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SUMMARY

Genetic data may greatly contribute to understand the role of climare change in shaping the distribution of species
and faunal assemblages. In this paper we propose a comparative analysis involving two related bucterflies, Parnassius
apollo and P mnemaosyne, sharing an almost identical range of occurrence but differing in their feeding ecology and local
distribution. We analyzed mtDNA data under different coalescent-based models to trace the origin of the populations
of these species in the Apennine range.

Our results suggest that P apollo and P mnemosyne may have attained their present geographic distribution following
similar colonization routes, though in different times, according to their specific ecological requiréments. In fact, genetic
data are consistent with the hypothesis that 2 mnemosyne, requiring forested habitat, may have been completely absent
from Central Apennine during the Last Glaciation, while the more xerophile 2 apollo probably benefited from Glacial
conditions to expand its range through the Apennine range.

INTRODUZIONE

Le glaciazioni pleistoceniche hanno lasciato una traccia profonda sulla struttura
e sulla distribuzione del popolamento animale e vegetale delle regioni temperate
(Hewitt, 1996, 2000), e lo studio degli areali di distribuzione delle specie
montane ha tradizionalmente rappresentato uno dei temi privilegiati della ricerca
biogeografica in Italia e nel mondo. In Italia e nelle altre penisole mediterranee,
la frequente occorrenza di taxa o di sister taxa montani a distribuzione
discontinua o disgiunta artico-alpina, boreo-alpina, alpino-appenninica ecc.
offriva lo spunto per interpretare in chiave storico-ecologica il significato della
distribuzione di un determinato taxon come il risultato del succedersi di eventi di
espansione demografica e di frammentazione. Nella biogeografia tradizionale la



definizione temporale di questi eventi fa essenzialmente riferimento a due ordini
di informazioni: a) una buona conoscenza del taxon in esame; b) le datazioni
disponibili su base stratigrafica e paleoclimatica derivanti dallo studio dei
pollini fossili e da altre evidenze paleontologiche. Il grado di differenziamento
tassonomico tra popolazioni o specie allopatriche, vicarianti e geograficamente
frammentate era spesso utilizzato come il riferimento temporale, relativo, per
assegnare un dato evento cladogenetico a una determinata fase del pleistocene.

Lapproccio genetico alla sistematica e filogenesi, condotto dapprima tramite
lo studio degli allozimi (Avise et al., 1987) e, successivamente, attraverso la
filogenesi molecolare di sequenze di DNA (Taberlet et al., 1998) ha notevolmente
arricchito il kit strumentale del biogeografo. Gli ultimi 10-15 anni hanno visto
un’esplosione di studi filogeografici, con ricostruzioni particolarmente vivide
della storia e geografia di numerosi organismi vegetali e animali, tra cui varie
specie di farfalle (DeChaine e Martin, 2004, 2005; Deffontaine et al., 2005;
Schmitt, 2007). Nella maggior parte di questi studi la datazione degli eventi
demograficamente significativi e del confinamento in rifugi & frequentemente
ipotizzata, tramite 'orologio molecolare, utilizzando tassi di mutazione taxon
specifici, di solito ricavati da calibrazioni ottenute dalla filogenesi. Nelle farfalle,
ad esempio, viene frequentemente utilizzato un tasso di divergenza attorno a
0,02 (Brower, 1994; DeChaine e Martin, 2004, 2005) che ha dimostrato di
tracciare, in maniera ragionevole, la tempistica di eventi cladogenetici sulla scala
delle centinaia di migliaia e di milioni di anni.

Tuttavia, studi recenti (Ho et al., 2005; Ho e Larson, 2006) hanno evidenziato
chel'uso di tassi di mutazione “filogenetici” applicati a studi di popolazione possono
portare a una sistematica sovrastima della datazione di eventi evolutivi recenti.

