bl 0.0
0.0915
68 0.0
0.0902
D2 0.0
0.0928

ER12.1
0.094:
0.093¢
0.059:
0.054;
0.097¢
0.054(
0.062¢
0.061¢
0.058(
0.097:
0.099:
0.0657
0.059°
0.300:
0.317:
0.062:
0.059¢
0.058¢
0.066¢
0.065:
0.081¢
0.079¢

0.062:

ER 13.1
0.092¢
0.087:
0.018:
0.013¢
0.088¢
0.016¢
0.012¢
0.009¢
0.012¢
0.083:
0.085(
0.019°
0.011:
0.333:
0.351¢
0.018¢
0.013¢
0.013¢
0.117¢
0.112¢
0.100°
0.096(
0.064°

0.069(
0.072¢
0.071¢
0.0703
0.0703
0.0537;
0.0477
0.0714
0.0902
15 0.
0.0875
90 0.
I0.0676
90 0.
0.0849
49 0.
0.0849
75 0.0
0.0889
15 0.
0.0796
02 0.
0.0902
$89 0.0
0.0862
02 0.
0.0889

0.053:
0.054«
0.0557
0.054
0.0570
0.074
0.0690
0.053
0.0703
875703
0.0690
690491
0.0464
668451
0.0756
809769
0.0729
SBD743
0.0849
aMP862
0.0756
8BR756
0.0849
875849
0.0690
8BR690
0.0716

ER14.1
0.094:
0.093¢
0.019¢
0.015:
0.089¢
0.018:
0.016¢
0.013¢
0.013¢
0.084¢
0.086¢
0.024:
0.012:
0.3307
0.349:
0.019¢
0.015!
0.018:¢
0.114¢
0.109¢
0.107%
0.102¢
0.066:
0.004(

0.004(
0.0027
i 0.00]
0.0119
B 0.083
0.0782
L 0.008
0.0703
0.0676
0.0703
0.0119
0.0133
0.0106
0.0703
0.0676
0.0716
0.0729
0.0690
0.0703
0.0663
0.0756
0.0690
0.0703
0.0623
0.0623
0.0650

0.006¢
3 0.0063
0.0159

0.0822
0 0.0003
0.0743
0.066
0.0690
0.015
0.0172
0.014
0.0716
0.071
0.0756
0.0769
0.0729
0.074
0.0703
0.079
0.0729
0.074
0.0610
0.061
0.0637

(continua...)



(... segue)

AR 2.4
AR 3.1
AR 5.1
AR 6.1
AR 8.1
AR 10.1
AR 12.1
AR 13.1
CR1.2
CR21
CR7.1
CR9.2
CR12.1
CR16.1
CR 16.2
CR21.1
CR22.1
CRb1.1
ER 2.1
ER 4.1
ER5.1
ER7.1
ER 12.1
ER 13.1
ER 14.1
ER 15.1
ER 16.1
ER 17.1
ER 18.1
ER 19.1
ER 20.1
LO1.1
MT 4.1
MT 5.1
LOb 1.1
LOb 2.1
LOb 3.1
TH1.2
TH 3.3
TH5.2
TH5.3
TH7.1
TH8.1
TH9.1
TH 10.1
TH 13.1
TH 13.3
TH 14.1
TH 15.1
TH 18.5

ER 15.1
0.0926
0.0869
0.0196
0.0153
0.0884
0.0168
0.0123
0.0095
0.0139
0.0830
0.0848
0.0226
0.0125
0.3293
0.3480
0.0199
0.0154
0.0153
0.1173
0.1121
0.1049
0.1001
0.0682
0.0027
0.0068

0.004(
0.014¢
0.086:
0.080¢
0.009:
0.070:¢
0.070¢
0.072¢
0.013¢
0.014¢
0.011¢
0.067¢
0.069(
0.071¢
0.072¢
0.071¢
0.072¢
0.0637
0.075¢
0.071¢
0.072¢
0.065(
0.065(
0.067¢

ER 16.1
0.0949
0.0892
0.0196
0.0153
0.0906
0.0183
0.0137
0.0110
0.0139
0.0852
0.0870
0.0212
0.0125
0.3300
0.3487
0.0200
0.0154
0.0154
0.1198
0.1146
0.1030
0.0983
0.0666
0.0013
0.0054
0.0040

0.013¢
0.084¢
0.079¢
0.009:
0.071¢
0.069(
0.071¢
0.013¢
0.014¢
0.011¢
0.069(
0.066!
0.072¢
0.074:
0.070¢
0.071¢
0.065(
0.076¢
0.070:¢
0.071¢
0.062!
0.062:
0.065(

ER17.1
0.1043
0.0982
0.022
0.0184
0.095
0.0215
0.0161
0.0139
0.017
0.0832
0.085
0.0244
0.018
0.3325
0.3511
0.0232
0.018
0.0184
0.1254
0.1144
0.1044
0.0994
0.071
0.0124
0.016
0.0152
0.013¢

0.082:

ER 18.1
0.167)
0.1591
0.119
0.1127
0.154
0.1168
0.119
0.1143
0.114
0.1485
0.150
0.1266
0.118
0.3803
0.401
0.1223
0.114
0.1131
0.131
0.1434
0.066
0.0665
0.094
0.1179
0.129
0.1221
0.120¢
0.1157

ER 19.1
3 0.15
0.1486
0 0.10
0.1033
7 0.14
0.1074
7 0.10
0.1049
6 0.10
0.1430
7 0.14
0.1170
7 0.10
0.3588
0 0.37
0.1127
5 0.10
0.1038
6 0.12
0.1335
6 0.05
0.0588
7 0.08
0.1086
1 0.11
0.1126
0.110¢
0.106:
0.014(

0.076¢
0.017:
0.074:
0.066:¢
0.069(
0.015¢
0.017:
0.014¢
0.074:
0.071¢
0.075¢
0.076¢
0.070¢
0.071¢
0.070¢
0.079¢
0.070¢
0.069(
0.0637
0.063’
0.066!

0.013¢

ER 20.1
655 0.09
0.0922
6 0.01
0.0123
12 0.0§
0.0154
53 0.01
0.0111
r2 0.04
0.0815
b2 0.0§
0.0229
3 0.0¢
0.3308
85 0.34
0.0154
b1 0.01
0.0139
54 0.11
0.1106
9 0.10
EO.1017
3 0.06
0.0082
b5 0.0(
0.0096
0.009¢
0.018¢
0.119¢
0.110(

0.083¢
0.107«
0.099¢
0.099¢
0.079¢
0.082:
0.079¢
0.103¢
0.102:
0.103¢
0.104¢
0.106:
0.107¢
0.100¢
0.104¢
0.108¢
0.107«
0.104¢
0.104¢
0.107«

0.078:
0.104¢
0.095¢
0.095¢
0.076¢
0.076¢
0.074:
0.100¢
0.096¢
0.102:
0.103¢
0.102:
0.103¢
0.095¢
0.103¢
0.104¢
0.102:
0.099¢
0.099¢
0.102:

0.072¢

LO11
30 0.0
0.0597
66 0.0
0.0889
88 0.0
0.0885
39 0.0
0.0883
96 0.0
0.1265
33 0.1
0.0974
82 0.0
0.3119
96 0.3
0.0966
10 0.0
0.0802
58 0.1
0.1223
66 0.1
0.1347
49 0.0
0.0918
96 0.0
0.0916
0.093¢
0.098¢
0.164¢
0.159:
0.097(

MT 4.1

502120.
0.1110
D4D90Q.
0.0843
54208Q.
0.0890
B5D86Q.
0.0847
D19870.
0.1147
849.160.
0.0937
D3D880.
0.3210

0.0878
0.0896
0.1258
0.1267
0.0882
0.0920
0.090:
0.086:
0.144¢
0.137(

0.088¢
0.120¢

0.067¢
0.070¢
0.013¢
0.014¢
0.011¢
0.0€9C
0.070¢
0.074:
0.075¢
0.071¢
0.072¢
0.067¢
0.078:
0.071¢
0.072¢
0.062:
0.062¢
0.065(

0.086:
0.086:
0.063’
0.066¢
0.065(
0.057(
0.055
0.057(
0.055’
0.092¢
0.094:
0.057(
0.061(
0.092¢
0.092¢
0.087¢
0.087¢
0.090:

2O8380.

D36850.

42240,

359340.

D30900.

D8D856.

0.009:
0.066:
0.066¢
0.065(
0.078:
0.080¢
0.078:
0.079¢
0.071¢
0.072¢
0.080¢
0.082:
0.071¢
0.074:
0.033:
0.033:
0.035¢

MT 5.1

0.1119
0.1109
0.0861
0.0804
0.1083
0.0850
0.0900
0.0887
0.0848
0.1146
0.1166
0.0896
0.0868
0.3216
0.3395
0.0857
0.0869
0.0855
0.1171
0.1179
0.1339
0.1266
0.0881
0.0921
0.0895
0.0959
0.094:

0.090(

0.144¢

0.137(

0.092¢

0.120¢

0.009’

0.0€63
0.0637
0.062¢
0.078:
0.080¢
0.079¢
0.080¢
0.067¢
0.069(
0.080¢
0.082:
0.067¢
0.070¢
0.034¢
0.034¢
0.037:

LOb 1.1
0.0961%
0.0903
0.011¢
0.0068
0.0858
0.0112
0.009¢
0.0083
0.0097%
0.0765
0.0783
0.0155
0.0111%
0.3280
0.346¢
0.0126
0.011%
0.0082
0.110§
0.1054
0.096¢
0.0973
0.060%
0.0124
0.0168
0.0138
0.013¢
0.016¢
0.112¢
0.107¢
0.013¢
0.082:
0.087¢
0.087¢

0.006¢

LOb 2.1
0.096
0.0903
0.009
0.0054
0.085
0.0098
0.011
0.0097
0.009
0.0804
0.082
0.0140
0.011
0.3281
0.346
0.0126
0.011
0.0068
0.106
0.1012
0.099
0.0950
0.056
0.0138
0.018
0.0153
0.015¢
0.018¢
0.117:
0.107¢
0.015¢
0.087(
0.087:¢
0.083!
0.006¢

LOb 3.1
L 0.09
0.0878
6 0.00
0.0027
B 0.08
0.0069

0.0068
7 0.00
0.0780

0.0111
L 0.00
0.3224
D 0.34
0.0097

0.0041
P 0.10
0.0985
B 0.09
0.0923
¥ 0.054
0.0110
P 0.01
0.0124
0.012¢
0.015¢
0.112:
0.102¢
0.012:
0.084¢
0.084¢
0.080¢
0.004:
0.0027

0.004(
0.066¢
0.065(
0.069(
0.067¢
0.065(
0.066¢
0.062:
0.072¢
0.065(
0.065(
0.061(
0.061(
0.063:

0.002°
0.066¢
0.065(
0.069(
0.070¢
0.067¢
0.069(
0.062:
0.071¢
0.067¢
0.067¢
0.061(
0.061(
0.063:

D 0.0082 0.08

3 0.0719 0.17

L 0.0082 0.08

TH1.2
6 0.04
0.0391
8 0.04
0.0835
4 0.03
0.0811

0.0837
8 0.09
0.1227

0.0988
2 0.08
0.2911
0 0.30
0.0910

0.0798
5 0.12
0.1254
1 0.17
0.1226
14 0.09
0.0911
3 0.09
0.0869
0.089:
0.098:
0.156(
0.150¢
0.089¢
0.070¢
0.106¢
0.106¢
0.086«
0.086¢
0.084(

0.065(

TH3.3
27 0.0
0.0346
92 0.0
0.0879

0.0875
12 0.0
0.0853
61 0.0
0.1309
47 0.1
0.0965
80 0.0
0.2967
79 0.3
0.0957
61 0.0
0.0792
20 0.1
0.1362
98 0.1
0.1183
92 0.1
0.0887
24 0.0
0.0906
0.086¢
0.095¢
0.156¢
0.146:
0.094(
0.068¢
0.114:
0.114¢
0.085¢
0.086(
0.083¢
0.014(

0.0637
0.067¢
0.069(
0.066¢
0.067¢
0.061(
0.070:
0.066:
0.066:
0.0597
0.059°
0.062:

0.013¢

22 0.0B47 5@.4

TH5.2

118 20.
0.0260
D38 06.]
0.0947

0.0943
B27 90.(
0.0920
D06 36.(
0.1335
B30 56.1
0.0992
P26 56.(
0.3431
137 20.3
0.0984
P05 36.(
0.0859
P23 20.1
0.1431
P56 66.1
0.1253
43 80.G
0.0954
p51 10.1
0.0952
0.097¢
0.1027
0.159:
0.155¢
0.100¢
0.067:
0.110¢
0.112¢
0.087¢
0.0927
0.090:
0.032:
0.031:

0.027¢
0.029:
0.095¢
0.096¢
0.009:
0.037:
0.095¢
0.095¢
0.072¢
0.072¢
0.075¢

0.026¢
0.027¢
0.092¢
0.094:
0.009:
0.035¢
0.092¢
0.092¢
0.072¢
0.072¢
0.075¢

0.001:

TH5.3
3.0310
0.0244
00.0980
0.0922
30.0340
0.0918
80.0870
0.0895
9.0908
0.1305
2.1326
0.0966
90.0928
0.3375
60.3562
0.0958
90.0908
0.0835
0.1297
0.1400
2.1296
0.1224
90.0962
0.0930
00.0994
0.0928
0.095(
0.100:
0.156(
0.152¢
0.098:
0.069:
0.1077
0.109¢
0.090:
0.090¢
0.087¢
0.0307
0.029¢
0.001:

0.096¢
0.098:
0.027¢
0.009¢
0.096¢
0.096¢
0.078:
0.078:
0.080¢

0.095¢
0.096¢
0.029:
0.010¢
0.095¢
0.095¢
0.079¢
0.079¢
0.082:

TH7.1
0.1362
0.1266
0.0969
0.0908
0.1349
0.1001
0.0958
0.0924
0.0914
0.1288
0.1310
0.1018
0.0934
0.3451
0.3645
0.1010
0.0978
0.0954
0.149¢
0.1439
0.1364
0.1352
0.119¢
0.0938
0.1005
0.0977
0.096(
0.094¢
0.164¢
0.1567
0.099!
0.137:
0.096¢
0.089¢
0.087¢
0.093(
0.090«
0.1447
0.142¢
0.143¢
0.146°

0.001¢

TH8.1
0.1384
0.1287

0.098p 0.089

0.0928
0.137
0.1021
0.097
0.0944
0.093
0.1310
0.133
0.1038
0.095
0.3482
0.367
0.1030
0.099
0.0974
0.151
0.1461
0.138
0.1374
0.121
0.0958
0.102
0.0997
0.098(
0.096¢
0.167:
0.159(
0.101¢
0.139¢
0.098!
0.091:
0.089¢
0.095(
0.092¢
0.146¢
0.14£1
0.145]
0.148¢
0.001:

B

1

L

4

B

D

D

4

4

D

0.092¢
0.102:
0.005¢
0.009¢
0.062:
0.062¢
0.065(

0.094:
0.103¢
0.006¢
0.010¢
0.0637
0.063’
0.066!

THO9.1
0.0432
0.0359

0.0824
0.029
0.0801
0.07§
0.0779
0.085
0.1242
0.124
0.0927
0.087%
0.2876
0.304
0.0899
0.084
0.0741
0.119
0.1270
0.12¢
0.1138
0.10¢
0.0852
0.091
0.0811
0.083!
0.092:
0.151¢
0.141(
0.088¢
0.070:
0.112:
0.112:
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4.3 Confronto del grado di polimorfismo tra Regionedi Controllo e COI

| valori di divergenza intraspecifica per la Regiowdi Controllo risultano, in alcuni casi,
estremamente piu elevati rispetto a quelli calcalala base delle sequenze di COI, introducendo
nell'analisi i medesimi campioni per ciascun taxmmsideratof{gura 14); in particolare i valori di
divergenza intraspecifica calcolati per le spddiecoracinus M. arankae M. erysimicolae M.
thalassophilusrisultano piu elevati del 2.5 - 4.5% rispetto aljuprovenienti dall’analisi delle

sequenze di COI.

10

? 8,3

6,2

O co1l
B CR

4,3

Distanze p (%)

1,4

Figura 14 - Confronto delle distanzep intra-specifiche calcolate sulle sequenze di COldi Regione di Controllo

Figure 14 — Comparison among intraspecific varidbilzalues (p distances) (COI vs. Control Region)

In tabella 7 vengono messi a confronto i valori dei parameirstima della variabilita genetica
calcolati per le medesime popolazioni Bi. coracinus M. arankag M. erysimicolae M.
thalassophilussulla base delle sequenze di Regione di Conteollio COI. In tutti i confronti tra i
due marcatori, considerando gli indici di varidhilgenetica relativi a ciascun taxon o alla taalit
delle popolazioni esaminate, risulta che, per lgi®e di Controllo, il numero di siti segregantr pe
nucleotide (S/L) e il livello di diversita nucledica per sito«) presentano valori di circa 3 volte

superiori rispetto a quelli calcolati sulla bas#edsequenze di COIl. Infine, tra i taxa esamirsiti,

83



coracinuspresenta il livello di diversita nucleotidica) piu elevato, sia per la Regione di Controllo
(8.29%) che per la COI (3.29%).

Tabella 7 — Polimorfismo nucleotidico per le sequexe di Regione di Controllo e di COIl per alcune spée del
sottogruppo di M. coracinus

Table 7 — Nucleotide polymorphism for mitochond@aintrol Region and COI gene in the M. coracinusggsoup.

Marcatore Taxon n° n° n° n°siti n° siti diversita
individui siti aplotipi segreganti segreganti nucleotidica
(n) nucleotidici (H) (S) I n® siti per sito
L) nucleotidici ()
(S/L)
M. coracinus 9 754 9 149 0.20 0,083
Redione di M arankae 7 754 7 68 0.09 0,038
Cogntrollo M. erysimicola 13 754 13 121 0.16 0,059
M. thalassophilus 12 754 11 107 0.14 0,063
Totale 41 754 40 253 0.33 0,073
M. coracinus 9 1542 6 125 0.08 0,033
M arankae 7 1542 7 49 0.03 0,014
COl M. erysimicola 13 1542 13 104 0.07 0,024
M. thalassophilus 12 1542 12 56 0.04 0,014
Totale 41 1542 38 201 0.13 0,026
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4.4 Risultati delle analisi filogenetiche

Il likelihood ratio testper le sequenze di Regione di Controllo Bkeligethesanalizzati supporta
I'HasegawakKishino & Yano model(HKY) quale modello che meglio descrive I'andantexli
sostituzione per questi dati (con un valordikilihood pari a —In=4065.5234). Questo modello
prevede tassi di sostituzione variabili per le skarsioni (purina-pirimidina e viceversa) e per le
transizioni (purina-purina e pirimidina-pirimidinaoltre, i tassi di sostituzione nucleotidica tra
siti seguono un modello che include un parametobé, descrive la proporzione dei siti invariabili,
ed una distribuzione continua gamma, caratterizdpiteamente da un parametro di formgG)
(Hasegaweet al, 1985; Yang, 1994; Get al, 1995). Entrambi i parametri (I e G) sono esitit
dal programma Modeltest 3.06. tabella 8 sono elencati i principali parametri del modello

evolutivo selezionato da Modeltest 3.07.

Tabella 8 — Parametri selezionati da Modeltest 3.0ger il gene della COI
Table 8 — Parameters from best-fit model selecteMbdeltest 3.06

Frequenza delle Tassi di sostituzione nucleotidica
basi (%)
A 37.65 - L
= 23 02 Tiltv ratio = 1.7495
G 10.23 | = 0.3115 o =0.6332
C 9.10

| = proporzione di siti invariabili o = parametro di formasbapé della distribuzione gamma dei siti variabili

Gli alberi filogenetici ottenuti mediante i diversnetodi di ricostruzione filogenetica non
differiscono sostanzialmente nella topolodgigyre 15 — 20. Il valore dilikelihood dell’albero di
ML, il numero di alberi e i valori degli indici @huti mediante Parsimonia pesata e non pesata sono

riportati intabella 9

Tabella 9—Valore di likelihood per I'albero di ML e indici dgli alberi ottentuti mediante MP non pesata e MPrco

modello evolutivo per la Regione di Controllo
Table 9 — Likelihood value for the Maximum Liketidaanalysis andilndex of the two MP analysis pemnied for
Control Region

UWP MP (HKY+I+G) ML (HKY+I+G)
Numero di alberi 200 30 _ .
Tree length (L) 584 759 Inqlﬁﬁ ﬁng:(iﬁlcl)g(()de
Indice di consistenza (Cl) 0.60 0.60 _
Indice di ritenzione (RI) 0.83 0.84 4047.735
Rescaled consistency ind¢RCI) 0.50 0.51

UWP = Massima parsimonia non pesatmyveighted parsimony)
MP (HKY+I+G) = Massima Parsimonia condotta applicimil modello HKY+I+G
ML= Maximum Likelihood
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TH10.1 M. thalassophilus

AR5.1 M. arankae
AR8.1 M. arankae
AR3.1 M. arankae
TH1.2 M. thalassophilus
TH3.1 M. thalassophilus
TH9.1 M. thalassophilus

ITALIA Bacoli
TH5.1 M. thalassophilus  ITALIA Sperlonga
LO1.1 M. longulus TURCHIA Valle dell'Aras

ITALIA Acqua S. Franco

ITALIA Forchetta Morrea

ITALIA Campotenese

ITALIA Palinuro

ITALIA Focene

ITALIA Frassanito
ER18.1 M. erysimicola GRECIA Passo Katara
ER19.1 M. erysimicola GRECIA Serres

ER7.1 M. erysimicola TURCHIA Gezbel Gecidi

ER5.1 M. erysimicola TURCHIA Yozgat

[ ER2.1 M. erysimicola ITALIA Castello D'Ocre
ER4.1 M. erysimicola ITALIA S. Giacomo di Teglio

— CR16.1 M. coracinus

L CR16.2 M. coracinus
SPAGNA Isoba

SPAGNA Velilla del Rio Carrion
SPAGNA Velilla del Rio Carrion

TH14.1 M. thalassophilus

TH18.5 M. thalassophilus
TH15.1 M. thalassophilus

SPAGNA Campollo
SPAGNA Velilla del Rio Carrion

MT4.1 M. matronalis
MT5.1 M. matronalis

ITALIA Sasso Fratino
ITALIA Serina

TH13.1 M. thalassophilus ITALIA (Sicilia) Riserva dello Zingaro

TH13.3 M. thalassophilus ITALIA (Sicilia) Riserva dello Zingaro
TH7.1 M. thalassophilus ITALIA (Sicilia) S. Caterina di Villarmosa
TH8.1 M. thalassophilus ITALIA (Sicilia) Barriera Noce
CR2.1 M. coracinus ITALIA Mercato Saraceno
CR7.1 M. coracinus ITALIA Castelletto d'Orba
{ AR12.1 M. arankae UNGHERIA Harmashatar-hegy M
M- AR13.1 M. arankae UNGHERIA Foti Somlyo
ER13.1 M. erysimicola GRECIA Velika
ER14.1 M. erysimicola GRECIA Kastraki
ER16.1 M. erysimicola GRECIA Melivia
ER15.1 M. erysimicola GRECIA Xavia
ER17.1 M. erysimicola GRECIA Metsovo
— ER20.1 M. erysimicola GRECIA Meteora
L AR10.1 M. arankae TURCHIA Ala Dag .
CRL2 M. coracinus TURCHIA Yozgat Clade orientale
CR12.1 M. coracinus TURCHIA Ala Dag (Eastern clade)
CR21.1 M. coracinus ROMANIA Sinaia
CR22.1 M. coracinus GRECIA Skepasto
CR9.2 M. coracinus  SIBERIA Irkutsk
L LOb1.1 M. sp. 2cfr.longulus TURCHIA Kemah
f ER12.1 M. erysimicola TURCHIA Aksar
LOb3.1 M. sp. 2 cfr. longulus TURCHIA Senkaya
E LOb2.1 M. sp. 2 cfr. longulus TURCHIA Tercan
AR6.1 M. arankae = TURCHIA Puren Gecidi
~ CRbl.1 M. sp. cfr. coracinus TURCHIA Yozgat L

Clade occidentale

(Western clade)

Figura 15 - Albero filogenetico ottenuto mediante I'applicazioe del metodo di NJ sulle sequenze di Regione di

Controllo secondo il modello HKY+G+I (albero radicao arbitrariamente per ragioni grafiche)

Figure 15 — Neighbor-joining under the HYG+G+l mbfler Control Region sequencékbe root of the tree is

arbitrary and has been chosen for best visualisgtio
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Clade occidentale

-

Clade orientale

CR21.1 CR9.2

Figura 16 - Albero di consenso50% majority rulé non radicato ottenuto medianteboostrapsu NJ secondo il

modello HKY+G+l per le sequenze di Regione di Contllo (indici di bootstrapriportati sopra i nodi)

Figure 16 — Fifty percent majority-rule unroote@¢ from the NJ analysis under the HKY+G+l modelGontrol

Region sequences (bootstrap values on nodes)
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Clade occidentale

__________ : . Clade orientale

_10

Figura 17 - Albero di consenso50% majority rul non radicato ottenuto medianteboostrapsu MP non corretta

per le sequenze di Regione di Controllo (indici dbootstrapriportati sopra i nodi)

Figure 17 — Fifty percent majority-rule unrootegé from the unweighted MP analysis for Control iBegequences
(bootstrap values on nodes)
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Figura 18 - Albero di consenso $0% majority rulg non radicato ottenuto medianteboostrapsu MP corretta per

le sequenze di Regione di Controllo (indici dbootstrapriportati sopra i nodi)

Figure 18 — Fifty percent majority-rule unrooteg¢ from the weighted MP analysis for Control Regiequences
(bootstrap values on nodes)
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CR2.1
TH13.1 CR16.2 CR7.1 TH3.3
TH8.1 TH13.3
TH1.2
ARS.1 TH9.1
TH7.1 MT5.1 LO1.1
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TH14.1

TH18.5 LOb3.1 cRp11 CR1.2

TH15.1 AR13.1
CR12.1
AR12.1 LOb1.1
ER20.1 CR9.2
LOb2.1 CR22.1
ER15.1 AR10.1 CR21.1
ER14.1 ARS5.1
AR6.1
ER16.1
ER13.1
ER17.1

Figura 19 - Albero filogenetico non radicato ottento mediante I'applicazione del ML secondo il modedl

HKY+G+l per le sequenze di Regione di Controllo.

Figure 19 — Unrooted Maximum Likelihood tree form@rol Region sequences under the HKY+G+I model
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Figura 20 - Albero di consenso (50%majority rule) ottenuto mediante analisi Bayesiana sulla Regiord

Controllo (probabilita a posteriori sopra i nodi; albero radicato arbitrariamente per ragioni grafiche)

Figure 20 - Fifty percent majority-rule from Bayasianalysidor Control Region (posterior probability values on

nodes; the root of the tree is arbitrary and hasfehosen for best visualisation)
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Facendo riferimento agli alberi di consen€®% majority rul@ provenienti dalle analisi di
Neighbor-joininge di Parsimonia pesata e non pesata, si pud @sedavpresenza di due principali
raggruppamenti ben supportati dai valori liostrap (96% - 100%): un primo gruppo - che
chiameremo “clade orientale” - che comprende qtatsimente i campioni di differenti specie
originari delle aree medio-orientali (Turchia, GegdJngheria, Romania e Siberia), e un secondo
gruppo — che chiameremo “clade occidentale” - instuno compresi gran parte degli individui di
differenti specie provenienti da Italia e Spadina (L6, 17, 18; vedi anche fig. 15

Nel dettaglio, i risultati delle ricostruzioni fidgnetiche molecolari ottenute attraverso l'utilizzo
delle varie metodiche sulle sequenze di Region€attrollo possono essere sintetizzate, qui di

seguito, considerando la situazione per ciascuntagle sottoposti ad analisi.

* Meligethes coracinus

Gli esemplari dM. coracinus(CR) di Turchia, Grecia, Romania e Siberia si &y all'interno del
“clade orientale" insieme ad individui, anch’essptbvenienza orientale, dl. sp. cfr.coracinus

M. sp. 2 cfr.longulus M. arankaee M. erysimicola e mostrano tra loro e rispetto a queste
popolazioni eterospecifiche una distanza gengtipauttosto bassa (0.98% vs. CRb - 1.6% vs. ER).
Gli esemplari di origine italiana (CR2.1, CR7.13magnola (CR 16.1, CR16.2) si collocano invece
all'interno del “clade occidentale”, ma la loroagione filogenetica con gli altri esemplari continu
all'interno di questo raggruppamento non e chiaraltre gli esemplari spagnoli dil. coracinus
presentano una distanza genefiagstremamente elevata (tra il 15.9 e il 17.0%)coafronti di tutti

gli altri esemplari conspecifici, mentre gli esearplitaliani presentano una divergenza anch’essa
piuttosto elevata, pari al 6.0 - 6.6%, nei confratggli esemplari conspecifici di origine medio-

orientale.

+ Meligethes erysimicola

Gran parte degli esemplari di origine grecaMili erysimicola(ER) (ER17.1, ER20.1, ER15.1,
ER14.1, ER 13.1, ER16.1) prendono posizione adliimb del “clade orientale” in un sottogruppo
omogeneo supportato da valorilmiostrapdi circa 60% negli alberi di consenso di NJ e NMaas
Parsimonia non corretta. In un raggruppamento note(52-69% di bootstrap al “clade
occidentale” sono collocati gli esemplari di origitaliana, due esemplari di origine greca (ER18.1,
ER19.1) e i tre esemplari di origine turca (ERER7.1, ER12.1). Questi esemplari di origine
greca, analogamente agli esemplari italiani, ptasenuna distanzain media di circa 0.82-0.84%
rispetto agli esemplari di medesima provenienzaizpogti all'interno del “clade orientale”.
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Rispetto agli esemplari greci del clade orientdienglividui turchi ER5.1 e ER 7.1 presentano una
distanzap dello 0.70-0.74%, mentre ER 12.1, anch’esso djiimei turca, presenta un valore di

distanzg piu basso, pari allo 0.55%.

* Meligethes arankae

Gli esemplari diM. arankaedi Turchia e Ungheria si trovano all’interno deldde orientale”, cosi
come l'esemplare italiano AR5.1 di Acqua S. Fraifttalia, Abruzzo). All'interno del “clade
orientale” I'individuo italiano presenta, analogartes ai due esemplari ungheresi (AR12.1 e AR
13.1), una distanza genetigalell’1.1% rispetto agli esemplari turchi.

