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1. Introduzione

1.1. Genetica di popolazione

La genetica di popolazione ha lo scopo di desagivarstruttura della variabilita genetica delle
popolazioni e di determinare le forze evolutive chHeanno formata. Questo approccio e
fondamentale per una corretta comprensione dellewane, definibile come linsieme dei
cambiamenti progressivi che subiscono le frequatieéche nelle popolazioni (Hedrick 2005). Gli
studi di genetica di popolazione hanno due prifciji@alita: misurare la quantita di variazione
genetica esistente nelle popolazioni e spiegareecqguesta viene originata e mantenuta, nonché
guale sia la sua importanza dal punto vista ecotogd evoluzionistico (Hedrick 2005). Uno dei
concetti di base della genetica di popolazione griiicipio di Hardy-Weinberg il quale sancisce
che, se sulla popolazione considerata non agistmue esterne, la frequenza relativa dei diversi
alleli e quella dei diversi genotipi rimangono @odt col passare delle generazioni. Per questo si

parla di anche di equilibrio di Hardy-Weinberg.

L'equilibrio di Hardy-Weinberg si verifica se:

-la popolazione ¢ infinitamente grande (assenziedva genetica)

-gli incroci avvengono completamente a caso (papohe panmittica)

-gli individui non differiscono tra loro per il tas di riproduzione e la capacita riproduttiva (agse
di selezione)

-gli alleli sono del tutto stabili (assenza di naitae)

- non c'é migrazione.

Nelle popolazioni reali pero molte forze evolutigeali il flusso genico, la mutazione, la deriva
genetica, I'inbreeding e la selezione influiscombmodificare le frequenze alleliche nel corsoelell

generazioni.

1.1.1. La deriva genetica

La deriva geneticaé la variazione delle frequenze alleliche dovuflutuazioni casuali ed opera

in tutte le popolazioni di dimensioni finite. Il olo della deriva e tanto piu importante nel
modificare le frequenze alleliche quanto piu piecabno le dimensioni della popolazione. L’effetto
della deriva genetica e quello di abbassare laab#itea genetica portando ad una riduzione

dell'eterozigosita. Nelle piccole popolazioni leduenze alleliche non sono stabili nel tempo, gli
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alleli piu rari vengono persi e quelli piu comuring fissati. La fissazione degli alleli avviene
indipendentemente dal loro valore adattativo perehguidata dalla deriva casuale e non dalla
selezione naturale. Secondo Motoo Kimura (1968jpraudella teoria della "neutralita selettiva"
dell’evoluzione a livello della struttura del DNAdlle proteine, nella deriva genetica non c’e la

sopravvivenza del piu adatto bensi quella del fatttinato”.

Molte popolazioni naturali subiscono grandi fluzigai nel numero di individui e sono sottoposte a
periodi di massima espansione (aumento numericmdividui) e di contrazione (diminuzione
numerica degli individui). In occasione di tali jweli, una popolazione naturale puo diventare

anche molto piccola e produrre un cosidetto eff&ttoollo di bottiglia” (population bottle-neck).

La perdita di variabilita genetica che si verifi@aseguito di fenomeni di "collo di bottiglia” e di
conseguente deriva genetica, dipende anche dadleitéecon cui le popolazioni che li hanno subiti
sono capaci di ripristinare le dimensioni originddi perdita risulta, comunque, poco significativa
nel caso di un rapido recupero da parte della papmbe. Al contrario, popolazioni caratterizzate
da ridotte dimensioni per un lungo periodo di terspbiscono generalmente variazioni casuali nel
loro pool genico e persino fissazione e perditaalduni alleli. In particolare popolazioni che
risultino "cronicamente" piccole possono continuatae perdere alleli e conseguentemente
variabilita genetica: in definitiva la durata debflo di bottiglia” gioca un ruolo determinante lael

dinamica delle popolazioni naturali e nella loreigaione Hoelzel 1999)

Wright (1929), ad esempio, ha stimato che una @awhe di ridotte dimensioni (20 individui) puo
raggiungere la condizione omozigote in circa 20@egazioni, una di 50 individui in 500, ed una di
1000 puo conservare per lo stesso tempo una M@dapari a circa il 95% di quella originale.
Inoltre la durata del "collo di bottiglia" e la ce#guente caduta di variabilita genetica possono
risultare sfavorevoli soprattutto per quanto rigiaate capacita da parte di una popolazione di

reagire ad eventi negativi, quale ad esempio uidfezpia (Fisher 1930)

Molti studi condotti sulle popolazioni naturali mendimostrato che il collo di bottiglia € coinvolto
in deficit di eterozigoti (Nei & Graur 1984), indatti livelli di variabilita genetica (Groombridgst
al. 2000) e in eventi di speciazione (Slaktin 1996).

1.1.2. Inbreeding

Un altro fattore in grado di cambiare le frequemdleliche el'inbreeding. In una popolazione
aperta gli accoppiamenti tra gli individui avvengan modo casuale. In una popolazione isolata,

gli accoppiamenti avvengono tra individui che sdegati da relazioni di parentela piu 0 meno
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strette e che quindi presentano uno o0 piu anteimatcomune. La progenie derivante da
accoppiamenti che avvengono in una popolazionatsok una popolazione inbred. Il livello di
inbreeding presente in una popolazione viene d&tetm attraverso il calcolo del coefficiente di
inbreeding, definito come la probabilita che inindividuo due alleli ad un locus siano identici per
discendenza (IBD, Identical By Descendant) da unwte antenato ossia siano in una condizione
di autozigosi (al contrario si definiscono allozigdue alleli in omozigosi identici per stato, cioe
che derivano da progenitori diversi). |l coeffideri inbreeding (F) misura il grado di autozigasit
rispetto alla popolazione ancestrale, descriveadatiazione delle frequenze alleliche in presenza
di inbreeding nella formula di Hardy-Weinberg. Riopda questa formula F € stato estrapolato
nella sua prima espressione da Sewall Wright n22 1 questo modo F diventa una misura della
riduzione di eterozigosita rispetto ad una popolagi panmittica. L'inbreeding aumenta
I'omozigosita e quindi la possibilita per i carattecessivi di manifestarsi. L’'inbreeding puo qiiin
causare la segregazione di un carico di genotigessvi deleteri, che vengono persi nel lungo
periodo poiché conferiscono una ridotta fitness aglividui che li possiedono. In presenza di
inbreeding si ha una riduzione della diversitaliae a causa del modesto pool genico degli
individui componenti la popolazione. Questa coratigi porta ad una riduzione della capacita degli
individui di adattarsi ai cambiamenti ambientaldieconseguenza si assiste ad una diminuzione
della fitness individuale (Lande 1988) e del tadssopravvivenza. Questo fenomeno noto come
depressione da inbreeding € ben conosciuto in tlatespecie di allevamento. L'uso
dell'inseminazione artificiale, che offre la pogbkia di ottenere da un singolo genitore una
progenie molto numerosa, € una tecnica molto diffusgli allevamenti di bovini ed é il principale
metodo di riproduzione in molte razze del mondd@rietet al. 2008). L’'inseminazione artificiale,
quindi, abbassa la variabilita genetica ed aumievditori di inbreeding. Nelle specie allevate € ben
documentato I'effetto negativo dell'inbreeding sufertilita (Thompson 2000; Mc Parland 2007),
sulla sopravvivenza (Thompson 2000; Sewalen 2008ulka produzione di latte (Mc Parland
2007). Nella razza Holstein, ad esempio, la dimionz della produzione di latte dovuta a
inbreeding puod variare da -29,6 a -19,7 Kg per @w#rcentuale di inbreeding (Croquat al.
2006). Le conoscenze e gli studi di genetica diofezponi possono ridurre i danni procurati dalla
perdita di variabilita attraverso lo sviluppo dppaopriati programmi di gestione per le popolazioni

a rischio.

1.1.3. La selezione

Il concetto diselezionenaturale fu introdotto per la prima volta da Darwiel 1859 nell’origine

della specie. Secondo Darwin la selezione € un am&mo evolutivo che tende a premiare gli
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individui che meglio si adattano all’ambiente ini sivono. All'interno di una popolazione gli
individui differiscono tra loro per le caratteridte genetiche e quindi fenotipiche. Questa vaitabil

e causata principalmente dalle mutazioni geneticseiali. La selezione favorisce gli individui che
portano quelle varianti che conferiscono loro ureggiore capacita di adattarsi e di sopravvivere
nell’lambiente. Gli individui meglio adattati ad werto habitat si procureranno piu facilmente il
cibo e si accoppieranno piu facilmente degli aitdividui della stessa specie che non presentano
tali caratteristiche. | geni che portano un vantagglattativo verranno trasmessi alla progeniere co
il susseguirsi delle generazioni si potra avere affermazione di tali geni. Numerosi studi hanno
evidenziato che l'evoluzione adattativa agisce sutnumero di importanti molecole coinvolte in
diversi processi quali la riproduzione, lo sviluppd sistema immunitario. In uno studio del 2004
condotto da Lynn e collaboratori, & stato dimosticdte le alpha-defensine, famiglia di peptidi che
nei mammiferi hanno una funzione antimicrobicajasgotto pressione selettiva per evolvere in
risposta alle diverse infezioni degli agenti midgobbln particolare hanno evidenziato che 14 siti
amminoacidici localizzati tutti nella struttura med del peptide, erano selezionati positivamente.
Un altro esempio é quello dei geni del complessggimaie di istocompatibilita coinvolti anche essi
nella difesa dagli agenti patogeni. Solo la selezimaturale puo spiegare l'estrema diversita

genetica dei geni del complesso maggiore di ist@atiilita (Garrigan& Hedrick, 2003) .

La selezione artificiale & contrapposta alla selezinaturale. E un metodo molto antico operato
dall'uomo per ottenere individui con caratteriséchtili ad un determinato scopo. Una delle
differenze principali tra le due & che la selezian#iciale porta alla creazione di razze o qaalit
mentre la selezione naturale é responsabile deltliviersita a tutti i livelli tassonomici. In alcan
specie si verifica la selezione artificiale ad @péell’'uomo. Tra gli animali domestici, i bovinirsm

tra le specie che hanno subito una maggiore seleztificiale dopo la domesticazione. | dati
archeologici e genetici suggeriscono che la domwestine deBos. tairus € avvenuta 10 milioni di
anni fa nella mezza luna fertile (Edwaretsal 2007, Loftuset al. 1994). Da allora i bovini sono
andati incontro a diverse pressioni selettive. @ggdella selezione sono i caratteri a variazione
continua o quantitativi, come l'altezza, la velaaili accrescimento, I'aumento della produzione del
latte, 'aumento della quantita di carne; con léezene si ha un accorciamento dei tempi di
miglioramento in quanto gli animali vengono scelfiatti accoppiare. Per esempio la selezione per
una migliore capacita di allattamento, soprattutiegli ultimi 5000 anni, ha portato ad un
incremento nella produzione del latte. Questa gmlezé aumentata moltissimo per alcune razze

come la Holstein.



1.1.4. La struttura delle popolazioni e flusso genico.

Ogni specie e costituita da un certo numero di [agani che sono distribuite sul territorio in
maniera eterogenea. Ogni specie, infatti, vive,edtbeva parcelle di ambiente adatto, con fonti
alimentari sufficienti. Gli ambienti naturali sondiscontinui in conseguenza alle barriere
geografiche (mari, fiumi, montagne) e alle variaziglimatiche. Gli interventi umani, inoltre,
hanno aumentato la frammentazione degli ambietdirakh La struttura geografica ha conseguenze
sulla distribuzione della variabilitd genetica engr tra le popolazioni. La diversita genetica mtal
(Ht) di una specie composta da popolazioni framaterg divisa in una parte di variabilita entro le
popolazioni (Hi) e una quota di variabilita tra p@polazioni (Hs). Sewall Wright nel 1965
introdusse la statistica‘F” per rappresentare la struttura di una popolaziolaesaa suddivisione

in sottopopolazioni.

FST e la proporzione della varianza genetica tatatgenuta in una sottopopolazione (I'indice S)
rispetto alla varianza della popolazione totaladite T). | valori possono variare da 0 a 1. U al
valore dell’FST implica un notevole grado di difeziazione tra le popolazioni.

Altri due indici sono Fis e Fit che rappresentaaocbrrelazione tra due alleli prelevati da una
popolazione in relazione rispettivamente ad untopopolazione e all’intera popolazione (Hartl &
Clark 1993).

Il flusso genico influenza la struttura geneticaida popolazione e la dinamica di metapopolazione
(Chepko-Sade & Halpin 1987; Colbest al 2001). Dispersione e flusso genico contribuiscono
anche a conservare la diversita genetica, pernugttalle popolazioni di rispondere alle mutevoli
condizioni ambientali. La perdita e la frammentagiadi habitat pud portare a ridurre il flusso
genico tra le piccole popolazioni frammentate e wpaseguente diminuzione della diversita
genetica all'interno delle restanti popolazioniafikhamet al 2002; Garneet al 2005). Poiche la
diversita genetica & correlata con la fitness delbgolazioni (Reed & Frankham 2003), la
comprensione dei modelli di flusso genico e di dispne € necessaria per la conservazione della

vita selvatica in ambienti frammentati.

1.2. Marcatori molecolari

| marcatori molecolari rappresentano caratteristiefeditabili e polimorfiche a livello di specie, d
popolazioni e di individui. Un marcatore molecolareun qualsiasi locus cromosomico le cui

varianti alleliche possono essere identificatelfaente analizzando direttamente il DNA. Un buon
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marcatore molecolare deve essere polimorfico, cankme, facilmente individuabile, ripetibile e

possedere un meccanismo di trasmissione sempleedghano o uniparentale).

| primi marcatori ad essere utilizzati sono stéitiajozimi che sono forme diverse di una proteina.
Se una mutazione porta ad una sostituzione ammdicamella proteina, si puo determinare una
variazione della carica elettrica della stessagiiadi avra una mobilita diversa se sottoposta ad
elettroforesi. In questo modo I'elettroforesi camgedi evidenziare varianti alleliche cioé proteine
enzimatiche prodotte ad un locus ma con differesggca elettrica. | limiti dell’elettroforesi

derivano principalmente dalla scarsa variabilitagdésti marcatori che ormai sono quasi stati del
tutto sostituiti dai marcatori che vanno ad evidarezi polimorfismi direttamente al livello della

sequenza del DNA.

Negli ultimi decenni infatti i progressi nella bagjia molecolare tra cui lo sviluppo della tecnica
della PCR (Mullis & Faloona, 1987), hanno contiibuallo sviluppo di nuovi marcatori
molecolari. | principali marcatori che si basantiestecnologia PCR sono i microsatelliti (Weber &
May, 1989), i RAPD Random Amplification Polymorph@NA, Williams et al, 1990), gli AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphisios et al, 1995) e gli SNP Single Nucleotide
Polymorphism Landegrenet al, 1998), mentre gli RFLP sono basati sul taglio emzimi di

restrizione.

Gli RFLP (Botsteinet al, 1980) sono i polimorfismi nella lunghezza denfraenti di restrizione. |
polimorfismi sono identificati mediante restriziortel DNA con endonucleasi che agiscono
riconoscendo e tagliando una specifica sequenzeaatidica e producendo una serie di frammenti
diversi tra loro in lunghezza. Mutazioni puntiforr{che alterano la sequenza del DNA) o fenomeni
di inserzione/delezione creano o distruggono d sitonosciuto dall’enzima, dando origine ad un
diverso profilo di restrizione del genoma e ad laltk lunghezza differente. La tecnica RFLP
consente di distinguere i diversi alleli del maocatmolecolare, di seguirne la segregazione in una
popolazione scelta e di distinguere gli individunazigoti dagli individui eterozigoti, per questo

motivo sono detti “codominanti”.

I marcatori RAPD sono analizzati tramite PCR utilizzando primersegugenza casuale della
lunghezza di circa 1012 paia di basi. | frammenti ottenuti dopo I'amigkizione vengono
visualizzati attraverso una corsa elettroforetica gel d’agarosio. Il numero dei prodotti di
amplificazione generati dalla PCR con primer a#bitdipende dalla presenza di omologia tra DNA
genomico e primer e/o la loro relativa affinita, mtre 'assenza di un particolare frammento puo
derivare da delezioni, inserzioni 0 mutazioni dsibael DNA stampo a livello dei siti di legame del

primer o nel segmento da essi delimitato. Tuttawvigausa dell'utilizzo di primer a sequenza
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casuale, la reazione di amplificazione PCR e cdadatbassa stringenza, causando problemi di
ripetibilita (Saunderet al, 2001). Inoltre nonostante questa tecnica sia keengd economica, la
sua limitazione e quella di non poter distinguelieomozigoti dagli eterozigoti. Alcuni studi
(Schierwater & Ender 1993, Valentiei.al 1997) hanno evidenziato come diverse DNA polineras

producono diversi marcatori RAPD e che questa fegimnon sia affidabile per studi di diversita.

La tecnicaAFLP prevede una fase di restrizione enzimatica del EN#a fase di amplificazione
tramite PCR. Nello specifico i frammenti ottenudllld digestione vengono legati a degli adattatori
e successivamente amplificati con primer spec{iomplementari agli adattatori e con nucleotidi
selettivi a una estremita). Questa tecnologia genaa miscela di frammenti che vengono separati
ed identificati tramite elettroforesi su gel di lafilammide o di sequenza. Anche questi marcatori
come i RAPs sono dominanti (Vesal. 1995). | polimorfismi osservati derivano principante da
mutazioni puntiformi nei siti riconosciuti dagli 2mi o dalle basi selettive dei primer
(polimorfismo di sequenza). Il vantaggio di questetodo e che permette di analizzare numerosi
loci in un unico esperimento e non richiede infozioai sulla sequenza del genoma che viene
sottoposto ad analisi. | marcatori AFLP possonetresstili per lo studio di specie e popolazioni di
cui non si hanno informazioni a livello genomichanno potere discriminante per quanto riguarda

le razze e gli individui (Ajmone Marsaat al. 1997

I marcatoriSNP (Single Nucleotide Polymorphigndentificano polimorfismi di singoli nucleotidi
come mutazioni puntiformi, ma anche corte insenzemlelezioni nella sequenza del DNA. Gili
SNP sono molto abbondanti (nel’'uomo costituiscgna del 90% del polimorfismo totale),
frequenti e distribuiti casualmente nel genoma.mayggior parte degli SNP risiede nelle regioni
non codificanti in cui la probabilita di trovareaimutazione puntiforme € 4 volte maggiore rispetto
a quella di trovarla in regioni codificanti (Twym&nPrimrose, 2003). E’ inoltre stato determinato
che meta delle mutazioni presenti nelle sequenzgesse sono sinonime (non portano a
cambiamenti nella sequenza aminoacidica). Gli S&iP® considerati marcatori biallelici in quanto
la probabilita che nella stessa posizione ci si@no3 cambiamenti di base € minima (nei
mammiferi ogni polimorfismo & generato da sostitnziche avvengono con una ricorrenza di b

x 10 ? per anno) (Vignaét al, 2002) e codominanti (consentono la discriminagidagli individui

omozigoti da quelli eterozigoti).

Le tecniche per individuare i polimorfismi SNP sodoverse tra cui il sequenziamento del
frammento che porta la mutazione, la SSGigle strand conformatiompolymorphism che
permette di visualizzare su gel le variazioni digsla base, il DHPLC (Wolfordt al, 2000) che
sfrutta la denaurazione e rinaturazione del DNAI eMaldi - TOF (matrix - assisted laser
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desorptionionizatiortime - of - flight, Rosset al. 200Q). La tipizzazione degli SNP puo essere
molto veloce e automatizzata se si avvale di apphrature come DHPLC, Maldi TOF e
Pyrosequencing (Nordstrorat al, 2000); tuttavia sono ancora molto sfruttate teoai meno
complesse, che si basano sulla PCR, quali la PRRLP e il minisequencingPastinenet al,
1997). Recentemente sono utilizzate inoltre teagieldightroughput per l'identificazione di
centinaia di SNP simultaneamente, basate sull@zimhe come il BeadArray (Shen &.al, 2005)

o decine di migliaia fino a milioni con il Bead-gh{lilumina).

