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Prefazione

PREFAZIONE

Negli ultimi decenni gli acari predatori della fagha Phytoseiidae hanno
assunto un’importanza economica crescente comeiaj@ontrollo biologico di
diverse specie di acari fitofagi, poiché, tra tuttiemici naturali di questi ultimi,
sono quelli che meglio riescono a controllare festazioni sulle colture agrarie.

Per tale ragione molte specie sono adesso allamata@ofabbriche e
commercializzate allo scopo di limitare I'uso d#oflarmaci, che come € noto,
arrecano gravi danni sia allambiente che alluonica gli effetti negativi si
possono annoverare la selezione di ceppi resistégliminazione dei nemici
naturali e la presenza di residui nei prodotti Ifircdhe possono provocare al
consumatore la cosiddetta tossicita cronica, I'endo cioé di sostanze tossiche
all'interno dell’organismo.

Sono diversi i motivi che rendono gli acari fitadiedttimi predatori. Tra i
piu importanti ricordiamo la grande mobilita (disgiene attiva e passiva), il tasso
di accrescimento piu elevato rispetto alla prediatempo medio di generazione
inferiore a quello della preda.

Presentano, inoltre un regime dietetico notevolmerariabile, che
permette a molte specie di nutrirsi non solo didpreana anche di alimenti
alternativi e facilmente disponibili sulle piantmme polline, ife e spore fungine,
melata etc. (Elbadry & Elbanhawy, 1968; Ferragtital, 1997; Ragusa &
Tsolakis, 1995). Questa diversita del regime tmfpermette da una parte un
elevato grado di adattamento ai diversi habitatlattra assicura ai fitoseidi la
sopravvivenza anche in periodi in cui le popolazidelle prede sono basse o
assenti.

Al pari della sua importanza ecologica, la comudiafitoseidi infeudata
sulle diverse piante, presenta un altrettanto inymbe aspetto legato alla corretta
definizione della composizione specifica di talencmita.

Di quest'ultimo aspetto si sono occupati diversitesnatici nell'ultimo

secolo, fornendo, da una parte molte informazidifiisugli organi da considerare
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per una corretta identificazione specifica, ma mdeadall'altra parte diverse
correnti di pensiero sul loro raggruppamento sgpecifico.

Le varie ipotesi proposte sinora, si sono infingstallizzate in due teorie
che si discostano sul carattere discriminante ddéizasre per definire
'appartenenza generica delle specie, quindi Ealire alle linee evolutive dei
diversi gruppi nell'ambito della famiglia (Tsolaldsal 2012).

La prima teoria, proposta dalla ricercatrice fragceAthias-Henriot
considera come carattere discriminante I'apparaiosgminazione che, essendo
un organo interno, secondo l'autrice, dovrebberesseno soggetto agli effetti
ambientali rispetto all'esoscheletro.

La seconda teoria, avanzata da Chant e McMurtrgidera, al contrario,
come carattere discriminante la chetotassi dorsalentrale, cioe un carattere
presente nell'esoscheletro dell’animale.

Entrambe le ipotesi associano al carattere disganie una serie di
caratteri correlativi. Le due correnti, com'eé natey portano a risultati diversi
creando una grande confusione che, di certo, novagion solo a chi studia le
caratteristiche biologiche delle varie specie ma@&hana chi impiega questi
predatori in un processo economico in campo agyicol

Attualmente non é stata ancora risolta questailogtanche se un recente
studio (Tsolakiset al, 2012), utilizzando anche metodologie molecolaa,
dimostrato che la teoria di Chant e McMurtry nonncwe con le vicinanze
genetiche, mentre quella di Athias-Henriot defiaismeglio, anche se non
esattamente, le linee evolutive che caratterizzan@mggruppamento sopra-
specifici.

Si rende necessario, dunque, associare, in unafase, alla sistematica
morfologica, I'utilizzazione di metodologie moleaal allo scopo di fornire un
valido contributo alla tassonomia, alla filogenesilla diagnostica della specie.

Il lavoro sperimentale descritto in questa testbme obiettivo principale
qguello di ottenere DNA idoneo per le analisi moladg a partire da un singolo
individuo allestito su vetrino per microscopia,atente anche ad alcuni decenni
fa, in maniera tale da disporre di campioni giatogmisti ad un'analisi
morfologica, condizione necessaria ai fini del @tbg di ricerca.
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Il DNA é stato purificato avvalendosi di tre diversgcniche di estrazione,
la metodica classica fenolo-cloroformio, il metadorganico a mezzo Chelex e |l
kit commerciale Dneasy Tissue Qiagen kit, per \akitquale era la metodica di
estrazione piu idonea in termini di facilitd di eseione e qualita del DNA
purificato, considerando tra l'altro, la difficolidei campioni di partenza che si
presentavano disidratati e con gli acidi nuclei@usamente con parziale
degradazione.

L’analisi molecolare e stata condotta su un grugipbb specie di fitoseidi
e gli esiti delle indagini molecolari hanno constensia la realizzazione ed il
calcolo del coefficiente di similitudine tra le gole specie che la costruzione dei
relativi dendrogrammi, tanto avvalendosi della rdeta del sequenziamento della
subunita del 12S rRNA e della subunita | della &ibono ¢ Ossidasi del genoma
mitocondriale quanto con la metodica RAPD-PCR z2#dindo 7 diverse cinetiche
molecolari ciascuna delle quali si & avvalsa dekemorisolutivo di 3 differenti
oligonucleotidiprimers

Dal confronto tra i rispettivi dendrogrammi si pricavare che per alcune
specie si osserva piena sovrapposizione in terminvicinanza nella scala
evolutiva; tale risultato, pero, non e stato ragtpyoer l'intero gruppo delle specie
selezionate.

Tuttavia, si ritiene che entrambe le metodiche cuwibi, allo stato, non
possano prescindere dall’analisi tassonomica claskittata da criteri morfologici

universalmente riconosciuti validi da parecchieeuet.
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1 INTRODUZIONE

Negli anni successivi alla seconda guerra mondidte, sviluppo
dell’agricoltura, ha richiesto un’attenzione sempnaggiore per la difesa delle
piante tanto da portare alla decuplicazione deftadyzione di fitofarmaci di
sintesi da 50 nell’anteguerra agli oltre 500 ppneittivi di oggi.

Le ragioni che hanno favorito questo notevole im&@eto sono diverse; si
possono annoverare tra di esse il basso costoodupione (la materia prima é
rappresentata dai residui della lavorazione debpej, la facilita d’'uso, I'effetto
immediato e la lunga persistenza d’azione (Ragu3adakis, 2005).

Per questi motivi il mercato dei fitofarmaci ha svun notevole sviluppo,
raggiungendo il suo apice negli anni Settanta, doasolo negli Stati Uniti,
venivano utilizzate annualmente circa 450.000 tbateedi insetticidi (McEwen,
1977).

Grazie agli studi portati avanti all'inizio solo daochi esperti, che
consapevoli del pericolo insito delle molecole iditessi, cercavano di mettere in
guardia gli operatori del settore e a proporre dealalternative all’abuso di
fitofarmaci di sintesi (Crosby, 1971; Chapman, 19®hillon, 1974; Brown,
1974; Benham, 1974; Viggiani & lannaccone, 197&n Ipresto si € compreso
che l'uso prolungato e irrazionale dei pesticidiagche causa di non pochi
inconvenienti. Si ricordano tra questi la seleziode ceppi resistenti, la
contaminazione ambientale (Brader, 1977), I'elimioae dei nemici naturali,
insorgenza di massicce infestazioni di specieoféighe che prima non
procuravano danni economici e la presenza di residu prodotti consumati
dalluomo e quindi l'accumulo di sostanze tossicalinterno del nostro
organismo, fenomeno noto come tossicita acutar@aadSpeaet al, 1975).

A partire dagli anni '80 si & assistito ad un'isi@ne di tendenza con un
costante decremento dell'uso di fitofarmaci chetatosreso piu semplice sia
dall’'elaborazione di metodologie di controllo aitative sia dalla ricerca di nuove
sostanze a basso impatto ambientale in grado dradlame le popolazioni di

fitofagi divenute resistenti agli insetticidi comzonali.
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| composti di questa classe esplicano la loro azioerferendo sulla
formazione della chitina bloccando quindi, lo sppo delle larve nella fase della
muta. Per questo motivo sono classificati cometiicsd regolatori di crescita.

Questi prodotti sono generalmente meno tossici’lpemo, ma la loro
selettivita nei confronti degli artropodi utili @ata spesso messa in discussione
(Angeli et al, 2000; Bortolottiet al., 1999; Hassaret al., 1991; Mendelet al,
1994; Viggiani & Loia, 1991).

Nella difesa delle colture agrarie, quindi, si iaiad orientarsi sempre piu
spesso verso I'adozione di metodologie di controlie rispettino principalmente
le esigenze di eco-compatibilita e non tossicita lpesalute umana, come |l
controllo biologico e il controllo integrato chawtano i rapporti di antagonismo
fra gli organismi viventi (virus, batteri, inse#tiacari).

In quest'ottica, per quel che riguarda il contraldle popolazioni di acari
fitofagi, la famiglia Phytoseiidae rappresenta onportante taxon che comprende
importanti agenti di controllo utilizzati da diverdecenni nei programmi di

controllo biologico degli acari fitofagi.
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1.1 Gli acari predatori della famiglia Phytoseiidae

Gli acari costituiscono una sottoclasse della elas&racnidi e
appartengono al subphylum Chelicerata del Phyluthrépoda.

Presentano un gran numero di specie con carattbasmorfologiche,
dimensioni, regimi dietetici e capacita di adattatoenolto diversi tra di loro.

Negli anni 50 si conoscevano gia circa 30.000 spappartenenti a piu di
1.700 generi (Radford, 1950) diffuse in tutto ilmdo e in quasi tutti gli ambienti
naturali e antropizzati .

Di particolare interesse economico sono sicuramglneecari fitofagi e gli
acari predatori. | primi sono in grado di arrecda@mni consistenti alle produzioni
agricole, nutrendosi del contenuto cellulare desidi vegetali (Tetranychidae,
Tarsonemidae) e sono in grado di defogliare unat@ian breve tempo, mentre i
secondi, si nutrono degli acari fitofagi e risuttamuindi, utili per I'agricoltura
perché capaci non solo di contenere le infestazioatto, ma anche di impedirne
l'insorgenza.

Un efficace controllo biologico porta ad una ridum dell’uso di
fitofarmaci che, come € noto, provocano non pochcomnvenienti sia
all'ecosistema che alla salute umana.

Esistono diverse famiglie di acari predatori, Pkgimlae, Anystidae,
Trombididae Pyemotidae e Stigmaeidae che annoveramoerose specie di
predatori, ma tra queste, la famiglia Phytoseiidde appartiene all'ordine
Parasitiformes, é sicuramente quella che assumegiareagmportanza economica
perché ad essa appartengono i piu efficaci predaégli acari fitofagi in grado
anche di controllare le pullulazioni di alcuni ittgequali tripidi, stadi giovanili di
aleirodidi, cocciniglie ecc. (Ragusa, 1979; Dus&&mporese, 1992; Tsolakis &
Ragusa, 1994).

Molti studiosi hanno contribuito ad ampliare le oscenze sulla loro
sistematica, sulla loro biologia, ma anche sui masiesffetti collaterali provocati
dai fitofarmaci che venivano applicati ed allo stetempo sulle interrelazioni tra
preda e predatore soprattutto negli agroecosistiene il margine di profitto era
elevato (Dousse, 1958; Chant, 1959; Ragusa, 1%liS, 1985).
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L’attenzione per questi nemici naturali € aumentatpartire dal 1950.
Basti pensare che il numero di specie descrittegcto in maniera esponenziale
passando da 61 nel 1951 a 165 solo dopo alcunipsrrarrivare a piu di 2.800
specie nel 2007 raggruppate in 3 sottofamiglie g&4eri (Chant and McMurtry,
2007).

Bisogna considerare tuttavia che e stato riportatcelevato numero di
sinonimie - fenomeno che si verifica quando unasstespecie viene denominata
con due nomi diversi - piu del 10% delle speciecdie risultano sinonime e
molte altre devono ancora essere verificate (Mogaes 2004).

Sono molte le caratteristiche che rendono gli afierseidi di notevole
interesse economico in quanto ottimi predatori:

» Tasso di sviluppo piu elevato rispetto a quelldadpiteda.

» Grande mobilita, procedono a zig-zag, esaminaratobiente mediante
soprattutto il primo paio di zampe, ricco di selnsthemiorecettori.

* Notevole capacita di dispersione sia attiva, lanmdmdazione per le
brevi distanze, che passiva, vento e foresi pdurlghe distanze (Treat, 1969;
Kranz, 1973; Grogan & Navai, 1975; Fauvel & Cotttf81; Evans, 1993; Tixier
et al, 1998). In questo modo, sono in grado di colomzzaccoli appezzamenti
in un periodo di tempo molto breve.

* Regime dietetico variabile che consente loro dooizizare 'ambiente
anche con basse densita di preda o addiritturasgeraa di questa, poiché
riescono a sopravvivere e anche di riprodursi aliiaxedosi di substrati alternativi
quali pollini, melata, nettare ecc. (Elbadry & Hibawy, 1968; Ferragudt al,
1997; Ragusa & Tsolakis, 1995). Di conseguenzaguasg&ssere presenti tutto
'anno sia sulle piante coltivate che su piantensmioee presenti ai margini degli
agroecosistemi, chiamate “piante serbatoio”, egav@ la loro azione di controllo
all'inizio delle infestazioni dei fitofagi (Fauvel Cotton, 1981; Tsolakist al.,
1997).
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In base al regime alimentare, si possono distirguguattro tipi di
categorie di fitoseidi (McMutry & Croft,1997):

» Tipo I: predatori obbligati del genefeetranychusche si nutrono e si
riproducono a spese di un solo genere di acariy&ggl979). Appartengono a
guesta categoria le specie del gerdrgtoseiulus

» Tipo IlI: predatori obbligati di specie appartenenti alla itdia
Tetranychidae, si tratta delle specie appartengrticipalmente a due generi
Galendromuse Neoseiulus anche se ci sono alcune specie appatiealegenere
e Typhlodromus

> Tipo lll: predatori generici facoltativi, che si nutrono eiproducono
a spese di acari di famiglie diverse nonché di satisalternativi (polline, altri
artropodi), tra questi alcune specie del gendemseiuluse molte dei generi
Typhlodromuse Amblyseius ma sono comunque presenti in tutti i generi ad
eccezione dei gia menzion&thytoseiuluge Galendromus;

» Tipo IV: predatori generici che si alimentano principalmehtgolline,
guesto gruppo comprende le circa 200 specie dergBuniseius

L’esistenza di un regime dietetico particolarmethiteersificato, facilita gl
agricoltori nella scelta degli acari da impiegaedla lotta biologia in base alle
caratteristiche della specie fitofaga che deveressentenuta, ma anche in base
all'entita dell'infestazione in atto. Gli “speciati’, per esempio, vengono
utilizzati quando l'infestazione € in corso e snde necessaria una risposta
immediata (Sabelis, 1985a, 1985b), mentre nelléumlarboree, che essendo
pluriennali non richiedono un’azione repentina, @ieferisce ['utilizzo di
“generalisti” (McMutry, 1982), che oltre ad elimneai fitofagi si nutrono anche
stadi giovanili di insetti, uova di lepidotteri meoti, nematodi e funghi (McMutry
& Rodriguez, 1987).

Per tutti questi motivi molte specie vengono adesdlevate da
biofabbriche e commercializzate, per essere utiteznei programmi di lotta

biologica e/o integrata.
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1.2Identificazione sopraspecifica: cenni storici e

problematiche correlate

La pianificazione di un’efficace strategia di camteento ed il
conseguente successo dei programmi di controllolodimo dipendono
principalmente dalla corretta identificazione natanto delle specie fitofaghe,
ma anche e soprattutto dei nemici naturali che smhaesse associate su una
determinata coltura, in modo da definire, in bdke@mposizione specifica della
comunita dei predatori, le possibilita di controbimlogico naturale delle specie
fitofaghe.

Purtroppo, gli studi sistematici che riguardanddmiglia Phytoseiidae,
hanno avuto una storia tumultuosa e spesso confuessghé gli autori non
concordano tra di loro nell’approccio sistematigoecnella scelta dei caratteri
diagnostici da prendere in considerazione per detare le entita tassonomiche
sopraspecifiche (Chant & McMurtry, 2007; Tsolagisal, 2012).

In passato, quando I'analisi morfologica era efi@th attraverso strumenti
a scarsa risoluzione ottica, la sistematica si\@asall'osservazione di pochi
caratteri - la lunghezza di alcune setole dellagaadorsale, la forma sia della
placca ventrale che dell’epistosoma e la presenmaadrosetole sugli arti - che
risultavano sufficienti anche perché effettuatamnepoca in cui molte specie non
erano ancora state identificate.

Da allora sono state proposte diverse classificaaitilizzando caratteri
come la chetotassi dorsale, ventrale e delle zangeforma della placca
ventrianale e sternale, la forma dell'apparatandeminazione, il numero di denti
presenti sul dito mobile dei cheliceri, e I'aderssiadorsale e ventrale (Athias-
Henriot, 1977, 1978; Ragusa & Athias-Henriot, 1988iant & Yoshida-Shaul,
1987).

Attualmente esistono due scuole di pensiero chenalama diversa
importanza ai caratteri presi in considerazionelpetassificazione della famiglia
Phytoseiidae: la scuola europea con Athias-HeneioRagusa e la scuola
americana con Chant e McMurtry.

La prima ipotesi prende in considerazione le saarngke nella forma

dellapparato di inseminazione e in questo modgeihere include un limitato
11



Introduzione

numero di specie (Athias-Henriot, 1977, 1978; Rag&sAthias-Henriot, 1983;
Ragusa & Tsolakis, 1994). Secondo gli stessi awgpecie che presentano lo
stesso apparato di inseminazione e caratteri ebirrgimili, appartengono allo
stesso genere. Le diverse specie poi si differapziattraverso altri caratteri
“correlati” come la lunghezza delle setole, piccesiazioni dell’organotassi, e
minime differenze nel calice, etc. La seconda igipiavece, esattamente come la
tassonomia classica si basa sostanzialmente sdiwazione della chetotassi
dorsale e ventrale; il genere cosi definito, reswbstituito da un elevato numero
di specie (Wainstein, 1962; Muma & Denmark, 196Baf & McMurtry, 2003a,
2003b).

La differenza sostanziale tra le due teorie e atsxliola americana si basa
su caratteri che sono direttamente a contatto @onblente esterno e quindi
variabili perché suscettibili ai fenomeni di adatemto ambientale. La scuola
europea, invece, prende in considerazione un orgaemo, piuttosto costante
durante il corso dell’evoluzione, in quanto menoggeito a fenomeni di
adattamento.

Risulta quindi che spesso, all'interno dello stegeoere, vengano incluse
specie che, in accordo con la teoria di Athias-kéndovrebbero essere ascritte a
generi diversi. In tabella 1 € riportato un esemgséplicativo delle due teorie
attraverso lo studio del gena¥eoseiulugTsolakiset al 2012).