Per quanto riguarda gli altri tre esemplari di orgg italiana diM. arankae essi si trovano
all'interno del “clade occidentale” in un raggruppento supportato da elevati indici labotstrap
(74-94%) (di cuiM. longulusrappresenterebbe kster specigsin cui sono compresi anche gli
esemplari dell’ltalia peninsulare #. thalassophiluse rispetto ai quali presentano una distanza
geneticgp media del 3.1%. L'esemplare italiano abruzzeskl.darankaecompreso all'interno del
clade turco (AR 5.1) presenta nei confronti di AR&li simile seppur non identica provenienza,
una distanzg del 6.6%, del 7.4% invece rispetto agli esempdiarCalabria, e del 7.2% infine

rispetto agli esemplari dell’ltalia peninsulareMli thalassophilus

* Meligethes thalassophilus

| campioni esaminati per questa specie prendonzipas tutti all'interno del “clade occidentale”.
Gli esemplari di origine spagnola e quelli di ongisiciliana, si raggruppano rispettivamente tra
loro secondo la loro provenienza geografica e $otibcompresi all'interno di un clade piu ampio
supportato da valori di bootstrap del 72-93% (distagenetica med@degli individui spagnoli vs.

gli individui siciliani = 6.4%). Gli esemplari spagli presentano una stretta affinita genetica con i
campioni esaminati dM. matronalis(p = 3.5%), costituendo insieme ad essi un cladentb
supportato da un valore di 93-95% di indicebdiotstrap Gli esemplari diM. thalassophilus
dell'ltalia peninsulare, come gia accennato, resudt compresi all’interno di un clade dove e

raggruppata la gran parte degli individui di orgitaliana diM. arankae

+ Meligethes longuluydMeligethessp.2 cflonqulus, Meligethesp. cfr.coracinus

L’'unico campione turco dM. longulusoccupa una posizione dister speciesnei confronti del
clade in cui sono contenute le popolazioni delldtgeninsulare dM. thalassophiluse di M.
arankae (5.0-6.0% di distanza geneti@. | campioni turchi diMeligethessp.2 cfr.longulus si

trovano invece all'interno del “clade orientale’pst come I'esemplare dileligethessp. cfr.
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coracinus Per questi taxa le analisi filogenetiche non ptomo di rilevare alcuna particolare
affinita genetica con un qualsiasi membro appartenal sottogruppo dl. coracinus

4.5 Risultati delle analisi di network (TCS)

Le relazioni tra gli aplotipi contenuti all'interndel “clade orientale” sono state ricostruite sulla
base delle sequenze di Regione di Controllo megliantanalisi dinetworkcon il softwareTCS
(Clement, 2000). Laetworknon radicata di parsimonia statistica (con undiaalj probabilita del
95%) che mostra le relazioni evolutive tra gli djpiocontenuti nel “clade orientale” e illustrata i

figura 21

Figura 21 — Risultato delle relazioni filogenetiche ottenute mgiante Parsimonia Statistica su 20 aplotipi di
Regione di Controllo per gli individui inclusi nel clade orientale.

Figure 21 — Unrooted statistical parsimony showing phylogeneatitationship for 20 mtDNA control region
haplotypes.

Da questa ricostruzione risulta che gli aplotipiMi coracinusdi Grecia, Romania e Siberia
(CR22.1, CR21.1, CR9.2) presentano una maggioiritaffcon i due individui conspecifici di
Turchia (CR1.2, CR12.1) piuttosto che con tutti gliri aplotipi analizzati, e rispettivamente
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distano per un numero di 3, 5 e 10 sostituzionieutwiche dagli aplotipi turchi. Nel caso degli
individui analizzati perM. erysimicola tutti di origine greca, ciascun aplotipo €& corsges
all'aplotipo conspecifico piu affine con un numelicsostituzioni non superiore a 6, ad eccezione di
ER 17.1 (Grecia, Metsovo) che risulta invece categnediante 9 sostituzioni a ER13.1 (Grecia,
Velika).

Gli individui di M. arankae invece, non prendono posizione in maniera “cotapama risultano
dispersi all'interno dellanetwork gli aplotipi ungheresi (AR12.1, AR13.1) appaiofisolati” e
sorprendentemente piu affini ad aplotipi attrib@t altre specieM. erysimicolae M. sp.2 cfr.
longulug piuttosto che con gli aplotipi conspecifici di rthia e Italia. Per quanto riguarda gli
individui turchi diM. arankae AR10.1 risulta connesso con AR6.1 dst&pmutazionali, mentre lo
stesso ARG6.1 presenta tuttavia un’affinita maggeme I'individuo italiano AR5.1 (3 sostituzioni).
Infine, i tre aplotipi turchi dM. sp.2 cfr.longulusrisultano interconnessi tra loro da 3 o al massimo
4 step mutazionali. L’aplotipo corrispondente all’'unico eesplare analizzato dM. sp. cfr.
coracinussi colloca all’interno dellaetworkcon una distanza pari a 3, in termini di sostdozi

nucleotidiche, rispetto a LOb3.M(sp.2 cfrlongulug.

Occorre infine sottolineare che alcuni aplotipi ggetano un numero ditep mutazionali nei
confronti degli aplotipi piu prossimi, ma attribué specie differenti, eguale o ridotto rispetto a
guello rilevabile nei confronti con aplotipi consffeei: ER20.1 (Grecia, Peloponneso) presenta lo
stesso numero ditepmutazionali nei confronti di ER16.1 (Grecia, Moridesa) e di uno dei due
individui turchi di M. coracinus (CR12.1), AR13.1 (Ungheria) presenta lo stesso amandi
sostituzioni nei confronti di ER15.1, LOb1.1 e ARGe infine la stessa condizione si verifica per
LOb3.1 nei confronti di LOb2.1, CRb1.1 e ARG6.1.
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5. DISCUSSIONE

Il possibile quadro tassonomico e le ricostruziblogenetiche del sottogruppo di specie Mi
coracinus provenienti dalle analisi molecolari mediante iancatore della Regione di Controllo
mettono di nuovo in luce le problematiche relataléincongruenza tra le evidenze molecolari e
morfologiche gia evidenziate dai precedenti studisultati delle analisi condotte mediante questo
marcatore sono infatti anch’essi, per molti aspettiorte contrasto con le evidenze morfologiche
(Antonini, 1999; Audisicet al. 2000; 2001a, 2001b; 2002).

In generale, le topologie degli alberi filogenetmitenuti mettono di nuovo in evidenza una
condizione apparentemente “polifiletica” (come diéi da Funk & Omland, 2003) per gran parte
delle specie esaminate, dal momento che spess@keseattribuiti ad una medesima specie non si
riuniscono in uno stesso clade, ma prendono pd&tidexno di raggruppamenti in cui sono invece
contenuti individui assegnati ad una, o a piu speaviorfologicamente ben distinte. Inoltre in tutte
le ricostruzioni filogenetiche, come gia accennatmo distinguibili due principali raggruppamenti:
il “clade orientale” che comprende quasi la toéatiei campioni di differenti specie originari delle
aree medio-orientali (Turchia, Grecia, Ungheriapfaia e Siberia) e il “clade occidentale” in cui
sono compresi gran parte degli individui, anch’eascritti a differenti specie, provenienti
principalmente da ltalia e Spagna. Tutti gli esarigsaminati peM. longulus M. thalassophilus

e M. matronalissi trovano all'interno del “clade occidentale”, mue gli individui di M. sp. cfr.
coracinus e M. sp.2 cfr.longulus (specie endemiche della Turchia orientale) sianov tutti
all'interno del “clade orientale”; peM. coracinus M. erysimicolae M. arankaesono invece
rinvenibili esemplari compresi in entrambi i duénpipali raggruppamenti.

La topologia dell'albero filogenetico di Nfid. 15 e le distanze genetiche mostrano chiaramente
un differente tasso di sostituzione all'interno dkie principali cladi: nel “clade orientale” le
relazioni evolutive tra i taxa risultano infattisssamente o per nulla risolte, mentre nel “clade
occidentale” il tasso di sostituzione del marcatoohe al confronto risulta piu elevato - € tale da
permettere una migliore distinzione dei taxa trédodd, pur non consentendo di risolvere in modo
chiaro le relazioni filogenetiche delle speciewa sterno.

Sulla base dei risultati ottenuti non € dunque ibdesassegnare una posizione filogenetica
definitiva alla maggior parte delle specie esanginaAd ogni modo si pu0 tentare una
interpretazione dei risultati facendo riferimentdb a&cuni possibili meccanismi evolutivi che sono

probabilmente all'origine del differenziamento disgto sottogruppo di specie.
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Per rendere piu chiara I'esposizione & opportusoutiére le ricostruzioni filogenetiche esaminando
separatamente gli aplotipi raggruppati all’intechad “clade orientale” da quelli, invece, compresi
nel “clade occidentale”.

Considerando esclusivamente gli esemplari contediiititerno del “clade orientale”, I'unica entita
tassonomica chiaramente discreta risulta esddre erysimicola rappresentato in questo
raggruppamento esclusivamente da esemplari dinerigreca. Gli altri aplotipi, molti dei quali
riferibili a taxa certamente distinguibili a livelspecifico su base morfologidsl(coracinus M. sp.

cfr. coracinus M. sp.2 cfr.longulus M. aranka@ presentano tra loro distanze genetiche molto
esigue, e risultano in tutte le ricostruzioni fiéwgptiche riuniti in piccoli gruppi eterogenei o
all'interno di politomie irrisolte. In particolardéa considerevole affinita genetica che esistdutia

gli individui di origine turca delle specie compeeall’interno del “clade orientale”, potrebbe esser
il risultato di eventi di ibridazione e di successiintrogressione, piu 0 meno recente, di alcuni
aplotipi mitocondriali. In effetti, una delle indizioni piu rilevanti per risalire a fenomeni di
introgressione e la condivisione a livello localeaglotipi tra popolazioni simpatriche di specie
morfologicamente e - in altre aree geografichenetjeamente ben differenziate (Setaal, 2001,
Funk & Omland, 2003; Rokeet al, 2003b). Questa condizione normalmente riflegsistenza di
un flusso genico locale ancora in atto tra le papohi, o, in ogni modo, ristrettosi o annullatosi
solo in tempi molti recenti (Mastt al, 2002; Redenbach & Taylor, 2002; Funk & OmlamaD3).

E’ piuttosto difficile supporre che molteplici evedi ibridazione con successiva introgressione di
aplotipi mitocondriali possano essere avvenutempi estremamente recenti, 0 che possano tuttora
aver luogo scambi di materiale genetico tra le igpesaminate del sottogruppo Mi coracinus
data la consistente differenziazione morfologieeehe a livello degli organi genitali - manifestata
dai taxa in questione. E’ in effetti piu parsim@svammettere piuttosto che un unico ed arnjmal
genico sia andato incontro a frammentazione dandgad apool genici separati, tuttora in fase di
divergenza. Non risulterebbe, quindi, del tuttoeirosimile ipotizzare che, ad esempio, la regione
anatolico-orientale abbia rappresentato nel pastigle il centro di origine e di diversificazione
dell'intero sottogruppo (Taberlett al, 1998; Hewitt, 1999; Rokast al, 2003a) e che il “clade
orientale” possa in effetti occupare una posizibasale, piuttosto che “derivata” all'interno degli
alberi filogenetici ricostruiti su base molecolatee popolazioni appartenenti a varie specie di
Siberia, Grecia, Romania ed Ungheria, anch’esdesaemel “clade orientale”, dal momento che
presentano generalmente nei confronti degli apldtipchi una significativa distanza genetica
(tabella 6, potrebbero essersi differenziate geneticameale secentemente dalle popolazioni

turche conspecifiche.
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Prendendo in considerazione tutti gli esemplari pas all'interno del “clade orientale”, le
relazioni filogenetiche tra gli aplotipi ricostraitmediantanetworkdi parsimonia statistica risultano
maggiormente risolte (ovvero, presentano un numerwre di connessioni multiple) quando si

utilizza come marcatore la Regione di Controfigyra 21 piuttosto che la COffigura 22).

CR1.2
CR12.1
CR9.2

CR21.1]
CR22.1]

Figura 22 — Risultato delle relazioni filogenetiche ottenute mgiante Parsimonia Statistica su 17 aplotipi di COI
per gli individui inclusi nel clade orientale.

Figure 22 -Unrooted statistical parsimony illustrating phylogsic relationship forl7 mtDNA COI haplotypes.

Come e immediatamente visualizzabile tramite queststruzioni grafiche (e dallabella 7, le
sequenze di COI degli esemplari i coracinussono riconducibili solamente a due differenti
aplotipi figura 22, mentre per la Regione di Controllo ogni esengl#mM. coracinuse portatore

di un aplotipo unicofigura 21). Inoltre & possibile notare che gli aplotipi dag parte delle specie
morfologicamente distinte presentano generalmematdoto una maggiore affinita nellsetwork
ricostruita mediante la Regione di Controllo rispet quella ottenuta sulla base dei dati della COI:
nelle ricostruzioni tramite la Regione di Contrellofatti, gli aplotipi appartenenti ad una stessa
specie risultano piu spesso separati tra loro daumero inferiore di sostituzioni nucleotidiche,
rispetto al numero di sostituzioni che li dividonoyece, dagli aplotipi eterospecifidfigure 21e
22). La Regione di Controllo sembra, dunque, ricastrin maniera piu congruente rispetto alla
COl le relazioni evolutive interne al “clade orial&’, in conformita con I'attribuzione degli
aplotipi alle differenti specie distinguibili su ¥/ morfologica. Tuttavia, anche questo marcatore,
pur presentando una diversita circa tre volte saperispetto a quella della COtiapella 7, non

permette di risolvere chiaramente e definitivamdateelazioni filogenetiche interspecifiche tra i
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taxa all'interno del “clade orientale”. Poiché iNBB. mitocondriale e aploide, ed é ereditato per via
materna, la taglia effettiva della popolazione, @ffective population sizeer i loci mitocondriali
risulta teoricamente quattro volte ridotta rispettquella dei loci nucleari (Hoelzer, 1997), per cu
la separazione degli alleli e il conseguente acdomiumutazioni specifiche all'interno di due linee
filetiche derivate dovrebbe teoricamente progredirenaniera piu veloce per i loci mitocondriali.
Tuttavia, gli effetti diincomplete lineage sortingi manifestano anche nelle ricostruzioni di alberi
filogenetici effettuate mediante l'uso di geni nabmdriali, soprattutto nel caso di taxa che
potrebbero aver subito una radiazione adattatiidornapida. Gli eventi di speciazione promossi da
una rapida radiazione adattativa possono avveeigcgmente e prima che gli alleli possano avere
il tempo di differenziarsi all'interno delle rispee linee filetiche (Moran & Kornfield, 1993). In
effetti, alcuni fattori ecologici possono esserta dlase di eventi di speciazione molto rapida
(Schluter, 2000) e, negli insetti fitofagi, si sope che i processi che possono portare ad un
cambiamento nel regime trofichdst shiff e alla specializzazione trofica di un taxon refconti

di una pianta ospite, possano essere causa diapigardifferenziazione che puo portare, in certe
circostanze, a veri e propri eventi di speciazi@ieenike, 1990; Kellegt al, 2000; Futuyma,
2000).

Per quanto detto finora, nel caso del “clade oailefit risulta difficile attribuire i risultati ded!
ricostruzioni filogenetiche esclusivamente ad evdnibridazione o ad un effetto dncomplete
lineage sortinglegato alla velocita nel tasso di sostituzione mekcatore. Dal momento che un
effetto di incomplete lineage sortingnon porta necessariamente, come nel caso invece
dell'introgressione, all’aggregazione in uno stestade di esemplari aventi identica o simile
origine geografica (Hare & Avise, 1998; Magthal, 2002; Roka®t al. 2003b), e, d’altra parte,
poiché le relazioni tramitenetwork ricostruite tramite la Regione di Controllo riguib
relativamente piu congruenti con i dati morfologispetto a quelle ricostruite per mezzo della
COlI, solamente un insieme di entrambi questi femonmotrebbe spiegare i risultati delle
ricostruzioni filogenetiche ottenute per il “cladeentale”.

Si potrebbe ipotizzare, quindi, che eventi di iaagbne siano effettivamente avvenuti in tempi
recenti, e che attualmente non esista flusso ganécde specie esaminate; tuttavia, ipotizzando
velocita di evoluzione notevolmente differenti dmratteri morfologici e molecolari studiati, a
causa di una veloce radiazione adattativa - doputé@abilmente ahift di nicchia trofica - non
seguita da un completo differenziamento loei genici esaminati, anche un marcatore con una
elevata velocita di evoluzione come la Regione ainttbllo neiMeligethesnon permetterebbe di
distinguere a livello genetico specie altrimentilfaente distinguibili tra loro da un punto di \ast

morfologico ed ecologico.
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Poiché non esistono al momento metodologie stEtistivalide applicabili sui dati disponibili per
stabilire quali tra le ipotesi (ibridazionarccomplete lineage sortindinora esposte per interpretare
i dati sia la piu verosimile (Holdeat al, 2001), sara necessario in futuro condurre unroatd di
guesti risultati con quelli provenienti da ricogiani filogenetiche ottenute mediante 'uso di nuov
marcatori nucleari necessariamente dotati di uvagbetasso di sostituzione.

In ogni caso, malgrado non sia possibile chiarulasbase dei dati disponibili I'effettiva storia
evolutiva e le reciproche relazioni pr. coracinus M. erysimicolae M. arankae data inoltre la
presenza per questi taxa di alcuni esemplari cafgpeanche all’interno del “clade occidentale”,
Si puo tuttavia ipotizzare, almeno per le due speademiche della Turchia orientale comprese nel
“clade orientale”, origini recenti tramiteost shift M. sp. cfr.coracinuspotrebbe essersi originata
precocemente ed isolatasi solo recentemente, ateetjun possibileshift di piante ospiti verso
Arabis sp. con colonizzazione di ambienti marginali geltale (Anatolia orientale); questa entita,
caratterizzata da apparati genitali maschili e feminpiuttosto peculiari e contraddistinta anchee d
caratteri morfologici “intermedi” travl. coracinuse M. erysimicola potrebbe essere considerata
probabilmente una specie distinta per la qualdavi#, € necessario approfondire i rapporti
evolutivi con queste due specM. sp. cfr. 2longulus probabilmente originatasi da un ceppo che
avrebbe dato origine anche all'attude arankaee M. longulus(vedi in seguito), dal momento che
risulta legata alla rara e localizzatehihatchewia isatidegootrebbe aver sperimentato un drastico
shift estremamente recente dal genidesperisverso lisolatissimarchihatchewia isatidedtribu
delle Lunarieae) in ambienti morenici glaciali (pabilmente dell’Anatolia orientale e delle aree

armeno-caucasiche).

Per quanto riguarda il “clade occidentale” essm®mosto principalmente da cinque sottogruppi
(figure 16, 17, 18 Due di questi sottogruppi corrispondono cluster che comprendono
rispettivamente gli esemplari italiani e spagnolvd coracinus Sulla base degli alberi di consenso
ottenuti tramiteboostrap non €& possibile assegnare una posizione filogemethiara a questi
esemplari nei confronti di tutti gli altri individucompresi all’interno del “clade occidentale”.
Inoltre, I'elevata distanza genetica rilevata peregemplari spagnoli (distanpamedia = ca. 16%)

ed italiani (distanzg media = ca. 6%) nei confronti dei campioni condpeadi M. coracinus
(compresi tutti all’interno del “clade orientalgiptrebbe essere spiegata da un isolamento genetico,
piu 0 meno recente, di queste popolazioni rispete popolazioni orientali. In effetti, popolazioni

localizzate in aree periferiche dell’areale di disizione di una specie ampiamente distribuita -
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come e esattamente nel caso delle popolazioni sfgmgn italiane diM. coracinus- e che
posseggono inizialmente un sottoinsieme di all@tidivisi con le popolazioni parentali, a causa di
un locale isolamento possono perdere per derivatgangran parte di questi alleli, accumulando
invece, piu velocemente, alleli specifici (Funk &m@nd, 2003). In alcune circostanze, un
isolamento di questo tipo pu0 portare a quella ghane definita peripatric’ o “budding
speciatiori (Harrison, 1991; Frey, 1993; Funk & Omland, 200B&r cui popolazioni isolate di
piccole dimensioni possono potenzialmente diffei@szin nuove specie in tempi molto rapidi. Ci
sono evidenze per cui una distribuzione non omageniélocale isolamento di una risorsa trofica,
in questo caso di una pianta ospite, potrebbe goagnare o promuovere un processo di
differenziazione tra le popolazioni di una stesgacg, sebbene non sia del tutto chiaro se, nel
tempo, questo possa effettivamente portare ad ime/eroprio processo di speciazione (Kekty
al., 2000; Janzt al, 2006). Per quanto detto finora, non sembra akd tinverosimile che le
popolazioni turche d\. coracinus e/o altre popolazioni comprese all'interno ddatte orientale”,
possano effettivamente rappresentare le popolaziparentali” delle popolazioni italiane e
spagnole esaminate per questa specie; inoltretlaliataratteristiche ecologiche marcatamente
frigofile di M. coracinusfanno ritenere probabile una differenziazione desja specie in Asia
Centrale o in Siberia sud-occidentale; la sua amafpigle distribuzione in larga parte della regione
Paleartica &€ probabilmente correlata ad una sdiasdihe relativamente recente durante l'ultima
glaciazione Wirmiana lungo una direttrice Est-OvasEuropa Centrale e Settentrionale. Sulla
base dei dati molecolari a nostra disposizionebkerdéeoricamente possibile contemplare er
coracinus l'effettiva esistenza di realsibling speciesallopatriche, e dunque non sarebbe da
escludere peM. coracinusl’esistenza di specie criptiche, discriminabila tioro solo a livello
genetico, pur essendo del tutto indistinguibili folmgicamente. Tali specie criptiche potrebbero
mantenere una morfologia comune di tipo ancesideman & Elliot, 2000) o, possedere una
morfologia simile per una evoluzione convergente cdgatteri morfologici, a causa di pressioni
selettive molto simili (Schluter & Nagel, 1995; Kiet al, 2000, Reegt al, 2001; Richmond &
Reeder, 2002). Tuttavia sembrerebbe piu realigttomettere che le elevate divergenze genetiche
tra le popolazioni di differente origine geografidaM. coracinuspossano essere dovute ad un
effetto di cline geografico di variazione geneticajvero ad una variazione graduale delle
caratteristiche genetiche di una specie in aregrgéohe adiacenti. Un campionamento piu ampio
per questa specie in settori intermedi tra I'ltaila Turchia orientale, e la ricostruzione deltaia

filogenetica dei loro aplotipi, permetteranno digie valutare la verosimiglianza di questa ipotesi.
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Uno dei raggruppamenti interni al “clade occidegitahclude esemplari greci (ER 18.1, ER 19.1),
turchi (ER 5.1, ER 7.1, ER 12.1), ed italiani (ER,ZER 4.1) dM. erysimicola Sia sulla base delle
analisi condotte con il gene della COl, che netfialigi con il marcatore della Regione di Controllo,
linsieme degli esemplari greci esaminati pér erysimicolasi distribuiscono sia all'interno del
“clade occidentale”, sia all'interno del “clade @mtale”. Inoltre, mentre sulla base delle analisi
filogenetiche condotte con il gene della COI I'epdame turco ER 12.1 prende posizione all'interno
del “clade orientale”, in tutte le ricostruzionildgenetiche condotte mediante la Regione di
Controllo esso si posiziona, invece, all'internd ‘tédade occidentale”f{gura 23. La possibilita di
rilevare a seconda del marcatore considerato umtffmolto ridotta o estremamente elevata tra
aplotipi di esemplari conspecifici provenienti ddfetenti aree geografiche (si intenda, in questo
caso, “orientale” o “occidentale”), presuppone sgparazioneancora in atto degli alleli nelle
popolazioni esaminate dovuta attompletelineage sorting dei marcatori utilizzati. Questi dati
evidenziano un differenziamento genetico, tuttarecorso, delle popolazioni di. erysimicola
localizzate nelle aree ovest-mediterranee rispattain ceppo ancestrale probabilmente originario
della Grecia o della regione anatolica, a seguitend migrazione secondo una direzione est-ovest

da aree rifugiali glaciali centro-asiatiche o atieke durante il Pleistocene.

Gli ultimi due raggruppamenti interni al “clade @ientale” contengono la totalita degli individui di
M. thalassophilusM. matronalise M. longuluse la maggior parte degli individui italiani M.
arankae Sulla base di queste ricostruzioni risulta dificin primo luogo, assegnare una posizione
tassonomica definitiva pé. thalassophilusUna parte delle popolazioni M. thalassophilusin
particolare quelle dell'ltalia peninsulare assoziatMatthiola sinuatae aM. incana(TH 1.2, TH
3.3, TH 5.2, TH5.3, TH 9.1, TH 10.1), si riuniscomoun unico clade in cui sono contenuti anche
gran parte degli individui italiani dM. arankae(AR2.4, AR3.1, AR 8.1) e I'unico individuo d\l.
longulus(LO 1.1). D’altro canto, gli individui delle popmtioni di M. thalassophilugella Sicilia
(TH 7.1, TH 8.1, TH 13.1, TH 13.3) e della Spaghd (14.1, TH 15.1, TH 18.5) si collocano in un
clade differente, in cui sono compresi peraltrohengli esemplari dM. matronalis(MT 4.1, MT
5.1). L'elevata divergenza intraspecifica ®. thalassophilus(p = 6.22%) rende critica

'assegnazione di tutti gli individui studiati ad unico taxon ovest-mediterraneo ben distinto.
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Figura 23 —Confronto delle ricostruzioni filogenetiche pesdttogruppacoracinus(albero di consens®0% majority ruleottenuto
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Figure 23 — Comparison between COI (left) and ConRelion (right) NJ 50% bootstrap consensus trees fordviacinus subgroup
Different positions for ER12.1 and AR5.1 are indicatechbrpws ¢= — ).
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Le sue popolazioni, geograficamente distanti (agegabriche della Penisola Iberica, aree costiere
dell'ltalia Centrale, Puglia e Sicilia), sono prbilmente in piena evoluzione sotto il profilo
genetico e dal punto di vista ecologico, considéoale differenti piante ospiti e i diversi ambienti

colonizzati dalle popolazioni attribuibili a queséxon (veditabella J).

Per quanto riguardsl. arankae gran parte dei campioni italiani esaminati, careto, presentano
una maggiore affinita genetica con le popolazianMd thalassophilugdell’ltalia peninsulare. E’
interessante notare, tuttavia, che almeno uno detjliidui italiani esaminati (AR5.1) si trova nell
ricostruzioni effettuate tramite la Regione di Gofto all'interno del “clade orientale” piuttosto
che, come suggerito dalle ricostruzioni filogen®tictramite COI, all'interno del “clade
occidentale” insieme agli altri esemplari italiasonspecifici figura 22. Analogamente a quanto
gia detto peM. erysimicola questa condizione potrebbe essere spiegata deém diincomplete
lineage sortingdei marcatori utilizzati, con I'effettiva coesis#a di aplotipi “ancestrali” e
“derivati” in alcune popolazioni, evidentementetduh in fase di differenziamento genetico. Per
guanto riguardd. longulus la ricostruzione tramite la Regione di Controflostra chiaramente la
maggiore affinita di questo taxon cdw. thalassophiluse M. arankae in particolare con gli
esemplari delle popolazioni dell'ltalia peninsulade entrambe queste speciee popolazioni
italiane esaminate pa. matronalispresentano invece una maggiore affinita con le |aammni
spagnole dM. thalassophilusSeppure la posizione M. matronalisrisulti molto chiara all'interno
delle ricostruzioni tramite la Regione di Controlfeel precedente studio piu ampio condotto tramite
la COl, gli esemplari armeni esaminati per queaton rientravano all’interno del “clade orientale”
(figura 2), per cui anche peM. matronalis & difficile assegnare una posizione filogenetica
definitiva all'interno del sottogruppo di specie Mi coracinus Per tentare tuttavia di spiegare le
relazioni evolutive esistenti tid. arankae M. thalassophilusM. longuluse M. matronalis si puo
ipotizzare che una forma ancestrale, probabilmésgata al generélesperispotrebbe aver dato
luogo ad una radiazione di specie 0 semispecipattiche nelle aree anatolico-caucasiche. Il ceppo
matronalis-arankae potrebbe essersi differenziato in queste circagtan originando
successivamente un cepa@nkae-thalassophilushe avrebbe colonizzato ambienti marginali del
primitivo areale diM. arankae(rispettivamente in Anatolia orientale e nel Medianeo centrale),
con shift di piante ospiti verso il genere vegetdatthiola. L’evoluzione per questo gruppo di
specie potrebbe aver seguito I'evoluzione dellautrilelle Hesperideae nel Mediterraneo centro-
occidentale che in sostanza coincide con quella dpkecie dei geneKlatthiola e Hesperis(Conti,
1900; Pignatti, 1982; Tammaro, 1985; Jalas & Suemii994; 1996): entrambi i generi si ritiene,
in effetti, che abbiano raggiunto I'Europa meridit; e si siano diversificati nel Mediterraneo
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occidentale a partire da ceppi di origine orien{@leatolica e Turanica), in periodi riconducibili a
cicli glaciali Plio-Pleistocenici, durante i qualmportanti contingenti di specie steppiche e
parasteppiche hanno colonizzato I'Europa sud-ootade (Bertoldiet al, 1989; La Greca, 1977,
2002; Audisio & De Biase, 1993). In questo contegstolonguluspotrebbe rappresentare un taxon
rimasto isolato in Turchia orientale subito dopdififerenziamento genetico del ceppmankae-
thalassophilus La causa di tale isolamento potrebbe esserdwtai ad un improvvisshift di
nicchia trofica verso l'attuale pianta ospite Mi. longulus la rara ed endemicatthiola
odoratissima che presenta, peraltro, una distribuzione moltamfmentata negli ambienti

suberemici delle aree circumpontiche.

La totale mancanza di omologia delle sequenze didRe di Controllo ottenute pdf. fulvipes M.
cristofaroi e M. epeirosj non permette ovviamente di stabilire le relazidogenetiche con le altre
specie del sottogruppo M. coracinus ma confermano la condizione isolata e ben difizata di
questi tre taxaM. explanatuse M. accentus non inclusi nelle analisi molecolari, hanno avuto
anch’essi probabilmente una derivazione indipergJenblonizzando, in condizioni ecologiche
estreme, aree desertiche dell’Asia Centrale e agsle@o Siriano. Essi sono infatti, come detto,
fortemente distinti dalle altre specie del sott@g per la forma appiattita del corpo e per i genit

maschili ampiamente differenti.