Questi marcatori sono utilizzati per studi evolutiMorin et al, 2004), ma anche mappatura e
associazione con QTL (Vignat al, 2002). Nelle razze di allevamento inoltre vengaosati per
studi sulla tracciabilita e rintracciabilita di Nelll'uomo sono impiegati in studi di associazo
con malattie (Rebbecst al, 2004) e per la ricerca di geni sotto pressionettsea (Sabetiet al,
2002).

I DNA mitocondriale (mtDNA) e un marcatore uniparentale in quanto eieereditato
esclusivamente per via materna; e presente innzatdi copie per cellula ed ha la caratteristica d
non subire ricombinazione e di evolvere 10 volie y@locemente del DNA nucleare. L'evoluzione
dei geni mitocondriali varia da regione a regiongeni del DNA ribosomale sono altamente
conservati e possono essere utilizzati per ang@liigienetiche di taxa superiori fino ai phyla, la
regione non codificante dettantrol region(contenente itlisplacement loop D-loop e I'origine di
replicazione) € molto piu variabile non essendasttg a pressione selettiva e viene percio usata in
studi sulla struttura di popolazioni e razze (mamapio per studiare la diversita e la “filogeografi
delle specie allevate, Sultagtal, 2003). | marcatonmitocondriali sono amplificati tramite PCR

e successivamente sequenziati. | dati ottenutselgienziamento vengono allineati con appropriati
programmi bioinformatici. | marcatori mitocondrialono stati utilizzati per identificare gli evedti
domesticazione (Brufordt al, 2003); per esempio € stato possibile distingdaseseparati episodi

di domesticazione nel bovino (Loftet al, 1994) e multipli per il suino (Larsoet al, 2005) e
determinare la struttura delle subspecie europEeaa@neBos tauruse Bos indicugBradleyet al,
1996). Negli studi di popolazioni in cui sono d#fu fenomeni di introgressione e di flusso genico
mediato dagli individui maschi, le analisi con inggtori mitocondriali, che considerano I'eredita
solo dal punto di vista della linea femminile, fiagono meno informazioni (MacHugét al,
1997).

I microsatelliti sono sequenze ripetute in tandem e rappresentamaelasse di marcatori molto
utilizzati per lo studio della struttura geneticalld popolazioni a causa del loro elevato
polimorfismo. Di seguito verranno analizzate leatt@ristiche di questi marcatori.
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1.3. Microsatelliti

I microsatelliti o simple sequence repeats SSR,osetati ben caratterizzati nelle cellule
eucariotiche in questi ultimi 15 anni. Essi sonanfati da motivi nucleotidici ripetuti in tandem,
costituiti da minimo una coppia di basi a massimio Grazie alla tecnica della PCR, realizzata nel
1980, i microsatelliti sono i marcatori piu utiledz negli studi di alcune malattie genetiche, nei
programmi di mappatura genetica e, dai biologiapgazione, per studi sulla struttura genetica di
popolazione. L'uso dei microsatelliti come marcag@netici € vantaggioso perché sono abbondanti
ed hanno un elevato tasso mutazionale, che é elante importanza per la comprensione
dell’evoluzione del genoma (Tauét al 1986; Kashiet al 1997; Dodgsoret d. 1997). Tuttavia,
nonostante i vantaggi, i microsatelliti presentamantaggi come I'omoplasia, i tassi di mutazione e
la neutralita. Inoltre sono genere-specifici o $papecifici e dunque isolarli non e facile e rehe
tempo e denaro. Quale sia l'origine dei microsiitelbn € del tutto chiara. Per la loro presenza ne
genomi degli eucariotici e proprio per le loro dfieke caratteristiche, i microsatelliti sono, oggi
tra i marcatori piu usati per studi di strutturangéca di popolazioni (Bachtrogt al. 2000;
Bonizzoniet al. 2000; Strassmargt al 2000; Vargo 2000).

1.3.1. Struttura dei microsatelliti

I microsatelliti sono delle sequenze nucleotidicbstituite da motivi ripetuti in tandem di 1-6 paia
di basi. Essi sono stati trovati nei genomi eudaiian regioni codificanti e non codificanti. Ogni

motivo é costituito da un determinato numero dileoiidi, I'insieme dei motivi genera una

famiglia di SSR. Il motivo formato dallo stesso laatide ripetuto € chiamato mononucleotide,
quello formato da due nucleotidi € chiamato di-eatitlico [es. (AG)], quello da tre tri-

nucleotidico [es. (ATG), quattro tetra-nucleotidides .(TAGA)], cinque penta-nucleotidico

[es.(AAAAT)] e sei esanucleotidico [es.(CCCAAA);.

I microsatelliti possono essere classificati, iséalla loro struttura, in tre famiglie:

MICROSATELLITI PURI (CACACACACACACACA)

MICROSATELLITI COMPOSTI (CACACACAGAGAGAGA)

MICROSATELLITI INTERROTTI (CACATCACATTCATTCA).
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| microsatelliti puri sono formati da un unico tigh unita ripetutan volte; quelli composti sono
costituiti da due o piu motivi ripetuti ciascumovolte e quelli interrotti sono costituiti da unitan
ripetuta e interrotta da motivi di DNA di piu paif basi. Le ripetizioni composte da due-, tre- e
guattro-nucleotidi sono quelle piu frequenti nengi eucariotici (Wangt al 1994).
Ripetizioni mononucleotidiche. Le ripetizioni mononucleotidiche sono sequenpettite in tandem di
un singolo nucleotide. Due sono i tipi piu frequedit ripetizioni mononucleotidiche presenti nei
diversi taxa: ripetizioni nucleotidiche di poli (R e ripetizioni nucleotidiche di poli (C/G) (Totkt
al. 2000).
Ripetizioni dinucleotidiche. Si tratta di sequenze il cui motivo ripetuto &tdaito da due nucleotidi.
Le ripetizioni dinucleotidiche sono piu abbondamei roditori e meno frequenti nei funghi. Esse si
osservano nelle regioni intergeniche ed intronide® genoma, sono rare negli esoni. In tutti i
vertebrati e artropodi AC e il motivo dinucleotidiprincipale, invece nelle piante, nei lieviti e ne
funghi le ripetizioni AT in generale sono le pieduenti, ad eccezione degli introni dove nei funghi
AC é piu abbondante (Totht al.2000).
Ripetizioni trinucleotidiche. Le ripetizioni trinucleotidiche sono formate datiai di tre nucleotidi
ripetuti n volte. Esse si trovano sia in regioni codificastte in quelle non codificanti (Morgange al.
2002). In tutti i vertebrati le ripetizioni ricchat (C + G) dominano negli esoni e sono meno present
nelle altre regioni. AAC e AAG sono le ripetizigpit frequenti negli esoni delle piante nelle quli
rivela un’elevata abbondanza di ripetizioni (A+Djgservate anche negli esoni di lievito ed in altri
funghi. Generalmente le ripetizioni trinucleotiddccACG e ACT sono le pitu abbondanti in quasi tutti i
taxa. Le altre ripetizioni trinucleotidiche frequienei primati e nei roditori sono CCG, presentgine
esoni e totalmente assenti negli introni (Togh,al. 2000). Le ripetizioni trinucleotidiche come
(CAG)n sono associate a malattie genetiche qualindrome dell’X fragile (Kremer 1991), I'atassia
di Friedereich (Campuzano, 1996), probabilmentawsa dell’instabilita dei microsatelliti durante i
processo meiotico (Suzuki, 2001).
Ripetizioni tetranucleotidiche. Sono motivi formati da quattro nucleotidi cheipetonon volte. Esse
si trovano negli introni e nelle regioni intergdmé¢c mentre quasi tutti gli esoni sono privi di tip@ni
tetranucleotidiche. Nelle regioni introniche e mgEniche dei vertebrati, le ripetizioni
tetranucleotidiche superano di molto quelle trieotidiche.
| motivi piu frequenti delle ripetizioni tetranudidiche nei diversi taxa sono costituiti da (G+@3j
motivi (AAGG) che rappresentano le ripetizioni &tucleotidiche piu frequenti nei mammiferi,
primati e roditori. Nei primati e nei roditori sorabondanti anche le ripetizioni (AAAA), negli altr
mammiferi troviamo inoltre ripetizioni di tipo (AAG) e (AAAT) (Tothet al. 2000).
Ripetizioni pentanucleotidiche. Le ripetizioni pentanucleotidiche sono formate rdativi base di
cinque nucleotidi. In tutti i taxa dei mammiferilitaipetizioni sono le meno abbondanti nelle
15



regioni intergeniche ed introniche. Sono rappredennvece negli esoni di tutti i taxa (Taghal.
2000).

Ripetizioni esanucleotidiche. Le ripetizioni esanucleotidiche sono motivi dn@cleotidi ripetuti.
Essi rappresentano il secondo tipo di microsatefiit abbondante dell'intero genoma presente
negli esoni dopo le ripetizioni trinucleotidicheeld regioni introniche ed intergeniche dei non
vertebrati, le ripetizioni esanucleotidiche sona pbbondanti di quelle tetranucleotidiche. Negli
esoni i motivi ripetuti presentano delle differerzeono relativamente ricchi in (G+C). Nei primati,
nelle piante, nei lieviti e nei funghi le regiontrioniche ed intergeniche sono ricche di (A+T) (ot
et al. 2000).

1.3.2. Dinamica evolutiva

Quale sia l'origine dei microsatelliti, imane angaon del tutto chiara. Due sono i meccanismi
ipotizzati per la loro genesi. Nel primo, si assuthe probabilmente piccoli “proto”-microsatelliti
si siano generati da cambiamenti del genoma, marazuntiformi, seguite da eventi rari di
slittamento della polimerasi sul filamento copiancsuccessiva estensione di piccoli “proto’-
microsatelliti (Levison & Gutman 1987a). Nel 19989 e Falush proposero il “modello soglia”, il
guale si basa sul fatto che per avere una lungaibdizione genomica di microsatelliti, lo
slittamento sul DNA copia della polimerasi duralateeplicazione poteva avvenire solo in presenza
di un piccolo numero di ripetizioni. Altre ricerchrel lievito, invece, non hanno evidenziato la
presenza delle ripetizioni durante lo slitamerRogko & Graur 1999). Il secondo meccanismo
prevede invece l'associazione dei microsatellitn gh elementi trasponibili (Nadiet al 1996).
Tale meccanismo ipotizza che microsatelliti ricamiA siano generati dall’estensione in 3’ di
retrotrascritti, con un meccanismo simile alla adénilazione dell'm-RNA. Una simile
associazione e stata verificata per un elevato numlietaxa, tuttavia I'alta densita degli elementi

trasponibili considerati non sempre ha coincisol@&avata densita dei microsatelliti.

1.3.3. Meccanismi e tassi di mutazione

Nei loci microsatelliti le mutazioni generalmentensistono nel taglio di una ripetizione, anche se
talvolta la mutazione coinvolge diverse unita ripget(\WWeber 1990; Di Rienzet al. 1995; Primmer

et al. 1996). | tassi di mutazione degli SSR (tr&®E010° eventi per locus per generazione) sono
estremamente elevati se paragonati con i tassuthzione puntiforme di loci genici codificanti. |
fattori che potrebbero influenzare tale tasso diazione dei loci SSR sono: il numero di ripetizioni
(i tassi di mutazione dei microsatelliti aumenta@b numero di ripetizioni) e tipi di ripetizioni (i
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tassi di mutazione dei microsatelliti diminuiscoabcrescere di motivi ripetuti) (Schlotterer &
Tautz 1992).

Due sono i meccanismi mutazionali ipotizzati peegare gli elevati tassi di mutazioni osservati
nei microsatelliti. Il primo e lo “Slippage dellaNA polimerasi” (Figura 1). Tale meccanismo
consiste in una sorta di slittamento, lungo ilfiento copia del DNA, della polimerasi durante la
replicazione, con formazione di errori (Tachidaiguka 1992). Alcuni di questi errori sono corretti
dai meccanismi di riparazione cellulare, come lereoni delle bozze e il mismatch repair
(MMR), ma molti non vengono riparati e si generdaomutazioni. Per esempio nel lievito, le
ripetizioni CTG/CAG o CGG/CCG possono formare s$tmg secondarie che sfuggono ai
meccanismi di riparazione (Mooet al.1999). Quindi, 'aumento del numero di ripetizi@BR si
genera da un lato in seguito allo scivolamentdikrento di DNA e dall’altro da un non perfetto
o infallibile meccanismo di riparazione degli errdr secondo riguarda, invece la ricombinazione
tra molecole di DNA che puo potenzialmente genesareambiamento nella lunghezza degli SSR
con un crossingover ineguale. (Brohele & Ellegre8% Hancock 1999; Jakupciak & Wells 2000;
Richard & Paques 2000; Hardirg al. 1992) (Fig.2). Cambiamenti ineguali nella ricondzione
associati con la deriva genetica casuale e corelezisne possono creare un forte effetto

sull’accumulo delle sequenze ripetute in tandengeabma (Charleswortt al. 1994).

1.3.4. Modello di mutazione

Conoscere il meccanismo di mutazione dei micrdgatelfondamentale in quanto molte analisi
statistiche, basate sulle stime delle frequenzelidie, dipendono dal modello di mutazione.
Tradizionalmente il modello degli alleli infinitiAM) nel quale ogni evento di mutazione crea
nuovi alleli, € stato quello scelto per I'analistlld genetica di popolazioni. Si ritiene che il

meccanismo piu probabile per i microsatelliti sieelp stepwise mutation (SMM) secondo il quale
la mutazione cambia la lunghezza del microsatedlifgiungendo o sottraendo singole ripetizioni ad
un tasso fisso che e indipendente dalla lunghezizanidrosatellite (Ellengren 2004).

Tuttavia questo modello per lo studio dell'evolumaadei microsatelliti ha dei limiti in quanto e

incompatibile con il fatto che i microsatelliti ham un limite nella dimensione (gli alleli molto

lunghi sono rari). Alcune varianti del SMM affronta questo problema introducendo un limite
nella lunghezza degli alleli in modo che alleli nmolunghi mutano preferenzialmente verso alleli

piu piccoli e viceversa

17



Replication

Naseent strand
-

- Templae sirand

) Sippage

b) Misalignment
'&—) .
- -—T-—-—
) —| repeat | repeat

-&—-—-—-— .
- -—?—-—-—

Figura 1. Probabile slittamento nel modulo di lettura duedatsintesi del nuovo filamento di DNA

18



Unequal crossing over

Re peat 58 quencas

> T e
:|: homologous
chromoesomes

> S ————

Figura 2. Modello di crossing over ineguale e origine dellglecazione di un microsatellite.

19



1.3.5. Vantaggi e svantaggi dei microsatelliti

I microsatelliti sono oggi comunemente utilizzatime marcatori di DNA negli studi di genetica e
biologia molecolare. Sono marcatori specie-speacificultiallelici per un determinato locus e
codominanti. Hanno un elevato livello di polimonfis, seguono un’eredita mendeliana e
presentano modelli semplici di evoluzione. L'elevaariabilita e specificita li ha resi negli ultimi
anni lo strumento piu utilizzato in genetica di ptizione (Goldestein & Schlotterer 1999). La
variabilita dei microsatelliti risiede nella lungtza del microsatelliti stessi, ossia nel numero di
ripetizioni in tandem; differenti alleli in uno s®0 locus possono cosi essere messi in evidenza con
una semplice corsa elettroforetica su gel di palomide in grado di separare frammenti che
differiscono per singole coppie di basi. Poichékggior parte dei microsatelliti € genere-specifica

0 specie-specifica, la limitazione nell'uso dei rogatelliti come marcatori del DNA, risiede

proprio nell'isolamento dei primer specifici.

Tuttavia anche se le conoscenze di queste senspligienze ripetute sono migliorate negli ultimi
dieci anni, il loro contributo negli studi di geret di popolazione € ancora oggetto di discussioni
(Bruford &Wayne 1993). Infatti, i modelli e i pattedi evoluzione molecolare dei microsatelliti ed

i loro meccanismi mutazionali, devono essere wtarente analizzati per riuscire a conoscere tutte
le informazioni possibili che si possono ottenea#'aso dei microsatelliti stessi. E’ noto anchesch
'uso dei marcatori microsatelliti pud generare wsusmi sfavorevoli, quali I'omoplasia.
Quest’'ultima e una delle conseguenze dell’altaalmdlita dei tassi mutazionali di alcuni marcatori
molecolari, quali i microsatelliti. Per un marcaaenetico 'omoplasia si verifica quando, a causa
di eventi mutazionali si hanno copie diverse di stesso locus di ugual lunghezza, non identiche
per discendenza. L'omoplasia & implicita ai moduallitazionali dei marcatori, tanto che é difficile
pensare a due eventi evolutivi indipendenti (omsipl@& modelli mutazionali) e dipende anche dai
altri fattori evolutivi indipendenti dai modelli nazionali, come ['effettiva dimensione della
popolazione e il tempo di divergenza delle popalazistesse. | genetisti di popolazioni hanno
rivolto I'attenzione al tema omoplasia come unaseguenza della popolarita dei loci microsatelliti
come marcatori genetici (Estoepal. 2002). Gli alleli microsatelliti generalmente dspondono a
frammenti di DNA di lunghezza diversa evidenziakditraverso metodi elettroforetici. Con
I'utilizzo dei metodi elettroforetici perdo non e ggibile evidenziare se due o piu alleli che ha@no |
stessa lunghezza siano identici per discendenzawmare a questo problema bisogna sequenziare
I singoli alleli con successivo allineamento (Queatal. 2001).

Un altro fattore che complica I'analisi dei micrtditi € il tasso di mutazione. | tassi di mutazgo
variano considerevolmente tra i diversi taxa, sstabe ben osservate sostanziali variazioni traii lo

e nei loci in relazione ai tassi di mutazione (Bnrannet al. 1998; Crozieret al. 1999; Ellegren
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2000a; Gardneet al. 2000; Xuet al. 2000). Quando i microsatelliti si presentano camatisioni
alleliche diverse (Garzat al. 1995), il loro tasso di mutazione in un dato loces € sempre lo
stesso e non é costante nel tempo. Infatti il taésoutazione e la direzione della mutazione sono
influenzati dalla lunghezza dell’allele (Ellegred®a; Xuet al. 2000). Le mutazioni e I'evoluzione
di queste semplici sequenze ripetute derivano fmbhante da vari e continui processi dinamici
(Brohedeet al. 2002).

1.4. | microsatelliti negli studi di genetica e conservaone animale

Negli ultimi anni sono stati condotti molti studiemp descrivere la struttura genetica delle
popolazioni naturali e delle popolazioni di speglievate attraverso i marcatori microsatelliti. Una
delle principali applicazioni di tali studi e di meervare la biodiversita delle specie che sono

minacciate da una perdita di variabilitd genetica.

Tra gli esempi di ricerche eseguite su popolazioatiurali a rischio di estinzione, possiamo
ricordare quelle di Zhangt al. (2007) sul pand&iluropoda melanoleucd 10 microsatelliti usati
nelle 5 popolazioni prese in esame hanno sorpreechemte rivelato alti valori di variabilita
genetica. La differenziazione genetica tra le papiohi e stata significativa nella maggior parte de
casi, e in particolar modo nella popolazione Qumlia suggerire, che questa ultima dovrebbe essere

una unita separata nei programmi di gestione pedficonservazione.

Chenet al (2010) hanno studiato, con dieci microsatelldi,struttura genetica di alcune focene
campionate in tre diverse regioni cinesi. Contragate alla bassa diversita genetica rivelata in
precedenti analisi con il DNA mitocondriale, sonatistrovati livelli relativamente alti di varialii&

genetica nei profili dei microsatelliti (HE = 0,782795). L’analisi bayesiana ha suggerito inoltre

che le focene potrebbero essere descritte conagstreti gruppi genetici.

