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La Biogeografia della Sicilia

Pattern filogeografici a confronto
in specie paleartiche di Coleotteri Scarabaeoidea

ASTRID PIZZO, DANIELE SILVESTRO, MASSIMILIANO DELPERO,
PIERO CERVELLA, CLAUDIA PALESTRINI, ANTONIO ROLANDO

Dipartimento di Biologia Animale e dell' Uomo, Universiti degli studi di Torino,
via Accademia Albertina 13, 10123 Torino (Italy); e-mail: astrid.pizzo@unito.it
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SUMMARY

The present study aims to compare the population structures and the phylogeographic patterns of species be-
longing to two different paleartic genus of Coleoptera Scarabacidae ( Tiypocoprisand Onthophaguss.s.), whose dis-
tributions largely overlap, but whose ecological requirements are deeply different. We tested if mitochondrial poly-
morphisms (COI gene) of three species of the genus Trypocopris, T. alpinus (Hagenbach), T. pyrenaeus (Charpentier)
and T vernalis (L.) reflect morphological and geographic subspecies previously recognised; results showed high con-
sistency between molecular and morphological/geographical data, suggesting that the subspecies can be considered
as independent evolutionary units. An additional analysis performed with the help of a likelihood based method
for historical biogeography allowed us to evaluate the relative influence of demographic factors like genic flow or
drift in shaping the particular phylogeographic patterns observed. Both nested clade analysis and likelihood-based
historical reconstruction suggested that Sicilian population of T. pyrenaeus separated from Peninsular populations
only retently and this is likely due to vicariance mechanisms. On the contrary, Onthophagus taurus (Schreber) and
O. illyricus (Scopoli) did not show any phylogeograhic pattern using COL, because of very low (O. taurus) or com-
pletely lacking (O. illyricus) haplotype polymorphism. A feeble and little informative phylgeographic structure was
found using sequences from ITS2.

An estimate of the time of interspecific divergence in each genus located speciation events in a time-
frame pleaceble in Pliocene. Differences between the patterns observed are interpreted in the light of the different
ecological requirements of the species of the two genus.

INTRODUZIONE

Il presente lavoro si propone di confrontare la struttura di popolazione ed i
pattern filogeografici di specie appartenenti a due diversi generi di Coleotteri
Scarabaeoidea, Trypocoprise Onthophagus (s.s.), che realizzano corologicamen-
te areali in larga parte sovrapposti.

Il genere Trypocopris comprende sei specie coprofaghe tipiche di pascoli e fo-
reste di media ed alta quota: 7. alpinus (Hagenbach), 1. amedei (Fairmaire), 1.
pyrenaeus (Charpentier), 7. vernalis (Linnaeus), T fulgidus (Motschulsky) e T



inermis (Menetries). Il genere ¢ ampiamente distribuito nel Paleartico occi-
dentale, ma gli areali specifici sono molto frammentati e per tre delle sei specie
sono state descritte alcune sottospecie, indicative dell’alta variabilita morfolo-
gica realizzata nel gruppo. In Italia sono presenti le tre specie 7. vernalis, T. py-
renaeus, e 1. alpinus, per ognuna delle quali sono state descritte sottospecie (Fig.
1). Recenti ricerche (Carisio et al., 2004) hanno testato la consistenza geneti-
ca di tali descrizioni su base morfologica e vagliato i meccanismi di diversifica-
zione responsabili del differenziamento intraspecifico; attraverso I'analisi filo-
genetica e la NCA (Nested Clade Analysis, Posada et al., 2000) di sequenze del
gene mitocondriale COI ¢ stata messa in evidenza una struttura ben definita
delle linee genetiche tra diversi morfotipi, organizzata su scala geografica. In-
terpretando i risultati della NCA alla luce delle chiavi di inferenza proposte da
Templeton (1998), ¢ stato inoltre possibile ipotizzare specifiche dinamiche evo-
lutive responsabili di tale differenziamento intraspecifico.

Onthophagus taurus e O. illyricus sono riconosciute come sister species su
base morfologica (Balthasar, 1963; Baraud, 1992; Lohse e Lucht, 1992; Moc-
zek e Emlen, 1999; Martin-Piera e Lopez-Colon, 2000) e su base genetica
(Pizzo et al., 20006). Onthophagus taurus mostra, originariamente, una tipi-
ca distribuzione Turanico-Europeo-Mediterranea (Balthasar, 1963), ma al-
la fine degli anni Sessanta del secolo scorso ¢ stato introdotto nella parte
orientale degli Stati Uniti e negli anni Settanta in alcuni stati dell’Australia.
La corologia di O. illyricus & prettamente Turanico-Europea, e la sua distri-
buzione potrebbe ricalcare a grandi linee quella di O. taurus, ma vista I'inat-
tendibilita verificata di alcune delle informazioni geografiche, dovuta in lar-
ga misura alla difficolta di distinguere le due specie, la sua attuale corologia
rimane ancora imprecisa (Martin-Piera e Lopez-Colon, 2000). E comunque
certo che in diverse parti dei loro areali le due specie si trovano in condizio-
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Fig. 1 - A. Cartina della distribuzione in Italia della specie 7. vernalis. Larea a linee oblique rappresenta l'areale di
T v. vernalis, 'area punteggiata quello di T v. fauvels, Iarea a linee orizzontali quello di 7. v. apenninicus. B. Carti-
na della distribuzione in Italia delle specie T. pyrenaeus. Larea punteggiata rappresenta l'areale di 7. p. slendens, le
aree a linee orizzonali quello di 7. p. cyanicolor. C. Cartina della distribuzione in Iralia delle specie T alpinus. Larea
punteggiata rappresenta I'areale di 7. a. opacus, 'area a linee oblique quello di 7. 4. alpinus.
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ni non solo simpatriche, ma anche sintopiche (Fig. 2); in queste aree erano
stati messi in evidenza individui con fenotipi intermedi di difficile attribu-
zione all’una o all’altra specie; recenti analisi biomolecolari hanno tuttavia
stabilito come tali individui appartengano univocamente alla specie O. illy-
ricus, e che I'ipotesi di una eventuale ibridazione tra le specie non & suppor-
tata da alcuna evidenza genetica (Pizzo et al., 20006).