Sebbene non vi siano dati relativi alla Region€dntrollo per la speci®. subaeneyde analisi
mediante la COI prevedevano una posizione moltatsali questo taxon nei confronti di tutti gli
altri taxa del sottogruppo dM. coracinus (figura 2). Una forma strettamente riconducibile
all'attuale M. subaeneuyslegata forse al gener@ardamineo a generi affini, e probabilmente
associata ad ambienti nemorali mesofili con affieeati rocciosi potrebbe aver dato origine nel
tardo Pliocene alle restanti specie del sottogregmacinus La forma attuale, tuttavia, potrebbe
essersi estremamente differenziata morfologicamegeneticamente rispetto alla forma ancestrale,
rappresentando attualmente un taxon molto bemtbsé relativamente isolato rispetto alle altre

specie del sottogruppo.
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6. CONCLUSIONI

Sulla base delle ricostruzioni filogenetiche finaHettuate attraverso i marcatori molecolari é
possibile affermare che I'evoluzione del sottogauppspecie dMeligethescoracinuse il risultato

di una sovrapposizione di molteplici fenomeni stioe microevolutivi piu 0 meno correlati e
interdipendenti tra loro. Il sottogrupmmracinus da ritenere tuttora in piena evoluzione e
differenziamento, probabilmente si e originato dllee del Pliocene, a seguito di processi di
specializzazione e generalizzazione trofica, iro@észione con diversi generi di Brassicaceae, in
Europa centro-meridionale e nelle aree anatolic@wa&siche. Una serie di studi suggerisce che gli
insetti fitofagi che posseggono associazioni treficon differenti piante ospiti possono andare
incontro a rapide differenziazioni che possono qertnel tempo a veri e propri eventi di
speciazione, sebbene i meccanismi di base chenpaatgali differenziamenti non siano stati ancora
del tutto chiariti (Mitteret al., 1991; Farrell, 1998; Jaret al, 2006). Nonostante i numerosi studi
condotti, sono pochissime le evidenze a sostegriendimeni di coevoluzione tra insetti e piante
ospiti (Futuyma, 2000); piuttosto molti studi suggeono che i meccanismi di colonizzazione di
nuove risorse trofiche tramitshift nella scelta dell’ospite sono probabilmente alésd delle
differenziazioni e la causa delle attuali assooiaizira insetti e piante ospiti (Jamet al. 2001;
Nyman, 2002). Dal momento che le specie del saifmmycoracinussono legate in gran parte a
gruppi di generi affini della famiglia delle Brasaceae, in particolare al gruppesperisMatthiola

0 Hesperideasensu strictpe ai generkErysimum SisymbriumCardaming Arabis e Brassica non

e da escludere I'esistenza, se non di una coewrlazicertamente di una evoluzione largamente

parallela o sequenziale tra questo gruppo di Ciaed le loro piante ospiti.

Le relazioni filogenetiche ricostruite mediante Ragione di Controllo del DNA mitocondriale
mostrano i limiti oggettivi di risoluzione anche gliesto marcatore molecolare, malgrado I'elevato
tasso evolutivo, probabilmente a causa di una eumbe molto recente del sottogruppo a seguito di
una rapida radiazione adattiva promossa da mecoadishost shift che avrebbero coinvolto le
specie esaminate. Data la complessita dei prodespeciazione che probabilmente sottendono alla
storia evolutiva del sottogruppmracinus i fattori stocasticilegati ad una inadeguatezza nel tasso
di evoluzione del marcatore utilizzato sembrereblyem rappresentare i principali, o, comunque, i
soli responsabili dell’incongruenza tra dati molacoe morfologici. La condizione “polifiletica”
rilevata per la gran parte dei taxa € molto prdbadte un risultato che riflette I'effettiva storia
evolutiva delle popolazioni delle specie esamingder cui, ad esempio, la condivisione di

polimorfismi ancestrali potrebbe essere la conserzmedi una strutturazione genetica delle
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popolazioni effettivamente legata ai cicli dellaghzioni pleistoceniche. In casi come questiuin ¢

e chiaramente complesso delimitare su base motecoblaonfini” delle specie esaminate, risulta
ancor piu difficile ricostruirne le reciproche relani evolutive, senza approfondire I'entita dei
fenomeni microevolutivi alla base delle incongruemievate. La condizione monofiletica di un
taxon secondo utocus genico (soprattutto nel caso dei geni mitocongrialstata recentemente
enfatizzata come un criterio attendibile per deteane i limiti di una specie (Zink & McKitrick,
1995; Zink & Blakwell-Rago, 2000; Herbeat al, 2003; Tautzt al, 2003). Occorre tuttavia tenere
presente che I'eventualita per cui certi alleliutia specie presentano una maggiore affinita con
alleli di esemplari di specie differenti piuttostioe con alleli conspecifici non e un evento rartene
ricostruzioni filogenetiche molecolari (Funk & Ombth 2003) e che quindi un sistema di
delimitazione delle specie secondo un marcatoreecotdre potrebbe rilevarsi in molti casi
inadeguato (Meyer & Paulay, 2005; Hendrixson & Ba2@05). Le “deviazioni” da una condizione
monofiletica di una specie secondo uno olpi genici, se non approfondite, possono portare ad
una errata interpretazione dei risultati filogecietper un loro eventuale utilizzo a livello
tassonomico, oltre che a sottovalutare i procesgiro@volutivi alla base dei fenomeni di
speciazione. Negli ultimi anni numerose ricerchenuatentato di approfondire la natura stocastica
della condivisione di aplotipi dovuta a fenomeniirdiompletelineage sortingdei marcatori e ad
incorporare studi statistici di coalescenza in tpiasee di indagine (Rosenberg & Nordborg, 2002;
Knowles, 2004; Maddison & Knowles, 2006). Data Euma complessa e continua dei processi
evolutivi I'indagine attraverso analisi filogeogidfe o di genetica di popolazione ai livelli
intermedi di divergenza tra popolazione e spec&s@oo risultare estremamente utili per apportare
un contributo alla comprensione della vera nateléedlinamiche evolutive alla base dei fenomeni
di speciazione. Le relazioni evolutive delle spedét sottogruppaoracinusdovranno, dunque,
essere senz’altro studiate e approfondite anclohiave filogeografica, nel tentativo di ricostruire
la storia filogenetica degli aplotipi presenti neto pool genico sull’intera estensione del loro

complessivo areale geografico.

Come gia descritto, la Regione di Controllo del DM#&tocondriale neMeligethespresenta tassi di
evoluzione molto variabili, con almeno tre diffetielivelli di divergenza corrispondenti alle tre
zone a diversa variabilita identificate lungo lagi@e stessa. Sebbene esistano evidenze per cui in
alcuni insetti il tasso di sostituzione della Regiali Controllo mostri un valore piu basso rispetto
guello relativo alla terza posizione di alcuni geodificanti (Cacconet al, 1996; Zhang & Hewitt,
1997) neiMeligethesil marcatore risulta invece promettente per corelgtudi evolutivi a vari

livelli tassonomici, ed alcune porzioni specificip@sseggono livelli di variabilita adatti per
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condurre studi di genetica di popolazione o di fipmgeografico. Sommando queste evidenze con
guanto gia noto per i coleotteri crisomelidi (Mdsdauet al, 2003) la Regione di Controllo, almeno
per questo ordine di insetti, risulta essere uncatare dalle interessanti potenzialita di utilizmo
studi evolutivi (sebbene il tasso di sostituziombloth sempre essere esplorato piu ampiamente in
altre specie e generi di coleotteri differenti deeltj finora studiati). Indubbiamente le molteplici
problematiche di tipo tecnico e la carenza di datlecolari per questa porzione del DNA
mitocondriale negli insetti non permettono di cgliarne un eventuale uso dbutine per studi
evolutivi. Sarebbe percio auspicabile lo svilupd&@applicazione di nuove tecnologie biomolecolari
a basso costo per l'isolamento e il sequenziamdinporzioni di DNA difficilmente caratterizzabili
con le metodologie standard (ovvero, con le te@mmbrmalmente utilizzate per studi di sistematica
molecolare) in concomitanza con l'acquisizioneaattrso studi mirati di nuove ed approfondite
conoscenze sulla struttura, la funzione e i meesecaindi evoluzione molecolare della Regione di
Controllo negli insetti, in modo da agevolare ldut@zione delle potenzialita di utilizzo di questa

porzione del DNA mitocondriale come marcatore geoah studi evolutivi su nuovi taxa animali.
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8. APPENDICI

APPENDICE | A - Sequenze nucleotidiche — REGIONE DICONTROLLO “porzione TM”
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d 20 il 40 & &0 & go i 100 il
TTGATAT CTAAAGAAATAGTITAATTCTATTAAACATAATAAT AAAATAGCCTAAARATAGTTTAAT GTGEGTAGT GTAT CTACATTATCTATTCTAT CAAAATATTCCTTTAAT
TTGEATAT CTAAAGAAATAGTTTAATTCTAT TAAGCATAAT AAT ARAATAGCCTAAAMATAGTTTAAT GTCGETAGTGTATCTACATTATCTATTCTAT CAAAATATTCCT T TAAT
TTGATATCTAAAGAAATAGTITAATTCTATTAAGCATAAT AAT AAAATAGCCTAAAAATAGT TTAATGTCGCTAGTGTAT CTACATTATCTATTCTAT CAAAATATTCCT T TAAT
TTGATAT CTARAGAAATAGTITAATTCTATTAAATATAATAATAAAATGGCCTAAAAMATAGTTTAAT GTGGGTAGTGTGT CTACATTATCTATTCTATCAAAATATTCCTTTAAT
TTEATAT CTAAAGAAATAGTTTAATTCTATTAALATATAAT AAT ARAAT GECCTAAAMATAGTTTAAT GTGEETAGTGTGTCTACATTATCTATTCTAT CAARAATATTCCT TTAAT
TTGATAT CTAAAGAAATAGTITAATTCTATTAAACATAATAAT AAAATAGCCTAAAAATAGT TTAATGTCCGETAGTGTGT CTACATTATCTATTCTAT CAAAATATTCCT T TAAT
TTGATAT CTARAGAAATAGTITAATTCTATTAAACATAATAATAAAATAGCCTAAAAATAGTTTAATGTGEGTAGTGTGT CTACATTATCTATTCTATCAAAATATTCCTTTAAT
TTEATATCTAAAGAAAT AGTTTAATTCTAT TAALCATAATAAT ARAATAGCCTAAAMATAGTTTAAT GTGGETAGTGTGTCTACATTATCTATTCTAT CARAATATTCCT T TAAT

1z0o il 140 & 180 d 180 i zZon = 220 &
CAGGCACCTCATTT TAACT T T TGT TACAATTAT TTT TAGT TAAACATAT T TATTTTTGATT CGTTTTTTCATT CAAATTTTGAARAT AGGT CTAAAT TTTAGT GAARAAGCTET G
CAGGCACCTCATTTTAACTTTTGT TATAACTAT TTTTAGT TARACATAT T TATTTTTGATTCGTTTTTTCATTCAAATTTTTAARATAGGTCTAAATTTTAGT GARRAAGCTETG
CAGGCACCTCATTTTAACT I TTGTTATAACTAT T TT TAGT TAAACATAT T TATT TTTGATTCGTTTTTTCATTCAAATTTTTAAAATAGGT CTAAATTTTACT CARAAAGCTCTS
CAGGCACCTCATTT TAACT T T TGT TAAAACTAT T TT TAGT TAAACATAT T TATTTTTGATTCGTTTTTTCATTCAAATTTTGAARATAGGT CTAAATTTCAGT GAARAAGCTET S
CAGGCACCTCATTTTAACTTTTGT TARAACT AT TTTTAGT TARACATAT T TATTTTTGATTCGTTTTTTCATTCAAATTT T GAARATAGGT CTAALAT TTCAGTGARRAAGCTETG
CAGGCACCTCATTT TAACT I T TGT TAAAACTAT TTT TAGT TAAACATAT T TATTTTTGATTCGTTTTTTCATTCAAATTTTGAAAATAGGT CTAAATTTTACT CARAAAGCTCTS
CAGGECACCTCATTT TAACT T T TGT TAAAACTAT T TT TAGT TAAACATAT T TATTTTTGATTCGTTTTTTCATTCAAATTTTGAARATAGGT CTAAATTTTAGT GAARAAGCTGT S
CAGGCACCTCATTTTAACTTTTGT TARAACTAT T TTTAGT TARACATAT T TATTTTTGATTCGTTTTTTCATTCAAATTT T GAARATAGGTCTAAAT TTTAGT GARRAAGCTETG

240 = 260 e 280 & 300 = 320 £ 340
ARAATTTGACGAT T CGGATAGAATACGAAAT CCT CGAGT AAAT T GAAAGT TGTAAAAAACGT TTCGTAACTTTCTCCTAAT AAAACTGETGTATTT GTATACATATATTATTTATT
ARARATTTGACGAT T CGGATAGAATAGAAAT CCTCGAGT AMAT T GARAGC T GTAAAAMACGT TTCGTAACTTTCTCCTAAT AAAACTGETGTATTT GTATACATATATTATTTATT
ARRATTTGACGATT CGGATAGAATAGARAT CCT CGAGT AAAT T GAAAGC T GTAAAAAACGT TTCGTAACTTTCTCCTAAT AAAACTGETGTATTTGTATACATATATTATTTATT
ARAATTTGACGAT T CGGATAGAATAGAAAT CCT CGAGT AAAT T GAAAGCT GTAAAAAACGT TTCGTAACTTTCT CCTAAT AAAACTGETGTATTT GTATACATATATTATTTATT
AAAATTTCACGAT T CAGATAGAATACAAAT CCTCGAGT AAAT T GAAAGCT GTAAAAAACGT TTCGTAACTTTCTCCTAAT AAAACTGCTGTATTTGTATACATATATTATTTATT
ARRATTTGACGATT CGGATAGAATAGARAT CCT CGAGT AAAT T GAAAGC T GTAAAAAACGT TTCGTAACTTTCTCCTAAT AAAACTGETGTATTTGTATACATATATTATTTATT
ARAATTTCACGAT T CGGATAGAAT ACGAAAT CCTCGAGT AAATTGAAAGC T GTAAAAAACGTTTCGTAACTTTCTCCTAAT AAAACTGETGTATTTGTATACATATATTATTTATT
ARAATTT CACGAT T CGGATAGAATAGAAAT CCTCGAGT AAATTGAAAGC T GTAAAAAACGT TTCGTAACTTTCTCCTAAT AAAACTGCTGTATTTGTATACATATATTATTTATT

£ 360 e 380 & 400 = 420 £ 440 & 4560
ATATAATACAAGTTAAATTAAAATAAATCAAATATATTTAAATGT TATAAAGGGCETATTATATATTAATTAAATCAGTATAAAATATCAATCAAAALATACTATTTT TATTAAR
ATATAATACAAGTTAAATTAAAATAAATCGAATATATTTAAATGT TATAAAGGGCGTATTATATATTAATTAAATCAGTATAAAATATCAATCAARAAATACTATTTTTATTARAR
ATATAATACAAGTTAAATTARAATAAATCAAATATATTTAAATGT TATARAGGGCGTATTATATATTAATTAAATCAGTATAAAATATCAATCAARRAATACTATTTT TATTARAR
ATATAATACAAATTAAATTAGAATAAATCAAATATATTTAAATGT TATAAAAGGCETGTTATATAT TAATTAAATCAGTATAGAATAT CAATCAAAALATACTATTTT TATTARAR
ATATAATACAAATTAAAT TAGAATAAATCAAATATATTTAAATGT TATAAAAGCGCETGTTATATAT TAATTAAATCAGTATAAAATATCAATCAAAAAATACTATTTTTATTAAR
ATATAATACAAGTTAAATTAGAATAAAT CAGATATATTTAAATGT TATARAAGGCGTGTTATATATTAATTAAATCAGTATAAAATATCAATCAARRAATACTATTTT TATTARAR
ATATAATACAAGTTAAATTAGAAT AAATCAGATATATTTAAATGT TATAAAACGCGCETGTTATATATTAATTAAATCAGTATAAAATATCAATCAARAALATACTATTTT TATTAAR
ATATAATACAAGTTAAAT TAGAATAAATCAGATATATTTAAATGT TATAAAAGCGCETGTTATATAT TAATTAAATCAGTATAAAATATCAATCAAAAAATACTATTTTTATTAAR

e 480 = 500 = 520 £ 540 & 560 =
TAGTTAACACAAAGCAAGTCTCTTTTGGAAT AT AGAAATTAT AACAGTATACTACGTCT TACAGTAT TAAGTAGAAGGAGAT TAGGAGAAAT ATAGAGAGAGCEGT AAGCGAT GA
TAGTTAACACAARGCAAGTCTCTTTTGGAATAT AGAAATTAT AACAGTATACTACGTCTTACAGTAT TAAGTAGAAGGAGAT TAGGAGAAAT ACAGAGAGAGCGET AAGCGAT GA
TAGTTAACACAAAGCAAGT CTCTTTTGGAATAT AGAAATTAT AACAGTAT ACTACGTCTTACAGTAT TAAGTAGAAGGAGAT TAGGAGAAAT ACAGAGAGAGCGET AAGCGAT GA
TAGTTAATACAAAGCAAGTCTCTTCTGGAAT AT AGAGATTAT AACAGTATACTACGTCT TACAGTAT TAAGTAGAAGGAGAT TAGGAGAAAT ACAGAAACAGCEGT AAGCGAT GA
TAGTTAATACAAAGCAAGTCTCTTCTGGAAT AT AGAGATTAT AACAGTAT ACTACCGTCTTACAGTAT TAAGTAGAAGGAGAT TAGCGAGAAAT ACAGAAACAACCGT AAGCGAT GA
TAGTTAACACAAAGCAAGT CTCTTTTGGAAT AT AGAGATTAT AACAGTAT ACTACGTCTTACAGTAT TAAGTAGAAGGAGAT TAGGAGAAATATAGAGAGAACGET AAGCGAT GA
TAGTTAACACAARGCAAGTCTCTTTTGGAAT AT AGAGATTAT AACAGTATACTACGTCT TACAGTAT TAAGTAGAAGGACAT TAGCGAGAAAT ACAGACGACGAACCGT AAGCGAT GA
TAGTTAACACAAAGCAAGTCTCTTTTGGAAT AT AGAGATTAT AACAGTAT ACTACGTCTTACAGTAT TAAGTAGAAGGAGAT TAGCGAGAAAT ATAGACGACGAACCGT AAGCGAT GA

580 = 600 = a20 e 640 & 660 = 680 £
ATAAGATTTAGACT AGAGATCTAAATTCAGATTTTTAAAATTTATATCTCTATAACGTCCTATTAT GEGTTATTATTT TATAT CATACT TAATAGCAACTTATTTTATATAATTC
ATAAGATTTAGACTAAAGAT CTAAATTCAGATTTTTAAAATTTATATCT CTATAACGTCCTATTAT GEGTTATTATT T TATAT CATACT TAATAGCAACTTATTTTATATAATTC
ATAAGATTTAGACT AAAGAT CTAAATTCAGATTTTTARARATTTATATCTCTATAACGTCCTATTAT GEGTTATTATTT TATAT CATACT TAATAGCAACTTATTTTATATAATTC
ATAAGATTTAGACT AAAGATCTAAATTCGAATTTTTAAAATCTATATCTCTATAACGTCCTATTAT GEGTTATTATTT TATAT CATACT TAATAGCTACTTATTTTATATAATTC
ATAACGATTTAGACT AAAGAT CTAAATTCAAATTTTTAAAATCTATATCTCTATAACGTCCTATTAT GEGTTATTATT T TATAT CATACT TAATAGCTACTTATTTTATATAATTC
ATAAGATTTAGACT AAAGAT CTAAATTCAGATTTTTARARAT CTATATCTCTATAACGTCCTATTAT GEETTATTATTGTATAT CATACTTAATAGCTACTTATTTTATATAATTC
ATAAGATTTAGACT AAAGAT CTAAATTCAGATTTTTAAAATCTATATCTCTATAACGTCCTATTAT GGGTTATTATTGTATAT CATACTTAATAGCTACTTATTTTATATAATTC
ATAACGATTTAGACT AAAGAT CTAAATTCAGATTTTTAAAATCTATATCTCTATAACGTCCTATTAT GEGTTATTATTGTATAT CATACT TAATAGCTACTTATTTTATATAATTC

Foo = 720 e 740 & 760 = 780 £ 800
ATTAATCATCTGTTATTTATAAATTCCTATTACAATTTATTAATAATTATAAATTATAT AAT AATAAATTATTTATTAAT AAATATAAT AATTATTATAAAAALARANAAAARCT
ATTAATCATCTGTTATTTATAARAT TCCTATTACAAT T TATTAATAATTATARATTATATAAT AATAAATTATTTATTAATAAATATAATAATTATTATAAAAAAARARAAAARGT
ATTAATCATCTGTTATTTAT AAATTCCTATTACAATTTATTAATAATTATARATTATATAAT AATARATTATTTATTAATAAATATAATAATTATTATAAAALLARARAANAARGT
ATTAATCATCTGTTATCTATAAATTCCTATTACAATTTATTAAT AATTATAAATTATAT AAT AATAAATTATTTATTAAT AAATATAATAATTATTATAAAAALARANAAAAACT
ATTAATCATCTGTTATT TATAAAT TCCTAT TACAAT T TATTAAT AATTATAAATTATATAAT AATAAATTATTTATTAATAAATATAATAATTATTATAAAAAAARARAAAAACT
ATTAATCATCTGTTATTTAT AAATTCCTATTACAATTTATTAATAATTATARATTATATAAT AATARATTATTTATTAATAAATATAATAATTATTATAAAALLARARAANAARGT
ATTAATCATCTGTTATTTATAAATTCCTATTACAATTTATTAAT AATTAT AAATTATAT AAT AATAAATTATTTATTAATAAATATAATAATTATTATAAAAAAARAAAAAARCT
ATTAATCATCTGTTATT TATAAAT TCCTAT TACAAT T TATTAAT AATTATAAATTATATAAT AATAAATTATTTATTAATAAATATAATAATTATTATAAAAAAARARAAAAACT

& 820 d g40 i §60 & 880 & 800 i 920
TCCTTTCCTCAATATTTAT GTAAATTTTCAGT TAGT T TAAAAT GAAT CARATTAGACTTTT CATT GCATTATT AATAAGAAAATTTCATACCAAAT AATTACTAT GAAAAT CCTA
TCCTTTCCTCAATATTTAT GTAAATTTTCAGT TAGT TTAAAAT GAAT CALLT TAAACTTTTCATTGCATTATTAATAAGAAAATTTCAT ACCAAALLLT TACTAT GAAAAT CCTA
TCCTTTCCTCAATAT T TATGTAAATTTTCAGT TAGT T TAALAT GAAT CAAAT TAAACTTTTCATTGCATTATTAATAAGAAAATTTCATACCAAAAAATTACTATGAAAATCCTA
TCCTTTCCT CAATAT TTAT GTAAATTTTCAGT TAGT TTAAAAT GAAT CAAATTAGACTTTT CATTGCATTATCAATAAGAAAATTTTATACCAAATAATTACTATGAAARATCCTA
TCCTTTCCTCAATATTTAT GTAAATTTTCAGT TAGT TTAAAAT GAAT CALAT TAGACTTTTCATTGCATTATCAATARGAAAATTTTAT ACCAAAT AAT TACTAT GAAAAT CCTA
TCCTTTCCTCAATAT T TATGTAAATTTTCAGT TAGT TTAARAT GAAT CAAAT TACACTTTTCATTGCATTATTAATAAGAAAATTTCATACCAAAT AATTACTATGAAAATCCTA
TCCTTTCC T CAATAT TTAT GTAAATTTTCAGT TAGT TTAAAAT GAATCAAATTAGACTTTTCATTGCATTATTAATAAGAAAATTTCATACCAAATAATTACTATGAAARATCCTA
TCCTTTCCTCAATATTTAT GTAAATTTTCAGT TAGT TTAAAAT GAAT CALAT TAGACTTTTCATTGCATTATTAATAAGAAAATTTCAT ACCAAAT AAT TACTAT GAAAAT CCTA
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e 940 = 960 = 980 £ 1000 & 1020 =
AAGACAATTATTTAGGAAATTTAATCAGTTTTTTAGTTTTATTTTTTTT TAT TAGAAATTGTCTTAT TAAAAAATTGTALAAAACAATATGTTTATGTAAATTTTTGT GTAGATA
AAGACAATTATTTAGGAAATTTAATCAGTTTTTTAGT I TTATTTITTTT TAT TAGAAATTGT CTTAT TAAAAAATTGTAAAAAACAATATGTITTATATAAATTTTTGT GAAGATA
ARAGACGATTATTTAGGAAAT TTAATCAGTTTTTTAGTITTATTTITTTT TAT TAGARATTGTCTTATTAAAAAATTGTARAAAACAATATGTITTATATAAATTTTTGT GAAGATA
AAGACAATTATTTAGGAAATTTAATCAGTTTTTTAGTTTTATTTTTTTT TAT TAGAAATTGTCTTAT TAAAAAATTGTAAAAACTAATATGTTTGTATAAACTTTTTT GTAGATA
AAGACAATTATT TAGGAAATTTAATCAGTTTTTTAGT I TTATTTITTTT TAT TAGAAATTGT CTTAT TAAAAAATTGTAAAAACTAATATGTITTGTATAAACTTTTTTGTAGATA
ARAGACAATTATTTAGGAAAT TTAATCAATTTTTTAGTITTATTTITTTT TAT TAGARATTGTCTTAT TAAAAAATTGTARAAAACAATATGITTGTATAAACTTTTGT GTAGATA
AAGACAATTATTTAGGAAATTTAATCAATTTTTTAGTTTTATTTTTTTT TAT TAGAAATTGTCTTATTAAAAAATTGT ALAAAACAATATCGTTTGTATAAACTTTTGTGTAGATA
AAGACAATTATT TAGGAAATTTAATCAATTTTTTAGT I TTATTTITTTT TAT TAGAAATTGT CTTAT TAAAAAATTGTAAAAAACAATATGTITTGTATAAACTTTTGT GTAGATA

1040 = 1060 = 1080 e 1100 & 11z0o = 1140 £
AAGTTTAAGCTTTT CATATAAAAAATCCTTAALAAAT AAAAAAATTTAAAAATTAATTTTTTTCATTTTTTGATTCAATTTTATATAAAAAATAGCALAATTTTTTATTCATTGA
AAGTTTAAGCTTTTCATGTAAAAAATCCTTAAAAAAT ARAAARATTTAAAAAT TAATTTTTTTCATTTTTTGATTCAATTTTATATAAAAAATAAGAARARATTTTTTATCCATTGA
AAGTTTAAGCTTTTCATGTARAAAAATCCTTAARAAAT ARAAAAATTTARRAAT TAATTTTTTTCATTTTTTGATTCAATTTTATATAAARAATAAGAAAATTTTTTATCCATTGA
AAGTTTAAGCTATT CATATAAAAAATTCTT TAAAAAT AAAAAAATTTTAAAT CTAATTTTTTTCATTTTTTGATTCAATTTTATATAGAAAATAGCALAATTTTTTATTCATTGA
AAGTTTAAGCTATTCATATAAAAAATTCTTTAAAAAT AAAAAAATTTTAAAT CTAATTTTTTTCATTTTTTCATTCAATTTTATATAGAAAATAGCAAAATTTTTTATTCATTGA
AAGTTTAAGCTATTCATATARAAAATCATTTARAAAT ARAAAAATTTTARATT TAATTTTTTTCATTTTTTGATTCAATTTTATATAGAAAATAGGAAAATTTTTTATTCATTGA
AAGTTTAAGCTATTCATATAAAAAATCATTTAAAAAT AAAAAAATTTTAAATT TAATTTTTTTCATTTTTTGATTTAATTTTATATAGAAAATAGCAAAATTTTTTATTCATTGA
AAGTTTAAGCTATTCATATAAAAAATCATTTAAAAAT AAAAAAATTTTAAATT TAATTTTTTTCATTTTTTCATTCAATTTTATATAGAAAATAGCAAAATTTTTTATTCATTGA

1160 = 1180 e 1200 & 1220 = 1240 £ 1260
GATTTTTATTCTTTAT GGT TAGTATAGGAAAT CCTTTCTATATTAATTTGATTTGTATTTTTAT TCCGAT TATAAAAATTAT CTAAAATCAGT AAATACCTTATTTAAGATTTTTT
GATTTTTATTCTTCATGGT TAGTATAGAAAAT CCTTTCTATATTAATTTGATTTGTATTTTTAT TCGAT TATAAAAATTAT CTAAAATCAGTAAATACCTTATTTAAGATTTTTT
GATTTTTATTCTTTATGGT TAGTATAGAAAAT CCTTTCTATATTAATTTGATTTGTATTTTTATTCGAT TATAAAAATTAT CTAAAAT CAGTAAATACCTTATTTAAGATTTTTT
GATTTACAGTCTTTATGGTTTGTATAGAAAAT CCTTTCTATATTAATTTGATTTGAATTTCTATTTGAT TAT AAAAATTACCTAAAATCAGT AAATACCTTATTTAATATTTTTT
GATTTACACTCTTTATGGT T T GTATAGAAAAT CCTTTCTATATTAATTTGATTTCAATTTCTATTTCGAT TATAAAAATTACCTAAAATCAGTAAATACCTTATTTAATATTTTTT
GATTTATAGTCTTTATAGT T T GTATAGAAAAT CCTTTCTATATTAATTTGATTTGTATTTCTATTCGAT TATAAAAATTAT CTAAARAT CAGTAAATACCTTATTTAAGATTTTTT
GATTTATAGTCTTTATAGTTTGTATAGAAAAT CCTTTCTATATTAATTTGATTTGTATTTCTATTCGATTATAAAAATTATCTAAAATCAGTAAATACCTTATTTAAGATTTTTT
GATTTATACTCTTTATAGT T T GTATAGAAAAT CCTTTCTATATTAATTTGATTTGTATTTCTAT TCCGAT TATAAAAATTAT CTAAAATCAGTAAATACCTTATTTAAGATTTTTT