Parnassius apollo e Parnassius mnemosyne, rappresentano specie paradigmatiche
di farfalle a costumi montani. Pur mostrando un areale di distribuzione
largamente sovrapponibile a grande scala (Fig. 1), differiscono notevolmente
per le specifiche caratteristiche ecologiche. In particolare sono le diverse esigenze
trofiche delle larve che determinano la preferenza di 2 apollo per microambienti
montani xerofitici, dove i bruchi si nutrono di Crassulaceae appartenenti ai
generi Sedum e Sempervivum (Nakonieczny et al., 2005). P mnemosyne, al
contrario, si rinviene in habitat ecotonali in ambienti forestali mesofili, dove
crescono le piante nutrici, del genere Corydalis (Fumariaceae) (Konvicka e Kuras,
1999; Bergstrom, 2005). Tali differenze ecologiche possono spiegare perché, ad
esempio, P apollo sia abbondante nelle vallate alpine relativamente aride (Valle
d’Aosta, Alto Adige), e nella penisola Iberica, dove, al contrario, P mmnemosyne &
molto scarso o completamente assente.

In questo lavoro abbiamo analizzato sequenze del genoma mitocondriale nel
tentativo di ricostruire e comparare, attraverso la stima di parametri demografici
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Fig. 1 - 1a) Distribuzione approssimativa di 2 apollo e P mnemosyne. 1b) Distribuzione di P apollo in Italia secondo
Ruffo e Stoch (2004). 1¢) Distribuzione di P mnemasyne in Italia secondo Ruffo e Stoch (2004).
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ed evolutivi, la storia del popolamento dell’Appennino da parte delle due specie di
Parnassius. Ladozione di un tasso di mutazione time-dependent, opportunamente
calcolato per una delle due specie (Gratton et al., in prep.), e di strumenti
analitici basati sulla stima Bayesiana dei parametri di modelli di coalescenza, ci
ha permesso di ottenere risultati incoraggianti. Un simile approccio potrebbe
essere eventualmente esteso ad altri organismi che, come le nostre due specie di
farfalle, hanno subito in maniera diversa, nel corso delle loro storia evolutiva, gli
effetti del cambiamento climatico nel pleistocene.

MATERIALI E METODI
Campioni e tecniche molecolari

Le analisi che compongono il nucleo del presente lavoro si basano su campioni
di P apollo (N = 85) e R mnemosyne (N = 115) provenienti dalle regioni Alpina
e Appenninica (Fig. 2). Parte dei campioni sono stati raccolti direttamente dagli
autori tra il 2003 e il 2006 (Autorizzazione del Ministero dell’ Ambiente DPN/
2D/2005/21020), la restante parte deriva da collezioni private. Il DNA ¢ stato
estratto da una/due zampe e sono stati amplificati e sequenziati frammenti tra
loro completamente sovrapposti di 869bp ¢ 931bp, rispettivamente per 2 apollo
e P mnemosyne, del gene mitocondriale per la Citocromo Ossidasi T (COI),
seguendo procedure gid descritte da Gratton (2006) e Konopinski (2007).

Analisi dei dati

I dati analizzati in dettaglio in questo lavoro fanno parte di progetti pitt ampi
che comprendono dati di sequenza provenient dall'intero areale delle due specie
(R apollo N = 165, P mnemosyne N = 445). 'Tali dati sono stati impiegati, insieme
a quelli relativi ai campioni alpini e appenninici, nella costruzione di network di
Median-Joining (M]) (Bandelt et al., 1999), per la ricostruzione delle genealogie
degli aplotipi. La diversitd nucleotidica delle sequenze mitocondriali (6(r)) &
stata calcolata utilizzando il software DNASP (Rozas et al., 2003).