Utilizzando stime del polimorfismo genetico ottenute dall’analisi delle se-
quenze di alcuni marcatori molecolari, si ¢ inteso quindi:

1) esaminare la distribuzione spaziale delle linee evolutive e verificare esi-
stenza di una struttura filogeografica delle popolazioni appartenenti alle specie
sorelle O. tauruse O. illyricus attraverso I'analisi di sequenze di un gene mito-
condriale (COI) e di un gene nucleare (ITS2);

2) costruire un’ipotesi di biogeografia storica che spieghi le distribuzioni attuali
delle specie che mostrano una significativa struttura filogeografica utilizzando un
recente metodo di inferenza filogeografica (Ree et al., 2005; Ree e Smith, 2008).

3) confrontare qualitativamente i pattern filogeografici delle specie apparte-
nenti al genere Onthophagus con quelli messi in evidenza per le tre specie del
genere Trypocopris (Carisio et al., 2004) cercando di interpretare analogie e dif-
ferenze sulla base di particolari peculiarita della biologia, dell’ecologia e del-
Pattuale pattern distributivo delle specie, oltre che dei percorsi storico-evoluti-
vi contingenti dei due taxa.

Fig. 2 - Distribuzione geografica delle specie Onthophagus tauruse O. illyricus. In grigio chiaro I'areale primario di
O. taurus, in grigio scuro quello di O. #llyricus; la gradazione intermedia di grigio rappresenta I'area di simpatria del-
le due specie.
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MATERIALI E METODI

Campionamenti e tecniche molecolari

Le analisi genetiche sono state condotte su individui raccolti in diverse locali-
ta europee (principalmente in Italia) durante il 2002 e il 2003 e conservati in eta-
nolo 100%. Dopo reidratazione in acqua distillata, il DNA totale ¢ stato estrat-
to dal capo degli insetti attraverso una digestione di 12 ore in proteinasi K/SDS;
Pestrazione al cloroformio e la precipitazione in etanolo sono state eseguite se-
guendo protocolli standard (Laird et al., 1991). Un frammento del gene mito-
condriale COI & stato amplificato e sequenziato come descritto in Carisio et al.
(2004) e in Pizzo et al. (2006). La tabella I mostra I'elenco delle popolazioni e il
numero di individui di Trypocopris utilizzate per 'analisi filogenetica e filogeo-
grafica, mentre la tabella II illustra le localita di campionamento degli individui
di sesso femminile appartenentia O. tauruse O. illyricus utilizzati per 'analisi del-
le sequenze del gene COI e del gene ITS2. I primer utilizzati nell'amplificazione
di ITS2 sono: ITS2F-5-AACTGCAGGTGGATCACTCGGCTCG-3’ e
ITS2R-5-CAGAATTCGCTCGCCGCTACTAAG-3.

Il frammento ¢ stato sequenziato utilizzando il primer ITS2R ed un pri-
mer interno alla sequenza appositamente costruito (ITS2F-SEQ 5°-TGTTA-
CATACGCCACTCCGA-3).

Analisi dei dati

Analisi filogeografica in O. taurus ¢ O. illyricus

Il programma T'CS 1.06 (Clement et al., 2000) ¢ stato utilizzato per costruire
i network degli aplotipi ricavati dal sequenziamento, utilizzando Ialgoritmo di
parsimonia statistica proposto da Templeton et al. (1992). Dopo aver stimato
i network plausibili al 95%; il set di cladogrammi ¢ stato convertito in uno sche-
ma gerarchico seguendo le regole base descritte da Templeton et al. (1987) ele
regole aggiuntive di Templeton e Sing (1993). Lanalisi di contingenza e I'ana-
lisi NCA sono state effettuate con il software GEODIS versione 2.0 (Posada et
al., 2000). I risultati sono stati interpretati alla luce delle chiavi di inferenza pro-
poste da Templeton (1998).

Ricostruzione likelihood-based delle distribuzioni geografiche ancestrali

Poiché la ricostruzione delle distribuzioni geografiche ancestrali puo essere
effettuata solo per taxa che mostrino una significativa struttura filogeografica,
essa ¢& stata eseguita solo sulle popolazioni appartenenti alle specie 1" vernalis,
T. pyraeneus, e T. alpinus. Le sequenze di 568 pb del gene COI, dopo I'allinea-
mento, sono state impiegate in analisi filogenetiche di tipo bayesiano per rico-
struirne le relazioni di parentela. Il modello di sostituzione nucleotidica pit
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Tab. I - Elenco delle localita di campionamento con la relativa regione e stato di provenienza, ed il numero di in-
dividui utilizzati per ciascuna analisi (COI e ITS2).