£ 1280 e 1300 & 1320 = 1340 £ 1360 & 1380
ATAAGATATTTTCTAATAAATT TAAAAATTATTATTTTTCCGAATTTTGATGATTTTCTTT TCAAAARAAACCAT ARAAALT CCTAAACCTTAAAARAALTTTTTTAGTACT GGTAR
ATAAGATATTTTCTAATAAATTTAAAAATTATTATTTTTCCGAATTTTGATGATTTTCTTT T CAAARARAAAGGAT ARAAAT CCTARACCTTTAAARRATTTTTTAGTACCGGETAR
ATAAGATATTTTCTAATAAATTTAAAAATTATTATTTITCCGAATTTTGATGATTTTCTTT TCAAARRAAAGGAT ARAARAT CCTARACCTTTAAARRATTTTTTAGTACCGGETAR
ATAAGATATTTTCTAATAAATT TAAAAATTATTATTTTTCTGAATTTTGATGATTTTCTTT CCAAARARAAACCAT AGAALT CCTAAACCT CCAAARAALTTTTTTAGT ACT GATAR
ATAAGATATTTTCTAATAAATTTAAAAATTATTATTTTTCCGAATTTTGATGATTTTCTT T CCAAAAAAAACCAT AGAAAT CCTAAACCTCCAAAAAATTTTTTAGTACT GATAR
ATAAGATATTTTCTAATAAATTTAAAAATTATTATTTTTCCGAATTTT GATGATTTTCTT TACAAARRAAAGCTATAAARAT CCTARACCTTTAAARRATTTTTTAGTATTGATAR
ATAAGATATTTTCTAATAAATTTAAAAATTATTATTTTTCCGAATTTTGATGATTTTCT T TACAAARAAAAACTATAARALT CCTAAACCTTTAAARAAATTTTTTAGTATTGATAR
ATAAGATATTTTCTAATAAATTTAAAAATTATTATT T T TCCGAATTTTGATGATTTTCTT TACAAAAAAAACTGTAAAAAT CCTAAACCTTTAAAAAATTTTTTAGTATTGATAR

d 1400 il 14Z0 & 1440 & 1460 i 1450 il
ATGARAAGCCGTGATTTAT T GTACATATTTT T GAATTT T CTTTAAAATTAGCAGETATGCT TAGATTTTTATT CAAAT T CGAATTTTAGGAT TATTAATTATTTTGATTTAATTA
ATGAAAACTCGT GAT TAACTATACATATTTTTGAATTTTGT T TAAAAT TAGCATGTATGCT TAGATTTTTATTCAAAT TCGAATTTTAGGAT TATTALAT TATTTTGAT TTAATTA
ATGARAACTCGTGAT TAACTATACATATTTTTGAAT T T TGTT TAAAAT TAGCATCTATGCT TAGAT TTTTATT CAAAT TCCGAATTTTAGGATTAT TAATTATTTTGATTTAATTA
ATGAAAAAT CGTGATTCTGTATTTATATTTT T GAAT T T TGTTTAAAATTAGCAGETATGCT TAGATTTTTATT CAAATTCGAATTTTAGGATTAGT AATTATTTTGATTTAATTA
ATGAAAAATTAT GAT TAACTATATATATTTTTGAATTTTGTTTAAAAT TAGCAGETATGCT TAGATTTTTATTCAAAT TCGAATTTTAT GAT TAGT AATTATTTTGAT TTAATTA
ATGARAAAT CGTGAT TAGT TATATATATTTTTGGGET T I TGTT TAAAAT TAGCAGETATGCT TAGAT T TTTATT CAAAT TCGAATTTTATGATTAGT AATTATTTTGATTTAATTA
ATGAAAAAT CGTGAT TAGT TATATATATTTTTGGET T I TGTTTAAAATTAGCAGETATGCT TAGATTTTTATT CAAATTCGAATTTTATGATTAGT AATTATTTTGATTTAATTA
ATGAAAAATCGTGATTAGT TATATATATTTTTGGETTTTGT T TAAAAT TAGCAGETATGCT TAGATTTTTATTCAAAT TCGAATTTTAT GAT TAGT AATTATTTTGAT TTAATTA

1500 il 1520 & 1540 d 1560 i 1550 = 1600 &
GATTTTTTACCATTT TAAGTITTAGCAGGATTT CAT TAGEEAATTT GAAT GCTATTAATTTATTTTTGT TCAAAATTTAGT TAGAT CAAT AAAAT CATTATTTGTATTAAARATT
GATTTTTTACCATTTTAAGTTT TAGCAGGATTTCAT TAGGCARTTT GAAT GCTATTAATTTATTTTTGT TGAARATTTAGT TAGATCAAT AAAAT CATTATTTGTAT TARLAATT
GATTTTTTACCATT T TAAGT I TTAGCAGGATT T CAT TAGGGAAT TTGAAT GCTAT TAATTTATTTTTCT TGAAAATTTAGT TAGAT CAAT AAAATCATTATTTCTATTAAAAATT
GATTTTTTACCATTT TAAGT I TTAGCAGGATTT CAT TAGGEGAAT CTGAAT GCTAT TAATTTATTTTT T TGAARATTTAGT TAGAT CAATAAAATCATTATTTGTATTAAAAATT
GATTTTTTACCATTTTAAGTTT TAGCAGGATTT CAT TAGGCART CTGAAT GCTATTAATTTATTTTTGT TGAARATTTAGT TAGATCAAT AAAAT CATTATTTGTAT TARLAATT
GATTTTTTACCATT T TAAGT I TTAGCAGGATT T CAT TAGGGAAT TTGAAT GCTAT TAATTTATTTTTCT TCGAAAATTTAGT TAGAT CAAT AAAAT CATCATTCCTATTAAAAATT
GATTTTTTACCATTT TAAGT I TTAGCAGGATTT CAT TAGGEGAATTTGAAT GCTAT TAATTTATTTTT T TGAARATTTAGT TAGAT CAATAAAATCATTATTTGTATTAAAAATT
GATTTTTTACCATTTTAAGTTT TAGCAGGATTTCAT TAGGCARTTT GAAT GCTATTAATTTATTTTTGT TGAARATTTAGT TAGATCAAT AAAAT CATTATTTGTAT TARLAATT

1620 & 1840 d 1&a0 i 1650 & 1700 & 1720
TTTAAARAAAATTGGGAATT TTTATTCTTTTTTAAAAGTATTAT CTAATTT GTAGAGAAAAT AATTTGTTTTTT GAT TAGAATTTATTGTTAATTTATTTTATTTGGTTTGTTATT
TTTAAAAAAAT T GEGAATTTTTATTCTTTTTT TARAGTATTATCTAATTT GTAGAGAAAAT AATTTGTTTTTTGAT TAGAATTTATTGTTAATTTATTTTATTTGGTTTGT TATT
TTTAAAAAAATTGGGAATT T TTATTTTTTTT T TAAAGTATTATCTAATT T GTAGACAAAATAATTTGTTTTTTGAT TAGAATTTATTGTTAATTTATTTTATTTGGTTTGTTATT
TTAAARAAAGATTGGGAATT TTTATTCTTTTTTAAAAGTATTGT CAAATTT GTAGAAAAAATAATTTGTTTTTT TATTGGAATTTATTGTTAATTTATTTTATTTGGTTTGTTATT
TTAAAAAACAT T GEGAATTTTTATTCTTTTT TAARAGTATTGT CARATTT GTAGAAAAAAT AATTTGTTTTTTTAT T GEAATTTATTGTTAATTTATTTTATTTGGTTTGT TATT
TTAAAAAACATTGGGAATT TTTATTCTTTTT TAAAAGTATTGT CAAATTT GTAGAAAAAATAATTTGTTTTTT TATTGGAATTTATTGTTGATTAATTTTATTTGGTTTGTTATT
TTAAAAAAGATTGGGAATT TTTATTCTTTTTTAAAAGTATTGT CAAATTT GTAGAAAAAATAATTTGTTTTTT TATTGGAATTTATTGTTGATTAATTTTATTTGGTTTGTTATT
TTAAAAAACAT T GEGAATTTTTATTCTTTTT TAARAGTATTGT CARATTT GTAGAAAAAAT AATTTGTTTTTTTAT T GEAATTTACTGTTGATTAATTTTATTTGGTTTGT TATT

& 1740 d 1760 i 1750 & 1800 & 1820 i 1540
TAGETTTAATTTAT TATGGT I TTATAGGTTTTTTTTAT GCTTAT AAGTAAT TTTATTTAT AAATTTGACTTTAT CCTTAAT TCCCTTTAT TAAAGCGCAAAAARMATTTTTAGETT
TAGGTTTAATTTAT TATGATTTTATAGGTATTTTTTAT GCTTAT AAGTAATTTTATTTAT ARATTTGACTTTATCCTTAATTCCCTTTAT TARAGCGCAAAAAMATTTTTAGGCT
TAGETTTAATTTAT TATGAT T TTATAGGTATTTTTTAT GCTTAT AAGTAATTTTATTTATAAATTTGACTTTATCCTTAAT TCCCTTTAT TAAAGCGCAAAAAAATTTTTAGGCT
TAGETTTAATTTAT TATGGT I TTATAGGTTTT T TTTAGGTTTAT AAGTAATTTTATTTATAAATTTGACTTTATCCTTAATTCCCTTTATTAAAGCGCAAAAAMATTTTTAGTTT
TAGGTTTAATTTATTATGGTTTTATAGGTTTTTTTTAGGTTTAT AAGTAATTTTATTTAT ARATTTGACTTTATCCTTAATTCCCTTTAT TARAGCGCAAAAAMATTTTTAGTTT
TAGATTTAATTTAT TATGGT I TTATAGGTTTTTTTTAGGTTTAT AAGTAATTTTATTTATAAATTTGACTTTATCCTTAAT TCCCTTTAT TAAAGCGCAAAAAAMATTTTTAGGTT
TAGATTTAATTTAT TATGGT I TTATAGGTTTT T TTTAGGTTTAT AAGTAATTTTATTTATAAATTTGACTTTATCCTTAATTCCCTTTATTAAAGCGCAAAAAMATTTTTAGETT
TAGATTTAATTTAT TATGGTTTTATAGGTTTTTTTTAGGTTTAT AAGTAATTTTATTTAT ARATTTGACTTTATCCTTAATTCCCTTTAT TARAGCGCAAAAAMATTTTTAGGTT
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(LA

e 1860 = 1880 = 1900 £ 1920 & 1940 =
ATATTTGAAATGCGETTTTGTAGGETTTACCTAGCCTTTGTTGT TGCTAGCCCAATCTAATTTCTTACTTTTTCGTTTTTATTTCAGGTTTTTTAT GCTTTAGCTTGT TCTATTA
ATATTTGAAATGCGETTT T GTAGGGTITACT TAGCCTITGTTGT TGCTAGCCCAAT CTAAT T TCTTATTTTTTAGTTTTTAT T T CAGGGTTTCTAT GCTTTAGCTTGT TCTATTA
ATATTTGAAATGCGGTTT T GTAGGETITACT TAGCCTITGTTGT T GCTAGCCCAATCTAAT TTCTTATTTTTTAGTTTTTATTT CAGGGTTTCTAT GCTTTAGCTTGT TCTATTA
ATATTTGAAATGCGETTTTTTAGGGTTTATT TAGCCTTTGTTGT TGCTAGT CCAATCTAATTTCTTACCTTTTCGTTTTTATTT CAGGATTTCTAT GCTTTAGCTTGT TCGATTT
ATATTTGAAATGCGET T T T TAGGGTITAT T TAGCCT I TGCTGT TGCTAGT CCAATCTAAT T TCT TACTTTTTTGTTTTTAT T T CAGGATTTCTAT GCTTTAGCTTGT TCGATTA
ATATTTGAAATGCGETTT T GTAGGETITATT TAGCCTITGTTGT T GCTAGT CCAATCTAAT TTCTTATCCTTTCGTTTCTATTTTAGGTTTTCTAT GCTTTAGCCTGT TCGATTA
ATATTTGAAATGCGETTTTGTAGGGTTTATTTAGCCTTTGTTGT TGCTAGT CCAATCTAATTTCTTATCTTTTCGTTTCTATTTTAGGTTTTCTATGCTTTAGCCTGT TCGATTA
ATATTTGAAATGCGET T T GTAGGETITAT T TAGCCTITGTTGT TGCTAGT CCAATCTAAT TTCT TATCTTTTCGTTTCTAT T TTAGGTTTTCTAT GCTTTAGCCTGT TCGATTA

19a0 = 1980 = 2000 e 2020 & 2040 = 2060 £
AGCTTCAAGCAATTTCATGTTTTCAGTTTGGTTTAGCTTTTT CAATATT TAACTTACTT GGAT TCEAAGTTTGGTAAGT TTTACCTATCCTTTGCTATTGCTAST CCAAT CTAAT
AGTTTCAAGCAATTTCATGTTTTCAGTTTGGT TTAGCTTTTTCAATATT TAACTTACCTGGACT T TTAGTTTGGTAAGT TTTACCTATCCTTITGCTATTGCTAGTCCAAT CTAAT
AGTTTCAAGCAATTTCATGTTTTCAGTITTGGT TTAGCTTTTTCAATATT TAACTTACCTGGACTTTTAGTTTGGTAAGT TTTACCTATCCTTITGCTATTGCTAGTCCAATCTAAT
AATTTCAACCAATTTCATGTTTTTAGTTTGAT TAAGCTTTTTCAATTTT TAACTTACCT GAACT CTAAGTCTGGTAAGTTTTACCTAGCCTTTGCTGTTGCTASTCCAAT CTAAT
GECTTCAACCAATTTCATGTITTTAGT T TGAT TAAGCTITTTCCAATTT T TAACT TACCTGAACT CTAAGTCTGGTAAGTTTTATCTAGCCTTTGCTGTTGCTAAT CCAAT CTAAT
AGCTTCAATCAATTTCATGTTTTTAGTTTAAT TAGGCTTTTCCAATTTT TAACTTACCT GAACT CTAAGTTTGGTAAGT TTTACCTAGCCTTITGCT GTTGCTAGCTCAATCTAAT
AGCTTCAATCAATTTCATGTTTTTAGTTTAAT TAGGCTTTTCCAATTTT TAACTTACCT GAACT CTAAGTTTGGTAAGTTTTACCTAGCCTTTGCTGTTGCTAGCT CAATCTAAT
AGCTTCAATCAATTTCACGTTTTTAGTTTAAT TAGGCTTTTCCAATTTT TAACTTACCT GAACT CTAAGTTTGGTAAGT TTTACCTAGCCTTITGCTGTTGCTAGCTCAAT CTAAT

2080 = 2100 e 2120 & 2140 = 2160 £ 2180
TTCTTACTTTTTCGTTTTTATTTCAGGTTTTCTATGCTTTAGCTTGTTCTAT TAAGCTCCAACCAATTTCATGTTTTCAGTTTGETTTAGCTTTTCCAATGTTTTAACTTACCTS
TTCTTACTTTTTCGTITTTTAT TTCAGGGTTTTTATTCTTTAGCTTGTTCGAT TAAGCTT CAACCAATTTCATGTITCTCAGTTTGATTTAGCTTTTCCAATGTTTTAACTTACTTG
TTCTTACTTTTTCGT T TTTAT TTCAGGGTTTTTATTCTITTAGCTTGTTCGAT TAAGCTTCAACCAATTTCATGITCTCAGTTTGATTTAGCTITTTCCAATGTTTTAACTTACTT G
TTCTTACTTTTTCATTTTTATTTCAGGATTTCTATGCTTTAGCCTGT T CGACT AAGCTCCAACCAATTTCATGTTTTTAGTTTGATTAAGCTTTTT CAATGTTTTAACTTACCTS
TTCTTACTTTTTCGT T TTTAT CTCAGGATTTCTATGCTITTAGCTTGTTCGAT TAAGCTT CAACCAATTTCATGITTTTAGTTTCGATTAAGCTTTTT CAATGTTTTAACTTACCTS
TTCTTACTTTTTCGTITTTTAT TTCAGGTITTTCTATGCTITAGCTTGTTCGAT TAAGTTTTAGCCAAT TTCATGTITTTCAGTTTGATTTAGCTITTTCCAATGTTTTAACTTACCT G
TTCTTACTTTTTCGTTTTTATTTCAGGTTTTCTATGCTTTAGCTTGTTCGAT TAAGTTT CAGCCAATTTCATGTTTTCAGTTTGATTTAGCTTTTCCAATGTTTTAACTTACCTS
TTCTTACTTTTTCGT T TTTAT TTCAGGTITTTCTATGC T ITTAGCTTGTTCGAT TAAGTTTCAGCCAATTTCATGTITTTCAGTTTGATTTAGCTTTTCCAATGTTTTAACTTACCTS

£ 2200 e 2220 & 2240 = 2260 £ 2280 & 2300
GACTTTGAAGTTTGGTAAGTTTTACTTAGTTTTTGCTGTTGCTAGCT CAATCTAATTTCTTACTTTTTCETTCTTATT TAAGGTTTTCTATGCTTTAGCTTGTTCGAT TAAGTTC
GACTCTGAAGTTTGGTAAGT T TTACCTATCCTT TGCTAT TGCTAGT CCAAT CTAATTTCTTACTTTTTCETTTTTATCTCAGGT T TTCTATGCTTTAGCTTGTTCTAT TAAGCTC
GACTCTGAAGTTTGGTAAGT I TTACCTATCCT T TGCTAT TGCTAGT CCAAT CTAATTTCTTACTTTTTCETTTTTATCT CAGGTTTTCTATGCTTTAGCTTGTTCTAT TAAGCTC
AATTCTTTAGTCTGETAAGTTTTACCTAGCCTTTGCTGTTGCTAGT CCAATCTAATTTCTTACTTTTTCGTTTTTATTTCAGGATTTCTATGCTT TAGCTTETTCGAT TAAGCTT
AACTCTGTAGTCTGETAAGTTTTACTTAGCCT T TGCTGTTGCTAGT CCAATCTAATTTCT TACT T TTTCGTTTTTATCT CAGGAT TTCTATGCTTTAGCTTGTTCGAT TAAGCTT
AACTCTGTAGTTTGETAAGT TTTACCTAGCCTTTGCTGTTGCTAGCTCAAT CTAATTTCTTACT T T T TTGTTTTTATT TCAGGT I TTCTATGCTTTAGCTTGTTCGAT TAAGTTT
AACTCTGTAGTTTGGTAAGTTTTACCTAGCCTTTGCTGTTGCCAGCTCAATCTAATTTCTTACTTTTTTGTTTTTATTTCAGGTTTTCTATGCTTTAGCCTGTTCGAT TAAGCTT
AACTCTGTAGTTTGETGAGT TTTACCTAGCCTTTGCTGTTGCTAGCTCAAT CTAATTTCT TACT T T T TTGTTTTTAT T TCAGGTITTTCTATGCTTTAGCTTGTTCGAT TAAGCTT

d 2320 il 2340 & 2360 & 2380 i Z400 il
CAATCAATTTCATGT TTTCAGTTTGATTTAGCTTTTTTAATGTTTTAGCT T TCCTAGACT CCAGTAGT T TGGTAAGTTTTACCTAGCCTTTGCTATT GCTAGCTCAATCTAATTT
CAATCAATTTCATGTTTTCAGTTTGETTTAGCTTTTCCAATGTTTTAACTTTTCTAGACTCTAGTAGTTTGETAATTTTTACCTAGCCTTTGTTGTTACTAGCTCAATCTAATTT
CAACCAATTTCATGT TTTCAGTTTGATTTAGCT T TTTCAATGTT T TAACT TACCTCTACTT T GGAAGT TTGGTAAGTTTTACTTAGTTTTTGCTGT T GCTAGCTCAATCTAATTT
CAACCAATTTCATGT T TTTAGTTTGATTAAGCTTTTTCAATGTTTTAACT TACCTGAACTCTAGTAGT CTGGTAAGTTTTACCTAGCCTTTGCTGTT GCTAATCCAATCTAATTT
CAACCAATTTCATGTTTTTAGTTTGATTAAGCTTTTCCAATGTTTTAACT TACCTGAACTCTAGTAGT CTGETAAGTTTTATCTAGCCTTTGTTGTT GCTAGTCCAATCTAATTT
CAGCCAATTTCATGT TTTCAGTTTGATTTAGCT T TTCCGATGT T T TAACT TACCTGGACTCTGTAAGT TTGETAAGTTTTACCTAGCCTTTGCTGT T GCTAGACCAACCTAATTT
CAATCAATTTCATGTTTTTAGTTTAATTAGGCTTTTCCAATGTTTTAACT TACCTGAACTCTAGTAGT I TGGETAAGTTTTACCTAGCCTTTGCTGTT GCTAGCTCAATCTAATTT
CAGCCAATTTCATGTTTTCAGTTTGATTTAGCTTTTCCAATGTTTTAACT TACCTGGACTCTGTAAGTTTGET AAGTTTTACCTAGCCTTTGCTGTT GCTAGACCAATCTAATTT

2420 il Z440 &
CTAACTTTTTCGTTTCTATTTCAGGETTTITTATGCTTTAGCTT
CTTACTTTTTCGTTTTTATTTTAGEETTTTATGCTTTAGCTT
CTAACTTTTTCGTTTCTATTTCAGETTTTTATGCTTTAGCTT
CTTACTTTTTCGTTTTTATCTCAGAATTTTATGCTTTAGCTT
CTTACTTTTTCGTTTTTATTTCAGETTTTTATGCTTTAGCTT
CTTACTTTTTCGTTTTTATTITTAGGTTTTTATGCTTTAGCTT
CTTACTTTTTCGTTTTTATTTCAGGETTTITTATGCTTTAGCTT
CTTACTTTTTCGTTTTTATTTTAGETTTTTATGCTTTAGCTT
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d 20 il 40 & &0 & go i 100 il
ATGETTTTTATGCT T TAGCTTGTTC AT TAAGT TCCAACCAATTTCATGT TTTCAGTTTGAT TTAGCTTTTCCAATGTTTTAACTTTTCTAGACTT TGAAAGTTTGGTAAGTTTT
AGGETTTCTATGCTTTAGCTTGTTCTAT TAAGC T CCAATCAATTTCATGT TTTCAGTTTGETTTAGCTTTTCCAATGTTTTAACTTTCCTAGACT CTAGTAGTTTGGTAAGTTTT
AGGETTTCTATGCT T TAGCTTGTTCTAT TAAGCT CCAATCAATTTCATGT TTTCAGTTTGGT TTAGCTTTTCCAATGT TTTAACTTTCCTAGACT CTAGTAGTTTGGTAAGTTTT
AGGATTTCTATGCTTTAGCTTGTTC AT TAAGCT T CAACCAATTTCATGTTTTTAGTTTGAT TAAGCTTTTTCAATGT TTTAACTTACCT GAACT CTAGTAGTCTGGTAAGTTTT
AGGATTTCTATGCTTTAGCTTGTTCEAT TAAGCTTCAACCAATTTCATGT TTTTAGTTTGAT TAAGCTTTTTCAATGTTTTAACTTACCT GAACTT TAGTAGTTTGGTAAGTTTT
AGGTTTTCTATGCTTTAGCTTGTTCCATTAAGCTTCAATCAATTTCATGT TTTCAGTTTGAT TTAGCTTTTTCGATGT TTTAACT TACCTGGACT CTGTAACGTTTGGTAAGTTTT
AGETTTTCTATGCT T TAGCTTGTTC AT TAAGCT T CAATCAATTTCATGT TTTCAGTTTGAT TTAGCTTTTTCGATGT TTTAACTTTCCAAAACT CTAGAAGTTTGGTAAGTTTT
AGGTTTTCTATGCTTTAGCTTGTTCEAT TAAGCTTCAATCGATTTCATGT TTTCAGTTTGATTTAGCTTTTTCGATGTTT TAACTTACCTGGACT CTGTAAGTTTGGTAAGTTTT

1z0o il 140 & 180 d 180 i zZon = 220 &
ACCTAGCCTTTGCTGT TGCTAGTTCAATCTAATTTCTTACTTTTTCGTT TTTATTCACGGCTTTTAT GCTTTAGCTTGT TCGAT TAAGCTCCAACCAATTTCATGTTTTCAGTTT
ACCTAGTTTTTGTTGT TGCTAGCTCAATCTAATTTCTTACTTTTTCGTTTTTATTCAGGGT TTCTATGCTTTAGCTTGT TCTAT TAAGCTCCAAT CAATTTCATGTTTTCAGTTT
ACCTAGTTTTTGTTGT TGCTAGCTCAATCTAATTTCTTACTTTTTCGT T TTTATTCAGGGT TTCTAT GCTTTAGCTTGT TCTAT TAAGCTCCAAT CAATTTCATGTTTTCAGTTT
ACCTAGCCTTTGCTGT TGCTAGT CCAATCTAATTTCTTACTTTTTCGTT TTTATTCAGGAT TTCTAT GCTTTAGCTTGT TCGAT TAAGCTTCAACCAATTTCATGTTTTTAGTTT
ACCTAGCCTTTGCTGT TGCTAAT CCAATCTAATTTCTTACTTTTTCGTTTTTATTCAGGAT TTCTATGTTTTAGCTTGT TCGAT TAAGCTTCAACCAATTTCATGTTTTTAGTTT
ACCTAGCCTTTGCTGT TGCTAGACCAATCTAATTTCTTACTTTTTCGT T TTTATTTAGGT TCTCTAT GCTTTAGCTTGT TCGAT TAAGCTTCAAT CAATTTCATGTTTTCAGTTT
ACCTAGCCTTTGCTGT TGCTAGACCAATCTAATTTCTTACTTTTTCGTT TCTATTTAGGT T TTCTAT GCTTTAGCTTGT TCGAT TAAGCTTCAAT CAATTTCATGTTTTCAGTTT
ACCTAGCCTTTGCTGT TGCTAGACCAATCTAATTTCTTACTTTTTCGTTTTTATTTAGGTTCTCTATGCTTTAGCTTGT TCGAT TAAGCTTCAAT CAATTTCATGTTTTCAGTTT

z40 & 260 d 280 i 300 & 320 & 340
GATTTAGCTTTTCCAATGTTITTAACTTTTTTAGACTTT GAAAGTTTGGTAAGTTTTACCTAGCCTTT GCTGTT GCTAGCT CAAT CTAATTTCTTACTTTTTCGSTTTTATTCCAG
GETTTAGCTTTTCCAATGTTTTAACTTTTCTAGACT CTAGTAGTTTGGTAGT TTTTACCTAGCCTTTGTTGTTACTAGCTCAATCTAATTTCTTACTTTTTCGTTTTTATTTTAG
GETTTAGCTTTTCCAATGT T T TAACTTTTCTAGACT CTAGTAGT T TGGTAGT TTTTACCTAGCCTTTGTTGTTACTAGCT CAATCTAATTTCTTACTTTTTCGTTTTTATTTTAG
GATTAAGCTTTTTCAATGTTTTAACTTATCT GAACT CTAGTAGT CTGGTAAGTTTTACCTAGCCTTT GCTGTT GCTAAT CCAAT CTAATTTCTTACTTTTTCGTTTTTATCTCAG
GATTAAGCTTTTTCAATGTTTTAACTTACCT GAACT CTAGTAGTCTGGET AAGT TTTACCTAGCCTTTGTTGTTGOTAGT CCAAT CTAATTTCTTACTTTTTCGTTTTTATTTCAG
GATTTAGTTTTTCCAATGT T TTAACTTATTTGEACT CT GEAAGT T TGGTAAGT TTTACCTAT CCTTTGTTGTTGCTAGCCCAAT CTGATTTCTTACTTTTTCGTTTTTATTTTAG
GATTTAGCTTTTTCGATGTTTTAACTTACCTGEACTCT GTAAGT T TGGTAAGTTTTACCTAGCCTTT GCTGTT GCTAGACCAAT CTAATTTCTTACTTTTTCGTTTTTATTTTAG
GATTTAGCTTTTTCGATGTTTTAACTTACCT GEECTCT GTAAGTTTGGET AAGT TTTACCTATCCTTTGTTGTTGOTAGCCCAAT CTGATTTCTTACTTTTTCGTTTTTATTTTAG

& 360 d 380 i 400 & 420 & 440 i 460
GEETTTTATGTTTTAACTTGTTCGATTAAGCT CCAACCAATTT CATGTTTTTAGT TTGGTTCAGTTTTTTTAAT GTTTTAACTTTCTAGACT CTGTAGT TTGETAAGTTTTACCT
GETTTCTATGCTTTAGCTTTTTCGATTAAGT T T CAAT CAATTTCATGTTT TCAGTTTGGTTTAGCTTTTCCAATGTTTTAACTTTCTAGACTCTGTAGT TTGETAAGTTTTACCT
GETTTCTATGCTTTAGCTT T T TCGATTAAGT T T CAAT CAATTTCATGT T T TCAGT T TGGTTTAGCT T T TCCAATGTTTTAACTTTCTAGACT CTGTAGTTTGETAAGTTTTACCT
GATTTCTATGCTTTAGCTTTT T CGATTAAGCT T CAACCAATTTCATGTTTTTAGT TTGATTAAGCTTTTTCAATGTTTTAACT TACTGAACT CTGTAGT CTGETAAGTTTTACCT
GATTTTTATGCTTTAGCTTTTTCGATTAAGCT CCAACCAATTTCATGTTTTTAGT TTGAT TAAGCTTTTTCAATGTTT TAACT TACTTGAACTTAGCTTCTGETAAGTTTTACCT
GITTTCTATGCTTTAGCT TG TCGATTAATT T COGACCAATTTCATGT T T TCAGT TTGAT T TAGCT T T TCCAATGTTT TAACT TACTGGACT CTGTAGTTTGETAATTTTTACCT
GTTTTCTATGCTTTAGCTT GTTCGATTAATTT CCGACCAATTTCATGT T T T CAGTTTGATTTAGCTTTTCCAATGTTTTAACT TACTGGACT CTGTAGTTTGETAATTTTTACCT
GTTTTCTATGCTTTAGCTTGTTCGATTAATTT CCGACCAATTTCATGTTTTCAGTTTGATTTAGCTTTTCCAATGT TT TAACT TACTGGACTCTGTAGTTTGETAATTTTTACCT

e 480 = 500 = 520 £ 540 & 560 =
AGTTTTTGTTGTTGCTAGCT CAATCTAATTTCTTACTTTTTCGTTTTTAT TTCAGGESTTTCTATGTTTTAGCTTGTTCTAT TAAGCTCCAATCAATTTCATGTTTTTAGT TT GET
AGTTTTTGTTGTTGCTAGCT CAATCTAATTTCTTACTITTTCGTTTTTAT CCTAGGETTT T TATGCTTTAGCTTTTTCGAT TAAGTTCCAATCAATTTCATGTTTTTAGT TT GAT
AGTTTTTGTTGTTGCTAGCT CAATCTAATTTCTTACTITTTCGTI I TTTAT CCTAGEETTTTTATGCTTTAGCTITTTCGAT TAAGTTCCAATCAATTTCATGTTTTTAGT TT GAT
AGTCTTTGCTGTTGCTAGT CCAATCTAATTTCTTACTTTTTCGTTTTTAT TTCAGGATTTTTATGCTTTAGCTTTTT CGAT TAAGCT CCAACCAATTTCATGTTTTTAGT TT GAT
AGCCTTTGCTGTTGCTAGT CCAATCTAATTTCTTACTITTTCGTTTTTAT TTCAGGATTTCTATGCTTTAGCTTGTTCGATTAAT CTTCAACCAATTTCATGTTTTTAGT TT GAT
ATCCTTTGTTGTTGCTAGCCCAAT CTAATTTCTTAT T T TTTCATTCTTAT TTCAGETTTTTCATGT T TTAGCTTGTTCGATTAAGTTCCAATCAATTTCATGTTTTCAGT TT GAT
ATCCTTTGTTGTTGCTAGCCCAATCTAATTTCTTATTTTTTCATTCTTAT TTCAGETTTTTCATGTTTTAGCTTGTTCGAT TAAGTTCCAATCAATTTCATGTTTTCAGT TTGAT
ATCCTTTGTTGTTGCTAGCCCAATCTAATTTCTTAT T T TTTCATTCTTAT TTCAGGTTTTTCATGT T TTAGCTTGTTCGACTAAGTTCCAATCAATTTCATGTTTTCAGT TT GAT