Per quanto riguarda le razze allevate la perditaiatiiversita & dovuta principalmente ai fenomeni
di inbreedinge di deriva, che agiscono maggiormente nelle papmia dove la dimensione
effettiva (Ne) e bassa (tipicamente nelle spectgemmiche, in cui esiste un disequilibrio tra nuoer
di maschi e di femmine). Le specie allevate, oltk essere soggette ai fenomeni naturali che
modificano le frequenze alleliche (principalmentidh genetica), sono sottoposte ai processi di
selezione artificiale (Bruford, 2004). La speciafizione dei nuovi sistemi produttivi e lo
sfruttamento di poche razze (le cosiddette cosnitepalon alte capacita produttive ha determinato

una grave perdita di biodiversita all'interno dedlgecie domestiche. Per questo motivo negli ultimi
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anni si sono sviluppate le ricerche per la consgove globale delle risorse genetiche di questi
animali (Taberleet al. 2008).

Ad esempio Martin-Burriel e collaboratori nel 208@nno analizzato con trenta microsatelliti la
diversita genetica tra diverse razze bovine dgblag8a in pericolo di estinzione. Gli autori hanno
trovato valori di diversita genetica molto bassiparticolare in una popolazione che si trova
nellisola di Maiorca. Inoltre la ridotta dimensierdelle popolazioni e la deriva genetica hanno

causato una divergenza genetica tra le diverserazz

Uno studio di Cymbron e collaboratori del 2005 cattal su venti popolazioni di bovini Europei e
nove del Vicino Oriente, ha esaminato i livelli diversita genetica e le relazioni esistenti tra le
diverse razze con l'uso di diciannove microsatellitisultati hanno evidenziato un forte declino
della variabilita genetica dall’Oriente verso I'Bpa, confermando I'origine dei bovini domestici
dal vicino oriente. Inoltre i dati hanno dimostratoa differenza genetica tra le razze Nord Europee
e quelle delle regioni Mediterranee in accordo danovimento del bestiame lungo due percorsi
distinti durante il processo di domesticazioneuio studio simile (Medugoragt al 2009) sono
stati analizzati 105 loci microsatelliti in sedicazze di bovini appartenenti a diverse aree
geografiche quali I'’Anatolia, i Balcani, le regioaipine e dell’Europa settentrionale. | dati hanno
dimostrato I'elevata variabilitd genetica delle zmzrovenienti dall’Anatolia, che sono vicine al
centro di domesticazione, rispetto a quelle deld\uropa.

Lawson Handley e collaboratori (2007) hanno eseglét prima indagine in ovini europei
analizzando con 23 microsatelliti 820 animali apgaenti a 29 razze geograficamente e
fenotipicamente diverse. A differenza di molte eldépecie domestiche, € stato trovato un diffuso
deficit di eterozigoti all'interno delle razze. Qte € stato spiegato con la suddivisione delle
popolazioni (effetto Wahlund) e l'uso di un piccolemero di arieti per la riproduzione. | livelli di
eterozigosi erano leggermente piu alti nelle rad=desud rispetto a quelle del nord, coerentemente

con la declino della diversita genetica man mareaitsi allontana dal centro di domesticazione.

Ancora, Pariset e collaboratori nel 2003 hanno gimado I'utilita dei microsatelliti per studiare la
variabilita genetica in 17 greggi di razza oviaada nella provincia di Viterbo. | dati ottenutiglia
11 microsatelliti testati sono stati utilizzati pgimare la variabilita genetica presente all'intee
tra le greggi, e i valori di inbreeding.
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2. Finalita della ricerca

| microsatelliti sono tra i marcatori piu utilizzgier gli studi di genetica di popolazioni. Inoltre
poiché questi marcatori sono in genere abbastaozih (@irca 100-300bp), possono essere
amplificati tramite PCR anche quando il DNA di parza € degradato (Taberkdtal 1999). La
rottura del DNA in tanti frammenti che si riscontnal DNA degradato, infatti, rende difficile
I'amplificazione di segmenti lunghi e il successaathplificazione & proporzionale alla lunghezza
del frammento da amplificare (Frantzetal. 1998). Per questo i microsatelliti sono utilizzatiche

negli studi del DNA antico che e noto, essere atam degradato.

Lo scopo di questo lavoro e di applicare i mardataicrosatelliti a due diversi studi. Il primo
riguarda l'analisi della struttura genetica di gpepolazioni di bufali provenienti dalla Turchia
(Anatolian water buffalo). Questo rappresenta impr studio effettuato in tali popolazioni che
necessitano particolare attenzione a causa 1) detlmanza della Turchia al centro di
domesticazione e di probabile diffusione della spe&erso I'ltalia; 2) della drastica diminuzione
del numero degli individui che si é verificato niegftimi decenni. In Turchia i bufali hanno una
grande importanza economica poiché sono usatag@olduzione di latte e di carne ma anche come
animali da lavoro. Nei piccoli villaggi gli allevati possiedono pochi animali che vengono utilizzati
per il consumo familiare, le grandi aziende invec&ovano solo nelle grandi citta. Nonostante il
numero degli individui sia diminuito da 1,117,000140,000 capi negli ultimi trenta anni,
I'allevamento di questa specie e sopravvissuténal di promuovere sistemi produttivi, in accordo
con uno sviluppo rurale sostenibile. In questo estat Si inserisce la presente ricerca che ha come
primo obiettivo quello di analizzare la strutturangtica e le relazioni tra diverse popolazioni di
bufali appartenenti a sei regioni della Turchia dygresentano i piu importanti siti di allevamento
A tal fine sono stati selezionati dal database BGARMVie dalla lista FAO un pannello di 21
microsatelliti sviluppati nel bovino per analizzatB4 campioni. Sono stati calcolati gli indici di
diversita genetica e il grado di differenziamenta ke diverse popolazioni. | risultati ottenuti
potranno essere utili ai fini della conservaziore lufali dell’Anatolia che rappresentano una

grande risorsa economica per il Paese.

L’altro studio ha come obiettivo quello di identéire dei loci microsatelliti da potere utilizzare
nello studio del DNA antico e in particolare intrei animali domesticiL’analisi del DNA antico
puo essere un ottimo strumento per interpretarstriasttura genetica di popolazioni dnimali
allevati in tempi storici, la loro origine geogredi la demografia. Inoltre lo studio dei genotipi ¢
permette di attribuire i resti di animali prelevaéigli stessi siti di ritrovamento a specifici iidiui,
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di stabilire I'appartenenza alle popolazioni e ahfcontarle con le popolazioni moderne. Tuttavia i
marcatori microsatelliti, pur essendo molto infotiviae variabili, sono difficili da analizzare in
guanto si trovano nel DNA nucleare che, in campattichi, &€ scarso e molto degradato. Inoltre le
possibilita di contaminazioni con DNA esogeno quarsl lavora con materiale antico e
estremamente elevato, per cui si devono adottarée npoecauzioni e utilizzare dei laboratori

appositi.

In questo studio abbiamo selezionato dal databA€® U set di 15 microsatelliti per i quali sono
stati ridisegnati, sulle sequenze di riferimentdmers specifici capaci di amplificare frammenti pi
corti di quelli originali. 1 loci sono stati anafhiati su resti di ossa di bovini risalenti al medioe
prelevati da Ferento, un sito archeologico situalyltalia centrale. | dati ottenuti sui campioni

antichi sono stati poi confrontati con quelli proienti da 72 razze moderne.
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3. Analisi di microsatelliti in diverse popolazioni di bufali provenienti

dalla Turchia

3.1. Caratteristiche e distribuzione dei bufali della Tuchia (Anatolian
buffalo)

Il bufalo Bubalusbubalis e tra gli animali domestici piu produttivi. Riconast per centinaia di
anni come efficienti animali da lavoro, oggi vengaalevati principalmente per la produzione di
carne e latte. Nonostante rappresenti una grasdesa economica, il bufalo é stato poco studiato se
paragonato alle altre specie di ruminanti domeg¢Baois tauruse Bos indicu¥ Solo negli ultimi
anni si e assistito ad un notevole risveglio dieiesse per gli aspetti tecnico-scientifici
dell'allevamento bufalino in tutti i Paesi a zootiecpiu 0 meno progredita.

Le razze bufaline producono latte caratterizzatar@daygior contenuto in grassi, in media 1'8%,
rispetto a quello di vacca. In paesi come I'Indi&akistan e la Turchia questi animali costituiszo
una fonte di sostentamento umano fondamentaleQ% del latte consumato in questi paesi
proviene proprio dalle bufale. Anche lI'uso dellansacome fonte alimentare si sta sviluppando
sempre di piu negli ultimi anni. La carne di bufaltfatti, oltre ad essere appetitosa e tenenanha
ridotto contenuto di grassi se paragonata allaschavina.

All" interno della specidBubalusbubalissi distinguono due grandi gruppi, morfologicameadsai
diversi. Il primo € il bufalo "swamp" (Figura 3he significa "bufalo di palude”, dalle corna latera
e in posizione orizzontale, che si curvano quahdmimale invecchia, piu basso di statura (circa
130 cm I' altezza al garrese, da 325 a 450 kgsb kel maschio adulto), allevato principalmente
per il lavoro nelle risaie e come animale da tWeéene munto, ma la ridotta quantita di latte che
produce (al massimo & 600-700 kg in una lattazdhr200 giorni) viene consumata in famiglia. Si
trova principalmente in Cina, Thailandia, Filippindetnam, Malesia, Indonesia, Cambogia, Laos
(Cockrill 1981). Il secondo ¢ il "river buffalo" {gfura 4), che significa bufalo di fiume, dalle carn
in direzione posteriore che successivamente siacuna spirale verso |' alto, di corporatura e
altezza superiori al primo (da 133 a 142 cm I'zaléeal garrese e peso da 450 a 800 kg del maschio
adulto), che produce elevate quantita di latte€alt500 kg in una lattazione). E' allevato in &di
Pakistan, Nepal, Bhutan, Myanmar (ex Birmania), l%mka, nel Vicino Oriente, in Egitto e in
Europa, soprattutto in Italia. Del "river buffalebno state classificate 18 razze, le principaliedel
quali sono la Murrah (India) e la Nili Ravi (Palkis), da lungo selezionate per la produzione di
latte (Cockrill 1981).
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Figura 4. River buffalo

Gli studi di genetica molecolare sulle origini dalifalo domestico hanno indicato una netta
separazione degli aplotipi generati dall’analisl @A mitocondriale (mtDNA) (Zhanget al.

2007). | tempi di divergenza tra il “river type™
fa, e datano I'evento di domesticazione a 300®0afiGanni fa (Cockrill 1981; Kumaet al. 2007a;

Yanget al. 2008). Pertanto, si suppone che il bufalo “riwgret’ e quello “swamp type” siano stati

sgwamp type” variano da 10 000-1.700.000 di anni

domesticati separatamente, molto probabilmenta welle dell'indo e Cina rispettivamente (Letu
al. 1998; Kumaet al. 2007b; Leiet al 2007).

In Turchia esiste solo una razza chiamata “Anatol@ater buffalo” che significa bufalo
dell’Anatolia, classificata come razza Mediterramg@artenente al river type. Morfologicamente i

bufali dell’Anatolia presentano una colorazione todcura del mantello, corna lunghe e strette,
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corpo allungato. Le orecchie sono larghe e a wltesservano macchie bianche sulla testa e sulle

zampe (Figura 5).

Figura 5. Esemplare di un bufalo dell’Anatolia (Anatoliamter buffalo)

L’areale di distribuzione e rappresentato principate dalle regioni del Nord Ovest, e da quelle
che si affacciano sul Mar Nero e da quelle dell’Bsiatolia (Soysalet al. 2005). Per quanto
riguarda i sistemi di allevamento ci sono differeriea le diverse regioni. Nei piccoli villaggi gli
allevatori possiedono pochi capi di bestiame (248 utilizzano principalmente come risorsa di
latte e carne per il consumo familiare (Soysalal2007) Durante i mesi primaverili ed estivi,
guando il pascolo € abbondante, gli animali prosetnida diversi villaggi, sono portati insieme al
pascolo. In inverno invece, gli animali sono tequincipalmente nelle stalle che si trovano al pian
terra delle abitazioni. Le aziende piu grandi, fatenda circa 100 capi, si trovano esclusivamente

nei pressi delle grandi citta.

In tempi passati i bufali dell’ Anatolia venivanoatisprincipalmente come animali da lavoro, oggi
invece vengono allevati per la produzione di la&tearne. Alcuni prodotti tipici, come il dessert

“baklava” e salsicce, vengono prodotti esclusivaimenn latte e carne di bufala.

Durante il periodo di lattazione, che dura circ® $forni, la quantita di latte giornaliera prodotta

non supera gli otto litri, mentre quella annualediecirca 1000 litri. Per quanto riguarda la
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composizione del latte, la percentuale di grassbireata intorno al 6-8%, quella delle proteine

intorno al 4%. In tabella 1 sono riassunte alcusliectaratteristiche citate.

Nonostante i bufali dell’Anatolia abbiano un rudmdamentale per I'economia del paese, negli
ultimi anni si e assistito ad una drastica dimiongi del numero di individui. La ragione va

ricercata nella diffusione delle razze bovine cherfo una produzione di latte e carne maggiore.

Secondo le statistiche della FAO del 2003 ((htfpdstat.fao.org/) dal 1984 al 1997, la popolazione
dei bufali della Turchia ha subito una riduzioné memero di individui del 65%; ad oggi ci sono
circa 164.000 capi.

Nasce quindi I'esigenza di progettare strategie lperonservazione della variabilita genetica di
guesta specie. A tal fine é fondamentale conodaestuttura genetica e le relazioni esistentidra

diverse popolazioni che oggi esistono in Turchiablettivo di questo lavoro e stato proprio quello
di analizzare, con 21 microsatelliti, la diversiggnetica dei bufali dell’Anatolia appartenenti a se

regioni della Turchia che rappresentano i piu ingodr siti di allevamento.

Tabellal. Caratteristiche zootecniche dei bufali dell’An&tol

(Soysalet al. 2007

Massimo Minimo
Quantita 'a(tliz)g'oma“era 1070.5+279.9 709.6+23.0
Durata lattazione (giorni) 269.2+70.0 222.0+44.2
% Grasso del latte 8.1+0.205 6.6+0.68
%Proteine del latte 4.06 4.02
Durata gestazione 326.5:5.8 317.@515
(giorni) T ' '
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3.2. Materiali e metodi

3.2.1. Campionamento ed estrazione del DNA

Gli individui di Bubalus bubalisanalizzati in questo studio provengono da seigatigrafici di
campionamento che corrispondono a quattro regiatia dTurchia (Figura 6). Gli individui
campionati sono stati in totale 149, di cui 32aistretto di Pazar, 17 nel distretto di Danamangdira
34 nel distretto di Merzifon, 19 nel distretto didral, 29 nel distretto di Coskun, 18 nella proianc
di Afyon.

Pazar e Turhal sono due distretti della provincidiakat nell’Anatolia cento-orientale, Merzifon e
un distretto della provincia di Samsun collocatbanegione del Mar Morto, Afyon & una provincia
che si trova nell’Anatolia centrale. Danamandir€askun si trovano nel distretto di Silivri che
appartiene alla provincia di Istanbul. | siti dinggionamento corrispondo alle regioni in cui si

trovano la maggior parte degli allevamenti

| campioni di sangue sono stati raccolti in faldan10ml contenenti £DTA e conservati a -20 °C

fino al momento dell’estrazione del DNA.

Per I'estrazione del DNA si é utilizzato il kit Wamd DNA genomic (Promega). Il protocollo di

estrazione e il seguente:

1. Aliquotare 300ul di sangue in un tubo eppendorf da 1.5 ml e aggum 90Qul di cell lysis
solution. Mescolare per inversione (5/6 volte). diase 10 minuti a temperatura ambiente

invertendo ogni tanto.
2. Centrifugare 1 minuto a 14000 rpm. Scartare il apgatante e vortexare il pellet
3. Aggiungere 30Qu di Nuclei Lysis Solution, pipettare per risosperelil pellet
4. Unire 100ul di Protein Precipitation Solution vortexando vigsamente per 20 secondi
5. Centrifugare per 4 minuti a 14000 rpm

6. Trasferire il supernatante con il DNA in un nuowda da 1.5 ml contenente 3Q0 di

isopropanolo a 4°C, mescolare per inversione

7. Centrifugare a 14000 rpm per 3 minuti. Scartarsolranatante e aggiungere 3@0di

etanolo al 70% per lavare il pellet.
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Figura 6. Siti di campionamento delle sei popolazioni dei diufdell’Anatolia. 1 numeri
corrispondono aseguerntsiti di campionamento: 1, Pazar, 2, Danamandirdedzifon, 4, Turhal,

5, Coskun, 6 Afyon

30



8. Centrifugare a 14000 rpm per 3 minuti e scartam®dWranatante. Asciugare a temperatura

ambiente.
9. Reidratare il pellet di DNA con 50 | di TE (Tris hdM e EDTA 1 mM pH 8).

10. | campioni vengono conservati a 4°C.

La valutazione della qualita del DNA estratto etsstaseguita sottoponendo i campioni ad
elettroforesi su gel di agarosio all' 1% nel qualene aggiunto Bromuro di Etidio, che ha la
capacita di intercalarsi nella molecola di DNA eeahderla fluorescente se illuminata con UV (320
nm). La preparazione dell’agarosio e la corsarelettetica sono state effettuate in tampone TAE
1X (0.8 M Trisacetato e 0.02 M EDTA). La quantificazione del DEiAe eseguita con il Picogreen

(Invitrogen) utilizzando il DTX Multimode Detect@&eckman.

3.2.2. Scelta e genotipizzazione dei microsatelliti

La tecnica dei microsatelliti prevede due stepamplificazione dei loci tramite PCR usando
primers fiancheggianti le sequenze ripetute e laualizzazione dei prodotti dopo corsa
elettroferetica. Poiché il polimorfismo dei micrtedliti risiede proprio nella lunghezza, essi
possono essere separati con un’elettroforesi ad @a#oluzione, che permette un rapido
genotipaggio degli individui. In questo lavoro sostati utilizzati 26 loci microsatelliti, di cui 11

selezionati dal database BOVMAP e 15 dalla list@®Fg#er la specie bovina. | marcatori sono stati
scelti in modo da essere equamente distribuitigegloma bovino. La tabella 2 riporta i 21 loci

amplificati con successo.

La reazione di amplificazione avviene utilizzandongrs marcati all’estremita 5’ con uno dei tre
diversi fluorofori riconosciuti dal sequenziator&@ 8800 Beckman. In tabella 3 sono riportati le
proprieta spettrali dei fluorofori. La PCR é statandotta in un volume finale di 20 ul contenente
2ul di DNA stampo diluito 1:10 corrispondenti a 20dg DNA e 18l di miscela di reazione
costituita da: 1x buffer, 2.5 mM Mg&1200 uM dNTPs, 0.05uM di primer (Proligo), 0.2 tandi

Tag Polimerasi (Bio-x-act short Bioline).
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Tabella 2.Lista dei microsatelliti analizzati

Granezze
Locus BTA alleliche Ann.temp.
BM1824 1 170-202 57
ETH10 5 120-226 63
ETH152 5 196-218 63
INRAOOS 12 140-158 53
SPs115 15 248-268 59
TGLA126 20 102-128 53
TGLA227 18 77-109 56
TGLA53 16 132-176 55
BMS1226 13 130-170 58
CA004" 15 116-164 55
BM1818 23 191-283 56
BMS1747 14 85-101 57
BMS1357 13 89-105 61
ILSTS058 17 126-152 58
HEL13 11 172-192 52
BMS462 16 111-141 59
BL1036' 14 172-198 55
BM1316' 12 96-128 54
CSSMO047 8 128-166 55
BMS4016 1 125-151 58
TGLA159' 4 213-261 57

BTA, cromosoma bovino;T Microsatelliti selezionddil database BOVMAP; * Microsatelliti

selezionati dalla lista FADvalori di PIC (polymorphic information conterer ciascun marcatore



Tabella 3. Caratteristiche dei tre fluorofori usati per lancatura dei primers

Excitation maximum | Emission maximum Molar extinction
WellRED oligo
(nm) (nm) coefficient

D2-PA 170,000
D3-PA 685 706 224,000
D4-PA 650 670 203,000

La reazione di amplificazione consiste nel seguprigramma PCR:

95°C per 5 minuti

95°C per 30 secondi
Annealing per 30 secondi 30 cicli
72°C per 1 minuto

72°C per 5 minuti

4°C

o a0k~ w b RE

La reazione di amplificazione selettiva avviendizgando un programma di PCRRuch down
partendo da una temperatura di appaiamento di UpErmre alla temperatura di denaturazione dei
primer. Nei passaggi successivi questa temperatarg progressivamente ridotta fino a portare la
temperatura dannealinga quella specifica per il completamento della ez La PCRtouch
down favorisce I'amplificazione di sequenze perfettareecdmplementari agli inneschi utilizzati

rispetto a frammenti non specifici.

