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Introduzione- Scopi del lavoro

Capitolo 1
Scopi del lavoro

Le ricerche descritte in questo elaborato riguandarutilizzando i casi studio dhododendron
ferrugineumL. e dell'ibrido conR. hirsutumL. (Rhododendron x intermediufiausch) - due
fenomeni di rilevante importanza ai fini della censzione biologica:
1) la variabilita genetica di popolazioni di piccoleménsioni, disgiunte dalla distribuzione
geografica principale della specie e in condizatimharginalita geografica,
2) il valore adattativo di ibridi naturali e i flusgenici esistenti con le popolazioni parentali.
Entrambi i fenomeni costituiscono temi centrali loektudio della diversita genetica delle

popolazioni naturali e per I'elaborazione di stgatedi conservazione.

1.1 Obiettivo |. Caratterizzazione genetica delle ppolazioni sud-europee di

Rhododendron ferrugineunt.

Ci si e proposti di analizzare la variabilita geécetdelle popolazioni dRhododendron ferrugineum
L. nel suo areale, con particolare attenzione atke marginali dell’Appennino, dove la specie
rappresenta un caso di pseudo-rarita, al fine Witare la diversita genetica di queste popolazioni
periferiche e valutare appropriati interventi dinservazione o reintroduzione.. | campionamenti
sono stati effettuati nelle uniche 3 stazioni pnéissugli Appennini. Al fine di confrontare la
struttura genetica di queste popolazioni sono statesiderate anche popolazioni delle Alpi

Marittime, delle Alpi centro-orientali e dei Pirane

Al fine di valutare I'importanza di queste popolaai nellambito della diversita infraspecifica di
Rhododendron ferrugineumconsentire la migliore strategia di conservagj@ncruciale conoscere
se vi siano differenze importanti tra le popolazidell’areale per poter eventualmente selezionare
opportunamente gli individui da moltiplicare petterventi di reintroduzione. | protocolli per i
rafforzamenti e le reintroduzioni suggeriscono finfdi considerare tra i diversi fattori anche la

diversita genetica delle popolazioni originaridiaé¢ di non alterarla.

Questo lavoro aveva anche lo scopo, attraversallamenetica di tali popolazioni relitte e detdo
rapporto con le altre popolazioni nell'areale ditdbuzione, di fornire alcune indicazioni per adio

di conservazione. In base ai dati rilevati e sgaissibile valutare se le popolazioni delle altraezo
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Introduzione- Scopi del lavoro

considerate (Alpi Marittime, Alpi centro-orientaiPirenei) presentano caratteri genetici affire all
popolazioni relitte dell’Appennino; queste inform@d sono utilizzabili per pianificare idonei

interventi di conservaziona situ o ex situ

1.2 Obiettivo II: Caratterizzazione genetica dellgpopolazioni di Rhododendronx
intermediumTausch

Allo scopo di valutare — in un caso esemplare fenbmeno dell’erosione genica € stato preso in
esame anche il fenomeno dell'ibridazioRdhododendron ferrugineynnfatti, puo ibridizzarsi con
un’altra specie presente sull’arco alpiRihiododendron hirsutum

Queste due specie, nonostante le differenti esggeaplogiche, riescono a coesistere in alcuni
territori e dare origine ad un ibrid®Kododendrorx intermediun in grado di incrociarsi sia con
gli altri ibridi sia con i due parentali (fenomedaell’introgressione) dando origine, nell’area stess
ai cosiddetti sciami ibridi, ovvero linsieme di dividui di generazioni successive con

caratteristiche sia morfologiche che geneticheopigieno simili a uno dei due parentali.

Le modificazioni ambientali stanno causando un msgjvo rimpicciolimento delle aree occupate
dalle due specie parentali ed un depauperameni® Ided popolazioni. Per questo motivo risulta
di fondamentale importanza anche lo studio dellacigp ibrida, del suo valore adattativo
all’ambiente modificato ed i flussi genici esisiezdn le popolazioni parentali.

Obiettivo di questo lavoro era considerare le papohi delle tre specie drRhododendron
campionate nei tre siti in cui e stata segnalatartaco-presenza. Dopo una identificazione su base
morfologica, osservandone le caratteristiche fogliai € programmata una identificazione
utilizzando dei marcatori molecolari filogenetiGulla base dei risultati ottenuti, di ogni specie
doveva essere valutata la diversita genetica evgntuali flussi genici, utilizzando marcatori

molecolari microsatelliti.
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Introduzione- Flora Alpina: un deposito di specierare

Capitolo 2

Flora alpina: un deposito di specie rare

2.1 Tipi di rarita

Come Charles Darwin osservo nel 1859, nellaGnahe Origin of Speciels rarita € un fenomeno
che, nella storia naturale, € legato indissoluhilimecon il processo dell’ estinzione e con la
liberazione di opportunita di vita per nuove spedialla fine del Pleistocene, comunque,
'estinzione e stata favorita o direttamente pra@atacda interventi delluomo, sia diretti che
indiretti. Ora, al fine di mantenere la diversitélbgica, minacciata dall’espandersi degli impatti

umani, le attivita di conservazione biologica soinolte soprattutto alle specie rare.

Le piante vascolari possono essere rare per unapgsieta di ragioni. In linea generale, tuttavia,
una specie e rara perché vive in un habitat motigdto (rarita naturale) o perché il suo habitat e

stato trasformato dall’'uomo creando una sua eldvatamentazione e popolazioni poco humerose.

Il termine “raro” si riferisce principalmente allfistribuzione geografica e alle dimensioni delle

popolazioni di una specie.

L’attento esame dei modelli di distribuzione e dbandanza di una specie, unitamente ad altri
inerenti le varie caratteristiche biologiche, pettaali raggruppare le specie rare in classi distint
cosi da poter ottimizzare gli sforzi delle azionptbtezione.

Y

Una classificazione particolarmente efficace dedlgta naturali € stata proposta da Rabinowitz
(1981, 1986) che ha collegato la distribuzione gaficp, con la specificita degli habitat e con
'abbondanza della popolazione. (Figura 2.1).

Il genereRhododendrorL.: diversita genetica e fenomeni di ibridazione.



Introduzione- Flora Alpina: un deposito di specierare

Distribuzione Ampia Ristretta
geografica
Specificita dell' habitat Dehale Elevata Debole Elevata
Popolazioni locali Specie abbondanti inuna  Specie abbondanti in un Specie abbondantiin molti  Specie abbondanti in un
grandi, talvolta grande varieth di habitat habitat specifico in un' habital in una regione habitat specifico in una
dominanti (es.: Chenopodien album ) ampia regione geografica geografica ristretia regione geografica ristretta
{es. Carexnigra nelle (son0 notl pochissimi casi,  (es. Sanguisorba
torbaere basse) es.: Fuchsia procimbens,  dodecandra , nelle Alpi
endemica della Nuova valtellinesi)
Zelanda)
Popolazioni locali Specie presenti con piccole  Specie presenti con picoole  Specie presenti con piceole  Specie presenti con piccole
piccole, non dominanti popolazion in un’ampia  popolazioni in un habitat piopolazioni in molt habitat,  popolazioni in un habitat
regione geografica e in molti specifico, in un' ampia in una regione geografica  specifico, in un' area
hahbitat regione geografica ristretta geografica ristretta.
{es.: Viola tricolor) (es.: Alisma plantago- {Mon sono nodi casi di i molie specie endemiche;
aguatica nel suoli palusti)  questo ipo) es. endemiti del gen
Privrinde)

Figura 2.1 Le forme di rarita definite da Rabinowitz (da Feerr2001).

Uno dei limiti di questa classificazione, tuttavtache le cause della rarita (ad esempio una lianita
disponibilita di habitat idonei) non si distinguodalle conseguenze della rarita (ad esempio la

perdita di alleli rari).

2.2.1 La rarita periferica: sua importanza biologica

La pseudo-rarita o rarita periferica (Rabinowit@81) € un fenomeno proprio di specie che sono
rare in luoghi particolari ma comuni in altri. Lal&zione tra rarita e marginalita geografica reult
essere positiva (Hengeveld e Haeck, 1982; BrowB8418lathal et al., 1996). La maggior parte
delle specie rare in un territorio sono le spetie in questo territorio sono alla periferia detieol
distribuzione geografica e le specie che si troviancondizioni periferiche — sia geografiche che

ecologiche - hanno maggiore probabilita di essare r

Le popolazioni geograficamente marginali hanno rnragg@robabilita di essere in pericolo rispetto
alle popolazioni centrali. Queste popolazioni temml@ trovarsi in ambienti meno adatti alla loro
vita e sono spesso isolate dalle popolazioni piiraé e spazialmente continue. E’ assai probabile
che popolazioni marginali occupino nicchie ecolbgianarginali rispetto alle condizioni centrali
della variabilita adattativa della specie. Ne deria loro importanza sia ecologica che genetica
(Conradt, 2001; Lesica e McCune, 2004; Case e2@D5; Gapare et al., 2005; Holt e Keitt, 2005)
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Introduzione- Flora Alpina: un deposito di specierare

e, come suggerito dalle organizzazioni internaZiol&CN, Consiglio Europeo), dovrebbero
essere considerate una risorsa per la biodivessitguindi essere incluse nelle azioni di
conservazione. Nonostante la loro importanza psotamente alcune popolazioni marginali di

specie comuni sono oggetto di iniziative di conaerene (Fraser, 2000).
L’impatto umano é stato definito la principale nin& per le popolazioni marginali:
- impatto diretto: pascolo e calpestamento

- impatto indiretto: diminuzione degli habitat adatfin particolare nella Regione

Mediterranea)

Inoltre il riscaldamento globale potrebbe essestovcome una minaccia, in particolare per le
specie artico-alpine e orofite, anche se al momantovi sono evidenze di un impatto attuale di

guesta minaccia sulle popolazioni studiate (Abiedile 2009).

Il livello di stress di una popolazione € inversateelegato al suo sforzo riproduttivo e di
conseguenza, alla sua capacita di sopravvivenzesqi®a 1990). Molti autori definiscono la
capacita riproduttiva delle popolazioni marginalimgparabile a quella delle popolazioni al centro
dell'areale non evidenziando quindi alcun tipo difarenza dalla loro condizione marginale
(Lammi et al., 1999; Channell, 2004; Kluth e Brustle, 2005; Yakimowsky e Eckert, 2007).

La rarita 0 un range ristretto non necessariamentécano una minaccia di estinzione (Rabinowitz
et al., 1986; Broennimann e al., 2005) ed é statesirata la stabilita di numerose popolazioni
marginali con un range ristretto (Gottlieb, 19&agsvold, 1981; Henderson e Seaby, 1999;
Channell, 2004).

La scala spaziale alla quale viene studiata unalppipne marginale € molto importante. Le
popolazioni isolate si trovano in un ben definiamge geografico. Un approccio biogeografico
permette di enfatizzare I'importanza delle popalazimarginali nell’ottica del I'areale totale, in
prospettive conservazionistiche. Una specie puéresomune in una regione biogeografica (come
Rhododendron ferrugineumella regione Alpina) ma pud presentarsi con dagmpolazioni in
un’altra regione biogeografica (conrkhododendron ferrugineumell’ Appennino tosco-emiliano)
che diventa quindi d'importanza strategica perdiaservazione della specie.
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Introduzione- Flora Alpina: un deposito di specierare

2.1.2 Principali caratteristiche delle popolazioperiferiche

Le popolazioni periferiche (o marginali) divergodalle popolazioni al centro dell'areale per due

processi: il flusso genico e la selezione natufiaésica e Allendorf, 1995).

Le popolazioni periferiche si trovano vicino al tioe esterno dell’areale della specie e sono spesso
relativamente piccole e isolate rispetto alle papimni centrali (Mayr, 1963; Lawton, 1993) e di
conseguenza il flusso genico e ridotto. In condizioaturali, le loro piccole dimensioni sono
direttamente correlate alla rarita degli habitatadIl numero ridotto di individui puo dar luogo

una riduzione significativa dell’eterozigosita dldevariabilita allelica (Nei et al., 1975; Allendp
1986; McCommass e Bryant, 1990).Le popolazionifeeche con ridotti flussi di polline e semi,
hanno maggiore probabilita di riprodursi per autgollinazione o per via vegetativa, con il
conseguente incremento di individui di tipo clondleidotto flusso genico (isolamento), le piccole
dimensioni delle popolazioni e I'effetto del fonda, possono portare a una deriva genica con la
conseguente riduzione della variabilita geneticaine incremento della differenziazione delle
popolazioni marginali. Inoltre, le popolazioni so¥ano in nicchie ecologiche marginali o in
condizioni di stress. Per questo le popolazionigimali sono speso geneticamente differenti in

seguito alla divergente selezione naturale.

Puo accadere che [lelevata diversita delle condizi@ambientali marginali influisca
sull’eterozigosita delle popolazioni periferiche mtenendola elevata e agendo contro la scarsa
variabilita genetica tipica delle popolazioni ddatte dimensioni. La variabilita genetica delle
popolazioni marginali € comunque da attendersiriofe rispetto alle popolazioni di grandi
dimensioni collocate nellambiente ottimale, al werdell’areale (Lesica e Allendorf, 1995).

Valore per la conservazione

E’ ampiamente noto che la conservazione della speonta, innanzitutto, alla protezione della
variabilitd genetica presente in tutto il suo radgdistribuzione (Ehrlich, 1988). Infatti gli andbiti
cambiano continuamente e per sopravvivere gli asgardevono avere una variabilita genetica tale

da permettergli di evolvere (Gilpin e Soule, 1986).

La variabilita genetica é suddivisa sia all'intet@lle popolazioni che tra una popolazione e Baltr
Salvaguardare le caratteristiche interne delle lagpani implica la protezione di grandi
popolazioni vitali (popolazioni centrali) che norrgeranno variabilita in seguito a deriva genica.

Importante € conservare anche le popolazioni maligoche sono spesso sia geneticamente che
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morfologicamente diverse dalle popolazioni centrafilvaguardare questa diversita implica la
conservazione di quegli adattamenti che permet&dieopopolazioni marginali di sopravvivere in
condizioni ambientali critiche. Le popolazioni maxaji, quindi, potrebbero essere importanti per la

sopravvivenza e I'evoluzione delle specie e sphasmo un alto valore per la conservazione.

Il flusso genico delle popolazioni periferiche datto a causa del loro isolamento. Il basso flusso
genico di queste popolazioni ridurra l'alto flusgenico delle popolazioni centrali promuovendo
cambiamenti nella frequenza degli alleli comunigmanto avranno il sopravvento i nuovi alleli
selezionati dalle condizioni ambientali perifericler tale motivo le azioni di conservazione delle
popolazioni periferiche si rendono necessarie styita nell’ottica di eventi di speciazione futari
partire da queste popolazioni marginali.

2.2Le orofite alpine nelle catene montuose sud europee

Le orofite sono specie vegetali che si sono adatlé condizioni montane, nel senso piu ampio,
cioe inclusi tutti i livelli biologici e non solowgllo di alta montagna, oltre il limite degli albdra
determinazione del limite altitudinale inferiorer plebioma orofitico é stato fissato a 500 metri pe

I'Europa centrale (Ozenda, 2002).
Il termine alpino ha due differenti significati:

- CiO che caratterizza le alte montagne, relativarege diversi; si parla quindi di fascia alpina

e flora alpina.
- cio che siriferisce all'arco alpino stesso, a@albstituito con il termine alpico.

Sulla base degli studi fatti sulla storia dellage®zione dell'arco alpino si pensa che la maggior
parte delle specie orofite siano nate nell’epodaRtiecene, in particolare per quanti riguarda le

specie dei Pirenei, dei Carpazi e dei Balcani.

Tenendo conto dell'altitudine media delle montaghBuropa (dai Pirenei, ai Carpazi fino ai
Balcani del nord) potrebbe sembrare che l'arconalpsia al centro di un sistema montuoso

complesso. (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Il sistema alpino (Ozenda, 2009). In nero i terrigtuati oltre i 500 m slm. A: Alpi
('asse intra-alpino e delimitato dalla linea tegfgjiata bianca), Mc: massiccio centrale francese; J
Giura, Ap: Appennino settentrionali, D: Alpi Dinahie, C: Carpazi, B: Balcani, H: monti medi
germanici.

L’'unita e l'originalita di questo sistema € evidemtella sua flora (la sua area coincide chiaramente
con l'areale di distribuzione dibies albaQuercus pubesceresRhododendron ferrugineyno nei
suoi significativi endemismi (Ozenda, 1990; Aescim et al., 2004).

C’e ancora molto lavoro da fare per definire laristalelle piante con i recenti sviluppi nella

geologia delle Alpi e piu in generale, del sud Baro

In particolare I'impatto delle glaciazioni sulleapie € molto piu complesso di quello che possa
sembrare, in quanto occorre tener conto anche &dleinterglaciali che sono periodi di attiva
formazione della copertura vegetale. Lo studio 'elgfica tardo-glaciale e dell’Olocene e
sicuramente uno strumento importante per valutattuale flora alpina. Le popolazioni delle
montagne sono il risultato di: specie autoctonanfde sul posto durante lo sviluppo della catena
montuosa, e di specie migrate da altre catene rasatu

La prima flora orofita delle Alpi si e formata daauflora di pianura che includeva un mix di specie
tropicali e subtropicali insieme a specie piu terafe (Scharfetter, 1938). Molti generi sono

sopravvissuti a questa flora iniziale, specie endeendel sistema alpino ma chiaramente legate a
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Introduzione- Flora Alpina: un deposito di specierare

gruppi tropicali: Bordereae Ramonda(Pirenei), Berardia (Alpi occidentali). Questi relitti sono
principalmente presenti nella parte meridionalesisgema alpino: Pirenei (soprattutto nella parte

spagnola) e Balcani, dove si sono rifugiati durdetiasi di maggiore espansione glaciale.