Athias-Henriot (1997) e Ragusa & Athias-
Henriot (1983)

Chant & McMurtry (2003)

Genere Neoseiulus
Specie tipo barkeri
Neoseiulus barkeHughes, 1948

Genere Cydnodromus
Cydnodromus californicugMicGregor, 1954)
Cydnodromus picanu®Ragusa, 2000)

Genere Amblyseius

Amblyseius cucumefi®udemans, 1930)
Genere Typhlodromips
Typhlodromips tunuéDe Leon,1967)

Genere Neoseiulus
Specie tipo del gruppo cucumeris
Specie tipo del sottogruppocucumeris
Neoseiulus cucumeris
Neoseiulus californicus
Neoseiulus picanus

Specie tipo del sottogruppotunus
Neoseiulus tunus
Specie tipo del gruppo barkeri
Neoseiulus barkeri

Tabella 1: raggruppamento del generéeoseiulussecondo le due teorie.

Tratta da Tsolakist al. (2012) modificata.

12
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Il genere Neoseiulus,é risultato utile per mostrare le differenze che
intercorrono tra le due teorie, ognuna delle goaldato una differente definizione
del genere.

Secondo Chant tutte le specie riportate appartengto stesso genere che
annovera ben 268 specie, mentre Athias-Henriot gusa considerano queste
stesse specie come appartenenti a generi diverdi, c®nseguenza, il genere
Neoseiuluse costituito solo da 17 specie.

E importante sottolineare che, anche se le duget@mtrano spesso in
conflitto tra di loro, cido non significa che unalldedue sia sbagliata, in quanto
rappresentano approcci sistematici diversi, anehnehg nessuna delle due ha mai
previsto uno studio filogenetico, cioé una ricededle origini evolutive comuni
delle specie che presentano caratteristiche maifdie simili, per verificare i
raggruppamenti.

L’analisi morfologica presenta, peraltro, alcumeitazioni significative:

- la plasticita fenotipica, cioé la possibilita che le -caratteristiche
morfologiche vadano incontro a modificazioni piimeno sostanziali in risposta
ai cambiamenti climatici (Chant, 1955; Ragusa DiaGh e Tsolakis, 1994);
guesto puo portare a identificazioni errate ed@lésenza di specie sinonime cioe
la stessa specie identificata con nomi diversi;

- 'impossibilita di distinguere specie criptiche che sono comuni a molti
gruppi perché sono praticamente identiche dal pdintcssta morfologico;

- la necessita di raccogliere la specie nella giusttase del ciclo
biologico, quando cioé le caratteristiche morfologiche piessonsiderazione per
l'identificazione sono mature e ben evidenti, alenti molti individui raccolti
non possono essere identificati. Per quanto riguarditoseidi la corretta
identificazione specifica puo avvenire solo su faememadulte, mentre gli stadi
giovanili e i maschi non sono considerati suffitieper la determinazione
specifica;

- I'esigenza di specialistiper evitare il piu possibile errori nell’analisi.

13
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Le limitazioni insite nella morfologia e nelle dugotesi tassonomiche
considerate richiedono la ricerca di un nuovo apgooper il riconoscimento ed
una corretta classificazione dei taxa.

Di conseguenza allo scopo di verificare quale ddile teorie riflette
maggiormente i lineamenti naturali, si rende nemessl'utilizzazione della
biologia molecolare che, attraverso la caratterizaege molecolare, € in grado di
fornire un valido contributo alla tassonomia, dillegenesi e alla diagnostica della
specie.

Lo studio della tassonomia ha subito cosi un nd¢evocremento,
soprattutto da quando e stata utilizzata la PCRyfrerase Chain Reaction) che
ha completamente rivoluzionato la biologia molemolaed ha permesso di
realizzare metodi identificativi semplici, riprodbidi, a basso costo e facilmente
divulgabili anche in laboratori non prettamenteidatil alla biologia molecolare.

La possibilita di indagare la biodiversita a ligelmolecolare ha un
immenso valore sistematico, tanto che la maggioep#egli studi include ormai

almeno un aspetto molecolare.
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2 SISTEMATICA MOLECOLARE

Il concetto di variabilita genetica € insito neltatura biologica; le
differenze fondamentali tra organismi diversi sodeterminate in modo
ereditario, in quanto vengono trasmesse piu 0 mealerate alle generazioni
successive; considerato che, il genoma di ogniotingndividuo consiste in
sequenze di DNA che hanno un’organizzazione spegifie possibile la
determinazione dei polimorfismi e della variabilitel DNA.

Di recente, I'applicazione di marcatori molecofzert lo studio degli acari,
ha fornito nuove prospettive sulla struttura dél® popolazioni, ma anche sulle
relazioni tassonomiche.

| metodi utilizzati per studiare questi organisrospono essere diretti che
permettono di analizzare le sequenze di alcuneomegiel genoma attraverso |l
sequenziamento di esse (COI, 12S, ITS, 16S, 28Bietti (Tabella 2), come
lanalisi dei frammenti di restrizione (RFLP) e RCR conprimers arbitrari
(RAPD).

TARGET VANTAGGI SVANTAGGI

Metodo diretto Un gene specificol primers universali| Ridotta variabilita
Sequenziamento | spesso del’mtDNA | molto stabili

(Col, 12s, ITS,

Cyth)

Metodo indiretto | Tutto il genoma Tecnica, semplice { Richiede protocolli

RAPD-PCR poco costosa. rigidi per ottenere
Numero illimitato di| riproducibilita
marker.

Tabella 2: caratteristiche dei marcatori molecolari
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2.1 Metodi diretti: il sequeziamento

Il sequenziamento del DNA e la tecnica piu comur@maetilizzata per la
determinazione della struttura primaria di un acideleico, e cioe dell’esatta
successione di tutti i nucleotidi (Adenina, Cit@sirGuanina e Timina) che lo
costituiscono. Nel corso degli anni sono stateta&leaverse strategie per ottenere
la sequenza nucleotidica del DNA. Esistono due@mpdiversi:

1) il metodo di Maxam e Gilbert;

2) il metodo di Sanger.

I metodo di Allan Maxam e Walter Gilbert, detto cae della
degradazione chimica del DNA, e stato proposto 1873 e si basa su
modificazioni chimiche del DNA attuate ad operapditicolari composti quali
l'idrazina e il dimetilsolfato (DMS) che agisconigpettivamente sulle pirimidine
e sulle purine, e la piperidina in grado di catadiz la rottura del filamento del
DNA a livello dei nucleotidi modificati.

La metodica prevede la marcatura terminale cona8ZPo al 3’ del DNA
a doppio filamento, la denaturazione e separazi@naelue filamenti di DNA, la
suddivisione del DNA marcato a singola elica intqoaaliquote, ognuna delle
guali viene sottoposta a trattamento con DMS azideg in presenza di piperidina
(Tabella 3), la separazione dei filamenti marcagidrante elettroforesi su gel di
poliacrilammide ed, infine, la visualizzazione neede autoradiografia delle
bande radioattive corrispondenti a ciascun nudeopresente nel frammento
originale.

Le reazioni sono condotte in modo controllato innfmea che in ogni
reazione il flamento marcato sia tagliato una sa#a; statisticamente tutti le
basi saranno degradate producendo una serie dimiatn la cui lunghezza

dipendera dalla distanza tra I'estremita marcalaieo di taglio.
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Metodo Maxam-Gilbert

Fasi | Reagenti Effetto sul DNA

11 DMS + piperidina Rottura in corrispondenza della G
22 DMS + piperidina in acido formicg Rottura in corrispondenza di G e A
33 idrazina + piperidina Rottura in corrispondenzadiCe T
44 idrazina + piperidina in NaCl 1,5 N Rottura in corrispondenza della C

Tabella 3: reagenti utilizzati nel metodo Maxam-Gibert

I metodo di Sanger, detto anche metodo dei tertoindi catena, e stato
proposto nel 1975, facendo ricevere al suo auteugoi secondo premio Nobel.

E’ un metodo enzimatico, poiché richiede I'utilizdioun enzima; si basa
sull'utilizzo di nucleotidi modificati (dideossitasfato, ddNTPS) per interrompere
la reazione di sintesi in posizioni specifiche.

| nucleotidi dideossitrifosfato sono molecole é&ctdli corrispondenti ai
nucleotidi naturali, ma si differenziano per l'ass® del gruppo idrossilico sul
carbonio 2' e 3' della molecola. | dideossinuctéptia causa della loro
conformazione, impediscono che un altro nucleosidéeghi ad essi, in quanto
non si possono formare legami fosfodiesterici eszpcando la terminazione della
polimerizzazione.

Per il presente elaborato i prodotti di amplifica® ottenuti dalle analisi
molecolari sono stati inviati alla ditta EurofinsVlG Operon (Germania) per il
sequenziamento nucleotidico.

Le sequenze di DNA cosi acquisite sono state palizzate mediante |l
software MEGA 2.1(Kumar et al. 2001) che consente l'allineamento delle
sequenze nonché il calcolo détighbor JoiningNJ), un algoritmo che calcola la
stima delle distanze geniche tra dizxa per volta e identifica come vicini
(neighbo) i taxa per cui la distanza risulta minima, questi poig@mo riuniti in

un unico taxa permettendo la costruzione di un deEgrdmma.
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Per quanto riguarda I'applicazione in campo tassvoo, I'analisi delle
sequenze e il metodo che consente la piu apprdéorahalisi dei processi
evolutivi che conducono alla diversificazione dé&A(Hoy, 2003).

Inoltre, i dati su sequenze omologhe sono complardibettamente tra i
livelli tassonomici piu disparati e tra studi indidenti (Hilliset al. 1996). Infine,
e possibile l'analisi di campioni anche molto picce relativamente mal
conservati.

Per gli studi sistematici in campo entomologico en nsolo, sono

attualmente utilizzati numerosi frammenti geniciegenti tanto nel genoma

nucleare che mitocondriale. In letteratura, € statpiamente dimostrato che ogni

marcatore presenta vantaggi e problemi specifieidihvolta in volta o rendono

pil 0 meno adatto a dare informazioni circa i dvdivelli sistematici. Poiché si

ritiene che la ricostruzione filogenetica sia patw@ata se basata su gruppi di dati

indipendenti i piu recenti studi di sistematica ewalare includono spesso sia

sequenze nucleari (rDNA) che mitocondriali (12S,1GTytb).
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2.2 Marcatori nucleari : genoma ribosomale

~§00 bp

18S rDNA MEH 28S rDNA //

—
ITS4

Figura 1: rappresentazione schematica del rDNA

I DNA nucleare codificante per gli RNA ribosomalirDNA) é
ampiamente impiegato negli studi di filogenesi, chér presenta sequenze
altamente conservate (Navaydsal, 2000).

Il DNA é costituito da tre geni codificanti petre RNA ribosomali 18S,
5.8S e 28S che formano la subunitad minore e maggiel ribosoma. Sono geni
mediamente ripetuti n tandem e per le loro caiatielne possono essere molto
utili per il confronto di taxa filogeneticamentestéinti, I'rDNA 18S, ad esempio,
costituisce una delle regioni di DNA piu conservatk € stato impiegato per
ricostruire complessi rami filogenetici che includoregni, phyla, classi ed ordini.

Questi geni non sono continui (Figura 1), ma sdpdedle sequenze ITS
(Internal Transcribed Spacer) spaziatori interasdritti di tipo 1 (ITS1) tra il
gene 18S e 5.8S e ditipo 2 (ITS2) tra il 5.8Sreed?8S (Hillis e Dixon, 1991).

Le regioni ITS non codificano per alcun prodottmige e per questo sono
soggette ad una elevata variabilita di sequenza gieera un grado di
polimorfismo sicuramente maggiore rispetto alleiagerg codificanti (Hillis e
Dixon, 1991) e per questo motivo vengono normalmentizzate per distinguere
taxa strettamente correlati. Inoltre, la loro laxzdzione tra geni altamente
conservati (18S e 28S) permette l'utilizzopdimers universali, cioé uguali tra

specie diverse o organismi diversi.
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2.3 Marcatori mitocondriali

ORibosomal BNA genes
E Transfer BNA genes

EComplex | NADH
dehydrogenase genes

OComplex Il Coenzyme O-
cytochrome ¢ reductase genes

OComplex IV Cytochrome ¢
cxidase genes

OATP synthase genes
EMNoncoding DNA

R A5
RINAEY RhALe

Figura 2: DNA mitocondriale

La scelta del marcatore molecolare da utilizzare lge analisi puo
dipendere da diversi fattori, ma i marcatori mitodoali rimangono quelli piu
comunemente utilizzati per diverse ragioni:

. i genoma mitocondriale (MtDNA) é aploide, in quiagti gli organismi

ad eredita uniparentale materna e non ricombinddi@.rende di piu lieve
entita tutti problemi nella ricostruzione filogemat derivanti dalla biologia
riproduttiva, dalla ricombinazione e dall’eterozsj@he nei mitocondri € piu
propriamente definita eteroplasmia;

. i geni mitocondriali sono molto piu facili da anfpdare in quanto nella
maggior parte dei tessuti si trovano molti mitocormer cellula e quindi il

MtDNA é presente in un numero maggiore di copieeti® al DNA nucleare di
cui e presente solo una molecola. Per tale ragemmirificazione mtDNA e
possibile anche da campioni non appositamente pats@er I'analisi degli

acidi nucleici. E stata riportata la possibilitaagnplificare segmenti di DNA di
circa 20-300 bp anche da campioni molto antichades$suti mummificati, ed

0Ssa,
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. a differenza del genoma nucleare, non sono preseaguenze
introniche (non codificanti) intersperse tra i gemtocondriali I'unica regione
non codificante, chiamata D-loop, contiene l'orgimi replicazione e le
sequenze che regolano la trascrizione (Boore, 1999)

. la scarsa efficacia del sistema di riparazione tg€noet al, 1999) lo
rendono piu suscettibile al danno ossidativo erallgazioni con frequenza piu
elevata del DNA nucleare (Kenyon e Moraes, 1997&gINinsetti e stato
stimato che i geni mitocondriali mutano da 2 a RBevpiu velocemente rispetto
ai geni del nucleo codificanti per proteine (Libanforth, 2004). Per I'analisi
di taxa strettamente imparentati questo € un chiantaggio;

. sono noti da tempo svarigirimers cosiddetti universali, che si legano
a regioni molto conservate del genoma mitocondrpemettendo I'analisi
tramite PCR.

Sono numerosi i geni del’'mtDNA che vengono utiéiizper I'analisi delle
relazioni filogenetiche tra diversi taxa, in paotere abbiamo la porzione che
codifica per la Citocromo ¢ Ossidasi (COIl) e laziome genica codificante la
subunita Citocromo b (Cytb).

Abbiamo inoltre, i geni per gli RNA ribosomali chedno molto piu
semplici delle controparti nucleari. Negli animeailisono solo due geni ribosomali
per genoma mitocondriale, uno per ogni subunitaridelsoma, e tra essi non e
presente alcuna sequenza spaziatrice. Ogni ga@saitto in un'unica molecola
di RNA che poi si ripiega su se stessa in unatstiaiisecondaria definita a loops
and stems che si ripiega a sua volta in una steuterziaria tenuta insieme da
numerose proteine ribosomali. Le molecole di RNFosomale sono due, 12S e
16S, denominate in base alla loro costante di sattezione e formano, una volta
associate con le proteine, le subunita minore eynegdel ribosoma.

A causa della loro primaria importanza nella sinpsteica, le porzioni
centrali core) della struttura secondaria e i siti dove le praeribosomali si
attaccano ai filamenti di RNA, sono altamente coregein entrambe le subunita;
le altre regioni sottoposte a minori vincoli stuudtli e funzionali sono piu
variabili. In genere i domini 1 e 2 sono meno covai rispetto ai domini 3 e 4.

sia nel 12S che nel 16S.
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Tra i marcatori sopra descritti, sicuramente il gg&me codificata per la
subunita proteica Citocromo ¢ Ossidasi | (COI) pr¢éa due importanti vantaggi.
In primo luogo, iprimers universali per questo gene sono molto robusti, e
consentono I'analisi di quasi, se non tutti, i @hghimali.

In secondo luogo, questa porzione genica sembraedese una potere
filogenetico maggiore di qualsiasi altro gene nuiadriale, la terza posizione dei
nucleotidi infatti, mostra una elevata incidenzasdstituzioni, ha un tasso di
evoluzione molecolare che e circa tre volte super@goquella di 12S o 16S rDNA.
Infine, l'evoluzione di questo gene e rapida aldvest per permettere la
discriminazione anche di specie strettamente affini

L'utilizzo di marcatori mitocondriali presenta pesidache alcuni svantaggi,
innanzitutto perché il genoma mitocondriale € ¢ogti da una singola molecola
circolare di DNA, é stato supposto che le sue r@gion siano in grado di fornire
una stima indipendente della flogenesi come infapebbero i geni nucleari non
associati nello stesso cromosoma (Harrison, 1989).

Il piu elevato tasso di sostituzione rispetto akguenze nucleari puod
costituire uno svantaggio nell'inferenza filogenatiprofonda. Inoltre, i geni
mitocondriali hanno caratteristiche che comportamo elevato livello di
omoplasia, come una frequenza elevata di basi Aellarterza posizione dei
codoni. Un ultimo possibile problema per I'analigbgenetica € la presenza di
pseudogeni cioe copie non funzionali di geni mitwali presenti a livello
nucleare che possono essere amplificate con la PG&sare cosi gli studi
filogenetici (Sorenson e Fleischer 1996).

Per quanto riguarda gli acari, i marcatori moledosno sempre piu
utilizzati, soprattutto alla luce dello sviluppold@NA barcoding, metodica che
prevede I'analisi di un frammento di DNA altameotaservato, ma che definisce
in modo specifico una determinata specie, comessefun vero e proprio codice
a barre. (Hebeet al2003, 2004; Moritz e Cicero, 2004).

Questi concetti sono stati recentemente applicati successo agli acari
fitoseidi per risolvere alcuni casi di sinonimiaxi€r et al 2006a, b; 2008; 2010;
Okasseet al.2008, 2009, 2010).

Questi risultati aprono nuove prospettive per Esémomia non solo dei
Phytoseiidae, ma anche degli altri acari.
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Infatti, I'associazione precisa di molecole e ¢aratiche morfologiche di
un campione sono di grande aiuto negli studi tam®dci, tra cui analisi
filogenetiche e identificazione delle specie, inrtigalare nel caso di specie
criptiche (Magalhaest al 2007).

2.4 Metodi indiretti: RAPD-PCR

La tecnica della RAPD, acronimo dandom Amplified Polymorphic
DNA, e stata introdotta nel 1991 (Willianes al. 1990) ed ha avuto immediata
diffusione.

Si tratta sostanzialmente di una PCR condotta gomprimer con una
sequenza molto breve (8-10 bp) e arbitraria, cidécalizzazione causale sul
genoma, poiché ogni primer essendo costituito daasso numero di nucleotidi,
potra riconoscere molti siti sull'intero DNA target

Un frammento € amplificato ogni qualvolta due diespil primers

riconoscono nel genoma sequenze omologhe complamseut due filamenti.

DNA RAPD.PCR frammentidi DNA

2
5' 3 1

primer

Figura 3: meccanismo RAPD-PCR

Differenti sequenze geniche saranno riconosciuterida@ersin diversi siti
e quindi, amplificati, produrranno un differentantjerprinting” genetico, cioé
frammenti di diversa lunghezza altamente speqgufési un dato microrganismo e
che é possibile separare proprio in base alla masslacolare e attraverso

un’elettroforesi su gel dei prodotti di PCR (Fig@ja
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| risultati possono poi essere comparati tra i damipper calcolare la
percentuale di similarita. L'uso di un insieme dimers ci aiuta anche ad essere
certi che una regione sufficientemente ampia di Digdfyet sia stata esaminata
(Ogram e Feng, 1997).