Lequilibrio demografico in differenti gruppi di sequenze ¢ stato testato
applicando le statistiche D (Tajima, 1989), e Fs (Fu, 1997). ARLEQUIN 3.0
(Excoffier et al., 2005) ¢ stato utilizzato per calcolare i valori delle due statistiche e
testarne la significativitd. La distribuzione attesa del mismazch secondo il modello
di espansione demografica improyvisa (Sudden Expansion) e il parametro T = 2pt
sono stati calcolati utilizzando ARLEQUIN 3.0 (Schneider e Fxcoffier, 1999). Un test
di goodness of fit, implementato in ARLEQUIN 3.0, & stato impiegato per valutare la
consistenza delle distribuzioni osservate con le attese in base al modello. I limiti
di confidenza dei parametri sono stati calcolati utilizzando lo stesso programma
attraverso 1000 repliche di bootstrap.
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Fig. 2 - Networks di Median-Joining degli aplotipi mitocondriali (COI) di 2 apollo e P mnemosyne e loro distribuzione
nei campioni analizzati in questo lavoro. Gli aplogruppi fa, Il ¢ Im sono evidenziati ¢ la loro frequenza illustrata nei
grafici a torta riportati sulle mappe. La dimensione dei cerchi & proporzionale alla frequenza dell’aplotipo (nei nerworlk)
e alla dimensione dei campioni per ogni localith (nelle mappe). La barratura verticale indica gli aplotipi dei gruppi /«
e Im presenti solo in campioni alpini. La barratura orizzontale quelli presenti solo in campioni appenninici.

Il programma BEAST 1.4.5 (Drummond e Rambaut, 2007) ¢ stato utilizzato
per stimare il tempo di coalescenza (time to Most Recent Common Ancestor,
tMRCA) di insiemi definiti di sequenze. Questo software impiega un algoritmo
di campionamento basato su catene di Markov (Drummond et al., 2002) per
ottenere un campione della distribuzione delle probabilita a posteriori di diversi
parametri demografici, incluso il tMRCA e la dimensione della popolazione,
consentendo di impostare modelli genealogici corrispondenti a diversi scenari
demografici. Le analisi in BEAST 1.4.5 sono state condotte applicando il modello
HKY+I" (Hasegawa et al., 1985) e impostando il Bayesan Skyline Plot (BSP;
Drummond et al., 2005) come modello per la genealogia delle sequenze. Il BSP

193



non assume un andamento demografico monotono, ¢ appare il piti adatto per
tracciare la storia demografica di popolazioni sottoposte ai cambiamenti climatici
e ambientali dell’Europa pleistocenica e olocenica. Il parametro “t” del modello
di Isolamento con Migrazione (IM; Nielsen e Wakeley, 2001) & stato stimato
impiegando il software IM (Hey ¢ Nielsen, 2004). Dal momento che i test basati
sulle statistiche D e Fs hanno respinto l'ipotesi di stabilita demografica, in questa
analisi & stato applicato un modello di divergenza che permette cambiamenti
indipendenti nella dimensione delle popolazioni (Hey, 2005).

Scelta di un appropriato tasso di mutazione

Studi recenti (Ho et al., 2005; Ho e Larson, 2006) hanno messo in evidenza
che 'uso di tassi di mutazione “filogenetici” applicati a studi di popolazione puo
portare a una sistematica sovrastima della datazione di eventi evolutivi recenti.
Per questo motivo, nella traduzione dei parametri demografici ed evolutivi su
una scala di tempi assoluti, abbiamo scelto di utilizzare una stima del tasso di
evoluzione ottenuta su una delle due specie in esame e basata su un set di dati
con un livello comparabile di divergenza nucleotidica. Gratton et al. (in prep.)
hanno ottenuto una stima del valore medio del tasso di sostituzione (0,08/Ma)
in popolazioni nord-europee di P mnemosyne. Tale tasso di mutazione & stato
ottenuto con unanalisi basata su modelli di coalescenza, assumendo che la
colonizzazione della regione baltica da parte di P mnemosyne sia avvenuta a
partire da 10.000-11.000 anni fa, dopo lo scioglimento della calotta glaciale
Scandinava. Per le ragionl appena esposte, questa stima appare molto pil
verosimilmente applicabile al nostro studio rispetto a quelle ottenute in lavori
“filogenetici” (ad esempio, Brower, 1994).