La maggior parte delle orofite alpine risalgonolabilmente al Pliocene e derivano da una flora
simile e temperata che attualmente si trova in pa@entrale e Meridionale. Il Pleistocene, con le
sue fasi glaciali-interglaciali ha agiso sopratiusulla distribuzione di specie gia originatesi nel
Pliocene (Comes e Kadereit, 1998; Kadereit eR@D4). e, in alcuni casi, ha favorito la speciagion

simpatrica da specie preesistenti (come nei gétramula e Saxifragg.
Questi processi hanno favorito, tra I'altro, dye gjenerali di endemismi:

- specie che sono endemiche di una sola catenauosaad esempio solo delle Alpi, solo dei

Pirenei, solo degli Appennini settentrionali

- specie che esistono in piu zone ma che sono adsentidal sistema alpino (ad esempio

Rhododendron ferrugineym

Da quanto detto si deduce come abbiano avuto uo rolto importante nella formazione della
flora alpina gli scambi tra aree diverse del sistemipino. Una gran parte di questi scambi puo
certamente essere attribuita ai meccanismi di adipersione (semi, parti di infiorescenze), ma le
migrazioni all'interno del sistema sono state gedate facilitate dalla presenza di rilievi intermed
tra le catene di grandi dimensioni. Ad esempiayafai tra I'arco alpino e i Pirenei possono essere
stati svolti grazie alla presenza di rilievi chéuatmente sono molto rimpiccioliti o addirittura

spariti (Massiccio centrale e monti della Prover{Zz®enda, 2009).

Nell’Appennino settentrionale, le glaciazioni quatgie hanno lasciato segni evidenti specialmente
nei versanti settentrionali dell’Appennino (Losact882): rocce levigate, valli glaciali sbarrate da
ammassi morenici, circhi glaciali ora colmi d’acooma di torba con polline fossile lo studio del
guale ha consentito di ricostruire le vegetaziasgate di questo tratto dell’Appennino (Ferrarini,
1977). La maggior parte delle entitd che oggi papol 'Appennino settentrionale proviene
dall'arco alpino; molte vi sono pervenute quandalima era piu freddo dell’attuale e vi sono
rimaste, accantonate non differenziate, in pochei@ti (Ferrarini, 1977), mentre altre si sono
differenziate in nuove entita endemiche, come Planappennina o come Murbeckiella zanonii
(Ferrarini, 1979). Se percorriamo da nord a sudak@na appenninica troviamo via via il limite

meridionale dell'areale di numerose entita, fenommewwto come “caduta floristica”, questo é
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particolarmente evidente in alcune porzioni de#ena, tra le quali 'Appennino Tosco—Emiliano
ed in particolare nella zona del Passo dell’Abetdarse per le particolari condizioni delle cime,
superiori ai 1900 m, con basse temperature mediaeae con alti innevamenti. Tali condizioni
hanno consentito la persistenza anche di un’impteteenosi relitta d’abete rosso (Chiarugi, 1936;

Ferrarini, 1977) oltre a quella del rododendrostes

Da questa rapida sintesi emerge una delle ragianirende importante la protezione degli ambienti
naturali che ospitano le piante piu rare: esseremgntano specie a ridotta adattabilita dal punto d
vista delle condizioni ambientali e sono quindi deioni indicatori dello stato di salute degli

ambienti anch’essi rari, o addirittura esclusivi, eome tali - devono essere oggetto di attivita di

conservazione e tutela.
2.3 Il problema dei cambiamenti climatici

Le minacce che agiscono sulla flora di montagn@o sguelle che fondamentalmente agiscono

sull’'intera biodiversita ed anche sull'uomo e la salute.

Thuiller (2007) mette in evidenza le minacce aliadiversita mentre la IUNC (Union for

Consercation of Nature) (www.iuncredlist.org) lggeuppa in 11 categorie.

Le minacce che attualmente agiscono sulla flormnaltagna in Europa sono per lo piu di natura
antropica, sia dirette (distruzione di habitat, rasfrutture turistiche e viarie) che indirete
(cambiamento dell’uso del suolo come abbandonopdstolo o dell’agricoltura tradizionale e

conseguente eccessivo imboschimento che causarmi@@mbientale).

A volte intervengono anche fattori interni allaqti@ come ad esempio I'isolamento genetico dovuto
all'isolamento geografico delle popolazioni chesgmesono frammentate.

Un’altra minaccia € il Global Changé ovvero 'aumento delle temperature, la diminuzoe
lirregolarita delle precipitazionicfimate changg lo scioglimento dei ghiacciai, I'effetto serra.
Queste minacce sono principalmente dovute al dacaénto dell’atmosfera terrestre a causa
dell'arricchimento dei gas atmosferici con £0Ila diminuzione dello strato di ozono.

Il principale effetto detlimate changesulla flora alpina € la risalita in quota delleesig alpine e
nivali. Parolo e Rossi (2008) evidenziano due tlpispecie: uno che é in grado di muoversi
velocemente f@st migran} che ha un tasso di risalita di 58,7 m/decaden@ che si muove

lentamenteqlow migran} che ha un tasso di risalita di 13 m/decade.
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Le speciefast migrantriescono a risalire in modo cosi efficace gradie presenza di diaspore

(semi e spore) molto leggere o dotate di appermtheifavoriscono comunque il trasporto da parte
del vento. Le specie slow migrant, al contrarionria semi a lenta risalita e sono quindi piu
soggette all’estinzione locale o comunque sonoositevrispetto alle altre specie che sono in grado
di adattarsi piu velocemente alle nuove condizgpingendosi in breve tempo piu a monte, dove
sussistono le condizioni ambientali adatte alla lorescita. Queste ultime specie molto veloci
hanno pero due problemi: la quota di montagna, gwesrmai raggiunto la vetta, e la risalita di

piante competitive e d il conseguente rischio dine®ne. Inoltre questi movimenti della flora

verso I'alto portano a una conseguente banalizneziella flora alpina europea con la perdita entro
il 2080 del 60% delle specie presenti e la lordismsone con altre specie per il 70% (Thuiller et

al., 2005) abbattendo quindi il livello di biodig@a presente in queste zone.

Le alte montagne, al pari delle zone artiche, samee fredde, dove la flora &€ adattata a vivere in
condizioni estreme e quindi probabilmente, incapficadattarsi a cambiamenti sostanziali. Essere
specializzati, com&hododendron ferrugineurahe € una specie chionofila (cioeé adattata aeres

in siti dove permane per molto tempo la neve alupuo portare al pericolo di estinzione, in caso

di modificazioni profonde delle condizioni di vita

Ci sono tre modi con cui le piante di montagna posgispondere ai cambiamenti climatici:
- adattarsi al clima modificato,
- spostarsi in una zona con un clima piu adatto,
- estinguersi.

Una pianta puo adattarsi ai cambiamenti climaticidiversi modi come: graduale adattamento
genetico delle popolazioni, plasticita fenotipicav\ero adattare il proprio fenotipo al nuovo

ambiente) oppure preferendo un climax edafico tisgeun climax climatico.

Prove raccolte dai cambiamenti climatici passatidéao ad indicare che le specie sono piu
propense a spostarsi verso posti piu adatti che adattarsi geneticamente (Huntley, 1991).
Tuttavia vi sono anche evidenze che in particadri{lunata, cioé zone di alta quota non copede d
neve o ghiaccio) molte specie di origine terziargsjstenti al freddo, sono sopravvissute alle cris
glaciali. In accordo con Scharfetter (1938), naisoodei periodi interglaciali piu caldi, le foreste
delle basse montagne (1800-2300 m) sono salitenlio verso le vette, causando la riduzione di

numerose popolazioni di orofite. Molte orofite @, che ora vivono nei rifugi glaciali, come i
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picchi delle basse montagne delle Alpi, sono nir@e in quanto € impossibile per loro migrare
piu in alto sia perché non sono in grado di mudweosi rapidamente sia perché la zona nivale non

e presente.

La presenza di specie relitte del Terziario su kemgmontane e subalpine nelle regioni meridionali

e sud-orientali delle Alpi, soprattutto su sudlaarei, € un esempio di persistenza ed adattamento
alle condizioni climatiche. Inoltre la persistenpad essere supportata dalla grande longevita
(centinaia di anni) di molte piante alpine (in paotare le piante clonali che, attraverso la citesci
vegetativa, formano strati piu 0 meno estesi) cathesempidkhododendron ferrugineu(@®ornon

ed Escaravage, 1999). Le piante clonali, in pdercquelle con un tipo di crescita “a falange”,
possono resister e competere con le specie invéBoraon e Doche, 1994; Escaravage, 1997).

In passato le glaciazioni hanno portato alla fram@azone e a volte alla scomparsa delle
popolazioni di alcune specie in tutto l'arco alpinttavia le glaciazioni hanno generato
rinvigorimento ed evoluzione della flora alpinassi®. Infatti ai margini delle Alpi, in particolare
nelle Alpi orientali, le popolazioni locali sonoteste in contatto con popolazioni provenienti da
altre regioni, come ad esempio i Balcani, a caetle duove condizioni ecologiche e si sono speso
ibridizzate con queste o piu raramente, tra di.ldpmesto ha portato alla poliploidia che e
considerato un meccanismo rapido di adeguamengonaibve condizioni ecologiche. Alla fine
delle glaciazioni le nuove specie poliploidi meghdattate all’ambiente hanno potuto espandere il
loro areale e colonizzare nuovi territori (FavargerGalland, 1996). Allo stato attuale, |l
riscaldamento agisce in modo opposto; infatti, sekbi cambiamenti climatici possano
rapidamente fornire nuove condizioni ecologichen@to improbabile, a causa delle barriere di
dispersione, che le diverse popolazioni a baseteqccupino rapidamente i nuovi territori a quote
piu elevate, né creino fenomeni di ibridazione bpboidia con le specie gia presenti. In ogni caso,
per le specie relativamente legate da poter e#fedtaon successo un’ibridazione, il cambiamento
climatico puo provocare un isolamento dell’habdagli ibridi dagli habitat parentali, permettendo
cosi I'evoluzione di specie distinte, cioe lontatee parentali (isolamento genetico) e dalle specie
concorrenti (isolamento ecologico) (Gugerli, 1997).

Molti casi dimostrano che la forte selezione indatd un cambiamento climatico puo rapidamente
creare differenziazione genetica tra le popolaz{@hieurillat et al., 1998). La diversita genetica e

un importante requisito per I'adattamento alle reioendizioni ambientali che si vengono a creare.
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La distribuzione attuale di molte specie endemidggionali € conseguenza di un impoverimenti
genetico che ha impedito una maggiore espansione.

La frammentazione delle popolazioni e di partioelanportanza per le specie endemiche e per le
orofite. Se queste specie non possono persistemgaimeterminata area, mostrano una distribuzione

frammentata o disgiunta (nord-sud, est-ovest) dridgiida possono estinguersi localmente.
2.4 L'importanza della copertura nevosa

La copertura nevosa ha un’influenza rilevante suéigetazione oltre il limite altitudinale degli

alberi.

I manto nevoso ha un importante ruolo di protegiotontro l'inaridimento e I'eccessivo

raffreddamento del terreno; sotto la neve il tesrgrene mantenuto costantemente umido, sia in
rapporto al lento stillicidio della neve stessa, ger la difesa che questa esplica nei confronti de
venti che in montagna hanno un elevatissimo paotierevaporazione, in rapporto al deficit di

saturazione dell’atmosfera; inoltre sotto la praiee termica della neve il terreno non gela o gela
per brevi momenti; da qui la perenne attivita dplente alpine, moltissime delle quali sono sempre
verdi come le Ericacee, e il loro immediato rigogiregetativo appena la neve scompare in

primavera; la loro attivita non subisce sosta ine@ ma solo un rallentamento di intensita.

Concorre a questo fenomeno dell’attivita vegetatigedurante sotto la neve il fatto importante che
la coltre nevosa a meno che non sia eccezionalnpetéste, permette il filtrare della luce sino al

terreno, di una luce diffusa, sia pur tenue, chienpéte il continuarsi dell’attivita foto sintetica.

In linea meno saliente, ma non per questo trasdardla neve esplica azioni favorevoli sulla
vegetazione riflettendo le dirette irradiazioniasoke innalzando cosi la temperatura dell’ambiente,
captando il pulviscolo e i detriti tra i quali gliedrganici che abbandonati sul terreno, quando si
sciolgono le nevi, creano o migliorano la coltredsa, costituendo riserve d’acqua per la stagione
estiva e favorendo la diffusione delle specie @pendei loro disseminuli (spore, conidi, semi,
frutti).

Ma la copertura nevosa ha anche effetti negatiNa ssegetazione. La neve gelata e pulverulenta,

turbinata dal vento, agisce come polvere di smerglcorrode le piante legnose portandole talora

alla morte; riflettendo fortemente i raggi solaetermina un forte abbassamento di temperature alla

sua superficie superiore, una zona di gelo chec&vaer quelle porzioni di piante che emergono

dallo strato di neve; I'innevamento troppo prolutogabbrevia il periodo vegetativo e talora lo
18

Il genereRhododendrorL.: diversita genetica e fenomeni di ibridazione.



Introduzione- Flora Alpina: un deposito di specierare

annulla completamente. Infine con il suo peso kendetermina facilmente danni e schianti alle

piante innevate, da qui I'affermarsi degli arbustni alle maggiori altitudini.

2.5 Strategie di conservazione e progetti correlati

La conservazione riguarda sempre — in ultima analls risorse genetiche, se non altro come
salvaguardia del risultato del processo di evoheiche ha avuto inizio 4,5 milioni di anni fa (
Eisner et al., 1995).

| dati concernenti il livello e la distribuzionelldevariabilita genetica, le caratteristiche bgikhe
e riproduttive, nonché un’attenta analisi delle aeite alle quali le varie specie sono soggette,

permettono di scegliere la strategia di conservezmu adatta.

Il processo di conservazione deve essere indinzaatutti i livelli di organizzazione biologica
(Rajora et al., 2000):

- conservazione a livello di gene: si preferisce eorare tutto il pool genico di una
popolazione invece che i singoli alleli; la congeene di un particolare carattere, dovuto
all'effetto di uno o piu alleli, avviene tramite @onservazione dei genotipi portatori del
carattere stesso (ad esempio quello che si failcganerePrunusL. in cui vengono
selezionate alcune caratteristiche particolari exseovate attraverso la propagazione

vegetativa),

- conservazione a livello di specie: essendo le sesodisponibili per questo tipo di
conservazione molto limitate rispetto al numersmgiecie che necessitano di tutela, é stata

definita una scala di priorita di conservazione shigasa sui seguenti caratteri delle specie:

o livello di rarita e di pericolo di estinzione inicsi trovano le specie, cercando di
estendere la tutela al piu alto numero di pool ggrossibile (Millar e Libby, 1991).
| taxa monofiletici rappresentano comunque il pristep di conservazione in

particolare per il loro elevato valore evolutivo.
o Utilita delle specie per 'uomo.
o Valenza ecologica (Falk, 1991).

La tendenza generale & quella di conservare lel@zipai con adattamento locale, anche se

non rappresentano l'intera variabilita geneticdadgpecie.
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conservazione a livello di popolazione, comunitapséstema: il pool genico di una
popolazione naturale si trova in armonia con I'anke in cui la popolazione si &€ adatta tata
a vivere e puo essere mantenuto nelle generazimtiessive solo nello stesso contesto
ambientale. Quando una popolazione viene ad es$ienmata, ridotta o incrociata con
un’altra, il pool genico originario non pud essatieostruito. Per questi motivi la
conservazione dovra riguardare tutte | componeméi interagiscono con la popolazione

ovvero si deve realizzare una conservazione anedie fthbitat.

Le strategie di conservazione dipendono:

dalla natura degli organismi: la lunghezza deiiordali, i sistemi di accoppiamento, la

dimensione degli individui.

Dalla scala temporale: si dovranno prevedere icpkrii livelli di minaccia e lo stato di
salute delle generazioni successive della spegettmdi tutela,

Dalla realta socio-economica nella quale si travadecie da conservare,

Dall'obiettivo della conservazione: ovvero dal gratll tutela necessario, Si puo distinguere:

o Conservazione dell’adattabilita genetica: e I'ofbwet piu importante da conseguire
ed ha valenza massima per tutte le specie. Nelinasda I'interesse non sia solo la
conservazione delle frequenze alleliche ma ancpeocessi di adattamento senza
perdita della fitness delle popolazioni, si possoeffettuare strategie di

conservazione dette evolutionary conservationegras.

o Conservazione della potenzialita genetica necessdiespressione di particolari

caratteri fenotipici,

o0 Conservazione della massima variabilita: mira allanservazione di tutte le

caratteristiche (sia attuali sia future) di unacspe

Da un punto di vista generale gli interventi di servazione delle risorse genetiche vegetali

POSSONO essere:

Conservazionén situ. ha come oggetto soprattutto la popolazione e$fstema, ma puo
essere una strategia mirata anche ad una singetéespn questo caso la conservazione
comporta il mantenimento della specie, delle catauti cui fa parte e degli ambienti nei

quali si é adattata (Frankel, 1976). La conservezim sSitu rappresenta I'approccio
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maggiormente attento alla componente evolutivaedadecie (Finkeldey e Gregorius, 1994)
perché all’interno dell’habitat naturale puod esserantenuto l'intero range dei processi
evolutivi, degli adattamenti ai cambiamenti clinsatambientali e delle relazioni con gli

organismi simbionti o patogeni.