E possibile evidenziare tre possibili profili mbkindebandeggi non
polimorfi, cioe I'insieme di bande che essendo presentitie te specie prese in
esame non permettono di discriminare una specl@altta, bandeggi polimorfi
cioe bande di DNA presenti solo in alcune speciempétendo di rilevare
variabilita tra gli individui, ébandeggi specificicioe presenti solo in una specie.

Poiché la maggior parte delle regioni del DNA chliespntano sequenze
ripetute invertite sono quelle non codificanti alente variabili, la RAPD
consente di evidenziare un elevatissimo grado dimpofismo anche tra taxa
strettamente correlati (Haymer, 1994).

Oltre ad essere una metodica poco costosa, e dlargsecuzione, il
grande vantaggio della RAPD-PCR e quello di conseanche I'analisi di nuovi
organismi senza necessita di grandi conoscenzienpreti.

Il principale problema della RAPD e I'assunzione dfande che migrano
allo stesso livello siano realmente omologhe.

Anche la ripetibilita dei risultati € un altro castente problema: variazioni
anche minime delle condizioni di PCR e dello sthtoonservazione dei campioni
possono modificare il profilo delle bande. Cio siiga che risultati ottenuti in
studi indipendenti sono difficilmente confrontalflioxdale e Lushai 1998).

Per far fronte a questo problema, € indispensaiitare una scrupolosa
standardizzazione dei protocolli in questo modd& AP D resta un metodo rapido
e poco costoso per la definizione di razze, biotogpecie (Caterinet al. 2000).

In conclusione, i diversi approcci per I'analisil @NA, metodi diretti e
metodi indiretti, non possono considerarsi complaian e/o alternativi, poiché
essi pongono in rilievo caratteristiche geneticiverde tra loro sia sotto il profilo
funzionale che delle mutazioni nel corso dell’'ewidue.

E’, infatti, noto che il DNA mitocondriale (mtDNA)utilizzato in
tassonomia ottempera allo scopo di selezionare nthicatori diagnostici di
sequenze codificanti che vedono inalterato il poopuolo funzionale sino alla
specie umana. Pertanto, dal confronto nucleotidioediante la tecnica del
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sequenziamento del DNA gli studiosi traggono del®rmazioni valutando il
grado di similitudine tra le singole specie alloopo di rispondere agli
interrogativi insiti nel concetto di variazione iedlervallo fenotipico continuo.

La possibilita di ricostruire la filogenesi degliganismi viventi sulla base
del confronto delle strutture molecolari deriva tto che, a questo livello, tutti
gli organismi sono strettamente imparentati: le nm@olecole con le quali sono
costruiti 1 loro tessuti sono le stesse (proteiaeidi nucleici, polissaccaridi);
'informazione genetica € codificata negli acidcheici secondo lo stesso ordine e
viene trascritta e tradotta essenzialmente con splissi meccanismi; le
caratteristiche generali del metabolismo sono nsiitali.

Uno degli elementi principali della teoria dell’dupione € che le
popolazioni contengono variabilita nei riguardi afiratteri che, direttamente o
indirettamente, determinano il successo riprodattiei singoli individui o della
popolazione del suo insieme.

Fisher nel 1930, nella sua trattazione matematiela dteoria della
selezione naturale, ha postulato che esiste uaaioeke quantitativa diretta tra la
variabilita genetica a carico delfdnesse le variazioni evolutive prodotte dalla
selezione.

Piu precisamente Fisher prendendo, in considerazimnmodello basato
su un solo fattore genetico, ha stabilito dhasso d’incremento in fithess di una
popolazione € uguale alla varianza genetica in &8s della popolazione stessa

L’enorme quantita di variabilita genetica, presemiglle popolazioni
naturali e necessaria per la loro evoluzione,résilltato del riassortimento delle
variazioni ereditarie prodotte dalle mutazioni.

Recentemente, grazie allo sviluppo di nuove tedielcsul DNA, Il
concetto di variabilita genetica pu0 anche essesgocato alla variabilita
fingerprint del DNA che risulta, per gli individuli specie umana, caratteristica
peculiare e discriminante gli individui gli uni dagiltri.

La ricerca ha contribuito a porre in evidenza satamarcatori a variabilita
polimorfa e I'analisi di popolazioni genetiche catiiate ha consentito di stabilire
guali e quanti siano i marcatori polimorfi da wiare per poter identificare e

discriminare gli individui di specie umana tra loro
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Il DNA fingerprint sfrutta la variabilita dell'orgazzazione delle singole
basi del DNA nucleare che viene preservato e mataeanalterato per il corretto
mantenimento della specie.

La metodica RAPD, scelta quale strumento tecnicdgpearatterizzazione
della variabilita del DNA delle singole specie dio$eidi, se da un canto
ottemperava ai parametri per la configurazione rh diagnostica molecolare,
poneva non poche difficolta per individuazione dezmene del numero di

marcatori polimorfi idonei ad una rigorosa andiisigenetica.
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2.5 || DNA da preparati per microscopia

L'applicazione di tecniche molecolari ha apertolinelimi anni, nuove
prospettive per lo sviluppo della tassonomia desgidi.

Tuttavia il problema fondamentale € quello di nartep sottoporre ad
analisi genetica specie gia identificate dal putiteista morfologico. L'estrazione
del DNA di esemplari provenienti da collezioni malkerenderebbe infatti, tutto
piu semplice, non solo per i problemi legati alssonomia delle specie, ma
anche perché, in particolari zone del mondo, efpdile sovente ottenere un
esemplare proveniente da collezioni che raccoglie’l campo, a causa di
estinzione locale di taxa e/o di perdita dell’habie quindi la specie ricercata a
volte non é piu presente nella localita dove éagtarialmente segnalata.

Le collezioni di acari fitoseidi consistono in caeu montati su vetrini in
soluzione Hoyer, un mezzo che contiene gomma a&#B®,0 g), acqua (50,0 ml),
cloralio idrato (200,0 g) e glicerolo (16,0 ml).dt4lio idrato, la componente
principale di questmedium € un agente di compensazione di chitina che posso
alterare DNA.

Alcuni test preliminari effettuati su acari montau vetrini (recenti o
risalenti a dieci anni) non ha avuto risultati pesicon la metodologia attuale,
soprattutto a causa di contaminazioni durantedaquiura di estrazione del DNA,
e quindi, si sono ottenuti prodotti di PCR, maitattrrispondenti a DNA umano.

Lo sviluppo di protocolli molecolari che consentalao purificazione e
I'analisi del DNA antico da questi organismi rigsutssere la principale ambizione

attuale, in modo tale da poter utilizzare le catiazdel museo.
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3 ANALISI STATISTICA

Il Clustering o analisi dei gruppi dal termine iegg cluster analysis
introdotto da Robert Tryon nel 1939, € un insiemetetniche di analisi
multivariata aventi come scopo il raggruppamenteeldimenti omogenei in un
insieme di dati, minimizzando la “lontananza lodiggterna a ciascun gruppo e
massimizzando quella tra i gruppi, in maniera tileostruire un dendrogramma.

La “lontananza logica” viene quantificata per mezdb misure di
similarita/dissimilarita definite tra le unita gkitiche, in particolare €& stato
utilizzato I'indice di similarita calcolato secondomodello proposto da Nei and
Li (1979). F = 2Nsls/(Nsl +Ns) dove Nsl € il numatei frammenti o bande di
DNA nella specie etichettata Phl, Ns indica il ntongei frammenti o bande di
DNA per la specie Ph2, Nsls il numero dei frammerbande di DNA in comune
tra le due specie prese in esame sulla base dmil@rmaporanea migrazione e
risoluzione elettroforetica.

| coefficienti di similarita forniscono una misudel grado di somiglianza
fra osservazioni, campioni, o altre entita ed harwvalori che variano
nell'intervallo compreso fra 0 ed 1.

Tali valori limite corrispondono, rispettivamenta, caso di osservazioni
del tutto disgiunte, prive di elementi comuni, ddcaso di osservazioni che
soddisfano pienamente il criterio utilizzato pesuamnare la similarita .

Una volta calcolato 'indice di similarita per tetie coppie dei campioni in
esame, i valori numerici sono posti in una matti@ngolare.

| risultati di una procedura di clustering geracchi possono essere
rappresentati in diversi modi, anche se in prewaesi preferisce utilizzare un
dendrogramma

Il dendrogramma e stato ottenuto mediante il softvidini Tab 15.0.
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4 OBIETTIVI DELLA RICERCA

Obiettivo della ricerca € quello di contribuireaaltonfigurazione di una
diagnostica molecolare idonea alla caratterizzazdinsingole specie di fitoseidi
allo scopo di avvalersi di uno strumento identtiva semplice (in termini di
esecuzione e riproducibilita sperimentale), a bassbo e facilmente accessibile
anche in laboratori non prettamente dedicati atiéogia molecolare, attraverso il
raggiungimento di tre obbiettivi fondamentali:

1) la scelta e la messa a punto di una metodieattizione e purificazione
del DNA di singoli individui provenienti da preparaiicroscopici di varia natura
(anche vetrini preparati da diversi decenni), onagsicurare la corretta
corrispondenza tra dati genetici e tassonomia iclsbasata su caratteri

morfologici.

2) la definizione di una corretta cinetica di arfigéizione molecolare sia
mirata al sequenziamento di porzioni del mtDNA, didBanalisi di tutto il

genoma attraverso la RAPD-PC;

3) la risoluzione di aspetti controversi della slasazione degli acari

fitoseidi secondo la tassonomia classica.
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della famiglia Phytoseiidae, appartenenti a getiggrsi, come riportato in tabella

1.
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5 MATERIALI

E METODI

5.1Materiale biologico

Per il presente studio sono state prese in corssnere 15 specie di acari

Phytoseiidae
1 Typhlodromus exhilaratus individui prelevati da allevamento ed allestiti su
preparati per I'occorrenza
2 Phytoseiulus longipes individui prelevati da allevamento ed allestiti su
preparati per I'occorrenza
3 Phytoseiulus persimilis individui prelevati da allevamento ed allestiti su
preparati per I'occorrenza
4 Neoseiulus cucumeris Preparato per microscopia allestito nel 1971
Amblyseius swirskii individui prelevati da allevamento ed allestiti su
preparati per I'occorrenza
6 Cydnodromus californicus individui prelevati da allevamento ed allestiti su
preparati per I'occorrenza
7 Cydnodromus picanus individui prelevati da allevamento ed allestiti su
preparati per I'occorrenza
Iphiseius degenerans Preparato per microscopia allestito nel 1971
Kampimodromus ericinus Preparato per microscopia allestito nel 1990
10 Typhlodromus aberrans Preparato per microscopia allestito nel 1990
11 Phytoseiulus phragariae individui prelevati da allevamento ed allestiti su
preparati per I'occorrenza
12 Phytoseiulus macropilis individui prelevati da allevamento ed allestiti su
preparati per I'occorrenza
13 Amblyseius andersoni individui prelevati da allevamento ed allestiti su
preparati per I'occorrenza
14 Typhlodromus pyri individui prelevati da allevamento ed allestiti su
preparati per I'occorrenza
15 Euseius stipulatus individui prelevati da allevamento ed allestiti su
preparati per I'occorrenza

Tabella 1: fitoseidi selezionati per I'analisi

| campioni sono stati forniti dal laboratorio di @&ologia applicata "Eliahu
Swirski" del Dipartimento Demetra, Universitd dediitudi di Palermo e
consistevano in:

* materiale frescpuova o adulti provenienti da allevamenti;

* materiale seccosingoli acari allestiti su preparati per micrgsieo

ottica, derivanti da collezioni museali e vecchtlam di alcuni decenni.
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| campioni provenienti da allevamento erano preseim alcool al 70%,
mentre gli acari delle collezioni erano montativetrino con liquido di Hoyer, un
mezzo che contiene gomma arabica (30,0 g), acqu® (®l), cloralio idrato
(200,0 g) e glicerolo (16,0 ml). Si ricorda, alfuoche il cloralio idrato, € un
agente di compensazione della chitina e puo atier&mNA.

Si pone, inoltre, in evidenza la complessita delotidi analisi in
considerazione del fatto che alcune specie di Rbyttae non solo erano state
allestiste per I'analisi morfologica alcune decttie@nni orsono ma, per alcune di
esse, si trattava perfino di preparati unici, enqurendevano irripetibili i singoli
esperimenti.

Atteso che, tutte le metodiche di estrazione delADprevedono la
distruzione dell’esemplare, in assenza, altresi, ptecedenti scientifici in
letteratura, si € ritenuto necessario avvalersnalieriale reperibile in allevamento
per il settaggio delle condizioni molari maggiorrteerdonee per la purificazione
del DNA.

Sono state messe a confronto tre diverse metodiclestrazione degli
acidi nucleici e non appena calibrate le concemmizmolari degli enzimi
proteolitici in funzione della temperatura e dehp® di incubazione necessario
alla lisi cellulare, si & proceduto all'estraziodel DNA da singolo individuo
montato su vetrino sia preparato per I'occorrecha, risalente ad alcuni decenni
fa.

Il DNA é stato isolato e purificato dalle succitdte specie di Phytoseiidae
e successivamente analizzato mediante elettrofstegjel di agarosio prima di
sottoporlo ad amplificazione molecolare per lazizpzione genetica, mediante
RAPD-PCR che permetteva lanalisi di tutto il germme mediante
sequenziamento della regione COI del genoma mitlréale deputata alla sintesi
della subunita proteica | della Citocromo ¢ Ossidagli quella deputata alla
sintesi del’RNA ribosomale 12S mitocondriale.

| diversi approcci di caratterizzazione del DNA liexrari appartenenti
alla famiglia Phytoseiidae non possono consider@siplementari né alternativi,
poiché essi pongono in rilievo caratteristiche giehe diverse tra loro sia sotto il
profilo funzionale che dehte di mutazione nel corso dell’evoluzione.

Infatti, la RAPD-PCR si effettua utilizzando bresequenze di DNA

(massimo 10 paia di basi) che si appiano in mant&suale sul genoma e
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consente di sottoporre ad analisi anche nuovi esgarsenza la necessita di avere
grandi conoscenze preliminari, i DNA mitocondriaeitDNA) utilizzato in
tassonomia invece, ottempera allo scopo di selargodei marcatori diagnostici
di sequenze codificanti (COI, 12S rRNA, 28S rRNAecvedono inalterato il
proprio ruolo funzionale sino alla specie umana.

Pertanto, dal confronto nucleotidico mediante lacniea del
sequenziamento nucleotidico del DNA gli studiosiggono delle informazioni
valutando il grado di similitudine tra le singolpesie allo scopo di rispondere
agli interrogativi insiti nel concetto di variaziened intervallo fenotipico

continuo.

5.2 Estrazione del DNA

Tutte le metodiche per l'estrazione di acidi nudlepossono essere
suddivise in 3 fasi fondamentali: la lisi cellulata purificazione del campione
lisato ed, infine, la precipitazione dell’acido feico.

La lisi cellulare rappresenta una fase molto dedigeerché, da un lato deve
essere abbastanza incisida frammentare il materiale di partenza e, datbalt
deve assicurare lintegrita dell’acido nucleicopnéo per le successive analisi
molecolari.

La lisi cellulare prevede I'ausilio di un tamponilidi e di due enzimi la
proteinasi K e la chitinasi.

La soluzione di lisi contiene Tris HCI 500 mM pHO&. f., EDTA 0.01 M
pH 8.0 c. f., 0.5% SDS con l'aggiunta di 80 di una soluzione 20mg/ml di
proteinasi K e qul di una soluzione 1M di DTT (Dithiothreitol).

L’'EDTA e I'SDS sono ottimi chelanti di ioni bivaléned hanno la
capacita di solubilizzare i lipidi di membrana.

La proteinasi K, invece e un enzima che inibiscdDAsi endogene,
normalmente presenti a livello citoplasmatico, chea volta degradata la
membrana nucleare (durante la lisi) potrebberoaemta contatto con il DNA
degradandolo.

Il tempo della lisi enzimatica a mezzo proteinasiviria in base al
materiale di partenza, nel caso degli acari il pwia fondamentale e riuscire a

penetrare e distruggere lo strato di chitina chen&ol’esoscheletro, per permettere
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la fuoriuscita e quindi il recupero del DNA. Peregto motivo oltre ai reagenti
enzimatici e ai detergenti che comunemente vengiifinzati in questa fase nei
laboratori di biologia molecolare, € stato necaesaggiungere la Chitinasi, che e
appunto un enzima che degrada I'esoscheletro tinahi

Dopo la rottura delle pareti cellulari e della meearta plasmatica, si
otterra una miscela complessa costituita da vameponenti cellulari come DNA,
RNA, lipidi, mono e polisaccaridi, proteine e sali.

La rimozione delle proteine dal lisato cellulare particolarmente
importante sia per la presenza delle nucleasi endappresenza di altre proteine
che legandosi agli acidi nucleici ne impedisconfufezione e/o la purificazione.

Dopo la lisi cellulare i campioni sono stati sotiep a tre diverse
metodiche di estrazione del DNA:

1) il metodo classico Fenolo-Cloroformio;

2) il metodo inorganico mediante resina Chelex®-M¥xh;

3) kit commerciale Dneasy Tissue Qiagen.

Il metodo classico richiede tempi di lavoro relativente lunghi (circa 5
giorni), e l'utilizzo di sostanze tossiche, tut@vconsente di ottenere un DNA ad
alto peso molecolare e quindi idoneo alle analisicessive, ma soprattutto, un
DNA stabile, tanto da assicurare la riproducibili@& dato sperimentale qualora
sia necessario ripetere I'analisi anche a distdhn#gampo dall’estrazione.

Il Chelex e una resina costituita da un copolintrstirene-divinilbenzene
coniugato a molecole di imminodiacetato, che healgacita di “chelare” cationi
metallici bi e trivalenti grazie alla presenza digpi funzionali imminodiacetici,
guando ci troviamo a pH neutri o debolmente alcalin

L'estrazione mediante Chelex € sicuramente piudeapiispetto alla
metodica classica, consente infatti, di ottenerpdohe ore il campione di DNA
gia pronto per le analisi molecolari (Walsh al, 1991). Prevede una minore
complessita operativa con un numero di passaggitodia effettuare, riducendo
in questo modo anche il rischio di contaminazioiaeti® i vari campioni che da
parte dell’operatore stesso.

Il kit commerciale Dneasy Tissue Qiagen per I'estiae del DNA é una
metodica rapida ed efficiente che si basa suliaziil di una membrana di silice

per l'isolamento del DNA cellulare totale, senza ch faccia uso di fenolo e
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cloroformio per la purificazione né etanolo perplacipitazione, presenta inoltre
il vantaggio di poter recuperare e osservare nuewdnsu vetrino I'esemplare

che rimane intrappolato nella membrana di silice

5.3 Estrazione del DNA da uova

Metodo classico Fenolo-Cloroformio

Si é proceduto alla purificazione del DNA a partile uova diP.
persimilis provenienti da allevamento in laboratorio, ponemdgonfronto due
diverse metodiche di estrazione degli acidi nucléé&c metodica classica di tipo
organico (fenolo-cloroformio) e quella inorganichecsi avvale della resina
chiamata Chelé%100.

Sono state, quindi, selezionate quantita cresqeanii a 2, 4, ed 8 che
venivano trasferite in tubi eppendorf e poste adiliare in presenza di 2Q0 di
una soluzione di lisi contenente Tris-HCL 500 mM)TA 100 mM, 50 mM
NacCl, 0.5% SDS con aggiunta di DTT e ProteinaseK2 ore a 56°C.