RISULTATI E DISCUSSIONE
Descrizione del pattern filogeografico

La strurtura filogeografica delle due specie nella regione Alpino-Appenninica
mostra almeno un chiaro elemento comune, insieme ad alcune importanti
differenze. La distribuzione geografica e la genealogia degli aplotipi mitocondriali
(mappe e Median-Joining networks in Fig. 2), evidenziano due aplogruppi
predominanti nella maggior parte delle popolazioni alpine e appenniniche, che
abbiamo chiamato Iz in P apollo e Im in P mnemosyne. Ia e Im sono entrambi
costituiti da un aplotipo ancestrale ampiamente distribuito e da una corona di
aplotipi discendenti a distribuzione pit localizzata. In 2 apollo tutte le sequenze
dei campioni alpini fanno parte dell'aplogruppo Jz, mentre in una porzione dei
campioni dell' Appennino centrale ¢ presente un aplotipo (//z. 1) del turro distinto
(Fig. 2). In P mnemosyne la situazione sembra essere pilt complessa. Sulle Alpi
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infatti si possono distinguere tre diverse linee mitocondriali. Le sequenze delle
popolazioni del bacino dell’Adige costituiscono un aplogruppo separato, mentre
nei campioni delle Alpi occidentali coesistono, accanto all'aplogruppo Im, una
seconda linea esclusiva di quest’area e una terza diffusa anche sui Pirenei e sul
Massiccio Centrale. In aggiunta a questa gia notevole diversit, le popolazioni
delle Alpi orientali (Veneto, Friuli, Austria e Slovenia) presentano sequenze
fortemente divergenti rispetto al resto della catena, e che appartengono a un
clade completamente distinto, diffuso nell’ Europa centrale e orientale (Gratton,
2000), ragion per cui sono state del tutto escluse dalla presente analisi. A fronte
della grandissima diversith genetica osservata nella regione alpina, le popolazioni
appenniniche di P mnemosyne sono estremamente uniformi, presentando solo
Paplogruppo fm. Una differenza minore ma comunque molto interessante
tra apollo e mnemosyne riguarda i campioni dell’ Aspromonte, nel sud della
Calabria. Mentre in P apollo queste sequenze appartengono all’aplogruppo
la, in P mnemosyne esse appartengono a una linca molto divergente rispetto
all'aplogruppo /m, e sono invece molto vicine a quelle osservate nella popolazione

dei Monti Nebrodi in Sicilia (Fig. 2).

Stime di parametri evolutivi

Entrambe le statistiche D di Tajima (1989) ¢ Fs di Fu (1997), hanno evidenziato
significative tracce di espansione demografica negli aplogruppi 2z (P apollo) e Im
(2 mnemosyne) (Tab. I). La distribuzione del mismatch negli aplogruppi Iz e Im
¢ stata confrontata con un modello di Espansione Improvvisa (Fig. 3, Tab. I)
per ottenere una stima dell’etd di tale espansione. Il goodness of fit test non ha
mostrato significative deviazioni delle distribuzioni osservate dalle distribuzioni
attese secondo il modello, per cui il parametro T = 2t pud essere usato per stimare
I'eta (t) dell'espansione demografica. I valori stimati di T e i limiti di confidenza del
5% e 95% sono esposti in Tab. I. Applicando un tasso di mutazione di p = 0,08/
Ma (vedi Materiali ¢ metodi), si ottiene che I'espansione demografica & datata a
18.400 (2.800-34.000) anni fa e 7.700 (5.500-10.500) anni fa rispettivamente
per apollo e mnemosyne (Fig. 3). Dal momento che entrambi gli aplogruppi /z e
Im presentano sequenze appartenenti a popolazioni sia alpine che appenniniche, i
nostri risultati indicano un’espansione demografica recente che ha coinvolto sia la
regione appenninica che quella alpina in entrambe le specie.