- Conservazionex situ il protocolloex situé finalizzato alla conservazione del germoplasma
in ambienti artificiali (Wang et al., 1993). Questeategia viene applicata qualora non fosse
possibile applicare la conservazione in situ, redocdi specie rare, di popolazioni in
declino, di popolazioni attaccate da nuovi patogerdi pool genici primari a rischio di

inquinamento.

Seguendo un criterio di distinzione di tipo evolatile strategie possono essere classificate anche

come:

- conservazione statica: tende a mantenere invdiiidfiarmazione genetica del materiale da
conservare, sottraendolo ai processi evolutivi ameengono negli ambienti naturali. Puo
essere effettuata sodx situ

- Conservazione dinamica: rende possibile I'azioniepdecessi evolutivi ed il progressivo
adattamento del materiale biologico alle condizierplogiche degli ambienti naturali. Si

puo effettuare sim situ cheex situ

Nonostante le varie tecniche di conservazione, éngossibile conservare il materiale vegetale
garantendone una completa integrita genetica pepr&e Bisogna, infatti, tener conto che esistono
processi che portano a un’inevitabile perdita dorimazione genetica (erosione genetica) che
possono agire sia durante la conservaziorgtu (ibridazione, mutazione, selezione, cambiamenti

nellambiente) chex situ(cambiamenti biologici del materiale conservatoadte lo stoccaggio).

L’analisi della variabilita genetica di una popotae ai fini di impostare opportune strategie di
conservazione puo essere effettuata mediante tlusecniche biomolecolari, capaci di rilevare la
diversita (mutazioni) di regioni di DNA omologhe individui appartenenti alla stessa specie.
Queste tecniche si basano sull'identificazionepdicdfiche regioni di DNA (loci genomici) che in

virtu della loro presenza caratterizzano in modiwago una determinata regione del DNA e quindi
individuo a cui appartiene. Tra i marcatori pitiliazati a scopo conservazioni stico vi sono gli

AFLP e i marcatori microsatelliti (SSR).
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La conservazione ex situ

Un’attenzione crescente viene rivolta alla consaporee della biodiversita vegetale al di fuori degli
ambienti naturali, sia per le specie di interesg®r@aomico, sia per la flora spontanea, anche in
attuazione agli obblighi previsti dalla Convenziaudia Diversita Biologica (Rio de Janeiro, 1992).
Quest’'ultima, infatti, all’articolo 9 “Conservazierex situ” indica una serie di misure da adottare
per il recupero, la ricostituzione e la reintrodun® di specie minacciate a completamento delle
strategie di conservazion@ situ. Inoltre, il quarto report dell'Intergovernmentnel on Climate
Change (2007) indica la conservazioee situtra le principali azioni di adattamento degli
ecosistemi ai cambiamenti climatici in corso. Laservazionein situ (aree di origine) e quellan
farm (nelle aree di coltivazione) sono prioritarie, maelp ex situ(banche genetiche, collezioni,
orti botanici, ecc.) si rende indispensabile inigquasi, e sono tanti, in cui le prime due, per mioti
diversi, sono difficili da realizzare. Attualmenigafatti, le molteplici pressioni che agiscono sugl
habitat possono in alcuni casi minacciare la sopvanza di una o piu specie o l'integrita e la
funzionalita di interi ecosistemi, tanto da rendéificile attuare strategie di conservazidnesitu

In questi casi, solo le tecniclex situpossono garantire la conservazione della varialgienetica
del germoplasma (semi, polline, parti di piangare, ecc.) e quindi la rigenerazione, riproduzione

e/o moltiplicazione delle specie da conservare.

| due tipi di conservazionen situ ed ex sity presentano caratteristiche diverse e sono fra lor
complementari. Nella prima il germoplasma ris@$posto alle interazioni dirette con I'ambiente
ed e quindi soggetto ai processi evolutivi e cohawd, mentre nella seconda il germoplasma tende
a mantenere l'integritd genetica di partenza (laseovazioneex situviene infatti talvolta indicata
con il termine di “preservazione”), nonostante anam questo caso possano avvenire variazioni
genetiche dovute ad esempio al diverso potenziaomkservazione del materiale e alla diversa
pressione selettiva che subentra durante le attidit rigenerazione e/o moltiplicazione. La
conservazioneex situviene attuata principalmente attraverso banchegdehoplasma che, sorte
inizialmente in ambito agricolo, per il 90% consare attualmente specie di interesse alimentare e
piante comuni che rivestono un’'importanza econorsicacala mondiale. Recentemente, tuttavia, si
sta assistendo alla diffusione di banche del gelasoma dedicate alla conservazione della flora
rara, minacciata, endemica e protetta, e di tqtielle entita considerate importanti per il

mantenimento della biodiversita. Cio allo scopo soto di preservare la diversita genetica in sé,
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ma anche di rendere disponibili materiali vegetiliprovenienza certificata per interventi di

rigualificazione, recupero e gestione del terrdori

Di tutte le forme di conservaziom sity le piu diffuse sono le collezioni di semi e ldlewioni di
piante in campo, mentre piuttosto rare sono leezahi in vitro e ancor piu rare quelle a
bassissime temperature (- 196°C), incluse le bancH@NA. Esistono tuttavia anche sistemi di
conservazione di polline e spore. Altre tecnolog@me il DNA banking possono trovare
interessanti applicazioni anche se in ambiti pgatealla ricerca piuttosto che alla conservazione

volta alla rigenerazione e alla propagazione drpattill germoplasma conservato.

Progetti per la conservazione

Per cio che riguarda in particolare la conservaziexsitu della flora spontanea italiana, minaeciat
e non, I'attenzione va posta preliminarmente sigiaatica relativa alle liste rosse, quale strumento
tecnico-pratico, propedeutico alla definizione éetipecie spontanee prioritarie da raccogliere e

conservare, anche ai fini di eventuali azioni ditreduzione.

Nel 1992 fu sottoscritta la CBD, convenzione ingaionale per la conservazione della diversita
bilogica (Earth Summit di Rio de Janeiro), poi citimente adottata da molti paesi, tra cui I'ltalia
che la ratifico nel 1994 con la Legge n. 124 deR1¥94. Per 'attuazione delle tematiche legate
alla conservazione del mondo vegetale seguiron@0@2 due importanti piani strategici: a livello
globale la GSPC, Global Strategy for Plant CondemgDecisione VI/9); a livello continentale la
EPCS, European Plant Conservation Strategy, cheadottata dal Consiglio d’Europa,
congiuntamente a Planta Europa (2008). Gli obidtiguardano la conoscenza e la documentazione
della biodiversita vegetale, la sua conservazionese sostenibile, cosi come la promozione
dell’educazione, della consapevolezza e della é¢@pdcconservazione, nonché della condivisione

e scambio delle conoscenze, anche mediante lai@neadi reti internazionali.

Il progetto internazionale per la conservazionesgani e il Millenium Seed Bank Project avviato

nel 2000 presso i Kew Gardens di Londra. | principaiettivi del progetto sono:

- raccogliere 24.000 specie di piante entro il 2@1® rappresentano il 10% della flora della

terraferma
- raccogliere tutti i semi della flora autoctona délran Bretagna

- svolgere ricerche sulla conservazione e sulla gakalia dei semi e delle piante
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- diventare un importante punto di riferimento perrieerca e incoraggiare linteresse

pubblico.

Nel 2004 é stato approvato il testo di un protacalintesa per dar vita ad una rete italiana di
banche del germoplasma, denominata RIBES, Retanaldi Banche del germoplasma per la
conservazione Ex Situ della flora spontanea; essacaupera di progetti a livello nazionale,
riguardanti specie a rischio di estinzione e qudtile per interventi di rinaturalizzazione.
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Il genere RhododendronL.
nella Flora Europea
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Capitolo 3
Il genere RhododendronL.

Il genereRhododendrore particolarmente ricco di specie e varieta, tahi® la tassonomia risulta
notevolmente complessa; a questo genere son@assagnati attualmente circa 2000 taxa di piante
arbustive sempreverdi. Geograficamente, il generiginario di America ed Eurasia, mentre,
etimologicamente, il suo nome deriva dal greco ddd, cioe “ rosa” e “dendron”, che significa
“albero”. Tale nome si deve alle vistose infioresme che caratterizzano le specie del genere

Rhododendrom che le rendono apprezzate piante ornamentali.

Linneo fu il primo studioso a tentare una tassomopar il gener&khododendrore, sin dall’inizio,
riscontro delle difficolta a causa del gran numdrovarieta. Linneo nel 1753 creo il gruppo
botanicoRhododendrorseparandolo dal genere “Azaleas”, che comprendelaanente 6 specie.
Nel 1796 Salisbury sottolinedo come non fosse pdssibnere azalee e rododendri in due generi
distinti. Nel 1834 fu George Don a suddividere @hgreRhododendronn 8 sottogeneri che, con

pit o0 meno modifiche, sono stati mantenuti fin@@04.

Gli studi sistematici che hanno riguardato tutottogeneri e le sezioni Bhododendrorsono stati
iniziati da Sleumer (1949) che ha proposto un vasitema di classificazione di questo Genere
sottoforma di scala con sottogeneri, sezioni ensettioni. Successivamente le conclusioni di altri
studi tassonomici incentrati principalmente sullaorfologia (Sleumer, 1980; Cullen, 1980;
Chamberlain, 1982; Philipson e Philipson, 1986; dJwd Kron, 1995) hanno prodotto una
classificazione dRhododendroralternativa. Questo sistema tassonomico era ogeréralmente
accettato dagli studiosi &8hododendrorfCox e Cox, 1997) perché raggruppante i risuttatjuasi

tutti gli studi morfologici a partire dal 1950.

Vari studi sono stati condotti fino al 1996 quar@lwamberlain e i suoi collaboratori pubblicarono
una nuova scala tassonomica del geriRhedodendronDifferenze significative tra il sistema
tassonomico di Sleumer (1949, 1980) e di Chamberld@i996) riguardano il sottogenere
Therorhodion, che Sleumer colloca fuori dal gerighedodendrone la collocazione delle quattro
specie della sezione Sciadorhodian. Basandosi sugli di Judd e Kron (1995), Chamberlain
assegna queste specie al sottogenere Pentantherae n®'deumer li fonde con la sezione
Brachycolyx nel sottogenere Anthodendron, equivaleal sottogenere Tsutsusi (Chamberlain e

Rae, 1990).
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Esistono tre lavori basati su analisi di tipo molace per lo studio della tassonomia di

Rhododendron
- il primo utilizza i geni plastidiali matK e trnK (¢ashige et al., 2001)
- il secondo utilizza lo spaziatore nucleare ITS (&gaal, 2002)

- il terzo effettua un’analisi cladistica basata gghe RPB2-I che codifica per la subunita

maggiore del’RNA polimerasi Il (Goetsch et al. 0&).

In tutti e tre i lavori si riscontrano gli stessoplemi di classificazione ma vi sono alcune nowigh

sistema di classificazione di Goetsch.

In primo luogo Goetsch e i suoi collaboratori hawedficato che i sottogeneri e le sezioni, basate
sulla morfologia delle varie specie, proposti daugter (1949, 1980) e Chamberlain e al. (1996)

sono monofiletici.

Un secondo obiettivo del lavoro di questi studiersi quello di risolvere, a prescindere da questa o
altre proposte tassonomiche, i rapporti tra tutte sezioni di Rhododendron comprese le

sottosezioni Ledum e Menziesia (Kron e Judd, 1990).

| gruppi monofiletici cosi individuati, unitamengtle informazioni morfologiche, hanno costituito

la base per un nuovo sistema di classificaziongeleéreRhododendrorfFigura 3.1).
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Classification Based upon Relationships between Rhododendron species and sections
Charberlan et al (19%6) Soetsch Eckert Hall (2005
Subgenus Bhododendron Subgenus  Rhododsmaron
Sections  Rhododsndroy, Fogonarinim, vVireya Secliuns  Pogoxaniiey, Rhododsndroy, Fireva
Subgemus  Mymenanihes Subgenus  Hymenanthes
Section  Ponfica Sectien  Porfica
Subgenus  Femianthera  » sectien  Pexiaribera
Section  Pemianthera _
Serton Fiamdicha -
Section  Sofadorfodions \N\‘\‘N\
section  Rhodora \\\\ \\\ Subgenus . AZalpastim
L Ry Sectien  Thulsue
\\ ‘H\\ p K indicim, etr
Subgenus  Thrdmmes \:\__H——— —____:ET::\_‘\_—:____ P rubrovileswes, efc
S:ction  Thulsus — \‘\\ ‘\\
S=ction  Brackycadx L A R nipponicum
\\\, R mapibrhatiem
.\\\\ ///"-Se:ticn Seicdorhodion
/\ o Fooalbeilorien
T \<f Menziesia spp.
Subgenus Azaisasirum / // . B vazevi
S=zction / / " FL achlippenbacki, cic
Szchion  Choeics(rrern Tmme—a o __74;{“_____“:/{;’“//
P - T * Subgenu:  Chowiasirun
Subgenus  Mumeazaiea ; T L
L semibarpaiim //
Subgenus  Uandidasirum e
R oalbiforum
Subgenus Thercmiodicn Subgenu: Therorkedizn

Figura 3.1 Sistema di classificazione del gen&eododendromproposto da Chamberlain (1996) in
cui si evidenziano la suddivisione in 8 sottogenawnfrontato con il sistema tassonomico proposto
da Goetsch (2004) che prevedeva solo 5 sottogeneri.

In questo lavoro sono state prese in consideraziengpecieRhododendron ferrugineurh. e
Rhododendron hirsutunh. ed il putativo ibridoRhododendronx intermedium Tausch., nato

dall'incrocio delle due specie precedenti.
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3.1 Rhododendron ferrugineunt.

Rhododendron ferrugineurn. € un arbusto cespuglioso sempreverde comunentatb come
Rosa delle Alpi. Il nome prende spunto dagli apgzamti fiori color rosso-porpora; infatti il terngn
Rhododendron deriva dalle parole greche “rhodoré slgnifica rosa, “dendron” che significa

albero e “ferrugineum” che significa color ruggine.

Classe Magnoliopsida
Ordine: Ericales

Famiglia: Ericaceae
Genere Rhododendron
Sottogenere Rhododendron
Sezione Rhododendron

SottosezioneRhododendron

Specie ferrugineum.

Figura 3.2 Infiorescenza dRhododendron
ferrugineumL.

Il fusto e legnoso, ascendente e molto ramifica.foglie, coriacee, brevemente picciolate,
lunghe da 2 a 3,5 cm, sono addensate all’apiceratai; sono ovoidali con margine intero.
Caratteristica di queste foglie € la presenza qdtfina superiore di una lamina coriacea che limita
la traspirazione e quindi la perdita d’acqua; suydkgina inferiore sono invece presenti delle
ghiandole ferruginee che rappresentano dei “tricanwé peli ghiandolari vegetali pluricellulari,
con l'aspetto di scaglie, che producono compostinah, tossici 0 comunque non graditi agli
erbivori. Inoltre il rododendro cresce su terreavé vi € una grande quantita di ferro libero il cui

eccesso e tossico, quindi e costretto a sequestralie ghiandole ferruginee (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Pagina superiore ed inferiore di foglia
di Rhododendron ferrugineuin

| fiori rosso purpurei, portati da un peduncolodarl-2 cm; hanno un caratteristico odore resinoso
e formano un’infiorescenza costituita da 5 a 22i firettariferi. Sono proterandri: la maturazione
degli stami, sfasata nel tempo, avviene prima dllgudei pistilli (Escaravage et al., 2001).
Presenta dimorfismo a livello degli stami, che possessere corti al di sotto o allo stesso piano
dello stilo e lunghi, al di sopra, formanti duetuhs verticilli (Escaravage et al., 2001). Hanno

ovario supero e le antere sono deiscenti per un guoicale.

Il calice, tubuloso con cinque dentelli apicalilulngo 1,5 mm, mentre la corolla € dapprima
tubulare, poi imbutiforme-campanulata e lunga 1-t/h. Il frutto € una capsula ovoide,
pentaloculare (Della Beffa, 1998).

Rhododendron ferrugineusi riproduce per via sia sessuale che asessualgproduzione sessuale
e importante in quanto permette uno scambio gemiadnsente quindi il rimescolamento dei
caratteri ereditari, con il conseguente aumenteadiabilita genetica all’interno delle popolazioni.
Al contrario una riproduzione di tipo vegetativétraverso la produzione di stoloni prodotti dalla
pianta madre porta alla formazione di individuiopgplazioni clonali.

Studi rivelano che la riproduzione per via vegetavviene soprattutto in popolazioni chiuse con
un’eta di 50-60 anni (Escaravage et al., 1998)ntreela riproduzione sessuale pud essere sia
allogama che autogama (Escaravage et al., 1997 Ngroduzione allogama avviene scambio
pollinico tra fiori differenti, grazie alla presemdi insetti impollinatori ed in particolare di ala
ditteri, api, coleotteri e lepidotteri (Escaravag®/agner, 2004 ) che permettono la dispersione del

polline; al contrario, nella riproduzione autogarhaolline che feconda I'ovulo appartiene allo
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stesso fiore. Questa tipologia di riproduzioneesiga sia un adattamento alle drastiche condizioni

climatiche e all'insufficienza di insetti impollibari.