Specie Localita Regione Stato | COI | ITS2

O. taurus | Ablitas Navarra Spagna | - 3
Donana Andulacia Spagna 2 2

Chambery Rhonc Alpes Francia - 2

Egu(l;ﬁ;\et de Maures Provence-Alpes-Cote d'Azur | Francia 2 2

Boniface Corse Francia - 2

Caserta- Lago del Matese | Campania Italia 2 2

Pont Canavese Piemonte Ttalia 5 1

Aosta Valle d”Aosta Italia 2 -

Grosscto Toscana Italia - 1

Lucignano Toscana Italia - 2

Val d'Ossola Piemonte Ttalia - 2

Bosa Sardcgna Italia - 1

Brlog Kibavsko Polje Croazia | 2 2

Pag Isola di Pag Croazia - 2

Lamia Thessalia Grecia - 1

Levkas Isola di Levkas Grecia - 1

Taigeto Peloponneso Grecia - 2

Q. illyricus | Pont Canavese Piemonte Ttalia 5 2
Valscsia Picmontc Italia - 3

Bergamo Lombardia I1alia - 2

Caserta- Lago del Matese | Campania Ttalia 2 -

Trieste Friuli Italia 3 2

Brlog Kibavsko Polje Croazia | 2 1

Lamia Thessalia Grecia 4

Konitsa Macedonia Grecia - 2

adatto, selezionato con il programma MrModelTest 3.2 (Nylander, 2004), & ri-
sultato essere il GTR + (6 diversi tassi di transizione, across site rate variation
descritta da una distribuzione gamma). I parametri del modello (shape para-
meter alpha, base frequencies, rate-matrix), non sono stati inseriti fra i priors
dell’analisi. Si sono preferiti, infatti, flat priors in cui i parametri vengono cam-
pionati in base alla loro probabilita a posteriori da distribuzioni sostanzialmente
non informative.

Con I'impiego del programma MrBayes 3.1 (Ronquist e Huelsenbeck, 2001,
2003), gli alberi sono stati campionati da due analisi condotte parallelamente a par-
tire da topologie random attraverso un milione di generazioni di Markov Chain
Monte Carlo (MCMC). Con un burn-in del 5% sono stati esclusi gli alberi cam-
pionati prima del raggiungimento della fase stazionaria (plateau). La topologia fi-
nale impiegata per le successive analisi rappresenta un albero di consenso dei 18.000
alberi campionati dalla MCMC e riporta i nodi osservati con maggiore frequenza.

Sull’albero bayesiano ¢ stata costruita un’ipotesi di biogeografia storica con
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Tab. II - Elenco delle popolazioni carnplonate Sono indicate, oltre alla tassonomia, la sigla di identificazione utilizza-
ta nel testo e la localita di raccolta. E inoltre riportato il numero di individui utilizzati per le analisi di sequenza (COI).

Specie Sottospecie Sigla Localita COl
T a/pz’nus alpinus GER | Gerola Alta, Valtellina (SO) 3
alpinus FAV |Monte Faverghera (BL) 2
opacis SAC |Monte Saccarello (IM) 2
T vernalis |fauveli OR | Ormea (CN) 2
apenninicus MS | Monti Sibillini (MC) 3
vernalis TS |Padriciano (TS) 2
vernalis KAR [Karlobag, Croazia 1
vernalis ALB [Boga, Albania 2
vernalis RO |Rohoznik, Slovakia 1
T pyrenaeus splendens CN | Castelnuovo Nigra (TO) 2
splendens FC | Forno di Coazze (TO) 2
splendens VLT |Dubino, Valtellina (SO) 2
splendens VG |Scarcno, Val Grande (VB) 3
splendens LYS [Coldel Lys (TO) 3
splendens BA | Bagnolo Picmontc (TO) 2
cyanicolor SS | Santa Sofia, Casentino (FO) 2
cyanicolor CP |Castelporziano (ROMA). 2
cyanicolor SF  |San Fratello, Nebrodi (ME) 2
pyrenaeus ESP | Asturias, Pico de Europa, Spagna 2

Tab. I1I - Connessioni fra le aree espresse come probabilita di successo di un dispersal diretto.

