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Abstract 
 
Parnassius apollo is a widely distributed Eurasian butterfly species usually 
represented by small local populations. It’s distributed on the main mountain 
ranges from the Sierra Nevada to Alps, Carpathians, Caucasus to the Altai. 
Being narrow in its ecological requirement this butterfly is very sensitive to 
habitat and climatic changes, and in most of its range it is experiencing range 
contraction and sometimes population extinction. We have sequenced 869 bp of 
the mithocondrial DNA cytochrome oxidase I (COI) for 80 populations 
(N=201) from several portions of the range. Analysis revealed 71 haplotypes 
genetically structured in two haplogroups: one with the populations from 
Continental Greece, Anatolia and Central/Northern Europe and one with 
different groups of populations (Spain, Pyrenees, Sicily, Alps-Appenines, 
Central Appennine, Peloponnesus, Caucasus, Central Asia), each confined to a 
geographical area likely result of a past fragmentation. Estimating evolutionary 
time indicate that populations of P.apollo experienced different waves of range 
expansion end fragmentation in the recent past and in particular they suggest 
that Upper Pleistocene climatic changes played a major role in shaping the 
phylogeographic pattern of this butterfly.  
Compared to Parnassius mnemosyne, which shares a similar range with P. 
apollo, the results suggest a discordant dating in the periods of demographic 
range expansion of these two species, reflecting their different ecological 
requirement. 
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L’organismo in studio 

Il genere Parnassius 

Tra le farfalle della regione Oloartica, quelle del genere Parnassius Latreille, 

1804 (Lepidoptera, Papilionidae), attraggono da sempre i tassonomi e i 

collezionisti, per la loro variabilità geografica e la rarità di alcune specie che 

sono distribuite in zone remote dell’Himalaya, dell’Asia centrale, Tibet e altre 

zone del nord Eurasia. Gli adulti presentano una morfologia abbastanza 

omogenea, con ali trasparenti ai margini e assenza di code sulle ali posteriori. Il 

genere Parnassius insieme al genere Hypermnestra, forma la tribù Parnassiini 

della sottofamiglia Parnassiinae a cui appartiene anche la tribù Zerynthiini con 

cinque generi (Zerynthia, Allancastria, Sericinus, Bhutanitis), e la nuova tribù 

dei Luehdorfiini (Tutt, 1896) con il genere Luehdorfia e Archon (Nazari et al., 

2007). Uno studio recente (Nazari et al., 2007), basato sull’utilizzo di sette 

marcatori nucleari e mitocondriali, ha permesso di stabilire che il 

differenziamento della sottofamiglia Parnassiinae, distribuita dall’altopiano 

iraniano fino al centro Asia e in Cina, è avvenuta probabilmente 65-42 milioni 

di anni fa, in seguito alla collisione dell’India e dell’Eurasia.  

All’interno del genere Parnassius solo P.apollo, P.phoebus e P.mnemosyne 

sono distribuite in Europa. Le larve di P.apollo e P.phoebus si nutrono di specie 

appartenenti alla famiglia delle Crassulaceae: il primo è distribuito dai 600 mt ai 

2400 mt, il secondo a più alte altitudini tra i 1400 mt e i 2400 mt. Dechamps-

Cottin et al. (2000) hanno inoltre dimostrato che in alcune zone delle Alpi 

francesi, in cui le due specie si trovano in simpatria, esse si ibridano. 

P.mnemosyne si rinviene invece in habitat ecotonali in ambienti forestali 

mesofili, dove crescono le piante nutrici, del genere Corydalis (Fumariaceae) 

(Konvicka e Kuras, 1999; Bergström, 2005).  

Diversi studi di filogenesi molecolare (Chen et al., 1999; Omoto et al., 2004; 

Katoh et al., 2005) hanno messo in evidenza che il genere Parnassius 

costituisce un gruppo monofiletico e i raggruppamenti più importanti 
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coincidono con quelli riconosciuti su base morfologica. P.apollo e P.phoebus 

oltre a presentare caratteristiche ecologiche molto simili, risultano essere anche 

molto affini da un punto di vista genetico. Entrambi appartengono al gruppo 

degli “Apollo” in senso stretto, insieme ad altre specie (P.ruckbeili, P.bremeri, 

P.jacquemonti, P.nomion, P.epaphus, P.tianschanicus, P.actius, P.apollonius, 

P.honrathi) a distribuzione unicamente asiatica e a P.smintheus, molto affine a 

P.phoebus, distribuito solo in Nord America. P.mnemosyne appartiene invece al 

gruppo “Mnemosyne” che risulta essere ben differenziato dal gruppo “Apollo”. 

 

Parnassius apollo 

Distribuzione 

Il Parnassius apollo (Linneus, 1758), è una farfalla di grandi dimensioni, con 

un’apertura alare di circa 7 cm ed è un buon volatore. E’ una specie a 

distribuzione paleartica e si rinviene sui principali massicci montuosi dalla 

Sierra Nevada alle Alpi e ai Carpazi, dal Caucaso fino all’Altai (Fig. 2). Le 

popolazioni più settentrionali si trovano sulle coste occidentali della Finlandia e 

sui monti scandinavi Oppland e le più meridionali sulla Sierra Gador in Spagna, 

sul massiccio delle Madonie in Sicilia, sul monte Erimanthos nel Peloponneso e 

sui monti Tauri occidentali nel nord-ovest della Turchia; le popolazioni più 

occidentali si trovano invece sui monti Cantari nel nord-ovest della Spagna e 

quelle più orientali sui monti Khentei in Mongolia fino al bacino del fiume Lena 

in Yakutia, Russia (Nakonieczny et al., 2007). In Italia è presente sulla catena 

alpina ed appenninica e con popolazioni molto localizzate in Sicilia, sulle 

Madonie. Mentre nelle regioni meridionali dell’areale è limitata alle quote più 

alte, già sulle Alpi scende a 500 m di quota e le popolazioni scandinave sono le 

sole a scendere a livello del mare.  

A causa della sua ampia distribuzione P.apollo si può trovare in diversi tipi di 

habitat (Krzywicki, 1963; Descimon, 1995): nella brughiera, nella boscaglia, in 

radure boschive e anche in varie comunità di prateria in biotopi di pianura. 

L’habitat tipico è però rappresentato da praterie alpine e subalpine, praterie 
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calcaree e steppe in ambienti montani ed in alcuni casi si trova anche su 

ghiaioni e pendii rocciosi (Sierra Nevada sopra i 3000 mt, Alpi sopra i 2500 mt 

e sui Carpazi sopra i 1800 mt). P.apollo è rappresentato per lo più da piccole 

popolazioni localizzate, che in alcuni casi possono essere circoscritte ad un 

singolo massiccio montuoso o versante, come avviene sulle Alpi o sui Carpazi 

(Glassl, 1993).  

Figura 2. In grigio la distribuzione di Parnassius apollo (Glassl, 1993). 

 
Ecologia 

Indipendentemente dal tipo di habitat, la distribuzione di P.apollo dipende dalla 

presenza della pianta nutrice della larva. Come le larve di altre specie 

appartenenti al genere Parnassius, quella di P.apollo è considerata un’ erbivora 

stenofaga e si nutre solo di specie appartenenti alla famiglia delle Crassulaceae, 

per lo più del genere Sedum e in alcuni casi Sempervivum. Diversi studi hanno 

messo in evidenza che la larva si nutre per lo più di due specie S.telephium ( e le 

sue sottospecie) e S.album (Ackery, 1975; Kreuzberg, 1987). Per cui in base alle 

esigenze trofiche si possono distinguere la forma “telefiofaga” e “albofaga” 

(Nakonieczny e Kedziorski, 2005). Le due forme presentano una diversa 

distribuzione ed il loro confine si trova in Europa centrale; infatti sui Carpazi le 

due forme si trovano in zone molto vicine l’una dall’altra. Le popolazioni 
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“telefiofaghe” sono distribuite in Europa centrale e sono monofaghe; le 

“albofaghe”, distribuite in Europa occidentale e meridionale, sono da 

considerarsi oligofaghe.  

P.apollo è una specie univoltina e considerando la sua ampia distribuzione, le 

varie fasi del ciclo vitale hanno luogo in periodi leggermente sfalsati in base alla 

latitudine. A seconda delle condizioni climatiche, gli adulti volano tra Giugno e 

Agosto, la vita immaginale va da 2 a 4 settimane e i maschi compaiono qualche 

giorno prima delle femmine. Si alimentano al mattino presto e alla fine del 

pomeriggio, per lo più di specie appartenenti alla famiglia delle Dipsacaceae e 

Compositae, mentre durante le ore più calde della giornata rimangono ad ali 

aperte in luoghi ombreggiati. Baz (2002) in studi condotti sulla Sierra de 

Guadarrama (Spagna centrale) ha messo in evidenza che il foraggiamento 

dell’adulto è limitato ad un numero ristretto di piante, che variano in base alla 

località e nel tempo, ed inoltre il maschio e la femmina scelgono piante diverse.  

L’accoppiamento dura 3-4 ore, ma se inizia nel tardo pomeriggio dura tutta la 

notte. I bruchi sgusciano durante i primi giorni caldi della primavera successiva 

alla deposizione delle uova e impiegano 2 settimane per completare lo sviluppo, 

si alimentano solo in piena luce e la crisalide dura 2-3 settimane. I bozzoli 

vengono tessuti liberi sotto rocce e detriti vegetali.  

 

Classificazione sottospecifica 

In base alle condizioni ambientali locali si possono distinguere differenze in 

P.apollo che possono riguardare il pattern alare (presenza, dimensione, aspetto 

degli eyespots e intensità del colore della banda submarginale), le preferenze 

trofiche e la dimensione del corpo. Considerando le diverse caratteristiche 

morfologiche i lepidotterologi hanno distinto circa 200 sottospecie ed essendo il 

polimorfismo nelle farfalle adulte piuttosto comune, è opinione controversa 

(Capdeville, 1980; Napolitano et al., 1990; Rivoire, 1998; Brakefield e Gates, 

1996) se alcune delle forme descritte come casi di variabilità fenotipica siano il 

risultato o meno di una diversa espressione genica.  
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Nel tentativo di chiarire le relazioni tra le varie sottospecie in P.apollo, Racheli 

et al. (1983) hanno confrontato la struttura genetica di 6 popolazioni naturali 

(Tab. 1) attraverso lo studio di 26 loci enzimatici e di diverse caratteristiche 

morfologiche. Per lo studio comparativo della variabilità genetica è stata 

calcolata l’eterozigosi media (H), la percentuale dei loci polimorfici (P) e il 

numero medio di alleli per locus (A) (Tab. 1), inoltre è stata calcolata la distanza 

genetica D (Nei, 1972) tra le popolazioni considerate. 
 

Sottospecie Località Sigla H P A 

P.a. montebaldensis Alpi Marittime, Mercantour VAL 0,13 0,38 1,6 

P.a. baldensis Monte Baldo, Alpe Parena MON 0,10 0,31 1,3 

P a. civis Ovindoli, Monte Magnola CIV 0,18 0,50 1,7 

P.a. romeii Gran Sasso, Campo imperatore ROM 0,12 0,38 1,4 

P .a. pumilus Aspromonte, Montalto PUM 0,13 0,31 1,3 

P.a. hispanicus Sierra de Albaracin, Orihuela HIS 0,19 0,38 1,5 

Tabella 1. Elenco delle popolazioni con località di campionamento, sigla identificativa e 
parametri di variabilità. 

I risultati indicano che la popolazione P.a.valderiensis mostra una variabilità 

genetica relativamente elevata e la distanza genetica dalle altre popolazioni è 

relativamente bassa e uniforme (D=0,07-0,10). Questi dati hanno portato gli 

autori a considerare le Alpi il centro di dispersione di P.apollo verso Italia, 

Francia e Spagna. P.a.montebaldensis ha invece una variabilità genetica 

piuttosto bassa e mostra affinità genetica sia con le popolazioni delle Alpi che 

dell’Appennino centrale (D=0,07-0,09). La distanza genetica tra civis e romeii è 

relativamente bassa (D=0,05); valori simili sono stati trovati in vari gruppi di 

insetti tra popolazioni morfologicamente non differenziate. Inoltre la minore 

variabilità genetica in romeii, permette di ipotizzare una sua origine da un 

piccolo numero di individui della sottospecie civis. P.a.pumilus è molto affine 

geneticamente alle popolazioni italiane e risulta invece molto differenziato da 

hispanicus.  

P.a.hispanicus è molto differenziato da tutte le popolazioni studiate ad 

eccezione di valderiensis. Probabilmente secondo gli autori, popolazioni di 
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P.apollo delle Alpi occidentali hanno inizialmente colonizzato i Pirenei 

occidentali, in seguito la parte orientale ed infine le Sierre centrali e meridionali. 

Tale ipotesi andrebbe a contraddire Kostrowicki (1969), secondo cui la penisola 

iberica ha rappresentato il centro di dispersione per molte sottospecie di 

P.apollo della Francia e Germania. Infine dai risultati è emerso che: i) 

P.a.hispanicus è il più differenziato sia geneticamente che morfologicamente; 

ii) la variabilità genetica è maggiore nelle sottospecie morfologicamente più 

polimorfe (valderiensis, civis e hispanicus) e più bassa in quelle 

morfologicamente più uniformi (montebaldensis, romeii e pumilus); iii) la 

variabilità genetica delle varie sottospecie è correlata positivamente sia con la 

dimensione di popolazione che con l’ampiezza dell’areale. 