Uno studio sulla morfologia del fiore (Escaravag@le 1997) ha rivelato la presenza di caratteri
che dimostrano sia autogamia, sia allogamia (inmaatione incrociata). La proterandria,
'impollinazione entomofila, la produzione di nuroser fiori, ovuli e polline, la presenza di nettari

di stami lunghi confermano I'impollinazione incrata. Invece, la forma dei petali, il calice
tubuloso e la posizione dello stilo, allo stesseello degli stami piu corti, suggeriscono
autoimpollinazione (Escaravage et al., 1997). teplh dimostrazione dei vari ed efficienti sistemi
riproduttivi di Rhododendron ferrugineusn stata osservato, nelle popolazioni piu chiugsature
(Escaravage et al.,, 1997), anche un particolare tp riproduzione vegetativa simile alla
propaggine, che avviene quando un ramo, allungansicsurva verso il suolo. Se una porzione di
guesto viene coperta di terreno e si formano raaeentizie, allora il ramo diviene indipendente
(Pornon et al, 1997). In questi c&hododendron ferrugineummuo divenire specie dominante e
giocare un importante ruolo nello strutturare laggetazione, creando distese dense dove gli
individui possono raggiungere un’eta di 150 anaitee (Schliissel, 2000). La fioritura € limitata ad
un periodo molto breve. Per questo motivo tutti glgani riproduttivi si preformano I'anno
precedente. Anche se questa pianta cresce olireité degli alberi dove le temperature possono
facilmente scendere sotto zero il rischio di coagednto delle gemme viene evitato grazie alla
presenza del manto nevoso che ricopre I'arbustotegge le gemme dal congelamento.

Areale

Rhododendron ferrugineuin & una specie orofita ad ampio areale. La ssiilolizione geografica
si estende dalla catene montuose dei Pireneitsultarco Alpino e sull’ Appennino settentrionale,
che ne costituisce il limite meridionale. Nelle AB attualmente distribuito su vaste aree, Negli
Appennini si ritrova solo in alcuni siti del’Appamo settentrionale, nel distretto Tosco-Emiliano
(Figura 3.4).

E’ una specie distribuita su suoli acidi e umidichi di humus, prevalentemente su rocce silicee, e
colonizza soprattutto i macereti e le praterieeoltrlimite degli alberi sui pendii esposti a nord,
ovest e nord-ovest, dove la neve si mantiene gdiingo. In tali ambienti, sopra al limite delle
foreste, pud formare estese brughiere d’altitudissieme ai mirtilli Yaccinium myrtillus V.
gaultherioides, V. vitis-idgae adEmpetrum hermaphrodituniEllenberg,1963). Sulle Alpi questa
vegetazione — il cosiddetto rodoro-vaccinieto -atiarizza la fascia (subalpina) immediatamente

sovrastante il limite altitudinale degli alberigaote comprese tra 1900 e 2200 m. Da qui risate fin
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a 2300 m ed oltre. | siti piu elevati sono sui gliamassicci che circondano le valli aride a clima
continentale. Nelle zone prealpine a clima oceansmprattutto nell’InsubriaRhododendron
ferrugineumdiscende fino ai fondivalle: in Val Sassina, neln@®n Ticino (sul M. Ceneri fino a
230 m), sul lago Maggiore e presso Ivrea (fino 8-380 m). In queste stazioni diviene pianta

sciafila, caratteristica dei castagneti piu densi.

by

Sull’Appennino essa invece € rarissima e limitali@ aette piu elevate del distretto Tosco-
Emiliano, dal Parmense al Modenese dove rappresentitto glaciale.

La distribuzione appenninica, compresa tra quot&d@0 e 2000 m, é nota grazie ai contributi di
Ferrarini (1973; 1974; 1979; 1982), che indicoth siafferma di aver cercato il rododendro indutt
I’Appennino Tosco-Emiliano compreso tra il M. Orsa il Corno alle Scale e di averlo cercato

invano anche sulle Apuane.

Figura 3.4 Areale diRhododendron ferrugineurta freccia rossa indica il limite occidentale
(Pirenei) mentre la freccia blu indica il limite nddonale (Appennino tosco-emiliano).

| siti indicati da Ferrarini sono stati di recemnitorati da Alessandrini e Bonafede (1996) che
hanno confermato soltanto 5 siti situati su trepgrumontuosi: Libro Aperto, M.Prado-Vecchio,

Cima Belfiore.

Per la sua rarita in ambito appennini€hododendron ferrugineum specie inclusa nella legge
2/1977 della Regione Emilia-Romagna e nella leggj2@0 della Regione Toscana e (Alessandrini

et al., 2003). E inoltre inserita nella Lista Ros®dl’Emilia-Romagna ed in quella della Tosacna
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(Conti et al., 1997), nella categoria VU (vulnetapi Nel 2004Rhododendron ferrugineum. e
stato segnalato per la prima volta nelle Alpi Apelain una stazione con caratteristiche molto
diverse rispetto a quelle delle vicine stazionieppniche (Ansaldi et al., 2004).

Un carattere comune, che si ritrova lungo tuttaua area di distribuzione, € la crescita sui véirsan
con esposizione a nord caratterizzati da scarséaione anche durante I'estate. Questa peculiarita
si deve ricollegare alla presenza della neve. tirga¢cipitazioni di carattere nevoso hanno unauol
molto importante per la sopravvivenza e la riprodne di questo arbusto: il manto nevoso
ricoprendo totalmente le piante funge da isolaatenico contro le basse temperature ed evita |l

rischio di congelamento delle gemme.

Attualmente I'areale deRhododendron ferrugineum. si sta lentamente riducendo sia per cause
naturali che antropiche. Tra le cause naturaliigontra una diminuzione delle precipitazioni
nevose che portano al congelamento delle gemmeetdita di gemme porta ad una diminuzione
della proliferazione per via sessuale con consdguaomento della riproduzione vegetativa e
aumento di popolazioni clonali con una riduzionéndudella variabilita genetica. La diminuzione
del rododendro & dovuta anche a cause antropighractolta indiscriminata dei fiori compromette
la riproduzione e lintegrita delle piante stess®ltre, per fare spazio a pascoli ed evitare che
animali da allevamento, come capre e pecore, posgaanere avvelenate dall’ingestione di questa

pianta, molti allevatori I'hanno estirpata.

3.2Rhododendron hirsutumni.

Rhododendron hirsutuin € una specie sempreverde con habitus arbustespuglioso

Figura 3.5 Foglia diRhododendron hirsutum (pagina inferiore).
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Le foglie (Figura 3.5) sono bifacciali, semplici edoidali, ma a differenza dRhododendron
ferrugineumL., non hanno alcuna ghiandola per estrudereribfd’resentano invece una serie di
ciglia che percorrono lintero margine della fogle sulla pagina inferiore, delle ghiandole
puntiformi bianco-brune. | fiori ddRhododendron hirsuturh., ermafroditi, attinomorfi, singoli o
raggruppati in infiorescenze, sono di colore rosdlage poco profumati. Anche in questo caso la
riproduzione pud essere asessuata o0 sessuata, @dalittn simili a quelle diRhododendron

ferrugineumL.
Areale

Specie endemica alpina (a tendenza orientale), ggsere osservata fra gli 800 e i 2200 m di
altitudine, con rare presenze anche a quote pisebapecialmente su ghiaioni e macereti ove si
comporta come pianta pioniera (Figura 3.Questa specie predilige terreni basici, calcarel,
soprattutto ghiaioni e macereti appena consolidtododendron hirsuturh. si comporta spesso
da specie pioniera ed a differenza&tiododendron ferrugineuin preferisce aree soleggiate (Della
Beffa, 1998).

Anche Rhododendron hirsutuni. € raro e protetto: rientra infatti anch’essoi péani di

conservazione floristica di diverse regioni itaBan

Figura 3.6 Areale diRhododendron hirsutum L.

b

Probabilmente l'isolamento riproduttivo fra le dapecie non & completo, in quanto sono stati
segnalati ibridi Rhododendronx intermediumTausch) nelle zone di sovrapposizione arealica
(Alessandrini et al., 2003).
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3.3Rhododendrunx intermediumTausch

Rhododendron ferrugineurh. e Rhododendron hirsutunh. possono generare l'ibrido fertile
Rhododendrorx intermediumTausch. L'individuazione di questo ibrido e la stlassificazione

sono successive a quelle delle specie parentatieveno agli studi di Tausch.

Rhododendronx intermediumsi presenta come arbusto cespuglioso semprevergeesenta

caratteristiche intermedie tra le due specie palent

L’'aspetto della foglia varia notevolmente da indivd ad individuo: essa infatti puo presentare
bordo pit 0 meno cigliato e ghiandole ferrugineepinporzioni differenti. Spesso una semplice
analisi morfologica pud non essere sufficiente &alogare un individuo come appartenente
all'ibrido Rhododendronx intermedium Tausch poiché pud essere confuso con uno dei due
parentali. Questo ibrido in grado di riprodursi st gli altri ibridi, sia con entrambi i parentali
(fenomeno dellintrogressione). Puo vivere su w@r@n maggiori differenze di pH rispetto alle

due specie parentali, il che denota una maggidleranza ecologica.
Areale

Rhododendromnx intermedium Tausch e diffuso sulle Alpi, nelle zone in custs coesistenza delle
due specie parentali (Figura 3.7) In Italia possidmvarlo su Monte Piana, nel Bormiese e sulla
Grigna settentrionale in Valsassina. In Austriat@tas documentata la sua presenza sul Monte
Burgstall (Milne, 2008).

=)

Figura 3.7 Areali diRhododendron ferrugineuim (in giallo) eRhododendron hirsutuin (in blu)
€ zone in cui € accertata la presenza dell’ibnictpuédro)
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Capitolo 4

Il fenomeno dell'ibridazione

La rottura delle barriere riproduttive responsabiila formazione e della differenziazione delle
specie e un fenomeno abbastanza comune in natlegeemina un rimescolamento dei pool genici

delle specie parentali.

Nel regno animale I'ibridazione € spesso impedaanteccanismi di isolamento riproduttivo che
prevengono I'accoppiamento tra individui apparténarspecie diverse. Nel regno vegetale invece,
lincontro tra gameti di specie diverse € un fenomemolto pit comune e libridazione é

generalmente evitata grazie a meccanismi di isalamn@ostimpollinazione.

L’idea che gli ibridi fossero sempre caratterizaidibassi livelli di fertilita e di vitalita ha pato

per lungo tempo ad una sottovalutazione del rustbugivo dell’ibridazione (Mayr, 1963, 1992;
Wagner, 1969, 1970; Barton e Hewin, 1985). Ciontards, molti dati di letteratura suggeriscono
un importante ruolo di tale fenomeno nei processisgeciazione. Secondo alcuni autori,
particolarmente quelli di estrazione zoologicayrilazione costituirebbe una sorta di “rumore di
fondo” nei processi di speciazione Mayr, 1992; Suble, 2000). Secondo altri, di estrazione
botanica, l'ibridazione potrebbe, invece, aver avub’importante funzione evolutiva e potrebbe
aver giocato un ruolo determinante in molti casspéciazione (Anderson, 1949; Arnold, 1997;
Rieseberg e Carney, 1998; Rieseberg e al., 2003jti&he, infatti, che molte specie vegetali
possano essere di origine ibridogena (Ellstranid 42096; Rieseberg, 1997) e secondo alcune stime
(Stace, 1987), sembra che il 50-70% delle Angiospearttualmente esistenti possa essersi originato

in seguito ad ibridazione.

Le conseguenze evolutive dellibridazione possosseee molteplici (Stebbins, 1959) e molte
ricerche sono state condotte con lo scopo di condre i possibili scenari evolutivi che gli eventi

di ibridazione possono produrre.

L’introgressione, descritta da Anderson e Hubrigii938) come il principale risultato
dell'ibridazione, é stata anche definita come Kirgorazione di materiale genetico, proveniente da
una specie, nel pool genico di un’altra. Questofeeno naturale puo portare alla fusione delle
specie parentalidf{sintegrazione geneticaO’Brien e Mayr, 1991), ma puo anche favorire gli

incontri con specifici ed incrementare I'isolamemiproduttivo feinforcement Howard, 1986).
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Inoltre, l'introgressione puo consentire il tragfgento di materiale genetico tra le specie,
facilitando potenzialmente I'evoluzione adattatadi conseguenza la formazione di una nuova

specie, il cui genotipo e capace di colonizzarevnbabitat (Lewontin e Birch, 1966).

In casi di introgressione molto spinta, i geni mwgsmuoversi attraverso i confini che delimitano le
specie parentali. Anderson (1949) e stato il pramoomprendere la funzione degli ibridi come
ponte per lo scambio di caratteri adattativi trapecie. Piu recentemente, Martinsen e al., (2001)
hanno suggerito che gli ibridi possano agire coitieo fevolutivo, lasciando passare solo geni
vantaggiosi e prevenendo l'introgressione di queljativi. Il processo di introgressione di caratte
adattativi sembra pertanto essere il principaletrdmrto evolutivo dell'ibridazione nelle piante
(Anderson, 1949; Lewontin e Birch, 1966).

La potenziale funzione creativa dell’ibridazionepetide tuttavia, in modo determinante, dal
successo riproduttivo dell’'ibrido (Arnold e Hodgd$95). La maggior parte degli ibridi, anche se
capace di produrre una prole fertile, mostra urcesgo riproduttivo piu basso rispetto a quello
delle specie parentali. Il genotipo ibrido e infdtrisultato della fusione dei genotipi delle spe
parentali e pertanto non ha subito l'azione ada#tatdella selezione naturale. Tuttavia,
occasionalmente, il genotipo ricombinante puo essegrado di adattarsi meglio dei parentali ad
alcuni ambienti (Anderson, 1948; Moore, 1977; Athdl997).

In generale, si ritiene che la vitalita e la fédildegli ibridi di prima generazione siano piu $&sli
guelle dei parentali a causa della rottura dedbagzione genica tra loci coinvolti nel’adattantent
(Dobzhansky, 1937). Questa ipotesi e stata contarswprattutto per le specie che presentano forti
barriere postimpollinazione ed é stata verificat&leliantus (Heiser, 1947), Layia (Clausen, 1951),
Gilia (Grant, 1966) e Oryza (Li e at., 1997).

Il fatto che generalmente gli ibridi mostrino ursba successo riproduttivo, tuttavia, non esclude la
possibilita che alcuni genotipi ibridi possano avena fithess uguale o maggiore di quella delle
specie parentali. Recenti lavori hanno descrittoagioni nelle quali una piccola quantita di
individui di origine ibridogena erano in grado dipgrare il successo riproduttivo delle specie
parentali nel loro stesso ambiente (Barton, 2001).

Una significativa associazione genotipo-ambientstaia osservata in sciami di ibridi che si
trovavano in ambienti diversi da quelli dei paréinfresumibilmente cio indica che ci possa essere
una selezione positiva per il genotipo ibrido quasd trova in un ambiente ad esso favorevole

(Stebbins e Daly, 1961; Potts e Reid, 1985; Cruzénnold, 1993, 1994; Arnold, 1997). In questo
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caso, dunque, l'ibrido pud occupare una differaritehia ecologica e generare una nuova linea

evolutiva.

Da quanto detto, appare chiaro che l'ibridazioné mppresentare un’importante forza evolutiva
nel regno vegetale (Rieseberg, 1997), e pertartorie di ibridazione sono state utilizzate da molti
ricercatori per studiare il processo della speomei(Barton e Hewitt, 1985; Burke e Arnold, 2001;
Rieseberg et al., 2002).