3.2.3. Elettroforesi capillare

| prodotti di PCR sono stati analizzati mediantetdanica dell’elettroforesi capillare su gel di
separazione. Questi gel hanno un alto potere tigolin quanto consentono di separare frammenti
che differiscono 'uno dall'altro, anche di un seicleotide.

Il principio € lo stesso dell’elettroforesi “clasa’: i frammenti di DNA migrano attraverso il gel

allinterno di un capillare che li separa in badke alimensioni (peso molecolare/lunghezza);
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frammenti piu piccoli migrano attraverso le magliel gel piu velocemente, escono prima dal
capillare e vengono intercettati per primi dalesisa di rivelazione.

Tale dispositivo emette un raggio luminoso che ischpi frammenti di DNA che, se marcati con
molecole fluorescenti, a loro volta emettono unnsdg in uscita che viene registrato. Il risultato é

un elettroferogramma. Lo strumento da noi usatd’elettroforesi capillare e il sequenziatore CEQ

8800 Beckman (Figura 7)
= |
y
B

Figura 7. Sequenziatore CEQ 8800 Beckman

Il campione da caricare viene preparato nelle apppgstre fornite dalla Beckman in un volume

totale di 40ul contenente
38.7ul SLS
0.3ul standard400 (CEQ 400)

1ul prodotto di PCR

Lo standard di peso molecolare noto, & formato dainsieme di frammenti di dimensione
conosciuta (compresa tra 50 e 500bp) marcati cofluanoforo diverso da quello utilizzato per
marcare i primers. Per ogni campione € stato pibssbparare i frammenti amplificati per colore
del fluoroforo e dimensionare gli alleli di ogoicusmicrosatellite. || dimensionamento dei singoli
alleli avviene per confronto con &tandardinterno.

L’analisi dei frammenti &€ stata eseguita attravelsdinning analysis che ha permesso di

esaminare i profili dei microsatelliti per ogni mmatore con fluoroforo;
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Per “binning” o formazione di bin s’intende il raggpamento monodimensionale, in base alle
dimensioni, di frammenti compilati da campioni nplit L’analisi dei bin ottenuti permette di

generare un elenco di alleli rappresentativo galaolazione oggetto dello studio. Quando vengono
condotte analisi dei bin, il sistema raggruppainfmenti in base alle loro dimensioni, in modo da
formare “bin” caratterizzati da dimensioni medieda una deviazione standard dei frammenti
compresi nel bin. L’analisi di ogni picco alleli@il suo dimensionamento in paia di basi hanno

permesso di ricavare il genotipo per ogni individuo

3.2.4. Analisi statistiche

| dati ottenuti dall’analisi elettroforetica deirogioni sono stati utilizzati per calcolare le stidlie
variabilita genetica, le deviazioni dall’equilibridi Hardy-Weinberg, la variabilita genetica
all'interno delle popolazioni e tra le popolaziomila strutturazione delle popolazioni. E’ stato
inoltre valutato lo stato di equilibrio mutazionertva delle popolazioni. Per le elaborazioni sono
stati utilizzati i programmi: @NerPoP3.4(Raymond & Rousset, 1995) EGETIX (Belkhir et al. 2004)
BOTTLENECK (Piry et al, 1999), GNALEX (Peakall & Smouse 2006)PRERMARKER (Liu & Muse
2005) SRUCURE (Pritchardet al. 2000).

3.2.4.1. Stime di variabilita genetica

Sono stati utilizzati i seguenti parametri di vaiiga genetica:

1) L’eterozigosi attesa (Hetexp) in una popolazior@jedavvengono accoppiamenti casuali, €
stata calcolata attraverso il softwa@wERMARKER Se ci sona differenti alleli e p é la

frequenza dell’'allele-esimo allora
He=2> pp; =1-2 pf
i i

2) | valori di PIC (Polymorphic Information Contenthe si riferiscono alla capacita del
marcatore di rivelare il polimorfismo e dipende daimero di alleli e dalla distribuzione

della loro frequenza sono, stati calcolati G@WERMARKER
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3) Proporzione di loci polimorfici (P), data da: P 9d¢i polimorfici / N tot. di loci. Sono stati

utilizzati due criteri di polimorfismo, che consideo Un locus e stato considerato

polimorfico se la frequenza dell’allele piu comune 0,95 (P95);

4) Numero medio di alleli per locus (A) A = N totale alleli / N totale di loci. Questo
parametro dipende molto piu degli altri dalle disieni del campione, poiché generalmente
nelle popolazioni naturali vi sono molti alleli agsa frequenza (tra 0,1 e 0,5), che possono

non essere osservati in campioni piccoli.

3.2.4.2. Equilibrio di Hardy-Weinberg

Per rilevare possibili deviazioni dall’equilibrio HW dovute ad un eccesso o deficit di eterozigoti
stato usato il programmsENEPOP Quest'ultimo usa come parametro I'indices per descrivere |l
deficit di eterozigoti dovuto ad accoppiamenti reasuali tra individui in una sottopopolazione. La
significativita e stata testata tramite catene drikédv, usando 1000 permutazioni e 1®@@@chper

permutazione e riportando la percentuale di vad@ggiori rispetto a quelli osservati.

3.2.4.3. lllinkage disequilibrium,

Il linkage disequilibriumovvero I associazione non casuale tra gli atielun locus e gli alleli di

un altro locus, e stato testato cGENEPOPR L’ipotesi zero € che i genotipi di un locus siano

indipendenti dai genotipi di un altro locus. Inti@lare, Genepop crea delle tabelle di contingenza
per tutte le coppie di loci in ogni popolazioneadt ogni coppia & associato il valore di probabilita

(corretto secondo il test di Fisher) di otteneregaso un valore di linkage come quello relativo al

dataset originale. Il livello di significativita gibale del test e a = 0,05, e consiste nella prétzabi

massima di errore che si e disposti ad accettdnesgingere l'ipotesi bl

3.2.4.4. Statistiche F di Wright
Gli F-statistici rappresentano un set di strumaividuati da Wright (1951) per ripartire il deific

di eterozigosi all’interno degli individui appar@mi alla stessa popolazione e tra individui
appartenenti a diverse popolazioni. Essi sono itaegde usati dai biologi di popolazione
nell'assegnare i livelli strutturali in campioni @opolazioni naturali. [Fis misura il deficit di

eterozigosi all’interno di ogni popolazioneF$t misura il deficit di eterozigosi tra le popolazion

(una misura dell’effetto Wahlund), mentr&it misura il deficit globale di eterozigosi.
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Nel calcolo dei parametkis, Fst e Fit & stato utilizzato il metodo descritto da Weir &dBerham
(1984) che prende in considerazione la dimensiolh@@nero dei campioni attraverso il software
GENETIX. | valori delle statistiche F riportati sono stattenuti con la procedura del Jackknifing.
Essa e una procedura numerica che consiste nettemaea turno, ciascuna unita (campioni o loci)
e quindi ricalcolare da questo set di dati ridditiersi F-statistici. La stima fornita dallo Jackimgy

e la media aritmetica di tali valori ricalcolatia ldifferenziazione delle popolazioni é stata caitzol
utilizzando anche un altro coefficiente che e fgedGstunbiased\ei (1973).

Nei (1973) propose un approccio alternativo all’&siWright per determinare la differenziazione
delle popolazioni, che si basa sulle frequenzéictie da cui si deriva I'eterozigosi attesa enttoae

popolazioni.

Gst= Dst/Hr
Dove Dst € la media delle diversita geniche tra sottofaponi e H € la diversita genica nella

popolazione totale

~

Inoltre si e proceduto a calcolare le matrici délst a coppie, al fine di misurare il grado di

differenziamento tra coppie di popolazioni

3.2.4.5. Amova

L’Analisi della Varianza Molecolare ‘AMOVA’,e statacalcolata per mezzo del software
GENEALEX. L’AMOVA verifica quanta della varianza totale delfeequenze alleliche calcolate e

spiegata dalle differenze tra gruppi di popolazienjuanta dalle differenze tra individui entro i

gruppi.

3.2.4.6. Equilibrio mutazione deriva (Bottleneck)

Una riduzione della grandezza effettiva di una pagione, evento definito “collo di bottiglia”, ha
come conseguenza nella popolazione una corrisptsgendita di diversita genetica. Tale perdita
riguarda la diminuzione del numero di alleli e aminseguente livello di eterozigosi ai loci
polimorfici. Generalmente, all'inizio dell'eventoc6llo di bottiglia” si osserva un eccesso di
eterozigoti ai loci non soggetti a selezione. Lrergosi, cioe, calcolata su un campione di geni
dovrebbe risultare piu alta di quella attesa iazigine al numero di alleli trovati nel campioneg ch
indicherebbe, appunto, una popolazione non allldgio mutazione-deriva. Nella popolazione che
abbia subito un collo di bottiglia, 'eccesso direizigoti € una conseguenza del fatto che il numero
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di alleli, soprattutto quelli rari, diminuisce prapidamente del tasso di eterozigosi. Gli alleli, ra
infatti, non solo sono persi rapidamente ma hamobi@ uno scarso effetto sull’eterozigosi. Quindi,
molti alleli possono essere persi senza una rikevaiduzione di eterozigosi. L'eccesso di
eterozigoti si mantiene, tuttavia, solo per un@emmero di generazioni fino a quando non si sia
stabilito un nuovo equilibrio mutazione-deriva. \deficit di eterozigoti, rispetto all’equilibrio
mutazione-deriva, indica, invece, una recente espae della popolazione (Luikart & Cornuet,
1998). Per valutare se la differenza tra I'etrogitfo osservata e attesa, in base all'equilibrio
mutazione-deriva, sia significativamente diversazdeo, € stato utilizzato il “Wilcoxon’s signed
rank test”. Tale test si basa sull'assunzione chaii mutino secondo il modello step wise. Le
elaborazioni per il “Wilcoxon’s test” sono stateegsite utilizzando il programma BOTTLENECK
(Piry et al 1999).

3.2.4.7. Analisi delle componenti principali (PCA)

L'analisi delle componenti principali o PCA, & ueanica della statistica multivariata utilizzata pe
la semplificazione dei dati. Con questa tecnicap@ssono ridurre il numero delle variabili
mantenendo la massima quantita di informazione. iICprogramma GNALEX vengono costruite
combinazioni lineari delle variabili originali, el specifico le distanze genetiche. Le variabili
trasformate sono proiettate in un sistema cartesi@h quale la variabile con la maggiore varianza
viene proiettata sul primo asse, la variabile caggor varianza, esclusa la prima, sul secondo

asse.

3.2.4.8. Analisi Bayesiana (Structure)

I metodo Bayesiano utilizzato € quello implementael softwaresTRUCTURE (Pritchardet al.
2000; http://pritch.bsd.uchicago.edu). Brevemelragoritmo definisce il numero di popolazioni di
riferimento, ciascuna caratterizzata da un insiandrequenze alleliche e poi assegna ogni
individuo in maniera probabilistica. Il risultathe si ottiene e la probabilita a posteriori che un
individuo “i” appartenga alla popolazione Z (scocioga) dato il genotipo X e stimate le frequenze
alleliche P di tutte le popolazioni (Pr(X|Z, P). peobabilita a priori, cioe la probabilita che un
individuo appartenga a una qualsiasi delle k papora di riferimento, e definita come 1/k.
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3.3. Risultati

L’obiettivo di questo lavoro é stato quello di dmahre la variabilita e la diversita genetica esist
in sei diverse popolazioni di bufali provenientlldd urchia.

3.3.1. Indici di diversita genetica

Dei 25 microsatelliti testati soltanto 4 non hamlado amplificazioni positive e per questo sona stat
eliminati dalle analisi. | restanti 21 loci hannmp@lificato con successo nei campioni bufalini e
hanno dato una buona riproducibilita. L'alto numdrdoci amplificati con successo conferma la

vicinanza genetica delle due specie. Inoltre i fmsio risultati tutti polimorfici.

In totale sono stati identificati 254 alleli con mamero medio di alleli per locus pari a 12.57 pval
un po’ inferiore rispetto a quello osservato (14.86éllo studio della diversita genetica di 30 razze
bovine Europee (European Cattle Genetic Diversigngortium 2006 Nella Tabella 4, per
ciascuno dei marcatori, vengono riportati il numedo alleli, la frequenza dell'allele piu
rappresentato nel campione totale (insieme di @@@hi) e i valori del PIC (Polymorphic

Information Content). Il numero di alleli varia @ger il locus TGLA126 a 17 per il locus BL1036.

Gli istogrammi in Figura 8 rappresentano le freqaelleliche per locus per popolazione. La
rappresentazione grafica evidenzia meglio il diwegsado di polimorfismo dei loci. Si nota che i
loci BL1036 e CA004 sono i piu polimorfici come dghziato dal basso valore di frequenza media
dell’'allele piu rappresentato. Al contrario BL10&l ETH10 che mostrano un alto valore di

frequenza media dell’allele piu rappresentato, sdac meno polimorfici.

Il valore di PIC e stato calcolato per ciascun rasme e varia da 0.24 (ETH10) a 0.86 (BMS1747).
Soltanto i loci ETH10 e TGLA126 mostrano valoriRIC inferiori a 0.50. Secondo Botstezhal.
1980 loci con valori di PIC >0.5 sono molto infortima L'alto valore del PIC medio osservato,
pari a 0.70, per i 21 microsatelliti, indica I'ideita del set di marcatori utilizzati per I'analiglla
diversita genetica nelle popolazioni dei bufalildelatolia. Questi dati dimostrano che questi
microsatelliti potrebbero anche essere usati né&hlbyer implementare sistemi di diagnosi di
parentela e di tracciabilita dei prodotti.

| valori di eterozigosi osservata e attesa, il ntormaedio di alleli e i valori deFis per ciascuna
popolazione sono riportati in tabella 5. Si nota chvalori di eterozigosi osservata variano da 0.5

per Afyon a 0.58 per Merzifon e Thural, quelli attda 0.62 per Pazar e Danamandira e 0.81 per

39



Merzifon. Il numero medio di alleli per popolazionaria da 5.14 per Danamandira a 9.20 per

Merzifon.

Tabella 4. Frequenza dell’allele maggiore, numero di alleli e

valori di PIC pmyni marcatore

Frequenza N
Marker allele campioni N Alleli  PIC
Maggiore
BI1036 0,23 157 17 0,85
BMS1226 0,24 157 13 0,83
BMS1316 0,41 157 13 0,66
BMS1352 0,34 157 8 0,73
BMS4016 0,37 157 11 0,74
BMS462 0,41 157 13 0,74
CA004 0,25 157 16 0,84
TGLA159 0,42 157 11 0,74
ILSTS058 0,29 157 15 0,83
BM1818 0,45 157 15 0,74
BM1824 0,53 157 14 0,67
INRAOO5 0,47 157 8 0,62
SPS115 0,39 157 9 0,69
TGLAS3 0,60 157 13 0,56
TGLA227 0,32 157 12 0,69
TGLA126 0,81 157 7 0,33
ETH152 0,40 157 12 0,72
ETH10 0,87 157 11 0,24
CSSMo047 0,26 157 16 0,82
BMS1747 0,27 157 18 0,86
HEL13 0,25 157 12 0,84
Mean 0,41 157 12,57 0,70
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La nostra stima del coefficiente di consanguin@tg) variava da 0.08 (Thural) a 0,30 (Merzifon),
con una media di 0,19, ed e risultata statisticaenaignificativa. Il livello di consanguineita
rilevato nella popolazione Merzifon e probabilmedtuto ad un una diminuzione nello stock di

riproduttori maschi.

Tabella 5. Indici per popolazione), numero di campiontio, eterozigosi osservatagH

eterozigosi attesa; A, numero medio di allel; coefficiente di inbreeding

Populazione n Ho HE A Fis

Pazar 32 0.55 0.62 5.76 0.10
Danamandira 18 0.53 0.62 5.14 0.13
Merzifon 34 0.58 0.81 9.20 0.29
Thural 20 0.58 0.64 5.42 0.08
Coskun 34 0.55 0.65 6.38 0.16
Afyon 19 0.50 0.70 7.0 0.18

3.3.2. Equilibrio di Hardy-Weinberg

Per rilevare possibili deviazioni dall’equilibria 8#W ossia I'eventuale presenza di un eccesso o
deficit di eterozigoti e stato utilizzato come pagdro I'indiceF;s. L'ipotesi Hy in questo caso € la
presenza di equilibrio e puo essere scartata skaBsa (<0.05). Nel nostro studio si sono osservate
deviazioni significative dall'equilibrio (P<0.05lovute a un deficit di eterozigoti, per tutti i ioo

una o piu popolazioni. In tabella 6 sono mostraibdi che risultano essere in disequilibrio in
ciascuna popolazione. In particolare BMS1724 @c¢uk che si trova piu spesso in disequilibrio,

mentre Merzifon e la popolazione con il piu altormaro di loci in disequilibrio.
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Tabella 6. Loci che si discostano significativamente (P<pddl'equilibrio

di H-W in ciascuna popolazione

Pazar Danam. Merzifon  Thural Afyon
BI1036 BMS1352 BI1036 BM1824 BI1036
BMS462 BMS4016 BMS1352  TGLAS3 BMS1226
ILSTS058 CA004 BMS462 TGLA126 TGLA159
TGLAS3 ILSTSO058 CA004 ETH10 CSSMO047  ILSTS058
TGLA126 BM1824 TGLA159 BM1818
BMS1747  SPS115 BM1818 SPS115
TGLAS3 INRAOOS TGLA227
TGLA126 SPS115 ETH152
TGLA227
TGLA126
ETH152
CSSMO047
HEL13

3.3.3. Linkage disequilibrium
Tutti i loci sono stati confrontati tra loro in tatle popolazioni e risultano essere in linkage

equilibrium. Il livello di significativita globalelel test ex = 0,05.

3.3.4. Componenti della variabilita genetica
La componente della variabilita genetica entrodpgdazioni e tra le popolazioni & stata calcolata
con il programma E&NETIX. La misura della differenziazione delle popolazi@ome proporzione

della diversita totale, e stata calcolata sia atiiso il coefficiente Fst di Weir & Cockerham sia

attraverso il Gst di Nei.

| valori di Fst e Gst sono rispettivamente a 0.@052. | valori di Gst indicano che la quasi tivéal
della variabilita genetica del campione analizzatpresente entro popolazione, la variabilita tra

razze e quindi mediamente il 6% del totale. Questiltati sono supportati dall'analisi AMOVA
46



(Figura 9) che mostra la percentuale della vaitabgenetica dovuta alle differenze tra individui

entro le popolazioni ella differenziazione tra le popolazioni.