 
Misure di conservazione 

Parnassius apollo è stata la prima farfalla di cui è stata vietata la cattura in 

Germania nel 1936 e il primo invertebrato ad essere incluso nell’appendice II 

della Convenzione sul Commercio Internazionale delle Specie in Estinzione 

(CITES, all. A), è inoltre inserita nella Convenzione di Berna (app. 2), nella 

Direttiva Habitat (all. 4) e nella legge Regionale Toscana (all. A). L’areale della 

specie è in progressiva contrazione su tutto il territorio europeo (20-50% negli 

ultimi 25 anni). Le estinzioni locali hanno riguardato soprattutto le popolazioni 

più marginali, come quelle della Sila in Calabria in cui P.apollo è ormai estinto, 

e quelle che occupavano quote più basse. La specie è scomparsa nei Paesi Bassi, 

in Ungheria e Lettonia, e in numerose località in Germania, Polonia, Francia e 

penisola scandinava. E’ protetto legalmente in 19 dei 28 paesi in cui è presente 

(Red Data Book of the European Butterflies; Van Swaay e Warren, 1999), e 

misure di conservazione (13/28 paesi) coinvolgono anche la salvaguardia del 

suo habitat, come ad esempio in Germania, Polonia e Finlandia.  
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Filogeografia nei Lepidotteri 

I cambiamenti climatici durante il Quaternario rappresentano tra i maggiori 

eventi storici che hanno modellato la variabilità genetica delle popolazioni 

naturali nella regione Paleartica (Hewitt, 2000, 2004; Schmitt, 2007). Alla fine 

del Pleistocene le fluttuazioni climatiche tra periodi freddi e caldi hanno portato 

alla contrazione o all’espansione della distribuzione geografica della fauna e 

della flora, determinando i livelli di variabilità genetica e di affinità delle 

popolazioni attuali (Avise, 2000).  

Lo sviluppo di nuove tecniche di genetica molecolare ha consentito di studiare, 

misurare e confrontare la variabilità genetica nelle popolazioni di una specie e 

di ricostruirne la filogenesi.  

Introdotta un po’ meno di dieci anni fa da John Avise e collaboratori (Avise et 

al., 1987), la filogeografia è un metodo altamente integrativo utilizzato per 

comprendere le relazioni tra la storia della terra, l’ecologia e la biodiversità. La 

filogeografia unisce le conoscenze della genetica di popolazioni, della 

filogenesi, della storia geoclimatica, della paleontologia, della biologia di 

popolazioni, dell’evoluzione molecolare e della storia biogeografica, per 

determinare la distribuzione geografica delle linee genetiche (pattern 

filogeografico), e per comprendere i processi evolutivi, demografici e 

biogeografici che hanno determinato questo pattern. Il pattern filogeografico 

può portare alla comprensione della storia evolutiva di una popolazione, di una 

sottospecie o di una specie. 

Gli studi di filogeografia sono aumentati rapidamente negli ultimi anni e per ciò 

che riguarda gli organismi animali è stata prevalentemente affrontata tramite 

l’analisi di sequenze di DNA mitocondriale (mtDNA). Le informazioni ottenute 

tramite questo tipo di approccio sono essenziali per comprendere dinamiche 

storiche di popolazioni e processi evolutivi (Avise, 1994; Prior et al., 1997) e 

possono essere la base per progetti di conservazione e di gestione di specie 

minacciate (es., Frankham et al., 2002; Hrbek et al., 2005). Nonostante ciò, la 
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filogeografia di specie di farfalle diurne su scala europea è stata relativamente 

poco studiata, al contrario di ciò che è avvenuto per altri taxa. Pattern 

filogeografici sono stati descritti solo per: Aglais urticae (Vandewoestijne et al., 

2003), Euphydryas aurinia (Joyce e Pullin, 2001), il complesso di specie 

dell’Erebia tyndarus (Martin et al., 2002), Erebia triaria, e Erebia palarica 

(Vila, 2004), Lycaena dispar (Lai e Pullin, 2004), Erebia medusa (Hammouti, 

2006), Parnassius mnemosyne (Gratton et al., subm.), Melitaea cinxia 

(Wahlberg e Saccheri, 2007). La maggior parte degli studi di biogeografia 

molecolare sulle farfalle europee sono basati su dati allozimici: Parnassius 

apollo (Racheli et al., 1983), Melanargia galathea e M. lachesis (Habel et al., 

2005), Polyommatus icarus (Schmitt et al., 2003), il gruppo di specie P.coridon 

(Schmitt e Seitz 2001a, 2001b; Schmitt e Krauss, 2004), il gruppo di specie 

Maculinea alcon (Bereczki et al., 2005), il complesso Aricia agestis-artaxerxes 

(Aagaard et al., 2002), Maniola jurtina (Schmitt et al., 2005), Pieris napi 

(Porter e Geiger 1995), Coenonympha hero (Cassel e Tammaru 2003), Erebia 

medusa (Schmitt 1999; Schmitt e Seitz, 2001a), Erebia epiphron (Schmitt et al., 

2006). 

 

Cambiamenti climatici durante il Pleistocene  

Secondo la teoria Croll-Milankovitch il susseguirsi di periodi glaciali e 

interglaciali, che hanno interessato la storia della terra, sono dovuti 

essenzialmente ai moti millenari del nostro pianeta come l’eccentricità 

dell’orbita, la precessione degli equinozi e l’inclinazione dell’asse terrestre. 

Variazioni regolari dell’orbita terrestre provocarono cambiamenti nella durata 

dei periodi in cui la terra era esposta al sole ed in cui essa riceveva più energia. 

Essendo molta di questa energia trasportata dal sistema di circolazione 

oceanica, il cambiamento dell’orbita terrestre e delle correnti oceaniche 

causarono grandi cambiamenti climatici (Williams et al., 1998; Webb et al., 

1997). Nei periodi freddi (glaciali), la diminuzione della temperatura portò alla 
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formazione di grosse calotte polari e ghiacciai, che successivamente andavano 

incontro a scioglimento parziale durante i periodi caldi (interglaciali). Durante 

le maggiori glaciazioni, la calotta glaciale si ampliava considerevolmente 

limitando il mare, le zone temperate e la vegetazione arborea in una fascia 

latitudinale relativamente più stretta o in piccole aree rifugiali (Williams et al., 

1998). I ghiacciai che ricoprivano catene montuose come le Alpi, le Ande e le 

Montagne Rocciose immagazzinavano grandi volumi d’acqua, portando ad un 

abbassamento del livello del mare di circa 120m (Rholing, 1998) e alla 

conseguente formazione di connessioni territoriali tra regioni prima separate dal 

mare, favorendo in tal modo la dispersione delle specie. Nelle zone tropicali 

l’effetto delle glaciazioni si manifestava soprattutto attraverso cambiamenti 

bioclimatici che favorivano lo sviluppo di biomi aridi (foreste decidue, steppa, 

deserto) a spese delle foreste pluviali (Colinvaux, 1997). Questi cambiamenti 

climatici sembrano aver avuto diversi effetti a seconda della latitudine, delle 

correnti oceaniche e delle caratteristiche geografiche regionali, per cui le specie 

hanno modificato la loro distribuzione in base alle caratteristiche climatiche e 

geografiche locali. A testimoniare queste variazioni climatiche e a datarne gli 

effetti esiste una notevolissima documentazione di studi sugli isotopi del 

carbonio e dell’ossigeno e dati provenienti da fossili di polline e testimonianze 

di piante ritrovate nei ghiacciai (Huntley et al., 1983; Van Andel et al., 1996; 

Reille et al., 1998).  

Le ere glaciali più recenti risalgono al Pleistocene e le quattro più importanti 

sono chiamate dalla più antica alla più recente: Günz, Mindel, Riss e Würm 

(Anderson e Borns, 1997). In Europa l’ultimo massimo glaciale (LGM) ci fu 

durante il Würm, circa 18 mila anni fa; esso portò alla formazione di un enorme 

ghiacciaio che ricopriva la Britannia e il nord Europa e ad una calotta glaciale 

sulla cima delle più alte catene montuose come i Pirenei, le Alpi e il Caucaso 

(Frenzel, 1973; Nilsson, 1983). Al margine dei ghiacciai c’era la tundra, che 

ricopriva l’Europa (Tzedakis et al., 2002). 
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Le glaciazioni causarono grandi cambiamenti nella distribuzione delle specie, 

con l’alternarsi di periodi di espansione e contrazione. Dati che confermano tale 

ipotesi provengono da reperti fossili di polline e coleotteri in Europa e nord 

America (Bennett, 1997; Coope, 1994). L’avanzamento dei ghiacciai e del 

permafrost portò alla perdita di diversi habitat, con la conseguente estinzione di 

popolazioni locali e/o il loro confino in aree di rifugio. I “rifugi glaciali” 

rappresentano zone dove la fauna e la flora temperata trovavano condizioni 

adatte alla loro sopravvivenza durante i periodi freddi. In Europa i maggiori 

rifugi glaciali sono rappresentati dalle penisole iberica, italiana e balcanica 

(Hewitt, 1996).  

 

Pattern filogeografici 

La distribuzione geografica della variabilità genetica nelle specie dipende da 

come le popolazioni hanno risposto ai continui cicli di espansione e contrazione 

associati con i cicli glaciali. La dimensione della popolazione, la capacità di 

dispersione della specie, il tipo di rifugio, i livelli di flusso genico tra 

popolazioni e il tasso di ricolonizzazione, sono tutti fattori che hanno 

contribuito a determinare la struttura genetica delle popolazioni.  

Due modelli contrastanti sono stati proposti per descrivere i processi con cui le 

popolazioni hanno risposto ai cambiamenti climatici nel Pleistocene. Nel 

modello “pioneer” (Hewitt, 1996), durante i periodi glaciali le popolazioni 

erano spinte a sud dall’avanzamento dei ghiacci e sopravvivevano solo nei 

rifugi. Al contrario, durante gli interglaciali le popolazioni si espandevano verso 

nord a partire dai loro rifugi (Taberlet et al., 1998), colonizzando rapidamente e 

ripetutamente habitat lontani adatti alla loro sopravvivenza; tale processo 

comporta una perdita di alleli per effetto del fondatore (Hewitt, 2000). Questo 

tipo di espansione è caratteristica di molte specie di animali e piante con 

esigenze ecologiche peculiari, un esempio descritto tra le farfalle è 

Polyommatus coridon (Schmitt e Seitz, 2002; Schmitt et al., 2002). Nel modello 
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“phalanx”, invece, la colonizzazione verso nord a partire dai rifugi è più lenta e 

la diversità genetica è mantenuta nelle popolazioni. In questo modello la 

colonizzazione avviene a breve distanza e conseguentemente i colli di bottiglia 

sono meno frequenti (Hewitt, 1996). Quest’ultimo modello di espansione è 

proprio di specie che presentano ampia valenza ecologica come nel caso di 

alcune specie comuni di farfalle: Pieris napi (Geiger e Shapiro 1992; Porter e 

Geiger, 1995), Polyommatus icarus (Schmitt et al., 2003), Aglais urticae 

(Vandewoestijne et al., 1999), M.jurtina (Schmitt et al., 2006) e M.galathea 

(Habel et al., 2005).  

Per quanto riguarda l’Europa, l’analisi comparativa dei risultati ottenuti da 

recenti studi filogeografici sui livelli di variabilità presenti in diverse specie ha 

permesso di distinguere differenti pattern biogeografici molecolari (Schmitt, 

2007): “Mediterraneo”, “Continentale”, “Artico” e/o “Alpino”.  

Nel gruppo di specie con pattern “Mediterraneo”, una o più linee genetiche 

cominciano a divergere durante l’isolamento nei rifugi glaciali del 

Mediterraneo: penisola iberica, balcanica e italiana. Nella maggior parte dei 

casi, come osservato in molte specie di animali e piante (Hewitt 1999, 2000; 

Taberlet, 1998), il flusso genico tra popolazioni in queste tre penisole “rifugio” 

è assente o molto limitato, per cui le popolazioni in queste aree disgiunte vanno 

incontro ad evoluzione indipendente. Questo pattern filogeografico è stato 

osservato anche in alcune farfalle come le specie del complesso Polyommatus 

coridon/hispana (Schmitt e Seitz, 2002, Schmitt e Krauss, 2004)), quelle del 

complesso Melanargia galatea/lachesis (Habel et al., 2005) e in Polyommatus 

bellargus (Schmitt, unpub.).  

Nell’ambito del gruppo di specie con pattern “Mediterraneo”, l’espansione 

postglaciale può determinare quattro diversi pattern filogeografici che si 

distinguono a seconda se le Alpi e/o i Pirenei hanno costituito una barriera 

all’espansione. Nel gruppo di specie con pattern “Continentale” si possono 

distinguere due pattern biogeografici: i) specie con rifugi non mediterranei, ma 

che presentano differenti centri geograficamente limitati in Europa (rivestono 
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particolare importanza la penisola Balcanica, il bacino dei Carpazi e le Prealpi); 

ii) specie con espansione postglaciale a partire da diversi centri in Asia, in cui 

quelli più occidentali sono probabilmente rappresentati dai monti Urali. Tra le 

specie che presentano questo tipo di pattern ci sono diversi insetti e tra le 

farfalle Erebia medusa (Schmitt et al., 2007) e Coenonynpha hero (Cassel e 

Tammaru, 2003). 