Si é proceduto, quindi, alla purificazione del DNAediante l'uso di
solventi organici fenolo e cloroformio: sono sta&tettuate ripetute estrazioni
fenoliche (fenolo saturato con TRIS pH 8.0) chdéh&unzione di sequestrare e
denaturare le proteine, ed un’unica estrazioneatoroformio per rimuovere le
eventuali tracce di fenolo presenti ancora nel ¢ang

I DNA é stato in seguito isolato mediante pre@pione in etanolo con
aggiunta di Acetato di Sodio alla c. f. di 0,3 Mp@sto a -20°C overnight.

| singoli campioni sono stati, infine, centrifugati 10.000 rpm per 20
minuti, per recuperare il DNA ed eliminare 'etanol

| DNA cosi purificati sono stati risospesi in 10D0di acqua sterile MilliQ
ed incubati per 24 ore a 55°C al fine di una comapkolubilizzazione ed in
seguito quantizzati per contribuire al successsatting delle amplificazioni
molecolari mediante PCR.

La valutazione dello stato fisico del DNA era, ingecondotta mediante

elettroforesi su gel di agarosio in presenza di@tibromuro.
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5.4 Estrazione del DNA da uova
Metodo inorganico Chelex®-100Mesh

Anche in questo caso, quantita crescenti pari 4,2d 8 uova dP.
persimilis provenienti da allevamento in laboratorio, venwarasferite in tubi
eppendorf e poste ad incubare in presenza di| 206 una soluzione di lisi
contenente Tris-HCL 500 mM, EDTA 100 mM, 50 mM NaGI5% SDS con
aggiunta di DTT e proteinasi K per 24 ore a 56°C.

Dopo la lisi cellulare si procedeva alla purificaizeé del DNA a mezzo
Chelex addizionando ai singoli campioni una quanpari a 200l di resina
Chelex® — 100 al 5% preriscaldata a 55°C, e ponegldcstessi in bagno
termostatico a 55°C per 30 minuti, per facilitaretérazione della resina con i
campioni.

Infine, dopo un ciclo di denaturazione a 90°C g&ndin, i campioni sono
stati centrifugati a 14.000rpm, ed aliquote pasi20ul sono state utilizzate per le
reazioni di amplificazione molecolare.

La valutazione dello stato fisico del DNA era cottdomediante
elettroforesi su gel di agarosio in presenza di@fbromuro.

| DNA cosi purificati erano poi quantizzati per ¢douire al successivo

settingdelle amplificazioni molecolari mediante PCR.
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5.5 Estrazione del DNA da acari allestiti per micrecopia

Metodo classico Fenolo-Cloroformio

Tutte le fasi di trasferimento e recupero del maker sono state effettuate
avvalendosi del microscopio ottico.

| preparati per microscopia sono stati posti in ea@mumida a 50°C per
favorire il distacco del collante di adesione epaaimozione del vetrino copri
oggetto, é stato recuperato I'individuo con I'aiesdi ritagli di carta sterile 3MM,
di circa 1cmi , imbevuti di HO sterile pre-riscaldata a 37°C, onde facilitare e
consentire il trasferimento della specie in esaale/etrino al substrato cartaceo.

Successivamente il substrato cartaceo contenemtdividuo veniva
trasferito in tubo eppendorf da 0.5ml e sottop@stasi cellulare in presenza di
100l di una soluzione di lisi contenente Tris-HCL 5001, EDTA 100 mM, 50
mM NaCl, 0.5% SDS, con l'aggiunta di proteinasi Kchitinasi in bagno
termostatico a 56C° per 8-10 giorni.

Anche in questo caso, la lisi cellulare era cofdtal e monitorata
avvalendosi della microscopia per verificare chedividuo stratificato su carta
fosse effettivamente distrutto e consentisseabkdio del proprio DNA.

Si e proceduto, quindi, alla purificazione del DNwWediante l'uso del
metodo classico fenolo-cloroformio effettuando tie estrazioni fenoliche ed un
solo passaggio in cloroformio, dopo aver allontanatsubstrato cartaceo dalla
provetta.

Il DNA é stato in seguito isolato mediante pre@pione in etanolo con
aggiunta di Acetato di Sodio alla c. f. di 0,3 Mp@sto a -20°C overnight.

| singoli campioni sono stati, infine, centrifugati10.000 r.p.m. per 20
minuti, per recuperare il DNA ed eliminare 'etanol

| DNA cosi purificati sono stati risospesi in 50dlilacqua sterile MilliQ.
ed incubati per 24 ore a 55°C al fine di ottenara completa solubilizzazione, ed
in seguito quantizzati per contribuire al successetting delle amplificazioni
molecolari mediante PCR, mentre la valutazioneodsfato fisico del DNA era

condotta mediante elettroforesi su gel di agarwsresenza di etidio-bromuro.
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5.6 Estrazione del DNA da acari allestiti per micrgcopia

Metodo Dneasy Tissue Qiagen kit

Dopo il recupero dell'individuo dal preparato percrospia i campioni
sono stati trasferiti in tubi eppendorf da 1.5 mbkatoposti alla fase di lisi
cellulare in bagno termostatico a 56°C in presehzaoteinasi K overnight.

Successivamente i campioni sono stati riposti ituno eppendorf da 2 ml
che conteneva una colonna di silice, il DNA si leghin maniera selettiva alla
membrana, mentre tutte le altre sostanze, attrangerso la membrana e verranno
rimosse.

Sono stati effettuati due passaggi addizionando campioni
rispettivamente 250 pl di tampone AW1, 250 pl dmpane AW2, che
contengono entrambi etanolo.

Dopo aver centrifugato a 13000 r.p.m. per 5 minutgmpioni sono stati
posti in un tubo da 1,5 ml con I'aggiunta di 40dilacqua sterile preriscaldata a
70°C, per la fase di eluizione.

Il kit di estrazione, oltre ad essere estremameososo (circa 7 euro per
singolo acaro!), € risultato scarsamente efficageagplicato su preparati per
microscopia abbastanza vetusti, dove i singoliiea@ro piu che disidratati ed il
contenuto interno degli acidi nucleici e presunaitwhe sia ridotto ad un alto stato

di cristallizzazione intracellulare.
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5.7 Analisi molecolare dei Fitoseidi

Come gia accennato, le caratteristiche molecolatled1l5 specie di
Phytoseiidae selezionate per la presente ricerstgta effettuata avvalendosi di
marcatori mitocondriali e marcatori random nucleari

Anche in questo caso, I'assenza di precedenti sooeim letteratura come
riferimento per esperimenti condotti su DNARytoseiidagurificato da singoli
individui allestiti per la microscopia ottica risati per lo piu nel tempo,
imponeva di procedere con cautela onde preservesiéasigua quantita di DNA,
parzialmente degradata, che da essi poteva esséatai

Com’é noto il DNA nucleare ed il DNA mitocondrialeoesistono
all'interno delle cellule con un diverso rapportenmerico-quantitativo a favore di
guello mitocondriale tant'e@ che lo stesso viendnitef, abbondante o altamente
ripetuto nel numero di copie all'interno della cédl.

Pertanto, il DNA totale (nucleare e mitocondriabstratto dai singoli
individui allestiti su preparati per microscopiagnwa saggiato mediante
amplificazione di due differenti porzioni genichetecondriali, codificanti 'una
per la subunita della Citocromo c ossidasi (CORpleéra per 'RNA della subunita
ribosomale (12S), prima di procedere al settaggigled condizioni di
amplificazione delle RADP-PCR.

Veniva, quindi, selezionato un DNA piu abbondanteeeosimilmente a
minore degradazione poiché ad inferiore complesisipgetto a quello nucleare.

I DNA mitocondriale (mtDNA) e infatti, ampiamentgilizzato negli studi
che riguardano la tassonomia degli acari (Naveijas. 1996; Navajas and Fenton
2000) perché possiede i succitati vantaggi cheac#ithno I'analisi rispetto al

DNA nucleare.
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5.8 Amplificazione enzimatica del mtDNA: regione CO

Si procedeva all'amplificazione della porzione dimdinte della Citocromo
c Ossidasi (COIl) del genoma mitocondriale utilizianaliquote di DNA
purificato da singolo individuo allestito tanto sareparati per microscopia
risalenti al 1971, speci€. californicus ed N. cucumeriguanto su materiale
prelevato da allevamento, spedie persimilis e P. longipes che venivano
montate per I'occorrenza su vetrini in maniera agalagli altri.

Il prodotto atteso di circa 400 coppie di basi uidlia una porzione genica
che possiede un potere di identificazione filogeaedi rilievo, grazie all’elevata
incidenza di sostituzioni in terza posizione, nasague che il tasso di evoluzione
molecolare & circa tre volte superiore a quellavabile dall'utilizzo delle
porzioni codificanti del 12SrRNA o 16SrRNA, conuigndo inoltre alla
discriminazione di specie strettamente affini.

La coppia dioligonucleotidi primersutilizzata per I'analisi € indicata in
tabella 2.

Regione Sequenza Ref.

Oligonucleotidi primers5’-3’

Citocromo | 5- TGATTTTTTGGTCACCCAGAAG -3 Navajaset al

c ossidasi (1996).
5'- TACAGCTCCTATAGATAAAC -3’

Tabella 2: descrizione dell porzioni geniche del genoma mitakle e
relativa coppia doligonucleotidi primersutilizzata nelle reazioni di PCR.

L’amplificazione molecolare e stata effettuata mwolume finale di 25 pl,
utilizzando aliquote pari a 2 pl di DNA, corrisp@mdi a circa un decimo del
volume totale di solubilizzazione adottato, in emema di 1 pl di 4
deossinucleosidi trifosfati (ATP, CTP, GTP, TTP2 uM c. f.), 1 ul di ogni
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primers(c. f. 0.5 uM) 2.5 pl di buffer di reazione (c.1fuM) in accordo con la
casa produttrice dell’enzintaq DNA Polimerasil pl di MgC} (c. f. 1,5 uM) e
0,5 unita diGo Tag® Flexi DNA Polymeras&romega.

Le reazioni sono state allestite nelle thermal-esgcl.400 Perkin ElImer o
Eppendorf.

Ogni reazione di amplificazione é stata eseguitalgyuote di reagenti

utilizzati una sola volta ed in condizioni di asdal sterilita, sotto cappa a flusso

laminare ed in presenza di un controllo negativis¢eia di reazione senza DNA)
onde prevenire la possibilita di contaminazionDdNA aspecifico (per esempio
batterico) oppure delle cross-contaminazioni tracampioni che avrebbero
contribuito a falsare gli esiti molecolari.

Tutte le cinetiche di amplificazione venivano estgin duplicato ed, in
caso di esito negativo, si procedeva alla ri-angaifione dei prodotti fino a tre

volte.

Condizioni di amplificazione

Citocromo ¢ Ossidasi

FASI PCR TEMPERATURA TEMPO n CICLI
Denaturazione inizialg 95°C 3 minuti 1 ciclg
Denaturazione 92°C 1 minuto
Appaiamento Primers 45°C 1 minuto 40 cicli
Estensione 72°C 1 minuto
Estensione finale 72°C 5 minuti 1 ciclo

Tabella 3: condizioni di amplificazione

| prodotti di amplificazione cosi ottenuti sonotsteparati tramite corsa
elettroforetica in gel di agarosio 1,5% in tampdrigE (Tris, a. borico, EDTA)
per circa 30 minuti a 100 Volt e visualizzati coroBwuro di Etidio.
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Sono stati infine utilizzati marcatori di peso numtare noto (1kb DNA
ladder, Fermenta¥ per verificare il corretto peso molecolare dehnfimento
ottenuto.

| prodotti di amplificazione venivano spediti althtta Eurofins MWG
Operon (Germania), commissionando il sequenziameamtteotidico del genoma
mitocondriale inviando le specifiche sequenze aligdeotidiche primers di
innesconestede sequenz@rimers utilizzate per 'amplificazione dei prodotti di
PCR.

L’analisi delle sequenza e stata eseguita avvakrdi softwareMEGA
2.1 (Kumaret al.2001), utilizzando il metoddeighbor Joining[NJ).

5.9 Amplificazione enzimatica del mtDNA: regione 135

Il sistema individua la porzione genica del genoncondriale deputata
alla sintesi del’lRNA ribosomale 12S. La coppia piimers permette di

amplificare un frammento di peso molecolare p&ri@ bp.

Regione Sequenza Ref.

Oligonucleotidi primers 5’-3’

5- TACTATGTTACGACTTAT -3 Jeyaprskash and

12S Hoy
5'- AAACTAGGATTAGATACCC -3’
(2002)

Tabella 4: descrizione dell porzioni geniche del genoma mitakiale e
relativa coppia doligonucleotidi primeraitilizzata nelle reazioni di PCR.

L’amplificazione molecolare e stata effettuata mwolume finale di 25 pl,

utilizzando aliquote pari a 2 ul di DNA (nuclearengocondriale), in presenza di
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1 ul di 4 deossinucleosidi trifosfati (ATP, CTP, BTTTP, 0.2 uM c. f.), 1 pl di
ogniprimers(c. f. 0.5 uM) 2.5 ul di buffer di reazione (c1fpuM) in accordo con
la casa produttrice dell’enzimag DNA Polimerasil pl di MgC} (c. f. 1,5 pM)
e 0,5 unita dGo Tag® Flexi DNA Polymeras&romega.

Le reazioni sono state allestite nelle thermal-esgcP.400 Perkin Elmer o
Eppendorf.

Ogni reazione di amplificazione é stata eseguitalgyuote di reagenti
utilizzati una sola volta ed in condizioni di asdal sterilita, sotto cappa a flusso
laminare ed in presenza di un controllo negativis¢eia di reazione senza DNA)
onde prevenire la possibilita di contaminazionDdNA aspecifico (per esempio
batterico) oppure delle cross-contaminazioni tracampioni che avrebbero
contribuito a falsare gli esiti molecolari.

Tutte le cinetiche di amplificazione venivano estgin duplicato ed in

caso di esito negativo si procedeva alla ri-anga@dione dei prodotti fino a tre

volte
Condizioni di amplificazione
rRNA 12 S
FASI PCR TEMPERATURA TEMPO n CICLI
Denaturazione 94°C 3 minuti 1 ciclo
iniziale
Denaturazione 92°C 30 secondi
Appaiamento 40°C 30 secondi 35 cicli
primers 72°C 1 minuto
Estensione
Estensione finale 72°C 5 minuti 1 ciclo
Tabella 5: condizioni di amplificazione

| prodotti di amplificazione cosi ottenuti sonotsteparati tramite corsa
elettroforetica in gel di agarosio 1,5% in tampdrigE (Tris, a. borico, EDTA)

per circa 30 minuti a 100 Volt e visualizzati coroBwuro di Etidio.
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Sono stati infine utilizzati marcatori di peso numtare noto (1kb DNA
ladder, Fermenta¥ per verificare il corretto peso molecolare dehnfimento
ottenuto.

| prodotti di amplificazione venivano spediti althita Eurofins MWG
Operon (Germania) commissionando il sequenziamentteotidico del genoma
mitocondriale inviando le specifiche sequenze aligdeotidiche primers di
innesconestede sequenz@rimers utilizzate per 'amplificazione dei prodotti di
PCR.

L’analisi delle sequenza e stata eseguita avvakrdi softwareMEGA
2.1 (Kumaret al.2001), utilizzando il metoddeighbor Joining[NJ).

5.10 RAPD-PCR

I medesimo DNA totale (nucleare e mitocondrialsfr&tto e purificato da
singoli individui di 15 differenti specie di fitosk, veniva sottoposto
all’'amplificazione molecolare utilizzando 9 oligarieotidi primers a sequenza

arbitraria (Tabella 6).

Oligonucleotidi Sequenza 5'-3’ Ref.
primers

A 5-CCGAGGTGAC-3 disegnato dalla Prof.
E. Carra

B 5-CCGTCG AGTC -3 disegnato dalla Prof.
E. Carra

C 5-CCG ACCAGTC -3 disegnato dalla Prof.
E. Carra

D 5-GGC TCCACT G -3 disegnato dalla Prof.
E. Carra

E 5-CTACCCTTG G -3 disegnato dalla Prof.
E. Carra

G 5- TCA TAC CGG CTA ACC GCC AAT -3’ disegnato dalla Prof.
E. Carra

H 5- TAC AGC TCC TAT AGA TAA AAC 3’ disegnato dalla Prof.
E. Carra

L CAG GCCCTTC Jayaet al (2002)

M TTC CGAACCC Jayaet al (2002)

Tabella 6: oligonucleotidorimersutilizzati per le RAPD-PCR.
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Ciascuna amplificazione molecolare e stata esegtilizzando aliquote di
reagenti scongelati per I'occorrenza ed in condizd assoluta sterilita, ovvero,
sotto cappa a flusso laminare ed in presenza doatrollo positivo (DNA di un
individuo non correlato) e di un controllo negatigmiscela di reazione senza
DNA) onde prevenire la possibilita di contaminazioin DNA aspecifico (per
esempio batterico) oppure delle cross-contaminazitoa i campioni che
avrebbero contribuito a falsare gli esiti molecolar ordine alle effettive
riconducibilita genetiche dei pattern multibande.

L’amplificazione molecolare € stata effettuata mvolume finale di 40 pl,
utilizzando aliquote pari a 2 pl di DNA (nuclearengocondriale) ed in presenza
di 1 ul di 4 deossinucleosidi trifosfati (ATP, CTBTP, TTP, 0.2 uM c. f.), 4 ul
di ogniprimers(c. f. 2 uM) 2.5 pl di buffer di reazione (c. f..M) in accordo
con la casa produttrice dell’enzinteq DNA Polimerasil pl di MgCh (c. f. 1,5
uM) e 0,5 unita dGo Tag® Flexi DNA Polymerageromega.

Le reazioni sono state allestite nelle thermal-esgcl.400 Perkin Elmer o

Eppendorf, secondo le condizioni mostrate in tabell

FASI PCR TEMPERATURA TEMPO N CICLI
Denaturazione iniziale 95°C 5 minuti 1 ciclo
Denaturazione 95°C 1 minuto 35 cicli
Appaiamento primers 36°C 1 minuto
Estensione 70°C 1 minuto
Estensione finale 70°C 5 minuti 1 ciclo
Tabella 7: condizioni di amplificazione RAPD-PCR
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Ognuna delle reazioni molecolari e stata inoltfetefata utilizzando una
combinazione di tre oligonucleotidi primers, deserin tabella 8 ,allo scopo di

aumentare il potere di risoluzione dei singoli

RAPD-PCR

A+B+C
A+C+E
E+D+F
D+G+H
B+C+L

A+B+M Tabella 8: combinazioni degli oligonucleotidi
A+L+M primersutilizzati per le singole amplificazic

| prodotti di amplificazione cosi ottenuti sonotsteparati tramite corsa
elettroforetica in gel di agarosio 1,5% in tampofBE 1X (Tris, a. borico,
EDTA) per circa 2 ore a 100 Volt, per assicuramddéguata separazione dei
frammenti, e successivamente visualizzati con Brondu Etidio.

Per una corretta rivelazione elettroforetica venigattoposto alla
contemporanea migrazione anche un campione di CAdddr noto (100 bp Plus
DNA Ladder, GeneRulef"), da utilizzare come riferimento per I'assegnaeion

dei pesi molecolari ai singoli bandeggi ottenuti.
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5.11 Elettroforesi su gel di agarosio

| campioni di DNA sottoposti ad amplificazione edori-amplificazione
sono stati analizzati mediante risoluzione eletiretica su gel di agarosio, 1.5%
(peso/volume) in TBE 1X a 100 Volt, per 20 minlRQR convenzionale) o 2 ore
(RAPD-PCR).