Fino a pochi anni fa, lo studio delle zone di ibdtbne e la stima degli effetti dell'introgressiane

popolazioni naturali, basandosi esclusivamente ralisa morfometriche, non avevano prodotto
risultati significativi. Recentemente, invece, Pdipazione di marcatori molecolari genetici ha
notevolmente facilitato gli studi sull’ibridaziore sull’introgressione consentendo alla ricerca di

fare notevoli avanzamenti nella comprensione deliettura genetica delle zone di ibridazione.
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Capitolo 5

| marcatori molecolari

L'utilizzo di tecniche molecolari per studiare ldgeve le relazioni tra le diverse sottospecie, come
gia sottolineato, sembra essere lo strumento mued per chiarire le dinamiche ed i tempi che
hanno interessato il fenomeno della domesticazgpaeie allo sviluppo di metodologie sempre piu
raffinate. L’analisi molecolare si basa sullo studii due principali tipi di molecole: proteine e
DNA. | marcatori proteici si basano soprattuttd’anblisi di isoenzimi, proteine enzimatiche

legate al metabolismo primario e secondario, cliierdicono, da individuo ad individuo, nella
struttura primaria. Queste differenze sono facilteedentificabili tramite elettroforesi su gel. Adt
caratteristica di questi marcatori & la co-domiradze permette di distinguere individui omozigoti
da individui eterozigoti. | limiti di questa tecaicisiedono nel fatto che solo la parte codificateke
DNA viene esplorata; inoltre le proteine candidpgr questo tipo di analisi non sono molto
numerose, e spesso i soli dati isoenzimatici nemteno sufficienti. | marcatori proteici sono stat
gli unici marcatori molecolari disponibili fino allfine degli anni '70. Attualmente sono stati
affiancati, ma piu spesso sostituiti da marcagmmetici. | marcatori molecolari del DNA sono
basati sull'analisi di una o piu regioni del DNAraterso metodologie pit 0 meno casuali e piu 0
meno complesse. Un marcatore molecolare puo edsénito come quel locus genomico rilevabile
tramite sonde (probe) o inneschi (primer) specdie, a causa della sua presenza, contraddistingue
in modo caratteristico e inequivocabile il trattormosomico con cui si identifica e che la circonda
(Barcaccia et al., 2000). Per la loro natura, quirgliesti strumenti d’indagine si basano
direttamente sulla rilevazione di differenze (panfismi) nella sequenza nucleotidica del genoma
di ogni individuo causate da fenomeni di inserzjodelezione, traslocazione, duplicazione,
mutazioni puntiformi, ecc. Le caratteristiche cle@dono i marcatori molecolari del DNA ottimi

strumenti di analisi possono essere cosi riassunte:

2 Non subiscono interferenze da parte dellambiem&gtandosi di differenze a livello della

molecola di DNA

3 Sono distribuiti in tutto il genoma, trascritto em quindi possono contraddistinguere anche
regioni introniche e regioni di regolazione, per@etio di rilevare differenze tra individui

geneticamente simili e fenotipicamente indistinguib
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4 Non presentano effetti depistatici, 0 pleiotropgd in molti casi hanno espressione co-
dominante, consentendo cosi di distinguere la ook di eterozigosi da quella di

omozigosi
Di contro pero un buon marcatore molecolare dewsguere quattro requisiti fondamentali:

2 Un elevato grado di polimorfismo, che ne aumentcapacita di discriminare le diverse

cultivar
3 Segregazione mendeliana

4 Neutralita selettiva: il marcatore non deve esdegato a caratteri che possono subire

selezione, perché questo potrebbe creare distorsion

5 Facilita ed economicita nell'isolamento e nell’irago delle tecniche che consentono il loro

rilevamento

| marcatori molecolari attualmente disponibili samemerosi e costituiscono strumenti molecolari
di indagine estremamente efficaci ed affidabilie dnovano larga applicazione sia nella ricerca
genetica che in quella applicata. Alcuni tipi dirceori, come RFLP e VNTR (minisatelliti), sono
basati sul procedimento di ibridazione tipo “Soutfi€Southern Blot Hybridization, SBH), mentre
altri, RAPD, o AP-PCR, SSR (microsatelliti), I-S®RAFLP (SAMPL, S-SAP), sono basati sulla
“Reazione a Catena della Polimerasi” (PCR, Polise@hain Reaction) (Figura 5.1). In ogni caso,
un marcatore molecolare costituisce un marcatordcge che pud essere descritto come un
frammento di DNA cromosomico, di dimensione vail@bigeneralmente da 50 a 3000 bp,
compreso tra due regioni oligonucleotidiche note9B0 bp (Gupta et al., 1996; Vendramin e
Ziegenhagen, 1997; Barcaccia et al., 2000). Le eserpi laterali sono infatti quelle riconosciute
dagli enzimi di restrizione, nel caso di RFLP e \WDppure dagli inneschi della DNA polimerasi,
nel caso di RAPD, SSR e I-SSR, oppure da entrandgli AFLP. La sequenza centrale del
marcatore, invece, e totalmente, o parzialmenta rotoincide con la sequenza della sonda, nel
caso di RFLP e VNTR, o con la sequenza ripetutacaso di SSR, mentre € ignota nel caso di
RAPD (AP-PCR), I-SSR e AFLP (SAMPL, S-SAP).

Tra tutte queste tecniche e inoltre possibile defidre distinzione tra:

Marcatori “multi-locus”, basati sull'analisi simalea di molti loci genomici, che implicano
I'amplificazione di tratti cromosomici casuali comeschi oligonucleotidici a sequenza nota

arbitraria (ad es. RAPD, AFLP)
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Marcatori “singolo locus” che, invece, prevedonibridazione o I'amplificazione di tratti
cromosomici a sequenza nota, mediante l'utilizzosdnde, o inneschi, specifici per
determinati loci genomici (ad es. RFLP, SSR, STS).

| primi sono pertanto marcatori di tipo dominame| senso che, ad ogni locus, si puo evidenziare
la presenza, o I'assenza, della banda, ma nonsgbgeddistinguere la situazione eterozigote a/- da
guella omozigote per lo stesso allele marcatorg raéntre i secondi sono marcatori di tipo co-
dominante, permettendo di distinguere i loci omotiigg/a e b/b da quello eterozigote a/b,
rappresentati, rispettivamente, da una sola baha@o (o I'altro allele) e da due diverse bande

(entrambi gli alleli marcatori).

Tecnlca SBH Tecnica PCR
\J v
17 RFLP SELP F EST CAPS RAPD AFLP
Resricton Fragment | | Simple Segesnce Exzomised Cmarvesd erpifiad Fuandom Mgl Ampite Fragroest
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Figura 5.1 Principali classi di marcatori impiegati nell’arsalgenomica suddivisi per tecnica
utilizzata (SBH-PCR) e per numero di loci sagdiBarcaccia et al., 2000).

5.1 1 marcatori molecolari microsatelliti (SSR)

Con l'avvento della “Reazione a Catena della Palasié da parte di Mullins (1987), nasce una
nuova era anche nel settore dei marcatori molacataquesto contesto l'introduzione della PCR
consente innanzitutto di analizzare e confrontexdaro un gran numero di campioni, con relativo
abbattimento di costi e tempo e permette, trarbali lavorare ottenendo ottimi risultati anche co
una quantita iniziale di DNA estremamente ridoti@.Polimerase Chain Reaction € un metodo che
consente di sintetizzare ripetutamente, cioe dildicgre in vitro e per via enzimatica uno o piu
specifici segmenti di DNA situati tra due sequeneeleotidiche note, producendone un numero

elevato di copie, attraverso una serie di reaztindenaturazione del DNA, ibridazione degli
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inneschi, o primer, e polimerizzazione dei nuovarfienti (Gupta et al., 1996; Vendramin e

Ziegenhagen, 1997; Barcaccia et al., 2000).

| microsatelliti, 0 SSR (Simple Sequence Repeat®)p sequenze ripetute di DNA non codificante
costituite da unita di ripetizione molto corte @a 5 paia di basi) presenti molto frequentemente
all'interno del genoma; se ne stima, in media ugoi 809750 Kb (Gupta et al., 1996; Vendramin
e Ziegenhagen, 1997; Barcaccia et al., 2000). ¢exaa dei polimorfismi, alla base di questo tipo
di tecnica, avviene utilizzando la PCR con I'awsdi primer specifici disegnati in modo da essere
complementari alle regioni che fiancheggiano leusege ripetute e che risultano essere altamente
conservate e specifiche del genere e della spldegante e Olivieri, 1993). | primer cosi disegnati
consentono di amplificare singoli microsatellithec possono differire tra individui, non per il
motivo di base, ma per il numero di volte che qouesbtivo e ripetuto. La funzione di queste zone
nel genoma €& ancora oggi poco nota. In particgdarequel che riguarda le ripetizioni situate nelle
regioni codificanti, si pensa che esse possaneaweruolo nella regolazione della trascrizione dei
geni ad esse adiacenti. Per quanto riguarda gli §&Rti al di fuori delle regioni codificanti &
verosimile che siano spaziatori tra i geni, e quimah soggetti a pressioni selettive. Per tale wooti
risultano estremamente variabili, divenendo marcagrticolarmente utili per caratterizzare gruppi
0 popolazioni in cui la variabilita non sia parfeanente alta, come ad esempio nella specie di
interesse agronomico. La co-dominanza é una caséitta altrettanto ricercata qualora si voglia
risalire al pedigree di una determinata cultivadefinire legami di parentela all'interno di un
gruppo varietale. Le informazioni circa i meccanisgsponsabili del polimorfismo sono ad oggi

poco chiari e le ipotesi piu accreditate sono:

- Slittamento di due cromosomi omologhi al momenttyajgaiamento durante il processo
di replicazione, favorito proprio dalla presenzapii sequenze ripetute identiche. La
conseguenza piu semplice di tale comportament@greaentato dalla inserzione o dalla
delezione di una o piu unita ripetute nel corsdadgintesi del DNA complementare (Wolff
et al., 1989; Schlotterer e Tautz, 1992)

- Eventi di ricombinazione mitotica e meiotica, quadi esempio crossing-over ineguale tra
cromosomi omologhi alla meiosi, il cui risultatogpoonsistere in variazioni che interessano

anche un elevato numero di sequenze ripetute (A€hWarren, 1995)

- Azione combinata dei due meccanismi mutageni dés@i Renzo et al., 1996).
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Si sottolinea che l'utilizzo dei microsatelliti tra largo impiego nella costruzione di mappe
genetiche, grazie alla sua natura co-dominanténséanbito animale che vegetale (Broun, 1993;
Becker, 1995; Vezzulli et al., 2008), negli stdddinamica di popolazione, nel clonaggio di nuovi
geni (Akagi, 1997) e negli studi di filogenesi (&saet al., 2006).

5.2 | marcatori molecolari filogenetici

Grazie alla loro universalita ed affidabilita, irgeplastidiali e nucleari (matK: Hilu et al., 2003:
psbA-trnH: Storchova, 2007; ITS: Soltis et al., 799000) sono i marcatori piu utilizzati nei piu
recenti studi sull'ibridazione, la poliploidia, V/eluzione, la speciazione e la domesticazione delle
specie vegetali. | DNA plastidiale e nucleare noncsrisultati pero sufficientemente variabili dal
punto di vista evoluzionistico, per ottenere dedtuurisultati in questi tipi di analisi (Despresatt,
2003, Pelser et al., 2003; Hughes et al., 2006)gBesti motivi sono stati identificati negli ulim
anni nuovi geni in particolare per gli studi diastruzione filogenetica, soprattutto per risolvere
casi di incongruenza tra DNA plastidiale e DNA raack. Esempi di questi nuovi geni sono i
cosiddetti geni COS (Conserved Ortholog set). Irestpu lavoro il gene COS preso in
considerazione ¢ il gene nucleare At103.

ITS

Il DNA nucleare codificante per gli RNA ribosom@iDNA) e stato ampiamente impiegato negli
studi di filogenesi, grazie al suo elevato gradocdnservativita. L'rDNA 18S, ad esempio,
costituisce una delle regioni di DNA piu conserveteé stato impiegato per ricostruire complessi

rami filogenetici che includono regni, phyla, cliesd ordini. Le regioni ITS (intergenic transcribe

spacer) invece, sono mediamente variabili e comdice di conservazione adeguato per indagini a
livello di piccole famiglie e di grandi generi (Sehal., 1993; Kim e Jansen, 1994; Baldwin et al.,
1995). Oltre all'appropriato tasso di variabiliglj ITS presentano anche vantaggi di natura
sperimentale: essi, infatti, appartengono al DN#osomale nucleare, che costituisce una frazione
abbondante del DNA totale, inoltre sono compresré&gioni di DNA altamente conservate (il 18S,
il 5,85 e il 25S); entrambe le caratteristiche ptano, di norma, una facile amplificazione via
PCR, mediante l'uso di primer quasi universali, iescono a fornire prodotti di amplificazione
sequenziabili dalle alghe verdi alle monocotiledoQueste caratteristiche della regione ITS la
rendono un buon candidato per il DNA barcoding (G2810)(Figura 5.2).
L’intera regione ITS, compresa la subunita 5.88aé amplificata.
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Figura 5.2 La regione ITS

At103

Recentemente, grazie al completo sequenziamentgeteima di alcuni organismi ed all’'aumento
sempte piu significativo di EST (Expressed Sequdrags), e stato possibile individuare un set di
geni ortologhi conservati (COS). | geni ortologloine quei geni che si sono evoluti, in specie
diverse, da un gene ancestrale comune; questicgondi tanto piu simili quanto piu le specie sono
evolutivamente vicine. Il fenomeno della speciagigorta alla divergenza dei geni e quindi delle

proteine che essi codificano.

Confrontando le sequenze genomiche di Arabidomsisla banca dati EST di pomodoro sono stati
individuati 1025 geni COS; questi rappresentana fierzionali che mostrano un elevato grado di

conservazione al’interno di tutte le DicotiledoRu(ton et al., 2002).

E facile intuire come questi marcatori possano resaéli per stabilire le relazioni filogenetiche
all'interno di specie e generi (http://cgpdb.ucdaetlu/COS_Markers/COS_Markers.html).

Il gene COS At103 (Li et al.,, 2008) (Figura 5.3)ddwa per I'enzima Mg-protoporfirina IX
monometil ester ciclasi che appartiene alla clakdke ossidoreduttasi e partecipa alla biosintesi

della clorofilla.

—__ At103
82 (51 -1{;:55""

Figura 5.3 Posizione del gene COS At103 rispetto al DNA gegordi Arabidopsis thaliana.
| numeri indicano la lungheza dell'introne corrispgente all’allineamento.

psbA-trnH
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La regione spaziatrice psbA-trnH € una delle reigoan variabili del genoma plastidiale (Shaw et

al., 2007) ed ¢ localizzata a valle dell'intron@&trche include il gene matk.

La regione psbA a valle é trascritta; una TATA lBogeguita da un loop nella struttura secondaria
dellRNA che ha il compito di codone di stop pergdeoteina codificata da psbA (Figura 5.4).
Questa parte non tradotta (UTR) e lunga circa 28g/felle Angiosperme ed € seguita da una parte

non trascritta molto variabile di lunghezza molteedsa da pianta a pianta (da 200 a piu di 1000
bp).

Proprio per questa sua grande variabilita, o spam psbA-trnH puo raggiungere alti livelli di

discriminazione tra specie e quindi essere un bstmionento per le analisi di tipo filogenetico.

psbA-trnH

Coding Region H
chisg TATA ﬁ Non-transcribed intergenic spacer i

I
—

PSBA

Coding Region
Putative transcription end for psbA

Scale =100 bp

Figura 5.4 Rappresentazione schematica della regione inteaen
psbA-trnH nelle Angiosperme dicotiledoni.

matK
Il gene matK codifica per la maturasi K, coinvatigla sintesi delle proteine vegetali.

La regione amplificata € circa di 1000 bp e si &rall'interno dell'introne del gene cloroplasti dic

trnK, nella sezione adiacente alla ripetizione rtitee (Figura 5.5).
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Figura 5.5 Rappresentazione schematica della regione gerata. m
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Capitolo 6

Campionamento

6.1 Raccolta e conservazione dei campioni

Per le specie allogame risulta essere rappresemtaia popolazione composta da 10-50 individui
(Center for Plant Conservation, 1986). Per quesgeone il campionamento di ogni popolazione si
e basato sulla raccolta di almeno 10 individui. blsi in cui non era possibile - per numero degli
individui sotto le 10 unita s- i € proceduto a campre il massimo numero di individui possibile.
E’ stato essenziale considerare una distanza mitreman individuo e I'altro (circa 2 metri) al fine
di minimizzare la raccolta di esemplari clonalirfsorda infatti che la specie si riproduce anche p
via vegetativa). Per ogni accessione sono stamltacalmeno 2 foglie e 2 gemme in appositi
contenitori monouso (Figura 6.1) indicanti le ctmastiche della popolazione e del singolo
individuo. Ogni sito di campionamento é stato géanziato.

I campioni sono stati conservati congelandoli a°@®ppure essiccandoli con gel di silice.
Entrambe le modalita di conservazione non hanndeewviato problemi durante I'estrazione del
DNA.

Figura 6.1 Provetta per il campionamento

6.2 Popolazioni campionate
Obiettivo |
Sono state campionate le seguenti 27 popolazidRhddodendron ferrugineum
le sole 3 popolazioni rimaste nell’ Appennino toseniliano,
- 6 popolazioni nelle Alpi Marittime (3 nel versantaliano e 3 nel versante francese),
- 12 popolazioni nelle Alpi centro-orientali,

- 6 popolazioni nei Pirenei (1 nel versante franaeS5eel versante spagnolo).
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per un totale di 395 individui. Nella Figura 6.2nsoindicate tutte le popolazioni campionate.
L’elenco delle popolazioni, le coordinate geogradicl’altitudine e il numero di individui raccolti

per ogni popolazione sono indicati nella Tabella 6.

QW

AM4

AM2-E
V23l
3 AM3

Monaco

0 Marseille

Figura 6.2 Distribuzione dei siti di campionamentoRli ferrugineuneR. x intermedium

(In rosso sono indicate le popolazioni degli Apgdenrin giallo sono indicate le popolazioni delldpAMarittime; in

blu sono indicate le popolazioni delle Alpi centmentali; in verde sono indicate le popolazioni Beenei e in fucsia
sono indicate le popolazioni dove sono state cang@le tre specie di rododendro presenti).

Obiettivo I

Le popolazioni dRhododendron x intermediuifausch sono state campionate in 3 siti segnadati d
Pignatti (1982). In questi siti, oltre Rhododendrorx intermedium sono stati campionati anche
individui di Rhododendron ferrugineumdiRhododendron hirsuturse presenti. Il riconoscimento
delle tre specie su campo é stato fatto —in accootole indicazioni delle Flore - soprattutto sulla
base di caratteri fogliari. In particolare, spessaisultato difficoltosa la distinzione trR. x
intermediume R. hirsutumnelle aree in cui le due specie coesistono. brascimento diR.
ferrugineume risultato pit semplice grazie alla presenzaedalimerose ghiandole ferruginee nella
pagina inferiore delle foglie. Per meglio effetwiale analisi € stata campionata anche una
popolazione diRhododendron hirsuturpura (nel sito di Mezzeno, AL14). Nei siti di Baone
della Grigna settentrionale i campioni sono statcolti in 4 diverse aree in quanto, durante i
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campionamenti, si & osservato che gli individuispraavano caratteristiche morfologiche diverse
da una zona all'altra lasciando presupporre quifali presenza di uno sciame ibrido.
Complessivamente, nei 3 siti di campionamento (Mdhana, Bormio e Grigna) sono stati raccolti
166 individui. Ogni individuo € stato poi identdito sia morfologicamente che geneticamente e
sono stati ottenuti un totale di 108 individui aggpaenti alla specie ibrida.