W Europa | E Europa Alpi C Italia Sicilia
W Europa - 0.5 1 0.5 0
E Europa 0.5 - 1 0.5 0
Alpi 1 1 - 1 0.5
C Italia 0.5 0.5 1 - 1
Sicilia 0 0 0.5 1 -

un metodo likelihood-based di inferenza delle distribuzioni ancestrali descrit-
to da Ree et al. (2005) e Ree e Smith (2008a) ed implementato dal program-

ma Lagrange 2 (Ree, 2005; Ree e Smith, 2008b).
Poiché le analisi eseguite con il programma Lagrange devono essere condot-
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te su un albero ultrametrico, in cui, ciog, le lunghezze dei rami rappresentano
direttamente il tempo di divergenza, si ¢ ricorso al metodo non parametrico
NPRS di Sanderson (1997) e al programma r8s (Sanderson, 2004) per ottene-
re il cronogramma. Il Non-Parametric Rate-Smoothing (NPRS) ha come fun-
zione oggettiva quella di minimizzare lo scarto quadratico fra i tassi evolutivi
stimati per cladi successivi: il risultato ¢ un albero ultrametrico, con la radice
collocata in un tempo arbitrario 1. Il cronogramma non ¢ dunque calibrato ad
una scala di tempi assoluti. Il metodo di analisi di biogeografia storica impie-
gato da Lagrange si propone come un’alternativa likelihood-based alla disper-
sal-vicariance analysis di DIVA (Ronquist, 1996). Esso considera le distribu-
zioni osservate ai nodi terminali dell’albero come una conseguenza di due
processi di evoluzione dell’areale: quello anagenetico e quello cladogenetico.
Levoluzione anagenetica descrive la modificazione stocastica degli areali nel
tempo sulla base di eventi di dispersal e estinzioni locali. Un modello geogra-
fico pud descrivere le connessioni fra le aree come probabilita di successo di un
dispersal. Levoluzione cladogenetica degli areali ¢ invece considerata istanta-
nea e descrive come un range ancestrale possa essere ereditato in modo diffe-
renziale dai due discendenti a seconda di dove si verifica la speciazione. Si de-
finisce come scenario biogeografico per un nodo interno ur’ipotesi di eredita
differenziale a partire da una distribuzione ancestrale.

Lobiettivo del metodo di inferenza di Ree e Smith (2008) ¢ valutare per ogni
nodo interno dell’albero quale scenario di eredita sia piti probabile. Sulla base
di questo modello di evoluzione delle distribuzioni, viene calcolata cosi la glo-
bal likelihood, ossia la verosimiglianza degli areali osservati, dati I'albero filo-
genetico, le lunghezze dei rami e il modello geografico, tenendo conto di tutti
1 possibili range ancestrali.

La probabilita relativa di ogni scenario biogeografico per un nodo interno
dell’albero & pari al suo contributo alla global likelihood e viene quantificata
come global likelihood condizionale.

RISULTATTI

1) Il momomorfismo delle sequenze mitocondriali di COlL in O. illyricus
non permette di esprimere alcuna valutazione, se non in termini negativi, di
tipo filogeografico, e rende inutilizzabli le sequenze per questo scopo. Le se-
quenze mitocondriali di O. faurus non evidenziano nessuna chiara suddivi-
sione geografica delle popolazioni, ad eccezione della divergenza basale del-
aplotipo di Dofiana (Pizzo et al., 2006). Al fine di rintracciare una pil
significativa variabilita genetica intraspecifica, un segmento di 591 bp del ge-
ne ITS2 & stato sequenziato in 28 individui appartenenti alla specie O. taurus
ed un segmento di 563 bp dello stesso gene ¢ stato ottenuto dall’analisi di 16
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individui di O. illyricus. Nonostante la presenza di inserzioni e delezioni, do-
vuta all’assenza di sostanziali vincoli strutturali e funzionali imposti dalla tra-
duzione della sequenza nucleotidica in sequenza aminoacidica, & stato possi-
bile ottenere un allineamento sostanzialmente privo di ambiguita. Le
popolazioni di O. #llyricus hanno prodotto 10 diversi aplotipi, mentre I'alli-
neamento delle sequenze di O. taurus ha messo in evidenza 12 differenti aplo-
tipi. Il numero massimo di eventi mutazionali tra aplotipi che permetta una
connessione parsimoniosa con una probabilita di P > 0,95 & risultato di 10
passi, sia per le sequenze di O. illyricus sia per quelle di O. taurus. La stima del
network all'interno di questo limite ha dato dunque origine ad un solo clado-
gramma per specie. | network filogeografici presentano una distribuzione de-
gli aplotipi apparente-mente casuale, complessa, estremamente mescolata, con
aplotipi condivisi anche fra popolazioni geograficamente distanti; 'analisi di
contingenza non evidenzia infatti alcuna associazione significativa tra clade e
localita geografica, né in O. taurus né in O. illyricus, dimostrando la sostan-
ziale inesistenza di struttura geografica delle popo-lazioni, per lo meno per
quanto ¢ possibile rilevare con COI e ITS2 come marcatori.

Le stime dei tassi molecolari di evoluzione sono spesso associate ad ampi er-
rori e devono essere interpretate con estrema cautela. Molti studi di evoluzio-
ne molecolare hanno evidenziato che i tassi possono variare notevolmente tra
organismi diversi, geni diversi e addirittura tra porzioni di geni all'interno de-
gli stessi organismi; recenti ricerche riportano anche come I'uso di tassi di mu-
tazione “filogenetici” applicati allo studio di popolazione possa portare ad una
sistermnatica sovrastima della datazione degli eventi evolutivi recenti (Ho et al.,
2005; Ho e Larsen, 20006) evidenziando Pesistenza di tassi di sostituzione mi-
tocondriali “time-dependent” (Gratton et al., 2008). Data I'assenza di struttu-
ra filogeografica delle popolazioni, nel caso di O. tauruse O. illyricussi tratta
di effettuare una stima del tempo di divergenza unicamente a livello interspe-
cifico; considerando che esiste consenso generale sul fatto che se si confronta-
no specie filogeneticamente vicine i tassi di evoluzione delle sequenze risulta-
no generalmente comparabili, il tempo di divergenza T ¢ stato calcolato a partire
dall’equazione , dove D ¢ la distanza genetica standard di Nei calcolata tra le
specie e a & il tasso di mutazione o sostituzione genica (Nei, 1972). E stato uti-
lizzato il tasso di mutazione a = 1,2% proposto per gli artropodi da Brower
(1994). 1l grado di distanza genetica tra queste specie sorelle ha consentito di
stimare che esse si sono originate in un frame temporale compreso trai 3 ei4
milioni di anni fa, durante il Pliocene.