Inoltre sono stati calcolati i valori di Fst peascuna coppia di popolazioni. | risultati sono nredst
nella tabella 7. Il valore dFst piu elevato e stato misurato tra le popolazioni 2fen e
Danamandira (0.123) quello piu basso tra Afyon ekiia (0.05)

Percentages of Molecular Variance

Among Pops
11%

Within Pops
89%

Figura 9. Analisi della varianza molecolare. Percentualadariabilita dovuta alle differenze
tra le popolazione all'interno delle popolazioni
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Tabella 7. Valori diFsr per ciascuna coppia di popolazioni

Pazar Danam.* Merzifon Thural  Coskun  Afyon

Pazar 0
Danam.* 0,060 0

Merzifon 0,112 0,123 0

Thural 0,024 0,068 0,100 0
Coskun 0,020 0,047 0,098 0,023 0
Afyon 0,038 0,053 0,073 0,036 0,005 0

3.3.5. Bottleneck

Per testare la presenza di un eventuale collo tiigha € stato utilizzato il sofware bottleneck.
valori di probabilita associati al “Wilcoxon testion sono risultati significativi per cui abbiamo

escluso la possibilita di un recente evento diocdilbottiglia nelle popolazioni studiate.

3.3.6. Struttura delle popolazioni (PCA)

L’analisi delle componenti principali € stata efffietta con il programma GENEALEX. Questo
programma, in base ai valori delle distanze geheti€ in grado di fornire una rappresentazione
grafica a due dimensioni in cui si possono visuzalie le componenti principali della variabilita a
coppia. L'analisi della prima componente principsiéega il 42.80% della varianza totale, mentre
la seconda il 13.78% (Figura 10). Nel grafico sstidguono tre clusters: uno formato dalle

popolazioni Afyon, Coskun, Pazar e Thural, uno daafon e l'ultimo da Danamandira.
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Figura 10. Analisi delle Componenti Principali basate suitahze genetiche. Assel = 42.80%,

Asse2 = 13.78%

3.3.7. Structure

Per testare quale fosse il numero piu probabileaggruppamenti in cui e possibile suddividere
I'intero campione é stato usato il programma STRURBE. Sono stati testati un numero di cluster
da 2 a 7 assumendo il modeldmmixture Sono stati stimati i valori del logaritmo naturale
‘LnP(D)’ (probabilita che gli individui siano ripati in un certo numero K di popolazioni) e i valor
della varianza di ‘LnP(D)’ per scegliere il valoottimale di K (Pariseet al 2006). | valori di
‘LnP(D)’ sono massimi tra K = 3 e K = 5, mentreviarianza tra le diverse corse ha mostrato un
forte incremento per K > 5. Pertanto, si pud sumpahe siano presenti almeno tre gruppi
geneticamente distintin figura 11 sono rappresentati i 3 clusters idmatii dal programma. |l
grafico si presenta come un fittissimo istogrammaui a ciascuno degli individui corrisponde una
barra verticale, ripartita in K colori. Ogni colorappresenta la probabilita (Q) che ogni singolo
individuo ha di appartenere ad uno dei clusterndliai ha mostrato un’elevata differenziazione
delle popolazioni Merzifon e Danamandira, conferdwquindi i risultati della PCA.
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Gli individui appartenenti alla popolazione di Cosknon sono stati assegnati ad un unico gruppo,
ma appaiono distribuiti nella maggior parte delleeapopolazioni di bufalo. Questo potrebbe
riflettere I'eterogeneita dei riproduttori, probaiente dovuta al fatto che gli allevatori sono tsoli
acquistare animali provenienti da altre regioniy&d comunicazione personale). Danamandira
appare come un cluster ben separato; in questdgzomue, appartenente al provincia di Istanbul,
I'allevamento & molto popolare e la maggior paeiegti allevatori possiede pochi capi per consumo
familiare. La maggior parte degli individui Merzifappartiene a un distinto cluster, separato dalle
popolazioni di Thural e Pazar nonostante la lomnanza geografica. Nel quartiere Merzifon, la
dimensione della popolazione si sta riducendo, 0e padtrebbe avere provocato un aumento di

consanguineita come precedentemente dimostratabtai di Rs.

1.00
(.80
0.50
0.40

0.20

0.00

Figura 11. Ripartizioni dei valori di Q (coefficienti stimadi appartenenza per ogni individuo in
ogni cluster) per K = 3 nelle sei popolazioni dfdda. Ogni individuo € rappresentato da un'unica
linea verticale spezzata in K segmenti coloratin tonghezze proporzionali a ciascuno dei K
dedotti. | numeri 1-6 corrispondono alle popolazion
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3.4. Discussione

Questo studio rappresenta la prima analisi genetcalotta sui bufali dell’Anatolia. Nei piccoli
villaggi gli allevatori possiedono pochi capi distieme (2-3) che utilizzano principalmente come
risorsa di latte e carne per il consumo familianentre le aziende piu grandi, formate da circa 100
capi, si trovano esclusivamente nelle grandi citttaseminazione Artificiale non € praticata nei

piccoli villaggi, che generalmente condividono uasthio comune per la riproduzione.

| bufali dell’Anatolia contribuiscono all’economisoprattutto attraverso il latte e la carne che
vengono utilizzati per la produzione di alcuni potidtipici di questa regione. Nonostante la grande
importanza economica, negli ultimi decenni, secomelcstatistiche FAO, si e assistito ad un
decremento nel numero degli animali. Fino ad oggiosstati pochi i programmi per migliorare le

potenzialita produttive e riproduttive dei bufadiliAnatolia.

Lo scopo di questo studio e stato quello di anatizda struttura genetica di alcune popolazioni di

bufali Turchi per poter programmare nuove stratpgiela conservazione di questi animali.

| marcatori utilizzati per la prima volta nei bufdell’Anatolia sono stati i microsatelliti. Quesset
di marker & stato messo a punto specificatamente per il pessudio, in quanto essi sono
specifici per ilBos taurus Il primo risultato ottenuto & stato quello di axauto amplificazioni
positive in 21 dei 26 loci testati. Inoltre i misatelliti sono risultati molto informativi per laalisi

della genetica di popolazioni, infatti abbiamo otte® valori di PIC maggiori di 0.5 per tutti i loci

Per quanto riguarda le analisi genetiche, le spolazioni analizzate mostrano un moderato livello
di diversita. L'eterozigosita osservata media & pab.55, valore simile a quello trovato in studi
condotti sui bufali Asiatici (Bakeet al 1997a), Cinesi (Zangt al. 2007) e lItaliani (Moioliet
al.2001), ma piu bassi di quelli riportati per i dufadiani (Kumaret al. 2006) e Africani (Van
Hooft et al 2000).

| valori di Gst indicano che la quasi totalita dellariabilita genetica del campione analizzato é
presente entro popolazione, la variabilita tradeglazioni € mediamente il 6% del totale. Questo
valore € piu basso rispetto a quelli ottenuti tni atudi condotti sui bufali Asiatici (16.8%, Bask

et al. 1997), é piu alto rispetto a quelli riportati pdyufali Indiani (3.4%) (Kumaet al. 2006) e
Cinesi (2.8%) (Zangt al 2007).

Il test per I'equilibrio di Hardy-Weinberg, mostcae alcunioci non sono all'equilibrio a causa di
un deficit di eterozigoti. Alcuni fattori come Ilimeeding e la sottostrutturazione delle popolazioni

possono essere la causa di un deficit di eterazigot ipotizziamo che I'inbreeding sia la causa pi
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probabile | valori del coefficiente di inbreeding infatti tikano essere tutti positivi e significativi.

In particolare la popolazione Merzifon mostra ilora di Fis piu alto di tutti (0,29)

Per quanto riguarda la struttura genetica delleofaajoni, i risultati ottenuti dall’analisi delle
componenti principali e dall’analisi Bayesiana harmostrato una netta differenziazione delle
popolazioni Merzifon e Danamandira. Per quanto aida le altre popolazioni, esse appaiono
raggruppate in un unico cluster. Inoltre I'analglyesiana mostra che gli individui appartenenti a
Coskun sono distribuiti in tutte le altre popolagjoriflettendo, probabilmente, il fatto che gli
allevatori sono soliti acquistare animali proveniela altre regioni.

In conclusione, abbiamo presentato il primo stutiiaiversita genetica dei bufali dell’Anatolia
usando marcatori microsatelliti. In particolare iabio trovato un discreto livello di diversita
genetica e abbiamo distinto tre clusters tra lepsgiolazioni testate. Questi risultati preliminari
potrebbero essere utili per pianificare strategiecahservazione del bufalo della Turchia, che
rappresenta un’importante risorsa economica saopt@tper i piccoli villaggi. In particolare la
popolazione di Merzifon merita una speciale atteneial fine di impedire un ulteriore aumento dei

valori di inbreeding.
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4. Analisi di microsatelliti in resti bovini risalenti al Medioevo

4.1. Studio del DNA antico

| processi evolutivi che hanno generato le specie popolazioni moderne sono comunemente
dedotti attraverso lo studio di marcatori morfolmge genetici. Tuttavia, le analisi di organismi
contemporanei possono fornire solo una prova ittdird questa storia. Lo studio del DNA antico
(aDNA) pu0 essere un mezzo per superare il probkenegistrare i cambiamenti genetici in tempo
reale. Con il termine “DNA antico” viene indicat@ai qualsiasi traccia di DNA proveniente da
materiale biologico di diversa origine, diversaatdi conservazione e diversa eta come ossa, denti,
corpi mummificati, sangue coagulato, capelli, céir¢escrementi fossili) di organismi morti. Il
DNA estratto da campioni antichi presenta alcunatteristiche come lo stato di frammentazione
dei filamenti, la presenza di basi modificate elafjami tra il DNA e le proteine ,. Queste
caratteristiche, insieme ai problemi di contaminaei da parte di DNA esogeno, rendono difficile

le analisi del’laDNA.

Le prime ricerche risalgono al 1984, quando Higuehtollaboratori riuscirono ad estrarre e a
clonare il DNA delguagga,un equide simile alla zebra attuale estinto 15@ mnni fa. | risultati
dimostrarono che la sequenza del DNA mitoconddalejuaggaera indistinguibile da quella della
zebra attuale. L’anno successivo Paabo (1985¢irac estrarre per la prima volta il DNA di una
mummia egiziana. La clonazione e lanalisi di unaeve sequenza nucleotidica porto

all'identificazione di due membri della cosiddefti.

Questi primi tentativi, pero, incontrarono ostaaddivuti in particolar modo alla frammentazione
della doppia elica e al basso numero di molecol®MA. Questi problemi sono stati in parte
superati grazie alle tecniche di biologia molealata tecnica della reazione a catena della
polimerasi (PCR), infatti, consente di amplificare maniera specifica quantita estremamente
piccole di DNA, addirittura singole molecole. Ineltla stessa sequenza di DNA puo essere
amplificata diverse volte dallo stesso campione.geesto motivo la PCR € lo strumento ideale per
tali studi, tanto che negli ultimi anni si sono aewlati moltissimi dati su resti antichi di origine
umana, animale e vegetale. E diventato cosi ptssibistudio sia di geni nucleari, che seguono
regole di ereditarieta mendeliana, sia di geni catariali (MtDNA) ereditati solo per via materna,
utilizzando campioni di aDNA di diversa provenierdifferente datazione.
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Nonostante i progressi ottenuti in questo campazigralla reazione di PCR, restano tuttavia due
principali problemi nell'analisi del DNA provenientla resti antichi: la degradazione del DNA e la

contaminazione dei reperti con DNA esogeno.

4.1.1. Degradazione del DNA

All'interno delle cellule viventi, l'integrita dellmolecole di DNA e costantemente mantenuta dai
processi di riparazione enzimatici (Lindahl 1993@po la morte di un organismo, i compartimenti
cellulari, che normalmente sequestrano gli enziaaleolici, vengono distrutti. Di conseguenza, il
DNA é rapidamente degradato da enzimi come le aaclsosomiali. Inoltre, la molecola del DNA

e soggetta agli attacchi di batteri, funghi e insgte degradano le macromolecole (Eglinetral
1991). In circostanze rare, come ad es. la rapslc@zione di un tessuto post-mortem o
I'assorbimento del DNA da una matrice mineraleogessi di degradazione enzimatica e microbica
possono subire un rilevante rallentamento. Moltgdesti processi sono simili o identici a quelli
che interessano il DNA delle cellule viventi, ma @ssenza dei processi di riparazione che
interessano queste ultime, i danni si accumulangrpssivamente fino a che il DNA perde la sua

integrita e si decompone, con un’irreversibile jgard’'informazioni nella sequenza nucleotidica.

Il danno piu evidente al DNA estratto da resti fibgsla sua degradazione a piccole dimensioni,
generalmente comprese tra i 10-500 paia di badré¢kier et al. 2001, Paabo 1989). La riduzione
delle dimensioni e dovuta sia a processi enzimahe si verificano subito dopo la morte, sia a
processi non enzimatici come la scissione idralitdel legame fosfodiesterico nello scheletro
zucchero-fosfato (Lindahl 1993, Shapiro 1981) clemega nick a singolo filamento. | legami
glicosidici tra le basi azotate e lo zucchero samolire, soggetti a scissione idrolitica che patia
formazione di siti privi della base (Lindahl & Katto 1973, Lindahl & Nyberg 1972, Schaapér

al. 1983). L'entita del degrado causato da questigs® dipende dalla conservazione del campione
e puo variare anche tra gli esemplari della stesdalLa frammentazione dei filamenti di DNA,

quindi, non consente di amplificare tramite PCRniin@enti lunghi.

Un altro fattore che influisce negativamente swcegso di amplificazione bloccando la Tag DNA
polimerasi, & rappresentato da alcune lesioni che sxdotte dai radicali liberi come il perossido d
idrogeno. | principali siti di attacco ossidativon® i doppi legami delle pirimidine e purine, e i
legami chimici dei residui di deossiribosio che taop ad una frammentazione dell’ anello di
zucchero. In alcuni studi é stato dimostrato chesti antichi di diversa provenienza ed eta
contengono residui di basi ossidate (Ha&tsal. 1996). In particolare, le sequenze di DNA
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provenienti da campioni che avevano piu di duenpdine ossidate non potevano essere
amplificate tramite PCR (Host al. 1996).

Un altro tipo di danno al DNA ¢ il legame crosslittie blocca la DNA polimerasi. Questi legami si
formano dalla reazione di condensazione tra gtiaaicleici e i gruppi amminici delle proteine. I
trattamento con il reagente, N-phenacylthiazolivonturo (Vasaret al. 1996), che rompe i legami

di crosslink, consente I'amplificazione di sequedzBNA altrimenti impossibile.

Oltre alla frammentazione e alle altre modifiche afteressano il DNA antico e che come abbiamo
visto impediscono la reazione di PCR, ci sono détiori che rendono difficile I'analisi della
sequenza. Tra questi la perdita del gruppo ammidé&parte delle basi azotate, che porta ad una
modificazione delle basi stesse. Cosi la deamnonazcausa la trasformazione dell’adenina in
hipoxantina, della citosina in uracile e della Sihoigbsina in timidina. Queste modificazioni sono
di particolare importanza quando si studia il DN&ieo, in quanto causano un errato inserimento

di una base, nel momento in cui viene sintetizaamnuova elica di DNA.

Si evince facilmente che queste lesioni nel DNAicanton fanno altro che complicare la
determinazione corretta delle sequenze. Per affrerqueste difficolta € necessario distinguere le
incorporazioni sbagliate dovute all’elica stampopditenza da quelle che avvengono durante la
PCR per opera della DNA polimerasi. E’ utile aiifidelle indagini, in questi casi, allestire
amplificazioni diverse partendo dal DNA estrattelenare i prodotti di PCR. Il confronto tra le
sequenze di piu cloni che derivano da diverse ditgationi puo permettere di rilevare le differenze
nucleotidiche che caratterizzano tutti i cloni dedtessa amplificazione rispetto a quelli di alBe.

le sostituzioni si osservano in tutti i cloni delkdessa amplificazione, ma non nei cloni di
amplificazioni diverse, allora e probabile che damporazione sbagliata del nucleotide avviene nel
primo ciclo della PCR e quindi I'errore sara presen tutte le molecole che ne derivano. In questo
caso quindi I'incorporazione sbhagliata € dovutgppmalle modificazioni come le deamminazioni
che sono presenti sull’elica stampo. Se, invecesoiituzioni interessano solo pochi cloni che
derivano dalla stessa amplificazione, allora 'ipmazione del nucleotide sbagliato dipendera
molto probabilmente dagli errori che I'enzima Tamlierasi compie nei cicli successivi al primo.
Alcuni metodi sono stati usati per superare i pgobldovuti alle modificazioni post-mortem del
DNA e aumentare la quantita e la qualita del tetopéamplificabile. Ad es. I'uracil-N Glicosilasi
(UNG) rimuove i prodotti di deamminazione delleosinhe; il bromuro di fenaciltiazolo (PTB)
sembra rompere i legami cross-link intermolecosatbbene rimanga poco chiaro il loro modo di
operare; le Polimerasi ad alta fedelta com@fiae la TacHiFi diminuiscono il tasso di errore e

aumentano l'efficienza di amplificazione.
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E’ chiaro che le basse temperature costanti giocanwolo centrale nella longevita di molecole di
aDNA (Lindahl 1993; Hofreiteret al 2001b; Smith et al. 2001; Willerslev et al
2004b). | piu antichi studi riconosciuti del aDNArdrano da fossili rinvenuti in ambienti preservati
dal permafrost: il MDNA di mammut risalente ad relt 50 mila anni BP
(Hoss et al. 1994); I'mtDNA di bisonte risalente a 65 mila an@P (Gilbert et al.
2004a) e il DNA dei cloroplasti di piante risaleatB00-400 mila anni fa (Willerslest al. 2003).
Inoltre, le ossa rinvenute negli stessi ambiergalanti al’Olocene e Pleistocene hanno dato
prodotti di amplificazione di 900-1000 bp (Barredsal 2002). Altre caratteristiche, come la rapida
essiccazione e le alte concentrazioni di sale,ggasanche prolungare la sopravvivenza del DNA
(Lindahl 1993). Tuttavia, i calcoli cinetici prevaab che piccoli frammenti di DNA (100-500 bp),
sopravvivano per non piu di 10 mila anni nelle oegi temperate e per un massimo
di 100 mila anni a latitudini piu fredde (Smiét al 2001). Anche in condizioni ideali il DNA

amplificabile non puo sopravvivere per piu di liorike di anni.

4.1.2. Contaminazione del DNA

Nel corso del tempo i resti antichi vanno incon&rocontaminazioni dovute, normalmente, a
microorganismi che degradano e impoveriscono il Ddt#yinale arricchendolo, contestualmente,
del loro.

Tuttavia, le moderne tecniche di analisi molecol@?€R) consentono di discriminare nei resti
umani tra componente primaria e componente badtelegli acidi nucleici.

Altro e non meno importante fattore di contaminaeioé rappresentato dalla sequela di
manipolazioni del campione, dovute all’attivita ldetheologo e di altri soggetti interessati al
reperto (antropologo molecolare) per studi paraliemateriale molecolare in forza di tal contatti
subisce un progressivo “inquinamento” da parte dtemale cellulare umano, di modo che |l

prodotto di risulta € una miscela di DNA endogerth BNA contaminante.

Quella testé descritta e la principale forma ditaorinazione. A questa va aggiunta quella dovuta a
molecole di DNA gia amplificate presenti in elevatincentrazioni: si tratta della contaminazione

causata, nelle varie fasi sperimentali, dalle aggETiature e dai reagenti utilizzati.

| protocolli applicati nei laboratori di ricercanponendo I'uso di guanti, mascherine, cuffie, camic
sterili mirano a prevenire e controllare tale ingunento ambientale. | laboratori del DNA antico

devono essere completamente isolati logisticamegmtderibilmente in edifici che non siano in
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rapporto di contiguita con altri dove si lavora d@NA moderno E’ indispensabile, poi, creare nei

laboratori delle zone di pre-amplificazione e deltame di post-amplificazione. | reagenti utilizzati
negli esperimenti devono essere aliquotati steritmaelle quantita strettamente necessarie per la
lavorazione del singolo campione, onde evitarneusa ripetuto. Durante le fasi sperimentali
(estrazione, purificazione ed amplificazione) dev@ssere effettuati dei controlli sullo stato dei

reagenti in modo da accertarne continuamente lxatarcontaminazione.