580 = 600 = a20 e 640 & 660 = 680 £
TTAGCTTTTCCAATGTTTTAGCTTTCCTAGACT TAGTAGTTTGGTAATTTTTATTTAGCCTTTGCTGTTGCCATTCCAATCTAATTTCTTATTTTTTCGTTCTTATTT CAT GGET
TTAGCTTTTTCAATGTTTTAGCTTTCCTAGACT TAGTAGTTTGGTAAT T TTTATT TAGCCTT TGCTGTITGCCATTTCAATCTAATTTCTTATTTTTTCGTTCTTATTTCAT GGET
TTAGCTTTTTCAATGT TTTAGCTTTCCTAGACT TAGTAGTTTGGTAATTTTTATTTAGCCTT TGCTGTTGUCATTTCAAT CTAATTTCTTATTTTTTCGTTCTTATTTCAT GGET
TAAGCTTTTTCAATGTTTTAACTTACCTGAACT TAGCAGTCTGGTAAGTTTTATCTAGCCTTTGCTGTTGCTAGT CCAATCTAATTTCTTACTTTTTCGTTTTTATTT TAT GGGET
TAAGCTTTTCCAATGT TTTAACTTACCTTGACT T TGTAGTTTGGTAAGT T TTATCTATCCTTTGTTGTTGCTAGTTCAAT CTAATTTCTTATTTTTTTGTTTTTATTTTAT GGGET
TTAGCTTTTCCAATGT TTTAACATACCTGGACT TGGTAGTTTGATAAGT T TTATCTACCCTT TGCTGTTGCTAGT CCAAT CTAATTTCTTATTCTTTCGTTTTTATTT CAGGGET
TTAGCTTTTCCAATGTTTTAACATACCTGGACT TGETAGTTTGATAAGTTTTATCTACCCTTTGCTGTTGCTAGTCCAATCTAATTTCTTATTCTTTCGTTTTTATTT CAGGGET
TTAGCTTTTCCAATGT TTTAACATACCTGGACT TGETAGTTTGATAAGT T TTATCTACCCTT TGCTGTITGCTAGT CCAAT CTAATTTCTTATTCTTTCEGTTTTTATTT CAGGGET

Foo = 720 e 740 & 760 = 780 £ 800
TTTATTTTAGGTTTTTATTAAGATTTTACCAAT TTCATAGGTTCGATTTAATTTTACTTTT CTAATATTTTAACTTAT CTAGACTTTATATTATTAT GAATTATTATTTAATTTA
TTTATTTTAGGTTT T TATTAAGATTTTACCAAT TTCATAGGTTCGATT CAATTTTACTTTCCTAATATTTTAACTTATCTAGGCTTTATATTATTAT GAATTATTATTTAATTTA
TTTATTTTAGGTTT T TAT TAAGATTTTACCAAT TTCATAGGETTCGATTCAATTTTACTTTCCTAATATTTTAACTTATCTAGGCTTTATATTATTAT GAATTATTATTTAATTTA
TTTATTCTAGTTTTTTATTAAGATTCTACCAAT TTCATAGGTTTGATTTAATTTTACTTTT CCAATATTTTAACTTAT CTAGACTTTATATTATTAT GAATTATTATT TAATATG
TTTATTTTAGTTTT T TAT TAAGATTCTACCAAT TTCATAGGTT TGATT TAATTTTACTTT T CCAATATTTTAACTTAT CTAGACTTTATATTATTAT GAATTATTATT TAATATG
TTTATTTTAGTTTT T TAT TAAGAT TCTACCAAT TTCATAGGETTCGATTTAATTTTACTTTT CCAATATTTTAACTTAT CTAGACTTTATATTATTAT GAATTATTATTTAATGTA
TTTATTTTAGTTTTTTAT TAAGAT TCTACCAATTTCATAGGT TCGATTTAATTTTACTTTTCCAATATTTTAACTTATCTAGACTTTATATTATTAT GAATTATTATT TAATGTA
TTTATTTTAGTTTT T TAT TAAGATTCTACCAAT TTCATAGGTTCGATT TAATTTTACTTT T CCAATATTTTAACTTAT CTAGACTTTATATTATTAT GAATTATTATTTAATGTA

£ 820 e 840 & 860 = 880 £ s00 & 920
TTATTAATTTTAGGTAATTTATTTTTTAGTAGT TTTAAATTT AAGT ATAAAT T GCAATCTATTCATTTTGTTATTTAAGT TGAT TATTCAAAAATGT CTAATTTTTTTAGT TAAT
TTATTAATTTTAGGTAATT TATTTTTTAGTAGT TTTAAATTTAAGT ATAAAT T GCAATCTATTCATTTTATTATTTAAGT TGAT TATTCAAAAATGT CTAATTTTTTTAGT TAAT
TTATTAATTTTAGGTAATTTATTTTTTAGTAGT TTTAAATTTAAGTATAAAT T GCAATCTATTCATTTTATTATTTAAGT TGATTATTCAAAAATGT CTAATTTTITTTAGT TAAT
ATATTAATTTTAGGTAATTTATTTTTTAGTGGTTTTAAATTT AAGTATAAAT T GCAATCTATTCATTTGATTATTTAAGT TGAT TATT CAAAAAT GTCTAACGTTTTT TAGT TAAT
ATATTAATTTTAGGTAAT T TATTTTTTAGTGGT TTTAAATTTAAGTATAAATT GCAATCTATTCAT TTGATTATTTAAGT TGAT TATT CAAAAAT GTCTAACGTTTTT TAGT TAAT
ATATTAATTTTAGGTAATTTATTTTTTAGTGGT TTTARAATTT AAGTATARATT GCAATCTATTCATTTGATTATTTAAGT GGATTATT CAAAAAT GTCTAAGTTTTT TAGT TAAT
ATATTAATTTTAGGTAATTTATTTTTTAGTGGT TTTAAATTT AAGTATAAATT GCAATCTATTCATTTGATTATTTAAGT GGATTAT T CAAAAAT GTCTAAGTTTTTTAGT TAAT
ATATTAATTTTAGGTAAT T TATTTTTTAGTGGT TTTAAATTTAAGTATAAATT GCAATCTATTCAT TTGATTATTTAAGT GGAT TATT CAAAAAT GTCTAACGTTTTT TAGT TAAT
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(LA

e 940 = 960 = 980 £ 1000 & 1020 =
TATTGGTTTTTATTGTTTTATTATCTTTTTCTT TGTAAATTTAGGT TT TAAGAACATGGATTTTAAATCTTTTTTAT TAAAAAACTAGAT AAATTTAAAAATTTCTTCTAAGTTT
TATTGGTTTTTATTGT TTTATTATCTTTTTCT T TGTAAATCTAGGT TT TAAGAACATGGATTTTAAAT CTTTTTTATTAAAAAACTAGATAAATTTAAAARATTTCTTCTAAGTTT
TATTGGTTTTTATTGT TTTATTATCTTTTTCT T TGTAAATCTAGGT TTTAAGAACATGGATTTTAAAT CTTTTTTATTAARAAAACTAGATAAATTTAARAATTTCTTCTAAGTTT
TATTGGCTTTTATTGTTTTTTTATTTTTTTCT T TGTAAATTTATGT TT TAAGAACATGAATTTTAAATCTTTTTTAT TAAAAAAT TACGAT AAATTTAAAAATTTCTTCTAAGTTT
TATTGGCTTTTATTGT TTT T T TATTTTTTTCT T TGTAAATTTAGGT TT TAAGAACATGAATTTTAAAT CTTTTTTATTAAAAAAT TACAT AAATTTAAAAATTTCTTCTAAGTTT
TATTGGTTTTTATTGT TTT T T TATTTATTTCTTATTAAATTTAGGT TTTAAGAACATGAATTTTAAAT CTTTTTTATTAARAAAAT TAGAT ARATTTAARAATTTCTTCTAAGTTT
TATTGGTTTTTATTGTTTTTTTATTTATTTCTTAT TAAATTTAGGTTTTAAGAACATGAATTTTAAATCTTTTTTAT TAAAAAATTACGAT AAATTTAAAAATTTCTTCTAAGTTT
TATTGGTTTTTATTGT TTT T T TATTTATTTCTTAT TAAATTTAGGT TT TAAGAACATGAATTTTAAATCTTTTTTATTAAAAAAT TACAT AAATTTAAAARATTTCTTCTAAGTTT

1040 = 1060 = 1080 e 1100 & 11z0o = 1140 £
TETTGTTTTATT CAAAAAACGATTCAATTTTTCTGCCTTTTTTTATTTTTTTATTATTAGTTTTTTTCTAGATAAAAAGALAGATT CETAAATCTGT TATATTTTACCGET TAAAG
TETTGETTTTATTCAAAAAAGATTCAATTTTTCTGCCTITTTTTATTTT T T TATTATTAGT T TTTTTCTAGATAAAAARARAGATT CETAAATCTGTTATATTTTACCGET TAAAG
TGTTETTTTAT T CARAAAAAGATTCAATTTTTCTGCCTTTTTTTATTTTT T TAT TATTAGT T TTTTTCTAGATAAAAARALAGATT CETAAATCTGTTATATTTTACCGGTTAAAL
TETTGTTTTAT T CAAAAAACGATTCGATTTTTCTGCCTTTTTTTATTTTTTTTTCATTAGTTTTTTTTTTAATAAAAAARALACGAT GOCTAAATCTGT TATATTTAGT CAGT TAAAG
TETTGETTTTATTCAAAAAACGATTCCATTTTTCTGCCT I TTTTTATTTT T T TTTCATTAGT T TTTTTTTTAATAAAAAAALACAT GCCTAAATCTGT TATATTTAGT CAGT TAAAT
TGTTETTTTATTAARAAAAAGATTTGATTTTTCTGCCTTTTTTTATTTTT T TTTCATTAGT T TTTTTTTAAATAAAAARALAGATT CECAAATCTGT TATATTTAGTCAGT TAAAL
TGTTGTTTTAT T AAAAAAACGATTTCGATTTTTCTGCCTTTTTTTATTTTTTTTTCATTAGTTTTTTTTTAAATAAAAARALACGATT CECAAATCTGTTATATTTAGT CAGT TAAAS
TETTGETTTTAT T AAAAAAACGATTTCGATTTTTCTGCCT I TTTTTATTTT T T TTTCATTAGT T TTTT T T TAAATAAAAAAALACATT COCAAATCTGT TATATTTAGT CAGT TAAAT

1160 = 1180 e 1200 & 1220 = 1240 £ 1260
TAGTATTAAAATAAATTAAT TAGGCATTTAGGET CTAAAAATTATTTTTTTGTCTTTTAAAAAAGAGGETCATTATTT TAAAT CTAGTTTAAAAT CTCAATCTTTTT TAAAAARR
TAGTATGAAAATAAATTAAT TAGGCATTTAGGET CTAAACATTATTTT T TTGTCTTTTAAAAAAGAGGETCATTATTTAAAAT CTAGTTTAARATCTCAATCTTTTTT TAAAARR
TAGTATGAAAATAAATTAATTAGGCATTTAGGET CTAAACATTATTTTT T TGTCTTTTARARAAAGAGGETCATTATTTARAAT CTAGTTTAAAATCTCAATCTTTTTT TARAARR
CAGTATAAAAATAAATTAAT CAGACATTTAGGET CTAAAAATTATTTTAGT GGCTTTTAAAAAAGGCEETCATTATTT TAAAT CTAGTTTAAAAT CCCAATCTTTTTT TAAAARR
CAGTATAAAMATAAATTAAT CAGACATTTAGGET CTAAAAATTATTTTAGT GGCTTTTAAAAAAGGEEETCATTATTTTAAATCTAGTTTAAAAT CCCAATCTTTTTT TAAAARR
TAGTATAAAAATAAATTAAT CAGACATTTAGGECCTAARAAATTATTTTTAT GGCTTTTARARAAAGGCGTTCATTATTTTARAT CTAGTTTAAAATCTCAATCTTTTTT TARAARR
TAGTATAAAAATARATTAAT CAGACATTTAGGGCCTAAAAATTATTTTTATGGCTTTTARAAAAAGGT GCTCATTATTT TAAATCTAGTTTAAAATCTCAATCTTTTTT TAAAARR
TAGTATAAAAATAAATTAAT CAGACATTTAGGECCTAAAAATTATTTT TAT GGCTTTTAAAAAAGGCGTTCATTATTTTAAATCTAGTTTAAAATCTCAATCTTTTTT TAAAARR

£ 1280 e 1300 & 1320 = 1340 £ 1360 & 1380
ACTAAAAMAAAGGGET CAAATTTGTTATGT CAAAAAAT CACT AACTTCAAAATTTGCAAAAATGTT GATTGAAATTAGT GGETAAAGGCCCTTTTTTGCATTTTTTTTTTACTTT
ACTARAARAAAGGEET CAAATTTGTTATGT CAAAAAAT CACTAACTTCAAAAT TTGCARAAAAGTT GATTGAAATTAGT GEGETAAGGGCCCTTTTT TGCATTTTTTTTTTACTTT
ACTARAARAAAGGGGT CAAATTTGTTATGTCARAAAAT CACTAACTTCARARAT TTGCARARAAAGTT GATTGAAATTAGT GGETAAGEGCCCTTTTT TGCATTTTTTTTTTACTTIT
AATAAAAMAAACGGCGET CAAATTTGTTATGT CAAAAAAT CACT AACT T CAAAAT TTGCARARAAAGTT GATTCGAAATTAGT GEGETAAAGGCCCTTTTTTGCATTTTTTTTTTACTTT
AATARAAMAAACCEET CAAATTTGTTATGT CAAAAAAT CACTAACTTCAAAAT TTACAAAAAAGTT GATTCAAATTAGT GEETAAAGGCCCTTTTT TGCATTTTTTTTTTACTTT
AATAARAARAAARGGCGT CAAATTTGTTATGTCARAAAAT CACTAACTTCARAAAT TTGCARAARAAAGTT GATTCAAATTAGT GGGETARAGGCCCTTTTT TGCATTTTTTTTTTACTTIT
AATAAAAMAAARCGCETCAAATTTGTTATGT CAAAAAAT CACT AACTTCAAAATTTGCARRAAAGTT GATTCAAATTAGT GGETAAAGGCCCTTTTTTGCATTTTTTTTTTACTTT
AATARAAMAAAAGEET CAAATTTGTTATGTCAAAAAAT CACTAACTTCAAAAT TTGCARAAAAAGTT GATTCAAATTAGT GEGETAAAGGCCCTTTTT TGCATTTTTTTTTTACTTT

d 1400 il 14Z0 & 1440 & 1460 i 1450 il
TTTTAAAAAGGGTCATTTTT CAAAAAGCTAGT ARAT CCGAATCATTTTT CAAAAAAAAARTTTTTTTGTGTTTITTTTTTTCAARRATT GCAAAARAT T GCCARATTT CAAAARRD
TTTTAAAAAGGGTCATTTTT CAAAAAGCTAGT ALATTCEAATCATTTTT CARAAALAAATTTTTTTTGTGTTTTTTTTT TCCAARAATT GCAAAALT TGCCAMATTT CAAAAALL
TTTTAAAAAGGGTCATTTTT CAAAAAGCTAGTAAAT T CCAATCATTTTT CARAAAAAAATTTTTTTTGTGTTTTTTTT T TCCAAAAATTGCAAAAATTGCCAAATTT CAAAAARR
TTTAAAAAAGGGTCATTTTT CAAAAAGCTAGT ARAT CCGAATCATTTTT CARAAAAAAARARAATTTGTGETTITTTTTTTCAARAATTGCARAARTAGCCARATTTCAAAAARR
TTTAAAAAAGGGTCATTTTT CAAAAAGCTAGTALAT CCGAATCATTTTT CAAAAAMAAARAAAATTTGTGTTTTTTTTTT TCAARAATT GCAAAALT TGCCAAATTT CAARAAALL
TTTTAAAAAGGGTCATTTTT CAAAAAGCTAGTAAAT CCCAATCATTTTT CARAAAAAATTTTTTTTTGTGTTTTTTTTT T TCAAAAATTGCAAAAAT TGCCAAATTT CAAAAARR
TTTTAAAAAGGGTCATTTTT CAAAAAGCTAGT ARAT CCGAATCATTTTT CAAAAAAAATTT TTTTTTGTGTTTITTTTT T TCAAAAATTGCARAAATTGCCAMATTTCAAAAARR
TTTTAAAAAGGGTCATTTTT CAAAAAGCTAGT ALAT CCGAATCATTTTT CARAAALAATTTTTTTTTGTGTTTTTTTTTTTCAARAATTGCAAAALT TGCCAMATTT CAARAAALL

1500 il 1520 & 1540 d 1560 i 1550 = 1600 &
ARAGGCTTAAAAT T TAAAACGTTTTTITATGAT TCGTITTTCTATACCT T TTCAAAAARAAAAAARRLAAAAAAACTTTAAAATTTTTTT GTAAARARAAAATTTTGTAT GAAARR
ARAGGCTTAAAAT T TGAAACGTTTTTTTATGATTCETTTTTCTATACTT TTTCAAAAARRAAAAAALAAAAASAAACTTTARAATTTTTTTGTAAALLLAAATTTCGTAT GAAALL
AAACGGCTTAAAAT T T GAAACGTTTTTITATGAT TCGT I TTTCTATACT T TTTCAAAAAAAAAAAAARNAAAAAAACTTTAAAATTTTTTTGTAAAAAAAAATTTCGTAT GAAARR
ARAGGCTTAAAAT T TAAAACGTTTTTITATGAT TCGT I TTTCTATACCT T TTCAAAAAAAAAAAAARRAAAMAAACTTTAAAATTTTTTTGTAAAARAAAAAATTCGTAT GAAARR
ARACGCTTAAAAT T TARAACGTTTTTTTATGATTCGTTTTTCTATACCT T TTCAAAAAARAAAAAALAAAAASAAACTTTARAATTTTTTTGTAAALLLAAALATTCGT AT GAAALL
AAAGGCTTAAAAT T TAAAACGTTTTTITATGAT TCGT I TTTCTATACCT TTTCAAAAAAAAAAAAARNAAAAAAACTTTAAAATTTTTTTGTAAAAALAAAATTCGTAT GAAARR
ARAGGCTTAAAAT T TAAAACGTTTTTITATGAT TCGT I TTTCTATACCT T TTCAAAAAAAAAAAAARRAAAMAAACTTTAAAATTTTTTTGTAAAARAAAAAATTCGTAT GAAARR
ARACGCTTAAAAT T TARAACGTTTTTTTATGATTCGTTTTTCTATACCT T TTCAAAAAARAAAAAALAAAAASAAACTTTARAATTTTTTTGTAAALLLAAALATTCGT AT GAAALL

1620 & 1840 d 1&a0 i 1650 & 1700 & 1720
CCTAATCCTTTTTTT T TGTATACGAATTTGAAT CCTTTTTTGCAAT ACCAAAATTTCGTGT GAATAGGAAT GT CAAACAT ATTTTTAAATTTTTTAGT GTGAGTTITGATTGETTT
CCTAATCCTTTTTTTTTGTATACGAATTTGAATCCTTTTTTGCAAT ACCARAATTTCGTGT GAAT AGGAAT GTCAAACATATTTTTTAATTTTT TAGT GEAAGTATGATTGETTT
CCTAATCCTTTTTTT T TGTATACGAATTTGAAT CCTT T T TTGCAAT ACCAAAATTTCGTGT GAATAGGAAT T CAAACATATTTTTTAATTTTTTAGT GCAACGTATGATTGGTTT
CCTAATCCTTTTTT T T TGTATACGAATTTGAAT CCTTTTTTTCAATACCAAARATTTCATGT GAATAGAAATGTCAAACATATTTCTTAATTTTTTAGAGACAATATGATTGATTT
CCTAATCCTTTTTTTTTGTATACGAATTTGAATCCTTTTTTT CAATACCARAAATTTCATGT GAAT AGAAAT CTCAAACATATTTTTTAATTTTT TAGAGACAATATGATTGATTT
CCTAATCCTTTTTTT T TGTATACGAATTTCAAT CCTTTTTTCCAAT ACCAAAATTTCATGT GAATACGAAATCTCAAACATATTTTTTAATTTT T TAGAGAGAATATGATTGATTT
CCTAATCCTTTTTT T T TGTATACGAATTTCAAT CCTTTTTTCCAATACCAARATTTCATGT GAATAGAAATGTCAAACATATTTTTTAATTTTT TAGAGAGAATATGATTGATTT
CCTAATCCTTTTTTTTTGTATACGAATTTCAATCCTTTTTTCCAATACCALAATTTCATGT GAAT AGAAAT CTCAAACATATTTTTTAATTTTT TAGAGAGAATATGATTGATTT

& 1740 d 1760 i 1750 & 1800 & 1820 i 1540
TEATTGETATAGTT TAGTACTAGT CATCTAARRAACT CGAAATTAGTATCTTTTTTCTAAAARAGATTTGTTTTTTCTAATAT AAAARACARCCCAT CGCGEAGTTTCATCAATTTT
TEACTGETATAGT T TAGTACTAGT CATCT AARALCT CAGATTAGGCATTTTTTTCTAAAARAGATTTGTTTTTTCTAAAT TAAAAMACARCCCAT CGCEEAGTTTCATCAATTTT
TGEACTGETATAGT T TAGTACTAGT CATCT AAAAACT CAGATTAGGCATTTTTTTCTAAAAARAGATTTGTTTTTTCTAAAT TAAAAAACAACCCAT CGCGEGAGTTTCATCAATTTT
TEACTGETATCATT TAGTACTAGT CATCTAARAACT CARATT AAGGGATTTTTTCTTAAAAGGATTTATTTTTTTTAGT CTAAAARATAACCCGT CGCAGAATTTCATCAATTTT
TEACTGETATCATT TAGTACTAGT CATCT AARALCT CAAATT AAGETATTTTTTCTTAAARGCGATTTATTTTTTTTAGT CTAAAAMATGACCCGT CGCAGAATTTCATCAATTTT
TEETTGETATCATT TAGTACTAGT CATCT AAAAACT TAGATT AAGAAATTTTTTCTTAAAAGGATTTATTTTTTCTAATT TAAAAAATAACCCGT CGCAGAGTTTCATCAATTTT
TEETTGETATCATT TAGTACTAGT CATCTAARAACT TAGATT AAGAAATTTTTTCTTAAAAGGATTTATTTTTTCTAATT TAAAARATAACCCGT CGCAGAGTTTCATCAATTTT
TEETTGETATCATT TAGTACTAGT CATCT AARALCT TAGATT ARGAAATTTTTTCTTAAARGCGATTTATTTTTTCTAATT TAAAAMATARCCCGT CGCAGAGTTTCATCAATTTT
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e 1860 = 1880 = 1900 £ 1920 & 1940 =
TCAGTTGATTCGGATTTGTAT TCAAAAAAAARALTTTTTTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTT TAGACATTTTTT TAAAAT TACCAAGGAATCCTAAT CATATCC
TCAGTTGATTCGGAT T TGTAT TCAAAAARARARATT T TTTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTT TAGACAT TTTTTTAAAACTACCAAGGAATCCTAATCATATCC
TCAGTTGATTCGGAT T TGTAT TCAAARAAARARATTTTTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTT TAGACAT TTTTTTAAAACTACCAAGGAATCCTAATCATATCC
TCAGTTGATTCGGATTTGTAT TCAAAAAAAARALATTTTTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTT TAGACATTTTT T TAAAAT TACCAAGCGAATCCTAAT CATATTC
TCAGTTGATTCGGAT T TGTAT T CAAAAAAAAAALATT T TTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTT TAGACATTTTTTTAAAAT TACCAAGGAATCCTAATCATATCC
TCAGTTGATTCGGAT T TGTAT TCAAARAAARARRAT T TTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTT TAGACAT TTTTTTAAAAT TACCAAGGAATCCTAATCATACCC
TCAGTTCATTCGGAT TTGTAT TCAAAAAAAARALATTTTTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTTAAAAT TACCAASCGAATCCTAATCATACCC
TCAGTTGATTCGGAT T TGTAT T CAAAAAAAAACATT T T T TAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTT TAGACATTTTTTTAAAAT TACCAAGGAATCCTAAT CATACCC

19a0 = 1980 = 2000 e 2020 & 2040 = 2060 £
GAAATTATTTAAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGT TTAAAT TATATAATTTAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTCTATTTTAATTTACT TAAAGTGTTATATTTTTTTAG
GAARATTATTTAARACACTGTATTTCTAGTACT T TTAGT TTAAATTATATAATTTAATTARATTTTGTAARATTTTTATTCTATTITTAATTTACTTAAAGT GTAATATTTTITTTAG
GAAATTATTTAARACACTGTATTTCTAGTACTT TTAGT T TAAATTATAT AATTTAATTARATTTTGTAAAATTTTTATTCTATTTTAATT TACTTARAGT GTAATATTTTITTTAG
ARAATTATTAGAAACACTGTATTTTTAGCACTTTTAGTTTAAATTATTATATTAAATTATATTTTTTAAAATTTTTATTTTGTATAAATATCCTTTAAATCGTTATATTTTTTTAG
AAAATTATTAGAAACACTGTATTTTTGGTACTTTTAGT TTAAATTATTATAT TAAATTATATTTT TAAAAATTTTTAT T TTGTATAAATATCCTTTAAATCGTTATATTTTITTTAG
GAARATTATTTAAARACACTGTATTTTTAGTACT T TTAGT T TAAATTATTTARATAAATTARATTTTTTAAAATTTTTATTTTATCTAAATTTTTAARARAGTGTTATATTTTITTTAG
GAARATTATTTAARACACTGTATTTTTAGTACTTTTAGT TTAAATTATTTAAAT AAATTARATTTTTTAAAATTTTTATTTTATCTAAATTTT TAAAAAGTCGTTATATTTTTTTAG
GAAATTATTTAARACACTGTATTTT TAGTACT T TTAGT TTAAATTATT TAAATAAATTAAATTTTTTAAAATTTTTATTTTATCTAAATTTTTAAAAAGTGCTTATATTITTITTTAG

2080 = 2100 e 2120 & 2140 =
TACTGAGTATGCATATATATAT GATAGGGTTAGATATTTTAAATTAAATTGTTTTTTAAAT TAAAAT AAAAAT ARATATG
TACTGAGTATGCATATATATAT GATAGGGTTATTTATTTTAAATTAARATTGTTTTTTAAAT TAAAATARAMATARATATG
TACTGAGTATGCATATATATAT GATAGGGTTATTTATTTTAAATTARAT T GTTTTTTAAAT TARAATARAAATAAATAT G
TATTAAGTATAAAGATATATATTATAGGTTTAATTATTTTAAATTTAATTATTTTTTAAAT T TAAATAAAAATARATATG
TATTAAGTATAAAGAT ATATATTATAGGTTTAAT TATTTTAAATTTAATTATTTTTTAAAT TTAAATAAAAATARATATG
CACTAAGTATATAGATATAT CTTATAGGTTTAATTATTTTAAATTTAATTATTTTTTAAAT T TAAACARAAATAAATATG
CACTAAGTATATAGATATAT CTTATAGGTTTAAT TATTTTAAATTTAATTATTTTTTAAAT TTAAACAAAAATAAATATG
CACTAAGTATATAGATATAT CTTATAGGTTTGATTATTTTAAATTTAATTATTTTTTAAAT TTAAACAAAAATARATATG
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9]

]

i

o
L ]

1
]
I
m
PREPRRRERPRR

3
=
B
w
L e

ARZ.
AR3.
ARS.
ARG,
ARB.
AR10.1
AR1Z.1
AR13.1
CRl.Z
CR2.1
CR7.1
CRP.Z2
CR1Z.
CR16.
CR16.
CRZ21.
CRZZ.
CRb1.
ER2.1
ER4.1
ERS5.1
ER7.1
ER1Z.
ER13.
ER14.
ER1S.
ER1E.
ER17.
ER1G.
ER19.
ERZ20.
Lol.1
MT4.1
MT5. 1
Lobl. 1
LobZ.1
LOb3. 1
THI.

[

PR e e

RPRRPRRRRRR

THS.
THS.
TH7.
THE.
TH?.
TH10.
TH13.
TH13.
TH14.
TH15.
THLE.