2) In Trypocopris, I'analisi filogenetica delle sequenze mitocondriali ha mes-
so in evidenza una netta separazione delle tre specie, che formano tre cladi ben
supportati dai valori di bootstrap ed una buona risoluzione delle sottospecie
(Carisio et al., 2004; Fig. 3). Assumendo il tasso di mutazione di Brower si ot-
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uno comprendente la popolazione di Gerola (sottospecie a/pinus) ed un secondo con i due individui del Monte Fa-
verghera (sottospecie alpinus) come sister group della popolazione del Monte Saccarello (sottospecie opacus). In 1.
vernalis la sottospecie fﬁweli ¢ sister group della sottospecie apenninicus, mentre le popolazioni orientali (vernalis)
formano un unico clade. Per quanto concerne la specie 7. pyrenaeus, la sottospecie lp)frenaezzs occupa una posizione
pitt basale rispetto al raggruppamento delle sottospecie splendens e cyanicolor, ma le relazioni interne non sono ri-
solte in rapporti dicotomici univoci a causa della scarsita di caratteri diagnostici e della ridotta variabilita osserva-

ta. Mod. da Carisio et al. (2004).

tiene anche per le tre specie di Trypocopris una separazione realizzatasi verosi-
milmente durante il Pliocene; utilizzando, pur con tutte le limitazione con-
nesse, il medesimo tasso di mutazione per datare la divergenza tra le popola-
zioni ¢ possibile evidenziare che essa ¢ avvenuta in epoca Pleistocenica.

Per quanto riguarda i risultati della NCA, la stima del network all'interno del
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limite di mutazioni calcolato secondo Templeton et al. (1992) ha dato origine
ad otto cladogrammi distinti. Ad esempio, per la specie 7. pyrenaeus gli aplotipi
sono raggruppati in due network separati da 13 eventi mutazionali (Fig. 4): uno
comprende la popolazione spagnola ed il secondo racchiude tutti gli aplotipi ita-
liani. La connessione tra i due network non & supportata al livello del 95%, ma
il minimum spanning tree costruito sugli stessi dati permette di ipotizzare una
connessione tra un aplotipo della popolazione siciliana e un aplotipo della po-
polazione spagnola. All'interno del network II sono presenti due cladi princi-
pali: un clade comprendente tutti gli aplotipi della sottospecie splendens, appar-
tenenti alle popolazioni delle Alpi occidentali, e un clade che corrisponde alla
sottospecie cyanicolor: quest ultimo racchiude due cladi rispet-tivamente con la
popolazione siciliana e con gli aplotipi presenti nelle popolazioni di Toscana e
Lazio. Considerando le popolazioni italiane, I'evento pili antico & rappresenta-
to dalla separazione tra il clade corrispondente alle popolazioni delle Alpi (sot-
tospecie splendens) e alle popolazioni dell'Ttalia centro-meridionale (sottospecie
cyanicolor), in cui € ancora possibile distinguere due diversi cladi contenenti ri-
spettivamente le popolazioni appenniniche e siciliane. Tale separazione puo es-
sere spiegata sia con un evento di frammentazione della distribuzione per diso-
mogeneitd ambientale sia con un effetto di isolamento dovuto alla distanza o,
pil probabilmente, con una combinazione dei due fattori.

Per le analisi di biogeografia storica, le relazioni di parentela fra popolazioni
appartenenti alle specie Trypocopris vernalis, T. pyraeneus, e T alpinus sono sta-
te indagate attraverso analisi bayesiane, al fine di ottimizzare contemporanea-
mente topologia e branch-lengths. Il risultato & una ricostruzione filogenetica
in cui la maggior parte dei nodi risulta fortemente supportata in termini di pro-
babilita a posteriori e in cui le specie appaiono evidentemente monofiletiche.
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Fig. 4 - Network degli aplotipi per la specie T. pyrenaeus. Gli aplotipi sono rappresentati da simboli le cui dimen-
sioni dipendono dalla frequenza dell’aplotipo nel campione. Ogni segmento che collega due simboli rappresenta
una singola mutazione. Il simbolo | indica un nodo interno del network non presente nel campione, cio¢ un aplo-
tipo intermedio tra due aplotipi vicini che differiscono per piti di una mutazione. Sulla base di questo network &
stato costruito il relativo schema gerarchico. Mod. da Carisio et al. (2004).
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Gli areali sono stati descritti individuando cinque aree di distribuzione: Eu-
ropa occidentale, Alpi, Italia centrale, Sicilia, Europa orientale. Le connessio-
ni fra tali aree (espresse come probabilita di dispersal diretti) sono state defini-
te a priori con I'introduzione del modello geografico rappresentato nella tabella
IT1. Il modello, piuttosto semplice e simmetrico, assume un’alta probabilita di
successo nella colonizzazione di un’area contigua a quella di partenza (P = 1),
una pil bassa probabilita per aree non strettamente connesse (P = 0,50 P = 0).
Dall’analisi & risultata una global likelihood pari a -/L = 35,27 con tassi di di-
spersal e local extinction di rispettivamente 0,16 e 3,268¢%. La Fig. 5 mostra
una rappresentazione grafica semplificata dei risultati calcolati per ogni nodo
interno dell’albero. Il cut off convenzionalmente accettato per considerare sta-
tisticamente supportato uno scenario di eredita rispetto ad un altro, & di due
unit, in termini di /nLikelihood. Tale supporto ¢ stato riscontrato nella mag-
gior parte dei nodi; una maggiore incertezza nella ricostruzione ¢ risultata sol-
tanto nella collocazione di un evento di dispersal dalle Alpi verso il Centro Ita-
lia (nodi 2 e 5).