L’ultimo gruppo è quello delle specie “Artiche” e/o “Alpine” a cui 

appartengono: i) specie di climi freddi, che durante i periodi glaciali popolavano 

le steppe periglaciali e presentavano un’ampia distribuzione, come ad esempio 

la pianta di Ranunculus glacialis (Schönswetter et al., 2005) e le farfalle 

Zygaena exulans (Schmitt e Hewitt, 2003) ed Erebia epiphron (Schmitt et al, 

2006) che, maggiormente diffuse durante i periodi glaciali, presentano oggi una 

distribuzione disgiunta con diversi rifugi sui principali rilievi montuosi in 

Europa (Schmitt, 2007). 

 

Filogeografia e conservazione 

Sono diversi gli studi, su vertebrati e invertebrati, che dimostrano come la 

conservazione a lungo termine di una popolazione o di una specie dipende dal 

mantenimento della sua variabilità genetica (Reed e Frankham, 2003) e che 

l’isolamento in un ambiente frammentato, con una riduzione del flusso genico 

tra popolazioni, può contribuire all’erosione genetica (per esempio: Margules et 

al., 1994; Brookes et al., 1997; Lewis et al., 1997; Clarke e O’Dwyer, 2000; 

Madsen et al., 2000). Come abbiamo visto precedentemente, la distribuzione 

della variabilità genetica che oggi noi osserviamo nelle diverse specie, dipende 

da come le popolazioni hanno risposto ai continui cicli di espansione e 

contrazione associati ai cicli glaciali durante il Pleistocene. La gestione delle 

popolazioni e la conservazione della diversità presente nelle specie può quindi 

essere migliorata aumentando la comprensione dei differenti pattern 

filogeografici. I motivi biogeografici che hanno portato all’attuale distribuzione 
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della diversità genetica ci possono aiutare a comprendere le differenti minacce a 

cui le attuali popolazioni possono essere soggette (Schmitt, 2007).  

La filogenesi ha assunto un ruolo essenziale e di supporto alla conservazione 

con l’introduzione da parte di Moritz (1994) di due concetti utili per individuare 

le unità prioritarie di conservazione all’interno di una specie, l’“Evolutionarily 

Significant Unit” ESU e il “Management Unit” (MU). Mentre le ESU possono 

essere reciprocamente monofiletiche per alleli mitocondriali e avere una 

divergenza significativa per alleli nucleari, le MU sono popolazioni che 

presentano una divergenza significativa sia a livello nucleare che mitocondriale. 

Moritz (1995) inoltre propone che le ESU devono essere alla base della genetica 

di conservazione, in quanto esse sono la principale sorgente storica di variabilità 

genetica in una specie.  

Le specie più minacciate sono quelle più esigenti, cioè che richiedono 

particolari condizioni per la loro sopravvivenza, come alcune farfalle diurne. 

Nelle farfalle lo stadio larvale può richiedere necessariamente un determinato 

microclima o una particolare pianta ospite, inoltre alcune possono avere una 

limitata capacità di dispersione (in alcuni casi solo un centinaio di metri), fattore 

che rende vulnerabili le popolazioni ai cambiamenti improvvisi nell’habitat. 

Thomas (1995) individua due cause principali per il declino delle farfalle in 

Europa: i) distruzione e perdita della qualità dell’habitat; ii) eccessiva 

frammentazione dell’habitat, con riduzione del flusso genico tra le popolazioni. 

Proprio per queste loro esigenze ecologiche peculiari le farfalle possono 

rispondere ai grandi cambiamenti ambientali, e sono spesso scelte per 

comprendere le cause storiche che hanno portato agli attuali pattern 

filogeografici. Studi recenti mettono in evidenza come i pattern filogeografici 

possono darci un’informazione sul grado di vulnerabilità di una popolazione 

(Schmitt e Hewitt, 2004). Confrontando diverse specie di farfalle si è osservata 

una correlazione tra i livelli di variabilità genetica e la vicinanza o meno ai 

rifugi glaciali. Le specie in studio infatti, sembrano essere meno minacciate di 

estinzione (maggiore variabilità genetica) nelle zone di rifugio pleistocenico o 
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in zone limitrofe ad esse, piuttosto che in regioni lontane dai rifugi, dove 

presentano una minore variabilità genetica. La scarsa capacità di adattamento di 

quest’ultime è dovuta ad impoverimento genetico causato da rapide espansioni 

durante i periodi postglaciali (modello pioneer).  
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Obiettivi 

L’obiettivo di questo studio è valutare la variabilità genetica in Parnassius 

apollo (Linneus, 1758), considerando un campione di popolazioni 

rappresentative di tutto il suo areale, e ricostruire i processi storici che hanno 

portato alla sua attuale distribuzione.  

Per determinare le relazioni filogenetiche e per descrivere il pattern 

filogeografico della specie verranno sequenziate 869 bp del gene mitocondriale 

Citocromo Ossidasi I. La SAMOVA o analisi spaziale della varianza (Dupanloup 

et al., 2002), permetterà inoltre di distinguere gruppi di popolazioni che sono 

geograficamente omogenee e ben differenziate da altre. Per cui verranno 

individuati gruppi di popolazioni non solo su base genetica ma anche 

geografica, e su di essi verrà verificato l’equilibrio demografico. Inoltre 

attraverso recenti strumenti analitici basati sulla teoria della coalescenza, per 

quei gruppi non all’equilibrio ed in assenza di selezione, verranno stimati il 

tempo di espansione e contrazione demografica con diversi parametri.  

I risultati di P.apollo per le popolazioni italiane verranno inoltre confrontati con 

quelli ottenuti in Parnassius mnemosyne (Gratton, 2006), che presenta una 

distribuzione simile a P.apollo, ma esigenze ecologiche diverse.  

Infine saranno proposte valutazioni utili alla salvaguardia della specie.  
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Campionamento 

In questo studio sono state analizzate 80 popolazioni distribuite in 17 nazioni, 

per un totale di 201 individui (Tab. 2 e Fig. 3). Inoltre sono stati inclusi 

campioni appartenenti ad altre specie del genere Parnassius: P.phoebus, 

P.bremeri, P.mnemosyne, P.ariadne, P.nordmanni.  

Gli individui analizzati sono per lo più esemplari secchi provenienti da varie 

collezioni (S.Churkin, J.Klir, G.Sala, V.Sbordoni) o da campioni raccolti sul 

campo tra il 2003 e il 2007 con Autorizzazione del Ministero dell’Ambiente 

DPN/2D/2005/21020.  

Il numero di individui analizzati per popolazione (da tre a nove) è stato 

determinato dalla disponibilità degli individui in collezione e dalla possibilità di 

raccolta sul campo. 

Figura 3. Distribuzione campioni. 
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Tabella 2. Campioni analizzati (n.p.=non pervenuto; * =Gratton et al., subm.). 

Pop. Taxon  Nazione e località N Lat. Lon. Sigla 
1 P.a.hispanicus ES:Fries de Albarracin,Valle del Guado 1 40.33 -1.61 ALB 
2 P.a.nevadensis ES:Andalusia,Sierra Nevada 1 37.08 -3.18 NEV 
3 P.a.filabricus ES:Andalusia,Sierra de los Filabres 2 37.22 -2.34 FIL 
4 P.a.aragonicus ES:Pirenei,Panticosa 1 42.72 -0.28 PAN 
5 P.a.finmarchicus FIN:Etela-Suomi 1 60.53 26.41 FIN 
6 P.a.fennoscandicus FIN:Arcipelago SW Finland 2 60.21 19.93 SWA 
7 P.a.norvegicus S:Schereden  2 57.78 14.35 SCH 
8 P.a.valesiacus CH:Alpi, Gr.St.Bernard 2 45.91 7.36 STB 
9 P.a.valesiacus CH:Laggintal,Sempione 2 46.16 8.05 LAG 
10 P.a.substitutus F:Briançon,M. Gramom 2 44.9 6.68 BRI 
11 P.a.nivatus F:Alpi,Gex,Col della Faucille 2 46.33 6.05 GEX 
12 P.a.lozerae F:Massif Central,Causse Majean 1 44.24 3.35 HUR 
13 P.a.lozerae F:Massif Central,Maures 1 43.55 2.56 MAU 
14 P.a.pyrenaicus F:Pirenei,Lac D’Estaing 4 42 54 00 13 LAC 
15 P.a.pyrenaicus F:Pirenei,Super Bareges 1 42.92 -0.07 SBA 
16 P.a.substitutus F:Alpi,La Basee,L' Argentiere 1 44.21 7.03 LAB 
17 P.a.siciliae I:Sicilia,Madonie,Pizzo Carbonara 3 37.88 14 MAD 
18 P.a.pumilus I:Aspromonte, M.Alto 2 38.16 15.9 ALT 
19 P.a.civis I:Abruzzo,Assergi-C.imperatore 5 42.42 13.55 ASS 
20 P.a.civis I:Abruzzo,M.Magnola 9 42.13 13.45 MAG 
21 P.a.civis I:Abruzzo,Pizzo Ovindoli 5 42.12 13.49 OVI 
22 P.a.italicus I:Abruzzo,Majella 4 42.08 14.15 MAI 
23 P.a.italicus I:Abruzzo,Majella, Pizzoferrato 6 41.9 14.3 PIZ 
24 P.a.euappenninus I:Abruzzo,M.Morrone,Ghiaccio Rosso 6 42.11 13.96 MMO 
25 P.a.euappenninus I:Abruzzo,Gran Sasso,M.Corvo 8 42.48 13.46 COV 
26 P.a.euappenninus I:Lazio,M.Terminillo 9 42.46 12.99 TER 
27 P.a.euappenninus I:Marche,M.Rotondo 8 42.97 13.18 MRT 
28 P.a.euappenninus I:Marche,M.Palazzo Borghese 2 42.86 13.23 PAB 
29 P.a.valdierensis I:Piemonte,Bosco Navette 2 44.11 7.73 BOS 
30 P.a.valdierensis I:Piemonte,Sambuco 2 44.33 7.07 SAM 
31 P.a.valesiacus I:Piemonte,Varzo 2 46.24 8.3 VAR 
32 P.a.pedemontanus I:Valle D’Aosta,Val di Cogne  1 45.58 7.39 COG 
33 P.a.pedemontanus I:Valle D'Aosta,Val Vèny  1 45.78 6.9 COU 
34 P.a.pedemontanus I:Valle D'Aosta,Valgrisanche 1 45.62 7.06 GRI 
35 P.a.pedemontanus I:Valle D'Aosta,Morgex 1 45.78 7.02 MOR 
36 P.a.triumphator I:Veneto,Croce D'Aune 1 46.06 11.81 DAU 
37 P.a.grappensis I:Veneto,M. Grappa 3 45.85 11.77 GRP 
38 P.a.victorialis I:Veneto,Loc. Lazzaretti 2 45.9 11.63 LAZ 
39 P.a.friulanus I:Trentino,Lago Tramonti 2 46.26 12.67 CAM 
40 P.a.montanus I:Trentino,Passo Tonale 2 46.28 10.65 TON 
41 P.a.jiulianus I:Friuli,Sella Carniza 1 46.33 13.31 CAR 
42 P.a.carpathicus SK:Carpazi, Podmanin 3 48.97 18.47 STR 
43 P.a.interversus SK:Carpazi,Bile-Vrsatec  4 49 18 BIL 
44 P.a.antiquus SK:Carpazi,Manin 1 49.11 18.48 MAN 
45 P.a.oraviensis SK:Carpazi,Osobità 1 49.26 19.73 OSO 
46 P.a.lipatauensis SK:Carpazi,Chocske Pohorie 1 49.13 19.33 POH 
47 P.a.dardanus AL:M. Collates,Valbona 2 42.44 19.89 TRO 
48 P.a.bosniensis BIH: Sarajevo, M. Bjelasnica  4 43.77 18.29 BJE 
49 P.a.atrides GR:Pelop.,Monte Erinanthos 3 37.96 21.85 ERI 
50 P.a.graecus GR:Ioannina,Oros Grammos 3 40.33 20.78 GRA 
51 P.a.graecus GR:Katara,Passo Katara 5 39.79 21.2 KAT 
52 P.a.graecus GR:Lamia,Oiti Oros 2 38.81 22.28 LAM 
53 P.a.olympiacus GR:Thessalia,Monte Olimpo 1 40.08 22.34 OLI 
54 P.a.rhodopensis BG:K''rdzhali,Rodopi 2 41.3 25.48 ROD 
55 P.a.tkatshukovi TR:Igdir,Ararat 1 39.72 44.27 ARA 
56 P.a.tkatshukovi TR:Kars,Agveran 1 40.07 43.21 AGV 
57 P.a.tirabzonus TR:Artvin,Artvin 2 41.15 41.7 ART 
58 P.a.tirabzonus TR:Artvin,Kackar Dagi 2 40.86 41.2 KAC 
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59 P.a.caucasicus TR:Artvin,Yalnizçam Daglari 1 41.08 42.21 YAL 
60 P.a.paphlagonicus TR:Karabuk, Ahmetusta 2 41.38 32.72 KAR 
61 P.a.anatolicus TR:Anatolia,Konia,Sultan Dagh 2 38.33 31.33 KON 
62 P.a.tauricus TR:Anatolia,Tota Dagh 1 38.01 30.5 TOT 
63 P.a.tauricus TR:Isparta,Anatolia,Davras Dagh 2 37.74 30.74 DAV 
64 P.a.dubius TR:Kars,Sarikamis  4 40.38 42.83 SAR 
65 P.a.dubius TR:Baybut,Kop Dagi Geçidi 6 40.05 40.44 KOP 
66 P.a.dubius TR:Erzurum,Palandoken Daglari 2 39.77 41.24 PAL 
67 P.a.tkatshukovi AM:Agveran vill. 6 39.8 44.58 ARM 
68 P.a.ciscaucasicus GE:Mesketskiy,Azkuri 1 41.82 43.38 CISa 
69 P.a.ciscaucasicus RUS:Caucaso, Mt.Elbrus  1 43.34 42.43 CISb 
70 P.a.ciscaucasicus RUS:Caucaso,fiume Aksaut  6 43.47 41.8 AKS 
71 P.a.democratus RUS:Medvedov  4 57.99 50.55 KIR 
72 P.a.uralensis RUS:M. Urali,fiume Chusovaya  2 57.8 58.8 URA 
73 P.a.uralensis RUS:M. Urali,lago Itkul  1 56.16 60.56 LIMa 
74 P.a. uralensis RUS:Siberia,Arkaim  1 .52.37 59.33 LIMb 
75 P.a.democratus RUS:Voronezh,alture del Volga 1  51.48 41.61 VOR 
76 P.a.minerva KS:Tian-Shan,Altyn Arashan 2 42.46 78.55 ALA 
77 P.a.transiliensis KZ:Alma-Ata (Almati) 2 43.11 76.9 ALM 
78 P.a.transiliensis KZ:Almaty 1 43.32 77.78 TRA 
79 P.a.mongolicus RC:Sinkiang,Barkol 1 43.65 92,98 BAR 
80 P.a.minerva RC:Sinkiang,Zhaosu 1 43.23 81.13 ZHA 
 P.phoebus I:Trentino,Peio 1 46.38  10.65 - 
 P.bremeri - 1 - - - 
 P.mnemosyne* - 1 - - - 
 P.ariadne* - 1 - - - 
 P.nordmanni* - 1 - - - 