Nella Figura 6.3 sono evidenziate le popolaziondid campionate. L’elenco delle popolazioni, il
dettaglio di ogni stazione, le coordinate geoghadjc’altitudine e il numero di individui raccolti

sono elencati nella Tabella 6.2.

o
9 Ljubljana
N AnS

j‘:fZag

o

Figura 6.3 Dettaglio dei siti di campionamento [8i x intermediunmelle zone di Bormio (AL12) e
della Grigna settentrionale (AL13).
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Catena montuosa Sito di campionamento Coordinate ggrafiche Altitudine Num(_ero.
(m.s.l.m.) campioni
Appennini Monte Libro Aperto (AP1) 44°11’ — 10°43’ 2100 21
Appennini Monte Prado-Vecchio (AP2) 44°13' — 10°27" 1906 10
Appennini Monte Nuda-Cima Belfiore (AP3) 44°17' 6°14’ 1793 19
Alpi Marittime Monte Saccarello, alta Val TanaroNJC(AM1) 44°03’ — 07°43’ 2100 10
Alpi Marittime Colle delle Finestre Val Gesso (C(§M2) 44°07" — Q7°21 2125 12
Alpi Marittime Monte Grai, Val Nervia (IM) (AM3) 439" — 07°40° 1800 11
Alpi Marittime Lago delle Portette (AM4) 44°16’ 74’ 1900 10
Alpi Marittime Vallone di Fenestrelle- Bacino dehiGtas (AM5) 44°05’ — 07°03’ 2300 10
Alpi Marittime Vallon de la Miniere-Lac de la Minie (AM6) 44°07’ — 07°02’ 2090 10
Alpi Col Marende- Casera Razzo (Belluno) (AL1) 48°2 12°36’ 1805 16
Alpi Heilig Geist- S.Spirito Valle Aurina (TN) (ALR 47°03' — 12°10’ 1600 23
Alpi Campitello di Fassa, Val Duron Dolomiti (AL3) 46°28' — 11°44’ 1860 14
Alpi Passo Rolle (TN) (AL4) 46°10’ — 11°50’ 1950 10
Alpi Monte Padrio (AL5) 46°10" - 10°13 1858 20
Alpi Alpe Zocche-Chiareggio (AL6) 46°18' — 09°47’ 730 20
Alpi Pescegallo- Orobie Valtellinesi, Morbegno (AL7 46°03’ — 09°33’ 1500 21
Alpi Gromo- Laghi di Grabiasca (BG) (AL8) 45°57'09°55’ 1730 20
Alpi Paglio-Piano delle Betulle, Val Sassina (B@).0) 46°03’ — 09°21" 1795 20
Alpi Lago Cornu-Chamonix (AL10) 45°55’ — 06°52’ 220 11
Alpi Monte Piana (BL) (AL11) 46°33' — 12°25’ 1650 01
Alpi Bormio (SO) (AL12) 46°31' — 10°16’ 2000 23
Pirenei Cirque de Campuls-Ariege (PY1) 42°56’ —3Wr° 1800 20
Pirenei Lerida Les Montlude (PY?2) 42°48' — 00°42’ 30D 12
Pirenei Huesca Benasque Rio Mulleres Orillas degbL@Y 3) 42°42’ — 00°55’ 2345 10
Pirenei Huesca Benasque Bajo La Renclusa (PY4) 512°00°40’ 2010 10
Pirenei Huesca Benasque Ibon de Gurgute (PY5) 42°66°33’ 1850 12
Pirenei Huesca Torla Quescaro Sierra de las CBNS)( 42°41’ - 00°13 1800 10

Tabella 6.10biettivo | —R. ferrugineumSiti di campionamento, coordinate geografichemero di individui raccolti in ogni sito. Tra pateni

le abbreviazioni utilizzate nhestt.
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Catena o , : .| Altitudine | Numero
Sito di campionamento Coordinate geografiche, o
montuosa (m.s.I.m.)| campioni
Alpi Monte Piana (AL11)* 46°33’ — 12°25 1650 13
Alpi Bormio (AL12)* 46°31’ — 10°16’ 2000 56
Alpi Grigna settentrionale (AL13 45°56’ — 9°23 @a 39
Tabella 6.2 .Obiettivo Il — R x intermedium Siti di campionamento, coordinate geograficheumero di individui raccolti in ogni sito. Tra

parentesi le abbreviazioni utilizzate nel tegtqueste due popolazioni sono in comune con le [a@iani di campionamento d. ferrugineurrin quanto sono state
campionate entrambe le specie)
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Capitolo 7

Analisi molecolari

7.1 Estrazione del DNA

Da tutti i campioni raccolti, sia partendo da miaierfresco, conservato a -20°C che da materiale
secco, conservato in provette con gel di silictaéo estratto il DNA.

La prima fase dell’estrazione prevede una lisi rapma, previo congelamento dei campioni con
azoto liquido, che puo avvenire sia manualmenteianésl |'utilizzo di pestello e mortaio, che in
modo automatico mediante lo strumento “Tissuely§gggen, Italia) che frantuma il campione
grazie a delle sferette di acciaio inox rendendotmgeneo. Questa prima fase € indispensabile in
guanto le cellule vegetali presentano, oltre allenorana plasmatica, anche una spessa parete
cellulare che deve essere rimossa. Il materialeetaégy lisato meccanicamente € stato quindi
utilizzato per I'estrazione del DNA mediante il kibmmerciale DNeasy Plant mini kit (Qiagen,
Italia) che prevede un’ulteriore fase di lisi choaimediante buffer detergenti e I'aggiunta di RNAsi
per eliminare 'RNA dal DNA estratto. | passaggicsessivi prevedono l'utilizzo di tamponi e
resine che sono in grado di separare il DNA ddtte amacromolecole.

Il vantaggio di questo protocollo, oltre alla rafag e la possibilita di standardizzare sia la dizan
che la qualita del DNA estratto. Esso presentavigtanche degli vantaggi, come i costi elevadi e |
bassa resa di DNA genomico, quantificata attorridag in 100 pl.

7.2 Visualizzazione e quantificazione del DNA

Per verificare la corretta estrazione del DNA détaiare una valutazione qualitativa del genomico
estratto si e proceduto ad un’analisi elettrofeeeiu gel di agarosio all’1%.

L’'agarosio € un polisaccaride formato da unita alatjosio solubile a temperatura di ebollizione,
ma che diventa solido man mano che si raffreddadodo una matrice, la cui porosita dipende
dalla concentrazione dell’agarosio. Questa tecparanette la separazione del DNA su tale matrice
in base alla carica e alla dimensione delle moéchlDNA analizzate: essendo il DNA carico
negativamente per la presenza di gruppi fosfatppse in un campo elettrico migrera verso il polo
positivo. Per consentire la visualizzazione del DM#grato il gel viene colorato con bromuro di
etidio; questa molecola planare si intercala trebadsi dell’acido nucleico a doppio filamento

emettendo luce fluorescente se irradiata con llicavioletta.
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I DNA genomico si visualizza come una singola kmddelevato peso molecolare; la sua intensita

e proporzionale alla concentrazione. Il confrontmm aun marcatore di peso molecolare noto,

permette la stima del DNA estratto per ciascun ¢angp(Figura 7.1).

8 Ladder

Figura 7.1 Analisi elettroforetica di 8 campioni di DNA edtiala alcune popolazioni.

7.3 Marcatori molecolari applicati

7.3.1 Marcatori microsatelliti (SSR)

In collaborazione con la Prof.ssa Silvia Fluch 'tiliversita di Innsbruck sono stati messi a punto
alcuni marcatori microsatelliti. Inizialmente sostati testati su alcuni campioni di prova i 10
microsatelliti sviluppati (Tabella 7.1).

SSR locus Sequenza 5'-3’ Motivo ripetuto

F- CCTGTGCTACAGITGG

ROdA | R GCAGGTTACCAGTAAAAC 6AG
F- TATCTACAAGCCCAATG

RodB | R AGCACTCGAGTATGITG 6CA
F- GATTGGAAGTGACAAGTC

RodC | R AGGGTGGTCGAATG 6AG
F- ACTTAAAAGAATGOCTCTC

RodD | R CCCGTTTAGTATGGATG 6AG
F- TTCTTCTGATTTCGITGC

RodE | R TTTCTTAGGACCGATGATT 6AG
F- GATCACATGCTTATATGT

RodF | R CAGCATTTTAAACCA 6AG
F- GGACCGATGATTACTTCT

RodG | R GGACCGATGATTACTTCT 6AG
F- GACAAAATAGCTCCTCTAA

RodH | R GITCTATTAATGGGGATT 6AG
F- GCACAAGGGAGGTATCAAG

Rodl R GTGECTOCTGAGACATTTC 6AG
F- CTGTCAGCTTTTGGGITAC

RodL | R CAGGTGGGTTCTCACA 6AG

Tabella 7.1Elenco dei loci SSR sviluppati
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Per i nostri campioni sono risultati riproducilalisignificativi solamente 7 dei 10 loci sviluppati:
RodA, RodC, RodD, RodE, RodG, RodH e Rodl.

Amplificazione ed analisi dei microsatelliti
L’amplificazione dei loci SSR selezionati € statdeouta mediante PCR (Polymerase Chain
Reaction). Perché la reazione avvenga sono netedstie componenti specifiche:

- il DNA che si vuole amplificare, di cui si conosaole sequenze terminali

- una coppia di primer a singolo filamento che idetti la regione da amplificare

- i nucleotidi trifosfati (ANTPS)

- I'enzima Taqg polimerasi

- un buffer di reazione che contiene i cofattori rsegi a rendere ottimale I'amplificazione
Le tappe fondamentali della reazione di amplifioazi sono:

- la denaturazione a 94°C del DNA che si separa énfitamenti

- l'annealing o appaiamento, in cui i primer completae alle sequenze di interesse

ibridizzano; questa fase avviene alla temperataratteristica di ogni coppia di primer
- Il'estensione, in cui, grazie alla presenza deieuntdl, i primer si allungano ed avviene la
sintesi di numerose copie del frammento di intexess
Queste tre fasi possono essere ripetute n voltéanmo cosi allamplificazione esponenziale della
regione di interesse.
Nelle analisi di amplificazione del DNA sono statitilizzati due protocolli differenti:
I'amplificazione dei singoli loci oppure la tecnidalla multiplex PCR. L’analisi multiplex prevede
I'amplificazione contemporanea di piu loci nellasta reazione PCR. Dda tenere in considerazione
la temperatura di annealing in quanto vanno contbingrimer che amplificano alla stessa
temperatura. Per poter eseguire le analisi in plaii & stato necessario modificare le diverse
combinazioni di primer affinché presentassero fifimii di colori differenti in modo da non
confondere i vari picchi durante la lettura delodalel caso dei loci da noi considerati gli
accoppiamenti sono stati: RodA e RodC (T di anngdh6°C), RodD, RodE, RodG e RodH (T di
annealing 49°C). Rodl e stato amplificato in simgpérché I'unico con una T di annealing di 65°C
(Tabella 7.2).
Inizialmente tutti i campioni dRhododendron ferrugineusono stati amplificati in multiplex PCR
cosi da rendere piu rapide ed economiche le anbligsicasi in cui le amplificazioni multiplex non
sono andate a buon fine i loci sono stati amplificasingolo, mantenendo i primer marcati con gli
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stessi fluorofori oppure marcandoli con il fluoradds-FAM (blu) che é risultato essere quello con

la migliore resa in caso di amplificazioni diffitose.

SSRlocus| T annealing (°C)| Fluoroforo| Dimensioni (i)
RodA 56 6-FAM (F) 64-104
RodC 56 NED (R) 292-310
RodD 49 6-FAM (R) 127-194
RodE 49 NED (R) 110-145
RodG 49 VIC (F) 80-140
RodH 49 PET (F) 127-195
Rodl| 65 VIC (R) 207-234

Tabella 7.2Caratteristiche locus SSR utilizzati nelle analisa parentesi
e indicata la sequenza marcata: F= forward, R=rseve

Il protocollo utilizzato per 'amplificazione dedti microsatelliti considerati e:
1 uL di DNA
1 pL di primer forward 25uM
1 uL di primer reverse 26M
1,5uL di dNTPs
2,5ulL di buffer 10X
1,5uL di MgClo
0,2ulL di Taq Gol® Applied Biosystems
acqua milliQ fino ad arrivare ad un volume final€8 pL

Questo il caso della reazione con una sola copppimher. Nel caso di reazioni multiplex varia

solamente la quantita di acqua mentre le quantit@ffier, ANTPs, magnesio ed enzima polimerasi
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non cambiano. Quando, seguendo questo protocalosne ottenuta una buona amplificazione né
in multiplex né in singolo, e stato utilizzato uecendo protocollo di amplificazione che prevede
l'utilizzo di un kit commerciale “puRe Taq Ready Tao PCR beads” (Amersham- Bioscience,

Italia):
1 uL di DNA
0,5uL di primer forward 25.M
0,5ulL di primer reverse 25M
acqua milliQ per portare ad un volume finale diul0
2 beads ogni 5 campioni

Le beads liofilizzate contengono tutti i componeftindamentali per la buona riuscita
dell’'amplificazione: dNTPs, buffer, magnesio e Taaimerasi. Sono molto termostabili ed hanno
una resa molto piu alta della normale polimerasi.réazione € stata fatta utilizzando due beads

ogni cinque campioni per ridurre 'alto costo diegta seconda tecnica di amplificazione.

In tutti i casi comunque € stato utilizzato il seqte profilo di amplificazione:

3 min a 94°C (denaturazione iniziale)

- 50seca90°C

- 50 sec alla T di annealin 35 cicli
- 52seca72°C

- 30 min a 72°C (estensione finale)

Effettuata I'amplificazione dei diversi loci SSRstata stimata la dimensione degli alleli attraverso
un sequenziatore di DNA, il modello ABI 3130 (Apgdi Biosystems). La tecnica si basa sulla
separazione degli alleli in base alle dimensionifidenmento di DNA che li costituisce. Grazie ai
fluorofori con cui sono stati marcati i diversi ipers € possibile determinare la dimensione dei
diversi alleli in paia di basi. Il protocollo peoter effettuare I'elettroforesi capillare prevede |
preparazione di una soluzione composta da_1di DNA amplificato , 12uL di formammide
(Applied Biosystems) e 0.2L di size standard (SIZE STANDARD 500(-250)LIZ, Afmul

Biosystems). La formammide e indispensabile in tugmermette la denaturazione del DNA
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precedentemente amplificato mentre il side standardostituito da un pool di frammenti
fluorescenti, di dimensioni note, che fornisce ¢ala di taratura utile nell’analisi successiva dei
dati. Nel sequenziatore i campioni migrano in pnesedi una forza elettroforetica secondo il loro
peso molecolare; durante la migrazione i frammegrazie alla presenza di un sensore, vengono
rilevati e ne vengono lette le dimensioni. | valottenuti che rappresentano le dimensioni dei
frammenti sono stati stimati utilizzando il soft@aGENEMAPPER 4.0 (Applied Biosystems).
Questo programma identifica i frammenti analizzandpicchi” dell’elettroferogramma (Figura
7.2): in presenza di picchi con la stessa altezzgimeensione il campione e da consideransi
omozigote mentre in presenza di piu picchi (duecasb di diploidi) con dimensioni differenti si

stabilisce che il campione sia eterozigote.
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Figura7.2 Esempio di elettroferogramma. In entrambi i casiocsilentificati individui eterozigoti.

La capacita discriminante dei microsatelliti € apjpulegata alle variazioni di dimensione degli
alleli che sono espresse in paia di basi (bp).diagero tener conto dell’errore sperimentale a cui
guesto metodo € soggetto: presenza nel DNA di cethpbe interferiscono con la PCR, errori
della polimerasi (aggiunta di basi A), tipo e comigmne in basi degli standard di riferimento
utilizzati per la stima delle dimensioni degli &lléer cercare di ridurre questi errori i valohec
vengono rilevati dal sequenziatore non sono coraiidén assoluto ma vengono attribuiti a

intervalli (bins) la cui larghezza varia in funzemwlel tipo di micro satellite (di-nucleotidico,-tri
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nucleotidico). Creare i bins (binning) permette uetiura conservativa dei risultati che, da una
parte comporta la perdita di informazioni in quaglicalleli con differenza di 1 bp sono considerati
uguali, ma dall’'altra evita di considerare i fgtgisitivi ovvero alleli che in realta sono legati @l

errore del metodo di analisi. La creazione deld@happropriato e stata fatta considerando tutti gl

individui delle tre specie oggetto di studio.

Analisi dei dati
| dati relativi ai marcatori microsatelliti ottenutall’analisi di tutte le popolazioni dRhododendron
ferrugineume Rhododendrorx intermediumsono stati sottoposti ad analisi statistiche pestima

dei parametri di genetica di popolazioni.

| profili SSR come descritto in precedenza, sorati sledotti direttamente dall’analisi degli

elettroferogrammi attraverso il software GENEMAPP@&Rplied Biosystems).

Gli individui e le relative informazioni geneticleegeografiche sono stati organizzati in un dataset
tramite I'applicazione GenAlEx v. 6 per Microsofixéel (Peakall e Smouse, 2006) sono stati

preparati i file di input per alcuni dei principabftware di elaborazione dati.