(R AN RN

A

porzione dellazona variabileselezionata per le analisi filogenetiche

Ed 20 il 40 Ed an i 80 Ed 100 i
TTTTTTTAAAAAGGGTCATTTTTCAARARAGCTAGT AAATTAGAATCATTTTTCAAAAARAARTTTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTTCCARAAATTGCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTAAAAAGGGTCATTTTTCAARAAGCTAGT AAATT CGAATCATTTT TCAAARAARAARATTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTTCCARAAATT GCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTARRAAGGGTCATTTTTCAARARAGCTAGT AAATCCGAATCATTTTTCAAARAARAARTTTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTTTCARAAATT GCAARRATTGCCARATTT
TTTTTTTARRAAGGGTCATTTTTCAARARAGCTAGT AAATCCGAATCATTTTTCAAARAARAARTTTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTT - CARAAATT GCAARRATTGCCARATTT
TITTITTARAAAGGGTCATTTTTCAAAAAGCTAGTAAATT CCAATCATTTT TCAAAAARAARATTTTTITT-TGIGTTTITTITTITT -~ CARAAAT T GCAAARATTGCCARATTT
TITTITTAAAAAGGGTCATTTITTCAAAAAGCTAGTAAATCCGAATCATITT TCAAAAAAAAATTTTTITT-TGIGTTTITTITTTTT - CAAAAAT T GCAAARATTGCCARATTT
TITTITTAAAAAGGGTCATTTITTCAAAAAGCTAGTAAAT CCGAATCATTTT TCAAAAAAAAAATTTTTTT-TGIGTTTITTITTITTT - CAAAAATTGCAAARATTGCCARATTT
TITTITTARAAAGGGTCATTITTCAAAAAGCTAGTAAATCCGAATCATTTT TCAARAARAARATTTTTTT-TGIGTTTITTITTITTT-CAAAAATTGCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTAAAAAGGGTCATTTTTCAARAAGCTAGT AAATCCGAATCATTTTTCAAAAARAARTTTTTTTT--GTGTTTTTTTTTT--~-CARAAATTGCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTAAAAAGGGTCATTTTTCAARAAGCTAGT AAATT CGAATCATTTT TCAAARAARAAATTTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTT--CARAAATT GCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTARRAAGGGTCATTTTTCAARA-GCTAGTAAATT CGAATCATTTT TCAAARAARAARTTTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTT -~ CARAAATT GCAARRATTGCCARATTT
TTTTTTTARRAAGGGTCTTTTTTCAARARAGCTAGTAAATCCGAATCATTTT TCAAARAARAARATTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTT - CARAAATT GCAARRATTGCCARATTT
TITTITTARAAAGGGTCATTTTTCAAAAAGCTAGTAAATCCGAATCATTITT TCAAAAARAAATTTTTITT-TGIGTTTITTITTTTT - CARAAAT T GCAAARATTGCCARATTT
TITTITTAAAAATGGTCATTTITTCAAAAAGCTAGTAAATCCGAATCATITT CAAAAAMAAATTITTITTTITTT -~ CGTTTITTITTT T - CCAAAAAT T GCAAARATTGGCARATTT
TITTITTAARAAATGGTCATTITTCAAAAAGCTAGTAAAT CCGAATCATTTT CAAAAAAAATTITTTTTITT-—-CGTTTITTITTTTTCCAAAAATT GCAAARATTGGCARATTT
TITTITTARAAAGGGTCATTITTCAAAAAGCTAGTAAATCCGAATCATTTT TCAARAARAAATTTTTTTT-TGIGTTTITTITTITTT - CAAAAATTGCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTAAAAAGGGTCATTTTTCAARAAGCTAGT AAATCCGAATCATTTTTCAAAAARAAATTTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTT-CARAAATTGCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTAAAAAGGGTCATTTTTCAARAAGCTAGT AAATCCGAATCATTTT TCAAARAARAARATTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTT-CARAAATT GCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTARRAAGGGTCATTTTTCAARARAGGCAGT AAATT CGAATCATTTTCCAAARAARAARTTTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTT - CARAAATT GCAARRATTGCCARATTT
TTTTTTTARRAAGGGTCATTTTTCAARARAGGCAGT AAATT CGAATCATTTTCCAAARARAARTTTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTT - CARAAATT GCAARRATTGCCARATTT
TITTTITTARAAAGGGTCATTTTTCAAAAAGCTAGTAAATT CCAATCATTTT CAAAAAARAARAATTTITT-TGIGTTTITTITTTT-CCARAAAT T GCAAARAT T GCCARATTT
TITTTITTAAAAAGGGTCATTTITTCAAAAAGGTAGTAAATT CGAATCATTTT CAAAAAMAAAAATTTTITT-TGIGTTTITTITTTTT - CAAAAAT T GCAAARATTGCCARATTT
TITTITTAAAAAGGGTCATTTITTCAAAAAGGTAGTAAATT CGAATCATTTT TCAAAAMAAAATTTTTTITT-TGIGTTTITTITTIT T -~ CAAAAAT T GCAAARATTGCCARATTT
TITTITTARAAAGGGTCATTITTCAAAAAGCTAGTAAATCCGAATCATTTT TCAARAARAARATTTTTTT-TGIGTTTITTITTITTT-CAAAAATTGCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTAAAAAGGGTCATTTTTCAARAAGCTAGT AAATCCGAATCATTTTTCAAAAARAAATTTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTT-CARAAATTGCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTAAAAAGGGTCATTTTTCAARAAGCTAGT AAATCCGAATCATTTT TCAAARAARAARATTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTT-CARAAATT GCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTARRAAGGGTCATTTTTCAARARAGCTAGT AAATCCGAATCATTTT TCAAARARAARATTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTT - CARAAATT GCAARRATTGCCARATTT
TTTTTTTARRAAGGGT CACTTTTCAARARAGCTAGTAAATCCGAATCATTTTTCAAARAARAARATTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTT - CARAAATT GCAARRATTGCCARATTT
TTTTTTTAAAAAGGGTCATTTTTCAAAAAGGCAGAAAATCCGAATCATTTT TCAAAAARAARATTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTT T-CCARAAAATT GCAAARAT TGCCEAATTT
TITTITTARAAAGGGTCATTTTTCAAAAAGGCAGAAAAT CCGAATCATTTT TCAAAAARAARATTTTITT-TGIGTTTITTITTT T - CARAAAT T GCAAARAT TGCCEAATTT
TITTTITTAAAAAGGGTCATTTITTCAAAAAGCTAGTAAATCCGAATCATITT TCAAAAAAAAATTTITTITT-TGIGTTTITTITTT - - - CAAAAAT T GCAAARATTGCCARATTT
TITTITTAAAAAGGGTCATTTITTCAAAAAGCTAGTAAATT CGAATCATTTT TCAAAAAAAAAAATTTITT-TGIGTTTITTITTITTITCAAAAAT T GCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTAAARAAGCCTCATTTTTCAARAAGCTAGTAAATCCGAATCACTTT TCAAAAARAAATTTTTTTT-TCGTGTTTTTTTTTTTT- CARAAATTGCAAARAT TGCCAAATTT
TTTTTTTAAAAAGGGTCATTTTTCAARAAGCTAGT AAATCCGAATCACTTT TCAAARAARAAATTTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTT-CARAAATT GCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTARRAAGGGTCATTTTTCAARAAGCTAGT AAATCCGAATCATTTTTCAAARAARAARAATTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTT - CARAAATT GCAARRATTGCCARATTT
TTTTTTTARRAAGGGTCATTTTTCAARARAGCTAGTAAATCCGATTCATTTT TCAAARAARAARATTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTT - CARAARATT GCAARRATTGCCARATTT
TTTTTTTAAARAAGGGTCATTTTTCAAAAAGCTAGT AAATCCGAATCATTTT TCAAAAARAARATTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTTT - CARAAATT GCAAARAT TGCCARATTT
TITTITTARAAAGGGTCATTTTTCAAAAAGCTAGTAAATCCGAATCATTITT TCAAAAARAAATTTTTITT-TGIGTTTITTITTTTT - CARAAAT T GCAAARATTGCCARATTT
TITTTITTAAAAAGGGTCATTTITTCAAAAAGCTAGTAAATCCGAATCATITT TCAAAAAAAAAATTTTITT-TGIGTTTITTITT T TTCCAAAAATT GCAAARATTGCCARATTT
TITTITTAAAAAGGGTCATTTITTCAAAAAGCTAGTAAATT CGAATCATTTT TCAAAAAAAAAAATTTITT-TGIGTTTITTITTITT-CCAAAAAT T GCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTAAARAAGCCTCATTTTTCAARAAGCTAGTAAATT CCGAATCATTTT TCAAAAAAAAAATTTTTTT-TCGTGTTTTTTTTTTT-CCARAAATTGCAAARATTGCCAAATTT
TTTTTTAAAAAAGCGTCATTTTTCAARAAGCTAGT AAATCCGAATCATTTT TCAAARAARAARARAAATTTGTGTGTTTTTTTTTTTT-CARAAATT GCAAARATAGCCARATTT
TTTTTTAARRAAGGGTCATTTTTCAARARAGCTAGTAAATCCGAATCATTTTTCAAARAARAARAAAAATTTGTGTGTTTTTTTTTT - - CARAAATT GCAARRATAGCCARATTT
TTTTTTTARRAAGGGTCATTTTTCAARARAGCTAGT AAATCCGAATCATTTTTCAAARARAARATTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTT -~ CARARATT GCAARRATTGCCARATTT
TTTTTTTAAAAAGGGTCATTTTTCAAAAAGCTAGTAAATT CGAATCATTTT TAAAAAARAARATTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTT T- CCARAAATT GCAAARAT TGCCARATTT
TITTTTAARAAAGGEGTCATTTTTCAAAAAGCTAGTAAATCCGAATCATTITT TCAAAAARAARAAAAATTTTGIGTTTITTITTT T - CARAAAT T GCAAARATTGCCARATTT
TITTTTAAAAAAGGGTCATTTITTCAAAAAGCTAGTAAATCCGAATCATTTT TCAAAAMAAAAAAAMATTTGTGIGTTTITTITTIT T - CAAAAATT GCAAARATTGCCARATTT
TITTITTAAAAAGGGTCATTTITTCAAAAAGCTAGTAAAT CCGAATCATTTT TCAAAAAAAAATTTTTTITT-TGIGTTTITTITTITTT - CAAAAAT T GCAAARATTGCCARATTT
TTTTTTTAAARAAGCCTCATTTTTCAARAAGCTAGTAAATCCGAATCATTTT TCAAAAAAAAATTTTTTTT-TCGTGTTTTTTTTTTTT- CARAAATTGCAAARAT TGCCAAATTT
TTTTTTTAAAAAGGGTCATTTTTCAARAAGCTAGT AAATCCGAATCATTTT TCAAARAARAAATTTTTTTT-TGTGTTTTTTTTTTT--CARAAATT GCAAARATTGCCARATTT
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CARAMAAARAAA-GGCTTAARATT TAAAACGTITTTITTTAT GAT TCETT T TTCTATACCT TTTCAARAAARAAALALARAAADALARAA———CITTAAAATTITTTTT G- TAAARA
CAAAMPAMRAAA-GGCTTAAAATT TAAAACGTTTITTTATGAT TCGTT TTTCTATACCT TT T CAAAAAAAAAANAAMAAMANAANAAMA-—CTITTAAAATTITTTTT G- TAAARA
CAAAMRAMRAAA-GGCTTAAAAT T TAAAACGTTTITTTATGAT TCGTT TTTCTATACCT TTTCAAAAAAAAAANAAMAAAANAAAAAA--TCTTTAAAATTITTTTTGTARAARA

CARAMRAMRAAA-GGCTTAAAAT T TARAACGTITTITTTATGAT TCGTT T TTCTATACCT TTTCAAARAARAAANAAARAAANAAAR-———TCTTTAAAATTITTTTTGTARAAAA
CARAMAARMARAA-GGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAAAAAAARANALAAARANAANARAA-—CTTTAAAATTTTTTTGTARAAAR
CARAMRAMARAA-GGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAAALARARAAALARANAAAAARL-——-TCTTTAAAATTTTTTTGTARALLL

CAAARAARRRAA-GGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAGAAARAAAAARARAAARALARAAL——TCTTTAARATTTTTTTGTARARAR
CAAARAARRRAA-GGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAARRAARAAAAARARAAARALARAA——TCTTTAARATTTTTTTGTARARAR
CARAMAAARAAANGGCTTAARATT TAAAACGTTTTITTTATGAT TCETT T TTCTATACCT TTTCAARAAARAAALALARAAANALARAA——TCTTTAAAATTITTTTTGTARAARA
CAAAMPAMRAPAA-GGCTTAAAATT TAAAACGTTTTITTTATGAT TCGTT TTTCTATACCT TT T CAAAAAAAAAAMAAMAAMANAAAAAN - - TCTTTAAAATTTTTTTGTARAARA
CAAAMRAMRAPA-GGCTTAAAAT T TAAAACGTITTTTTTATGAT TCGTTITTTCTATACCT TT T CAAAAAAAMAAMAAAANAANALNA- TCITTAAAATTTTTTTGTAAAARA
CARARRAMRAAA-GGCTTAAAAT T TARAACGTITTTTTTATGAT TCGTTITTTCTATACCT TTTCAAARAARAAAMRAARAAANRAD—— TCITTAAGATTITTTTTIGTARAAAA
CARAMAARMARAA-GGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAAAAAAARANALAAARANAANAAAL—~-TCTTTAAAATTTTTTTGTARARAR
CARAARAMARAA-GCTTAGARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCAATTTTTCATACCTTTTCAAAALARARAAALARANAAALARL-——TTCTTTAAAATTTTTTTGTARALLL
CAAARAARRRAA-GGTTAGARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCAATTTTTCATACCTTTTCAAARRARAAAAARARAAARALARA——TTCTTTARARATTTTTTTGTARARAR
CAAARAARRRA——GGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAARRARAAAAARARAAAAALAREAART CTTTAARATTTTTTTGTARARAR
CARAMAAARRAA-GGCTTAARATT TAAAACGTITTTITTTATGAT TCETT T TTCTATACCT TTTCAARAAARAAALALARAAANALARAAA-TCTTTAAAATCTTTTTGTARAARA
CAAAMPAMRAPAA-GGCTTAAAATT TAAAACGTTTTITTTATGAT TCGTT TTTCTATACCT TT T CAAAAAAAAAAMAAMAAMANAAAAAN - - TCTTTAAAATTTTTTTGTARAARA
CAAAMAAMRAAA-GGCTTAAAAT T TAAAACGTTTITTTATGAT TCGTT TTTCTATACTT TTTCAAAAAAAAAAMAAMAAAAAAAAAA-——TCTTTAAAATTITTTTT GAARAARA
CARAMRAMRAAA-GGCTTAAAAT T TARAACGTITTITTTATGAT TCGTT T TTCTATACCT TTTCAAARAARAAANAAARAAANAAARAN——TCTTTAAAATTTTTTTGAARARAA

CARAMAARMARAARGGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAAAAAAARANALAAALANAANAL-———CTTTAAAATTTTTTTGAARARAL
CARAARAMARAA-GCGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAAALARARANALARANAAALARAAA-—CTTTAAAATTTTT TTGAARAALL
CAAARAARRR- ——GGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAARAARAAAARRARAL—————————— TCTTTAARATTTTTTTGTARARAR

CAAARAARRRAA-GGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAARRAARAAAAARARAAARALARAA——TCTTTAARATTTTTTTGTARARAR
CAAAMALAARRAA-GGCTTAARATT TAAAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAAAAARAAAAALARAAARALARAAA-TCTTTAARATTTTTTTGTARALAA
CARAMAAARAA——GGCTTAARATT TAAAACGTITTTITTTATGAT TCETT ITTTCTATACCT TTTCAAAAAARAAALALARAAANALARAAA-TCTTTAAAATTITTTTTGTARAARA
CAAAMPAMRAPAA-GGCTTAAAATT TAAAACGTTTTITTTATGAT TCGTT TTTCTATACCT TT T CAAAAAAAAAAMAAMAAMANAAAAAN - - TCTTTAAAATTTTTTTGTARAARA
CAAAMRAMRAAA-GGCTTAAAAT T TAAAACGTTTITTTATGAT TCGTT TTTCTATACCT TTTCAAAAAAAAAANAAMAAAANAAAAA-——TCTTTAAAATTITTTTTGTARAARA
CARARRAARAARL-CCCTTAAAATT TARAACGTTTTTTTATGATTCGTTTTTCTATACTTTTTTTAAAAAAAAAAAAAAANAAAANAARN———CTTTAAAATTTTTTTGTARAAALR
CARAARAMARAA-GGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAAALARARANALARANAAAAARAAA-—CTTTAAAATTTTTTTGTARALLL
CAAARAARRRA——GGCTTAARATT TARAGCGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAARRARAAAAARARAAARALARAAL——TCTTTAARATTTTTTTGTARARAR
CAAARAARRRAAMGGCT CAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTTTACCTTTTCAAARRARAAAAARARAAARALARA-———CTTTARARATTTTTTTG-TAARAA
CAAAMAAARRA——GGCTTAARATT TAAAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAAAAARAAAAALARAAARALARAAL——TCTTTATAATTTTT TTGTARAAAR
CARAMAAARRAA-GGCTTAARATT TAAAACGTITTTITTTATGAT TCETT ITTTCTATACCT TTTCAARAAARAAALALARAAANALARAA——TCTTTAAAATTITTTTTGTARAARL
CAAAMAAARA- ——GGCTTAAAATT TAAAACGTTTITTTATGAT TCGTT TTTCTATACCT TT T CAAAAAAAAAANAAMAAMANAAAAAN - - TCTTTAAAATTITTTTTGTARAARA
CAAAMRAMRAAA-GGCTTAAAAT T TAAAACGTITTITTTATGAT TCGTT TTTCTATACCT TT T CAAAAAAAAAANAAMAAAANAAR————— TCITTAAAATTTTTTTGTAAAARA
CARARRAARAARL-CCCTTAAAATT TARAACGTTTTTTTATGATTCGTTTTTCTATACCTTTTCAAAAAAAAAAARALAAANAAAANAAN——TCTTTAAAATTTTTTTGTARAAALR
CARAARAMARAA-GGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAAALARARANALARANAAALARAAAN-CTTTAAAATTTTTTTG-ARANLL
CAAARAARRRAA-GGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAAARRARAAAAARARAAARALARAAA-—CTTTAARATTTTTTTG-TAARAA
CAAARAARRRAA-GGCTTAARATTTGAAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACTTTTTCAAARRARAAAAARARAAARARARAL———CTTTARARATTTTTTTG-TAARAA
CAAAMALARRAA-GGCTTAARATT T GAAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACTTTTTCAAAAAARAAAAALARAAARALARA-———CTTTAARATTTTTTT G- TAAAAA
CARAMAAARRAA-GGCTTAARATT TAAAACGTITTTITTTATGAT TCETT ITTTCTATACCT TTTCAARAAARAAALALARAAANALARAA——TCTTTAAAATTITTTTTGTARAARL
CAAAMRAMRAPA-GGCTTAAAATT TAAAACGTITTTTTTATGAT TCEGTTTTTCTATACCT TT T CAAAAAAAAAAMALARNAANALPAR, TCITTAAAATTTTTTTGTARAARA
CAAAMPAMRAAA-GGCTTAAAAT T TAAAACGTTTITTTATGAT TCGTT TTTCTATACCT TTTCAAAAAAAAAANAAMAAAANAANAAMA-—CTITTAAAATTITTTTT G- ARAARA
CARARRAARAARL-CCCTTAAAATT TGAAACGTTTTTTTTTGATTCGTTTTTCTATACTTTTTCAAAAAAAAAANALAAADNAGAANAAR— CTTTAAAATTTTTTTG-TAAAAR
CARAARAMARAA-GGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCT T T TCAAAALARARANALARANAAAAARL-—-TCTTTAAAATTTTTTTGTARALLL

CAAARAARRRAA-GGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAARRARAAAAARARAAARALAR-———TCTTTARRATTTTTTTGTARARAR
CAAARAARRRAA-GGCTTAARATT TARAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAARRAARAAAAARARAAARALARAA——TCTTTAARATTTTTTTGTARARAR
CAAAMALARRAA-GGCTTAARATT TAAAACGTTTTTTTATGAT TCGTTTTTCTATACCTTTTCAAARAARAAAAALARAAARALAR-———TCTTTAARATTTTT TTGTARAAAA