Sia I'estrazione che I'amplificazione vengono ditessotto cappe dotate di raggi uv a 254 nm che
vengono posti in funzione per circa 30 minuti pridedla fase sperimentale. Nel’ambiente protetto
della cappa devono essere introdotte solamenteate dell'operatore. Ulteriore accorgimento da

adottare nei laboratori di DNA antico e la tipizivae, in apposito e distante reparto, del DNA degli
operatori, in modo da poterlo identificare qualeenisse accidentalmente amplificato insieme o in

luogo del DNA antico.

Piu complicati sono i metodi tesi a superare laammazione gia presente nel campione prima del
suo uso sperimentale. In alcuni casi € possibilmiehre la parte superficiale del campione
(maggiormente contaminata) con abrasivi 0 esegueanaggi se si tratta di materiale osseo. Tali
operazioni non sono effettuabili in presenza di g@m particolarmente labili o di ridotte

dimensioni.

Per superare questi problemi sono stati introdott serie di criteri progettati per garantire la
qualita dei dati sul DNA antico. Partendo da alcsoggerimenti relativamente semplici (ad
esempio l'utilizzo di controlli negativi, analisi piu estratti per campione, e l'osservazione @ un
correlazione inversa tra l'efficienza di amplificaze e dimensione del prodotto di amplificazione,
Paabo 1989), le linee guida si sono evolute neptefiHandtet al. 1994) fino ad arrivare, con

Cooper e Poinar 2000, ad una piu lunga e dettadisda di requisiti riportata di seguito:

1. | prodotti di amplificazione devono essere clomatvettori plasmidici e alcuni degli inserti
sequenziati. Questo procedimento permette di earidi la presenza di eterogeneita nel

prodotto amplificato.

2. In ogni estrazione di DNA e in ogni reazione di POBvono essere sempre presenti
controlli negativi (bianchi). Infatti, poiché le saminazioni che provengono dai reagenti
del laboratorio vengono rilevate solo sporadicamenei bianchi di PCR, in ogni
esperimento devono essere condotte diverse anagiidici (tre) che contengono tutti i
reagenti ad eccezione del DNA templato.
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3. Devono essere eseguite piu estrazioni e il DNAnotie da ciascuna di essa, viene
amplificato piu volte tramite PCR. Questo metodatiée, in primo luogo, per individuare
contaminazioni che sono avvenute in una particaatezione o amplificazione. In secondo
luogo quando nel campione di partenza sono prepentie copie di temprato, le aliquote
delle estrazioni possono solo sporadicamente cergemolecole di DNA. Se dopo tre
estrazioni dello stesso campione non si ottiene CA#plificabile, il campione puo essere
eliminato dallo studio. In ultimo I'incorporaziordi nucleotidi errati, puo essere rilevata

solo quando vengono condotte amplificazioni mudtipl

4. Deve essere quantificato il numero di molecole #mgabili presenti in ogni estrazione.
Questo permette di prevedere la probabilita dinpemzioni sbagliate dei nucleotidi dovute
al danneggiamento del DNA antico ad opera dellantei@azione. Se nell’estratto &
presente un numero di molecole > di 1000 e cizeta di trovare un solo tipo di sequenza,
allora non e necessario effettuare amplificazioniltiple dal momento che é difficile
incorrere in errori di questo genere. Al contrase la concentrazione del DNA di partenza e
bassa, allora dovranno essere allestite PCR nriigjpinto 1). Il modo piu economico per
procedere e quello di effettuare due PCR e segaienalcuni cloni per ciascuna di esse. Se
le sequenze mostrano delle discordanze, € necessaguire una terza PCR per verificare

quale delle due sequenze e da prendere in conzioleea

5. Nell'analisi dei reperti antichi si osserva una retazione inversa tra l'efficienza di
amplificazione e la lunghezza dell’amplificato. letteratura sono riportate differenze nella
lunghezza dei frammenti amplificati a seconda dgflecie prese in esame. In generale se |
frammenti corti non sono amplificati piu facilmerdequelli lunghi quando confrontati con
le sequenze di DNA moderno, allora probabilmente gha contaminazione da DNA

moderno.

6. Devono essere fatte analisi biochimiche per vaduilagrado di preservazione dei campioni.
Nei campioni caratterizzati da un buon grado diseswazione ci aspettiamo di trovare
anche la molecola del DNA ben conservata . Tratguedagini la piu usata é I'analisi degli
amminoacidi presenti nel campione e la misura delfa grado di preservazione. La
combinazione tra la misura della quantita degli amoacidi, la loro composizione e il loro
grado di racemizzazione € un mezzo per stabiliggato di preservazione di ossa e denti.
Reperti che contengono pochi amminoacidi altameatemizzati, e possiedono una
composizione degli stessi in cui le loro macromolec sono state sostituite dai

microrganismi, molto probabilmente non conterranDOIA endogeno. Altri metodi
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consistono nella stima, attraverso la spettromeatrianassa, del rapporto tra frammenti
peptidici e singoli amminoacidi, nel determinaredinno del DNA attraverso la gas

cromatografia, nella valutazione diretta dell'istgia dell’'osso

7. Frammenti di DNA derivanti dai genomi di organetome i mitocondri sono spesso
presenti come inserzioni nel DNA nucleare dellacspali interesse. Non €& possibile
purificare il DNA degli organelli dai reperti e laserzioni nucleari non sono distinguibili
dalla sequenza originale del’mtDNA. Per risolvepgesto problema, possono essere usati
differenti primers per amplificare frammenti chessivrappongono e clonare i prodotti di
PCR.

8. Ai fini dell’autenticazione degli studi del DNA aob e necessario che i campioni siano
analizzati e i risultati siano riprodotti in alttaboratori. Lo scopo € sempre quello di
controllare eventuali contaminazioni chessano essersi verificate in un laboratorio ma non
in un altro. La replica in un altro laboratoriorfaetqg rappresenta una precauzione in piu al
fine di escludere eventi improbabili di contamimmae che potrebbero essere sfuggiti nei

controlli effettuati durante le fasi di estraziomamplificazione.

In generale, € di fondamentale importanza prendereonsiderazione tutti i criteri sopra
elencati in uno studio del DNA antico. Tuttavée i controlli negativi per I'estrazione e la PCR
devono sempre essere effettuati, le amplificaziomitiple da uno stesso estratto possono essere
evitate se la quantificazione rivela la presenzautia buona quantita di DNA (migliaia di
molecole). Anche le analisi biochimiche di conseiwae possono essere superflue quando i
campioni sono ovviamente ben conservati. Tuttayimndo conclusioni di grande significato
biologico dipendono dall’autenticita di una partare sequenza di DNA antico, molti o tutti i
criteri dovrebbero essere rispettati, compresaigdatizione in un secondo laboratorio per

escludere la presenza di un contaminante di lat@oaton rilevato.

4.1.3. DNA nucleare e DNA mitocondriale

Gli studi condotti sul DNA antico sono in gran galiasati sulle analisi del DNA mitocondriale

Y

(mtDNA). Esso € presente in gran numero di copiglfi@renza di quanto avviene per i geni

nucleari di cui si hanno solo due copie per cellalper tale ragione, esiste un’elevata probaldlita

ritrovarlo ancora in campioni antichi. L’amplificane di corti frammenti di mtDNA che si

sovrappongono, permette di ricostruire parte delguenze del genoma mitocondriale. Recenti

sviluppi nelle tecnologie di sequenziamento del DNAtavia, stanno offrendo nuove opportunita
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per I'esame di materiale genetico estratto da spestinte, fornendo una nuova visione della loro
storia evolutiva. Alcuni genomi mitocondriali sostati completamente sequenziati, come quello
del Bos. primigeniugEdwardset al. 2010) e quello di Neanderthal (Greeinal. 2008). All'interno

del genoma mitocondriale la regione di controllelbp) € quella maggiormente indagata negli
studi evoluzionistici. Il D-loop € una regione noodificante con un alto tasso di mutazione ovvero
presenta un alta variabilita inter e intra-speaificmtDNA e particolarmente utile nello studio
della filogenesi: in primo luogo, € ereditato dait@dre e quindi non subisce ricombinazione, in
secondo luogo, il tasso di evoluzione del DNA mitodriale € molto piu alto di quello di geni

nucleari.

I DNA nucleare e stato uno strumento d’indaginegsfruttato per lo studio del DNA antico in
guanto & maggiormente degradato rispetto al DNAogoitdriale. Tuttavia alcuni studi hanno
dimostrato la possibilita di ottenere sequenzeearcin singola copia da materiale antico (Huynen
et al. 2003). Tra i marcatori nucleari, i piu informatsono sicuramente i microsatelliti per I'elevata
variabilita. 1 microsatelliti sono stati ad esempitilizzati per 'identificazione della famiglia de
Romanov da alcuni reperti ossei (Gitlal. 1994). Piu recentemente nel 2003 il gruppo di Ed&a
ha dimostrato la possibilita di utilizzare i maaramicrosatelliti su 19 reperti ossei bovini rimuei

a Dublino e risalenti al X secolo.

4.1.4. Applicazioni dello studio del DNA antico

Filogenes delle specie. Attraverso la filogenesi molecolare e possibilefoomtare le specie estinte
con quelle moderne. Ad esempio uno studio condd#toKrajewski e collaboratori nel 1997
attraverso l'uso del’'mtDNA, ha mostrato che il tumarsupiale dell’Australia ha una correlazione
maggiore con altri marsupiali australiani rispestoquella con i marsupiali carnivori del Sud
America. Cio significa che molte delle carattedsé morfologiche che i lupi marsupiali
condividono con i carnivori marsupiali sudameriganisono evolute in modo indipendente sui due
continenti. Un altro studio (Coopet al. 1992) e quello effettuato sui moa, uccelli estofgila
Nuova Zelanda incapaci di volare ed apparentensmtidi ai kiwi esistenti oggi in Nuova Zelanda

e agli emu dell’Australia. L’analisi del mtDNA handgostrato che i moa sono legati piu strettamente
agli emu piuttosto che agli attuali kiwi. Questadlica che la Nuova Zelanda é stata colonizzata due

volte da uccelli incapaci di volare.

E 'anche diventato possibile studiare la genetelke goopolazioni risalenti al tardo Pleistocene, il
tempo prima e durante I'ultima era glaciale. Cosl,2000 Leonard e collaboratori hanno condotto

uno studio sugli orsi bruni dell’ Alaska risalemti tardo Pleistocene. Considerando che le linee
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materne del mitocondriale dell'orso bruno oggi sbea distribuite in diverse aree geografiche del
mondo, questo studio ha dimostrato che le stasse toesistevano in una singola area circa 35.000

anni fa.

Nel 2002 Barnes e collaboratori in uno studio catasugli orsi bruni dell’Alaska risalenti al tardo
Pleistocene, hanno dimostrato che i maggiori camérdi filogeografici sono avvenuti circa
35,000-21,000 anni prima dell’'Ultima Glaciazionehe la struttura genetica delle popolazioni, che

si e formata nel tempo, persiste fino ad oggi.

Questi e altri studi in corso mostrano che possiame cominciare a ricostruire la storia delle

popolazioni di animali estinti, andando indietrd t&npo, ben prima dell’'ultima Era glaciale.

Ominidi. Lo studio delle sequenze del DNA antico per la cangione della recente storia umana
ha incontrato diversi problemi dovuti alla frequeiebntaminazione da DNA umano moderno e dal
fatto che molte popolazioni moderne condividonousege di DNA identiche, anche nel genoma
mitocondriale. Il DNA antico ha, tuttavia, fattock sul rapporto tra gli uomini moderni, che si
diffusero dall'Africa verso il resto del mondo @r&00.000 anni fa, e i loro precursori in Europa, i
Neandertal. Questi ultimi vissero in Europa e Asixidentale circa 300.000 anni fa fino a
scomparire 30.000 anni fa. Utilizzando i repertssii e le testimonianze culturali, alcuni
paleontologi ritengono che I'uomo di neandertal Kamtenato degli Europei moderni, avendo
contribuito dal punto di vista genetico alle moaepopolazioni umane (Duaré al. 1999, Hawks

& Wolpoff 2001, Trinkaus & Duarte 2000, Wolpoét al. 2001). Tuttavia, la maggior parte dei
paleontologi (Stringer 2002, Stringer & Andrews &P8nterpreta gli stessi dati con una
sostituzione completa o quasi completa di neanidgatparte degli esseri umani moderni. Lo studio
del DNA antico ha fornito un modo per testare thimmiente le previsioni di queste due ipotesi.
L’'analisi di un segmento di 380 bp della regioneryariabile del genoma mitocondriale di
Neandertal e il paragone con la stessa region&oielb moderno, ha evidenziato una notevole
differenza tra le due sequenze. Inoltre nelle andégli alberi filogenetici, ImtDNA di Neandertal
cade al di fuori della variazione degli umani mad€Kringset al. 1997). Questo risultato € stato in
seguito confermato dallo studio di piu sequenzentidNA di uno stesso individuo (Kringst al.
1999), nonché dalla determinazione di sequenzerddlINA di tre individui Neandertal (Kringst

al. 2000, Ovchinnikov et al. 2000, Schmétzal. 2002).

Patogeni. Una potenzialmente applicazione del DNA antica éstudio di agenti patogeni quali

batteri e virus. Un gran numero di lavori segnaldn@cupero di batteri, come Mycobacterium

tuberculosis (Fletcheat al 2003, Haagt al. 2000, Zinket al. 2001) e Yersinia pestis (Drancoett

al. 1998, Raoultet al. 2000), cosi come del virus dell'influenza dellargte epidemia del 1918
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(Reidet al. 1999). Questo € un settore potenzialmente moltazemante perché ci si puo aspettare
che l'evoluzione di alcuni agenti patogeni sia abdiaza veloce da permettere di seguire i
cambiamenti genetici avvenuti nel corso di decemnsecoli. Tuttavia, le potenziali fonti di

contaminazione possono esistere anche in questi Adsesempio, i batteri del suolo possono
contenere sequenze di DNA simili a quelle del biatte. tuberculosis, e alcuni di questi studi sono

stati oggetto di ben motivato scetticismo (Gilletral. 2004).

Origini della domesticazione. La domesticazione degli animali e delle piantee sterificato in
diverse regioni del mondo circa 10.000 anni fa.ddavolto la selezione iniziale di determinate
caratteristiche nelle popolazioni selvatiche amaéist la selezione continua di questi e altritirat

loci genetici variabili che non sono stati seleardurante la domesticazione, come I'mtDNA,
possono essere utilizzati per esaminare se maleesd popolazioni selvatiche hanno contribuito al
patrimonio genetico degli attuali animali, o s@ribcesso di domesticazione e avvenuto in una sola
regione. | geni selezionati durante la domesticazipossono essere identificati per la loro bassa
variazione rispetto al progenitore selvatico. Un#as/che tali geni sono stati identificati, uno puo
in linea di principio, determinare il momento ini cwari tratti sono stati selezionati analizzardo

variazioni nei campioni antichi.

| bovini moderni che discendono tutti dall’anten8ws. primigeniuguro) sono stati il risultato di
un evento di domesticazione avvenuto nel periodoliti® nella Mezzaluna Fertile, a seguito del
quale le mandrie hanno accompagnato 'uomo dulargae migrazioni. Sebbene il Vicino Oriente
sia riconosciuto come centro di domesticazioneppilpabile, I'ampia distribuzione geografica degli
uri, mantiene aperto il dibattito sul possibile wdyuto delle popolazioni locali (ad esempio quelle
europee) diBos. primigenius agli eventi di domesticazione. Nel 1996 Baileyalaboratori
effettuarono il primo studio sui due individui Bbs. primigeniugitrovati in Inghilterra. L'analisi
della regione di controllo del DNA mitocondrialeg imostrato la presenza negli uri di un aplotipo
denominato P, diverso per 8 mutazioni, dall'aplotip che si osserva nei bovini moderni. Negli
anni successivi altri studi hanno confermato questiltati. Nel 2001 Troy e collaboratori
confrontarono una sequenza della regione di cdatél DNA mitocondriale di 392 animali
moderni provenienti dall’ Europa, dall’Africa e déicino Oriente, con la stessa di quattro animali
antichi provenienti dall'Inghilterra. Nell'analisfilogenetica le sequenze “antiche” apparivano

raggruppate in un unico cluster.

Edwards e collaboratori nel 2007 analizzarono 38piani di ossa appartenentiBbs. primigenius
risalenti al Mesolitico, al Neolitico e all’Eta dBronzo e provenienti da diverse regioni Europee. |

risultati hanno rivelato la presenza dell’aplogragpnel nord e centro Europa.
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L'assenza dell’ aplogruppo P nelle moderne razrepee insieme alle analisi filogeografiche dell’
aplogruppo T in Europa e nel Medio Oriente, suggeriche il Bos. taurus d'Europa discende dai

progenitori del Vicino Oriente.

Per quanto riguarda il mais, le ricerche archeclugidimostrano che la domesticazione sia
avvenuta in Messico da una pianta chiamata "teg'siitipernoet al. 2001). Recentemente sono
stati clonati e caratterizzati alcuni geni seleatowlurante il processo di domesticazione che sono
coinvolti nell'architettura delle piante e nellaoduzione dell’amido (Wangt al. 1999, Whittet al.
2002). Per ciascuno di questi geni, la diversikdliea del mais e ridotta rispetto a quella osserva
nelle piante selvatiche, a causa della seleziorgada degli agricoltori. Quando gli stessi gemso
stati analizzati nel mais risalente a 4400 anmréaveniente dal Messico, sono stati trovati gielall
tipici del mais contemporaneo (Jaenicke-Despetsal 2003). Cosi, i primi agricoltori
selezionavano non solo i geni che modificano lattra della pianta di mais, ma anche quelli che

influenzano le proprieta biochimiche della piantane la composizione dell’ amido.
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4.2. Obiettivo

L’analisi del DNA antico puo essere un ottimo stamo per interpretare la struttura genetica di
popolazioni dianimali allevati in tempi storici, la loro origirgeografica, la demografia. Inoltre lo
studio dei genotipi ci permette di attribuire i tredi animali prelevati negli stessi siti di
ritrovamento a specifici individui e di stabilirappartenenza alle popolazioni. Tuttavia i marcator
microsatelliti, pur essendo molto informativi e iadili, sono difficili da analizzare in quanto si
trovano nel DNA nucleare che, in campioni antiéhécarso e molto degradato. Inoltre le possibilita
di contaminazioni con DNA esogeno quando si lawara materiale antico € estremamente elevato,
per cui si devono adottare molte precauzioni é&atite dei laboratori appositi.

In questo studio abbiamo selezionato dal databa€e F5 microsatelliti, per i quali sono stati
ridisegnati, sulle sequenze di riferimento, primguscifici capaci di amplificare frammenti piu gort
di quelli originali. I loci sono stati analizzati sesti di ossa di bovini risalenti al medioevolgvati
da Ferento, un sito archeologico situato nell’'dtalentrale. | dati ottenuti sui campioni antichmgo

stati poi confrontati con quelli provenienti dazaznoderne.
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4.3. Materiali e metodi

4.3.1. Campionamento

Sono stati analizzati un totale di 13 campioni dsa bovine provenienti da Ferento, un sito
archeologico situato nel Lazio. Le ossa, risalaliiépoca medioevale, sono state prelevate dal sito
e portate nel nostro laboratorio dedicato alla swlalisi del DNA antico. Sono state prese tutte le
precauzioni possibili per limitare il livello di ataminazione del materiale gia in precedenza
manipolato durante il recupero.

