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Introduzione

La Riserva di Biosfera Alpi Ledrensi e Judicaria ¢
caratterizzata da un’elevata varieta di piante ed ecosi-
stemi di interesse naturalistico. Le piante forestali pre-
senti sia in ambienti naturali che antropizzati, fornisco-
no una testimonianza dei cambiamenti avvenuti nel
territorio e nelle attivita delle popolazioni locali, e
costituiscono un importante elemento del paesaggio,
non solo per la diversita di boschi e la varieta di colori
delle chiome, ma anche per il loro impiego in agricol-
tura come piante da frutto. In passato, alcune latifoglie
nobili come il castagno sono state ampiamente utiliz-
zate come fonte di reddito!. Nel territorio italiano, in
seguito all’abbandono di queste attivita, i castagneti si
sono progressivamente ridotti. Sia per il castagno che
per altre specie la biodiversita forestale attuale puo
raccontare il territorio e il rapporto tra I’'uomo e I’am-
biente. Per valorizzare e conservare la biodiversita ¢
importante considerare diversi aspetti, quali la diver-
sita forestale, funzionale e genetica® delle specie fore-
stali. In tal sendo il progetto URBE impieghera
approcci innovativi basati sul telerilevamento iperspet-
trale®, 1’impiego di sensori posizionati sui tronchi per
monitorare la diversita funzionale della pianta, 1’im-
piego di marcatori molecolari*® e metabolici’ per la
caratterizzazione dei genotipi/ecotipi ed infine la
micropropagazione in vitro per la conservazione del
germoplasma.

Materiali e metodi

Materiale vegetale

Le foglie giovani di 9 individui provenienti da aree
collocate all’interno della Riserva di Biosfera Alpi
Ledrensi sono state raccolte utilizzando uno svetta-
toio, data 1’altezza delle piante secolari campionate
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(tab. 1). Per ogni pianta sono stati prelevati 3 differen-
ti campioni per avere la replica biologica. I campioni
sono stati immediatamente riposti in falcon di plastica
dotate di tappo contrassegnate con la zona di prove-
nienza ed il nome del campione. Le foglie sono state
quindi poste in un liofilizzatore per una notte per poi
essere conservate. Sono inoltre stati campionati dalle
stesse piante germogli erbacei di 5-8 centimetri che
sono stati avvolti in carta assorbente bagnata e riposti
in falcon di plastica. I germogli sono stati conservati
una notte a 4 °C.

Estrazione DNA

Il DNA ¢ stato estratto da 50 mg di tessuto di
ognuna delle 3 repliche utilizzando il Kit il DNeasy
Plant Mini Kit® Qiagen. Il DNA estratto ¢ stato quan-

tificato mediante spettrofotometria con il
NanoDrop™8000 (Thermo Fisher Scientific).

Genotipizzazione

I DNA ottenuto dalle differenti acessioni € stato
utilizzato per il lavoro di genotipizzazione delle
accessioni analizzate mediante marcatori microsatelli-

Tab. 1 - Individui campionati e zone di provenienza.

ecotipo zona di prelievo Descrizione pianta
1 Merlino Marrone pianta secolare
2 Merlno Marrone pianta secolare
3 Merlino Marrone pianta giovane
4 Merlino Marrone pianta givane
5 Lodrone Fratela Marrone
6 Lodrone Ronchi Marrone
. . castagno probabile varieta
7 Ricomassimo £10 pr " "
vecchia "Podet
. . castagno probabile varieta
8 Ricomassimo .
vecchia "Podet"
castagna precoce probabile
9 Daone " gha pre pre "
castagna di San Michele




te (SSR) su 16 loci®. Per la genotipizzazione sono stati
utilizzati 30 ng di DNA per ciascun campione. I pri-
mer utilizzati per amplificare il DNA sono stati mar-
cati con 4 differenti fluorocromi (HEX, TAMRA, 6-
FAM, TxRd) ed utilizzati in multiplex seguendo i pro-
tocolli precedentemente pubblicati da Pererira-
Lorenzo et al., 2017. L’analisi dei frammenti ¢ stata
fatta utilizzando un sequenziatore ABI3130®Applied
Biosystems, e la determinazione delle taglie alleliche
¢ avvenuta grazie all’impiego del GeneMapper®
Software (Applied Biosystems).

Analisi statistica

I profili di amplificazioni ottenuti nella precedente
analisi sono stati utilizzati per le successive analisi
statistiche. A tal fine sono stati impiegati il software
GenAlex’ per determinare il pattern allelico ed il
livello di eterozigosi presenti nelle accessioni analiz-
zate. Il software Structure!® ¢ stato utilizzato per la
determinazione della presenza di raggruppamento in
cluster delle accessioni e quindi una possibile suddivi-
sione in differenti popolazioni. Infine il software
Colony!!' ha permesso di svolgere un’analisi prelimi-
nare di parentela tra gli individui analizzati.