CARAMAAARRAA-GGCTTAARATT TAAAACGTTTTITTTATGAT TCETT T TTCTATACCT TTTCAARAAARAAALALARAAANALARAAA-TCTTTAAAATTITTTTTGTARAARA
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& 240 = 260 = 280 & 300 & 320 & 340
AAAAATTTTGTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTIITT -GTATACGAATTT GAATCCTITTT TTGCAATACCAAAATITCGTGT GAATAGEAAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTTTGTAT GAAAARACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGRAATTTGAATCCTTTTTTGCAATACCAAAATTTCGTGT GRATAGEAAT GTCARACATATTTTTT-RATTTT
AAAA-TTC-GLAT GAAAAACCTAATCCTTTTTIITT - GTATACGAATTTGAATCCITTI TTGCGATACCAAAATITCGIGT GAATAGAAAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAAA-TTC-GTATGAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGAATTT GAATCCTTTTTTGCAATACCAAAATTTCGTGT GAATAGARAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAAAAATTTGTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT-GTATACCAATTTGAATCCTTTT TTGCAATACCAAMATTTCGTGT CAATAGGAAT CTCARACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTC-GTAT GAAAAACCTAATCTTTTTTTTTT -GTATACGAATTT GAATCCTTTTTTGCAATACCAAAATTTCGTGT GAATAGAAAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAAAAT T C-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT-CTATACCAATTTGAATCCTTTT TTGCAATACCAAMATTTCGTGT GAATAGAAAT CT CARACATATTTTTTTAATTTT
AAAAATTC-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTIITT - GTATACGAATTT GAATCCTITTT TTGCAATACCAAAATITCGTGT GAATAGAAAT GT CAAACATATTTTTT-AATTTT
AARAATTC-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTT--GTATACGAATTTGAATCCTTTTTTGCAATACCAAAATTTCGTGT GRAATAGAAAT GCTCARACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTT-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTIITT - GTATACARATTTGAATCCITTI TTGTAATACCAAAATITTATGT GAATAGAAAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTT-GTAT GAAAARACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACARATTTGAATCCTTTTTTGTAATACCAAAATTTTATGT GRATAGAAAT GTCARACATATTTTTT-RATTTT
AAAAAT T C-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT-GCTATACCAATTTGAATCCTTTT TTGCAATACCAAMATTTCGTGT CAATAGAAAT CT CARACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTC-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGAATTT GAATCCTTTTTTGCAATACCAAAATT TCGTGT GAATAGARAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAATTTTT-GTAT GAAAAAT CCAATCCTTTTTTTTT-CTATACCAATCCGAATCCTTTTTTT CAATACCAAAATTTCGTGT CAATAGAAATAT CARACATATTT TAA-AATTTT
AAATTTTT-GTATAAAAAAT CGAATCCTTTTTTTTT -GTATACGAATTCGAATCCTTTTTTT CAATACCAAAATTTCGTGT GAATAGAAAT AT CAAACATATTTTAA-AATTTT
AARAATTC-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT-GTATACGAATTTGAATCCTTTTTTGCAATACCAAAATTTCGTGT GRAATAGAAAT CTCARACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTC-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTIITT - GTATACGAATTT GAATCCITTT TTGCAATACCAAAATITCGTGT GAATAGAAAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTT-GTAT GAAAARACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGRAATTTGAATCCTTTTTTGCAATACCAAAATTTCGTGT GRATAGAAAT GTCARACATATTTTTT-RATTTT
AAAAATTT-GIAT GAAAAACCTAATCCTTTTTIITT-GTATACGAATTTGAATCCITTI TTCCAATACCAAAATTITCATGT GAATAGGAAT GTCAAACATATTTTCA-RATTTT
AAAAATTC-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGAATTT GAATCCTTTTTTCCAATACCAAAATT TCATGT GAATAGEAAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTTTGTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT-GTATACCAATTTGAATCCTTTTTTT CAATACCAAAATTTCGTGT CAATAGGAAACT CARACATATTTTTT-AATTTT
AAAA-TTTTGTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGAATTTGAATCCTTTTTTT CAATACCAAAATT TCGTGT GAATAGEAAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AARAATTC-GTATGAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT-GTATACGAATTTGAATCCTTTTTTCCAATACCARAAATTTCGTGT GAATAGGAAT GCTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAAAT-TC-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTIITT -GTATACGAATTT GAATCCTITTT TTGTAATACCAAAATITCGTGT GAATAGAAAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTC-GTAT GAAAARACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGRAATTTGAATCCTTTTTTGTAATACCAAAATTTCGTGT GRATAGAAAT GTCARACATATTTTTT-RATTTT
AAAAATTC-GIAT GARAAAACCTAATCCTTTTTIITT-GTATACGAATTTGAATCCITTI TTGTAATACCAAAATITCGIGT GAATAGAAAT GTCAAACATATTTTTT-RATTTT
AAAAART C-GTATGAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGAATTT GAATCCTTTTTTGTAATACCAAAATTTCGTGT GAATAGARAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAAAT-TC-GTATGAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT-GTATACCAATTTGAATCCTTTT TTGCAATACCAAMATTTCGTGT CAATAGAAAT CT CARACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTT-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACARATTT GAATCCTTTTTTT CAATACCAAAATTTCGTGT GAATAGEAAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTT-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT-GTATACCAATTTGAATCCTTTTTTT CAATACCAAAATTTCGTGT CAATAGGAAT T CARACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTC-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTIITT - GTATACGAATTT GAATCCTITTT TTGTAATACCAAAATITCGTGT GAATAGAAAT GT CAAACATATTTTTT-AATTTT
AARAATTTTGTAT GAAAAACCT AATCCTTTTTTTTT-GTATACGAATTTGAATCCTTTTTTGCAATACCAAAATTTCGTGT GRAATAGGAAT GCTCARACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTC-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTIITT - GTATACGAATTTCAATCCITTITTCCAATACCAAAATTITCATGT GAATAGAAAT GTCAAACATATTTITTT-TATTTT
AAAAATTC-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGAATTTCAATCCTTTTTTT CAATACCAAAATT TCATGT GAATAGARAT GTCAAACATATTTTTT-TATTTT
AAAAAT T C-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT-CTATACARATTT GAATCCTTTT TTGCAATACCAAMATTTCGTGT CAATAGAAAT CT CARACATATTTTTT-AATTTT
AAAA-TTC-GTATGAAAAACCTAATCCTTTTTTTITTTGTATACGAATTT GAATCCTTTTTTGCAATACCAAAATTTCGTGT GAATAGARAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAAAAT T C-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT-GCTATACCAATTTGAATCCTTTT TTGCAATACCAAMATTTCGTGT CAATAGAAAT CT CARACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTTTGTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGAATTT GAATCCTTTTTTGCAATACCAAAATTTCGTGT GAATAGEAAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AARAATTTTGTAT GAAAAACCT AATCCTTTTTTTTT-GTATACGAATTTGAATCCTTTTTTGCAATACCAAAATTTCGTGT GRAATAGGAAT GCTCARACATATTTTTA-AATTTT
AAAAATTTCGTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTIITT -GTATACGAATTT GAATCCTITTT TTGCAATACCAAAATITCGIGT GAATAGGAAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTTCGTAT GAAAARACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGRAATTTGAATCCTTTTTTGCAATACCAAAATTTCGTGT GRATAGGAAT GTCARACATATTTTTT-RATTTT
AAAAATTC-GIAT GARAAAACCTAATCCTTTTTIITT-GTATACGAATTTGAATCCITTITTTCAATACCAAAATITCATGT GAATAGAAAT GTCAAACATATTTTTT-RATTTT
AAAAATTC-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGAATTTGAATCCTTTTTTT CAATACCAAAATT TCATGT GAATAGAAAT GTCAAACATATTTCTT-AATTTT
AAAAATTT-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT-GTATACCAATTTGAATCCTTTT TTGCAATACCAAMATTTCGTGT CAATAGGAAT CT CARACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTTCGTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGRAATTT GAATCCTTTTTTGCAATACCAAAATTTCGTGT GAATAGEAAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AARAATTC-GTATGAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT-GTATACGAATTTGAATCCTTTTTTTCAATACCARAAATTTCATGT GAATAGAAAT CTCAAACATATTTTTT-AATTTT
AAAAATTC-GTAT GAAAAACCTAATCCTTTTTIITT - GTATACGAATTT GAATCCITTTITTT CAATACCAAAATTITCATGT GAATAGAAAT GTCAAACATATTTITTT-AATTTT
AAAAATTC-GTAT GAAAARACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGRAATTTCAATCCTTTTTTCCAATACCAAAATTTCATGT GRATAGAAAT GTCARACATATTTTTT-RATTTT
AAAAATTC-GIAT GARAAAACCTAATCCTTTTTIITT-GTATACGAATTTCAATCCITTITTCCAATACCAAAATTITCATGT GAATAGAAAT GTCAAACATATTTTTT-RATTTT
AAAA-TTC-GTATGAAAAACCTAATCCTTTTTTTTT -GTATACGAATTTCAATCCTTTTTTCCAATACCAAAATT TCATGT GAATAGARAT GTCAAACATATTTTTT-AATTTT
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TTAGTGGEAGTAT GATT ETTTTGACT GGTATAGT T TAGTACTAGT CATTCTAAAAACT CAGAT TAAGCG-TTTTTTTCTAAAAARAGATTIGTITTTTTTAAT I TAAARAACARD
TTAGTGGGAGTATGATTGETTTTGACT GGTATAGTTTAGTACTAGT CATTCTARRAAACT GAGATTAAGCG-TTTTTTTCTAARAAARGATTTGTTTTTTTTAATTTAAARAACAR
TTAGITAGAATATGATTGGTTITTAAT I GGTATCAT T TAGT ACTAGGCACCCTAAAAACT GAGAT TAAGGA-TTTTTTTCTTAAAAAGATTTAATITTTCTAAT CTAAAAMAT AN
TTAGTTAGAATATGATTGGTTTTAATT GGTATCATT TAGT ACTAGGCACCCTAARAAACT GAGATTAAGGA-TTTTTTTCTTAAAARAGATTTAATTTTTCTAAT CTAAARAAT AR
TTAGTGGTAATATGATTGETTTTTATT GECTATAGT T TAGTACCAGT CACCCTARAAACT CAGAT TAAGTA-CTTTTTT CTAAAAAAGATTTGTTTTTTTTAAT T TAAAAAACAN
TTAGTTAGAATATGATTGGTTTTAATT GGTATAATT TAGT ACTAGGCAT CCTAARAAACT GAGATTAAGGA-TTTTTTTCTTAAAARAGATTTAATTTTTCTAAT CTAAARAAT AR
TTAGTTAGAATATGATTGETTTTAATT GEGTATCGTTTAGTACTAGGCAT CCTAGAAACT CAGAT TAAGGA-TTTTTTT CTTAAAAAGAT TTAATTTTTCTAATCTAAAAAAT AN
TTAGITAGAATATGATT ETTTTAATT GGTATCATT TAGT ACTAGGECAT CCTAGAAACT CAGATTAAGEC-TTTTTTTCTTAAAARAGATTTAATITTTCTAAT CTAAARAAT AL
TTAGTTAARATATGATTGGTTTTAATTGGTATCATT TAGTACTAGGCAT CCTARAAACT GAGATTAAGGG-TTTTTTTCTTAAAARAGATTTAATTTTTCTAAT CTAAARAAT AL
TTAGIGAAAATATGATTGGTTITTGAT I GG GTCAT T TAGT ACTAGT CACCCTAAAAACT TAAATTAAGGA-TTTITTTCTTAAAAAGATTTATIITTTCTAAT CTAAAAMAT AN
TTAGTGAARATATGATTGETTTTGATTGGT GTCATT TAGTACTAGT CACCCTARRAAACTTAAATTAAGGA-TTTTTTTCTTARAARGATTTATTTTTTCTAAT CTAAARAATAR
TTAGTTAAARATATGATTGETTTTAATT GEGTATCAT T TAGTACTAGGCAT CCTARAAACT CAGAT TAAGGA-TTTTTTT CTTAAAAAGAT TTAATTTTTCTAATCTAAAAAATAN
TTAGTTAARATATGATTGGTTTTAATT GGTATCATT TAGTACTAGGCAT CCTAARAAACT GAGATTAAGGG-TTTTTTTCTTAAAARAGATTTAATTTTTCTAAT CTAAARAAT AL
TTAGGAGAGAT TTGATTGATTTTCATT GETATAGT T TAGTACCA-TTACTTAAAAAACCCTAATTARATATTTTCCCT TARAAAAGGAT TGGTTTTATTTGATAT AACAATCAR
TTAGGAGAGATTTGATTTATTTTCATT GGTATAGTT TAGTACCA-TTACTTAAAAAACCCTAATTAAATATTITTCCCT TAAAAAAGGATTGGTTTTATTT GATAT AAGAATCAR
TTAGTTAARAATATGATTGGTTTTAATTGGTATCATT TAGTACTAGGCAT CCTARAAACT GAGATTAAGGA-TTTTTTTCTTAAAARAGATTTAATTTTTCTAAT CTAAARAAT AL
TTAGITAAAATATGATTGGTTITTAAT T GGTATCATT TAGT ACTAGGCAT CCTAAAMACT GAGAT TAAGGA-TTTTTTTCTTAAAAAGATTTAATITTTCTAAT CTAAAAMAT AN
TTAGTTAGAATATGATTGETTTTAATT GGTATAATT TAGTACTAGGCAT CCTARRAAACT GAGATTAAGGA-TTTTTTTCTTARAARGATTTAATTTTTCTAAT CTAAARAATAR
TTAGIGT GAATGTGATTGGTTITTAGCT GGTATAAT T TAGTACCCGTCAT TCTARAAGCT GAAACTARAAR-ATTTTTTCTAARAARGATTTATIITTTCTAAT CTAAGAAACAR
TTAGTACGGAT GTGATTGETTTTAGCT GGTATAATT TAGTACCCGT CATTCTAARATCT GAAACT AAAAA-ATTTTTTCTAAAAARAGATTTATTTTTTCTAAT CTAAGAAACAR
TTAGTATGAATCTGATTGETTTTAATT GEGTATCATTTAGTACTAGT CACCCTARAAACT CAAATTAGGTT-TTTTTTT CTTAAAAAGAT TTACTTITTTCTATTCTAAAATATARN
TTAGTAT GAATGTGATTGETTTTAATT GGTATCATT TAGTACTAGT CACCCTAAAAACT GAAATTAGGTT-TTTTTTTCTTAAAARAGATTTATTTTTTCTATT CT AAAAT AT AR
TTAGTGCGAATATGATTGGTTTTAACTGGTATCATT TAGTACTAGTCATCCTARAAACT GAGACT AGGAA-TTTTTTTCTTAAAAAGATTTACTTTTTCTAATCTAAARAACARN
TTAGITAGAATATGATT ETTTTAATT GGTATCATT TAGT ACTAGGECAT CCTAAAAACT CAGAT TAAGEG-TTTTTTTCTTAAAARAGATTTAATITTTCTAAT CTAAARAAT AL
TTAGTTAGAATATGATTGETTTTAGTT GGTATCATT TAGTACTAGGCAT CCTARRAAACT GEGGATTAAGGG- TTTTTTTCTTARAARGATTTAATTTTTCTAAT CTAAARAAT AL
TTAGITAGAATATGATTIGGTTITTAAT I GGTATCAT T TAGT ACTAGGCAT CCTARAAACT GAGAT TAAGGG-TTTTTTTCTTAAAARAGATTTAATITTTCTAAT CTAAARAAT AR
TTAGTTAGAATATGATTGGTTTTAATT GGTATCATT TAGTACTAGGCAT CTTAARAAACT GAGATTAAGGG-TTTTTTTCTTAAAARAGATTTAATTTTTCTAAT CTAAARAAT AR
TTAGTTAGAATATGATTGETTTTAATT GEGTATCAT T TAGTACTAGGCAT CCTARAAACT TAGAT TAAGGG-TTTTTTT CTTAAAAAGAT TTAATTTTTCTAATCTAAAAAATCA
TTAGTTTGAATATGATTGGTTTTAATT GGT GTCATT TAGTAT CAGT TACCCTAAAAATT TAAACTAGGGA-TTTTTTTTTAAAAARAGATTTACTTTTTCTAGCCT AAAATATAR
TTAGTTTGAATATGATTGETTTTAATT GET GTCATT TAGTATCAGT CACCCTAAAAATT TAAACTAGGGA-TTTTITTT TARAAAAAGATTTACTTITTTCTAGTCTAAAATATAT
TTAGITAGAATATGATT ETTTTAAT T GGTATCATT TAGT ACTAGGECAT CCTAAAAATT CAGAT TAAGEG-TTTTTTTCTTAAAARAGATTTAATITTTCTAAT CTAAARAAT AL
TTAGTAGGAATATGATTGGTTTTGATTGGTATAGTT TAGTACTAGCTAT TCTARAAACT GAGACT AAGTA-TTTTTTTCTGAAAARGATTTGTTTTTTTTAAT CTAAARAACARL
TTAGIGAGAATATGATTGATTITTGECT GGTATCAT T TAGT ACTAGT CAT CCTAAAAACT TAGGCTAATAA-TTTITTTCTTAAAAAGATTIGTITTTTCTGAT I TAAAAAAT AN
TTAGTGAGAATATGATTGATTTTGGCTGGTATCATT TAGTACTAGT CATCCCARRAAACTTAGGCTAATARA-ATTTTTTCTTARAARGATTTGTTTTTTCTAATTTAAARAATAR
TTAGTTAGAATATGATTGETTTTAATT GEGTATCAT T TAGTACTAGGCAT CCTARAAACT CAGAT TAAGGA-TTTTTTT CTTAAAAAGAT TTAATTTTTCTAATCTAAAAAATAN
TTAGTCAGAATATGATTGGTTTTAATT GGTATCATT TAGTACTAGGCAT CCTAARAAACT GAGATTAAGGA-TTTTTTTCTTAAAARAGATTTAATTTTTCTAAT CTAAARAAT AR
TTAGTTAGAATATGATTGETTTTAATT GEGTATCATTTAGTACTAGGCAT CCTARAAACT CAGAT TAAGGA-TTTTTT-CTTAAAAAGAT TTAATTTTTCTAATCTAAAAAAT AN
TTAGTGCGAGTTTGATTGETTTTGATT GGTATAGTT TAGTACTAGT TAT CTTAAAAACT GAAATTAAGTATCTTTTTTCTAAAAARAGATTTGTTTTTTCTAATAT AAARAACAR
TTAGTGT GAGTTTGATTGGTTTTGATTGGTATAGTT TAGTACTAGT CATCTTARAAACT GAAATT AAGTATCTTTTTTCTAARAAARAGATTTGTTTTTTCTAATAT AAARAACARL
TTAGTGGAAGTATGATT GETTTTGACT GGTATAGT T TAGT ACTAGT CAT CCTAAAAACT GAGATTAGGCA-TTTTTTTCTAAAAAAGATTIGTITTTTCTAAAT TAAAAAACARN
TTAGTGGAAGTATGATTGETTTTGACT GGTATAGTTTAGTACTAGT CATCCTARRAACT GAGATTAGGCA-TTTTTTTCTAARAAARGATTTGTTTTTTCTARATTAAARAACAR
TTAGAGACAATATGATTIGATTITTGACT GGTATCAT T TAGTACTAGT CACTCTARAAACT CAAATTAAGGG-ATTTTTTCTTAAAAGCGATTTATIITTTTTAGT CTAAARAAT AR
TTAGAGACAATATGATTGATTTTGACT GGTATCATTTAGTACTAGT CACTCTAAAAACT CAAATTAAGGG-ATTTTTTCTTAAAAGGATTTATTTTTTTTAGT CTAAARAAT AR
TTAGTGTGAGT TTGATTGETTTTTATT GETATAGT T TAGTACTAGT CATCTTARAAAACT CAAATTAAGTATCTTTTTT CTAAAAAAGATTTGTTTTTTCTAATAT AAAAAACAN
TTAGTGGAAGTATGATTGETTTTGACT GGTATAGTTTAGTACTAGT CAT CCTAAAAACT GAGATTAGGCA-TTTTTTTCTAAAAARAGATTTGTTTTTTCTARAT TAAARAACAR
TTAGAGACAATATGATTGATTTTGACTGGTATCATTTAGTACTAGT CACTCTARAAACTCAAATT AAGGG-ATTTTTTCTTAAAAGGATTTATTTTTTTTAATCTAAGAAATARN
TTAGAGACAATATGATT GATTTTGACT GGTATCATT TAGT ACTAGT CACTCTAAAAACT CAAATTAAGET - ATTTTTTCTTAAAAGCGATTTATITITTTTTAGT CTAAAAAATGA
TTAGAGAGAATATGATTGATTTTGGTTGGTATCATT TAGTACTAGT CAT CATARRAAACTTAGATTAAGARA-ATTTTTTCTTARAAGGATTTATTTTTTCTAATTTAAARAATAR
TTAGAGAGAATATGATTIGATTITTGET I GGTATCAT T TAGTACTAGT CAT CATARAAACT TAGAT TAAGAR-ATTTTTTCTTAAAAGCGATTTATIITTTCTAAT I TAAARAAT AR
TTAGAGAGAATATGATTGATTTTGGTT GGTATCATT TAGTACTAGT CAT CATAAAAACT TAGATTAAGAA-ATTTTTTCTTAAAAGGATTTATTTTTTCTAATTTAAARAAT AR
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CCCATCECEEAGTTTCATCATTTTTTCAGTTGAT TCEEATTTGTAT TCAAAARAAAARAA——TTTTTTAARAT GCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCATCGCGEAGTTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCARAARAAAAARRA——TTTTTTARARATGCATTTTTTTGCARATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCECAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGAT TCGEATTTGTATTCAAAAARAAARRRA. TTTTTTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCGCAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCAAAARAAAAARRA——TTTTTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCATCGCGGAGT T TCATCAATTTTTCAGT TGAT TCCGATTTGTAT TCAAAARARAAAAR——TTTTTTAAAATCGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCGCAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCAARAARAAARRAL——TTTTTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTTGACATTTTTTT
CCCETCGCAGAAT T TCATCAATTTTTCAGT TGAT TCCCGATTTGTAT TCAAAARARAAAAR——TTTTTTAAAATCCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGETCECAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGAT TCEEATTTGTAT TCAAAARAAAARAA——TTTTTTAARAT GCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCGCAGRAATTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCARAAARAAAAAAR—-~TTTTTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
TCCATCACAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGAT TCGEATTTGTAT T TAAAAAAAAAAAAA-TTTTTAAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTGGACGTTTTTTT
TCCATCACAGRATTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTTARAARAAAARRRRE-TTTT-AARRATGCATTTTTTTGCARATTTTTGGCATTTTTGEACGTTTTTTT
CCAGTCACAGAATTTCATCAATTTTTCAGT TGAT TCCCGATTTGTAT TCAAAARARAAAA-—TTTTTTTAAAATCCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCGCAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCAAAARAAAAARRA——TTTTTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCGECCECAGETTTTCAT CAATTTT TCAGT TGAT TCAGATTTGTAT T TAAAAAAAAAAAT -~ TTTTAAAAAATGCATTTTTTTGCAATTTTTTGGCATTTTTGCACTTTTTTTT
CCGGCCECAGETTTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCAGATTTGTATTTAAAARAAAARRAT ——TTTTAAARRATGCATTTTTTTGCAATTTTTTGGCATTTTTGGACTTTTTTTT
TCAGTCGCAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCARAARARAAAAAAR—-TTTTTTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGETCECAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGAT TCGEATTTGTAT TCAAAAAAAARRAA——TTTTTTAAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCGCAGRATTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCARAARAAAAARL——TTTTTTTARARATGCATTTTTTTGCARAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCATCGCAGAGTTTCATCAATTTTTCGGTTGAT TCGEATTTGTAT TCARAAAAAARRA——TTTTTTTARRATGCATTTTTTTGCARATTTTTGGCATTTTTTGACATTTTTTT
CCCATCGCAGAGTTTCATCAATTTTTCGGTTGATTCGGATTTGTATTCAARAARAAARRA——TTTTTTTARARAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTTGACATTTTTTT
CCCATCGCGGAGT T TCATCAATTTT TCAGT TGAT TAGGAT TTGTAT T TAAAAAAAAAAAA-—TTTTTTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTTGACATTTTTTT
CCCATCGCEEAGTTTCATCAATTTTTCAGTTGAT TAGGATTTGTATTTAAAARAAARRAL——TTTTTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTTGACATTTTTTT
CCCGTCGCAGAGTTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCARAARARAAAAAA——-TTTTTTTAAAATGCATTTTTTTGCAAAATTTTGGCATTTTTTGACATTTTTTT
CCCGETCECAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGAT TCEEATTTGTAT TCAAAARAAAARAA——TTTTTTAARAT GCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCGCAGRATTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCARRAARAAAAARRA——TTTTTTARARATGCATTTTTTTGCARATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCECAGAATTTCATCAATTTTTCAGT TGAT TCGEATTTGTAT TCARRAAAAARRAAATTTTTTTARRATGCATTTTTTTGCARATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCGCAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCAAAARAAAAARL———TTTTTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCETCECAGAAT T TCATCAATTTTTCAGT TGAT TCCGATTTGTAT TTAAAAAAAAAAAR——TTTTTTAAAATCCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCATCGCEEAGTTTCATCAATTTTTCAGTTGAT TAGGATTTGTATTTAAAARAAARRARA-TTTTTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTTGACATTTTTTT
CCCATCGCGGAGTTTCATCAATTTTTCAGT TGATTAGCATTTCTATTTAAAAAAAARR. TTTTTTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTTGACATTTTTTT
CCCGETCECAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGAT TCEEATTTGTAT TCAAAARRAAARRR. TTTTTTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGECATTTTTAGACATTTTTTT
CCCATCGCAGAGTTTCATCATTTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCARAAARAAAAAARA-TTTTTTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCECEEAGTTTCATCAATTTTTCAGTTGAT TCGEATTTGTAT T TAAAAAAAAAAAA——TTTTTTAAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCECEEAGTTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTTAAAARAAAAARRA——TTTTTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCETCGCAGAAT T TCATCAATTTTTCAGT TGAT TCCCGATTTGTAT TCAAAAAARAAAL———TTTTTTTAAAATCCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCGCAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCAAAARAAAAARL———TTTTTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCETCGCAGAAT T TCATCAATTTTTCAGT TGAT TCCCGATTTGTAT TCAAAARARAAAAR——TTTTTTAAAATCCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCATCGCEEAGTTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCAAAARAAAAAL———TTTTTTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCATCGCGGAGTTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCARAAARAAAAAL——TTTTTTTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCATCGCEEAGTTTCATCAATTTTTCAGTTGAT TCGEATTTGTAT TCAAAAAAAARRAA——TTTTTTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCATCGCGEAGTTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCARAARAAAARRL———TTTTTTARARATGCATTTTTTTGCARAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCECAGAATTTCATCAATTTTTCAGT TGAT TCGEATTTGTAT TCARRAAAAARRA——TTTTTTTARRATGCATTTTTTTGCARATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCGCAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCAAAARAAAAARRA——TTTTTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCACCGCGGAGT T TCATCAATTTTTCAGT TGAT TCCCGATTTGTAT TCAAAARARAAAA-—TTTTTTTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCATCGCGEEAGTTTCATCAATTTTTCGGTTGATTCGGATTTGTATTCAAAARAAAAARRA——TTTTTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTARAACATTTTTTT
CCCGTCGCAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCARAARARAAAAAAR——-TTTTTTAAAATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGETCECAGAATTTCATCAATTTTTCAGTTGAT TCGEATTTGTAT TCAAAAAAAARRAA——TTTTTTAAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCGCAGAGTTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCARRAARAAAAARRA——TTTTTTARARATGCATTTTTTTGCARATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCECAGAGTTTCATCAATTTTTCAGT TGAT TCGEATTTGTAT TCARRAAAAARRAA-—TTTTTTARRATGCATTTTTTTGCARATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
CCCGTCGCAGAGTTTCATCAATTTTTCAGTTGATTCGGATTTGTATTCARAAARARAAAAGA——TTTTTTTAARATGCATTTTTTTGCAAATTTTTGGCATTTTTAGACATTTTTTT
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ARAGTTACCAAGEAATCCTAATCATATCCGAAATTATTTAARAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTAAATTATATAATTTAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTCTATTT
ARAGTTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGARAATTATTTAARAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTARATTATATAATTTAATTARAATTTTGTARAATTTTTATTCTATTT
AAAATTACCAAGGEAATCCTAATCATATCCGAGATTAT TAGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGT T TAAATTATGT TAT TAAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTTTATAT
ARAATTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGAAATTATTAGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTAAATTATGTTATTAAATTAAATTTTGTARAATTTTTATTTTATAT
AAGATTACCAAGCAATCCTAATCATATCCGARATTATT TAAAACACTGTATTTCTACGTACCTTTAGT TTAAATTATATTATTTAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATCCTATTT
ARAATTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGAAATTATTAGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTAAATTATGTTATTAAATTAAATTTTGTARAATTTTTATTTTATAT
AAAATTACCAAGCAATCCTAATCATATCCGARAT TAT T AGAAACACTGTATTTCTACTACTTTTAGT TTAAATTATGTTAT TAAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTTTATAT
ARAATTACCAAGEAATCCTAATCATATCCEAAATTAT TAGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTAAATTATGTTAT TAAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTTTATAT
ARRATTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGAAATTATT AGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTARATTATGTTATTARATTAAATTTTGTARAATTTTTATTTTATAT
AAAATTACCAAGEAAT CCGAATCATACCCTAAATTAT TAGAAAT ACTATATTTCTAGTACTTTTGTAAT AAATTATTCTAT TAAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTTTATCC
ARRATTACCAAGGAATCCGAATCATACCCTARATTATTAGARATACTATATTCCTAGTACTTTTGTAATARATTATTCTATTARATTAAATTTTGTARARATTTTTATTTTATCC
AAARATTACCAAGCACTCCTAATCATATCCGARAT TAT T AGAAACACTGTATTTCTACGTACTTTTAGT TTAAATTATGTTAT TAAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTTTATAT
ARAGTTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGARAATTATTAGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTAAATTATGTTATTAAATTAAATTTTGTARAAATTTTTATTTTATAT
GAACTCACCAACCAATCCGAATCATGTCCCAAATTAT TAGAAACACT CAATTCCTAGTACTTT TACCCTGAGAATCTTTATTTAATCAAAATTTTTAAATTTTATACTTAATTC
GAACTCACCAACGAATCCGAATCATGTCCGAAATTAT TAGAAACACTGAATTCCTAGTACTTTTACCCTGCGAATCTTTATTTAATCAAAATTTTTAAATTTTATAGTTAATTC
ARRATTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGAAATTATT AGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTARATTATGTTATTARATTAAATTTTGTARAATTTTTATTTTATAT
AAAATTACCAAGEAATCCTAATCATATCCGAAATTAT TAGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTAAATTATGT TAT TAAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTTTATAT
ARRATTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGARAATTATTAGARAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTARATTATGTTATTARATTAAATTTTGTARAATTTTTATTTTATAT
AAAATTACCAAGEAATCCTAATCATGTCCGARATTAT TAGARACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTARAAATATATTAT TARATTAAATTTTGTARAATTTTTATTTTATCA
ARRATTACCAAGGAATCCTAATCATGTCCAARATTATTAGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTAAAATATGGTATTAAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTTTATCA
AAARTTACCAAGCAATCCTAATCATATCCGARAT TAT T AGAAACACTGTATTTTTACGTACTTT-AGTTTAAAATATTTAATCAAATTAAATTTTATAAAATTTTAATTTTATTT
ARAATTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGAAATTATTAGAAACACTGTATTTTTAGTACTTT-AGTTTATAATATTTAAT CAAATTAAATTTTAT ARAATTTTAATTTTATTT
ARAATTACCAAGGAATCCTAATCATGTCCGAAATTATTAGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAACTTAAAATATGTTATTAAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTTTATTC
ARAGTTACCAAGEAATCCTAATCATATCCGAAATTAT TAGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTAAATTATGTTAT TAAATTAAATTTTGTAAAATTCTTATTTTACAT
ARAGTTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGARATTATTAGARAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTARATTATGTTATTARATTARAATTTTGTARAATTCTTATTT TACAT
AAAGTTACCAAGEAATCCTAATCATATCCGARATTAT TAGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTARAATTATGT TAT TARATTAAATTTTGTARAATTCTTATTTTACAT
ARAGTTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGAAATTATTAGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTAAATTATGTTATTAAATTAAATTTTGTAAAATTCTTATTTTACAT
AAARATTACCAAGCAATCCTAATCATATCCGARAT TAT T AGAAACACTGTATTTCTACGTACTTTTAGT TTAAATTATGCTAT TAAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTTTACAT
ARAATTACCAAGGAATCCTAATCATATGCGAAATTATTAGAAACACTGTATTTTTAGTACTTTTAGTTTAAAATATTTTATTARATTAAATTTTAT ARAATTTTAATTTTATTT
AAARATTACCAAGCAATCCTAATCATATCCGARAT TAT T AGAAACACTGTATTTTTACGTACTTTTAGT TTAAAATATTTTAT TAAATTAAATTTTATAAAATTTTACGTTTTATTT
ARAGTTACCAAGEAATCCTAATCATATCCEAAATTAT TAGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTAAATTATGTTAT TAAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTTTATAT
ARRATTACCAAGGAATCCTAATCATGTCTTARAATTATT T GAAACACTGTATTTCTAGTATTTTTAGTTTARATAATGTTATTARATTAAATTTTGTARAATTTTTATCTTATTT
AAAACTACCAAGEAATCCTAATCATACTCGAAATTAT TAAAAACACTGTATTTTTAGTACTTTTAGT T TAAATTATTTTAT TAAATTAAATTTTTTAAAATTTTTATTTTATCT
ARRACTACCAAGGAATCCTAATCATACTCGARAATTATTARARACACTGTATTTTTAGTACTTTTAGTTTARATTATTTTATTARATTAAATTTTTTARAATTTTTATTTTATCT
AAAATTACCAAGCAATCCTAATCATATCCGARAT TAT T AGAAACACTGTATTTCTACTACTTTTAGT TTAAATTATGTTAT TAAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTTTATAT
ARAATTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGAAATTATTAGAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTAAATTATGTTATTAAATTAAATTTTGTARAATTTTTATTTTATAT
AAAATTACCAAGCAATCCTAATCATATCCGARAT TAT T AGAAACACTGTATTTCTACTACTTTTAGT TTAAATTATGTTAT TAAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTTTATAT
ARAACTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGAAATTATTTAAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTAAATTATATAATTTAATTAAATTTTGTARAATTTTTATTCTATTT
ARRAATTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGAAATTATT T AAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTARATTATATAATTTAATTAAATTTTGTARAATTTTTATTCTATTT
AAAACTACCAAGEAATCCTAATCATATCCGAAATTAT T TAAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTAAATTATATAATTTAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTCTATTT
ARRACTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGARATTATTTARAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTARATTATATAATTTAATTAAATTTTGTARAATTTTTATTCTATTT
AAAATTACCAAGGEAATCCTAATCATATTCARAATTAT TAGAAACACTGTATTTTTAGCACTTTTAGTTTARATTATTATAT TARATTATATTTTTTARAATTTTTATTTTGTAT
ARAATTACCAAGGAATCCTAATCATATTCAARAATTATTAGAAACACTGTATTTTTAGCACTTTTAGTTTAAATTATTATATTAAATTATATTTTTTAARAATTTTTATTTTGTAT
AAAATTACCAAGCAATCCTAATCATATCCGARAT TATTTAAAACACTGTATTTCTACGTACTTTTAGT TTAAATTATATAATTTAATTAAATTTTGTAAAATTTTTATTCTATTT
ARAACTACCAAGGAATCCTAATCATATCCGAAATTATTTAAAACACTGTATTTCTAGTACTTTTAGTTTAAATTATATTATTTAATTAAATTTTGTARAATTTTTATTCTATTT
ARAATTACCAAGGAATCCTAATCATATTCARAATTATT AGAAGCACTGTATTTTTAGCACTTTTAGTTTAAATTATTATATTARAATTATATTTTTTAAAATTTTTATTTTGTAT
AAAATTACCAAGGAATCCTAATCATATCCAAAATTAT TAGAAACACTGTATTTTTGETACTTTTAGT T TAAATTATTATAT TAAATTATATTTTTAAAAATTTTTATTTTGTAT
ARRATTACCAAGGAATCCTAATCATACCCGAAATTATTTARAAACACTGTATTTTTAGTACTTTTAGTTTARATTATTTAAATARATTAAATTTTTTARAATTTTTATTTTATCT
AAAATTACCAAGEAATCCTAATCATACCCGARATTAT T TAAAACACTGTATTTTTAGTACTTTTAGTTTARATTATT TARATARATTAAATTTTTTARAAATTTTTATTTTATCT
ARAATTACCAAGGAATCCTAATCATACCCGAAATTATTTAAAACACTGTATTTTTAGTACTTTTAGTTTAAATTATTTAAAT AARATTAAATTTTTTAAAATTTTTATTTTATCT
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CR1Z.
CR16.
CR1A.
CRZ1.
CRZZ.
CRb1.
ERZ.1
ER4.1
ERS.1
ER7.1
ER1Z.
ER13.
ER14.
ER1S.
ER1E.
ERL17.
ER1E.
ER19.
ERZO.
Lol.1
MT4.1
MT5. 1
Lobl.1
LobZ.1
Lob3. 1
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TH3.
THS.
THS.
TH7.
THE.
THS.
TH10.
TH13.
TH13.
TH14.
TH1S.
TH18.
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= 700 = 720 & 740 & 760 & 780 =
TAATTITCCTTAARATGTTATATTTTTI TAGT ACTGAGTAT GTATATATATAT GTAT TAAGGT TATTTAT TATARATTTAATTGTCTTTTT-ARATTAARATARALATARATAT G
TAATTTCCTTAARATGTTATATTTTTT TAGT ACTGAGTAT GCATATATATAT GTAT TAAGGT TATTTAT TATARATTTAATTGTCTTTTT-ARATTAARATARAAAT ARATATG
TAATITCCT TGAAGTGTI TATATTTTTI TAGT ACTAAGTGT ATAAATATAT TTAA- - TATAGGTAATTATTT TAAAT TAGATIGTITTTTT-ARATTTAGATAAAAATAAATATG
TAATTTCCTTGAAGTGTTATATTTTTT TAGT ACTAAGT GTATAAATATATTTAA- - TATAGGTAATTATTT TAAATTAGATTGTTTTTTT-ARATTTARATARAAAT ARATAT G
TAATTTACT TAAAGTGT TATATTTTTI TAGTACTGAGTATGCATAT T TATAT GA--TAGCCT TAATTAT T T TARATTAAATTCTCTTTITT-AAATTAAAATAAAAATAAATATG
TAATTTCCTTGAAGTGTTATATTTTTT TAGT ACTAAGT GTATAAATATATTTAA- - TATAGCTAATTATTTTAAATTAGATTGTTTTTTT-ARATTTARATAAAAAT ARATAT G
TAATTTTCTTGAAGTGT TATATTTTTI TAGT ACTAAGTGTATAAATATATTTAA--TATCCCTAATTAT T T TARATTAGATTGTITTTITT-AAATTTAAATAAAAATAAATATG
TAATITTCTTGAAGTGTITATATTTTTI TAGT ACTAAGT GTATAAATATATTTAA- - TAT GGCTAATTATTT TARAT TAGATIGTITTTTT-ARATTTARATARAAATARATAT
TAATTTCCTTGAAGTGTTATATTTTTT TAGT ACT AAGTGT AT AAATATATTTAL--TATTAATAATTATTT TARAATTAGATTGTTTTTTTTAAATTTARATAAALAT ARATATG
TAATITCCT TGAAGTGTI TATATTTTTI-AGT ACTAGGETAT ATAAAAATATCTAA- - TAAGT CTAATTATTTTAAATTTGATIGTITTTTT-ARATTAAAATAAAAATAAGTATG
TAATTTCCTTGAAGTGTTATATTTTTT TAGT ACTAGGTATATAARAATATCTAA- - TAAGTCTAATTATTTTARATTTGATTGTTTTTTT-ARATTAARATARAAAT ARGTATG
TAATTTCT T T GAAGTGT TATATTTTTT TAGT ACTAAGTGTATAAATATATTTAA--TATAAT TAATTATTTTARATTAGATTGTITTTITT-AAATTTAAATAAAAATAAATATG
TAATTTCCTTGAAGTGTTATATTTTTT TAGT ACTAAGT GTATAAATATATTTAA- - TATTAATAATTATTT TAAATTAGATTGTTTTTTTTARATTTARATARAAAAT ARATAT G
ATATTTCCT TAAAGTGT TATATTTTTT TAGTACTAGATATATAAAT AT AAACAA--TAGG-CTACTTATTTTAGAT TT GCTTACATTTT - AAATTTARATAAAAATARATATG
ATATTTCCTTARAAGTGTTATATTTITTT TAGTACTAGATATATAAAT AT AAACAR--TAGG-CTACTTATTTTAGATTT GCTTACATTTT--AAATTTARATAAAALATARATAT G
TAATTTCT T TGAAGTGTTATATTTTTT TAGT ACT AAGTGT AT AAATATATTTAR--TATTAATAATTATTT TARATTAGATTGTTTTTTT-ARATTTARATAAALAT ARATATG
TAATITT CTTGAAGTGTITATATTTTTI TAGT ACTAAGTGTATAAATATATTTAA- - TATTAATAATTATTT TAAAT TAGATIGTITTTT T - ARATTTAAATAAAAATAAATATG
TAATTTCCTTGAAGTGTTATATTTTTTTAGT ACTAAGTGTATAAATATATTTAA- -~ TATAAATAATTATTT TARATTAGATTGTTTTTTT-ARATTTARATARAAAT ARATAT G
AGGTITCCTTTARATGTTATATT ITTAT AGTACCAAGTATATAARTATATTAAR--TAAARCTACTTAT TTTARATTIAATTIGGTTTIT—-ARATTTARATAAAARTARATAGG
AGGTTTCCTCTAAATGTTATATTTTTAT AGTACCAAGTATATAAATATATTAAR- - TAAAACTACTTATTTTARATTGAATTGGTTTTT - - AAATTTARATAAAALAT ARATAT G
AAATATT CT TGAATTGT TATATTT T TT TAGTACCAAGTATATAATTATATAAAA--TCATATTATTTAT TTTAAGT TTGATTGTTTTTTT-ATATTTARATAAAAATARATATG
AAATATTCTTGAAT TGTTATATTTTTT TAGTACCAAGTATATAATTATATATAA--TTATATTATTTATTTTAAGTTTGATTGTTTTTTT-ATATTTARATAAAALATARATAT G
AARTTTCCTTGAAGTGTTATATTTTTT TAGTACCAAGT ATATAAATATATCTAA--TAAAATTACTTAT TTTARATTTAATTGTTTTTT—-ARATTTARAATARAARTARACATA
TAATITTCTTGAAGTGTITATATTTTTI TAGT ACTAAGT GTATAAATATATTTAA- - TATGGT TAATTATTT TARAT TAGATTGTTITTTTT-ARATTTARATARAAATARATAT G
TAATTTTCTTGAAGTGTTATATTTTTT TAGT ACTAAGTGTATAAATATATTTAA- - TATGGT TAATTATTT TARATTAGATTGTTTTTTT-ARATTTARATARAAAT ARATAT G
TAATITTI CTTGAAGTGTI TATATTTTTI TAGT ACTAAGTGTATAAATATATITTAA- - TATGGCTAATTATTT TARAT TAGATIGTCTTTTT-ARATTTARATARAAATARATAT G
TAATTTTCTTGAAGTGTTATATTTTTT TAGT ACTAAGT GTATAAATATATTTAA- - TATGGT TAATTATTT -AAATTAGATTGTTTTTTT-ARATTTARATAAAAAT ARATAT G
TAATTTTCTTGAAGTGT TATATTTTTT TAGT ACTAAGTGTATAAATATATTTAA--TATCCT TAATTAT T T TARATTAGCTTGTITTITT-AAATTTAAATAAAAATAAATATG
AAATTTTCTTGAATAGTTATATTTITTT TAGTACCAAGTTTATAAGT GCATATAA- - TGATATTACTTATTTTARATTTGATTGTTTTTT—-ATATTTARATAAAAAT ARACAT G
AAATTTTCT TGAATAGT TATATTTTTT TAGTACCAAGT T TATAAGT GCATATAA- - TCATATTACTTAT TTTAAATTTGATTGTTTTTTT-ATATTTARATAAAAATARACATG
TAATITTCTTGAAGTGTITATATTTTTI TAGT ACTAAGT GTATAAATATATTTAA- - TAT GCATAATTATTT TARAAT TAGATIGTITTTTT-ARATTTARATARAAATARATAT
TAGTTTCCT TAAAGTGTTATTTTTTTT TAGT ACTAAGTATGTGTATATATAT AL--TAGGGT TAGTTATTT TARAATTTAATTGTCTTTTT-ARATTAARATAAALAT ARATATG
AAGTTITTTAAAAAGTGTTATATT ITTTI TAGTACTAAGT ATATAGAT ATATATAA--TAGGTTTAATTAT TTTAAATTITAATTATTTIIT--AAATTTARATAAAAATARAATATG
AAGTTTCTAAAAAGTGTTATATTTITTT TAGTACT AAGT ATATAGATATATATAA- - TAGATTTAATTATTTTAAATTTAATTATTTTTT - - ARATTTARAT AAAALAT ARATAT G
TAATTTCCTTGAAGTGT TATATTTTTT TAGT ACTAAGTGTATAAATATATTTAA--TATCCGTAATTATTTTARATTAGATTGTITTTITT-AAATTTAAATAAAAATAAATATG
TAATTTCCTTGAAGTGTTATATTTTTT TAGT ACTAAGT GTATAAATATATTTAA- - TATAGGTAATTATTT TAAATTAGATTGTTTTTTT-ARATTTARATARAAAT ARATAT G
TAATTTCCTTGAAGTGT TATATTTTTT TAGT ACTAAGTGTATAAATATATTTAA- - TATAAGTAATTATTTTARATTAGATTGTITTITT-AAATTTAAATAAAAATAAATATG
TAATTTACTTAAAGTGTTATATTTTTT TAGT ACTGAGTAT GCATATATATAT GA- - TAGGGCTAGTTATTT TAAATTAAATTGTCTTTTT-ARATTAGAATARAAAT ARATAT G
TAATTTACTTAAAGTGTTATATTTTTT TAGT ACTGAGTAT GCATATATATAT GA--TAGGGT TAGATATTT TAAATTAAATTGTATTTTT- ARATTAARATARALAT ARATATG
TAATTITACTTAAAGTGTAATATTTTTI TAGT ACTGAGTAT GCATATATATAT GA- - TAGGGTI TATTTATTT TAAATTAAATTIGTCTTTT T - ARATTAAAATAAAAATAAATAT G
TAATTTACTTAAAGTGTAATATTTTTTTAGTACTGAGTAT GCATATATATAT GA- - TAGGGT TATTTATTT TARATTAAATTGTCTTTTT-ARATTAARATARAAAT ARATAT G
AAATATCCTTITARATGTTATATTITTT TAGTAT TAAGT ATAAAGATATATATTA--TAGGTTTAATTAT TTTARATTIAATTATTTIIT--ARATTTARATAAAARTARATATG
AAATATCCTTTAAATGTTATATTTTTT TAGTAT TAAGT ATAAAGATATATATTA- -TAGGTTTAATTATTTTAAATTTAATTATTTTTT - - ARATTTARAT AAAALAT ARATAT G
TAATTTACT TAAAGTGT TATATTTTTI TAGTACTGAGTATGCATATATATAT GA--TAGCCCTAGTTAT TTTARATTAAATTCTCTTTITT-AAAT TAAAATAAAAATAAATATG
TAATTTACTTAAAGTGTAATATTTTTT TAGT ACTGAGTAT GTATATATATAT GA--TAGTGTTATTTATTT TAAATTAAATTGTCTTTTT-ARATTAARATARAAAT ARATAT G
AARTATCCTTTAAATGTTATATTTTTTTAGTAT TAAGT ATARAGAT ATATATTA--TAGGTTTAATTAT TTTARATTTAATTATTTTTT—-ARATTTARATARAARTARATATG
AAATATCCTTTAAATGTTATATTITTT TAGTAT TAAGT ATAAAGAT ATATATTA- -TAGGTTTAATTAT TTTAAATTITAATTATTTTIT - - AAATTTARAT AAAAATARATATG
AAATTTTTAAAAAGTGTTATATTTTTT TAGCACTAAGTATATAGATATATCTTA- -TAGGTTTAATTATTTTARATTTAATTATTTTTT - ARATTTARACAAAARTARATATG
AAATTTTTAAAAAGTGTTATATTITTT TAGCACTAAGT ATATAGATATATCTTA--TAGGTTTAATTAT TTTARATTIAATTATTTIIT—-ARATTTARACAAAARTARATATG
AAATTTTTAAAAAGTGTTATATTTITTT TAGCACTAAGT ATATAGATATATCTTA- -TAGGTTTGATTATTTTAAATTTAATTATTTTT T - - ARATTTARACAAAALAT ARATAT G
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APPENDICE | D - Sequenze nucleotidiche — REGIONE DCONTROLLO (B)