Come tracciante e stato utilizzato il bromuro ddiet in quanto &€ un
intercalante delle basi azotate del DNA ed emette larancione se colpito dai
raggi UV di un trans-illuminatore. In questo modprodotti amplificati possono
essere facilmente visualizzabili e le immagini possessere acquisite tramite un
apposito analizzatore d'immagini collegato al trélnsinatore.

Infatti, per la corretta rivelazione dei patternltimande, si provvedeva ad
acquisire i supporti elettroforetici esposti allacé trasmessa u.v. mediante
specifico software per acquisizione immagini DOCLIS versione 5.5.4, e
successivamente avvalendosi del programma di A&blmeoshop CS2, la stessa
immagine veniva sottoposta ad analisi dettagliataaverso l'ausilio della
funzione curve ad una migliore evidenza onde non trascurare al@wndenza

significativa per I'identificazione polimorfica.

| markersdi DNA utilizzati per l'attribuzione del peso maoldare dei
frammenti di DNA sottoposti a contemporanea migragi elettroforetica sono

stati i seguenti:

1kb DNA ladder~ermentas
100 bp Plus DNA Ladder (GeneRuféh

Tampone utilizzato per la corsa elettroforetica:
TBE 10X (pH 8.3)

107.8 g/l Tris base

7.44 g/l EDTA

55.0 g/l acido borico
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6.RISULTATI E DISCUSSIONE

6.1 Estrazione del DNA totale (nucleare e mitocondriale

La figura 1 mostra i pannelli elettroforetici A erBlativi a due differenti
esperimenti di estrazione e purificazione del DNéndotti con la metodica
classica fenolo-cloroformio (pannelli A1 e A2) encd metodo inorganico a
mezzo Chelex®-100 (pannelli B1 e B2).

ESTRAZIONE DEL DNA DA UOVA
PANNELLI A PANNELLI B
2 3

Figura 1: analisi dello stato fisico del DNA - risoluzioneslettroforetica su gel di agarosio 0,8%. in TBE 1X.
PANNELLI A1 ed A2:

si riportano due esempi di risoluzione elettrofim@tel DNA purificato da uova @. persimilisprovenienti da
allevamento in laboratorio

| DNA sono stati purificati con il metodo classiEenolo-Cloroformio e risospesi in 50l di H,O sterile milli Q;
I'analisi di essi € stata effettuata su aliquota aa pl.

Corsia 1 = DNA estratto da 4 uovaRlipersimilis.

Corsia 2 = DNA estratto da 2 uovaRlipersimilis.

Corsia 3 = DNA estratto da 8 uovaRlipersimilis.

Corsia 4 = DNA estratto da 8 uovaRlipersimilis.

PANNELLI B1 e B2:

si riportano due esempi di risoluzione elettrofimatel DNA purificato da uova @. persimilisprovenienti da
allevamento in laboratorio

I DNA sono stati purificati con il metodo inorgania mezzdChelex®-100e recuperati in un volume di 2Q0
secondo protocollo; I'analisi di essi € stata ¢dfif&ta su aliquote pari a 10.

Corsia 1 = DNA estratto da 4 uovaRlipersimilis.

Corsia 2 = DNA estratto da 2 uovaRlipersimilis.

Corsia 3 = DNA estratto da 8 uovaRlipersimilis.

Corsia 4 = DIA estratto da 8 uova P. persimilis
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Nei pannelli A si riportano le risoluzioni elettosktiche del DNA
purificato rispettivamente da numero 4, 2, 8 e 8audi P. persimilisraccolte in
allevamento, avvalendosi della metodica classioaltecloroformio.

| pannelli B corrispondono, invece, alla purificazé del DNA con la
metodica inorganica a mezzo Chelex®-100 utilizzatedmmedesime quantita di
uova provenienti dall’allevamento Bi persimilis.

Indubbiamente la diversa concentrazione del DNA daaattribuire alla

differente quantita delle cellule di partenza (2ed 8 uova) e anche se dal

confronto della visualizzazione elettroforetica rglava che con entrambe le
metodiche era possibile estrarre il DNA tuttavia, rhetodica con fenolo-
cloroformio (pannelli A1 ed A2) consentiva di puc#re il DNA a piu alto peso
molecolare rispetto a quello estratto mediante &®@{100 (pannelli B1 ed B2).

Pertanto, per I'estrazione del DNA da individuiealiti per microscopia si
e ritenuto di avvalersi esclusivamente del metddssico, ma prima di utilizzare i
preparati del prezioso archivio scientifico del dediorio, sono stati allestiti
all’occorrenza dei preparati microscopici per corise di settarne le condizioni
sperimentali.

Per il recupero dell'individuo dal vetrino ci siavvalsi di una camera
umida a 50°C per favorire il distacco del colladieadesione tra i vetrini del
preparato e di ritagli di carta sterile 3MM, diazrlcni , imbevuta di HO sterile
pre-riscaldata a 37°C, onde facilitare e conseritin@sferimento della specie in
esame su carta. Tutte le fasi di trasferimentacapero del materiale, dal vetrino
al substrato cartaceo, sono state controllate’aasilio della microscopia.

Per il recupero del DNA si é ritenuto necessariottate la metodica di
estrazione classica; di conseguenza, il subst@tiaaeo contenente l'individuo
veniva riposto in presenza di opportuno tamponeligli cellulare in tubo
eppendorf da 0.5ml ed, anche in questo caso, iladitulare era controllata e
monitorata avvalendosi della microscopia per wveai® che [Iindividuo
stratificato su carta fosse effettivamente distrugt consentisse il rilascio del
proprio DNA.

In figura 2, pannelli C, si mostra la risoluzionleteroforetica del DNA
estratto daC. californicuspreparati per microscopia da una settimana, meeire
pannelli D vengono riportati due diversi esempesiirazione di singoli individui

di I. degeneransnontati su vetrini risalenti al 1971.
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ESTRAZIONE DEL DNA DA PHYTOSEIDAE
ALLESTITI PER MICROSOPIA

PANNELLI C

Figura 2: analisi dello stato fisico del DNA - risoluzione eltroforetica su gel di agarosio 0,8%. in TBE
1X.

PANNELLI C1 e C2:

si riportano due esempi di risoluzione elettrofim@etiel DNA purificato da singoli individui allesitsu
preparati per microscopia da una settimana

| DNA sono stati purificati con il metodo classiEenolo-Cloroformio e risospesi in 50l di H,O sterile
milliQ; I'analisi di essi € stata effettuata sugalote pari a ful.

Corsia 1 = DNA estratto da n. 2 individui@i californicus;

Corsia 2 = DNA estratto da singolo individ@o californicus;

Corsia 3 = DNA estratto da n. 5 individui@i californicus;

PANNELLI D1 e D2:

si riportano due esempi di risoluzione elettrofimatiel DNA purificato da singolo individuo dellpexie 1.
degeneranallestito nel 1971.

| DNA sono stati purificati con il metodo classiEenolo-Cloroformio e risospesi in 501 di H,O sterile milli
Q; l'analisi di essi ¢ stata effettuata su aliquuae a 5ul.

Corsia 1 = DNA estratto da singolo individuol dilegenerans

Corsia 2 = DNA estratto da singolo individuol dilegenerans

Corsia 3 = DNA estratto da singolo individuol dilegenerars

Corsia 4 = DNA estratto da singolo individuol dilegenerars

Dall’analisi dello stato fisico del DNA si ricavehe la qualita del DNA
recuperato dagli individui allestiti per [I'analismorfologica classica era
strettamente dipendente alla vetusta del prepaiafafti, per gli individui
provenienti dall'archivio scientifico di interesssuseale, il DNA si presentava in

guantita molto esigua ed a media degradazione glar®l e C2) rispetto a
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guello estratto dalle medesime specie allestitel’pecorrenza in preparati per
microscopia (pannelli D1 e D2).

Anche in questo caso, I'assenza di precedentitiargura scientifica e la
mancanza di protocolli dedicati, contribuiva a remdsempre piu complesso il
percorso di studio intrapreso, anche perché la maguarte delle specie di
Phytoseiidae selezionate erano allestite su vetisalenti nel tempo; pertanto,
prima di iniziare la seconda fase di settaggioedetindizioni di amplificazione
molecolare (RAPD-PCR e mt-PCR), si é proceduto itpassare al vaglio una
terza metodica di estrazione del DNA su preparatignalisi morfologica onde
valutare e confrontare il grado di degradazioneDdeA ottenibile.

Si rappresenta che era necessario verificare leiesgi Phytoseiidae
secondo la classificazione morfologica prima dicedere all’estrazione del DNA
da esse, poiché cio costituiva il presupposto foretdale per la corretta
riconducibilita dei dati di caratterizzazione malkoe.

L'estrazione del DNA da Phytoseiidae allestiti peicroscopia veniva,
anche, eseguita avvalendosi del Kit commerciale &3Mdissue Qiagen, oggetto
della pubblicazione scientifica dal titol&6ucher specimens for DNA sequences
of Phytoseiid mites (Acari: Mesostigmdtd)ixier M.S., Okassa M., Liguori M.,
Poinso A., Salerno B. and Kreiter S. Acarologia7-4®4”.

Le tre metodiche di estrazione del DNA adottate nbamvuto esito
positivo in base dall’origine del campione di pada:

la metodica inorganica del kit commerciale DNeasgside Qiagen che da un
lato presentava il vantaggio di poter recuperaosservare nuovamente su
vetrino I'esemplare intrappolato nella membranailitio, non permetteva di
ottenere risultati positivi a partire da preparaliestiti per microscopia
abbastanza risalenti nel tempo;

la metodica rapida che si avvaleva del metodo emugp con la resina
Chelex®-100, nonostante non richiedesse l'uso dageati tossici,
permetteva il recupero di DNA mediamente degradamo bassa qualita
molecolare ed instabile nel tempo (soggetto a lde@gradazione anche a -
20°C e durante le fasi congelamento e scongelanpartte seguenti fasi di
amplificazione molecolare);

la metodica di purificazione a mezzo fenolo-clorai®m ha, invece, consentito
di recuperare una migliore qualita del DNA a fromtella degradazione
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fisiologica intercorsa prima del processo di estra& per quei preparati
allestiti per I'analisi morfologica risalenti neérhpo; essa veniva ritenuta
guella maggiormente idonea per il conseguimentodadi di tipizzazione
molecolare, nonostante richiedesse sia 'uso djeettossici ed una serie di
accorgimenti per lo smaltimento di essi, che unanuahbta fine per
I'estrazione del DNA da singolo individuo da esegusu piccolissimo
volume (50-100l).

Si fa presente, inoltre, la necessita che tuttadedell’esperimento fossero
condotte sotto cappa a flusso laminare, utilizzaaltpuote di reagenti sterili che
sarebbero state usate solamente una volta, parevgualunque fenomeno di
cross-contaminazione tra i campioni che in consiene dell’esigua quantita di
DNA da essi recuperabile avrebbe potuto sovvertingsultati delle analisi
molecolari.

Si era, dunque, consapevoli dellevenienza cheindaidui allestiti per
I'analisi morfologica in preparati risalenti nehtpo, avremmo potuto ottenere del
DNA degradato, indipendentemente dal tipo di me@ditilizzata poiché tali
erano le alterazioni fisiologiche cellulari indottalla morte dell'individuo prima
di procedere alle fasi di estrazione del DNA da.ess

Tuttavia, il resistente scheletro di rivestimentogrio dei Phytoseiidae
offriva quel vantaggio naturale alla preservaziated DNA anche per quelle

speciechiarificate da parecchio tempo.
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6.2 Analisi molecolare dei Fitoseidi
Genoma mitocondriale

La figura 3 riporta un esempio di risoluzione et#tiretica dei prodotti di

amplificazione molecolare della regione COIl del@ea mitocondriale.

Prodotto atteso
di circa 400 bp

Figura 3: risoluzione elettroforetica su gel di agesio 1,5% in TBE 1X dei prodotti di
amplificazione della regione COI del mtDNA.

Si riporta un esempio della risoluzione elettrofim@dei prodotti di amplificazione attesi di cir¢@0
bp da singoli individui allestiti su preparati pricroscopia da circa una settimanaisalenti al 1971
L'analisi & stata effettuata su aliquote parijd Su 25ul di amplificato.

Corsia 1: Marker 1kb ladd€Fermentas Life Science).

Corsia 2: prodotto di amplificazione del DNA isalataCydnodromus californicuallestito su vetrino
per l'occorrenza.

Corsia 3:;prodotto di amplificazione del DNA isolato é4ytoseiulus persimiliallestito su vetrino per
I'occorrenza.

Corsia 4:prodotto di amplificazione del DNA isolato &dnytoseiulus longipesllestitosu vetrino per
'occorrenza

Corsia 5: prodotto di amplificazione del DNA isalataNeoseiulus cucumeralestito swetrino nel

1971.
Corsia 6: Controllo negativo (Miscela senza DNA).

Per tutte le specie sottoposte ad analisi si otgehiatteso prodotto di circa
400bp.
Pertanto, indipendentemente dalla vetusta del aamepisottoposto ad

analisi (un individuo era stato recuperato da utrin@ allestito nel 1971) si
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osservava la possibilita di poter utilizzare lacsiata regione mitocondriale come
marcatore filogenetico.

Anche in questo caso, tutte le amplificazioni molad venivano eseguite
sotto cappa a flusso laminare su aliquote di reageilizzati una sola volta ed
adeguati controlli positivi e negativi.

A conferma di cio, si mostra I'assenza di amplificme aspecifica nel
campione caricato nella corsia 6 corrispondentecaitrollo negativo della
cinetica costituito dalla mix di reazione senza DNA

Tutte le reazioni di amplificazione venivano eségun duplicato ed in
caso di esito negativo si procedeva alla ri-angadione dei prodotti fino a tre
volte.

| prodotti di amplificazione venivano spediti althtta Eurofins MWG
Operon (Germania), commissionando il sequenziameamtteotidico del genoma
mitocondriale inviando le specifiche sequenze aligdeotidiche primers di
innesconestede sequenz@rimers utilizzate per 'amplificazione dei prodotti di
PCR.

L’'analisi delle sequenze nucleotidiche e stata w@tegavvalendosi del
software MEGA 2.1 (Kumaet al. 2001), utilizzando il metodbdleighbor Joining

(NJ); in figura 4 si riporta la costruzione del desgramma ad esse relativo.

P. persimilis

P, longipes

C. californicus

N. cucumeris

01

Figura 4: neighbour joining trees ottenuto con ribgramma
Mega 2.1 utilizzando come marcatore molecolare dezipne
COlI del genoma mitocondriale.

L'analisi delle sequenze nucleotidiche ha conttidbw@ confermare i dati
esistenti in letteratura scientifica, secondo iligie specieP. persimilis e P.
longipesrisulterebbero molto vicine tra esse, mentre kL. californicuse N.

cucumerissarebbero diversificate.
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In base agli esiti ottenuti si € deciso di prosegia ricerca avvalendosi di
un secondo marcatore molecolare mitocondriale.

Si procedeva all'amplificazione della porzione rogodriale codificante
per il 12S rRNA selezionando le seguenti speciePdytoseiidae:lphiseius
degenerans Phytoseiulus persimilis, Phytoseiulus longipeRhytoseiulus
macropilis, Cydnodromus californicusNeoseiulus cucumeris, Phytoseiulus
phragariae,le quali venivano prelevate da allevamento in latwro, allestite su
vetrino per analisi di identificazione morfologiad eccezione di quellphiseius
degenerange Cydnodromus californicysche erano gia state allestite su vetrino
nel 1971.

La coppia dioligonucleotidi primersutilizzata individua una regione di
circa 500 coppie di basi:

In figura 5 si riporta il un esempio della risoloze elettroforetica dei

prodotti di amplificazione ottenuti.

bpngfspg %

Prodotto atteso
di circa 500bp

1% TopVislon™ LE GO Agarcse @RO491)
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Figura 5: risoluzione elettroforetica su gel di agesio 1,5% in TBE 1X dei prodotti di amplificazione della
regione 12S dell'TRNA.

Si riporta un esempio della risoluzione elettrofima@dei prodotti di amplificazione attesi di cir6@0 bp da
singoli individui allestiti su preparati per micampia entro una settimamarisalenti al 1971

L'analisi € stata effettuata su aliquote parijd Su 254l di amplificato.

Corsia 1. Marker 1kb ladde¢(Fermentas Life Science).

Corsia 2 prodotto di amplificazione del DNA dthytoseiulus persimiliallestito su vetrino per I'occorrenza.
Corsia 3 prodotto di amplificazione del DNA dthytoseiulus macropiliallestito su vetrino per I'occorrenza.
Corsia 4 prodotto di amplificazione del DNA dNeoseiulus cucumerédlestito su vetrino del 1971.

Corsia 5: prodotto di amplificazione del DNA dthytoseiulus phragariaallestito su vetrino per I'occorrenza.
Corsia 6 prodotto di amplificazione del DNA dphiseius degeneraralestito su vetrino del 1971.

Corsia 7: prodotto di amplificazione del DNA dthytoseiulus longipesllestito su vetrino per I'occorrenza.
Corsia 8: prodotto di amplificazione del DNA diydnodromus californicuallestito su vetrino per I'occorrenza.
Corsia 9: Controllo negativo (Miscela senza DNA).
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Anche in questo caso, si osservava l'atteso proddittamplificazione
conformemente ai criteri di attendibilita adottagii amplificati venivano inviati
alla ditta Eurofins MWG Operon (Germania) per I'Bsiadelle sequenze
nucleotidiche provvedendo ad accludere, anche mpt@mentari coppie di
oligonucleotidiprimers nestede sequenzerimersutilizzate per I'amplificazione
della regione mitocondriale, al fine di una sicui@nducibilita delle sequenze
ottenute alle specie cui assegnarle.

Le sequenze cosi ottenute per le 8 specie anaizpaio state confrontate
con quelle inserite in Banca dati GenBank, perdstrazione del dendrogramma
che si riporta in figura 7; tuttavia, al fine dicrementarne il potere di
classificazione, sono state selezionate (ed wile)zdalla banca dati altre 5
sequenze corrispondenti alle specie seguentyphlodromus exhilaratus,
Amblyseius  swirskii, Cydnodromus picanus, Typhlodr® aberrans,
Typhlodromus pyri.

Per la costruzione del dendrogramma tutte le semuencleotidiche
utilizzate sono state allineate ed analizzate nméelial software MEGA 2.1
(Kumaret al.2001) con il metoddleighbor JoiningNJ).

In figura 6viene mostrato il dendrogramma corrispondente.

P. persimilis
95 { P. macropilis
P. longipes
55 { P. fragariae
—— K. aberrans
5B gl E stipulatus
Fill N. californicus
{ N. picanus
E7 A. andersoni
{ T. swirskii
— T. exhilaratus

nlb— T. pyri

N. cucumeris

Figura 6: neighbour joining trees ottenuto con libggamma Mega 2.1
utilizzando come marcatore molecolare la porziorzs 1del genoma
mitocondriale.

57



Risultati e Discussione

Il test dibootstrapsupporta sostanzialmente tutti i nodi in accorddadi
in letteratura, I'apparente eccezione del nodo abrnetteK. aberranscon E.
stipulatus(valorebootstrap68) e da ritenersi conforme poiché nell’analisn eoa
stata inclusa la sequenza nucleotidicK.dericinusche secondo la teoria proposta
da Athias-Henriot e Ragusa nel 1983 apparteredbestdsso genere, e quindi,
contribuirebbe ad modificare il suddetto indice.

