
39

5. ALLEGATI

5.1. Protocolli di isolamento e purificazione del DNA geno-
mico totale

5.1.1. Protocollo Trans-Prep e Nuc. Prep-Station 6100
L’estrazione del DNA genomico totale da tessuti vegetali gemme e  
foglie, è stata ottimizzata in base al protocollo di seguito descritto.
Per completare l’intero processo di estrazione è necessario il kit Trans-
Prep (Applied Biosystems) composto dalle seguenti soluzioni:
1. DNA Wash Solution 1. Da usarsi con la genomic DNA purification 
Tray 1;
2. DNA Wash Solution 2. Da usarsi con la genomic DNA purification 
Tray 2;
3. DNA Elution Solution. Da usarsi con la genomic DNA purification 
Tray 1;
4. DNA Precipitation 1. Da usarsi con la genomic DNA purification 1;
5. DNA Precipitation 2. Da usarsi con la genomic DNA purification 2;
6. Nucleic acid purification lysis solution; 
N.B. Le sostanze vengono versate così come da stock.
Predisporre inoltre di:
1) Acqua HPLC grade (Sigma-Aldrich);
2) Buffer di lisi 1x in eppendorf da 50 ml, ottenuto miscelando 25ml di 
buffer 2x e 25 ml di PBS;
3) Piastra Genomic DNA Purification1;
4) Splash guards ABI PRISM (Applied Biosystem);
5) Micro amp.optical 96-Well Reaction Plate with barcone;
6) Bagnetto termostatico.
Fase 1: macerazione
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triturarle con pestello e mortaio o con una macchina trituratrice apposita 
(TissueLyser, Qiagen). 
Potrebbe essere necessaria la ripetizione di questa operazione più volte, 
fin, quando il materiale non risulti essere ben macerato. 
Per quanto concerne le gemme, è preferibile macinarle con pestello e 
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mortaio, perché risultano più resistenti all’omogeneinizzazione fatta con 
le sole sferette metalliche della Tissuelyser.
Preparare Buffer di lisi 1X, partendo da lysis buffer 2X e PBS in rapporto 
1:1 (volume in funzione del numero di campioni ai quali deve essere ag-
giunto 1-1,5 ml di buffer di lisi 1X).
Con una micro pipetta P1000, aggiungere nelle epperdorf con il materia-
le sminuzzato, 1,5 ml di buffer preparato;
risospendere su vortex per 15 sec;
- incubare a 100 °C nel bagnetto termostatico per 15 min., vortexando i 
campioni ogni 3 min.;
- lasciare raffreddare i campioni a temperatura ambiente;
- centrifugare a 13000 rpm per 6min. a temperatura ambiente;
- recuperare il surnatante (circa 200-600 μl) inserendolo in una nuova 
epperdorf da 2 ml ed aggiungere 100 ul della Soluzione di Precipitazione 
1 e 300 ul della Soluzione di Precipitazione 2, ottenendo un rapporto di 
1 a 2 tra surnatante e soluzioni. Miscelare le provette agitandole con le 
mani.
Dopo aver recuperato tutto il surnatante, buttare via le provette conte-
nenti i tessuti vegetali.
N.B: Conservare le provette contenenti questa ultima mix che, andranno utilizza-
te nel caso di una seconda estrazione.
Fase 2: Estrazione
Accendere l’estrattore ABI PRISM 6100 Nucleic-Acid prep Station, che 
purifica gli acidi nucleici presenti nella soluzione acquosa che costituisce 
il surnatante ottenuto così come descritto dall’ultimo punto della fase 1. 
La macchina consente il trattenimento dei soli acidi nucleici grazie all’uso 
di 2 piastre con 96 pozzetti dotati di filtri per il setacciamento di biomo-
lecole, le quali piastre vanno poste in due differenti posizioni (“waste” e 
“collection”) della work station.
La work station segue il protocollo seguente:
- nella posizione waste (posizione raccolta rifiuti) collocare la Splash 
guards, mentre nella posizione collection (posizione per la raccol-
ta del DNA estratto) installare la 96 Well-Optical-Reaction Plate; 
successivamente posizionare la Genomic-Purification Tray 1 sul carrello;
- accendere lo strumento;
- collocare il Carrello in posizione Waste ed inumidire i pozzetti della Ge-
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nomic Purification Tray 1 con 40 ul di Wash Solution 1, e cliccare Quick;
selezionare Method sul keybord;
- scegliere il protocollo Trans-Prep; (TRansPrep., 2002).
Fase 3: Utilizzo dello strumento
In funzione del volume dei residui organici, recuperare un volume varia-
bile di campione (200-600 ul) dalle provette con il surnatante omogei-
nizzato con le soluzioni di precipitazione 1 e 2, e introdurlo nei pozzetti 
della Genomic Purification Tray 1.
- Applicare 120 sec. di vuoto del 20% (Start Step 1);
- aggiungere per ogni pozzetto 600 ul della Soluzione di Lavaggio 1. (se-