Micropropgazione in vitro

Per la micropropagazione i germogli sono stati
defogliati e tagliati in frammenti, aventi ciascuno una
gemma. Gli espianti sono stati sterilizzati mediante
una soluzione al 16% di ipoclorito di sodio per circa
20 minuti. Sono state successivamente lavati 3 volte
in acqua demineralizzata sterile. Successivamente
messi in due diversi terreni di coltura, privi di ormoni
di crescita, (Schenk e Hildebrandt ed Murashige e
Skoog modificato) in jar di vetro. Le jar sono state
riposte in camera di crescita a 24-26 °C, fotoperiodo
16-8.

Risultati e discussione

Da tutti i campioni analizzati ¢ stata ottenuta una
quantita di DNA sufficiente e sufficientemente integra
per svolgere la successiva analisi di genotipizzazione.

Genotipizzazione

Tutti e 16 i marcatori utilizzati per la genotipizza-
zione hanno dato i profili di amplificazione attesi su
tutti i campioni analizzati mostrando un buon grado di
polimorfismo tra gli ecotipi analizzati. Il numero di
alleli individuati variava da 2 a 4 a seconda del mar-
catore considerato con una frequenza che poteva
variare da 1,6 a 1,8 a seconda della popolazione con-
siderata. Il valore di eterozigosi attesa (He) variava tra
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0,3 ¢ 0,4 e I’indice di Shannon (I), indice di biodiver-
sita, tra 0,43 e 0,56 a seconda della popolazione ana-
lizzata. Sono stati individuati alleli privati negli indi-
vidui campionat nella zona di Ricomassimo e Daone
cosi come alleli comuni aventi una frequenza pari allo
0,9 in entrambe le popolazioni. (fig. 1).

Popolazioni presenti

In seguito all’analisi con il software Structure le
popolazioni sono state suddivise in due cluster princi-
pali (K=2): il primo comprendente le varieta di
castagne ed il secondo il gruppo dei ‘Marroni’ (fig.
2). L’analisi di parentela svolta con il software
Colony, evidenzia che sia entro marroni che entro
castagno tutti gli individui possono essere interpretati
come fullsib, ovvero fratelli (tab. 2). Tale risultato va
pero interpretato con cautela, visto che nonostante le
provenienze degli individui siano differenti, il numero
estremamente ridotto dei campioni analizzati
potrebbe portare ad una sovrastima del grado di par-
entela.

Micropropagazione

Nelle piante micropropagate in terreno solido
dopo 15 giorni la gemma sull’espianto ha mostrato
rigonfiamenti e successivamente la comparsa di
foglioline (fig. 3). Una volta emesse le prime radici le
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Fig. 1 - risultati analisi GenAlex: Na=numero di alleli;
Ne=numero effettivo di alleli; I=indice di Shannon; No di Allei
Privati; No di alleli Comuni; He=eterozigosi attesa
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Fig. 2 - Risultati analisi Structure: K=2. In verde pop1 Marroni in
rosso pop 2 castagno
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Tab 2 - Analisi di parentela.

.Full. Member
Sibship| Prob  |Prob -
Index 1 2 3 4 5 6

1 0.9955 | 0.9955 | mel | me2 | me3 | me4 f o

2 0.9982 | 0.9982 | ril | ri2 d

foglioline

espianto con gemma rigonfiamento gemma
Fig. 3 - risultati preliminari micropropagazione

piante saranno trapiantate in terreni successivi fino
all’ottenimento di piante in vaso da utilizzare in
campo. L’obbiettivo finale vuole essere quello di pro-
pagare materiale autoctono in un’ottica di conserva-
zione del germoplasma locale.

Conclusioni

In questo studio preliminare su popolazioni di
castagno presenti all’interno della Riserva di Biosfera
Alpi Ledrensi, finanziato dal MAB-Unesco, ¢ stato
dimostrato che gli ecotipi analizzati si possono suddi-
videre in due gruppi precisi uno contenente gli ecotipi
di castagne e ’altro quello di marroni. I marcatori uti-
lizzati sono sufficientemente informativi per discrimi-
nare queste due popolazioni. L’incremento del nume-
ro di campioni, delle zone campionate e del numero di
marcatori, con il supporto ulteriore dell’analisi dei
metaboliti presenti negli individui analizzati, potra
permettere di ottenere un’ulteriore diversificazione
anche all’interno dei due gruppi individuati, castagne
e marroni. Inoltre i risultati ottenuti dalla attivita preli-
minare di micropropagazione fanno sperare in una
futura attivita applicabile al vivaismo locale al fine di
poter utilizzare il materiale locale caratterizzato in
futuri impianti, per conservare quanto piu possibile il
germoplasma presente sul Trentino e la sua biodiver-
sita.
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