  

Tecniche molecolari 

Il marcatore molecolare: la Citocromo Ossidasi I 

Per valutare la variabilità genetica presente nelle diverse popolazioni di 

Parnassius apollo sono state sequenziate 869 bp del gene mitocondriale 

Citocromo Ossidasi I (COI). La citocromo ossidasi è l’ultimo elemento della 

catena respiratoria e ha la funzione di catalizzare il trasferimento di elettroni dal 

ferrocitocromo c all’ossigeno molecolare, che è l’accettore finale. Il gene che 

codifica per la subunità I della citocromo ossidasi, benché se confrontato alla 

regione di controllo sia una delle regioni più conservate del genoma 

mitocondriale degli insetti, possiede alcune caratteristiche che lo rendono 

particolarmente adatto per risolvere le relazioni filogenetiche tra specie affini 

(Sperling et al., 1995, 1999; Lunt et al., 1996; Moran et al., 1999; Caterino e 

Sperling, 1999; Farrell, 2001; Quek et al., 2004) e per descrivere pattern 

filogeografici (Walberg e Saccheri, 2007; Gratton et al., sub.; Hammouti, 2006; 

DeChaine e Martin, 2004; Vandewoestijne, 2003; Brower, 1994). Diversi studi 
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hanno inoltre dimostrato che il suo tasso di mutazione può considerarsi 

costante, quindi può essere utilizzato per stimare i tempi di divergenza tra 

diverse linee genetiche e per la datazioni di eventi biogeografici pleistocenici 

(Allegrucci et al., 2005; Gratton et al., sub.; Sequeira et al., 2000; Moran et al., 

1999). 

 

Estrazione, amplificazione e sequenziamento del DNA 

L’estrazione del DNA è stata eseguita a partire da due zampe, sia per i campioni 

secchi che per quelli catturati sul campo; in quest’ultimo caso dopo il prelievo, 

le zampe sono state conservate in Etanolo al 100% e l’individuo rilasciato in 

natura. Il DNA è stato estratto utilizzando “GenElute Mammalian Genomic 

DNA Miniprep Kit” della Sigma, diluito in 100 µl di buffer e conservato a -

40°C. 

Tutte le amplificazioni sono state compiute in una soluzione di 25µl contenente: 

12,5µl di Master Mix (Promega, Madison, Wi, USA; con 0.625 unità di Taq 

DNA polimerasi, un buffer di reazione a pH 8,5, 200 µM dNTP, 1,5 µM di 

MgCl2), 0,25 µl di ciascun primer, 11 µl di acqua sterile e 1 µl di DNA. I primer 

universali per gli invertebrati S1718/N2191 e J2183/UEA8 (S1718, J2183, 

N2191: Simon et al., 1994; UEA8: Lunt et al., 1996) sono stati inizialmente 

utilizzati per amplificare due segmenti tra loro sovrapponibili. Successivamente 

per facilitare l’amplificazione, in particolare nei campioni secchi, ho disegnato i 

primer APO2/APO3 e APO1/APO4 (APO2: TGA TGA GCC AAA CAA T 

AAT CCTA ATA AA; APO3: GAT TTT GAT TAT TAC CCC CCT CAT; 

APO1: AGT TTA TAT TTT AAT TTT ACC TGG TTT CGG AA; APO4: ATT 

TAA TGA TAG TCC TGT RAA TAA RGG A) sulle sequenze ottenute.  

Il programma di amplificazione utilizzato è costituito da una denaturazione 

iniziale a 94C° per 5 min., 5 cicli di denaturazione a 98C° per 15 sec., annealing 

a 46C° per 45 sec., estensione a 62C° per 1 min. e 30 sec., seguiti da 30 cicli di 

denaturazione a 92C° per 15 sec., annealing a 48C° per 45 sec, estensione a 

62C° per 1 min. e 30 sec., ed infine un estensione a 62C° per 7 min. I prodotti di 
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amplificazione sono stati separati attraverso elettroforesi su un gel di agarosio 

all’1% e purificati con ExoSap (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) 

attraverso un incubazione a 37C° per 30 min e a 80C° per 30 min.  

I prodotti purificati sono stati sequenziati con Big Dye Terminator v1.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, Ca, USA). La reazione di 

sequenza è avvenuta in una soluzione totale di 20µl contenente 4 pmol di primer 

iniziale, 10µl di acqua sterile e 1-3µl di prodotto amplificato, con 35 cicli di 

denaturazione a 96C° per 10 sec., annealing a 50C° per 5 sec. e 60C° per 3 min. 

e 30 sec. Per rimuovere l’eccesso di DyeDeoxy ™ terminator, i prodotti della 

reazione di sequenza sono stati purificati con precipitazione sodio 

acetato/etanolo (Big Dye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit protocol, 

Applied Biosystems) e sospesi poi in 20µl di formammide. I cromatogrammi 

sono stati ottenuti con elettroforesi capillare sul sequenziatore automatico ABI 

Prism® 3100 (Applied Biosystems) nel Dipartimento di Biologia dell’Università 

di Roma “Tor Vergata”. 

Per P.mnemosyne, P.ariadne e P.nordmanni, l’estrazione e il sequenziamento 

sono stati condotti utilizzando procedure già descritte in Gratton et al. (subm.) e 

Konopinski (2007). 

 

Analisi dei dati 

Variabilità genetica 

Il programma SEQUENCHER 4.1 (1999-2000, Gene Codes Corporation, Ann 

Arbor, Michigan) ha permesso di allineare automaticamente le sequenze 

complementari e correggere eventuali ambiguità. Il programma PAUPUP 1.0.3.1 

BETA (Calendini e Martin, 2005) è stato impiegato per calcolare la frequenza 

delle diverse basi nucleotidiche e per il test di omeogeneità delle frequenze 

nucleotidiche tra taxa, condotto con il test del χ2. Con DNASP 4.10.9 (Rozas et 

al., 2003) è stato calcolato il numero di siti polimorfici, la proporzione di siti 

sinonimi e non sinonimi, sono stati distinti i vari aplotipi ed è stata calcolata la 
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diversità aplotipica in ciascuna popolazione (Nei, 1987). Infine attraverso il test 

di Tajima (1989) è stato valutato se tutte le mutazioni sono selettivamente 

neutrali. Inoltre per valutare il livello di saturazione del segnale filogenetico, per 

ciascuna posizione (prima, seconda e terza) nel codone e per tutte, attraverso il 

programma DAMBE (Xia et al., 2001) la distanza genetica di Jukes e Cantor 

(1969) è stata messa in relazione con il numero delle transizioni (Ti) e delle 

trasversioni (Ts).  

 

Analisi filogenetica 

Le relazioni filogenetiche tra i diversi aplotipi sono state ricostruite utilizzando 

un metodo di distanza, il Neighbor Joining (NJ) con PAUPUP 1.0.3.1 BETA 

(Calendini e Martin, 2005). Il modello evolutivo è stato scelto con il Likelihood 

Ratio test tra 56 modelli evolutivi attraverso MODELTEST 3.7 (Posada e 

Crandall, 1998), con cui è stato calcolato anche il parametro della distribuzione 

gamma e la proporzione di siti invarianti. La robustezza dei nodi è stata valutata 

attraverso il boostrap, con 1000 repliche.  

 

Analisi filogeografica 

La Nested Clade Phylogeographic Analysis (NCPA) è un metodo che integra i 

risultati ottenuti dalla filogenesi con la distribuzione geografica degli aplotipi 

considerati.  

Studi recenti (Panchal e Beaumont, 2007; Petit, 2008) hanno testato la veridicità 

di quest’analisi attraverso l’utilizzo di diverse simulazioni e non sempre il 

risultato era compatibile con l’atteso. Inoltre un recentissimo studio di 

Templeton (2008) afferma che i falsi positivi osservati nelle simulazioni di 

Panchal e Beaumont (2007) non derivano da errori nella NCPA, ma da errori 

nella simulazione. Per cui Templeton sconsiglia di utilizzare il programma di 

Panchal e Beaumont (2007).  
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In questo lavoro la NCPA è stata realizzata sia utilizzando un approccio 

tradizionale che con il programma automatico di Panchal e Beaumont (2007), 

ed i risultati ottenuti sono gli stessi. 

La NCPA è basata sul testare un’ipotesi nulla: non esiste nessuna correlazione 

tra la posizione di un determinato aplotipo in un albero filogenetico e la sua 

distribuzione geografica. L’analisi inizia con il costruire un minimum spanning 

network degli aplotipi, con parsimonia statistica utilizzando TCS 1.18 (Clement 

et al., 2000); in seguito i vari cladi vengono distinti in base a quanto descritto in 

Templeton et al. (1987) e Templeton e Sing (1993) per ottenere un network 

nidificato. In questo lavoro sono state considerate solo quelle connessioni che si 

presentavano con un valore superiore al 98%. Successivamente GEODIS 2.4 

(Posada et al. 2000) ha permesso di valutare, per ciascun clade ad ogni livello di 

nidificazione, se esiste una correlazione tra il clade e la sua distribuzione 

geografica. A tal fine le coordinate geografiche di ciascun aplotipo sono state 

utilizzate per calcolare alcuni indici statistici: i) Dc misura la distribuzione 

geografica di un clade; ii) Dn misura come un clade è distribuito 

geograficamente rispetto agli altri nello stesso livello superiore di nidificazione; 

iii) I-T (interior tip) è calcolato in ciascuna categoria di nidificazione come la 

distanza interna media meno la distanza media dalla punta. La significatività di 

questi indici è determinata da un metodo di Monte Carlo, ed è stata considerata 

una soglia del 5% con 1000 permutazioni. L’interpretazione biologica dei 

risultati è stata ottenuta seguendo ”inference key” di Templeton et al. (2004).  

 

Analisi spaziale della varianza molecolare 

La SAMOVA o analisi spaziale della varianza (Dupanloup et al., 2002), è un 

metodo utilizzato per distinguere gruppi di popolazioni che sono 

geograficamente omogenee e ben differenziate da altre. Il risultato consiste 

nell’identificazione di barriere genetiche tra gruppi. Al contrario dei classici test 

di struttura genetica (AMOVA , Excoffier et al., 1992), in cui i gruppi di 

popolazione sono definiti a priori sulla base di caratteristiche fisiche, 
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ecologiche, linguistiche o culturali, questo metodo riconosce un gruppo solo 

sulla base di dati genetici.  

LA SAMOVA si basa sull’algoritmo della “Simulated Annealing” (SA), che ha lo 

scopo di massimizzare la varianza genetica totale dovuta a differenze tra gruppi 

di popolazioni. L’analisi inizia con la suddivisione casuale, attraverso poligoni 

di Voronoi (Voronoi, 1908) delle n popolazioni campionate in K gruppi. 

Successivamente la SA viene utilizzata per trovare la composizione dei K 

gruppi e massimizzare l’indice FCT, che rappresenta la proporzione di varianza 

genetica totale dovuta a differenze tra gruppi di popolazioni.  

L’analisi è stata condotta utilizzando il programma SAMOVA 1.0 (Dupanloup et 

al., 2002) con 100 permutazioni, e sono stati considerati un numero 

progressivamente crescente di gruppi K.  