E opportuno sottolineare che, in accordo con Athiasriot e Ragusa
(1983) e Ragusa e Tsolakis (1994), e possibile tiftlsare un genere
dall'osservazione dell'apparato di inseminaziords altri caratteri morfologici ad
esso correlati.

Cio significa che specie che presentano lo stespparato di
inseminazione e caratteri correlati simili, appagteno allo stesso genere. Le
diverse specie poi si differenzierebbero attravdesdunghezza delle setole, o
minime differenze nel calice, ecc. Gli stessi autbengono che la maggior parte
delle diagnosi dei generi spesso risulti non ctargerché sarebbero presi in
considerazione caratteristiche variabili nel terepgguindi devianti.

Secondo la classificazione proposta da Ragusa msAdenriot , le 15
specie selezionate dovrebbero essere suddivisgnpdi:

Gruppo 1:P. persimilis, P. macropilis, P. longipes, P. phasige,

Gruppo 2:.C. californicus, C. picanys

Gruppo 3:A. swirskii, A. andersoni

Gruppo 4:A. cucumeris

Gruppo 5K. aberrans, K. ericinys

Gruppo 6:T. exhilaratus, T. pyri

Gruppo 7. degenerans

Gruppo 8E. stipulatus

Tale classificazione viene altresi, supportataedamti studi (Okasset al.,
2008; Tsolakiset al. 2012) che, utilizzando metodologie molecolari, f@an
dimostrato come la teoria di Chant e McMurtry nomcidesse con le vicinanze
genetiche, mentre quella di Athias-Henriot defiaisseglio, anche se non
esattamente, le linee evolutive che caratterizzanmggruppamenti sopra-

specifici.
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6.3 RAPD-PCR

Dopo aver verificato che il DNA purificato dallengole specie sottoposte
ad esame consentiva di configurare correttamenteaicatori mitocondriali
selezionati e dopo aver avuto conforto che i raggmmenti sopra-specifici
ottenuti erano pit 0 meno sovrapponibili con quesistenti in letteratura
scientifica, si e proceduto all’analisi del DNA thesre mediante RAPD-PCR,
procedendo ad impostare le condizioni di amplificae per I'ottenimento di
pattern multibande discriminanti le singole specie.

Anche in questo caso, preliminarmente il DNA verpuaificato ed isolato
da singolo individuo allestito su vetrino per I'isBamorfologica dalle seguenti
sette specie di acari appartenenti alla famigligitédeiidae ,Typhlodromus
exhilaratus , Phytoseiulus longipes, Phytoseiulessimilis, Amblyseius swirskii,
Cydnodromus californicus, Cydnodromus picanusdividui prelevati da
allevamento ed allestiti su preparati per 'occozeee Neoseiulus cucumeris,
preparato per microscopia allestito nel 1971.

Tutte le specie sono state fornite su preparatingeroscopia allestiti gia
da diversi anni, alcuni negli anni ‘70.

L’amplificazione random é stata eseguita avvalendog oligonucleotidi
primers costituiti da 10 coppie di bastdme riportato nella sezione Materiali e
Metodi)

Le reazioni di amplificazione molecolare sono st@edotte utilizzando
singolarmente i 7 oligonucleotidi primers, per sagg la capacita di ognuno di
essi come marcatore di polimorfismo.

In tabella 1si riportano, come esempio, i pannelli elettroficietelativi
alle amplificazioni di tipo random condotte con gligonucleotidiprimersA, B e
C.
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TABELLA 1 — analisi RAPD

Oligo-
primers

gel elettroforetici

Corsie

Acari analizzati

Pannello 1

T. exhilaratus

P. longipes

A. cucumeris

C. californicus

P. persimilis

Controllo positivo

Controllo negativo

Marker peso molecolare noto

Pannello 2

Marker peso molecolare noto

T. exhilaratus

P. longipes

P. longipes

A. cucumeris

C.californicus

Controllo positivo

Controllo negativo

A. cucumeris

C.californicus

P. longipes

P. persimilis

Controllo positivo

Controllo negativo

~NOOR~AWNIPFPIONOOARWNFR|OONO|OHAWIN|EF

Marker peso molecolare noto

BeC.

Tabella 1: risoluzione elettroforetica su gel di agrosio 1,5% in TBE 1X. RAPD-PCR A,

Tuttavia, come si rileva dall’analisi elettrofoii presentata nei pannelli

1, 2 e 3 ottenuta mediante amplificazione random smgoli oligonucleotidi

primers 10-mer (etichettati A, B e C), il poterediscriminazione polimorfo di

essi era molto basso e non era sufficiente a poregzidenza alcuna significativa

variabilitd da utilizzare come riferimento per kratterizzazione filogenetica.

Pertanto, veniva valutata la possibilita di incretaee il detto potere di

discriminazione utilizzando contemporaneamente dtigonucleotidi primers (A,
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B e C) per le cinetiche di amplificazione RAPD.

In figura 7, pannelli 7a e 7b, si riporta un esempii risoluzione
elettroforetica ottenuto dalla triplice associamocasuale degli oligonucleotidi
primers A, B e C nel DNA nucleare utilizzato come stampa fa cinetica di

amplificazione delle specie da saggiare.

Analisi RAPD con gli oligonucleotidiprimers A+B+C

Ikb Ladder ( Fermentas)
bpngl0Sug %

gl RSB T4 . 5 NERIRTA 80 L 19 10 112

lm’ Frammento
b di circa 270 bp

v = T _——
- e
- —

Figura 7: esempio di risoluzione elettroforetica RA&D.

Visualizzazione dei prodotti di amplificazione RARRenuti dalla associazione casuale sul DNA staisglato da
singoli individui allestiti per preparati microsdop mediante 3 oligonucleotigirimersA, B, e C utilizzati per
I'innesco delle cinetiche di polimerizzazione.

| singoli amplificati ottenuti in un volume di reiane pari a 25 ul erano caricati su gel di agar@si®s in TBE 1X
alla contemporanea presenza di: marcatore notestti molecolarékb ladder (Fermentas Life Sciencecome
riferimento dell'andamento della corsa elettrofmastun controllo positivo corrispondente a DNAmobn
riconducibile alla famiglia dei Phytoseiidae e ¢ofib negativo costituito da mix di reazione in@sza di DNA per
all'attendibilita dei bandeggi rilevati.

Pannello (7a) acquisizione mediante il software DOC-It LS vers 5.5.4.

Pannello (7b) analisi mediante Adobe Photoshop CS2.

1% Top\ision™ LE GO Agarcse GRO491)

Corsia 1: Marcatore noto. CorsiaPfodotti di PCR dN. cucumeris
Corsia 2: Prodotti di PCR di exhilaratus. Corsia 8Prodotti di PCR dA. swirskii
Corsia 3:Prodotti di PCR dP. longipes Corsia 9:Prodotti di PCR dC. californicus.
Corsia 4:Prodotti di PCR dP. longipes. Corsia 10: Prodotti di PCR €. picanus.
Corsia 5:Prodotti di PCR dP. persimilis. Corsia 11: Controllo positivo.

Corsia ¢ Prodotti di PCR ¢ P. persimilis. Corsia 1:: Controllo negativc
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Dall’analisi del pattern elettroforetico € posstbévidenziare un bandeggio

multiplo per tutte le specie analizzate; si riléggresenza di una banda di circa

270bp solo per le speci® longipesP. persimilise T. exhilaratus(corsie 2, 3, 4,
5 e 6, pannello 7a e 7b) come evidenziato nelalie@tografico a mo di esempio.
Le specie analizzate potrebbero essere, pertantelimmarmente

suddivise nei due gruppi come mostrato nella talsll

1 - le specié®. longipes P. persimilise T. exhilaratusmostrano un pattern
elettroforetico sovrapponibile, fatto che indicH#ye una vicinanza nel percorso
evolutivo.

2 - le specieC. californicus N. cucumerisA. swirskii e C. picanus
differiscono dal primo gruppo per I'assenza di tanfmento di DNA di circa 270
bp.

Specie Gruppi
RAPD-PCR
Typhlodromus exhilaratus 1
Phytoseiulus persimilis 1

Phytoseiulus longipes
Neoseiulus cucumeris
Amblyseius swirskii

Cydnodromus californicus

N N N NP

Cydnodromus picanus

Tabella 2: gruppi RAPD-PCR

La classificazione delle succitate specie in 2 grép altresi avvalorata, dal
contributo filogenetico offerto dall’analisi del meatore mitocondriale (COIl), dato

gia presentato nel paragrafo precedente.
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Quindi, I'analisi RAPD- PCR viene estesa al grumjslle 15 specie di
acari selezionate.

I DNA veniva estratto e purificato sempre nel m&de modo e
sottoposto all’amplificazione molecolare utilizzand diverse combinazioni di 9
oligonucleotidiprimers,7 di essi costituiti da 10 coppie di basi e 2 dielm 21
coppie di basi.

Le singole cinetiche sono state condotte in doppero, cioe senza
conoscere preliminarmente la specie oggetto di esardi conseguenza la sua
tassonomia, allo scopo di eliminare qualsiasi coligimento a priori che avrebbe
potuto falsare la valutazione dei risultati.

Per tale ragione inizialmente la caratterizzazi®érstata eseguita su gruppi
ristretti di specie di fitoseidi senza alcuna redae filogenetica.

Si riportano nelle tabelle seguenti alcuni esempiled molteplici
amplificazioni molecolari eseguite dalla scrivealefine della caratterizzazione

del pattern multibande specifico ad ogni specidizzeta.
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Tabella 3: analisi—RAPD del DNA

T. exhilaratus- P. longipes- P. persimilis

Oligo gel elettroforetici Corsia Acari analizzati
primers
1 T. exhilaratus ind.1
2 T. exhilaratus ind.1
3 P. longipes ind.2
A-B-C- 4 P. longipes ind.2
5 P. persimilis ind.1
6 P. persimilis ind.2
1 T. exhilaratus ind.1
2 T. exhilaratus ind.1
3 P. longipes ind.2
4 P. longipes ind.2
5 P. persimilis ind.1
6 P. persimilis ind.2
7 Controllo negativo
8 Marker noto
1 T. exhilaratus ind.1
2 T. exhilaratus ind.1
3 P. longipes ind.2
4 P. longipes ind.2
5 P. persimilis ind.1
6 P. persimilis ind.2
1 T. exhilaratusind.1
2 T. exhilaratus ind.1
3 P. longipes ind.2
4 P. longipes ind.2
5 P. persimilis ind.1
6 P. persimilis ind.2
1 2 3 4 5 1 T. exhilaratus ind.1
2 T. exhilaratus ind.1
E-D-F 3 P. longipes ind.2
4 P. persimilis ind.1
5 P. persimilis ind.2
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Tabella 4: analisi—RAPD del DNA
C.californicus - C. picanus- A. Swirskii- A. cucumis

Oligo- Pattern elettroforetico Corsia Acari analizzati
primers

C. californicus

1 2 34 5

C. picanus

A. cucumeris

A. swirskii

glbhl Wl N -

Marker noto

C. picanus

A. cucumeris

A. swirskii

Al W N|

C. californicus

1 2 3 4 5 Marker noto

. californicus

. picanus

. cucumeris

albh| W N| =

. swirskii

. cucumeris

. swirskii

. californicus

OO > > 2> 0 O

Al WIN|

. picanus
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Tabella 5: analisi—RAPD del DNA
C.californicus - C. picanus- A. Swirskii- A. cucumis

Oligo Pattern elettroforetico Corsia | Acari analizzati
primers

Marker noto

1 2 3 4 5

C.californicus

A. cucumeris

A. swirskii

gl b~ W N| -

C. picanus

Marker noto

C. picanus

A. cucumeris

A. swirskii

gl b W N

C.californicus

Marker noto

A. cucumeris

A. swirskii

C.californicus

Marker noto

P. longipes

N OO A W N

C. picanus
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Tabella 6: analisi —RAPD del DNA
T. aberrans- K. ericinus - A. andersoni - P. macibg - P.phragariae

Oligo Pattern elettroforetico Corsia | Acari analizzati
primers

1 2 3 4

P. macropilis

A. andersoni

T. aberrans

K. ericinus

Marker noto

| OB |WIN|F

P. phragariae

Marker noto

A. andersoni

T. aberrans

K. ericinus

P. phragariae

OO IWIN|F

P. macropilis

Marker noto

A. andersoni

T. aberrans

AIWIN

K. ericinus

(62

P. phragariae

6 P. macropilis
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Tabella 7: analisi —RAPD del DNA
T. aberrans- K. ericinus - A. andersoni - P. macibp - P.phragariae

Oligo
primers

Pattern elettroforetico

Corsia

Acari analizzati

2 3 4 5 6

1

Marker noto

A. andersoni

T. aberrans

K. ericinus

P. phragariae

DO |IWIN|F

P. macropilis

Marker noto

A. andersoni

T. aberrans

K. ericinus

P. macropilis

OB WIN|F

T. aberrans

Marker noto

A. andersoni

T. aberrans

K. ericinus

Q|WIN|F

P. macropilis
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Tabella 8: analisi—RAPD del DNA
T.pyri - E.stipulatus - I.degenerans

Oligo Pattern elettroforetico Corsia | Acari analizzati
primers
1 Marker noto
2 T. pyri
A-B-C 3 E. stipulatus
4 |. degenerans
Marker noto
A-C-E E.stipulatus
E.stipulatus

Marker noto

T. pyri

A. cucumeris

A. cucumeris

|. degenerans

A. cucumeris
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Tabella 9: analisi—RAPD del DNA
T.pyri - E.stipulatus - I.degenerans

Oligo Pattern elettroforetico Corsia | Acari analizzati
primers

Marker noto

I. degenerans

T. pyri

AIWIN|F

E. stipulatus

123456 T. pyri

E. stipulatus

I. degenerans

Controllo positivo

gl HhWIN|F

Controllo negativo

»

Marker noto

Marker noto

12345 6 7 8 P. longipes

|. degenerans

I. degenerans

Controllo positivo

Marker noto

T. pyri

E. stipulatus

Marker noto

|. degenerans

Controllo positivo

Controllo negativo

Marker noto

T. pyri

~N| OO WINFRIOINO| O RWIN|F

E. stipulatus




Considerazioni

Il singoli pannelli elettroforetici mostrano alcuesempi di amplificazione
RAPD eseguita sul DNA purificato da singoli indiuidallestiti su preparati per
microscopia, alcuni anche risalenti a decine di &éan

Come gia accennato, I'analisi molecolare é statguweta su piccoli gruppi
(massimo di 5 specie), senza alcuna correlazione appartenenza secondo
classificazione filogenetica.

Si rendeva necessario, pertanto, al fine di una puntuale
normalizzazione dei singoli bandeggi elettrofolietida contemporanea
amplificazione RAPD di tutte e 15 le specie sotgipaad esame e conseguente
risoluzione elettroforetica.

Inoltre, le molteplici amplificazioni RAPD mostrateei pannelli
precedenti, hanno ottemperato allo scopo di coimeema migliore calibrazione
delle condizioni micromolari della cinetica di anfighzione al fine di
incrementarne il potere di discriminazione.

Le rilevazioni fotograficheehe seguono mostrano, pertanto, le risoluzioni
elettroforetiche RAPD relative alle singole combzieai di oligonucleotidi
primersutilizzate per le cinetiche molecolari.

Anche in questo caso per una corretta rivelaziengattern multibande si
e provveduto ad acquisire i supporti elettrofoiedgposti alla luce trasmessa u.v.
mediante software DOC-ILS versione 5.5.4; sucwvessente avvalendosi del
programma di Adobe Photoshop CS2 le stesse immago state sottoposte ad
analisi dettagliata e con l'ausilio della funzioorve ad una migliore evidenza
dei bandeggi, onde non trascurare alcuna signiitatper l'identificazione

polimorfica.
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RAPD-PCR oligonucleotidi primersA + B +C

100 bp Plus DNA Ladder
(GeneRuler™)

bp n

Bande
polimorfe

1.7% TopVision™ Agarose (#R0491)

Figura 8: esempio di risoluzione elettroforetica RRD A+B+C.

Visualizzazione dei prodotti di amplificazione RARRenuti dalla associazione casuale sul DNA staisqlato da
singoli individui allestiti per preparati microsdop mediante 3 oligonucleotigirimersA, B e C, ed utilizzati per
I'innesco delle cinetiche di polimerizzazione.

| singoli amplificati ottenuti in un volume di reiane pari a 40 pl erano caricati su gel di agaragi®s in TBE 1X alla
contemporanea presenza di: 1)-marcatore noto dietecolare 100 bp Plus DNA Ladder (GeneRUButilizzato
come riferimento dell’landamento della corsa elénetica; 2) - amplificato corrispondente a DNA@aion riconducibile
alla famiglia dei Phytoseiidae utilizzato quale troho positivo; 3) -controllo negativo costituitta mix di reazione in
assenza di DNA per all’attendibilita dei bandegigvati.

Pannello (8a) acquisizione mediante il software DOC-It LS vers 5.5.4.

Pannello (8b) analisi mediante Adobe Photoshop CS2.

Corsia 1: Marcatore noto Corsia Tgphlodromus pyri
Corsia 2:Amblyseius andersoni Corsia 1Euseius stipulatus

Corsia 3 Kampimodromus aberrans Corsia 12yphlodromus exhilaratus
Corsia 4. Kampimodromus ericinus Corsia 13Phytoseiulus longipes
Corsia 5:Phytoseiulus phragariae Corsia 14Phytoseiulus persimilis
Corsia 6:Phytoseiulus macropilis Corsia 15Cydnodromus picanus
Corsia 7:Amblyseius cucumeris Corsia 16tphiseius degenerans
Corsia 8:Amblyseius swirskii Corsia 17: Controllo positivo
Corsia 9:Cydnodromus californicus Corsia 18: Controllo negativo
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Dopo la visualizzazione elettroforetica, si rendenxexessaria un’attenta
stima dei bandeggi ottenuti; ci si € avvalsi detlelteplici funzioni dei software
Adobe Photoshop CS2 e Gel Compar Ver 4.1 (Appliedths] Kortrijik,
Belgium), assegnando, altresi, i corretti frammetdindard (riferimenti di peso
molecolare noti, fronte di caricamento dei campidimnensione del gel, ecc..).

Dalla valutazione complessiva dei bandeggi presieneniva calcolata la
presenza di 19 bande totali, di cui 2 bandeggi cortra le varie specie, definiti
bandeggi non polimorfi, 11 bandeggi polimorfi pre$en alcune specie e 6
bande specie-specifiche , 5 delle quali sono @ratanti della speci. longipes
(corsia 13),mentre una banda di circa 550bp €& presente sol persimilis
(corsial4).

| bandeggi presentati mostrano delle differenzeatattere quantitativo
oltre che qualitativo per intensita delle bande;rippbrtano alcuni particolari
ingranditi tratti dal pannello (8a) al fine di cabuire allesemplificazione delle
bande comuni a tutte le specie (bandeggi non polijria quelle caratterizzanti

la specie stessa (bande specifiche).

Figura 9: particolare del pannello (8a) dell'anali$
RAPD A+B+C.

Si riportano i singoli prodotti ottenuti in un veohe di
reazione pari a 40 pl e caricati su gel di agarb$é6
in TBE 1X.