La ricostruzione ipotizza un antenato comune alle tre specie diffuso in Eu-
ropa occidentale, Alpi, Italia centrale e Sicilia. Levento speciativo ¢ collocato
all'interno delle Alpi, a cui si limita la distribuzione dell’antenato comune a 7.
alpinus e T, vernalis. 11 T. pyrenaeus ancestrale era diffuso gia nelle quattro re-
gioni geografiche che occupa oggi. Nel tempo tuttavia si osservano successivi
eventi di diversificazione area-specifici riconducibili a fenomeni di isolamento
dapprima in Europa occidentale, qumd1 in Sicilia e Centro Italia. Tali event
sembrano aver generato le popolazioni vicarianti individuate dalle analisi filo-
genetiche.

Per quanto riguarda invece i lignaggi relativi a 1" alpinuse 1. vernalis, occor-
re ipotizzare almeno tre eventi di dispersal per spiegare le distribuzioni delle po-
polazioni attuali. I primo & da ipotizzarsi presumibilmente tra Alpi ed il Cen-
tro Italia, anche se le analisi biogeografiche non sono in grado di collocarlo con
sufficiente supporto statistico prima o dopo la cladogenesi che genera le due
specie. La regione appenninica viene in ogni caso ereditata esclusivamente da
1. vernalis. Popolazioni di T. alpinus e di T. vernalis, risultano poi spostarsi in-
dipendentemente verso Est percorrendo le Alpi (dove oggi ancora vivono in
condizioni di parziale simpatria) e occupando, nel caso di 1 vernalis, alcune re-
gioni dell’Europa Orientale.

DISCUSSIONE
Lanalisi delle sequenze mitocondriali delle cinque specie appartenenti ai

due diversi generi di coleotteri scarabeoidei esaminati ha permesso di trac-
ciarne la comune origine Pliocenica: ¢ stato infatti messo in evidenza da di-
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Fig. 5 - Il filogramma illustra una rappresentazione grafica semplificata dei risultati relativi allo scenario biogeo-
grafico ottenuti per ogni nodo interno dell’albero. La ricostruzione prevede un antenato comune alle tre specie dif-
fuso in Europa occidentale, Alpi, Iralia centrale e Sicilia. Levento speciativo successivo & collocato all’interno delle
Alpi a cui si limita la distribuzione dell’antenato comune a T. alpinuse T. vernalis. 1| T. pyrenaeus ancestrale era di-
stribuito gia nelle quattro regioni geografiche che occupa oggi. Nel tempo si osservano successivi eventi di diversi-
ficazione area-specifici riconducibili a fenomeni di isolamento dapprima in Europa occidentale, quindi in Sicilia e
Centro Iralia. Tali eventi sembrano aver generato le popolazioni vicarianti individuate dalle analisi filogenetiche.
Per quanto riguarda invece i lignaggi relativi a 7. alpinus e T. vernalis, occorre ipotizzare almeno tre eventi di di-
spersal per spiegare le distribuzioni delle popolazioni attuali.

versi autori come questa finestra temporale costituisca un importante picco
di speciazione nei coleotteri (Davis et al., 2002; Ribera e Vogler, 2004). In
conseguenza della definizione di questa datazione degli eventi speciativi, si
puo affermare che, in entrambi i generi, le specie abbiano avuto a disposi-
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zione un analogo arco temporale per realizzare I'attuale areale e per differen-
ziarsi a livello intraspecifico.

Attraverso I'approccio filogeografico ¢ stata tuttavia rilevata una sostanziale
differenza nel livello di differenziamento intraspecifico e di struttura geografi-
ca delle popolazioni esibita dalle specie dei due generi.