 

Equilibrio demografico e stima dei tempi evolutivi 

L’equilibrio demografico in differenti gruppi di sequenze è stato testato 

applicando le statistiche D (Tajima, 1989) e Fs (Fu, 1997). Valori 

significativamente negativi di entrambi i valori D e Fs sono associati (in assenza 

di selezione) ad eventi di espansione demografica. I valori di D e Fs e la loro 

significatività (P < 0,05 per D e P < 0,02 per Fs) sono stati calcolati con 

ARLEQUIN 3.11 (Excoffier et al., 2005).  

Considerando che l’aumento della dimensione di una popolazione lascia 

caratteristici segni nella distribuzione delle differenze tra sequenze di DNA 

mitocondriale (mismatch distribution), la mismatch distribution può darci delle 

informazioni sulla storia dei cambiamenti che hanno interessato la dimensione 

di una popolazione. Se una popolazione è stata stabile per lungo tempo la 

distribuzione sarà irregolare e non uniforme, al contrario la mismatch 

distribution di una popolazione che è stata sottoposta ad espansione 

demografica sarà uniforme e presenterà un picco. La posizione del picco 

corrisponde al tempo “t” in cui la popolazione ha subito l’espansione 
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demografica. La distribuzione attesa del mismatch secondo un modello di rapida 

espansione demografica (sudden expansion) e il parametro τ=2µt sono stati 

calcolati con ARLEQUIN 3.11 (Schneider e Excoffier et al., 1999), ed un test di 

goodness of fit è stato utilizzato per valutare la consistenza delle distribuzioni 

osservate con le attese in base al modello. Il modello di rapida espansione 

demografica prevede che t generazioni fa, una popolazione di dimensione N0 

all’equilibrio demografico si espande in modo istantaneo raggiungendo la 

dimensione N1, rimasta invariata fino ad oggi. 

Per stimare il tempo di coalescenza (time to Most Recent Common Ancestor, 

tMRCA) di insieme definiti di sequenze è stato utilizzato il programma BEAST 

1.4.5 (Drummond e Rambaut, 2007). Questo programma impiega un algoritmo 

di campionamento basato su catene di Markov (Drummond et al., 2002) per 

ottenere un campione della distribuzione delle probabilità a posteriori di diversi 

parametri demografici, incluso il tMRCA e la dimensione di popolazione, 

consentendo di impostare modelli genealogici compatibili a diversi scenari 

demografici. Il maggiore vantaggio di quest’analisi è che non si ottiene una sola 

genealogia delle sequenze ma tutte le possibili genealogie, pesante in base al 

loro tempo di persistenza nella catena di Markov. Il modello evolutivo scelto 

per questa analisi è HKY+Γ, con due partizioni indipendenti (codone 1+2 e 

codone 3) (Shapiro et al., 2006). Il Bayesan Skyline Plot (BSP; Drummond et 

al., 2005) è stato scelto come il “tree prior”. Il BSP non assume un andamento 

demografico monotono, e appare il più adatto per tracciare la storia demografica 

di popolazioni sottoposte a cambiamenti climatici e ambientali dell’Europa 

pleistocenica e olocenica. 

Il modello di Isolamento con Migrazione (IM; Nielsen e Wakeley, 2001) è stato 

applicato nel caso in cui alla base dell’attuale distribuzione della variabilità 

genetica c’è un evento di divergenza improvvisa di una popolazione 

originariamente panmittica, in due popolazioni distinte geneticamente, sebbene 

connesse da un certo grado di flusso genico. Il programma IM (Hey e Nielsen, 

2004) è stato utilizzato per far correre le Catene di Monte Carlo Marcov 
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(MCMC) (Drummond et al., 2002), utilizzando come modello evolutivo HKY. 

L’analisi stima la probabilità a posteriori delle distribuzioni, considerando sette 

parametri demografici che comprendono: il tempo di divergenza “t”, due tassi di 

flusso genico direzionale, l’effettiva dimensione delle due popolazione attuali e 

della popolazione ancestrale, ed infine un parametro che dà una stima di quanto 

la popolazione ancestrale ha contribuito a formare ciascuna delle popolazioni 

discendenti. 

 

Scelta del tasso di mutazione 

Studi recenti (Ho et al., 2005; Ho e Larson, 2006) hanno messo in evidenza che 

utilizzando tassi di mutazione “filogenetici” in studi di popolazione si può 

ottenere una sistematica sovrastima della datazione di eventi evolutivi recenti. 

Nella traduzione dei parametri demografici ed evolutivi su scala di tempi 

assoluti, in questo lavoro si è scelto di utilizzare due diversi tassi di mutazione: 

i) il tasso di evoluzione ottenuto per Parnassius mnemosyne di Gratton et al. 

(subm.), basato su un set di dati con un livello comparabile di divergenza 

nucleotidica; ii) quello ottenuto in lavori filogenetici, come ad esempio il tasso 

di mutazione di Brower (1994).  

Gratton et al. (subm.) hanno ottenuto una stima del valore medio del tasso di 

mutazione (0.08/Ma) in popolazioni nord-europee di P. mnemosyne. Tale tasso 

di mutazione è stato ottenuto con un’analisi basata su modelli di coalescenza, 

assumendo che la colonizzazione baltica sia avvenuta a partire da 10.000-

11.000 anni fa, dopo lo scioglimento della calotta glaciale scandinava.  

 



 

Risultati 
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Variabilità genetica 

Un frammento completo di 869 bp del gene mitocondriale COI è stato ottenuto 

dall’allineamento di frammenti complementari per 201 individui appartenenti a 

varie popolazioni di Parnassius apollo e di un individuo ciascuno per le specie 

P.phoebus e P.bremeri (Tab. 2).  

Il test di omeogeneità delle frequenze nucleotidiche tra sequenze è stato 

condotto con il test del χ2 ed il risultato ottenuto (P= 1.0) mostra che i dati 

osservati non si discostano significativamente da un’ipotesi di omogeneità. Il 

calcolo del valore medio totale per ciascuna base (30.1% A, 13.8% C, 15% G, 

41% T) ha messo in evidenza che l’adenina e la timina presentano una maggiore 

frequenza e il valore della loro somma A+T= 71.1% è compatibile con i risultati 

ottenuti per lo stesso gene in vari ordini di insetti (Lunt et al., 1996).  

I risultati dimostrano che i 201 individui analizzati di P.apollo possono essere 

distinti in 71 aplotipi mitocondriali con una diversità aplotipica totale 

Hd=0.941±0.010, ed inoltre 77 siti su 869 (8.86%) sono polimorfici. In tabella 3 

sono indicati gli aplotipi e la diversità aplotipica per popolazione.  

 

Analisi dei siti variabili e di saturazione 

Analizzando i 77 siti polimorfici è possibile ricavare il numero complessivo di 

sostituzioni sinonime e non sinonime: nel campione di 201 P.apollo, ben 203 

sostituzioni risultano essere sinonime e 664 non sinonime.  

Il test di Tajima (1989) ha permesso di respingere l’ipotesi di selettività naturale 

per il campione di P.apollo (D= -0.95355 e P > 0.1). 

Per valutare la variabilità dei diversi siti nucleotidici nel codone aminoacidico 

(prima, seconda e terza posizione) e il livello di saturazione del segnale 

filogenetico, la distanza genetica (d) di Jukes e Cantor (1969) è stata messa in 

relazione con il numero di transizioni (Ti) e il numero di trasversioni (Ts) 

(Fig.4). In quest’analisi gli outgroups sono stati esclusi, in quanto presentando 

in alcuni casi un alto livello di divergenza con i campioni analizzati, avrebbero  
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Tabella 3. Numero di individui (N), aplotipi (H) e diversità aplotipica ( Hd) presente in 
ciascuna popolazione. 

Sigla N H Hd Sigla N H Hd Sigla N H Hd 

ALB 1 H10 - SAM 2 H9,H18 1.000±0.500 YAL 1 H60 - 

NEV 1 H13 - VAR 2 H48 0.000±0.000 KAR 2 H64 0.000±0.000 

FIL 2 H11 0.000±0.000 COG 1 H31 - KON 2 H65,H66 1.000±0.500 

PAN 1 H12 - COU 1 H32 - TOT 1 H67 - 

FIN 1 H19 - GRI 1 H33 - DAV 2 H61,H62 1.000±0.500 

SWA 2 H19,H20 1.000±0.500 MOR 1 H42 - SAR 4 H54 0.000±0.000 

SCH 2 H20 0.000±0.000 DAU 1 H9 - KOP 6 H67,H68,H69 0.733±0.155 

STB 2 H9 0.000±0.000 GRP 3 H9 0.000±0.000 PAL 2 H67,H70 1.000±0.500 

LAG 2 H9,H34 1.000±0.500 LAZ 2 H9 0.000±0.000 ARM 6 H1,H2,H3 0.733±0.155 

BRI 2 H9,H14 1.000±0.500 CAM 2 H9,H30 1.000±0.500 CISa 1 H54 - 

GEX 2 H15 0.000±0.000 TON 2 H46,H47 1.000±0.500 CISb 1 H55 - 

HUR 1 H9 - CAR 1 H9 - AKS 7 H52,H53 0.524±0.209 

MAU 1 H9 - STR 3 H20 0.000±0.000 KIR 4 H56,H57,H49 0.833±0.222 

LAC 4 H16,H17,H12 1.000±0.272 BIL 4 H20 0.000±0.000 URA 2 H49 0.000±0.000 

SBA 1 H12 - MAN 1 H20 - LIMa 1 H58 - 

LAB 1 H18 - OSO 1 H20 - LIMb 1 H49 - 

MAD 3 H35,H36 0.667±0.314 POH 1 H20 - VOR 1 H59 - 

ALT 2 H28 0.000±0.000 TRO 2 H4 0.000±0.000 ALA 2 H49 0.000±0.000 

ASS 5 H9,H29 0.400±0.237 BJE 4 H5,H6 0.500±0.265 ALM 2 H49,H50 1.000±0.500 

MAG 9 H9,H37,H38,H39 0.750±0.112 ERI 3 H21 0.000±0.000 TRA 1 H49 - 

OVI 5 H37 0.000±0.000 GRA 3 H22,H23 0.667±0.314 BAR 1 H49 - 

MAI 4 H40,H41 0.500±0.265 KAT 5 H24,H25,H26 0.700±0.218 ZHA 1 H51 - 

PIZ 6 H41 0.000±0.000 LAM 2 H27 0.000±0.000 

MMO 6 H40,H41 0.533±0.172 OLI 1 H24 - 

COV 8 H9 0.000±0.000 ROD 2 H7,H8 1.000±0.500 

TER 9 H37,H44,H45 0.417±0.191 ARA 1 H1 - 

MRT 8 H43,H9 0.250±0.180 AGV 1 H1 - 

PAB 2 H9 0.000±0.000 ART 2 H60 0.000±0.000 

BOS 2 H9 0.000±0.000 KAC 2 H54,H63 1.000±0.500 

 

influito sul grado di saturazione.  

In prima posizione non si osserva molta variabilità: non c’è nessuna 

trasversione e le transizioni tendono ad aumentare proporzionalmente alla 

distanza genetica con un andamento rettilineo. In seconda posizione ci sono solo 

tre sostituzioni. In terza posizione si osserva un numero considerevolmente 

maggiore di trasversioni e transizioni: le prime aumentano molto poco con 

l’aumentare della distanza genetica, mentre le seconde aumentano 

proporzionalmente in misura significativa. Per valutare la variabilità 
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Figura 4. Numero di sostituzioni nucleotidiche (transizioni,Ts e trasversioni,Tv) in relazione 
alla distanza genetica d di Jukes e Cantor (1969). 

complessiva, è stato inoltre costruito il grafico anche considerando 

contemporaneamente tutte e tre le posizioni nel codone ed il risultato 

ovviamente è molto simile a quello osservato in terza posizione.  

Nella sequenza nucleotidica analizzata si riscontra, come atteso, una maggiore 

variabilità in terza posizione e un aumento del numero delle transizioni 

proporzionale alla distanza genetica. Il numero di transizioni non si avvicina 

alla fase asintotica, per cui la divergenza tra i campioni considerati non è 

presumibilmente influenzata da un processo di saturazione.  

 

Analisi filogenetica 

Le relazioni filogenetiche tra i diversi aplotipi in P.apollo sono state esplorate 

attraverso il metodo Neighbor-Joining (NJ; Fig. 5), infatti, data la bassa 

diversità genetica trovata nel campione, questo metodo basato sulla distanza 

risulta più robusto di altri nella definizione della topologia dell’albero. 

Sequenze omologhe di P.mnemosyne, P.nordmanni e P.ariadne prese in 

letteratura (Gratton et al., subm.) sono stati utilizzate come outgroups. Il 

modello evolutivo che meglio si adatta ai campioni in base al “Hierarchical 
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likelihood ratio test”, è Tamura-Nei (Tamura e Nei, 1993) con distribuzione 

gamma e siti invarianti (TrN+Γ+I; α=0.75; proporzione dei siti invarianti=0.68). 

Questo modello evolutivo ed i relativi parametri sono stati utilizzati nella 

ricostruzioni filogenetica, la robustezza dei nodi è stata valutata con 1000 

repliche di bootstrapping dei dati.  