Corsia 1: Marcatore noto

Corsia 2:Amblyseius andersoni
Corsia 3:Kampimodromus aberrans
Corsia 4. Kampimodromus ericinus

Come mostrato in figura 9 si rileva che la bangélaalto peso molecolare
della specilAmblyseius andersoffcorsia 2) differisce dalla banda a piu alto peso
molecolare rilevata nel DNA delle speci&ampimodromus aberranse
Kampimodromus ericinugorsie 3 e 4), particolare che nel riquadro nadstin

figura 8 risultava appena apprezzabile.
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Analogamente, si riporta in figura 10 un altro ep&m mediante
ingrandimento tratto dalla summenzionata immagie&ativo ai prodotti di
amplificazione delle speci®phlodromus pyriEuseius stipulatysTyphlodromus

exhilaratus, Phytoseiulus longipe$hytoseiulus persimilis.

Figura 10: particolare del pannello (8a)
dell’analisi RAPD A+B+C.

Si riportano i singoli prodotti ottenuti in un
volume di reazione pari a 40 ul e caricati su gel
di agarosio 1,5% in TBE 1X.

Corsia 1:Typhlodromus pyri

Corsia 2:Euseius stipulatus

Corsia 3:Typhlodromus exhilaratus
Corsia 4.Phytoseiulus lonaip

In questo caso le bande a piu alto peso molecadlelle corsie 1,2 e 3
corrispondenti al DNA delle speci@yphlodromus pyri Euseius stipulatys
Typhlodromus exhilaratys mostrano una differenza in termini di massa
molecolare non essendo perfettamente allineateanik orizzontale a differenza
di quelle ad inferiore massa evidenziate nel rigoaich giallo, che risultano
perfettamente allineate tra esse.

Nell'ipotesi di verosimile shift nel corso del czaimento e migrazione del
campione, tutti i bandeggi corrispondenti ad un @sg@do campione devono
essere, infatti, disallineati rispetto ai campioaiicati nel pozzetto adiacente.

Nella tabella 10 viene riportato il Coefficientegiimilitudine genetica (F)
calcolato secondo il modello proposto da Nei an@Bi79). F = 2NslIs/(Nsl +Ns)
dove Nsl e il numero dei frammenti o bande di DNlal specie indicata Phl, Ns
indica il numero dei frammenti o bande di DNA paispecie Ph2, Nsls il numero

dei frammenti o bande di DNA in comune tra le dpecée prese in esame sulla
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base della contemporanea migrazione e risoluzilmteadoretica.

Tabella 10- F = 2Nsls/(Nsl +Ns)

A +B+C
Phl Ph2 Ph3 Ph4 Ph5 Ph6 Ph7 Ph8 Ph9 Ph10| Ph11 Ph12 Phi13 Ph14 Ph15
Ph1 1.0
Ph2 0.81 1.0
Ph3 0.81 1.0 1.0
Ph4 0.90 0.90 0.90 1.0
Ph5 0.86 0.95 0.90 0.85 1.0
Ph6 0.86 0.95 0.90 0.85 1.0 1.0
Ph7 0.86 0.76 0.76 0.85 0.81 0.81 1.0
Ph8 0.80 0.78 0.78 0.69 0.83 0.83 0.66 1.0
Ph9 0.52 0.38 0.38 0.47 0.54 0.54 0.63 0.41 1.0
Ph10 | 0.38 0.42 0.42 0.42 0.40 0.40 0.5 0.3 0.90 1.0
Ph1il | 0.46 0.50 0.57 0.41 0.48 0.48 0.4§ 0.6 0.40 043 .0 1
Ph12 | 0.33 0.27 0.27 0.27 0.34 0.34 0.43 0.29 0.69 0.66 .300 | 1.0
Ph13 | 0.56 0.60 0.60 0.26 0.66 0.66 0.66 0.5 0.41 03¢ .740 | 0.48 1.0
Ph14 | 0.58 0.45 0.45 0.45 0.52 0.52 0.6( 0.5 0.69 0.66 .460 | 0.66 0.56 1.0
Phi5 | 0.58 0.45 0.45 0.45 0.52 0.52 0.6( 0.4 0.69 0.66 .380 | 0.66 0.56 0.91 1.0
Campioni Specie
Ph1 Amblyseius andersoni
Ph2 Kampimodromus aberrans
Ph3 Kampimodromus ericinus
Ph4 Phytoseiulus phragarye
Ph5 Phytoseiulus macropilis
Ph6 Amblyseius cucumeris
Ph7 Amblyseius swirskii
Ph8 Cydnodromus californicus
Ph9 Typhlodromus pyri
Ph10 Euseius stipulatus
Ph1l Typhlodromus exhilaratus
Ph12 Phytoseiulus longipes
Ph13 Phytoseiulus persimilis
Ph14 Cydnodromus picanus
Ph15 Iphiseius degenerans
Secondo quanto descritto nei paragrafi precedefififormazione

polimorfa determinata dall'associazione casual& dligonucleotidi primerssul

DNA stampo delle 15 specie da saggiare, non patsgare sufficiente per una

corretta analisi filogenetica.

Infatti, soltanto dalla valutazione complessivaentita mediante 21

differenti associazioni casuali sul DNA delle silg®pecie, si sarebbe potuto

determinare con un sufficiente grado di attendgila distanza genica tra le

specie in esame.

Si riportano pertanto, i singoli rilievi fotograficche mostrano le

rilevazioni elettroforetiche corrispondenti.
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RAPD-PCR oligonucleotidi primerse + D + F

100 bp Plus DNA Ladder

(GeneRuler™)
bp n

4 5 6 7 8 9 10 12 13 14 15 16 17 18 1

Bande
polimorfe

1.7% TopVision™ Agarose (#R0491)
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" Bande
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Figura 11: esempio di risoluzione elettroforetica RPD. E + D +F.

Visualizzazione dei prodotti di amplificazione RARBRenuti dalla associazione casuale sul DNA staisplato da
singoli individui allestiti per preparati microsdop mediante 3 oligonucleotigirimersg, D e F ed utilizzati per I'innesco
delle cinetiche di polimerizzazione.

| singoli amplificati ottenuti in un volume di reiame pari a 40 pl erano caricati su gel di agar@si@so in TBE 1X alla
contemporanea presenza 1) -di: marcatore notosti pelecolare 100 bp Plus DNA Ladder (GeneRUgwitilizzato
come riferimento dellandamento della corsa elé&tnetica; 2) -amplificato corrispondente a DNA noten riconducibile
alla famiglia dei Phytoseiidae utilizzato quale trolo positivo, 3) - controllo negativo costituitta mix di reazione in
assenza di DNA per all'attendibilita dei bandegigivati.

Pannello (11a) acquisizione mediante il software DOC-It LS vers 5.5.4.

Pannello (11b) analisi mediante Adobe Photoshop CS2.

Corsia 1le 19: Marcatore noto CorsiaTy@hlodromus pyri
Corsia 2:Amblyseius andersoni Corsia 1Euseius stipulatus

Corsia 3:Kampimodromus aberrans Corsia 12yphlodromus exhilaratus
Corsia 4:Kampimodromus ericinus Corsia 13Phytoseiulus longipes
Corsia 5:Phytoseiulus phragariae Corsia 14Phytoseiulus persimilis
Corsia 6:Phytoseiulus macropilis Corsia 15Cydnodromus picanus
Corsia 7:Amblyseius cucumeris Corsia 16tphiseius degenerans
Corsia 8:Amblyseius swirskii Corsia 17: Controllo positivo
Corsia 9:Cydnodromus californicus Corsia 18: Controllo negativo
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Considerazioni

La cinetica di amplificazione molecolare eseguita ta combinazione di
primers E + D + F, ha consentito di evidenziare un pattelettroforetico
multibande caratterizzato per la presenza di bagidagnuni tra le varie specie,
definiti bandeggi non polimorfi, e bandeggi polirfipr singoli bandeggi vengono
normalizzati grazie alla presenza del marcatore dofpeso molecolare (100 bp
ladder) utilizzato per la risoluzione elettrofoceti

Sono state ottenute ben 22 bande di DNA, 2 di &8@bp, e 600bp) sono
bandeggi non polimorfi perché comuni alle 15 spemmalizzate, 3 bandeggi
specifici di circa 300bp,400bp e 760bp per la sp€cicalifornicus(corsia 9), una
per P. longipesdi circa 740bp (corsia 12), mentre i 16 bandeggtanti sono
condivisi da piu specie.

Nella tabella 11 viene riportata la matrice trialage con il calcolo del
Coefficiente di similarita genetica F = 2Nsls/(N$ls) secondo il modello di Nei
and Li (1979).

Tabella 11- -F = 2Nsls/(Nsl +Ns)

Phl Ph2 Ph3 Ph4 Ph5 Phé Ph7 Ph8 Ph9 Ph10 Ph11 PhiZ Ph13 Ph14 Ph15

Ph1
Ph2 . 1.0
Ph3 | 055 | 054 | 1.0
Ph4a | 0.82 0.40 0.66 1.0
Ph5 . 0.46 0.77 0.70 1.0
Phé 0.57 0.57 0.66 0.72 0.57 1.0
Ph7 | 0.66 0.50 0.61 0.83 0.53 0.88 1.0
Phg | 0.48 0.22 0.52 0.45 0.64 0.42 0.40 1.0
Ph9 0.57 0.57 0.50 0.72 0.42 0.75 0.88 0.3] 1.0
Ph10 | 0.57 0.57 0.50 0.72 0.42 0.75 0.88 0.3] 1.0 1.0
Phl1l | 0.60 0.46 0.55 0.70 0.50 0.57 0.66 0.5¢ 0.5 057 .01
Ph12 | 0.50 0.46 0.55 0.58 0.50 0.57 0.66 0.5¢ 0.5 057 900 1.0
Ph13 | 0.50 0.46 0.55 0.47 0.80 0.42 0.53 0.44 0.5 0.57 .800 | 0.80 1.0
Ph14 | 0.75 0.44 0.57 0.92 0.62 0.80 0.90 0.47 0.8 0.8d .620 | 0.62 0.50 1.0
Phi5 | 0.44 0.54 0.75 0.53 0.55 0.51 0.61 0.6 0.5p 050 550 | 0.44 0.55 0.57 1.0
Campioni Specie
Ph1 Amblyseius andersoni
Ph2 Kampimodromus aberrans
Ph3 Kampimodromus ericinus
Ph4 Phytoseiulus phragarye
Ph5 Phytoseiulus macropilis
Ph6 Amblyseius cucumeris
Ph7 Amblyseius swirskii
Ph8 Cydnodromus californicus
Ph9 Typhlodromus pyri
Ph10 Euseius stipulatus
Phl11 Typhlodromus exhilaratus
Ph12 Phytoseiulus longipes
Ph13 Phytoseiulus persimilis
Ph14 Cydnodromus picanus
Ph15 Iphiseius degenerans
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Risultati e Discussione

RAPD-PCR oligonucleotidi primersB + C + L
100 bp Plus DNA Ladder
(GeneRuler™)
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Figural2: esempio di risoluzione elettroforetica RRD B+C+L.

Visualizzazione dei prodotti di amplificazione RARBenuti dalla associazione casuale sul DNA staisplato da
singoli individui allestiti per preparati microsdop mediante 3 oligonucleotigirimersB, C, L ed utilizzati per I'innesco
delle cinetiche di polimerizzazione.

| singoli amplificati ottenuti in un volume di reiame pari a 40 ul erano caricati su gel di agaragi®s in TBE 1X alla
contemporanea presenza di: 1) - marcatore notesti molecolare100 bp Plus DNA Ladder (GeneRWeutilizzato
come riferimento dell'andamento della corsa elénetica; 2) -amplificato corrispondente a DNA naion riconducibile
alla famiglia dei Phytoseiidae utilizzato quale oo positivo; 3) - controllo negativo costituitta mix di reazione in
assenza di DNA per all'attendibilita dei bandedigivati.

Pannello (12a) acquisizione mediante il software DOC-It LS vers 5.5.4.

Pannello (12b) analisi mediante Adobe Photoshop CS2.

Corsia 1: Marcatore noto Corsia T9phlodromus pyri
Corsia 2:Amblyseius andersoni Corsia 1Euseius stipulatus

Corsia 3 Kampimodromus aberrans Corsia 12yphlodromus exhilaratus
Corsia 4 Kampimodromus ericinus Corsia 13Phytoseiulus longipes
Corsia 5:Phytoseiulus phragariae Corsia 14Phytoseiulus persimilis
Corsia 6:Phytoseiulus macropilis Corsia 15Cydnodromus picanus
Corsia 7:Amblyseius cucumeris Corsia 16tphiseius degenerans
Corsia 8:Amblyseius swirskii Corsia 17: Controllo positivo
Corsia 9:.Cydnodromus californicus Corsia 18: Controllo negativo
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Risultati e Discussione

La cinetica di amplificazione molecolare eseguda cprimersB + C + L
ha consentito di evidenziare un pattern elettraéicoedi 21 bande, rispettivamente
2 bandeggi non polimorfi, 11 bandeggi polimorfi eb&nde specifiche, in
particolare 3 bande di circa 240bp, 430bp e 52Pgsenti solo per la sped
californicus (corsia 9), e due bande rispettivamente di circBbp7e 800bp
presenti solo peP. longipegcorsia 13).

Anche in questo caso, i singoli bandeggi venivaoimalizzati grazie alla
presenza del marcatore a peso molecolare noto PO®lbbs DNA Ladder
(GeneRule™) utilizzato per la risoluzione elettroforetica.

L’attendibilita dei risultati presentati & altresalidata dall’assenza di
bandeggio nel controllo negativo costituito dallaseela di reazione priva di
DNA.

Nella tabella 12 viene riportato il Coefficiente similitudine genetica
F=2Nsls/(Nsl +Ns) calcolato secondo il modello s da Nei and Li (1979).

Tabella 12- F = 2Nsls/(Nsl +Ns)

Phl Ph2 Ph3 Ph4 Ph5 Ph6 Ph7 Ph8 Ph9 Ph10 Phil Ph12] Phi3 Ph14 Ph15
Phl 1.0
Ph2 | 0.90 1.0
Ph3 0.90 1.0 1.0
Ph4 0.90 1.0 1.0 1.0
Ph5 [ 0.90 1.0 1.0 1.0 1.0
Ph6 0.90 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
Ph7 | 0.72 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 1.0
Phg | 0.50 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.53 1.0
Ph9 0.72 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 1.0 0.53 1.0
Ph10 | 0.72 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80 1.0 0.53 1.0 1.0
Ph1l | 0.57 0.61 0.61 0.61 0.61 0.61 0.46 0.44] 0.44 046] 0 1
Ph12 | 0.28 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30 0.46 0.44] 0.44 0.46] 250 1.0
Ph13 | 0.42 0.46 0.46 0.46 0.46 0.46 0.61 0.44| 0.61 0.61] .250 0.75 1.0
Phl4 | 0.44 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.75 0.46| 0.74 0.75] 360 0.36 0.54 1.0
Phi5 | 0.44 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.75 0.46] 0.7§ 0.75] .360 0.54 0.54 1.0 1.0
Campioni Specie
Ph1l Amblyseius andersoni
Ph2 Kampimodromus aberrans
Ph3 Kampimodromus ericinus
Ph4 Phytoseiulus phragarye
Ph5 Phytoseiulus macropilis
Ph6 Amblyseius cucumeris
Ph7 Amblyseius swirskii
Ph8 Cydnodromus californicus
Ph9 Typhlodromus pyri
Ph10 Euseius stipulatus
Ph1l Typhlodromus exhilaratus
Ph12 Phytoseiulus longipes
Ph13 Phytoseiulus persimilis
Ph14 Cydnodromus picanus
Ph15 Iphiseius degenerans
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Risultati e Discussione

RAPD-PCR oligonucleotidi primersA + B + M

100 bp Plus DNA Ladder
(GeneRuler™)
bp n

Bande
polimorfiche

1.7% TopVision™ Agarose (#R0491)

Figura 13: esempio di risoluzione elettroforetica RPD. A+B+M.

Visualizzazione dei prodotti di amplificazione RARRenuti dalla associazione casuale sul DNA staisqlato da
singoli individui allestiti per preparati microsdop mediante 3 oligonucleotigirimersA, B ed M ed utilizzati per
l'innesco delle cinetiche di polimerizzazione.

| singoli amplificati ottenuti in un volume di réape pari a 40 pl erano caricati su gel di agar@si®o in TBE 1X alla
contemporanea presenza di: 1) -marcatore notosti pelecolare 100 bp Plus DNA Ladder (GeneRUgwtilizzato
come riferimento dell’landamento della corsa elétnetica; 2) -amplificato corrispondente a DNA naion riconducibile
alla famiglia dei Phytoseiidae utilizzato quale troho positivo; 3)- controllo negativo costituitta mix di reazione in
assenza di DNA per all'attendibilita dei bandedigivati.

Pannello (13a) acquisizione mediante il software DOC-It LS vers 5.5.4.

Pannello (13b) analisi mediante Adobe Photoshop CS2.

Corsia 1le 19: Marcatore noto. CorsiaTyhlodromus pyri.
Corsia 2:Amblyseius andersoni Corsia 1Euseius stipulatus

Corsia 3:Kampimodromus aberrans Corsia 12yphlodromus exhilaratus
Corsia 4. Kampimodromus ericinus Corsia 13Phytoseiulus longipes
Corsia 5:Phytoseiulus phragariae Corsia 14Phytoseiulus persimilis
Corsia 6:Phytoseiulus macropilis Corsia 15Cydnodromus picanus
Corsia 7:Amblyseius cucumeris Corsia 16tphiseius degenerans
Corsia 8:Amblyseius swirskii Corsia 17: Controllo positivo
Corsia 9:.Cydnodromus californicus Corsia 18: Controllo negativo
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Risultati e Discussione

Anche con la combinazione di primers A + B + M, daetica di

amplificazione molecolare eseguita ha consentitoedidenziare un pattern

elettroforetico multi bande caratterizzato dallagenza di bandeggi comuni tra le

varie specie, definiti bandeggi non polimorfi, entaggi polimorfi specifici; i

singoli bandeggi sono stati normalizzati grazie gllesenza del marcatore noto di

peso molecolare (100 bp ladder) utilizzato perdaluzione elettroforetica.
| bandeggi evidenziati sono 16, 4 bandeggi nonnpatii, 9 bandeggi

polimorfi, inoltre sono presenti 3 bande esclusieata per una specie, e cioe una

banda di circa 180bp, presente sol®irpersimilis(corsia 14), una banda di circa

280bo presente if. exhilaratus(corsia 12) e una banda di circa 540bpPin

longipes

L’attendibilita dei risultati presentati e altregalidata dall’assenza di
bandeggio nel controllo negativo costituito dallaseela di reazione priva di
DNA. Nellatabella 13 viene riportato il Coefficiente di sifutine genetica dato
dalla formula F= 2Nsls/(Nsl +Ns) secondo il modatimposto da Nei and Li

(1979).