Le specie del genere Trypocopris mostrano una spiccata organizzazione geo-
grafica delle linee mitocondriali, che ha permesso di dimostrare la coerenza del-
la descrizione delle sottospecie su base morfologica con i dati genetici, apren-
do alla possibilita di stabilire la realta di tale categoria sistematica (Carisio et
al., 2004). La separazione delle tre specie in esame sarebbe da far risalire vero-
similmente all’epoca Pliocenica, mentre la separazione tra le diverse linee al-
I'interno delle specie sarebbe avvenuta durante il Pleistocene, un’epoca di si-
gnificativi cambiamenti climatici legati alle glaciazioni; un simile pattern
filogeografico pud infatti essere coerentemente spiegato con i drastici effetti dei
cambiamenti climatici sul biota europeo durante le glaciazioni periodiche, che
si sono prodotte durante gli ultimi 2,5 milioni di anni: almeno 10 glaciazioni
si susseguirono in un periodo di 1 milione di anni, con picchi glaciali ap-pros-
simativamente ogni 100.000 anni, conclusisi con 'ultimo periodo glaciale-in-
terglaciale (il Wiirm-Olocene dell’Europa occidentale) (Roy et al., 1996).

Durante il Quaternario le popolazioni animali e vegetali subirono ripetute
contrazioni ed espansioni delle distribuzioni, caratterizzate da estinzioni delle
popolazioni pil settentrionali al diminuire della temperatura e da successive
espansioni verso nord a partire dalle aree rifugio meridionali nei periodi piti cal-
di. Studi filogeografici comparativi hanno riconosciuto I'esistenza di tre poten-
ziali rifugi in Spagna meridionale, Italia e Balcani (Bennet et al., 1991; Hewitt,
1996; Taberlet et al., 1998; Brewer et al., 2002; Hewitt, 2004). Per la presenza
a lungo termine di una specie in Europa, la sopravvivenza in questi rifugi pud
essere stata importante, sia durante i periodi caldi che durante quelli freddi.

Colonizzazioni a partire da rifugi localizzati in Italia centro-meridionale, in
Spagna e nei Balcani sono state descritte per molte specie della fauna e della flo-
ra europee come la lepre comune (Fickel et al., 2008), I'orso bruno (Taberlet et
al., 1994, 1998; Hewitt 1999, 2000, 2001, 2004), il cervo nobile (Skog et al.,
2009), la natrice viperina (Guicking et al., 2008) la cavalletta Chorthippus pa-
rallelus Hewitt, 1996; Hewitt, 1999; Bella et al., 2000), il complesso di specie
di coleotteri del genere Osmoderma (Audisio et al., 2008), I'abete bianco (Ta-
berlet et al., 1998), le specie Quercus robure Q. petraea (Brewer et al., 2002;
Cottrell et al., 2002), il faggio (Magri, 2008), che rappresentano esempi signi-
ficativi di pattern filogeografici comuni tra popolazioni di piante ed animali
dell’Europa. Durante le espansioni, successive ai periodi glaciali, i movimenti
migratori si sono arrestati in corrispondenza di alcune zone di sutura’ (Jaarola

e Tegelstrom, 1995; Taberlet et al., 1998; Hewitt, 2001; Brewer et al., 2002),
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due delle quali sono rappresentate dalla catena alpina e dai Pirenei. Molti cicli
di contrazione/espansione delle aree geografiche occupate, avvenuti seguendo
queste oscillazioni climatiche del Pleistocene, hanno portato alla struttura ge-
netica attuale di popolazioni, specie e comunita (Hewitt, 2000). La barriera al-
pina ha isolato efficacemente la penisola italiana dalle popolazioni distribuite
a nord e ad ovest delle Alpi. La parte settentrionale dell’Europa sarebbe stata
colonizzata a partire dai rifugi balcanico e spagnolo, mentre le popolazioni ita-
liane solitamente non sono state in grado di superare la barriera costituita dal-
le Alpi (Taberlet et al., 1998; Hewitt, 2001; Brewer et al., 2002).

Sia la Nested Clade Analysis che la ricostruzione degli areali ancestrali metto-
no in evidenza come il pattern di differenziamento intraspecifico osservato in
Trypocopris possa essere interpretato sulla base di questo scenario. Per 7. pyre-
naeus, ad esempio, si pud ipotizzare una separazione tra la linea spagnola (sot-
tospecie pyrenaeus) e quelle italiane (sottospecie splendens e cyanicolor) all’ini-
zio dell’era glaciale, a partire da popolazioni gia distribuite in Europa. Le
popolazioni italiane sarebbero sopravvissute durante i periodi glaciali in corri-
spondenza di aree rifugio localizzate presumibilmente in Italia centrale, da do-
ve si sarebbero realizzate successive espansioni verso nord in epoca postglacia-
le, probabilmente in concomitanza del ritorno dei grandi erbivori nelle zone
settentrionali in precedenza ricoperte da ghiacci. Lespansione verso nord sa-
rebbe stata frenata dalla barriera alpina. A conferma di questa ipotesi, la sotto-
specie splendens non ¢ presente in Francia, dove invece si ritrova la sottospecie
pyrenaeus di origine ispanica. La posizione pilt basale della sottospecie cyanico-
lor rispetto a quella di splendens negli alberi filogenetici supporterebbe invece
I'ipotesi della presenza di un rifugio in Italia centrale. Inoltre la relativa omo-
geneitd nelle sequenze del mtDNA all’interno della sottospecie splendens con-
fermerebbe la separazione piuttosto recente di queste popolazioni. Anche Iiso-
lamento della popolazione siciliana & da considerarsi un fenomeno relativamente
recente, dato il ridotto numero di sostituzioni nucleotidiche osservabili tra le
popolazioni dell'Ttalia centrale e quella insulare. Sebbene I'argomento sia an-
cora oggetto di dibattito, probabilmente la Sicilia ¢ stata ripetutamente colle-
gata ed isolata dalla Calabria durante gli ultimi 2,5 milioni di anni a causa del-
I'abbassamento del livello del Mediterraneo durante i periodi glac1ah (Masini
etal., 2008). E quindi plausibile i ipotizzare che nei periodi di unione dell’isola
alla pemsola fosse presente flusso genico tra le diverse popolazioni. Anche la ri-
costruzione storica degli areali conferma che il differenziamento tra le popola-
zioni dell'Tralia Centrale e della Sicilia sia recente e dovuto principalmente a
meccanismi vicarianza.