In figura 5 è rappresentato l’albero filogenetico e si può osservare che tra le 

popolazioni di P.apollo è possibile distinguere diversi clusters che occupano 

aree geografiche più o meno localizzate (confronta Fig. 5 con Fig. 6). In 

particolare è possibile distinguere un gruppo chiamato I (valore di boostrap=95, 

statisticamente significativo), che comprende tre sottogruppi (statisticamente 

non significativi): il cluster T costituito da popolazioni distribuite in Anatolia; il 

cluster G con popolazioni della Grecia continentale, Bulgaria e Bosnia-

Erzegovina, ed infine il gruppo E, che non è un gruppo monofiletico ed include 

sequenze appartenenti a popolazioni dell’Europa centro-settentrionale. Gruppi 

monofiletici che mostrano valori di bootstrap significativi sono anche il cluster  

Sp (bootstrap=94) che include le popolazioni della Spagna centrale e 

meridionale, il gruppo C (bootstrap=82) (ad esclusione dell’aplotipo H71 e H55 ) 

comprendente le popolazioni del Caucaso, ed infine il gruppo delle popolazioni 

Pirenaiche (Pi; bootstrap=90) e della Sicilia (S; bootstrap=90). I rimanenti 

gruppi, che non presentano valori di bootstrap significativi sono: il cluster delle 

popolazioni dell’Appennino centrale (Ap), il gruppo che include tutte le 

popolazioni distribuite sulle Alpi, gli Appennini e sul Massiccio centrale 

francese (AA), la popolazione del monte Erimanthos in Peloponneso (Pi) e il 

gruppo comprendente popolazioni dell’Asia centrale ed Urali (K). Infine il 

cluster con le due specie P.phoebus e P.bremeri è statisticamente supportato 

(bootstrap=100) e si lega alle popolazioni di P.apollo con un valore di bootstrap 

pari ad 83. 
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Analisi filogeografica 

Minimum spanning network 

Le relazioni genealogiche tra i 71 aplotipi identificati in P.apollo sono state 

ricostruite attraverso un minimum spanning network (Fig. 5) con il programma 

TCS 1.18 (Clement et al., 2000), considerando solo le connessioni che si 

presentano con un valore superiore al 98%.  

Il network mette in evidenza due raggruppamenti principali (Fig. 5). Un primo 

gruppo, o aplogruppo I, costituito dagli aplotipi del cluster I dell’albero 

filogenetico include 25 aplotipi ed è articolato in vari sottogruppi con 

distribuzione geografica ben localizzata (Fig. 6). L’altro aplogruppo con 46 

aplotipi è ad undici steps mutazionali dall’aplogruppo I e può essere suddiviso 

in diversi sottogruppi che coincidono con i clusters osservati nell’analisi 

filogenetica (Caucaso, Sicilia, Peloponneso, Pirenei, Asia centrale, Appennino 

centrale, Alpi-Appennini).  

 

Nested Clade Phylogeographic Analysis 

Per comprendere i processi storici che sono alla base dell’attuale distribuzione 

della variabilità genetica in P.apollo è stata applicata la Nested Clade 

Phylogeographic Analysis (NCPA), ed il campione è stato suddiviso in due 

gruppi: il gruppo I, osservato sia nell’analisi filogenetica che nel network, ed il 

gruppo II che racchiude tutti gli altri campioni.  

L’”inference key” di Templeton (2004) è stata applicata solo nel caso in cui la 

NCPA ha restituito valori significativi di Dc, Dn o I-T (P < 0.05).  

All’interno del gruppo I sono stati ottenuti valori significativi solo per il clade di 

terzo livello 3.3 (Fig. 7), che riunisce tutte le popolazioni della Turchia 

anatolica ad eccezione della popolazione distribuita nei dintorni di Konya 

(KON). La NCPA suggerisce che l’attuale distribuzione della variabilità 

genetica in questo clade è dovuta ad un flusso genico ristretto con isolamento 

per distanza. 
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Figura 5. A sinistra: Minimum  spanning network con indicati gli aplotipi e 
dimensioni proporzionali al numero di sequenze. A destra: albero NJ degli aplotipi 
osservati, con valori di bootstrap > 60%. 
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Figura 6. Distribuzione dei vari gruppi. 

Valori significativi all’interno del gruppo II sono stati ottenuti per i cladi 2.4 e 

3.5. Il calde 2.4 comprende tutte le popolazioni distribuite sull’arco alpino (ad 

eccezione della Valle D’Aosta), le popolazioni appenniniche, la popolazione 

dell’Aspromonte in Calabria e del Massiccio centrale francese. La distribuzione 

della variabilità genetica in questo clade sembra essere il risultato di un flusso 

genico ristretto con estinzione di popolazioni intermedie. Il clade 3.5 include i 

cladi di secondo livello 2.5 e 2.6. Nel clade 2.5 è presente la popolazione del 

Peloponneso (P), le popolazioni dell’Appennino centrale (Ap) e della Sicilia 

(S); nel 2.6 sono invece incluse le popolazioni dell’Asia centrale e dei monti 

Urali. La NCPA suggerisce in questo caso una frammentazione allopatica. 
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Figura 7. Cladi significativi nella NCPA e loro distribuzione. Per ogni clade sono indicati gli 
steps dell’“inference key” ed l’evento biogeografico suggerito.  
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Analisi spaziale della varianza molecolare 

Per distinguere all’interno del campione di P.apollo gruppi di popolazioni che 

sono geograficamente omogenee e ben differenziate geneticamente da altre è 

stata utilizzata l’analisi multivariata della varianza molecolare o SAMOVA. E’ 

stato calcolato l’FCT per valori crescenti di K (numero di gruppi) fino ad un 

massimo di 14 (Fig. 8). 

Figura 8. Valori di FCT in funzione di un numero crescente di K gruppi. 

Come si osserva dal grafico i valori di FCT variano poco a causa delle minime 

differenze genetiche esistenti tra i gruppi, raggiungendo un valore massimo di 

0.764 per K= 8.  

I gruppi individuati, mostrati in figura 9, sono: (1) tutte le popolazioni 

distribuite sulle Alpi, gli Appennini, il Massiccio centrale francese, la Sicilia, il 

Peloponneso, le popolazioni Pirenaiche e le popolazioni della Spagna centrale e 

meridionale; (2) la popolazione KIR del Caucaso; (3) le popolazioni della 

Bulgaria e Grecia continentale; (4) le popolazioni dell’Europa centro-orientale 

fino alle alture del Volga e la popolazione distribuita nei dintorni di Konya 

(KON) in Turchia; (5) le popolazioni del Caucaso; (6) le popolazioni della 

Turchia anatolica ad esclusione della popolazione KON (Konya); (7) le 

popolazioni dell’Asia centrale e dei monti Urali ed infine (8) la popolazione 

della Bosnia-Erzegovina. 
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Figura 9. Gruppi di popolazioni individuati dalla SAMOVA , in rosso i gap rilevati tra un 
gruppo e l’altro, identificati come possibili barriere al flusso genico. 

 

Equilibrio demografico e stima dei tempi evolutivi 

Le statistiche D di Tajima (1989) e l’Fs di Fu (1997) sono state utilizzate per 

valutare l’equilibrio demografico per diversi insiemi di popolazioni (Tab. 4). I 

raggruppamenti sono stati scelti su base geografica e tenendo conto dei risultati 

ottenuti dalle precedenti analisi. 

I gruppi che hanno mostrato entrambi i valori D ed Fs negativi e statisticamente 

significativi sono evidenziati in grigio in tabella 4 e sono quattro: il gruppo I, 

che comprende Anatolia, Grecia continentale, Carpazi, penisola scandinava, 

alture del Volga e monti Urali; un raggruppamento suggerito dalla SAMOVA, che 

è l’unione dei gruppi Sp+Pi+AA+Ap+P+S; un gruppo composto da tutte le 

popolazioni alpine e del Massiccio centrale; il clade 2.4, significativo nella 

NCPA, che comprende le popolazioni del Massiccio centrale francese, le Alpi 

(senza la Valle D’Aosta), gli Appennini (senza il gruppo Ap) e la Calabria; il 

gruppo AA dell’analisi filogenetica che coincide con il calde 2.4 ma 

considerando anche le popolazioni della Valle D’Aosta.  
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Per comprendere i processi demografici storici che hanno interessato questi 

gruppi, la loro mismatch distribution è stata confrontata con un modello di 

rapida espansione demografica (Fig. 10).  

 

Gruppo N. aplotipi Fs  P D  P 
(I) 25 -12,9 0,00 -1,32 0,00 

Clade 3.3 (gruppo I) 7 -2,41   0,00 -0,98   0,30 
Clade 3.5 (gruppo II) 9 -0,63   0,70 -0,029   0,30 
Clade 2.4 (gruppo II)  17 -10,8   0,00 -1,91   0,00 
Anatolia 9 -3,83   0,00 -1,20   0,20 

(C)  7 -1,56 0,40 -1,18 0,00 
(G) 9 -1,32 0,00 -0,19 0,40 
(G) no Bulgaria e Bosnia 6 -1,65 0,10    -0,78   0,60    

(E)  7 -2,42 0,00 -1,03   0,10 
Carpazi + penisola scandinava 2 0,13 0,40 -0,39   0,30 
(Sp) + (Pi) 6 1,01 0,50 1,64 1,00 

Alpi + Massiccio Centrale francese 11 -6,36 0,00 -1,79 0,00 
(AA) 20 -14,08 0,00 -2,01 0,00 
Appennini 12 -2,24 0,30 -0,90 0,00 

Sequenze appenniniche in (AA) 10 -1,51 0,30 -0,10 0,30 
(Sp) + (Pi) + (AA) +(Ap) + (P) +(S) 32 -18,15 0,00 -1,86 0,00 

Tabella 4. Stime di D (Tajima, 1989) e Fs (Fu, 1997) e di P per entrambi i valori. 

 

Figura 10. Mismatch distribution: valori di τ, P e due stime del tempo di espansione (t1 e t2). 
In grigio i valori attesi ed in nero gli osservati. 
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Il goodness of fit test non ha mostrato significative deviazione tra i risultati 

attesi e quelli osservati, per cui il parametro τ=2µt è stato utilizzato per stimare 

il tempo t dell’espansione demografica. Il tempo t (Tab. 5) è stato calcolato 

utilizzando il tasso di mutazione µ1 = 0.08/Ma di Gratton et al. (subm.) e il tasso 

di sostituzioe µ2 = 0.023/Ma di Brower (1994) ( vedi Materiali e Metodi). 

 

Gruppo t1 t2 

(I) 18.600 130.000 

(AA) 18.000 125.500 

Alpi + Massiccio Centrale 18.800 133.700 

(Sp) + (Pi) + (AA) +(Ap)+ (P) 29.200 203.000 

Tabella 5. Stima dei tempi t1 e t2 in base ad un modello di rapida espansione demografica 
calcolati rispettivamente per µ1 e µ2,.  

 

Il gruppo Alpi- Appennini  

Per comprendere meglio i processi storici che hanno coinvolto le popolazioni 

alpine e appenniniche di P.apollo, considerando anche l’elevato numero di 

campioni disponibili per quest’area geografica, è stato calcolato il tempo di 

coalescenza (tMRCA) con il programma BEAST 1.4.5 (Drummond e Rambaut, 

2007). In quest’analisi è stato utilizzato solo il tasso di mutazione di Gratton et 

al. (subm.), in quanto il tasso di sostituzione di Brower (1994) sembra 

sovrastimare i tempi evolutivi, restituendo datazioni non compatibili con 

l’ecologia della specie (vedi Discussione).  

Nell’aplogruppo AA (Fig. 11), solo l’aplotipo H9 è ampiamente diffuso dalle 

Alpi agli Appennini, mentre diversi aplotipi poco differenziati sono distribuiti 

un po’ ovunque in questa area geografica. La distribuzione della variabilità 

genetica in questo aplogruppo suggerisce che la linea mitocondriale H9 dalle 

Alpi  si è espansa verso l’Appennino. Per ottenere una finestra temporale di tale 

processo è stato considerato come limite superiore (più antico) il tempo di 

coalescenza di tutto il gruppo di sequenze dell’aplogruppo AA (Alpi ed 

Appennini) e come limite inferiore (più recente) il tempo di coalescenza delle 
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sequenze appenniniche, vincolate a formare un gruppo monofiletico (Fig 11, in 

basso a sinistra). Infatti se la colonizzazione fosse avvenuta come un singolo 

evento e/o avesse coinvolto pochi individui, tutte le sequenze mitocondriali 

degli Appennini dovrebbero discendere da una singola sequenza progenitrice 

formando un sottoclade monofiletico. L’analisi così vincolata suggerisce un 

ampio intervallo temporale compreso tra 19.000 e 29.000 anni fa 

(Fig.11).  
 

Figura 11. In alto l’aplogruppo (AA) e la sua distribuzione. In basso a sinistra: curva della 
probabilità a posteriori per la stima del tempo di coalescenza e albero filogenetico in cui 
sono indicati i gruppi alpino-appenninici. In basso a destra: curva della probabilità a 
posteriori per la stima del tempo di divergenza tra le popolazioni alpine e appenniniche. 
Sulle ordinate la P-density. 
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Inoltre sugli stessi dati è stato applicato il modello di Isolamento con 

Migrazione (IM; Nielsen e Wakeley, 2001). L’ ipotesi alla base di questo 

modello è che le popolazioni alpine ed appenniniche formavano originariamente 

una popolazione panmittica e solo successivamente per un evento di divergenza 

improvvisa hanno dato origine a due popolazioni distinte geneticamente, una 

sulle Alpi e una sugli Appennini. La curva in figura 11 indica che con massima 

probabilità la divergenza tra le popolazioni alpine ed appenniniche è avvenuta 

circa 14.900 anni fa (Fig. 11, in basso a destra). 