- porzione dellazona variabileper (a) M. cristofaroi, (b) M. epeirosie (c)M. fulvipes

(@)

csl.1

csl.1

csl.1

csl.1

(b)

Esl.1

Esl.1

()

FL4.1
FL4.1
FL4.1
FL4.1

FL4.1

& 20 = 40 & 60 = ao & 100 = 1
ATTCATATAAATATACAAAT CGAARAAGATGACATGAAT TTACGAAGAGAT TGGAGAACTAAACAATAAT GECAALATTGATGAT ACGAGAGAACAAACACGATAATTTCT GACCAT GAGAT

20 = 140 e 1a0 = 180 e 200 = 220 e
ACAAAGCAATAATCAGGET GETAGTAATAAT CCCTATATAAAT GCGAAT GAAAAAMAGGGEGTTAAT TTAGAAAARAT ARAAGAACARAGAGAT GATAACT AT AGT AAT AACAACACT

240 = 260 & 280 = 300 & 320 = 340 &
AAGCAAGAGCT GAAGAACT CAAAAT CGACAAAACAT CTATGET CACAACACT TACACT GGCCAAAT GTTGAGACARAAT CTAGCAGAAGAAAACAAACATATATGCCATTTGCAATCA

360 e 380 = 400 e 420 = 440 e 4a0 =
CCTCAAAARAGT GEAAGGAATACACAGACGCAATAGCAAAT CAGAAAAAGARAARMGAAGAT T TAAAAT TACACCARAAAGCCAT CAGGGAARARAGEAAACGEGAAGCAAGT GAAAG

480 & 500 = 520 & 540 = 560 & 580 &
GCAAAACGAGAACGGCACAGETT T TAAGACAAAACAAAGCACAACCAGCARARAACACSTAACCTCTGCAAGAAAAAAACTTCT GAGTAGGGAATCTGTTT CCCAGCAAGACTTTAGCGAG

600 = az20 e 640 = aal e 680 = 700
AGTGARAT GEFEECCCAAT ACAACAAT CCACAAGARATAACT GTAGGAACT TAT GTTATAATAAT GTATAAT CAARATATTTT CCAGGAATAGT GEAAACT AT AGACAAT GAT GAATA

& 720 = 740 & 760 = 7e0 & &800 = 820
TEGAGTTCGCGCTAT GACTCGAT CTGGCCCTAATGCTTT TAAAT GGCCAGAT CGGETT GACCAAAT CTGGTAT CAAAAGTCT TCAATTATTARAAAAAT T GAACCACCT ARACTTATT

= 840 e ga0 = gao e
AGGCGAGETTGTTAT GAGTGT CCTGAAATT T GTAAATATTTTTARAATTAT GTTTTGT CTAATATAC

& 20 = 40 & 60 = ao & 100 = 1
TAGATGAAGTAGTTTTGGAT CTATTATGTAGTAGCT GT TAGGGCTTCGCTGGAT CAGAAT CANCCAARACACGAGGAATGTCATTTTTGTGGTCATACT GATTCACCCCACATATCCTA

20 = 140 e 1a0 = 180 e 200 = 220 e
GAAACGETTTTAAGARATTTTT GATATCTTTTT TAGGT CCAGACTTATAGAGCAT TGCTICGTTTCTARATATACACCGT GTT CARAGTTAT CTGCTTACCATTGCTAGCTCCGTTATT

240 = 260 & 280 = 300 & 320 = 340 &
AAGTTAAATTAGCAATTAAAATGET CAAAACAGAAARAACAATTGAACCTCTGET TTCCAARATATT CAAAAAAT ARCATTTTT TAAAAT CGGACACCCTGAATATATTTACATATTTT

360 e 380 = 400 e 420 = 440
TAAAGGCAATTTTAATT TAAAACARRAART TAATAT TGTATAACTACCCTAAGCTTAAAAAT AAALT ARACAAT GAATAATTTTCT

& 20 = 40 & an = 80 & 100 =
CAAAACAATTT CGAAGGAGAAGAAGTTGT TTGAAGT GAGT TCCAAAAT CTTAACTAT GACTTTCTGTGETTTGT TCT GT GAT GACGTCGAGAT CEGT CTTGETTAT CATGTAGCACG

1z0 = 140 & 1a0 = 180 & 200 = 220 &
CATAGCTTATGAAACGTCTTARAATAT CCGACTGCGECT CAGGAGAGACAAGAT GEAAT TCCCGGAAGAGAAATATTCCTGTATTT T GGGATAATAT CGCAAGCTTTGACCTTTTAGT

240 = 260 e 280 wd 300 e 3z0 wd 340 e
GEECTATTTTGTGATTTGTACAACTAATT GAGT GGAT GTTTCAAGAT T TGAAAATT CACAT GCGT GT GEGAGAAT GTATTCGT GAGGCGTAT GEACGTI TACAACTTGTTGCTGGTCA

360 = 380 & 400 = 420 & 440 = 460
AMATGGTACATTGTCTCCGATACCAT TAAGGCGT CARAGCCACCAT GCEAAGAAGAAGAAGAAGAACGT CACAAT CACTATGET CACAATAACTACTGT GTAGT TACTACACCATATTA

& 480 = 500 & 520 = 540 &
TEETGACCAAACAGCTAT T CAAAGTTAT CAACACTGTCTCCAATGAATTTCTTT GAAGT TCTAAT AARATTTAAARARLT GT GAAGAATA
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APPENDICE II A — Procedure sperimentali — Estraziore del DNA

Protocollo di lisi

Il campione biologico viene omogenizzato meccaniata in una provetta (su ghiaccio) mediante I'isandpestello
automatico. All'omogenato vengono aggiuntub di proteinasi k in soluzione (20 mg/ml) e 2QQ di tampone
(Proteinasi Kbuffen. Il tutto viene incubato a 65°C su un blocco testatato per almeno 3 ore.

Dopo la lisi, il DNA totale & stato estratto dailiogenato del tessuto utilizzando un protocollodiszione standard
fenolo/cloroformio : alcool isoamilico 1:24, qui deguito descritto, o mediante il kit PureGéngsue & CellGentra

secondo le indicazioni fornite dal produttore.

Protocollo di estrazione del DNA (fenolo/cloroformb:alcool isoamilico 1:24)

Viene aggiunto allomogenato un volume di fenolaikgrato pari al volume del campione. Si mescolatto fino ad
ottenere un'emulsione e si centrifuga per 15 seécri®.000 rotazioni per minuto (r.p.m.) in una rogentrifuga. Il
supernatante viene trasferito in una nuova proyets ripete il ciclo fino ad ottenere la fase wwsp completamente
trasparente. Viene quindi aggiunto un volume (@ilgloroformio/alcool isoamilico 1:24 , e si meszdino ad ottenere
un'emulsione. Si centrifuga la nuova miscela pesd&ndi a 12.000 r.p.m. e la fase acquosa viaiséetita in una
nuova provetta. La fase acquosa ottenuta vierséetita in una nuova provetta; a questa viene aggiun doppio
volume di etanolo 95° e 1/10 di volume di acetdteatlio (NaAc) 3M pH 5.2. Si mescola e si lascjgosare a -20°C
per almeno 2 ore. || DNA viene fatto precipitarediaate centrifugazione a 12.000 r.p.m. per 10 minut

Il supernatante viene rimosso, mentre il DNA prigtatp (pelle) rimane sul fondo della provetta. Viene aggiunto
etanolo 70°, si mescola e si ripete la precipitagioentrifugando per 2 minuti a 12.000 r.p.m. Ideta viene rimosso e
il precipitato di DNA viene fatto asciugare a 357G su un blocco termostatato. Infine il DNA viesaspeso in 5QL

di tampone TE 1X, e conservato a +4°C.

Mediante una corsa su gel d'agarosio si verificguantita e la qualita del DNA estratto.

APPENDICE Il B — Procedure sperimentali — Reazione catena della polimerasi (PCR e
LONG PCR)

Reazione a catena della polimerasi (PCR e LONG PCR)

Tutti i cicli termici per le reazioni diong PCR e di PCR sono stati impostati ed automatizatina macchina PCR
Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 2400

Per le reazioni di Long PCR é stato utilizzatoifl dommerciale prodotto dalla Roclepand Long Template PCR

Systemmentre per le reazioni di PCR sono stati utiizZaq polimerasi, Buffer 10X e Mgglinvitrogen.

Di seguito vengono riportati la composizione defiscela di reazione diong PCR e il ciclo termico utilizzato per

'amplificazione dell'intera Regione di Controllo.

Miscela di reazione (50 uL):

e Acqua sterile distillata 16.1 pL
« Buffer (3) 5.0 pL
« dNTPs 25.0 pL
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e Primer + (20 pmoli/uL) 15 pL

e Primer - (20 pmoli/pL) 15 puL

e Taq 0.4 puL

« DNA stampo 0.5 pL
Ciclo termico:

« Denaturazione iniziale: 2 minuti a 92° C

« Denaturazione: 10 secondia 92° C

e Annealing: 30 secondi a 48° C 10 cicli

» Estensione: 4 minuti a 60° C

« Denaturazione: 10 secondia 92° C

* Annealing: 30 secondi a 48° C 25 cicli

« Estensione: 4 minufi+ 20 secx ciclo) a 60° C

+ Estensione finale: 7 minuti a 60° C

| prodotti diLong PCR vengono infine conservati a -20°C.

Di seguito vengono riportati la composizione deatféscela di reazione dPCR e il ciclo termico utilizzato per

l'amplificazione della porzione di ca. 800 bp.iatkrno della “zona variabile” della Regione di @ofo.

Miscela di reazione (50 pL):

e Acqua sterile distillata a 50 pL
e Buffer 10X 5.0 pL
*  MgCh 15 pL

o dNTPs 5.0 pL
e Primer + (20 pmoli/uL) 2.0 pL
e Primer - (20 pmoli/pL) 2.0 puL
e Taq 0.25 puL
« DNA stampo 0.5 pL

Ciclo termico:

+ Denaturazione iniziale: 2 minuti a 92° C

¢ Denaturazione: 1 minuto a 92° C

e Annealing 30 secondi a 48° C o
33 cicli
* Estensione: 1 minuto a 60° C

+ Estensione finale: 7 minuti a 60° C

| prodotti PCR vengono infine conservati a -20°C.
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Analisi elettroforetica dei prodotti PCR

Un'aliquota del prodotto PCR, contenente il framtoeamplificato, viene miscelata con un colorantegogée (lye 6X:
0.25% bromofenolo blu e 40% [w/v] saccarosio isOjle caricata nel pozzetto di un gel d'agarosio (1.0%@el &
immerso in una vaschetta di plexiglas provvist&lditrodi e contenente una soluzione elettrolifmastituita da Tris
Acetato EDTA [TAE buffer 1X]). Mediante l'applicamie di un potenziale di circa 70-120 volts, il fraemto di DNA
migra nel gel ad una velocita inversamente propoake al logaritmo del suo peso molecolare. La azigne genera
una banda la cui posizione rispetto al pozzettemtie dalla dimensione del frammento: quanto phaltada € distante
dal pozzetto, tanto piu basso € il peso molecalatdrammento. La dimensione di qualsiasi regiompldicata puo
essere determinata calibrando il gel, ossia facarmitere simultaneamente in un pozzetto adiacentenarcatore
(ladden, costituito da una miscela di frammenti di pesolenolare noto. [ladder permette di rilevare la grandezza
della regione ottenuta per amplificazione e qudidieterminare se tale regione corrisponde a qdekiderata, almeno
in termini di peso molecolare. Le bande di DNA otte per elettroforesi vengono visualizzate peraoa#i un trans-
illuminatore a raggi ultravioletti (U.V.) per fluescenza di un agente intercalante (bromuro diogtjgiecedentemente

incorporato nel gel.

APPENDICE II C — Procedure sperimentali — Clonaggio(T/A cloning)

Clonaggio dei prodotti PCR

Tutti i prodotti PCR sono stati clonati mediantedanica di clonaggio detta “T/A cloning” che petteedi introdurre
un frammento PCR all'interno di un vettore plasmidper mezzo dei due residui di adenina che vengonmalmente
aggiunti rispettivamente in 5’ e in 3’ ai frammedtiPCR per attivita terminal transferasica delfiema Taq polimerasi.
Il vettore che viene quindi utilizzato (T-vect@r)dotato, in condizioni di linearita, di un singeésiduo di timina posto
in ciascuna delle due estremita libere. Attraversa reazione di ligasi, mediata dall’enzima DNAakg le adenine
libere alle due estremita del frammento PCR reagiscon le timine ad esse complementari preselti astremita del
vettore, portando alla formazione di un plasmideatare contenente il frammento di interesse. Ptodeevitabili ed
indesiderati delle reazioni di ligasi provengonodllaachiusura o ricircolarizzazione del vettore sel stesso o
dallinserzione in esso di frammenti aspecificifiA€hé il prodotto principale della reazione didgj corrisponda ad un
plasmide contenente il frammento PCR di interegsapportuno ottimizzare il rapporto delle quantialari relative
dell'inserto e del vettore che vengono messe inioaa.

La miscela che contiene i prodotti di ligasi vieméndi diluita ed utilizzata per trasformare dedielule competenti,
owvero cellule batteriche in grado di integrare DN#colare al loro interno mediantghock termico. Una volta
trasformate, le cellule competenti vengono fatéscere su terreno selettivo in presenza di uniatitib: solo le cellule
che avranno integrato il plasmide formeranno dadlenie sulla piastra di coltura, dal momento dheettore contiene
un gene per la resistenza ad uno specifico anticddpa parte delle colonie conterranno il plasmid&colarizzato
(colonie negative) mentre il resto delle coloniel¢aie “ricombinanti” o positive) presenterannoplasmide costituito
da un vettore legato ad un inserto. Le colonietp@svengono selezionate innanzitutto mediante nacgdimento di
screeningsu base colorimetrica e poi attraverso il proceditn discreening colony PCRiene accertata I'effettiva
integrazione del frammento di interesse nel vetpdasmidico. In quest’ultima procedura le colongteriche positive
vengono sottoposte a lisi cellulare, e il lisateng utilizzato come DNA stampo in una reazione RGRdueprimer

esterni all'inserto: se I'amplificato corrispondéiaserto di interesse la colonia viene selezianatfatta crescere in un
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brodo selettivo. Le cellule prodotte vengono infig@ttoposte ad estrazione e purificazione del pesmmediante

Miniprep.

Nel caso specifico i frammenti PCR sono stati dionel vettore p-Gem-T-Easy Vector (PROMEGA) Takttare,
lungo 3015 nucleotidi, contiene un sito per lastsiza all’'ampicillina, e due promotori della RNAlipmerasi (SP6 e
T7) che fiancheggiano upolylinker che si trova all'interno della regione codificamier o-peptide dell’'enzima-
glattosidasi. La sequenza delpeptide risulta divisa in due parti quando il ve¢tsi trova nello stato lineare, con i due
residui di timina esposti sulle estremita. L'inedizione dell'a-peptide per inserimento di un prodotto PCR inibitx
produzione di3-glattosidasi: questo permette, in un terreno dtucal contenente X-gal e IPTG, di individuare irdlo
ricombinanti dal momento che essi generano coldmémche, a differenza delle colonie in cui non &esmuto
l'inserimento del frammento (vettore ricircolaritape che sviluppano, quindi, per reazione enziolzssato, una

colorazione blu.

| prodotti PCR sono stati inseriti nel vettore pGHMEasy Vector rispettando il rapporto 3:1 tra msee plasmide,
mediante una reazione di ligasi che & stata eseguiin volume finale pari a 10 contenenti 120 ng d'inserto, 40 ng
di vettore pGEM-T-easy, bl del tampone 2X di reazione della ligasi e 3 Uniaiss di T4 DNA ligasi (Promega).
Della miscela di ligasi sono stati utilizzatiid per la trasformazione delle cellule del ceppadrato JM109, rese
competenti seguendo il protocolitandardcon cloruro di calcio (Sambrooei al, 1989).

La miscela di ligasi € stata diluita con acqua gumaad un volume di 2@l e inoculata in 10 di cellule competenti.
Le cellule inoculate sono state lasciate 15 mimughiaccio, poi messe a bagnomaria per 45-50nskt@042°C (fase di
shocktermico) e infine raffreddate 2 minuti in ghiacci®ono stati poi aggiunti 800l di SOC (Brodo cellulare
potenziato: 10 g/l Triptone Peptone; 5 g/l Estrditdevito; 5 g/l NaCl) e le cellule sono statsdéate crescere per 1-2
ore a 37° C in un volume finale di 900 ul. Dopo rasisospeso ipellet batterico si € proceduto al piastramento delle
cellule trasformate su terreno solido LB-agar (auBkeertanilO g/l Triptone Peptone; 5 g/l Estrattdiediito; 5 g/l NaCl;
15¢g/ Agar) in presenza di ampicillina (108/ul) e di IPTG e X-gal. Le piastre sono state incalyagr 16-24 ore in un
incubatore ad aria a 37° C. La verifica dei cloobmbinanti & stata effettuata mediaatdony screening PCRcon 15
minuti di lisi batterica a 94°C, utilizzando 2ul dstratto e procedendo alla reazione di PCR qoimer SP6 e T7
(nelle stesse condizioni generali indicate in questudio per le amplificazioni tramite PCR, ad edoee della

temperatura dannealing pari, in questo caso, a 50°C).

APPENDICE II D — Procedure sperimentali - Sequenzimento

Il sequenziamento automatico impiega nucleotidiaaircon quattro differenti fluorofori che, se datida un raggio
laser, emettono luce ad una determinata lungherala Tali nucleotidi sono inoltre modificati idNDT (2’, 3’
dideossinucleosidi 5’ fosfato) e questo fa si chedbve essi si inseriscono si interrompa la polizzerzione del
filamento nascente. Effettuando quindi una reaziB@&® con una miscela di dNTP e di ddNTP marcatigad un
appropriato primer per l'innesco della sintesipsiiene una serie di frammenti di amplificazioné pimeno lunghi, a
seconda del momento di incorporazione del nucleotidodificato. | frammenti marcati vengono separati
automaticamente per corsa su gel e ciascuna baeda @nalizzata per I'emissione di fluorescenzdadehghezza
d’'onda specifica per ogni tracciante. | picchi diigsione risultanti, corrispondenti ciascuno ad singola base, sono

poi elaborati da uisoftwareche fornisce il cromatogramma da cui si ricavadguenza nucleotidica del frammento.
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APPENDICE IIl A — File Nexus per Paup* 4b10 per laRegione di Controllo

I comandi iniziali sono validi per tutti i file nes (in grassetto), di seguito vengono riportatimandi per il ML, la MP
non corretta, il NJ, la MP corretta e I'analisi Baiana.

BEGIN TAXA,;
DIMENSIONS NTAX=50;
TAXLABELS ( lista dei taxg

End;
BEGIN CHARACTERS;
DIMENSIONS NCHAR=754; (gap esclusi
FORMAT DATATYPE=DNA MISSING=? GAP=;
MATRIX ( matrice dei dafi
END;
BEGIN PAUP;
set autoclose=yes;
set maxtrees=200;
set increase=no;
log file=CR_MLmodel.out;
set criterion=likelihood; [maximum likelihood]
Lset Base = (0.3765 0.0910 0.1023) Nst=2 TRati495 Rates=gamma Shape=0.6332 Pinvar=0.3115;
hsearch
start=stepwise
addseq=random
swap=TBR
nreps=100
allswap=yes;
describe all;
savetrees file=CR_MLmodel.tre append=yes;
logstop;
endblock;
BEGIN PAUP;
set autoclose=yes;
set maxtrees=200;
set increase=no;
set criterion=parsimony; [unweighted parsimony]
hsearch
start=stepwise
addseq=random
swap=SPR
nreps=100
allswap=yes;
describe all;
savetrees file=CR_nonwei.tre;
bootstrap
nreps=100
search=heuristic; [bootstrap hsearch, unwejparsimony]
savetrees
file=CR_nonweicons.tre
from=1
to=1; [salva consenso bootstrap]
log stop;
endblock;
BEGIN PAUP;
set autoclose=yes;
set maxtrees=200;
set increase=no;
set criterion=distance; [criterio di ricerca=dista]
Lset Base=(0.3765 0.0910 0.1023) Nst=2 TRatiofh7Rates=gamma Shape=0.6332 Pinvar=0.3115;
dset
distance=ml;
NJ;
describe;
savetrees file=CR_NJ.tre;
bootstrap
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nreps=100
search=heuristic; [bootstrap hsearch, NJ]
set autoclose=yes;
savetrees
file=CR_NJcons.tre
from=1
to=1; [salva consenso bootstrap]
log stop;
endblock;
BEGIN PAUP;
set autoclose=yes;
set maxtrees=200;
set increase=no;
usertype mymat stepmatrix=4

a c g t
[a] . 1.7495 1 1.7495
[c] 1.7495 . 1.7495 1
[d] 1 1.7495 . 1.7495
[t] 1.7495 1 1.7495 .
set criterion=parsimony; [weighted parsimony]
ctype mymat:all; [carica la stepmatrix mymat]

hsearch

start=stepwise

addseqg=random

swap=TBR

nreps=100

allswap=yes;
describe all;
savetrees file=CR_weight_pars.tre;
bootstrap

nreps=100

search=heuristic; [bootstrap hsearch, wetptasimony]
savetrees

file=CR_parscons.tre

from=1

to=1; [salva consenso bootstrap]
log stop;
endblock;
begin data;

dimensions ntax=50 nchar=754;
format datatype=dna missing=? gap=-;

matrix
begin mrbayes;
Iset

nst=6

rates=gamma,;

set autoclose=yes;

mcmcp ngen=600000 printfreq=1000 samplefreq=100
savebrlens=yes filename=CRBayes;

mcmg;

sumt filename=CRBayes.t burnin=1800 contype=halfzam
end;
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APPENDICE Ill B — File Nexus per Paup* 4b10 per 1aCOl

| comandi iniziali sono validi per tutti i file nes (in grassetto), di seguito vengono riportatimeandi per il ML, la MP
non corretta, il NJ, la MP corretta e I'analisi Baiana.

BEGIN TAXA;
DIMENSIONS NTAX=48;
TAXLABELS ( lista dei taxg

End;
BEGIN CHARACTERS;
DIMENSIONS NCHAR=1542;
FORMAT DATATYPE=DNA MISSING=? GAP=;
MATRIX ( matrice dei dafi
END;
BEGIN PAUP;
set autoclose=yes;
set maxtrees=200;
set increase=no;
log file=Co1_MLmodel.out;
set criterion=likelihood; [maximum likelihood]
Lset Base=(0.3268 0.1695 0.1407) Nst=6 Rmat=(D.@801893 1.0000 1.0000 9.4187) Rates=gamma SO&&32
Pinvar=0.7538;
hsearch
start=stepwise
addseqg=random
swap=TBR
nreps=100
allswap=yes;
describe all;
savetrees file=Col_MLmodel.tre append=yes;
endblock;
BEGIN PAUP;
set autoclose=yes;
set maxtrees=200;
set increase=no;
log file=Co1_nonweiMP.out;
set criterion=parsimony; [unweighted parsimony]
hsearch
start=stepwise
addseqg=random
swap=TBR
nreps=100
allswap=yes;
describe all;
savetrees file=Col_nonwei.tre;
bootstrap
nreps=100
search=heuristic; [bootstrap hsearch, unvietypbarsimony]
savetrees
file=Col_nonweicons.tre
from=1
to=1; [salva consenso bootstrap]
BEGIN PAUP;
set autoclose=yes;
set maxtrees=200;
set increase=no;
log file=Col1l_NJmodel.out;
set criterion=distance; [criterio di ricerca=dista]
Lset Base=(0.3268 0.1695 0.1407) Nst=6 Rmat=(D.3801893 1.0000 1.0000 9.4187) Rates=gamma SO&H&32
Pinvar=0.7538;
dset
distance=ml;
NJ;
describe;
savetrees file=Col_NJ.tre;
bootstrap
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nreps=100

search=heuristic; [bootstrap hsearch, NJ]
savetrees

file=Col_NJcons.tre

from=1

to=1; [salva consenso bootstrap]
BEGIN PAUP;

set autoclose=yes;

set maxtrees=200;

set increase=no;

log file=Col_weighpars_model.out;
usertype mymat stepmatrix=4

a c g t
[a] . 1.0000 36.1893 1.0000
[c] 1.0000 . 1.0000 1
[d] 1 1.0000 . 1.0000
[t] 1.0000 9.4187 aoo .
set criterion=parsimony; [weighted parsimony]
ctype mymat:all; [carica la stepmatrix mymat]

hsearch
start=stepwise
addseq=random
swap=TBR
nreps=100
allswap=yes;
describe all;
savetrees file=Col_weight_pars.tre;
bootstrap
nreps=100
search=heuristic; [bootstrap hsearch, wetypasimony]
savetrees
file=Col_parscons.tre
from=1
to=1; [salva consenso bootstrap]
begin mrbayes;
Iset
nst=6
rates=gamma,;
set autoclose=yes;
mcmcp ngen=600000 printfreq=1000 samplefreq=100
savebrlens=yes filename=colBayes;
mcmg;
sumt filename=col1Bayes.t burnin=1 400 contype=baiftat;
end;
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APPENDICE IV - Distribuzione geografica delle sped del sottogruppo diM. coracinus
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¢) Meligethes sp. cfr. coracinus
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d) Meligethes longulus
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e) Meligethes sp. 2 cfr. longulus
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8) Meligethes thalassophilus
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h) Meligethes subaeneus
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i) Meligethes matronalis
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m) Meligethes cristofaroi
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