La specie 1. alpinus ¢ invece pili stenoecia in quanto presenta esigenze eco-
logiche diverse rispetto alle altre due specie. Occupa infatti tipicamente aree ca-
cuminali isolate e risulta meno legata alla presenza di grandi erbivori per I'ali-
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mentazione e la riproduzione, utilizzando di preferenza piccoli escrementi par-
ticellati e disidratati come quelli di marmotta. Si pud quindi ipotizzare che que-
sta specie abbia trovato rifugio durante le glaciazioni in nunatakker alpini, di-
sposti al limite della calotta glaciale che ricopriva le Alpi (Rull, 2009). Anche
durante i periodi interglaciali, le popolazioni si sarebbero spostate poco a cau-
sa dell’adattamento alla quota, percorrendo soltanto le Alpi da ovest verso est.

Nelle due specie sorelle O. tauruse O. illyricusanalisi filogeografica non ha
messo in evidenza un pattern analogo, mostrando, diversamente, una marcata
assenza di struttura geografica tra le popolazioni. Questo pattern & rintraccia-
bile in entrambe le specie.

Alcuni autori (Fry e Zink, 1998; Kvist et al., 2001; Avise, 2009) hanno sug-
gerito che la mancanza di struttura geografica in marcatori molecolari che evol-
vono rapidamente come i geni mitocondriali o gli I'TS implichi alti livelli di flus-
so genico, sia storici che attuali. Ci si attende anche che tale flusso genico abbia
effetti omogenizzanti su altri caratteri, ad esempio quelli morfologici, che non
permetterebbero cosi I'indivi-duazione di sottospecie o varianti geografiche; la
completa similarita fenotipica degli individui di O. tauruse O. illyricus prove-
nienti da diverse aree geografiche conferma tali previsioni. Anche colli di botti-
glia seguiti da successive ricolonizzazioni e rapide espansioni delle popolazioni, o
frequenti dispersal su lunga distanza possono risultare in una ridotta struttura
geografica e in una scarsa variabilith genetica anche di sequenze ipervariabili. O.
tauruse O. illyricus, le uniche specie appartenenti al sottogenere Onthophagus s.s.
ad avere una distribuzione turanico-europea, potrebbero infatti aver raggiunto
I'Europa in tempi piuttosto recenti e in modo decisamente rapido a seguito del-
la diffusione della pastorizia in epoca neolitica a partire dall’Anatolia verso tutta
I'Europa nord-occidentale e a partire dalla Mezzaluna fertile lungo tutte le coste
del nord-Africa fino alla penisola iberica (Zilhio, 2001), senza dunque speri-
mentare nessuno di quei cicli di contrazione ed espansioni caratteristici del bio-
ta europeo di epoca pleistocenica. La stessa distribuzione di O. #aurus sembra ri-
marcare esattamente le due grandi rotte di diffusione della pratica dell'allevamento.

Intuitivamente, appare possibile ipotizzare che uno dei fattori che possono
aver contribuito a determinare questa omogenizzazione delle linee genetiche
sia anche il carattere marcatamente euriecio delle specie, soprattutto per quel
che concerne O. taurus. Nel panorama delle specie coprofaghe appartenenti al-
la famiglia degli Scarabeidi, O.zauruse O. illyricus sono due taxa generalisti e
caratterizzati da una notevole adattabilita ecologica: le specie sono in grado di
utilizzare quasi ogni tipologia di sterco per I'alimentazione e la nidificazione e
Punico fattore seriamente limitante & rappresentato dall’altitudine (le specie si
possono trovare in un range altitudinale compreso tra 0 m slm e 1.200 m slm);
non sono inoltre particolarmente sensibili a fattori di degrado della qualita am-
bientale (colonizzano tanto aree quasi incontaminate quanto ambienti subur-
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bani, ovunque la risorsa alimentare sia disponibile) (Martin-Piera e Lopez-Co-
lon, 2000) e questo permette in molte aree una significativa vicinanza delle po-
polazioni, in grado di garantire flusso genico.

Questo fattore di carattere ecologico ha probabilmente giocato un qualche
ruolo nelle ere geologiche passate ed in tempi pilt recenti, impedendo un du-
raturo isolamento delle specie in piccole sottopopolazioni in grado di evolvere
e differenziarsi autonomamente a livello genetico o permettendo una rapidis-
sima ricolonizzazione delle aree occupabili a partire da eventuali microaree di

rifugio diffuse (Rull, 2009), distribuendosi quindi in modo continuo sull’areale

e mantenendo un flusso genico significativo tra le popolazioni.
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