 

Discussione 
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Analisi filogenetica 

L’analisi di un frammento di 869 bp del gene mitocondriale COI in 201 

individui provenienti da 80 popolazioni di P.apollo distribuite in gran parte del 

suo areale, ha rilevato nel complesso una diversità genetica relativamente bassa 

tra popolazioni anche distanti. Questa differenza emerge in particolare dal 

confronto con P. mnemosyne che presenta un areale largamente sovrapponibile 

a quello di apollo. 

La ricostruzione delle relazioni filogenetiche attraverso il metodo del Neighbor-

Joining (NJ; Fig. 5) delle sequenze di P.apollo, conferma l’affinità genetica di 

P.apollo con P.phoebus e P.bremeri, come già rilevato da Omoto et al. (2004). 

All’interno di P.apollo è possibile distinguere un gruppo I ben definito, 

distribuito in Europa centro-settentrionale, Grecia continentale e Turchia 

anatolica (Fig. 12), e diversi clusters, ognuno confinato in un’area geografica: 

(penisola iberica, Pirenei, Sicilia, Alpi-Appennini, Appennino centrale, 

Peloponneso, Caucaso, Asia centrale) probabile risultato della passata 

frammentazione dell’areale. Nel gruppo I si possono riconoscere due 

sottogruppi (T= Turchia anatolica e G= Grecia continentale, Bosnia-Erzegovina 

e Bulgaria), mentre non risultano chiare le relazioni filogenetiche all’interno del 

gruppo E (= Europa centro-settentrionale e Monti Urali), in cui è presente un 

unico aplotipo H20 ampiamente distribuito dalla penisola scandinava ai Balcani 

e una serie di aplotipi unici distribuiti un po’ ovunque.  

Ben supportati dall’analisi filogenetica sono i clusters della penisola iberica 

(Sp), dei Pirenei (Pi), della Sicilia (S) e del Caucaso (C). Non sono invece ben 

risolte le relazioni filogenetiche tra i vari clusters e per il gruppo 

dell’Appennino centrale (Ap), delle Alpi-Appennini (AA), del Peloponneso (P) 

e dell’Asia centrale (K). 

Per gli aplotipi appenninici è interessante notare la mancanza di un unico 

gruppo monofiletico. Infatti al cluster Ap appartengono tre aplotipi, distribuiti 

unicamente sul monte Terminillo, Ovindoli e monte Magnola 
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(Hd=0.750±0.112), e al cluster AA sette aplotipi distribuiti sulla Maiella, sul 

monte Magnola, Campo Imperatore e sui monti Sibillini (monte Rotondo, 

monte Palazzo Borghese, monte Corvo). La posizione basale del gruppo Ap 

suggerisce che probabilmente l’aplotipo H9, ampiamente diffuso sulle Alpi e sul 

Massiccio Centrale, solo successivamente si è esteso sugli Appennini e 

differenziato in nuove linee mitocondriali. 

Le popolazioni dell’Asia centrale (K) insieme all’aplotipo H71, distribuito in 

Caucaso, pur non costituendo un gruppo monofiletico, sono basali all’intero 

campione di P.apollo. Tale risultato andrebbe a confermare l’ipotesi di Nazari 

et al. (2007), secondo cui il genere Parnassius si sarebbe differenziato in Asia 

centrale e solo successivamente avrebbe colonizzato l’Europa. 

Infine da notare la popolazione KIR (Hd=0.833±0.222) dei monti Urali, affine 

geneticamente sia alle popolazioni più orientali (K) con l’aplotipo H49 sia a 

quelle dell’Europa centro-orientale (E) nel gruppo I con gli aplotipi H56 e H57. 

Figura 12. Distribuzione del gruppo (I) in giallo e dei diversi clusters individuati dall’analisi 
filogenetica. 
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Analisi filogeografica 

Il minimum spanning network in figura 5, conferma i raggruppamenti osservati 

nell’analisi filogenetica.  

Il gruppo I risulta ben differenziato rispetto agli altri aplogruppi. Le popolazioni 

dell’Europa centro-settentrionale (sottogruppo E) formano una stella con 

l’aplotipo H20, ampiamente diffuso dalla penisola Scandinava ai Balcani, al 

centro e con una corona di aplotipi non molto differenziati distribuiti un po’ 

ovunque. Probabilmente la linea mitocondriale H20 fu in grado di espandersi in 

quest’ area geografica dopo lo scioglimento della calotta glaciale scandinava, 

dando origine solo recentemente ad altre linee mitocondriali. Queste 

popolazioni, che nell’analisi filogenetica non costituiscono un gruppo 

monofiletico, nel network formano un gruppo ben strutturato. Più differenziate 

all’interno di questo gruppo sono la popolazione KIR (H56, H57) dei monti Urali 

e la popolazione delle alture del Volga (H59). Il sottogruppo della Grecia 

continentale non è molto omogeneo ed al suo interno le popolazioni della 

Bulgaria (H7, H8) e della Bosnia–Erzegovina (H6) risultano più differenziate 

rispetto alle popolazioni più vicine geograficamente. Il sottogruppo 

dell’Anatolia è ben articolato con un aplotipo H67 ampiamente diffuso nella 

regione ed una serie di aplotipi unici distribuiti un po’ ovunque. La popolazione 

KON, dei dintorni di Konya, è quella che risulta più differenziata all’interno del 

gruppo. Questo sottogruppo, ad esclusione di quest’ultima popolazione, ha 

restituito valori significativi per la NCPA e l’attuale distribuzione della 

variabilità genetica sembrerebbe essere il risultato di un flusso genico ristretto 

con isolamento per distanza. 

Oltre al gruppo I ci sono diversi aplogruppi tra loro ben distinti, tra questi il più 

complesso è l’aplogruppo distribuito nelle Alpi e negli Appennini (AA). La 

struttura a stella dell’aplogruppo AA tende a confermare l’ipotesi già suggerita 

dall’analisi filogenetica di un’espansione della linea mitocondriale H9, al centro 

della stella, verso gli Appennini, dove persisteva un gruppo di aplotipi 
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dell’Appennino centrale (Ap). L’aplogruppo dell’Appennino centrale (Ap) e la 

linea mitocondriale H9 sono probabilmente due dei superstiti di un’unica e vasta 

frammentazione che ha dato origine anche a tutti gli altri aplogruppi (Caucaso, 

Peloponneso, Sicilia, Pirenei ed Asia centrale). Per l’aplogruppo del Caucaso, 

del Peloponneso e della Sicilia tale ipotesi è anche confermata dal risultato della 

NCPA. L’attuale distribuzione della variabilità genetica all’interno 

dell’aplogruppo AA potrebbe essere invece spiegata, seconda la NCPA, da un 

flusso genico ristretto con estinzione di popolazioni intermedie. Tale risultato 

suggerisce che P.apollo in periodi climatici favorevoli era ampiamente 

distribuito in Italia, e successivamente con il cambiamento di tali condizioni il 

suo areale avrebbe subito una contrazione e una frammentazione, limitando 

P.apollo ad aree circoscritte. La recente estinzione di alcune popolazioni di 

P.apollo dell’Appennino centrale (monti Simbruini, Lazio) e meridionale (Sila, 

Calabria) riflettono questa tendenza. 

Nel campione di P.apollo considerato in questo studio, la SAMOVA ha 

identificato otto gruppi di popolazioni geograficamente omogenee e ben 

differenziate geneticamente tra loro. Quest’analisi ha confermato alcuni 

raggruppamenti individuati dalle precedenti analisi (Fig. 9; Caucaso, Anatolia, 

Asia centrale, Europa centro- settentrionale, Grecia continentale) ed ha isolato 

in gruppi distinti le due popolazioni, KIR dei monti Urali e BJE della Bosnia-

Erzegovina, che presentavano caratteristiche intermedie tra gruppi adiacenti. 

Inoltre ha riunito in un unico grande gruppo tutte le popolazioni della penisola 

iberica, Pirenei, Peloponneso, Sicilia, Alpi-Appennini e Appennino centrale, 

identificando una barriera tra l’Europa occidentale ed orientale e tra la Grecia 

continentale ed il Peloponneso. 

 

Periodi di espansione in P.apollo 

Entrambe le statistiche D di Tajima (1989) e l’Fs di Fu (1997), hanno 

evidenziato significative tracce di espansione demografica (Tab. 4) nel gruppo I, 
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nell’aplogruppo AA, nel gruppo che riunisce le popolazioni alpine e del 

Massiccio centrale ed infine nel gruppo individuato dalla SAMOVA con tutte le 

popolazioni dell’Europa occidentale ed il Peloponneso (Fig. 9). In base al 

modello di rapida espansione demografica è stato calcolato il tempo in cui è 

avvenuta l’espansione per ciascun gruppo di popolazioni, considerando il tasso 

di mutazione µ1=0.08/Ma (Gratton et al., subm.) e il tasso di sostituzione 

µ2=0.023/Ma (Brower, 1994).  

Appare di particolare interesse confrontare e discutere i tempi evolutivi 

risultanti dall’applicazione dei due tassi di mutazione. I risultati (Tab. 5) 

evidenziano che l’espansione del gruppo I, del gruppo AA e del gruppo delle 

popolazioni alpine e del Massiccio centrale è avvenuta intorno ai 18.000 anni fa 

considerando µ1, ed intorno ai 130.000 anni per µ2. 

La prima stima corrisponde a l’ultimo Massimo Glaciale (22.000-14.000 anni 

fa), durante il Würm (Fig. 13). In questo periodo la maggior parte delle  

Figura 13. Cicli glaciali e interglaciali rappresentati mediante la misurazione della presenza 
di CO2 atmosferico, rilevato in campioni di ghiaccio. 

montagne europee erano ricoperte da ghiacciai e la calotta glaciale ricopriva le 

Alpi, i Pirenei e la penisola scandinava (Fig.14). L’Europa centrale era ricoperta 

da una steppa-tundra ed il permafrost si estendeva in gran parte dell’Europa fin 
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quasi alla latitudine della Francia centrale. In Europa meridionale le condizioni 

climatiche leggermente più calde portavano ad un’aridità e questa area 

geografica era per lo più ricoperta da steppe semi-desertiche. Solo in alcune 

aree molto localizzate erano presenti zone boschive.  

La seconda datazione, circa 130.000 anni fa, corrisponde ad un interglaciale 

(Fig.13) ed è una fase in cui il clima in Europa era più caldo. Le foreste si  

Figura 14. Distribuzione della vegetazione in Europa durante l’ultimo massimo glaciale. 
Boschi in verde, steppe semi-deserte in giallo, steppa-tundra in rosa ed in bianco i ghiacciai 
(http://www.esd.ornl.gov/projects/qen/nercEUROPE.html). 

espandevano più a nord rispetto ad ora, la penisola scandinava era un’isola 

circondata dal mar Baltico e nella regione Mediterranea erano presenti foreste 

decidue. 

Per il gruppo che comprende tutta l’Europa occidentale e il Peloponneso sono 

state invece ottenute datazioni di circa 29.000 (con µ1) e 203.000 anni (con µ2) 

fa. La prima datazione (29.000 anni fa) cade nell’ultimo glaciale Würm. In base 

a reperti pollinici (Guiot et al. 1989), in Francia centrale erano presenti zone 

boschive localizzate e la vegetazione era per lo più di tipo steppico. Le stesse 

condizioni climatiche fredde e di semi aridità erano presenti nella maggior parte 
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dell’Europa settentrionale e centrale ed in Europa meridionale il paesaggio era 

costituito da foreste steppiche con limitate zone boschive. 

La seconda datazione (203.000 anni fa) corrisponde anche in questo caso ad un 

interglaciale in cui le condizioni climatiche erano più calde e le foreste più 

ampiamente diffuse. 

In generale si osserva che con il tasso di mutazione di Gratton et al. (subm.) si 

ottengono dei tempi che coincidono sempre con un periodo glaciale, mentre con 

il tasso di sostituzione di Brower (1994) tempi che corrispondono ad un 

interglaciale. Le datazioni ottenute con il tasso di mutazione µ1=0.08/Ma 

sembrano essere più coerenti con le caratteristiche ecologiche di P.apollo, 

mentre il tasso di sostituzione di Brower (1994) probabilmente tende a 

sovrastimare i tempi evolutivi, come osservato anche in altre occasioni per i 

tassi di sostituzione da Ho e Larson (2006).  

P.apollo è una specie xerofila e la sua distribuzione dipende principalmente 

dalla presenza delle piante nutrici della larva, due specie associate ad ambienti 

steppici: Sedum album e S.thelephium. In base ai risultati ottenuti, i periodi 

interglaciali sembrano aver rappresentato per P.apollo delle fasi climaticamente 

favorevoli alla sua espansione, probabilmente perché in Europa predominava un 

ambiente steppico (Fig. 14) e la distribuzione della sua pianta nutrice era più 

ampia. Al contrario durante i periodi glaciali, in cui predominavano le foreste, 

Sedum album e S.thelephium avevano una distribuzione più ridotta, come un 

versante o una montagna, e di conseguenza anche P.apollo. 