I nostri dati non consento di identificare.con certezza la direzione dell’espansione
geografica che deve avere accompagnaro le espansioni demogLaﬁche, ma
forniscono indicazioni interessanti, permettendo di valutare le diverse ipotesi.
Come accennato in precedenza, in P mnemosyne le Alpi occidentali sono una zona
di alta variabilita genetica, dove coesistono tre diverse linee mitocondriali. Inoltre,
l'aplotipo /.3, che appare in una posizione basale all'interno dell’aplogruppo
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Fig. 3 - Stime di parametri evolutivi e demografici in P apollo e P mnemosyne confrontate con dati paleoclimaici. 1
valori centrali dei parametri sono indicati da rettangoli (grigio: 2 apollo; nero: P mnemosyne), gli intervalli di confidenza
da batrre non colorate.

Im nel MJ network (e la possibilitd che questo aplotipo non sia direttamente
derivato dall’aplotipo centrale & ulteriormente suggerita dal fatto che /m.3 sia
il solo aplotipo della “corona” a essere stato osservato in siti geograficamente
distanti, nelle Alpi Marittime e in Savoia), ¢ esclusivo delle Alpi occidentali.
I dati dunque suggeriscono che questa regione sia considerata come una zona
in cui il popolamento di P mnemosyne ha persistito a lungo e rappresenti
il pilt probabile luogo di origine delle successive espansioni. In 2 apollo le
popolazioni dell’Appennino centrale presentano un elevata variabilita genetica
per la presenza dell’aplotipo “basale” I/a.1, ma la variabilita nucleotidica
nell’aplogruppo Jz ¢ pilt bassa nei campioni appenninici (8(r) = 0,0016)
che in quelli alpini (8(r) = 0,0022), dove si concentra la maggior parte dei
rami pili lunghi del M] network (Fig. 2). La struttura generale del network
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in Fig. 2 evidenzia, in effetti, diversi aplogruppi del tutto distinti, ognuno
confinato a una singola area, pilt 0 meno isolata (Caucaso, Sicilia, Peloponneso,
Pirenei, Asia centrale, Appennino centrale). Laplotipo //a.1 e laplogruppo la
possono essere dunque interpretati come due dei numerosi relitti di un’antica
e vasta frammentazione, in seguito alla quale la linea mitocondriale /z fu in
grado di espandersi sulle montagne italiane. Seppure in modo non decisivo, la
distribuzione della diversita genetica suggerisce che tale espansione sia avvenuta
a partire da rifugi presenti sulle Alpi.

Indlpendentemente da quale sia stata la reale direzione dell’ espansmne
Panalisi esposta qui di seguito ¢ stata condotta assumendo come “ipotesi di
lavoro” che sia in 2 apollo che in P mnemosyne si sia verificata un’espansione
dell’areale che ha portato popolazioni di origine alpina portatrici delle linee /z
e Im, a colonizzare la catena appenninica. A partire da questo modello ideale,
abbiamo utilizzato una analisi Bayesiana della coalescenza per individuare
la finestra temporale in cui potrebbe essere avvenuta la colonizzazione degli
Appennini che abbiamo ipotizzato. Le sequenze degli aplogruppi /a e fm sono
state analizzate in BEAST 1.4.5 (Drummond e Rambaut, 2007), imponendo
un vincolo topologico alla genealogia delle sequenze che riflettesse la nostra
ipotesi di lavoro. Se la colonizzazione ¢ avvenuta come un singolo evento e/o
ha coinvolto pochi individui, tutte le sequenze mitocondriali trovate negli
Appennini discenderanno probabilmente, a causa dell’effetto del fondatore,
da una singola sequenza progenitrice e formeranno quindi da un sotto-clade
monofiletico.