Per ogni popolazione e locus SSR, con il prografR®8AT (Goudet, 2001) sono stati calcolati i
principali parametri genetici: il numero di allalnedio osservato (Na), la percentuale di loci

polimorfici (P%), I'eterozigosita osservata g}l I'eterozigosita attesa @i e il numero di alleli

privati (PA). La diversita genetica intra-popolazoe stata calcolata in termini di ricchezza aéeli
(A) (El Mousadick e Petit, 1996) e la distanza gar(iGD).

Il programma FSTAT é stato utilizzato anche pergsag se le popolazioni naturali siano in
equilibrio di Hardy-Weinberg. La significativita e deviazioni dall’equilibrio & stata analizzata
per ogni locus per ogni popolazione utilizzando*exact test” basato sul metodo delle catene di
Markov (Guo e Thompson, 1992) con i seguenti patamd0000 permutations, 2000
dememorisation stesps e 500 batches. La sogliagdifisativita e stata fissata a p=0.05. Una
popolazione si discosta in modo significativo dajlilibrio di Hardy-Weinberg quando il
corrispondente valore di p € uguale o minore allglia fissata. Data la presenza di test multipli &
stata applicata la correzione di Bonferroni abbadsda soglia di significativita a p=0.0001.

Per analizzare l'indipendenza dei loci microsaellFSTAT € stato utilizzato per calcolare |l

linkage disequilibrium per tutte le coppie di loci.

60

Il genereRhododendrorL.: diversita genetica e fenomeni di ibridazione.



Materiali e metodi

Per i loci polimorfici & stato calcolato I'indicei fissazione () per verificare la deviazione

dall'equilibrio di Hardy-Weinberg e per stimare d@ersita genetica tra le popolazioni (Weir e

Cockerham, 1984). L'indice & varia da -1 a +1; valori negativi indicano eccediseterozigoti

(outbreeding) mentre valori positivi indicano esial omozigoti (inbreeding).

Per verificare I'importanza del livello di eteroeg) sono stati valutati anche gli alleli nulli,
utilizzando il programma MICRO-CHECKER v.2.2.3 (Vamwosterhout, 2004) con un intervallo di

confidenza di 99% e numero di randomizzazioni didLO

L’analisi gerarchica della varianza molecolare (AWW), calcolata con il programma ARLEQUIN
(Excoffier, 2005) e stata utilizzata per valutaaestruttura genetica dell’intero campionamento. La
proporzione della variazione genetica totale, tifsin tre gruppi in base alle differenze (1) tra
gruppi di popolazioni (2) tra popolazioni all'intex di gruppi (3) tra individui all’interno delle
popolazioni, & stata stimata mediante la statistidd/right (1951). La significativita dell'indiceid

fissazione relativo ai tre livelli di analisi (tigruppi = R, tra popolazioni g e all'interno della
popolazione E;) e stata verificata mediante un test non paraotettescritto da Excoffier et al.

(1992). In questo lavoro i gruppi sono stati creéatbase alle aree geografiche: Appennini, Alpi

Marittime, Alpi centro-orientali e Pirenei.

Tramite I'utilizzo del software POPGENE 3.2 (Yehadt, 1997) la distanza genetica tra i singoli
individui e tra i diversi gruppi di individui (popezioni) € stata calcolata come distanza di Nei,
valutata sulla base delle frequenze dei singoklialNei, 1983). Queste distanze sono state
visualizzate graficamente mediante un dendrogramomail metodo UPGMA (Unweighted Pair-
Grop Method).

Il programma STRUCTURE 2.1 (Pritchard et al., 208®}ato utilizzato per dedurre la struttura di
popolazione dai dati genetici. Il software é indgrali identificare la presenza di una strutturagion
genetica allinterno di un insieme di dati senzdiazare I'informazione della suddivisione “a
priori” in popolazioni. L'approccio, in questo casodiverso dai metodi descritti precedentemente,
dove le analisi vengono effettuate su gruppi divigadi preformati, nel caso di questo lavoro
popolazioni geografiche. STRUCTURE assume un modethn un determinato numero di
popolazioni (K), quindi assegna i genotipi relaad ogni individuo alle K differenti popolazioni in
modo tale che non ci sia linkage disequilibrium dappie di loci e tutte le popolazioni siano in

equilibrio di Hardy-Weinberg. Dopo varie corse abfierenti valori di K € stato possibile calcolare
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Pr(D/K), la probabilita dei dati ottenuti dato ueterminato K; viene quindi scelto il K piu
probabile. In questo lavoro, l'analisi & stata auttal utilizzando il modello “admixture”,
implementato nel programma STRUCTURE, tramite unoagdura di calcolo di tipo bayesiano con
100.000 iterazioni. Il risultato ottenuto e unargtidel numero di popolazioni che meglio si adatta

all'insieme dei dati, da comparare con le popolazieali.

Per saggiare la correlazione fra distanza genetitistanza geografica é stato effettuato un fest d
Mantel (1967) con 999 permutazioni casuali, cortiiodo k/(1- Fs;) e il logaritmo naturale delle
distanze geografiche.

Al fine di valutare le relazioni genetiche tra igidividui delle tre popolazioni appenniniche, &tata

effettuata un’analisi delle componenti princip®&GA).

7.3.2 Marcatori filogenetici

Tutti gli individui campionati nelle aree ibride (A1, AL12 e AL13) sono stati analizzati mediante
un approccio integrato che, oltre al riconoscimedeo caratteri morfologici tipici di ognuna delle
tre specie oggetto di studio, ha previsto ancheanalisi filogenetica mediante I'utilizzo di

marcatori molecolari.
| marcatori molecolari filogenetici che sono statlizzati sono stati:
- due marcatori nucleari (ITS e At103) (Tabella)7.3

- due marcatori plastidiali (psbA-trnH e matK) (Eéh 7.3)
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Primer Sequenza (5'-3’) Dimensioni (bp)| T di anneahg
Nucleari
ITS (Nnc18s10) AGGAGAAGTCGTAACAAG
600-700 53°C
ITS (C26A) GTTTCTTTTCCTCCGCTT
At103F CTTCAAGCCMAAGTTCATCTTCTA
300-400 55°C
At103R TTGGCAATCATTGAGGTACATNGTMACATA
Plastidiali
psbA GTTATGCATGAACGTAATGCTC
500-600 53°C
trnH CGCGCATGGTGGATTCACAAATC
matK (390) CGATCTATTCATTCAATATTC
800-900 53°C
matK (1326) TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT

Tabella 7.3Marcatori molecolari filogenetici: sequenze, dimense temperature di annealing.

Amplificazione e analisi delle sequenze
Per ciascuna coppia di primer (Tabella 7.4), laicee di PCR ¢ stata cosi allestita:
1 uL di DNA diluito 1:10
1 puReTaq Ready-To-Go PCR bead (Amersham Biosgcidiatia)
1 pL primer forward 1QuM
1 uL primer reverse 1M
acqua milliQ per portare ad un volume finale diy25

| cicli di PCR consistono in una denaturazione ialez a 94°C per 7 minuti, 35 cicli di

denaturazione (45 secondi a 94°C), annealing (80nsk alle diverse temperature di annealing
secondo la Tabella 3.6) ed estensione (1 minu&f@)7 e un’estensione finale a 72°C per 7 minuti.
| prodotti ottenuti sono stati sottoposti ad etdtiresi su gel d’agarosio 1,5% TAE 10X con un

marcatore di peso molecolare per valutare lunghezzacentrazione.
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| frammenti amplificati sono stati successivamgnigficati mediante il PCR DNA Purification Kit
(Qiagen, ltalia). 1 prodotti purificati sono statisottomessi all’azienda Macrogen

(http://www.macrogen.com) per la fase di sequeneram

Analisi dei dati

Gli elettroferogrammi delle sequenze ottenute viatéoro lunghezza (~ 600 basi) sono state letti
separatamente dal lato forward e da quello reversenfrontati al fine di ottenere una sequenza
consenso. Le sequenze ottenute sono state analizzatil programma BioEdit ver. 6.0.7 (Hall,

1999) Le sequenze sono cosi state allineate gahgatware ClustalW (Thompson et al., 1994).
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Capitolo 8

Risultati

8.1 Obiettivo |: caratterizzazione genetica delle gpolazioni sud-europee di
Rhododendron ferrugineum

8.1.1 Confronto tra le popolazioni Appenniniche épine
Inizialmente sono state prese in esame le 3 popoladi Rhododendron ferrugineucampionate
sull’Appennino tosco-emiliano in quanto le piu sfgrative perché rappresentanti un caso di

pseudo-rarita.

Queste 3 popolazioni (AP1, AP2 e AP3) sono statefrontate con 3 popolazioni delle Alpi
Marittime (AM1, AM2 e AM3) e 6 popolazioni delle pil centro-orientali (AL1, AL3, AL4, AL5,
AL8 e AL9) attraverso l'uso di 7 loci microsatelliRodA, RodC, RodD, RodE, RodG, RodH e
Rodl).

Tutti i loci SSR sono risultati polimorfici (Taball8.1) rivelando un totale di 82 alleli in 181
individui appartenenti alle 12 popolazioni analiezdl numero di alleli per locus varia da 7 (locus
RodC) a 20 (locus RodD), con una media di 11.7ethfiti alleli per locus. Per ogni locus e stata
calcolata la diversita genetica, in termini di egosita attesa (He). La media mostra un inteovall

ristretto, con valori compresi tra 0.60 (locus Rp&®.84 (locus RodD).

Nei campioni analizzati sono stati evidenziati #8ligprivati, il 28% del totale (Tabella 8.2).

Loci SSR Dimensioni (bp) Na Ho He Fis

RodA 64-84 8 0.610.72-0.18
RodC 291-310 7 0.220.73 0.33
RodD 127-181 20 0.30.84 0.46
RodE 82-145 10 0.210.71 0.44
RodG 102-140 11 0.28.60 0.30
RodH 165-188 15 0.470.67 0.19
Rodl 207-234 11 0.420.82 0.26

Tabella 8.11 loci SSR utilizzati per I'analisi di 12 popolaziodi Rhododendron ferrugineunia:
numero di alleli per ogni locus, Ho: eterozigositservata, He: eterozigosita attesa, Fis: indice di
fissazione.
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Popolazione Locus Allele Frequenza
AP1 RodC 298 0.38
AP2 RodE 145 0.22
AP2 RodG 138 0.17
AP3 RodD 166 0.03
AP3 Rodl 234 0.06
AM1 RodD 154 0.05
AM1 RodD 164 0.35
AM1 RodD 177 0.05
AM1 RodH 171 0.15
AM2 RodD 171 0.09
AM2 RodD 181 0.09
AM2 RodE 124 0.09
AM2 RodH 167 0.05
AM2 RodH 189 0.09
AM3 RodD 148 0.25
AM3 RodD 175 0.17
AM3 RodE 116 0.04
AL1 RodE 118 0.28
AL3 RodH 165 0.04
AL5 RodD 133 0.03
AL9 RodG 80 0.03
AL9 RodH 191 0.03
AL9 RodH 195 0.03

Tabella 8.2Frequenza e localizzazione degli Alleli privatepenti in ogni popolazione analizzata.

Nr. di

Sigla individui Na  Apg P(%) Ho He Fis PA GD
AP1 21(16) 2.71 2.46 71.43 0.21 0.36 0.46 1 0.38
AP2 10(9) 3.14 3.14 8571 0.13 041 0.72 2 0.46
AP3 19(18) 271 231 100.00 0.23 0.31 0.29 2 0.32
AM1 10 486 4.71 85.71 0.47 0.58 0.23 4 0.61
AM2 11 5,57 5.33 100.00 0.35 0.65 0.49 5 0.69
AM3 12 486 451 100.00 0.41 0.64 0.40 3 0.68
AL1 16 3.43 3.17 100.00 0.48 0.50 0.07 1 052
AL3 14 414 3.67 100.00 0.45 0.50 014 1 0.52
AL4 10 3.14 3.07 85.71 0.47 0.45 -0.007 0 0.47
AL5 20 3.86 3.21 100.00 0.38 0.45 0.18 1 0.46
ALS8 20 400 3.10 100.00 0.39 047 0.19 0 0.49
AL9 19 400 3.05 100.00 0.37 0.47 0.24 3 049

Media 15.17(14.58) 3.87 3.48 9405 0.36 048 0.28 1.9251
Tabella 8.3Numero di campioni (tra parentesi il numero di campprivi di individui clonali), Na
numero di alleli, ricchezza allelica (A, sulla bakg minimo di individui diploidi, 9), percentuati
polimorfismo (P%), eterozigosita osservata (Hojtesa (He), indice di fissazione (Fis), numero di
alleli privati (PA) e distanza genica (GD) delle @@olazioni analizzate.
Prima del calcolo dei parametri genetici, siccoRtfeododendron ferrugineursi puo riprodurre
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attraverso via vegetativa (Escaravage et al., 1898jata testata la presenza di individui clonali
nelle popolazioni analizzate. Solamente le tre fagioni appenniniche hanno evidenziato la
presenza di cloni; la popolazione AP1 mostra 4 girup individui clonali (3 composti da 2
individui e 1 composto da 3 individui per un totalie9 campioni clonali) mentre le popolazioni
AP2 e AP3 mostrano 2 coppie di individui clonalerPogni gruppo di cloni € stato considerato
solamente un individuo per il calcolo dei coeffidiedi inbreeding al fine di non alterare i ristita

| valori dei parametri di diversita genetica infrapolazione come la ricchezza allelicaéf),
I'eterozigosita osservata (Ho) e attesa (He), @fftaiente di inbreeding (Fis) e la diversita gecet
(GD) delle dodici popolazioni analizzate, sono oadii nella Tabella 8.3.

Le popolazioni AP1 e AP3 mostrano i piu bassi valdir ricchezza allelica (2.46 e 2.31
rispettivamente) mentre le tre popolazioni dellpiAarittime (AM1, AM2 e AM3) mostrano i
valori piu alti (4.71, 5.33, 4.51 rispettivamente).

| valori medi dell’eterozigosita osservata ed attesi campioni analizzati risultano essere 0.36 e
0.48 rispettivamente. Il deficit di eterozigosit&tata riscontrata in tutte le popolazioni analkieza
AP1, AP2 e AP3 mostrano i valori piu bassi di H®2(0Q 0.13 e 0.23 rispettivamente). In accordo
con il deficit di eterozigosita riscontrata, i val@iu alti del coefficiente di inbreeding (Fis) si
trovano in AP1 (0.46) e AP2 (0.72). questo ecceBsamozigoti nelle popolazioni appenniniche
potrebbe derivare dalla presenza di alleli nulliailcuni loci. Il software MICRO-CHECKER,
infatti, ha individuato possibili alleli nulli pagli alleli del locus RodD (popolazioni AP1 e AP2),
del locus RodG (tutte e tre le popolazioni appeiche) e del locus RodH (solo la popolazione
AP1). Le frequenze di questi alleli nulli non riguwlo, pero, particolarmente significative e I'alto
valore dell'indice Fis potrebbe essere dovuto & ceadizioni di omozigosita.

Sono quindi state prese in considerazione le m@hazra le popolazioni Appenniniche e le altre

nove popolazioni campionate sulle Alpi Marittimswdle Alpi centro-orientali.
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Inizialmente é stata eseguita una cluster anallfgisira 8.1 A) basata sulla distanza genetica di Ne
(Nei et al., 1983). In accordo con la loro distdlmne geografica, le popolazioni delle Alpi centro-
orientali e delle Alpi Marittime clusterizzano iruel gruppi distinti, mentre le tre popolazioni
Appenniniche risultano associate ad entrambi i dugpi principali. La popolazione APl e
graficamente vicina alle popolazioni delle Alpi Mame, mentre le altre due popolazioni
appenniniche, AP2 e AP3, mostrano una chiara sepakagenetica dalle popolazioni alpine.

Per meglio investigare le relazioni tra le popadazicampionate, € stato utilizzato anche un
approccio a livello di individuo. Sono stati anahti i genotipi SSR mediante il software
STRUCTURE tramite 10.000 interazioni MCMC (Markavain Monte Carlo) dopo un periodo di
burn-in di 10.000 interazioni, senza informazioréqedenti sull’'origine degli individui assegnati
alle varie popolazioni. Il valore ottimale di K éa® stimato mediante il calcolo daln, per
identificare il livello massimo nella struttura gechica (Evanno et al., 2005). Per questo studio i
valori di K ottimali sono risultati essere K=2 e K£Figura 4.2). la structure analysis con K=2
(Figura 8.1 B in alto) mostra risultati simili atiddrogramma basato sulle distanze di Nei, mentre
con K=5 si mette in evidenza una separazione tegpdpolazioni Appenniniche. Gli individui delle
popolazioni AP1 e AP3 vengono collocati in due giugeparati (Q[AP1]=0.98, Q[AP3]=0.94). gli
individui della popolazione AP2 si raggruppano maetente (Q[AP2]=0.69) insieme alle

popolazioni AL8 e AL9 e ad alcuni individui dell@agolazione AL5 (Figura 8.1 B in basso).
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Figura 8.1 A: Dendrogramma (UPGMA) sulla base della distageaetica di Nei, delle 12
popolazioni diR. ferrugineunmanalizzate con 7 loci SSR. B: Structure analyslied.2 popolazioni.
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Figura 8.2 Grafico rappresentante la relazione tra Kl per la scelta di K nella structure analysis
delle 12 popolazioni analizzate.