Sui reperti e stata eseguita una doppia estrazibB&A da diverse tipologie di ossa. In tabella 8
sono mostrati i 13 campioni analizzati.

Tabella 8.Campioni medioevali analizzati.

Nome Fase Saggio Elemento
M1 M \ Astragalo
M2 M 1] Falange
M4 M v Calcagno
M5 M 1] Molare
M6 M v Falange
M7 M v Astragalo
M8 M v Astragalo Sx
M9 M 1 P4 Mand
Q7 M \Y, Falange 1
Q8 M v Metatarso
Q9 M 1 Falange 2
Q10 M Vv Calcagno
Q11 M I Metatarso
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4.3.2. Estrazione DNA

Il frammento osseo, prima del suo impiego nellaatine del DNA, deve essere pulito in modo da
eliminare eventuali tracce di DNA eterologo dallea superficie. A tal fine e stato rimosso con
carta abrasiva uno strato superficiale di circart dal campione e, successivamente, la superficie
del reperto € stata irradiata ortogonalmente pemdb con raggi uv a 254 nm. Scopo di tale
irradiazione e di rendere inattivo e, quindi, n@amtaminante I'eventuale DNA eterologo presente
sul reperto osseo. Dopo queste operazioni € ptesgitmcedere al recupero di un frammento per le

successive fasi di analisi.

A questo punto si esegue un carotaggio con unroapar prelevare la polvere dellosso. Ogni
esemplare é stato suddiviso in aliquote di 0,5 gnara congelate a -20°C fino al momento

dell’estrazione.

Sono stati testati tre diversi protocolli di estoze al fine di individuare quello con la miglioresa.
Il primo protocollo (Yanget al1998) prevede una fase di lisi con un apposito tarape la
successiva purificazione del digerito con il Kit ABEN QIAquick PCR purification KIT. I
protocollo giagen utilizza una procedura semplice prevede I'uso di colonnine di silice in grado
di trattenere per affinita la molecola di DNA. Lacsessiva purificazione e eluizione vengono

effettuate utilizzando gli appropriati buffer.
Le fasi dell’estrazione sono riportate di seguito
1. Nella fase di lisi per ogni 0.5 g di polvere d'ossasa 2 ml di un tampone contenente :
- EDTA 0,5M pH8
- Detergente anionico (SDS)
- Proteinasi K (100 ug/ml)
- TrissHCL 1 M pH 8
La digestione viene condotta overnight in agitagion
2. Si centrifuga la soluzione di estrazione a 2¢dp€r 5 minuti,

3. Vengono aliquotati 1.25-mL del supernatante in edpef da 1.5-mL e si centrifuga a
14,0009 per 5 minuti

4. Il supernatante viene trasferito in una falcon @anlL e vengono aggiunti 5 volumi di

QIAquicky PB buffer.
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5. Vengono caricati 75QL di sopranatante nelle colonnine QIAquicky (messetubi da 2ml)

e si centrifuga a 14,000ger 1 minuto
6. Il filtrato viene scartato e la colonnina messavamente nello stesso tubo
7. Siripete il processo fin quando il sopranatamtisdce.

8. Vengono aggiunti 75QL di QIAquicky PE buffer alle colonnine e si cefilga a 14,0009

per 1 minuto
9. Il filtrato viene scartato e la colonnina messavamente nello stesso tubo
10.Gli steps 11-13 vengono ripetuti
11. Si trasferiscono le colonnine in tubi nuovi daml5

12.11 DNA viene eluito aggiungendo 3@L di EB buffer alle colonnine e centrifugando per 1

minuto alla massima velocita

La seconda prova di estrazione e stata effettueayaemdo il protocollo di Loreille e collaboratori
(2007), che prevede la demineralizzazione totaléodso. Per dissolvere completamente la
polveredelle ossa, la quantita di EDTA, contenuta nel dwudfi estrazione, e stata aumentata a 9 mi

invece di 2 ml usata nel protocollo precedentbuffer di lisi € costituito dai seguenti reagenti:
-EDTA 0,5 M

-1% Lauryl sarcosinate

-200ul Proteinase K

Tutte le successive fasi di estrazioni sono idéeti& quelle del protocollo precedente.

L’ultimo Kit testato e quello della ditta Invitroge ChargeSwitch Technology. La tecnica, utilizzata
soprattutto in ambito forense, si basa su un semptieccanismo di scambio ionico che utilizza un
ligando caricato positivamente a pH basso, e neupbl 8.5 per legare ed eluire il DNA. Per ogni

0,5 grammi di polvere di 0sso vengono riportatdilerse fasi

1. Ogni campione viene incubato a 55°C per un'oranittubino contenente 1 ml di Lysis
buffer L13) e 10ul di proteinase RK (fornita)

2. |l supernatante viene trasferito in un nuovo tubo
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3. Vengono aggiunti 200ul di Buffefd5 al campione e il tutto viene mescolato

4. Si aggiungono 20ul di ChargeSwitch Magnetic Beadslascia incubare a temperatura
ambiente per 1-5 min

| tubini contenenti i campioni vengono messi Ratk magneticoper 1 minuto

Senza togliere il campione dal rack magneticosudve il supernatante

Vengono rimossi dal Rack magnetico i tubini contenié pellet

Vengono aggiunti 500ul di ChargeSwitch Wash Buff&i 2)

© © N o O

| campioni vengono messi né&ack magnetico per 1 minuto e senza togliere |l
campione dal rack magnetico viene rimosso il sugtante

10. 1l DNA viene eluito attraverso il buffer di eluizie

La quantificazione del DNA si e eseguita con ildgieen (Invitrogen) utilizzando il DTX

Multimode Detector (Beckman).

4.3.3. Scelta dei microsatelliti

I microsatelliti si trovano nel DNA nucleare, chente abbiamo gia sottolineato, nei campioni
antichi é scarso e altamente degradato. Per pdteneoe dei prodotti di PCR, quindi, €

indispensabile scegliere dei primers che amplificammenti non piu lunghi di 150bp.

I loci sono stati scelti dal pannello FAO, che oaiB0 microsatelliti da utilizzare come marcatori
molecolari per lo studio della biodiversita delfgesie bovine. Tuttavia tra questi 30 loci soltainéo
avevano una grandezza inferiore a 150bp. Per potdizzare anche gli altri, sono stati disegnati,
sulla sequenza dei rimanenti loci, primers spdacdapaci di amplificare frammenti piu corti di
quelli originali. In uno studio precedente condottel nostro laboratorio, infatti, sono stati
sequenziati i 30 microsatelliti della lista FAO tse animali di riferimento. Sulle sequenze ottenute
sono stati disegnati i primers utilizzando il praagma Polyprimers. In totale sono stati testati 15

microsatelliti sui resti bovini (tabella 9)

4.3.4. PCR

Nel caso dello studio del DNA antico &€ necessdifietteaare due cicli di amplificazione successivi
per ottenere un prodotto soddisfacente. Tale mé&ig@osi effettua prendendo come campione di
DNA da amplificare il prodotto amplificato ottenudialla prima PCR; la successiva amplificazione

ha le stesse condizioni della precedente.
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Tabella 9 Marcatori microsatellititestati sui bovini antichi. Per ogni
locus e indicato il cromosoma bovino di apparteaena grandezza
degli alleli originali, la grandezza degli alledttenuti con i nuovi
primers e la temperatura di annealing. In grigincsevidenziati i loci

amplificati con i primers originali

Locus BTA Grandezza Grandezza Temp.
alleli originali alleli nuovi  Annealing
CSSM66 14 183 100 64
ETH10 5 218 90 63
ETH152 5 199 111 63
ETH185 5 227 98 60
ETH225 9 158 96 61
HEL13 11 198 90 52
HEL9 8 149 90 61
ILSTSO005 10 184 90 60
ILSTS006 7 290 104 63
INRAOG3 18 177 116 60
SPS115 15 247 118 59
HEL1 15 104 104 55
CSRM60 10 99 99 61
INRAOOS 12 139 139 55

BTA: Cromosoma Bovino

La prima reazione di PCR e stata condotta in uarael finale di 20ul contenente 10ng di DNA
stampo e 18 di miscela di reazione costituita da: 1x bufferomM MgCI2, 200uM dNTPs,
0.05uM di ciascun primer marcato (Proligo), O0.2tamdi Taq Polimerasi (Bio-x-act short Bioline).

La Taq Bio-x-act € specifica per 'amplificazionefdhmmenti corti.

La reazione di amplificazione consiste nel seguprigramma PCR:
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7. 95°C per 5 minuti

8. 95°C per 30 secondi

9. Annealing per 30 secondi
10.72°C per 1 minuto
11.72°C per 5 minuti

12.4°C

30 cicli

La reazione di amplificazione selettiva avviendizgando un programma di PCRRuch down
partendo da una temperatura di appaiamento di UpErmre alla temperatura di denaturazione dei
primer. Nei passaggi successivi questa temperatarg progressivamente ridotta fino a portare la

temperatura dinnealinga quella specifica per il completamento della i@az

| frammenti amplificati sono stati purificati medig ExoSap-IT (USB Corporation), per rimuovere
i primers e i dNTPs residui. L’ExoSap, infatti, @xtposto da due enzimi idrolitici: 'Esonucleasi |
che degrada i primers a singolo filamento ed altmgoli flamenti prodotti dalla PCR, la SAP

(Shrimp Alkaline Phosphatase) che defosforila i 8§Tesidui. Il protocollo di purificazione e il

seguente:

1. Unire 1 ul di ExoSap-IT a 2,5ul di reazione PCR.

2. Incubare a 37°C per 15 minuti
3. Incubare a 80°C per 15 minuti per inattivareeglzimi.

Il prodotto purificato viene utilizzato come temirger il secondo ciclo di PCR che ha le stesse

condizioni del primo.

4.3.5. Elettroforesi capillare e visualizzazione dei prodti di PCR

| prodotti di PCR sono stati analizzati median&ddttroforesi capillare utilizzando il sequenziator
CEQ Beckmanll campione da caricare viene preparato nelle appopgstre fornite dalla Beckman

in un volume totale di 40ul contenente
38.7ul SLS
0.3ul standard400 (CEQ 400)

1ul prodotto di PCR
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Lo standard di peso molecolare noto, & formato dainsieme di frammenti di dimensione
conosciuta (compresa tra 50 e 500 bp) marcati cofiueroforo diverso da quello utilizzato per
marcare i primers. Per ogni campione € stato pibssbparare i frammenti amplificati per colore
del fluoroforo e dimensionare gli alleli di ogoicusmicrosatellite. Il dimensionamento dei singoli
alleli avviene per confronto con &tandardinterno.

L’'analisi dei frammenti &€ stata eseguita attravelddinning analysis che ha permesso di
esaminare i profili dei microsatelliti per ogni roatore fluoroforo;

Per “binning” o formazione di bin s’intende il raggpamento monodimensionale, in base alle
dimensioni, di frammenti compilati da campioni nplit L’analisi dei bin ottenuti permette di
generare un elenco di alleli rappresentativo galaolazione oggetto dello studio. Quando vengono
condotte analisi dei bin, il sistema raggruppainfmenti in base alle loro dimensioni, in modo da
formare “bin” caratterizzati da dimensioni medieda una deviazione standard dei frammenti
compresi nel bin. L’analisi di ogni picco alleli@il suo dimensionamento in paia di basi hanno

permesso di ricavare il genotipo per ogni individuo

4.3.6. Autenticazione del DNA

Al fine di autenticare i risultati ottenuti, sontate prese tutte le precauzioni per limitare le
contaminazioni durante le diverse fasi dello stuthgrimo luogo le analisi sono state effettuate i
un laboratorio apposito per il DNA antico. Tale da#torio € costituito da una zona di
preamplificazione dove vengono conservati i repertiove si effettua I'estrazione del DNA, e da
una zona di amplificazione dove si esegue es@usinte la reazione di PCR. Sia l'estrazione che
I'amplificazione sono state allestite sotto cappéate di raggi uv a 254 nm messi in funzione per
circa 30 minuti prima della fase sperimentale.dpkeratori, inoltre, hanno sempre indossato camici,

guanti, mascherine e cuffie per minimizzare la aonbazione.

Sui reperti € stata eseguita una doppia estrazloDNA, e per ognuna sono state effettuate due
reazioni di PCR. Questo ha permesso di individu@metaminazioni che sono avvenute in una

particolare estrazione o amplificazione.

Infine tutte le PCR e le estrazioni contenevanotrotin negativi per poter individuare eventuali

contaminazioni.
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4.3.7. Database dei bovini moderni
Per iniziativa della FAO, e stato delineato un pangma di intervento a tutela della biodiversita
bovina. Durante il convegno ISAG, tenutosi in Fiamtel 1996, sono stati indicati 30 microsatelliti
da utilizzare come marcatori molecolari. La scdiamicrosatelliti & stata fatta in base ai seguent

criteri:
» Esistenza di una popolazione di riferimento gi&tesite
» Interpretazione dei microsatelliti
» Numero degli alleli
» Possibilita di analisi con sequenziatore automatico
» Possibilita di amplificare piu microsatelliti in arsingola reazione

Diversi sono stati i progetti finanziati dalla Conma Europea per lo studio della biodiversita
bovina, tra cui quello che ha visto coinvolto ilstr@ laboratorio e in cui sono stati genotipizzatn

i 30 microsatelliti FAO 50 animali di 72 razze bogidi cui 5 provenienti dall’'Africa e le altre

appartenenti a diversi paesi Europei tra cui lan€ieg I'ltalia, la Spagna, la Svizzera, il Belgio e
I'Inghilterra (Tabella 10).

Il database creato durante questo progetto e gt&tw per il confronto con i bovini antichi. In
particolare dal database sono stati seleziondtiitaticro che hanno dato amplificazioni positive

nei campioni antichi

4.3.8. PCR bovini moderni

Per poter confrontare le lunghezze degli allelemdti per i bovini antichi con quelle dei bovini
moderni del database, abbiamo incluso nelle reazilbnPCR anche tre campioni moderni
(ITROM10, ITROM11, ITROM20) come riferimento, fademarte del database. In seguito gli
alleli dei bovini antichi sono stati ricalcolati peonfronto con gli individui di riferimento. Le
condizioni di PCR per i campioni moderni sono statstesse di quelle utilizzate per i campioni
antichi. | risultati ottenuti dalle PCR dei campi@mtichi e di quelli moderni sono stati confrontat
con le lunghezze alleliche trovate nel databasgadimento. Sono state analizzate le divergenae tr
le letture degli alleli e sono stati uniformatisultati al fine di poter confrontare i bovini agtii con

quelli moderni presenti nel database.
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Tabella 10 Database dei bovini moderni. Sono indicati i codi paese di

provenienza e le razze di ajgmenza dei campioni

Code
AFBOR
AFLAG
AFNDA
AFSOM
AFZEB
BEBWB
CHERI
CHEVO
CHHFR
CHSIM
CHSWB
CRIST
CZBOR
DEANG
DEBPW
DEBRG
DEBRO
DEHIW
DERH2
DERHD
DESIM
DEYEL
DKDAR
DKJUT
ESALS
ESASM
ESASV
ESAVI
ESBEB
ESBPI
ESCNA
ESMON
ESMOR
ESPIRM
ESRET
ESRGA

Country
Africa
Africa
Africa
Africa
Africa

Belgium
Swiss
Swiss

Swiss
Swiss
Swiss
Croatia

Tchechie

Germany

Germany

Germany

Germany

Germany
Germany
Germany
Germany
Germany
Denmark
Denmark
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain
Spain

Breed
Borgou
Lagunaire
N'Dama
Somba
Zebu
Belgian Blue
Eringer
Evolene
Holstein Berne
Simmental
Swiss Brown
Istrian
Bohemian Red
Angeln
German Original Black Pied-West
German Brown Bavaria, Wuerttemberg
German Brown Original
Hinterwaelder
Red Holstein dual purpose
Red Holstein dairy type
German Simmental
German Yellow
Danish Red
Jutland 1950
Alistano-Sanabressa
Asturiana de la Montana
Asturiana de los Valles
Avilena Negro Iberica
Betizu locations 2, 3
Bruna de los Pirineds
Casta Navarra
Monchina
Morucha
Pirenaica
Retinta
Rubia Gallega
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ESSAY
ESSTE
ESTUD
FRAUB
FRBAZ
FRBDA
FRBPN
FRCHA
FRGAS
FRLIM
FRMAN
FRMBE
FRNOR
FRSAL
GBABA
GBAYR
GBDEX
GBGUE
GBHER
GBHFR
GBJER
GBSHI
ITCAB
ITCHI
ITGRA
ITPIM
ITPOD
ITPRI
ITREN
ITROM
NLDUB
NLFRH
NLGWH
NLMRY
POPOR
SWSRP

Spain
Spain
Spain
France
France
France
France
France
France
France
France
France
France
France
Great-Britain
Great-Britain
Great-Britain
Great-Britain
Great-Britain
Great-Britain
Great-Britain
Great-Britain
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Italy
Netherlands
Netherlands
Netherlands
Netherlands
Poland
Sweden

Sayaguesa
Serrana de Teruel
Tudanca
Aubrac
Bazadais
Blonde d'Aquitaine
Bretonne-Pie-Noire
Charolais
Gasconne
Limousin
Maine-Anjou
Montbéliard
Normand
Salers
Aberdeen Angus
Ayrshire
Dexter
Guernsey
Hereford
Friesian
Jersey
Highland
Cabannina
Chianina
Grigia Alpina
Piemontese
Podolica

Pezzata Rossa Italiana

Rendena
Romagnola
Dutch Belted
Fries Hollands

Groningen Whiteheaded

MRY
Polish Red

Swedish Red Polled
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4.3.9. Analisi statistiche
I microsatelliti che hanno dato amplificazioni gos nei campioni antichi sono stati utilizzati per
le analisi statistiche. Sono stati calcolati gldiol di diversita genetica e attraverso I'analisi
Bayesiana e della PCA i bovini antichi sono staragonati a quelli del database moderno.

Abbiamo utilizzato i programmi ENALEX, GENEPOPe RCAGEN

4.3.9.1. Indici di diversita genetica

Sono stati utilizzati i seguenti parametri di vaiiga genetica:

1) L’eterozigosi attesa (Hetexp) in una popolazior@mjedavvengono accoppiamenti casuali, €
stata calcolata secondo Nei attraverso il softyargermarker. Se ci sondlifferenti alleli

e p e la frequenza dell’alleleesimo allora
He=2> pp; =1-2 pf
i i

2) Numero medio di alleli per popolazione.

4.3.9.2. Equilibrio di Hardy-Weinberg

Per rilevare possibili deviazioni dall’equilibrio HW dovute ad un eccesso o deficit di eterozigoti
stato usato il programmaeSEPOR Quest’ultimo usa come parametro l'indics per descrivere |l
deficit di eterozigoti dovuto ad accoppiamenti reasuali tra individui in una sottopopolazione. La
significativita € stata testata tramite catene drikdv, usando 1000 permutazioni e 1@@@chper

permutazione e riportando la percentuale di vad@ggiori rispetto a quelli osservati.

4.3.9.3. Likelihood

L’analisi di likelihhod consente di assegnare uggsito ad una razza attraverso un approccio

probabilistico. L'individuo da assegnare viene @zato con i marcatori microsatelliti e

I'attribuzione viene effettuata in maniera probmita, partendo dalle frequenze alleliche di

ciascuna razzd.'analisi prevede essenzialmente tre passaggalcolo delle frequenze alleliche in

tutte le popolazioni candidate; ii) calcolo dellantione di verosimiglianza di ogni genotipo

multilocus all'interno delle popolazioni di riferiemto iii) assegnazione dell'individuo alla
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popolazione in cui la funzione di verosimiglianzal duo genotipo € massima. In questo studio
abbiamo usato I'analisi di massima verosimigliapeaassegnare gli individui di Ferento alle razze

dei bovini moderni.attraverso il programman3LEX.