Dal momento che nessuno degli aplotipi della “corona” ¢ in comune tra Alpi
¢ Appennini, non ci sono evidenze che possano escludere un singolo evento
di colonizzazione. Di conseguenza & possibile adottare il tempo.di coalescenza
(time to Most Recent Common Ancestor, tMRCA) delle sequenze appennmlche
vincolate a formare un gruppo monofiletico, come una stima della data minima
(pili recente) in cui pud essere avvenuta la colonizzazione. Inoltre, se la migrazione
Verso una nuova area € coincisa con una rapida espansione sia demografica che
spaziale, come sembra del tutto verosimile, il tMRCA tendera a corrispondere
con l'effettiva data della colonizzazione. La Fig. 3 mostra i valori mediani e gli
intervalli di credibilita al 95% della distribuzione campionata della probabilita
posteriore per il tMRCA dei sotto-cladi appenninici delle linee mitocondriali 7z
e Jm. ] parametri sono stati riportati su una scala di tempi assoluti applicando
un tasso di mutazione di 0,08/Ma (vedi Materiali e metodi). Le mediane delle
distribuzioni del tMRCA sono di 19.000 (I.C. 95%: 10.100-32.100) anni per
P apollo e 13.100 (5.200-24.500) anni per R mnemosyne. Come anche nelle
analisi del mismarch (Fig. 3), le due specie mostrano valori sfalsati, sebbene gli
intervalli di credibilith siano ampiamente sovrapposti. In 2 apollo 'intervallo
di credibilita & pressoché interamente compreso nel glaciale Wiirm, e le date
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pitt probabili (attorno al valore mediano) corrispondono all'ultimo Massimo
Glaciale. Per P mnemosyne, al contrario, le massime probabilita (attorno a 12-
13.000 anni fa), corrispondono a un periodo in cui le temperature globali erano
gia vicine a quelle dell’Olocene e le foreste temperate avevano gia iniziato laloro
espansione post-glaciale nella penisola italiana (Fig. 3).

Ulteriori informazioni sono state ottenute applicando agli stessi dati il
modello di Isolamento con Migrazione (vedi Materiali e metodi). In questo
caso il processo biologico che ha portato allattuale distribuzione della variabilita
genetica viene modellato come un’improvvisa separazione di una popolazione
originariamente panmittica, con la formazione di due popolazioni distinte
geneticamente (sebbene potenzialmente connesse da un certo grado di flusso
genico) nelle Alpi e negli Appennini. La Fig. 3 mostra le stime del parametro
“t” che indica il tempo trascorso dalla separazione delle popolazioni alpina e
appenninica. Applicando ancora un tasso di mutazione di 0,08/Ma, si ottiene
che I'evento con massima probabilita ¢ avvenuto durante 'Olocene (massimo a
3.716 anni; Intervallo di Credibilita al 90% 1.500-15.000 anni) per mnemosyne,
e durante il tardo Pleistocene per apollo (nonostante non sia stato possibile
ottenere una distribuzione chiusa della probabilita posteriore e, di conseguenza,
calcolare un intervallo di credibilita, la distribuzione ha presentato un chiaro
massimo a 14.963 anni).

Tab. I - Valori delle statistiche D (Tajima, 1989) ¢ Fs (Fu, 1997) con le associate significativitd statistiche (p); valori
stimati del parametro T = 2pr, con i limiti di confidenza associati del 5% e 95%, secondo il modello di espansione
demografica improvvisa; goodness of fit test: probabilica (P) della distribuzione osservara di mismarch secondo il modello
di espansione improvvisa.

Aplogruppo Ia i Im
N (campione) 26 103
N. di aplotipi 15 17
ES (Fu, 1997)

Fs -12,911 -13,030

p 0.000 0.000

D (Tajima, 1989)
D -1,996 -1,810
P 0,005 0,013
Espansione Improvvisa )

T 2,549 1,156
5% 1,062 0,824
T95% 4,018 1,566

P 0,907 0,085
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Storia del popolamento appenninico di apollo e mnemosyne