condo un rapporto di surnatante-soluzione di 1:3). Applicare 90 sec. di 
vuoto del 20% (Start Step 2) sul display;
- aggiungere per ogni pozzetto 600 ul della Soluzione di Lavaggio 2. (in 
rapporto surnatante-soluzione 1:3). Applicare 90 sec di vuoto del 20% 
(Start Step 3) sul display;
- applicare 30 sec di vuoto del 30% (Start Step 4) sul display;
- sollevare il carrello e agitarlo manualmente con movimento alternato 
per consentire il completo svuotamento dei pozzetti. Touch off (Start Step 
5) sul display;
N.B.:accertarsi che al termine di ogni passaggio i pozzetti della Genomic-Purifi-
cayion Tray 1 siano perfettamente vuoti, in caso contrario ripetere l’operazione.
- Collocare il carrello in posizione Collection;
- aggiungere 80 ul della Soluzione di Eluzione. Incubare a T.A. per 2 min. 
(Start Step 6) sul display;
- touch off (Start Step 8);
- recuperare il DNA così ottenuto dalla piastra Optical 96-Well Reaction 
Plate con una pipetta P100 e versarlo in provette eppendorf da 1,5 ml;
- conservare il DNA ottenuto a -20 °C per evitare fenomeni di degrada-
zione (Sambrook et al.,1989).
N.B: è possibile effettuare una seconda estrazione partendo dall’ultimo punto della 
fase 1, dalla mix dei 200 μl di surnatante del processo di macerazione con i 100 μl 
di soluzione di precipitazione 1 e i 300 μl di soluzione di precipitazione 2.
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5.1.2. Protocollo DNeasy Plant Mini kit (Qiagen)
Dopo la macerazione di 50-150 mg di tessuti vegetali, gemme o foglie, 
con il Tisssue Lyser (Qiagen) o con pestello e mortaio, per completare 
l’intero processo di estrazione è necessario il kit DNeasy Plant Mini kit 
(Qiagen) composto dai seguenti materiali:
- buffers AP1, AP2, AP3/E, AW, AE, RNase (100 mg/ml), etanolo al 
95% e due tipi di colonnine (bianca, lilla) dotate di specifici filtri per il 
trattenimento del DNA genomico totale. 
Prima di usare le soluzioni accertarsi che non si siano formati dei preci-
pitati, in caso affermativo dissolverli con riscaldamento in bagnetto ter-
mostatico a 65 °C.
a) Aggiungere 400 ul di buffer AP1 e 4 ul di RNase (100 mg/ml) ai 50-
150 mg di tessuti vegetali macerati. Vortex.
b) Incubare per 10 minuti a 65 °C nel bagnetto termostatico. Miscelare i 
campioni ogni 2-3 minuti, agitando le provette con le mani.
c) Aggiungere 130 ul di buffer AP2 al lisato e mantenere la mix su ghiac-
cio per 5 minuti.
d) Centrifugare la miscela a 13000 rpm per 6 minuti. Tutte le centrifughe 
devono essere eseguite a temperatura ambiente (15-25 °C).
e) Dalla precedente centrifugazione (d) buttare via il residuo solido e pre-
levare la quantità massima di frazione liquida dal lisato, e pipettarlo nella 
colonnina color lilla. Centrifugare a 13000 rpm per 3 minuti.
f) Trasferire la frazione liquida ottenuta dalla precedente centrifugazione 
(e) in una eppendorf da 2 ml prestando attenzione a non toccare il pel-
let.
g) Aggiungere AP3/E (in rapporto 1/1.5 di volume) al lisato privato di 
pellet, ottenuto al passaggio (f); miscelare pipettando.
h) Prelevare 650 ul di soluzione ottenuta al passaggio (g) e versarla nella 
colonnina di colore bianco collocata in una provetta di 2 ml. Centrifu-
gare a 8000 rpm per 1 minuto ed elimare la fase liquida dalla provetta di 
2 ml.
i) Ripetere il passaggio (h) con la rimanente soluzione ottenuta nel pas-
saggio (g).
l) Collocare la colonnina bianca in una nuova provetta da 2 ml. Aggiun-
gere 500 ul di buffer AW alla colonnina bianca e centrifugare a 8000 rpm 
per 1 minuto. Eliminare la fase liquida dalla provetta di 2 ml e riutilizzar-
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la al punto (m).
m) Aggiungere nuovamente 500 ul di buffer AW alla colonnina bianca 
e centrifugare a 13000 rpm per 3 minuti, affinché la membrana della 
colonnina si asciughi.
n) Trasferire la colonnina bianca in una nuova eppendorf e aggiungere 
100 ul di buffer AE. Aspettare 5 minuti a temperatura ambiente (15-25 
°C) prima di centrifugare a 8000 rpm per 1 minuto. Il filtrato ottenuto 
nella eppendorf sarà il DNA genomico totale.
Infine, per quanto riguarda la natura di tutte le soluzioni impiegate per 
l’estrazione e purificazione del DNA, bisogna far riferimento alle schede 
di sicurezza che accompagnano i kits di entrambi i metodi usati.
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Mappa A 
Areale geografico oggetto del-
lo studio con i due controlli 
rispettvamente a Nord (Norve-
gia) e a Sud (Etna). 