Tabella 13- F = 2Nsls/(Nsl +Ns)

Phl Ph2 Ph3 Ph4 Ph5 Ph6 Ph7 Ph8 Ph9 Ph10 Phi11 Phl1Z Ph13 Ph14 Phi5
Ph1 1.0
Ph2 0.94 1.0
Ph3 | 0.94 0.88 1.0
Ph4 | 0.88 0.82 0.84 1.0
Ph5 | 0.94 0.88 1.0 0.84 1.0
Ph6 | 1.0 0.94 0.94 0.88 0.94 1.0
Ph7 0.88 0.82 0.84 1.0 0.84 0.88 1.0
Ph8 | 0.94 1.0 0.88 0.82 0.88 0.94 0.82) 1.0
Ph9 0.88 0.82 0.84 1.0 0.84 0.88 1.0 0.87 1.0
Ph10 | 0.88 0.82 0.84 1.0 0.84 0.88 1.0 0.87 1.0 1.0
Ph11 | 0.85 0.80 0.81 0.76 0.81 0.85 0.76 0.8 0.7p 07§ .0 1
Ph12 | 0.80 0.73 0.85 0.66 0.85 0.80 0.70 0.7 0.6p 0.6 .780 1.0
Ph13 [ 0.81 0.76 0.86 0.72 0.78 0.81 0.72 0.74 0.7p 071 .880 | 0.83 1.0
Ph 14 | 0.66 0.57 0.62 0.80 0.62 0.66 0.80 0.51 0.8p 0.8 .550 | 0.58 0.52 1.0
Ph15 | 0.75 0.66 0.70 0.87 0.70 0.75 0.87] 0.64 0.8 0.87 .630 0.55 0.50 0.57 1.0
Campioni Specie
Ph1 Amblyseius andersoni
Ph2 Kampimodromus aberrans
Ph3 Kampimodromus ericinus
Ph4 Phytoseiulus phragarye
Ph5 Phytoseiulus macropilis
Ph6 Amblyseius cucumeris
Ph7 Amblyseius swirskii
Ph8 Cydnodromus californicus
Ph9 Typhlodromus pyri
Ph10 Euseius stipulatus
Ph1l Typhlodromus exhilaratus
Ph12 Phytoseiulus longipes
Ph13 Phytoseiulus persimilis
Ph14 Cydnodromus picanus
Ph15 Iphiseius degenerans
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Risultati e Discussione

RAPD-PCR oligonucleotidi primersA + L + M 100 bp Plus DNA Ladder

(GeneRuler™)
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Figura 14: esempio di risoluzione elettroforetica RPD. A+L+M..

Visualizzazione dei prodotti di amplificazione RARBenuti dalla associazione casuale sul DNA staisplato da
singoli individui allestiti per preparati microsdop mediante 3 oligonucleotigirimersA, L ed M ed utilizzati per
I'innesco delle cinetiche di polimerizzazione.

I singoli amplificati ottenuti in un volume di reiane pari a 40 pul erano caricati su gel di agarésids6 in TBE 1X alla
contemporanea presenza di: 1) - marcatore notesti molecolare 100 bp Plus DNA Ladder (GeneRUgutilizzato
come riferimento dellandamento della corsa el&netica; 2) - amplificato corrispondente a DNA@aion riconducibile
alla famiglia dei Phytoseiidae utilizzato quale twoho positivo; 3) - controllo negativo costituitta mix di reazione in
assenza di DNA per all'attendibilita dei bandegigvati.

Pannello (14a) acquisizione mediante il software DOC-It LS vers 5.5.4.

Pannello (14b) analisi mediante Adobe Photoshop CS2.

Corsia 1: Marcatore noto Corsia Tgphlodromus pyri
Corsia 2:Amblyseius andersoni Corsia 1Euseius stipulatus

Corsia 3:Kampimodromus aberrans Corsia 1Zyphlodromus exhilaratus
Corsia 4:Kampimodromus ericinus Corsia 13Phytoseiulus longipes
Corsia 5:Phytoseiulus phragariae Corsia 14Phytoseiulus persimilis
Corsia 6:Phytoseiulus macropilis Corsia 15Cydnodromus picanus
Corsia 7:Amblyseius cucumeris Corsia 16lphiseius degenerans
Corsia 8:Amblyseius swirskii Corsia 17: Controllo positivo

Corsa 9:Cydnodromus californict




Risultati e Discussione

Con la combinazione di primers A + L + M, la cimetidi amplificazione
molecolare eseguita ha consentito di evidenziar@aitern elettroforetico di 25
bande, 3 di esse sono comuni tra le varie speef@itil bandeggi non polimorfi,
15 sono comuni solo ad alcune specie e vengonaneliidbandeggi polimorfi,
inoltre sono presenti 7 bande specifiche, una @dac880bp, presente solo lin
degenerangcorsia 16), quattro bande presenti sold?inlongipes(corsia 13), e
due bande presenti solo nella spéti@ersimilis(corsia 14).

| singoli bandeggi vengono normalizzati grazie allasenza del marcatore
noto di peso molecolare (100 bp Plus DNA Laddem@ailer™) utilizzato per
la risoluzione elettroforetica.

L’attendibilita dei risultati presentati & altresalidata dall’assenza di
bandeggio nel controllo negativo costituito dallaseela di reazione priva di
DNA. Anche in questo caso € stato calcolato Caefite di similitudine genetica

dato dalla formula F = 2Nsls/(Nsl +Ns)seguendo adello proposto da Nei and

Li (1979).
Tabella 14- F = 2Nsls/(Nsl +Ns)
ALM

Phl Ph2 Ph3 Ph4 Ph5 Phé Ph7 Ph8 Ph9 Phl PhifL Ph12 Ph13 Ph14 Ph15
Ph1 1.0
Ph 2 0.66 1.0
Ph3 0.70 0.83 1.0
Ph 4 0.90 0.53 0.58 1.0
Ph 5 0.84 0.57 0.62 0.84 1.0
Ph 6 0.66 0.76 0.93 0.55 0.58] 1.0
Ph7 0.70 0.53 0.58 0.80 0.73 0.55 1.0
Ph8 0.55 0.61 0.80 0.55 0.70] 0.87 0.5% 1.
Ph9 0.73 0.57 0.50 0.84 0.66] 0.47 0.84 0.47 1.0
Ph 10 0.73 0.57 0.50 0.84 0.66 0.47 0.84 0.47 10 1.p
Ph 11 0.55 0.61 0.80 0.55 0.70] 0.7§ 0.5% 0.87 0.47 047 01
Ph 12 0.41 0.42 0.38 0.50 0.43 0.36 0.66 0.36 0.60 0.60 .360 1.0
Ph 13 0.40 0.53 0.47 0.40 0.52 0.44 0.4 0.55 0.42 042 660 0.41 1.0
Ph 14 0.80 0.53 0.47 0.80 0.84 0.44 0.80 0.55 0.84 0.84 550 0.50 0.50 1.0
Ph 15 0.73 0.57 0.62 0.73 0.88 0.58 0.68 0.70 0.%5 0.55 .700 0.43 0.52 0.73 1.0

Campioni Specie
Ph1l Amblyseius andersoni
Ph2 Kampimodromus aberrans
Ph3 Kampimodromus ericinus
Ph4 Phytoseiulus phragarye
Ph5 Phytoseiulus macropilis
Ph6 Amblyseius cucumeris
Ph7 Amblyseius swirskii
Ph8 Cydnodromus californicus
Ph9 Typhlodromus pyri
Ph10 Euseius stipulatus
Ph1l Typhlodromus exhilaratus
Ph12 Phytoseiulus longipes
Ph13 Phytoseiulus persimilis
Ph14 Cydnodromus picanus
Ph15 Iphiseius degenerans

83




Risultati e Discussione

RAPD-PCR oligonucleotidi primersA + C + E 100 bp Plus DNA Ladder

(GeneRuler™)
bp 1
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Figura 15: Esempio di risoluzione elettroforetica RPD. A+C+E.

Visualizzazione dei prodotti di amplificazione RARBRenuti dalla associazione casuale sul DNA staisplato da
singoli individui allestiti per preparati microsdop mediante 3 oligonucleotigirimersA, C ed E ed utilizzati per
I'innesco delle cinetiche di polimerizzazione.

| singoli amplificati ottenuti in un volume di réape pari a 40 pl erano caricati su gel di agar@gi®bo in TBE 1X alla
contemporanea presenza di: 1) -marcatore notosti pmlecolare utilizzato come riferimento dell’amdato della corsa
elettroforetica; 2) - amplificato corrispondent®A noto non riconducibile alla famiglia dei Physiislae utilizzato
guale controllo positivo; 3) - controllo negativestituito da mix di reazione in assenza di DNA aiéattendibilita dei
bandeggi rilevati.

Pannello (15a) acquisizione mediante il software DOC-It LS vers 5.5.4.

Pannello (15b) analisi mediante Adobe Photoshop CS2.

Corsia 1le 19: Marcatore noto CorsiaTyhlodromus pyri
Corsia 2:Amblyseius andersoni Corsia 1Euseius stipulatus

Corsia 3:Kampimodromus aberrans Corsia 12yphlodromus exhilaratus
Corsia 4:Kampimodromus ericinus Corsia 13Phytoseiulus longipes
Corsia 5:Phytoseiulus phragariae Corsia 14Phytoseiulus persimilis
Corsia 6:Phytoseiulus macropilis Corsia 15Cydnodromus picanus
Corsia 7:Amblyseius cucumeris Corsia 16tphiseius degenerans
Corsia 8:Amblyseius swirskii Corsia 17: Controllo positivo
Corsia 9:Cydnodromus californict Corsia 18: Controllo negativ
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Risultati e Discussione

La cinetica di amplificazione molecolare eseguda cprimersA + C +
E ha consentito di evidenziare un pattern elettetico costituito da 28 bande
caratterizzato dalla presenza di 3 bandeggi cormanle varie specie, definiti
bandeggi non polimorfi, 21 bandeggi polimorfi pretsen alcune specie, e 4
bande specie-specifiche, presenti esclusivamemntenaespecie.

| singoli bandeggi vengono normalizzati grazie apeesenza del
marcatore noto di peso molecolare utilizzato peisialuzione elettroforetica.

L’attendibilita dei risultati presentati € altregalidata dall’assenza di
bandeggio nel controllo negativo costituito dallaseela di reazione priva di
DNA.

Nella tabella 15 viene riportato il Coefficiente similitudine genetica
dato dalla formula F= 2Nsls/(Nsl +Ns) secondo ildeo proposto da Nei and
Lei (1979), il numero dei frammenti o bande di DN&ngono osservati per
stabilire quali sono comuni alle specie in esamguali no, sulla base della

contemporanea migrazione e risoluzione elettrofcaet

Tabella 15- F = 2nxy / (nx + ny)

Phi [ Ph2 Ph3 Ph4 PhS| Phe] Ph7] Ph§ Ph9] Phi PhiL  Phi2Ph13 [ Phi4 [ Phi5
Ph1 1.0
Ph 2 0.53 | 1.0
Ph3 0.50 | 0.93 1.0
Ph 4 0.50 | 0.93 1.0 1.0
Ph 5 0.53 | 1.0 0.93 0.93 1.0
Ph 6 053] 1.0 0.93 0.93 1.0 1.0
Ph7 0.50 | 0.93 1.0 1.0 093 093 1.0
Ph 8 0.40 | 0.85 0.93 0.93 085 085 098 1p
Ph9 0.40 | 0.85 0.93 0.93 085 0.85 0.98 1.p 1.4
Ph 10 0.40 | 0.85 0.93 0.93 085 08 098 1p 14 1.0
Ph 11 0.82 | 0.50 0.58 0.58 050 050 058 050 050 050 .0 1
Ph 12 0.35 | 0.37 0.35 0.35 037 037 0.3p 0.7 0.37 0.37 .220] 1.0
Ph 13 0.47 | 0.62 0.70 0.70 0.6 062 070 OJ5 075 0.15 .660]| 0.22 1.0
Ph 14 0.40 | 0.85 0.93 0.93 085 0.85 0.98 1.p 1.4 1.0 0.500.37 0.75 1.0
Ph 15 0.76 | 0.50 0.46 0.46 0.5 0.50 0.4p 0.50 0.0 0.50 .710] 0.28 0.42 0.50 1.0
Campioni Specie
Ph1 Amblyseius andersoni
Ph2 Kampimodromus aberrans
Ph3 Kampimodromus ericinus
Ph4 Phytoseiulus phragarye
Ph5 Phytoseiulus macropilis
Ph6 Amblyseius cucumeris
Ph7 Amblyseius swirskii
Ph8 Cydnodromus californicus
Ph9 Typhlodromus pyri
Ph10 Euseius stipulatus
Phl11 Typhlodromus exhilaratus
Ph12 Phytoseiulus longipes
Ph13 Phytoseiulus persimilis
Ph14 Cydnodromus picanus
Ph15 Iphiseius degenerans
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Risultati e Discussione

Nella tabella 16 si riportd numero totale di bande polimorfiche e non

polimorfiche che veniva ricavato agli esiti dellaratterizzazioni molecolari, per

ogni specie presa in esame.

Specie Numero bande Numero bande Numero bande

Polimorfiche non polimorfiche totali
1 A. andersoni 38 17 55
2 K. aberrans 21 17 38
3 K. ericinus 31 17 48
4 | Ph. phragariae 32 17 49
5 | Ph. macropilis 35 17 52
6 | A.cucumeris 27 17 44
7 A. swirskii 32 17 49
8 | C. californicus 43 17 60
9 T. pyri 28 17 45
10| E. stipulatus 26 17 43
11| T. exhilaratus 44 17 61
12| Ph. longipes 49 17 66
13| Ph. persimilis 47 17 64
14 C. picanus 27 17 44
15| 1. degenerans 27 17 44

Totale bande 507 255 762

Tabella 16: numero di bande RAPD prodotte dalle 1Specie analizzate.

Sulla scorta dell'analisi sommatoria dei coefficiemi similitudine

calcolati per le singole specie & stato possilEitgaverso il software Mini Tab

15.0,

considerazione la distanza di Manhattan

costruire il

dendrogramma

riportato

in figurk6 prendendo in
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Figura 16: dendrogramma
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In particolare i risultati mostrano che :

» | campioni 4 e 5, rispettivamenteh. phragariaece Ph. macropilis
sono molto vicini tra di loro, come evidenziato hedall’analisi RAPD condotta
con iprimersEDF (pannello 11a) dove risultano perfettamenteagponibili. Si

riporta di seguito il particolare del pannello #leforetico.

Figura 17: particolare del pannello (11a) dell’anabi
RAPD E+D+F.

Si riportano i singoli prodotti ottenuti in un volu me
di reazione pari a 40 pul e caricati su gel di agasio

1,5% in TBE 1X.

Corsia 1: Marcatore noto

Corsia 2:Amblyseius andersoni

Corsia 3 Kampimodromus aberrans

Corsia 4. Kampimodromus ericinus

Corsia 5:Phytoseiulus phragariae

Corsia 6:Phytoseiulus macropilis
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> Il campione numero 19. degeneransha un pattern elettroforetico diverso
da tutti gli altri campioni, come evidenziato irgdra 18 relativo all’analisi RAPD
condotta con primersE D F, per la presenza di una banda specificarda @60 bp

riportata di seguito.

1 234 5 6 7 8 9 10112 13 14 1516 17 1819

Figura 18: particolare del pannello (11a) dell’'anaki RAPD E+D+F.
Si riportano i singoli prodotti ottenuti in un volu me di reazione pari a
40 pl e caricati su gel di agarosio 1,5% in TBE 1X.

> | campioni 2 e 3K. aberrans e K. ericinyspresentano un pattern
sovrapponibile, maggiormente evidente nellanalRAPD condotta con dli

oligonucleotidi primers ALM, si riporta in figuredlil particolare del pannello (14a).

1 23 456

Figura 19: particolare del pannello (14a) dell'anaki
RAPD A+L+M.

Si riportano i singoli prodotti ottenuti in un volume di
reazione pari a 40 pl e caricati su gel di agarosib,5%
in TBE 1X.

Corsia 1: Marcatore noto

Corsia 2:Amblyseius andersoni

Corsia 3:Kampimodromus aberrans

Corsia 4. Kampimodromus ericinus

Corsia 5:Phytoseiulus phragariae

Corsia 6:Phytoseiulus macropilis

Corsia 7:Amblyseius cucumeris
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» | campioni 12 e 13P. longipes e P. persimilipresentano un pattern

sovrapponibile. Si riporta in figura 20 il partieoé del pannello come riportato di

seguito, nel particolare del pannello (11a).

Figura 20: particolare del pannello (11a)
dell’'analisi RAPD E+D+F.

Si riportano i singoli prodotti ottenuti in un
volume di reazione pari a 40 pl e caricati su gel
di agarosio 1,5% in TBE 1X.

Corsia 1:Phytoseiulus longipes

Corsia 2:Phytoseiulus persimilis

Corsia 3:.Cydnodromus picanus

Corsia 4:phiseius degenerans

Corsia 5: Controllo positivo

Corsia 6: Controllo negativo

Corsia 7: Marcatore noto.

Tuttavia tale risultato non € stato raggiunto pietdro gruppo delle specie

selezionate.
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7/ CONSIDERAZIONI

L’argomento di tesi trattato nelle pagine precedeatdescritto la messa a
punto di metodiche per la configurazione della d@sjica molecolare dei
fitoseidi.

Il primo obiettivo raggiunto e stato quello del taggio e scelta della
metodica di estrazione e purificazione del DNA -enédo per le analisi di
amplificazione molecolare — da singolo individuolestito per preparato
microscopico anche risalente alcune di decine i arsono.

Il secondo obiettivo raggiunto & stato quello detlassa a punto della
cinetica di amplificazione molecolare sia funzi@abl sequenziamento
nucleotidico di porzioni codificanti del genoma aubndriale, utilizzato quale
marcatore classico nella tassonomia e filogenesi fitleseidi, che random
(RAPD) sul DNA purificatoin toto dai singoli individui da sottoporre ad analisi,
allo scopo di avvalersi di uno strumento che p&essmtribuire a dirimere aspetti
controversi circa la classificazione degli stessiondo tassonomia classica.

Come gia accennato nella sezione introduttiva detgnte elaborato e di
grande interesse la corretta caratterizzazionditdeeidi in quanto essi rivestono
un ruolo naturale di antagonismo di acari fitofdgnnosi per le colture arboree.

L’analisi molecolare e stata, pertanto, condottasiwgruppo di 15 specie
di fitoseidi e gli esiti delle indagini molecolananno consentito la realizzazione
ed il calcolo del coefficiente di similarita trasengole specie e la costruzione dei
relativi dendrogrammi, tanto avvalendosi della rdeta del sequenziamento delle
subunita 12S rRNA e COl mtDNA, quanto con la metadRAPD utilizzando 7
diverse cinetiche molecolari ciascuna delle quad avvalsa del potere risolutivo
di 3 differenti oligonucleotidprimers

Dal confronto molecolare tra i rispettivi dendragrai si puo ricavare che
per alcune specie si osserva piena sovrapposiaotermini di vicinanza nella
scala evolutiva; tuttavia tale risultato non e stedggiunto per tutte le specie
selezionate.

Il significato genetico da attribuire alle evidendegli esiti di laboratorio

potrebbe essere riassunto affermando che la mat&h&D, dato I'elevato potere
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discriminativo, in grado di mettere in evidenza lewariabilita intraspecifiche,
puo essere considerata risolutiva nella determamazspecifica.

Di conseguenza puo essere valutata una tecnicgpernbabile nei casi di
discriminazione di specie gemelle. Tuttavia, promuesta caratteristica potrebbe
rappresentare un limite per la sua utilizzazionéarsassificazione dei fitoseidi,
specialmente nei raggruppamenti sopraspecificiir@'gaarte questo limite da noi
evidenziato, potrebbe essere solamente legatd siarero che alla tipologia dei
marcatori random scelti. Un numero maggiore di @@t o la selezione di altri
marcatori potrebbe determinare un maggiore pots@ichinante al fine di una
caratterizzazione sopraspecifica piu dettagliata.

Si ritiene, pertanto, che entrambe le metodiche epudéri, il
sequenziamento del genoma mitocondriale e lanalisitipo random non
possano, allo stato, prescindere dall’analisi tassoca classica.

Tuttavia, i dati fin qui ottenuti sono consideratcoraggianti in quanto
pongono le basi per ulteriori approfondimenti chestyidiosi del settore ritengono
oramai un indispensabile strumento di supporto ebasificazione morfologica

classica.
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