 

Pattern filogeografico e piante alimentari di P. apollo 

La larva di P.apollo, come già precedentemente accennato, si nutre per lo più di 

due specie di Sedum: S.telephium (e le sue sottospecie) distribuita dal centro 

Europa al Giappone e S.album distribuita in tutta Europa fino all’Asia 

occidentale e al nord Africa. Un recente studio di Nakonieczny e Kedziorski 

(2005) ha messo in evidenza che in base alla scelta della pianta nutrice è 
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possibile distinguere in P.apollo due diverse forme trofiche “telefiofaga” e 

“albofaga”. Le popolazioni “telefiofaghe” sono distribuite in Europa centrale e 

sono strettamente monofaghe; le “albofaghe”, distribuite in Europa occidentale 

e meridionale, sono da considerarsi oligofaghe, in quanto possono nutrirsi anche 

di S.telephium.  

Se confrontiamo la distribuzione della forma “telefiofaga” (Fig. 20) con il 

pattern filogeografico di P.apollo, si osserva una certa concordanza con la 

distribuzione del gruppo delle popolazioni dell’Europa centro-settentrionale (E). 

Ciò potrebbe indicare che P.apollo e S.telephium durante l’ultimo glaciale 

hanno avuto gli stessi rifugi, ed in seguito, con lo scioglimento della calotta 

glaciale scandinava circa 10.000-11.000 anni fa, sono andati incontro ad 

un’espansione verso nord. Come osservato da Saarma et al. (2007) su 

popolazioni di Ursus arctos dell’Europa centro-orientale, i monti Carpazi 

possono aver rappresentato uno dei possibili rifugi per le popolazioni di 

P.apollo e S.telephium in Europa centro-settentrionale.  

Figura 20. Distribuzione delle diverse forme trofiche (Nakonieczny e Kedziorski, 2005) e 
dell’apologruppo (E). 
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Il gruppo Alpi-Appennini 

Ipotizzando un’espansione di P.apollo dalle Alpi verso gli Appennini (vedi 

Risultati) è stato calcolato il tMRCA (time to Most Recent Common Ancestor) 

per tutte le sequenze del gruppo AA (limite superiore) e per le sequenze 

appenniniche, considerate come gruppo monofiletico (limite inferiore), per 

ottenere una finestra temporale di tale processo demografico. Si ottiene un 

ampio intervallo (Fig. 11) compreso tra i 19.000 e 29.000 anni fa (glaciale 

Würm). Il ritrovamento di un’elevata quantità di pollini di Artemisia, una pianta 

steppica, in Italia centrale (Fig. 15; Allen et al. 2000; Magri et al. 1999), indica 

che in questa zona in questo periodo c’era una predominanza di ambienti aridi e 

vegetazione steppica.  

Figura 15. Confronto tra le temperature e la percentuale di pollini di Artemisia (pianta 
steppica) e di piante arboree per l’Italia centro-meridionale, durante il tardo pleistocene. 

Ulteriori informazioni sono state ottenute in base al modello di Migrazione con 

Isolamento (IM). In base a questo modello le popolazioni alpine ed 

appenniniche formavano un’unica popolazione panmittica che successivamente 

è andata incontro a divergenza. La stima ottenuta dell’inizio della divergenza è 

10.000 20.000 30.000 40.000 50.000 60.000 anni 
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pari a 14.900 anni fa, ed indica che in questo periodo le popolazioni 

appenniniche ed alpine erano isolate sulle rispettive catene montuose. Quindi in 

accordo con i risultati precedenti, P.apollo in questo periodo doveva essere già 

presente in Italia centrale e meridionale. 

 

Storia del popolamento appenninico in P.apollo e P.mnemosyne 

Parnassius apollo e P.mnemosyne, rappresentano specie paradigmatiche di 

farfalle a costumi montani. Nonostante le due specie occupino un areale che, su 

larga scala geografica, è in gran parte sovrapposto (Fig. 16), esse differiscono 

per le richieste ecologiche. In particolare, le diverse esigenze ecologiche delle 

larve determinano la preferenza di P.apollo per microambienti xerofitici, dove i 

bruchi si nutrono di Crassulaceae del genere Sedum e Sempervivum 

(Nakonieczny et al., 2005). P.mnemosyne al contrario si rinviene in ambienti 

ecotonali di foresta mesofila, dove crescono le piante nutrici del genere 

Corydalis (Fumariaceae) (Konvicka e Kuras, 1999; Bergström, 2005). 

Figura16. Distribuzione di P.apollo in grigio e di P.mnemosyne in grigio chiaro. 
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Per cercare di comprendere come le due specie possano aver risposto ai 

cambiamenti climatici durante il Pleistocene, i parametri demografici ottenuti in 

questo studio per il P.apollo sono stati confrontati con quelli ottenuti da Gratton 

(2006) per il P.mnemosyne.  

In Figura 17 sono riportate le mappe con le posizioni geografiche degli aplotipi 

identificati sia per P.apollo che per P.mnemosyne (Gratton, 2006), e gli schemi 

dei network rispettivamente per l’aplogruppo AA (Alpi-Appennini) di P.apollo 

e per l’aplogruppo Im di P.mnemosyne, costituito dalle popolazioni alpine ed 

appenniniche. Confrontando la struttura dei due network e la distribuzione 

geografica degli aplotipi (Fig. 17), si osserva che in entrambe le specie gli 

aplogruppi sono costituiti da un aplotipo ancestrale ampiamente distribuito dalle 

Alpi all’Appennino e una corona di aplotipi discendenti a distribuzione più 

localizzata. Possiamo però rilevare delle differenze: in P. apollo tutte le 

sequenze appartenenti ai campioni alpini fanno parte dell’aplogruppo AA 

mentre per quanto riguarda l’Appennino centrale soltanto una parte degli 

aplotipi trovati rientrano nell’aplogruppo AA, alcune popolazioni possiedono 

aplotipi appartenenti all’aplogruppo Ap, del tutto distinto rispetto ad AA 

(Fig.17). Mentre in P.apollo la distribuzione della variabilità genetica 

suggerisce un’espansione dalle Alpi verso gli Appennini in P.mnemosyne la 

situazione sembra essere più complessa. In P.mnemosyne infatti sulle Alpi si 

possono distinguere 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. Considerando che le popolazioni delle Alpi orientali, 

Veneto, Friuli, Austria e Slovenia presentano sequenze molto più divergenti 

rispetto al resto delle Alpi sono state escluse dalla presente analisi.  

Applicando ad entrambi gli aplogruppi, AA (P.apollo) e Im (P.mnemosyne), il 

modello di rapida espansione demografica e utilizzando il tasso di mutazione 

pari a µ1=0.08/Ma (Gratton et al., subm.), si ottiene circa 18.000 anni (Tab. 5) 
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per P.apollo, corrispondente all’ultimo massimo glaciale, e 7.700 anni per 

P.mnemosyne che corrisponde alla prima fase dell’Olocene. 

Ipotizzando anche per P.mnemosyne una colonizzazione dalle Alpi verso gli 

Appennini, è stato calcolato il tempo di coalescenza per tutto il gruppo di 

sequenze nell’aplogruppo Im, per stabilire un limite temporale superiore, e il  
 

Figura 17. A destra distribuzione degli aplotipi in Italia e network per P.mnemosyne, a 
sinistra per P.apollo. 

tempo di coalescenza considerando le sequenze appenniniche un gruppo 

monofiletico, per stabilire un limite temporale inferiore. Come nel modello di 

rapida espansione demografica si ottengono datazioni diverse per le due specie: 

per P.apollo si ottiene un periodo compreso tra i 19.000 e 29.000 anni fa 

(glaciale Würm) (Fig. 18); per P.mnemosyne, al contrario, l’intervallo temporale 

è di 13.000 - 20.000 anni fa (Fig. 18). 
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Figura 18. Curve di probabilità a posteriori per P.apollo e P.mnemosyne, a sinistra la stima 
del tempo di coalescenza e a destra la stima del tempo di divergenza. Sulle ascisse il tempo 
in kiloanni e sulle ordinate la P-density. 

Quindi si può ipotizzare che l’espansione di P.apollo è avvenuta in un periodo 

compreso nell’ultimo glaciale Würm, mentre P.mnemosyne si è espansa in un 

periodo in cui le temperature erano vicino a quelle oloceniche e le foreste 

temperate iniziavano la loro espansione post-glaciale nella penisola italiana 

(Fig. 19 e 15). Infine sul campione di P.mnemosyne è stato applicato il modello 

di Isolamento con Migrazione: il risultato indica che la divergenza tra le 

popolazioni alpine ed appenniniche è avvenuta con massima probabilità durante 

l’Olocene (massimo a 3.716 anni fa), mentre per P.apollo si otteneva una 

datazione (14.700 anni fa) compresa nel tardo Pleistocene. 

 

Valutazioni conservazionistiche 

L’analisi di 869 bp del gene mitocondriale COI ha permesso di individuare 

almeno 10 differenti “Evolutionarily Significant Unit” (ESU) nel campione di 

P.apollo analizzato, che potrebbero essere considerate in futuri piani di 

gestione: Pirenei, Sicilia, Alpi-Appennini, Appennino centrale, Europa centro-
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settentrionale, Grecia continentale, Peloponneso, Anatolia, Caucaso e Asia 

centrale.  

Figura 19. Distribuzione della vegetazione in Europa circa 13.000 anni fa. In giallo la 
steppa, in bianco i ghiacciai e in verde le foreste temperate 
(http://www.esd.ornl.gov/projects/qen/nercEUROPE.html)



 

 

Conclusione 
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L’analisi di un frammento di 869 bp del gene mitocondriale COI in 201 

individui provenienti da 80 popolazioni di P.apollo distribuite in gran parte del 

suo areale, ha rilevato nel complesso una diversità genetica relativamente bassa 

tra popolazioni anche distanti. Questa differenza emerge in particolare dal 

confronto con P. mnemosyne che presenta un areale largamente sovrapponibile 

a quello di apollo. 
 

L’analisi filogenetica ed il network hanno evidenziato la presenza di un gruppo, 

indicato come I, distribuito in Grecia continentale, Turchia anatolica ed Europa 

centro-settentrionale significativo statisticamente e ben strutturato. La 

distribuzione della variabilità genetica all’interno del gruppo suggerisce che 

P.apollo avrebbe subito una prima espansione verso l’Europa meridionale, in 

particolare Grecia continentale e Turchia anatolica, durante l’ultimo Massimo 

Glaciale circa 18.000 anni fa e successivamente con lo scioglimento della 

calotta glaciale scandinava, 10.000-11.000 anni fa, verso l’Europa settentrionale 

(penisola scandinava). Le altre popolazioni sono distribuite in diversi 

aplogruppi più o meno differenziati tra loro e non sempre significativi all’analisi 

filogenetica, ognuno confinato in un’area geografica più o meno isolata 

(penisola iberica, Pirenei, Sicilia, Alpi-Appennini, Appennino centrale, 

Peloponneso, Caucaso, Asia centrale), risultato di un’antica e vasta 

frammentazione. L’aplogruppo della penisola iberica e quello dei Pirenei sono i 

gruppi più differenziati e probabilmente rappresentano le linee mitocondriali più 

antiche. 

In Italia, le popolazioni della Sicilia e dell’Appennino centrale presentano 

aplotipi peculiari. Un unico aplotipo è invece ampiamente distribuito sul 

Massiccio centrale francese, sulle Alpi, sugli Appennini fino alla Calabria, ed 

inoltre sulle Alpi e sugli Appennini sono presenti diversi aplotipi poco 

differenziati rispetto al precedente. La distribuzione della variabilità genetica in 

Italia suggerisce che P.apollo si sia espanso dalle Alpi verso gli Appennini fin 

in Calabria differenziandosi successivamente in altre linee mitocondriali. Il 
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periodo in cui è avvenuto tale processo demografico è stato calcolato 

utilizzando diverse ipotesi e tutti i risultati concordano nel ritenere che la 

datazione più probabile è circa 18.000 anni fa durante l’ultimo massimo 

glaciale, fase in cui in Italia centrale e meridionale (Allen et al. 2000; Magri et 

al. 1999) c’era una predominanza di ambienti aridi e vegetazione steppica.  

Le datazioni ottenute in questo studio per i tempi di espansione demografica in 

P.apollo corrispondono sempre ad un periodo glaciale durante il tardo 

Pleistocene. Questo risultato, in accordo con le esigenze ecologiche di P.apollo, 

suggerisce che durante i periodi glaciali la specie era più ampiamente diffusa e 

successivamente negli interglaciali le popolazioni limitavano la loro 

distribuzione ad aree con caratteristiche ecologiche favorevoli, come una 

montagna o un versante. 

 

Questi risultati sono stati confrontati con quelli precedentemente ottenuti in 

P.mnemosyne da Gratton (2006), per comprendere come le due specie con 

caratteristiche ecologiche diverse, hanno risposto ai cambiamenti climatici 

durante il Pleistocene. Le datazioni ottenute per P.mnemosyne risalgono ad un 

periodo più recente circa 13.000 anni fa durante l’Olocene, in cui in Italia le 

foreste temperate iniziavano la loro espansione post-glaciale nella 

penisola italiana. Questa discordanza nei tempi di espansione tra le due 

specie sembra essere in pieno accordo con le esigenze ecologiche 

xerofile di P.apollo e mesofile di P.mnemosyne.  

 

La descrizione del pattern filogeografico di P.apollo nel presente lavoro ha 

permesso inoltre di individuare almeno 10 differenti “Evolutionarily Significant 

Unit” (ESU), che potrebbero essere considerate in futuri piani di conservazione: 

Pirenei, Sicilia, Alpi-Appennini, Appennino centrale, Europa centro-

settentrionale, Grecia continentale, Peloponneso, Anatolia, Caucaso e Asia 

centrale.  
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