5.2. Mappe e tabelle

5.2.1. Area Investigata
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5.2.2. Microsatelliti

Tabella A
Loci microsatelliti analizzati. Da sinistra verso destra è riportato il nome, 
la sequenza dei primers, le caratteristiche di reazione, chimiche e biblio-
grafiche (sezioni 2.2.2 e 2.2.3). In questa tabella sono indicati i 5 loci 
microsatelliti nucleari (FS4-46, FS1-03, FS1-15, FS3-04, MFC5; quest’ul-
timo in letteratura è riportato anche come FCM5) e i 2 loci cloroplstici 
(Cmcs3, Cmcs12).

5.2.3. Distribuzione geografica dei gruppi cloroplastici nelle  
popolazioni della Norvegia

Mappa B
Il sotto-gruppo genetico indicato dal cerchio 3-verde è presente nel cam-
pione norvegese (sezione 3.1.1.). La frequenza relativa di questo aplotipo 
è indicata nella tabella B1.
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5.2.4. Distribuzione geografica dei gruppi cloroplastici nelle 
popolazioni dell’Etna, del Cilento e del Gargano

Mappa C
I cerchi di diverso colore associati ognuno ad un numero naturale crescen-
te (vedi legenda) rappresentano gli aplotipi identificati nell’aree indicate  
(sezione 3.1.1.).
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5.2.5. Distribuzione geografica dei gruppi cloroplastici nelle  
popolazioni della Basilicata

Mappa D
I cerchi di diverso colore associati ognuno ad un numero naturale cre-
scente (vedi legenda) rappresentano gli aplotipi identificati nell’Appenni-
no lucano (sezione 3.1.1.). I numeri in rosso, adiacenti a ciascun cerchiet-
to, indicano la popolazione geografica o bosco (Tabella C) in cui sono 
identificati i rispettivi aplotipi.
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5.2.6. Distribuzione geografica dei gruppi cloroplastici e dei flussi 
genici nella Basilicata Settentrionale

Mappa E
Ogni cerchio rappresenta un singolo aplotipo cloroplastico (sezione 
3.1.1.). Le sottopopolazioni sono descritte dal nome e dal numero di indi-
vidui analizzati (Tabella C). Il flusso genico (Nm), espresso come numero 
di individui scambiato tra due popolazioni per generazione, è rappre-
sentato dal numero adiacente a ciascuna linea di interconnessione tra 
sottopopolazioni (sezione 3.2.1.).
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5.2.7. Distribuzione geografica dei gruppi cloroplastici e dei flussi 
genici nella Basilicata Nord-Occidentale

Mappa F
Ogni cerchio rappresenta un singolo aplotipo cloroplastico (sezione 
3.1.1.). Le sottopopolazioni sono descritte dal nome e dal numero di indi-
vidui analizzati (Tabella C). Il flusso genico (Nm), espresso come numero 
di individui scambiato tra due popolazioni per generazione, è rappre-
sentato dal numero adiacente a ciascuna linea di interconnessione tra 
sottopopolazioni (sezione 3.2.1.).
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5.2.8. Distribuzione geografica dei gruppi cloroplastici e dei flussi 
genici nella Basilicata Centrale

Mappa G
Ogni cerchio rappresenta un singolo aplotipo cloroplastico (sezione 
3.1.1.). Le sottopopolazioni sono descritte dal nome e dal numero di indi-
vidui analizzati (Tabella C). Il flusso genico (Nm), espresso come numero 
di individui scambiato tra due popolazioni per generazione, è rappre-
sentato dal numero adiacente a ciascuna linea di interconnessione tra 
sottopopolazioni (sezione 3.2.1.).
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5.2.9. Distribuzione geografica dei gruppi cloroplastici e dei flussi 
genici nella Basilicata Sud-Occidentale