4.3.9.4. Analisi delle componenti principali (PCA)

L’analisi delle componenti principali € stata effieita con il programma dAGEN. Questo
programma, in base ai valori delle frequenze alie in grado di fornire una rappresentazione
grafica a due dimensioni in cui si possono viszaliz le componenti principali della variabilita

genetica.
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4.4. Risultati

44.1. Resa di estrazione del DNA

Per scegliere il protocollo di estrazione con lgliare resa, sono stati testati tre diversi Kitusu
campione di prova. La lettura delle concentrazawmiiprodotti di estrazione attraverso il picogreen
ha rivelato che il protocollo che prevede 'uso kielgiagen € quello con la migliore resa. Come si
puo osservare dalla tabella 11, le concentrazigmiesse in ng/1 grammo di polvere di 0sso variano
da 28 per il protocollo invitrogen a 2565 per qoell Yanget al. 1998.

Tabella 11 Resa di estrazione di DNA espressa in ng/g di

polvere di o i tre protocolli testati.

Loreille Yang €t.

Invitrogen & 312007 al 1998
Campione 18 1428 2565
bianco -0,07 -0,19 -0,22

Per le successive analisi, quindi, si e sceltaiizzare il protocollo di Yang e collaboratori (28).
Ogni campione € stato estratto due volte e in tatestrazioni sono stati sempre inclusi i conitroll
negativi. Il primo importante risultato e statoadier estratto il DNA da tutti i campioni testatn
tabella 12 € mostrata, per ogni campione, la rela due estrazioni di DNA espressa in ng/grammi
di polvere d’'osso. Il campione M9 ha la resa mirce 450 ng per grammo di polvere, mentre M5
ha la resa maggiore (9300ng/g polvere d’'osso).triaddi pud notare che le seconde estrazioni
presentano sempre una resa minore rispetto aleepriPer quanto riguarda I'autenticazione dei
risultati, tutti i bianchi di estrazione nella lath del picogreen sono risultati negativi, indicand

'assenza di contaminazioni.
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Tabella 12 Resa di ciascuna estrazione del DNA per ogni camep

espressa in ng di DNA per grammo di polveressio

Campione 1°estrazione 2°estrazione
M1 3900 900
M2 4800 2400
M4 1950 800
M5 9300 500
M6 4800 800
M7 900 400
M8 1860 960
M9 450 230
Q7 3000 2000
Q8 4500 3000
Q9 6000 2000
Q10 2000 1000
Q11 1200 800

4.4.2. Tassi di amplificazione

Ogni campione di ciascuna estrazione e stato aogilif almeno due volte per tutti i loci. Per
valutare la possibilita di contaminazioni con DNAogeno, sono stati inclusi nelle reazioni
numerosi bianchi che sono risultati sempre negaltivimedia sono state effettuate circa 41 PCR
per locus per un totale di 600 reazioni. Dei 15rosatelliti testati cinque hanno amplificato con
successo in almeno un campione. In tabella 13 swoosdrati i risultati delle reazioni di PCR per
ogni campione e per ogni locus. La percentualemgldicazioni positive € stata calcolata per ogni
campione e per ogni locus attraverso il rappodaltnumero di PCR con esito positivo e il numero
di amplificazioni totali. Come indicato in tabell4, il locus CSRM60 mostra il pit alto numero di
amplificazioni avvenute con successo (26%) mertiecus HEL13 hanno il tasso piu basso di

amplificazione (2%). Tra i campioni M5 risulta agel maggior tasso di amplificazione.
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Tabella 13 Grandezze alleliche espresse in paia di bagjmli@ampione

per ciascuno dei 5 microsatelliti che lkmamplificato con successo.

INRAOO5S HEL1 ETH10 HEL13 | CSRMG60
M1 n.a n.a n.a n.a 103/103
M2 141/141 105/105 92/92 131 105/105
M4 143/143 n.a 92/92 n.a 93/93
M5 143/145 103/111 92/92 129 99/103
M6 139/139 n.a 92/92 n.a 103/108
M7 141/141 105/111 92/92 n.a 103/103
M8 n.a n.a n.a n.a n.a
M9 n.a n.a n.a n.a n.a
Q7 n.a n.a 92/92 n.a 103/103
Q8 139/139 111/111 92/92 n.a 99/99
Q9 n.a 111/111 88/96 n.a 93/103
Q10 n.a 103/103 n.a n.a 101/101
Q11 n.a n.a n.a n.a n.a

n.a: non amplificabile
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Tabella 14.Numero di PCR e tasso di amplificazione per ogmgione e per ogni locus

CSRM60 HEL1 INRAOOS HEL13 ETH10

%pPCR %PCR %PCR % PCR %PCR
Code n.PCR positive n.PCR positive n.PCR positve n.PCR positive n.PCR positive

M1 6 0,17 4 0,0 5 0,0 4 0,0 4 0
M2 6 0,67 4 0,25 5 0,4 4 0,0 4 0,5
M4 6 0,17 4 0,0 5 0,2 4 0,0 4 0,5
M5 6 0,50 4 1,0 5 0,4 4 0,25 4 0,5
M6 6 0,17 2 0,0 4 0,25 4 0,0 4 0,5
M7 6 0,17 2 0,5 4 0,25 4 0,0 4 0,25
M8 6 0,00 2 0,0 4 0,0 4 0,0 4 0,0
M9 6 0,00 2 0,0 4 0,0 4 0,0 4 0,0
Q7 9 0,33 5 0,0 4 0,0 4 0,0 4 0,25
Q8 9 0,11 5 0,2 4 0,25 4 0,0 4 0,25
Q9 6 0,50 5 0,6 2 0,0 4 0,0 4 0,25
Q10 5 0,60 4 0,5 2 0,0 4 0,0 4 0,0
Q11 8 0,00 5 0,0 3 0,0 4 0,0 4 0,0
TOT 85 0,26 48 0,23 51 0,13 52 0,02 52 0,23



4.4.3. Analisi statistiche

Nelle analisi statistiche sono stati consideratii slati dei campioni antichi che quelli dei bovini

moderni per i cinque loci selezionati.

4.4.4. Indici di diversita genetica

Per ogni popolazione sono stati calcolati i vathreterozigosi attesa e osservata e il numero medio
di alleli. Ferento mostra un valore di eterozigosservata pari a 0.16 che ¢ il piu basso rispéto a

popolazioni moderne e un valore di eterozigossattii 0.61.

I numero medio di alleli per popolazione varia 883 per la razza Dexter (sigla GBDEX) e
Ferento e 7 per la razza podolica italiana (sigRQD). Inoltre nella popolazione antica il locus pi
polimorfico risulta essere CSRM60 con un numeroallieli pari a 5, mentre quello meno

polimorfico € Hel 13 con 2 alleli.

4.4.5. Equilibrio di Hardy- Weinberg

Per rilevare possibili deviazioni dall’equilibria 8#W ossia I'eventuale presenza di un eccesso o
deficit di eterozigoti & stato utilizzato come paadro l'indiceF;s. Nel nostro studio la popolazione
di Ferento ha mostrato deviazioni significativel’dglilibrio (P<0.05) per tre (ETH10, CSRM60 e

INRAOO5S) dei cinque loci analizzati dovuto aun difdi eterozigoti.

4.4.6. Likelihood

Al fine di confrontare i dati dei bovini antichi moquelli moderni, & stata effettuata I'analisi
likelihood. Ogni individuo della popolazione di Eeto e stato assegnato a una delle razze del
database di riferimento in base alla funzione désimaa verosimiglianza. | risultati sono mostrati in
tabella 16. L'individuo M1 € assegnato alla razranEese Bazadais, M2 ed M6 a due razze Inglesi
(Aberdeen Angus e Hereford) M4 e M5 a due razzee3@tk (Angeln e Red Holstein), M7 alla
razza svedese Swedish Red Polled, Q7 alla razzgn8lgaTudanca (sigla ESTUD), Q8 alla
Olandese Dutch Belted e Q9 e Q10 a due razzen&lfRomagnola e Chinina). In tabella 16,
inoltre, sono riportate tra parentesi, le razze @seconda migliore likelihood. Si nota che tra

gueste molte appartengono a razze italiane (ITGABHI, ITROM, ITREN).
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Tabella 15.Valori di eterozigosi attesa He e osservata Hmero di

campioni N.c e numero maetiialleli N.a per ciascuna popolazione

Popolazione N.c He Ho N.a
GBHER 48 0,6145 0,5753 4,60
GBAYR 48 0,6560 0,6305 5,00
GBHFR 50 0,6584 0,6541 5,60
GBABA 50 0,5649 0,5496 4,20
GBJER 47 0,5456 0,5323 4,20
GBSHI 45 0,4986 0,5075 3,80
GBDEX 46 0,5986 0,6395 4,00
GBGUE 64 0,5789 0,5682 4,40
CRIST 45 0,6956 0,6678 5,80
CZBOR 25 0,6784 0,6976 5,00
DKDAR 36 0,5923 0,6444 3,40
DKJUT 44 0,6443 0,6133 4,80
FRAUB 50 0,5561 0,5470 5,60
FRSAL 50 0,5274 0,4903 5,20
FRBAZ 47 0,5860 0,6304 4,00
FRBPN 31 0,6138 0,6223 4,40
FRLIM 50 0,6484 0,6062 5,00
FRCHA 55 0,5317 0,5477 4,20
FRMAN 49 0,5029 0,5426 4,60
FRMBE 30 0,5958 0,5675 3,80
FRNOR 50 0,6259 0,6237 6,60
FRGAS 50 0,6937 0,6448 5,80
FRBDA 61 0,6254 0,6079 5,00
ITCAB 26 0,6581 0,5260 4,80
ITCHI 36 0,6913 0,6450 4,80
ITPIM 48 0,6793 0,6846 5,20
ITPRI 49 0,6002 0,6616 4,00
ITROM 32 0,6470 0,6118 5,40
NLDUB 24 0,6253 0,6225 4,60
NLFRH 34 0,5823 0,5275 4,60
NLGWH 25 0,4930 0,4590 3,60
NLMRY 39 0,6626 0,7016 4,20
POPOR 48 0,6998 0,7167 5,60
SWSRP 32 0,5944 0,5500 4,80
BEBWB 50 0,6441 0,6333 5,40
DESIM 50 0,6177 0,6440 4,20
DEBRO 25 0,6361 0,6223 4,80
DERH 50 0,6769 0,7440 5,00
DERHD 50 0,6510 0,6508 4,60
DEBRG 50 0,6995 0,7418 5,20




Popolazione N.c He Ho N.a
DEBPW 20 0,6467 0,6768 5,00
DEYEL 50 0,6206 0,6013 4,60
DEHIW 30 0,6100 0,6148 4,60
DEANG 50 0,6720 0,7230 5,40
CHSIM 50 0,5413 0,5480 4,20
CHERI 50 0,6179 0,6280 4,40
CHEVO 15 0,6271 0,6133 3,40
CHSWB 50 0,6558 0,5960 4,60
CHHFR 50 0,6514 0,6400 5,20
ITGRA 28 0,5781 0,5685 4,60
ITREN 34 0,6076 0,5518 4,20
ITPOD 50 0,7468 0,7197 7,00
ESCNA 50 0,6814 0,6301 5,40
ESBEB 23 0,6840 0,6689 4,60
ESALS 50 0,6672 0,6560 5,20
ESSAY 48 0,6704 0,6458 4,60
ESTUD 50 0,5665 0,5960 5,00
ESASV 50 0,6667 0,6640 5,40
ESASM 50 0,6632 0,6400 4,80
ESRET 50 0,6218 0,5826 5,40
ESMOR 50 0,6779 0,6760 5,20
ESAVI 50 0,6846 0,6400 5,20
ESPIRM 50 0,6215 0,5920 5,00
ESBPI 50 0,6891 0,6600 5,80
ESRGA 50 0,6298 0,6360 4,60
ESMON 59 0,6588 0,6311 5,80
ESSTE 44 0,6778 0,7289 4,60
AFNDA 30 0,5968 0,4533 5,80
AFSOM 50 0,5436 0,4786 5,80
AFLAG 51 0,5052 0,4692 4,80
AFZEB 50 0,6072 0,6016 6,20
AFBOR 50 0,6770 0,6384 6,60
Ferento 13 0,6168 0,1650 3,40
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Tabella 16 Assegnazione di ciascun campione di Ferento
a una delle razze del database di riferimentmase alla

funzione di massima verosimiglianza

Campione Sigla razze
Ferento moderne

M1 FRBAZ (ITCAB)*
M2 GBABA(FRSAL)
M4 DEANG (DKDAR)
M5 DERHD (CZBOR)
M6 GBHER (ITCHI) *
M7 SWSRP (ITROM)
Q7 ESTUD (SWSRP)*
Q8 NLDUB (ITCAB)
Q9 ITROM (ITREN)
Q10 ITCHI (DKJUT)

| campioni con * sono stati analizzati con meno di
3 microsatelliti. In parentesi € riportata la @zon

la seconda migliore likelihood.

4.4.7. PCA

| risultati della PCA sono mostrati in figura 12ahalisi della prima componente principale spiega
il 25.81%della varianza totale, mentre la seconda il 14.8B%.la popolazione di Ferento sono
mostrati tutti gli individui, mentre le razze modersono rappresentate unitariamente. Si osserva
che alcuni individui la popolazione di Ferento aggruppano con le razze Europee spagnole,
inglesi, svedesi e francesi (ESTUD, GBHSH, SWSR#P,FRBAZ), mentre altri (Ferentol,
Ferento2, Ferento5, Ferentol0) risultano esserevipini alle razze italiane come la Cabannina
(ITCAB), la Romagnola (ITROM), la Rendena (ITREN],Grigio Alpina (ITGRA) e la Podolica
(ITPOD).
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4.5. Discussione

Questo studio condotto sul DNA antico & stato svoit collaborazione con la Professoressa De
Minicis del Dipartimento di Scienze del Mondo Amtidella Facolta di beni culturali di Viterbo. In
particolare sono stati analizzati 13 reperti ods@¥ini risalenti al medioevo e provenienti da
Ferento. Il sito di Ferento, situato sulla colliok Pianicara (Viterbo), ha una lunga vita
documentata sia da fonti scritte che da monumentani e medievali. L’obiettivo di questo lavoro

e stato di analizzare, attraverso i marcatori nsi&telliti, i genotipi dei reperti bovini per un dige
scopo: i) confrontarli con quelli di razze moderng;attribuire i resti di animali, prelevati negli
stessi siti di ritrovamento, a specifici individiNegli studi molecolari riguardanti campioni antich

il DNA disponibile per la tipizzazione genetica pesso molto scarso e degradato. Per questo
motivo € indispensabile autenticare i risultatieottti. A tal fine, sono state prese tutte le
precauzioni per evitare le contaminazione dei campile analisi sono state condotte in un
laboratorio apposito, sia negli esperimenti diagtme del DNA, sia nelle reazioni di PCR sono
stati sempre inclusi numerosi bianchi. Il primo orante risultato ottenuto e stato quello di estrar

il DNA da tutti i campioni presi in esame con ueaa che varia da 450 ng/g a 9300ng/g di polvere
d'osso. Tra i protocolli testati quello di Yarg al (1998) ha dato la migliore resa Abbiamo
osservato inoltre che le seconde estrazioni haempie una resa piu bassa. Probabilmente questo
puo essere dovuto al fatto che, a differenza dgeilme estrazioni che vengono effettuate subito
dopo i carotaggi, per le seconde la polvere di osmme conservata fino al momento
dell’estrazione. Anche se la conservazione avvigndalcon sigillate e a basse temperature,

potrebbe avvenire una ulteriore degradazione deéADN

Per quanto concerne le PCR abbiamo ottenuto dafatispositivi per 5 dei 15 microsatelliti testati
con un tasso di amplificazione che va dal 2 al 26l ¥ievo di tale risultato ben si comprendesse
pensa che oggi la maggior parte degli studi sul Datico e effettuata mediante l'analisi

del’'mtDNA che, essendo meno degradato del DNA eard, € piu facile da analizzare.

| tassi di amplificazione da noi ottenuti risultaessere piu bassi rispetto a quelli trovati in uno
studio simile (Edwardst al. 2003) condotto su resti bovini risalenti all’epatei Vichinghi. Questa
differenza e dovuta probabilmente alla migliore smmwazione di quest’'ultimi campioni rinvenuti
nel permafrost. | campioni analizzati nel nostradgs, invece, provenendo da un sito dell’ltalia
centrale, in cui le temperature sono miti, avrasabito un maggior processo di degradazione. Tutti
I risultati sono stati autenticati dall’assenzacdntaminazioni con DNA esogeno come hanno

dimostrato i controlli negativi delle estrazionielle PCR.
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Lo studio dei genotipi ci indica che molto probaieinte i resti analizzati appartengono ad individui
diversi. Nessun campione, infatti, mostra uno stgsefilo allelico per ciascun locus microsatellite

Questo risultato € indispensabile nelle analisilidagcheologi, nel momento in cui devono

attribuire i resti di animali, prelevati negli ssesiti di ritrovamento, a specifici individui.

Un altro importante risultato e stato di aver confato i dati microsatelliti ottenuti da questodstu

con quelli riguardanti 72 razze bovine moderne.

Un ostacolo nell’uso dei microsatelliti € rapprdsém dall'impossibilita di confrontare le grandezze
alleliche dei loci amplificati in laboratori diverdn questo studio e stato possibile effettuare il
confronto con il database di riferimento attravefsanplificazione di alcuni animali moderni

facenti parte di tale database.

La popolazione di Ferento ha un ridotto livello\diriabilita rispetto alle razze moderne, come
dimostrano i valori di eterozigosi e il numero needi alleli. Il test di Hardy-Weinberg, ha rivelato
per Ferento la presenza di disequilibrio per tre aileque loci testati dovuto ad un deficit di

eterozigoti.

Il sorprendente livello di omozigosi riscontratoi mampioni di bovini antichi potrebbe essere
dovuto ad incrocio stretto tra individui parentio@ rappresentativo di una condizione nella quale
gli scambi di bestiame erano molto ridotti, comeepga numerosita della popolazione destinata alla
riproduzione. In alternativa si potrebbe pensaraimdnbreeding voluto per mantenere specifiche
caratteristiche di animali arrivati nel luogo pause accidentali (es. al seguito di eserciti inNaso
La seconda ipotesi potrebbe essere suggerita ataihalta likelihood che alcuni resti hanno di
appartenere a razze “esotiche” tedesche, spagsmdelesi, olandesi e addiritura inglesi. Inoltre
I'analisi delle componenti principali sembra in fgaconfermare tali risultati mostrando alcuni
individui di Ferento vicini a queste razze stramidRagionando sempre in termini di somiglianza,
tuttavia, i valori della seconda migliore likelinb@ la stessa PCA mostrano, altresi, la probabile
vicinanza degli individui di Ferento alle razzeligae quali la Chinina e la Cabannina dell’ltalia
centrale, la qual cosa suggerirebbe l'origine anttc queste ultime, come peraltro dimostrato da

Pellecchia e collaboratori nel 2007.

Questi rappresentano dati preliminari e il passeassivo sara quello di aumentare il numero di

campioni antichi e il numero di loci amplificati.

L’analisi dei marcatori microsatelliti in resti enimali allevati in tempi storici € in grado di fidre
informazioni riguardanti la variazione genetica aagimica, consentendo, quindi, di indagare
questioni piu generali rispetto agli studi cheiztno solo il DNA mitocondriale. Per piccole
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popolazioni, i marcatori microsatelliti permettonea maggiore livello di analisi strutturale a causa
del piu elevato polimorfismo rispetto al mtDNA.isultati positivi ottenuti dimostrano la possilalit
di utilizzare i microsatelliti per lo studio deiWai antichi e di confrontare, i genotipi degli arali

allevati in tempi storici con quelli moderni pretierelle banche dati.
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