Benché attraverso i nostri dati non sia possibile definire con certezza quale
sia stata la direzione degli eventi di colonizzazione che hanno portato al
popolamento dell’Appennino da parte delle due specie di Parnassius, alcuni
risultati sono emersi con grande chiarezza. Innanzi tutto, sia 2 apollo che P
mnemosyne presentano tracce genetiche di una espansione demografica e spaziale
relativamente recente che ha coinvolto la catena alpina e la penisola italiana. In
secondo luogo, mentre il pattern filogeografico osservato in 2 apollo implica
la sua presenza sugli Appennini durante le ultime fasi glaciali (testimoniata
dal tempo di coalescenza delle sequenze appenniniche dell’aplogruppo /z ma
anche e soprattutto dalla presenza dell’aplotipo //a.1), nessuna evidenza di un
popolamento pleistocenico in Italia centrale ¢ osservabile nei dati riguardanti
P mnemosyne. La nostra analisi mostra che la distribuzione della variabilita
mitocondriale nell'ultima specie ¢ del tutto coerente con una sua completa
estinzione nell’Appennino centrale durante il Wiirm e una colonizzazione a
partire da rifugi nelle Alpi occidentali dopo I'ultimo massimo glaciale. N¢é la
datazione stimata dell’espansione demografica (5.500-10.500 anni fa), né la
finestra temporale secondo I'ipotesi di colonizzazione a partire dalle Alpi (7.500-
44.300 anni fa), né il tempo di separazione ottenuto applicando il modello di
Isolamento con Migrazione (1.500-15.500 anni fa) implicano la presenza di
mnemosyne nella regione prima della fine dell'ultimo glaciale.

Nel complesso, i nostri dati appaiono invece del tutto coerenti con uno scenario
in cui le due specie hanno seguito percorsi di espansione simili in tempi ravvicinati
ma climaticamente contrastanti. Le date stimate per 'espansione demografica e
la colonizzazione dell’Appennino in apollo coincidono perfettamente con la fase
freddo-arida corrispondente all'ultimo massimo glaciale. Al contrario, dopo la
fine dell'ultimo periodo glaciale, quando i dati genetici mostrano che mnemosyne
attraversava una fase di espansione demografica, il modello Isolamento con
Migrazione suggerisce che le popolazioni di apollo sulle Alpi e sugli Appennini
si trovavano ormai isolate sulle rispettive catene montuose.

I nostri risultati evidenziano il potenziale dello studio analitico delle
sequenze di DNA nel rivelare come la distribuzione delle specie e delle
associazioni faunistiche sia stata modellata da cambiamenti climatici avvenuti
in tempi relativamente brevi. D’altra parte, mostrando le influenze opposte
della transizione tra fasi glaciali e interglaciali su 2 apollo, specie pit xerofila
e P mnemosyne, specie mesofila, i nostri dati mostrano un perfetto accordo
con le abbondanti evidenze palinologiche (Allen et al., 2000; Magri et al.,
1999) che indicando che durante ['ultimo glaciale I'Italia centro-meridionale
era caratterizzata da una predominanza di ambienti aridi con una vegetazione

steppica (Fig. 3). Sotto questo aspetto, i pochi dati disponibili sul sud della
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Calabria (Aspromonte) possono risultare interessanti. In questa regione,
contrariamente a quanto si osserva in [talia centrale, le popolazioni di P
mnemosyne sono geneticamente molto distinte, e tale risultato & in accordo
con recenti studi genetici su specie mesofile (Canestrelli et al., 2007) che
implicano la per51stenza di rifugi forestali in Calabria durante I'ultima
glaciazione. Al contrario, le sequenze di 2 apollo dell’ Aspromonte sono molto
simili a quelle alpine, e appartengono allo stessa linea mitocondriale /z, la
cui espansione & datata durante 'ultimo massimo glaciale. Cio. indica che
apollo deve aver approfittato della fase fredda e arida per colonizzare queste
estreme regioni meridionali. D’altra parte la presenza nelle Madonie in Sicilia
di aplotipi ben differenziati suggerisce che 2 apollo abbia colonizzato l'isola,
e dunque la Calabria, in tempi ben pitt antichi. Se un campionamento pilt
esteso confermera che tutte le sequenze calabresi hanno una recente origine
dalle Alpi, cid porterebbe a concludere che la specie si estinse completamente
in questa regione durante uno dei passati periodi interglaciali, proprio come
potrebbe avvenire durante attuale fase climatica.
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