Mappa H
Ogni cerchio rappresenta un singolo aplotipo cloroplastico (sezione 
3.1.1.). Le sottopopolazioni sono descritte dal nome e dal numero di indi-
vidui analizzati (Tabella C). Il flusso genico (Nm), espresso come numero 
di individui scambiato tra due popolazioni per generazione, è rappre-
sentato dal numero adiacente a ciascuna linea di interconnessione tra 
sottopopolazioni (sezione 3.2.1.).
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5.2.10. Distribuzione geografica dei gruppi cloroplastici e dei 
flussi genici nella Basilicata Meridionale

Mappa I
Ogni cerchio rappresenta un singolo aplotipo cloroplastico (sezione 
3.1.1.). Le sottopopolazioni sono descritte dal nome e dal numero di indi-
vidui analizzati (Tabella C). Il flusso genico (Nm), espresso come numero 
di individui scambiato tra due popolazioni per generazione, è rappre-
sentato dal numero adiacente a ciascuna linea di interconnessione tra 
sottopopolazioni (sezione 3.2.1.). 
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5.2.11. Distribuzione geografica dei gruppi cloroplastici e dei 
flussi genici nel Nord del Parco Nazionale del Cilento

Mappa L
Ogni cerchio rappresenta un singolo aplotipo cloroplastico (sezione 
3.1.1.). Le sottopopolazioni sono descritte dal nome e dal numero di indi-
vidui analizzati (Tabella C). Il flusso genico (Nm), espresso come numero 
di individui scambiato tra due popolazioni per generazione, è rappre-
sentato dal numero adiacente a ciascuna linea di interconnessione tra 
sottopopolazioni (sezione 3.2.1.).
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5.2.12. Distribuzione geografica dei gruppi cloroplastici e dei 
flussi genici nel Sud del Parco Nazionale del Cilento

Mappa M
Ogni cerchio rappresenta un singolo aplotipo cloroplastico (sezione 
3.1.1.). Le sottopopolazioni sono descritte dal nome e dal numero di indi-
vidui analizzati (Tabella C). Il flusso genico (Nm), espresso come numero 
di individui scambiato tra due popolazioni per generazione, è rappre-
sentato dal numero adiacente a ciascuna linea di interconnessione tra 
sottopopolazioni (sezione 3.2.1.).
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5.2.12.a. Frequenze aplotipi

Tabella B1
Frequenza degli aplotipi nell’intera area di studio.

5.2.12.b. Comprensori sub-regionali

Tabella B2

Eterozigosità attesa (He), eterozigosità osservata (Ho), indice di fissazione 
o coeeficiente di inbreeding (Fis), numero di alleli (A) e numero di alleli 
totali sono stimati per comprensori (sezione 2.3. e 3.2.1.).
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5.2.13. Popolazioni eco-geografiche o boschi

Tabella C
Localizzazione geografica, dimensione del campione ed indicatori genetici 
stimati per ciascuna sotto popolazione di F. sylvatica.
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5.2.14. Confronto generazione filiale vs parentale

Tabella D
Codice riportato nelle mappe, sotto-popolazioni (M sta per generazione 
parentale ed F sta per progenie) e parametri genetici stimati: numero di 
alleli (A), numero di alleli totali, eterozigosità osservata (Ho), indice di 
fissazione o coefficiente di inbreeding (Fis), differenziazione genetica cal-
colata a coppia (Fst) e i livelli di significatività indicati dal limite inferiore 
e superiore dell’intervallo di confidenza (sezione 2.3. e 3.2.1.).
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5.2.15. Categorie fisionomiche

Tabella E. 
La categoria fisionomica come fonte di variazione, dimensione delle sub-
popolazioni e parametri genetici (sezione 2.3. e 3.2.1.).

5.2.16. Classi di altitudine

Tabella F
Fonte di variazione, dimensione della sub-popolazione e parametri genetici  
(sezione 2.3. e 3.2.1.).
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5.2.17. Sintesi differenziazione genetica

Tabella G
Tutte le fonti di variazione considerate, natura dei marcatori molecolari,  
differenziazione genetica (Fst), intervallo di confidenza con il limite infe-
riore, superiore ed il numero di repliche.

5.2.18. Sintesi differenziazione genetica

Tabella F
Fonte di variazione, dimensione della sub-popolazione e parametri genetici  
(sezione 2.3. e 3.2.1.).