L’analisi gerarchica della varianza molecolare (AWK) € stata utilizzata per verificare I'esistenza
di una struttura genetica allinterno dell'insierdei dati presi in esame (Tabella 8.4). I'analisi
gerarchica ha mostrato che la maggior parte dell@zione genetica (60.48%) & dovuta alla
variazione all'interno delle popolazioni. Non ievanti risultano anche le variazioni genetiche “fra
popolazioni all'interno dei gruppi” (20.73%) e “fgauppi” (18.78%). Questi dati suggeriscono una
significativa differenziazione dRhododendron ferrugineursia a livello di popolazione che di
regione. | gruppi (regioni) sono stati scelti sulbmse della distribuzione geografica delle
popolazioni analizzate: Appennini, Alpi MarittimeAdpi centro-orientali.

- . Variazione Indici di
Gradi di liberta totale (%) fissazione P-value
Fra gruppi 2 18.78 &=10.19 <0.001
grrspr:)(i)polazmnl all'interno di 9 20.73 o= 0.26 <0.001
All'interno delle popolazioni 336 60.48 s=0.40 <0.001

Tabella 8.4 Risultati dell’analisi gerarchica AMOVA per 181 intlui raggruppati in 12
popolazioni provenienti da tre regioni geograficdeerse. | risultati provengono da 1023
permutazioni.

Le relazioni tra le tre popolazioni appenninichasanalizzate mediante I'analisi delle componenti
principali (PCA). L'ordinamento dei dati sulla badelle prime due componenti principali (Figura
8.4) mostra una chiara separazione tra le tre pamoii appenniniche
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Figura 8.4 Ordinamento dei campioni delle tre popolazioni appeiche secondo le prime due
componenti principali.

Questi risultati concordano con gli alti valori kdelrst calcolati tra le tre popolazioni (AP1-
AP2=0.56, AP1-AP3=0.58 e AP2-AP3=0.50). Nella T&bdl5 sono indicati tutti i valori didrper

ogni coppia di popolazioni analizzate.

AP1 AP2 AP3 AM1 AM2 AM3 AL1 AL3 AL4 AL5 AL8 AL9

AP1
AP2
AP3
AM1
AM2
AM3
ALl
AL3
AL4
AL5
AL8
AL9

0.0000
0.5627
0.5840
0.2445
0.1736
0.2681
0.5178
0.5252
0.5568
0.5500
0.4767
0.5008

0.0000
0.5031
0.4356
0.3526
0.3640
0.4374
0.3712
0.4186
0.3949
0.2607
0.2985

0.0000
0.4397
0.3708
0.3674
0.4774
0.4618
0.5177
0.4693
0.4672
0.4571

0.0000
0.0494
0.0663
0.3688
0.3703
0.3872
0.4029
0.3558
0.3826

0.0000
0.0462
0.3353
0.3180
0.3429
0.3775
0.3235
0.3293

0.0000
0.3253
0.3135
0.3303
0.3604
0.3069
0.3263

0.0000
0.1393
0.0993
0.1646
0.2595
0.1771

0.0000
0.0143
0.1351
0.2156
0.1916

0.0000
0.0935
0.2039
0.1702

0.0000
0.1682 0.0000
0.1353 0.0609 0.0000

Tabella 8.5Valori di

Fst. In

neretto le relazioni tra le pepolazioni appenniniche
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Il Mantel test (Figura 8.5) rivela una significaivcorrelazione tra la matrice delle distanze
genetiche e la matrice delle distanze geograficked(315, P = 0.001, 999 permutazioni) indicando

il ruolo dellisolamento geografico nel plasmare dauttura genetica delle attuali popolazioni
appenniniche.

GD vs Log(1+GGD) y=0,0477x+ 1,4886
R?=0,0992
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Figura 8.5 Risultati del Test di Mantel.

8.1.2 Variabilita genetica di Rhododendron ferrugtam nell’'intero areale

L’'analisi di Rhododendron ferrugineur@ stata poi estesa a tutte le popolazioni camf@ona
nell'areale (Tabella 6.1). Sono state processatetafe di 27 popolazioni (395 individui) attravers
'uso di 6 loci microsatelliti (RodA, RodC, RodD,0RE, RodH e Rodl). A differenza dell’analisi
precedente (paragrafo 8.1.1), il locus RodG notato preso in considerazione in quanto non e

risultato di efficiente resa nell’amplificazionerge 6 popolazioni dell’area pirenaica.

Anche in questo caso tutti e 6 i loci presi in esanno risultati polimorfici (Tabella 8.6) rivelamd

un totale di 82 alleli in 395 individui apparteniesite 27 popolazioni analizzate.

Loci SSR Dimensioni (bp) Na Ho He Fis
RodA 64-84 10 0.68 0.73 -0.27
RodC 291-310 7 0.16 0.58 0.42
RodD 127-181 24 0.32 0.84 (.42
RodE 82-145 11 0.25 0.63 0.30
RodH 165-188 15 0.39 0.62 0.19
Rodl 207-234 13 0.53 0.84 0.15

Tabella 8.6 Dettagli dei loci SSR utilizzati per I'analisi dell27 popolazioni dRhododendron

ferrugineum Na: numero di alleli per ogni locus, Ho: eterasiga osservata, He: eterozigosita
attesa, Fis: indice di fissazione.
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Il numero di alleli per locus varia da 7 (locus R9ych 24 (locus RodD) con una media di 13.3
differenti alleli per locus.

Per ogni locus é stata calcolata la diversita gesen termini di eterozigosita attesa (He) chelaa
un minimo di 0.58 (RodC) a un massimo di 0.84 (RpdD

Sono inoltre stati evidenziati 20 alleli privati2zb% del totale degli alleli (Tabella 8.7).

Popolazione Locus Allele Frequenza
AP2 RodE 145 0.20
AP3 Rodl 234 0.05
AM1 RodD 154 0.05
AM1 RodH 171 0.15
AM3 RodD 171 0.09
AM3 RodD 181 0.09
AM3 RodE 124 0.09
AM3 RodH 167 0.04
AM3 RodH 189 0.09
AM6 RodE 141 0.10
PY1 RodA 68 0.10
PY1 RodD 156 0.15
PY4 RodD 179 0.05
AL3 RodH 165 0.04
AL9 RodH 191 0.03
AL9 RodH 195 0.03
AL10 RodD 152 0.09
AL12 RodD 146 0.26
AL12 Rodl 209 0.13
AL12 Rodl 217 0.02

Tabella 8.7Frequenza e localizzazione degli Alleli privatepenti in ogni popolazione analizzata.

Come per I'analisi precedente, anche in questo eastata testata la presenza di individui clonali.

Gli individui clonali sono cosi distribuiti nelleopolazioni esaminate:

Popolazioni dell’Appennino settentrionale (AP1: @igpi da 2 individui clonali e 1 gruppo di 3
individui clonali; AP2 1 gruppo da 3 individui clah,: AP3: 5 gruppi da 2 individui clonali).

Popolazioni delle Alpi Marittime (AM6 :1 gruppo diindividui clonali,)

Popolazioni dei Pirenei (PY4 : 1 gruppo di 2 indivi clonali; PY5 :1 gruppo di 2 individui clonali;
PY6: 1 gruppo di 2 individui clonali),

Popolazioni delle Alpi centro-orientali (AL2 :1 gypo di 2 individui clonali, AL2 :1 gruppo di 2
individui clonali ( AL10: 1 gruppo di 3 individuilonali; AL11 :2 gruppo di 2 individui clonali.
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Di ogni gruppo (AP, AM, PY, AL) é stato considerata individuo nel calcolo dei parametri

successivi per non alterare i risultati.

| valori dei parametri di diversita genetica ingrapolazione delle 27 popolazioni analizzate sono

indicati nella Tabella 8.8.

Sigla in';'ir\'/ighi Na  Agxg P%  Ho He Fis PA  GD
AP1 21(16) 233 217 6667 020 033 041 0 0.34
AP2 10(8) 283 283 8333 013 040 072 1 0.45
AP3 19(14) 283 239 100.00021 030  0.27 1 0.31
AM1 10 517 483 8333 050 062 024 2 0.65
AM2 12 517 461 100.00 042  0.65  0.39 0 0.69
AM3 11 567 520 100.00 0.33  0.65  0.52 5 0.70
AM4 10 283 281 8333 043 042 003 0 0.45
AM5 10 333 329 8333 050 052 0.9 0 0.55
AM6 10(9) 300 300 8333 035 047 031 1 0.51
PY1 20 400 348 100.000.33 051  0.39 2 0.53
PY2 12 333 297 8333 049 045 -004 0 0.47
PY3 10 283 276 8333 045 042 -001 O 0.45
PY4 10(9) 283 278 6667 041 040  0.03 1 0.42
PY5 12(11) 233 228 8333 041 040  0.03 0 0.42
PY6 10(9) 267 257 6667 020 032 041 0 0.34
AL1 16 350 3.45 100.00 051 052  0.05 0 0.54
AL2 23(22) 333 265 8333 042 041  0.02 0 0.42
AL3 14 417 350 100.00 0.43 049  0.16 1 0.51
AL4 10 333 332 8333 042 037 020 0 0.52
AL5 20 400 373 100.00 045 053  0.17 0 0.54
AL6 20 300 289 100.00 043 050  0.16 0 0.51
AL7 21 350  3.03 100.00 036 053  0.35 0 0.55
AL8 20 417 311 100.00 042 057  0.29 0 0.59
AL9 20 400 314 100.00 043 055  0.25 2 0.57
AL10 11(9) 283 307 8333 039 051 029 1 0.55
AL11 10 283 291 8333 043 041 -001 O 0.43
AL12  23(21) 467 444 100.00 043 066  0.37 3 0.68
Media  14.63 350 322 8889 040 048 021 074 105

Tabella 8.8 Parametri di diversita genetica considerati e atori. A1), ricchezza allelica Ho:
eterozigosita osservata, He: eteroizigosita attBga;coefficiente di inbreeding e GD: diversita
genetica.

Le tre popolazioni appenniniche (AP1, AP2 e AP8)ngjue delle sei popolazioni pirenaiche (PY2,
PY3, PY4, PY5 e PY6) mostrano i valori di riccheatkelica (2.17, 2.83, 2.39, 2.97, 2.76, 2.78,
2.28 e 2.57 rispettivamente) tra i piu bassi menpia alti sono quelli di tre popolazioni delle gl

Marittime (AM1: 4.83, AM2: 4.61 e AM3: 5.20).
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| valori medi dell’eterozigosita osservata ed attesi campioni analizzati risultano essere 0.40 e
0.48 rispettivamente. Il deficit di eterozigositastato riscontrato in quasi tutte le popolazioni
analizzate (escluse PY2, PY3 e AL11 in cui si nmgcd al contrario un eccesso di eterozigoti),
evidenziando quindi alti valori di inbreeding sapu#to nelle popolazioni AP1, AP2, AM2, AMS3,
PY1 e PY6. Anche in questo caso sono state pregsame le relazioni tra tutte le popolazioni
mediante una cluster analysis, basata sulla dstgezetica di Nei (1983) (Figura 8.6).
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Figura 8.6 Dendrogramma (UPGMA) sulla base della distanza tgsnedi Nei, delle 27
popolazioni diR. ferrugineunanalizzate con 6 loci SSR.
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La cluster analysis evidenzia come le popolaziowliazate si raggruppino principalmente sulla
base della loro distribuzione in quattro aree gafigiie. Occorre pero sottolineare alcuni risultati

- le popolazioni appenniniche AP1 e AP3 sono genigcde poco distanti da tre popolazioni
delle Alpi Marittime (AM1, AM2 e AM3), che formanan gruppo separato dalle altre tre
popolazioni (AM4, AM5 e AMGII cluster che riunisaemplessivamente le popolazioni
delle Alpi marittime (AM) e due popolazioni appeniche risulta nettamente separato dai

cluster che riuniscono tutte le altre popolazi@@minate.

- Le popolazioni pirenaiche PY1, PY2, PY3, PY4 e BYSaggruppano tra di loro, mentre
PY®6 risulta piu distante,

- Le popolazioni delle Alpi centro-orientali (AL) t#ano abbastanza simili tra di loro e
formano due gruppi (AL1, AL2, AL3 e AL4 — AI5, ALGAL7, AL8 e AL9) rispecchiando
la posizione geografica (Figura 8.7). La popolagi@i10 risulta sia geograficamente che

geneticamente piu distante.

Una considerazione a parte meritano invece le papwii AL11 e AL12 che rappresentano
popolazioni di siti dove, oltre ad essere pres&itedodendron ferrugineusono presenti anche le
altre due specigRhododendron hirsutura l'ibrido Rhododendron x intermediynia popolazione

AL11 clusterizza con le popolazioni AL1, AL2, AL3Ad 4 geograficamente vicine mentre AL12

risulta geneticamente molto distante dalle popolazyeograficamente limitrofe

~Milano/O

Figura 8.7 Distribuzione delle popolazioni alpine campionate. viola i siti dove e stato
campionato anchehododendron x intermedium
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Per meglio investigare le relazioni tra le popadakzicampionate, € stato utilizzato anche un
approccio a livello di individuo. Sono stati anakt i profii SSR mediante il software
STRUCTURE tramite 10000 interazioni MCMC (Markov & Monte Carlo) dopo un periodo di
burn-in di 10000 interazioni, senza dare informaziprecedenti sull’origine degli individui
assegnati alle varie popolazioni. In questo cagalori ottimali di K sono risultati essere K=4 e
K=7 (Figura 8.8).
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Figura 8.8 Grafico rappresentante la relazione tra Kl per la scelta di K nella structure analysis
delle 27 popolazioni analizzate.

La structure analysis con K=4 (Figura 8.9 in aloh evidenzia una netta separazione tra le zone

geografiche in cui sono state campionati gli indiivianalizzati. Infatti:

- gli individui delle popolazioni AP1 e AP3 raggrummainsieme a quelli delle popolazioni
AM1, AM2 e AM3,

- gl individui delle popolazioni AM4, AM5 e AM6 raggppano insieme agli individui delle
popolazioni PY1, PY2, PY3, PY4 , PY5, AL5 e AL10,

- gli individui delle popolazioni AL1, AL2, AL3 e AL4aggruppano insieme agli individui
delle popolazioni AL11 e AL12,

- gli individui appartenenti alla popolazione AP2 sasimili ai campioni delle popolazioni
PY6, AL6, AL7, AL8 e AL9.

Invece la structure analysis con K=7 (Figura 8.9basso) meglio rispetta la differenziazione

geografica delle popolazioni, rispecchiando i tatilella cluster analysis:

78

Il genereRhododendrorL.: diversita genetica e fenomeni di ibridazione.



Risultati

- gliindividui delle popolazioni AP1 e AP3 si raggpano tra di loro,

- gli individui delle sei popolazioni delle Alpi Matime (AM) formano un gruppo separato

rilevando pero alcune similarita con le popolazidRil e AP3,

- le popolazioni pirenaiche (PY) formano un altrogga ma anch’esse evidenziano similarita

con le popolazioni alpine (in particolare gli indiui della popolazione PY6),

- gl individui della popolazione AP2 raggruppano caltuni individui appartenenti alle
popolazioni AL6, AL7, AL8 e AL9,

- le popolazioni delle Alpi centro-orintali presentanna differenziazione interna in cui Si
evidenzia la collocazione geografica delle popaiaziAL1, AL2, AL3 e AL4 sono simili
alla popolazione AL11; ALS5, AL6, AL7, AL8, AL9 e A10 risultano avere una struttura

genetica pit 0 meno simile. Gruppo a parte € ra@mtato dagli individui appartenenti alla

popolazione AL12.
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Figura 8.9 Structure analysis delle 27 popolazioni analizzatei 6 loci SSR.
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L’analisi della varianza molecolare (AMOVA) é statélizzata per analizzare la struttura genetica

delle popolazioni studiate (Tabella 8.9).

L’analisi gerarchica ha mostrato che la maggiotepdella variazione genetica (66.44%) e dovuta
alla variazione all'interno delle popolazioni. Sigative risultano anche le variazioni “tra

popolazioni all'interno dei gruppi” (21.08%) e “tgauppi” (12.48%).

Anche in questo caso i gruppi sono stati definiti dase alla distribuzione geografica delle
popolazioni: Appennini, Pirenei, Alpi Marittime elgh centro-orientali. |1 dati suggeriscono una

significativa differenziazione della specie oggettstudio a livello di popolazione nell’areale.

e . Variazione Indici di
Gradi di liberta totale (%) fissazione P-value
Fra gruppi 3 12.48 &r=0.34 <0.001
grrsp%(i)polazmm all'interno di 23 2108 Ec=0.24 <0.001
All'interno delle popolazioni 763 66.44 s=0.12 <0.001

Tabella 8.9 Risultati dell’analisi gerarchica AMOVA per 395 intlui raggruppati in 27
popolazioni provenienti da tre regioni geograficdeerse. | risultati provengono da 1023
permutazioni.

8.2 Obiettivo Il: Caratterizzazione genetica dellgpopolazioni di Rhododendronx
intermedium

Prima di procedere alla caratterizzazione genetiedle popolazioni di Rhododendronx
intermediumsi e proceduto all'identificazione integrata (nodogica e molecolare) di tutti gli
individui campionati nelle tre popolazioni (AL11,LA2 e AL13) in cui sono risultati presenti gli
individui ibridi.

8.2.1 Identificazione molecolare delle specie diddlodendron L.

Per l'identificazione dal punto di vista molecolatelle specie oggetto di studi®ifododendron
ferrugineum Rhododendron hirsutura l'ibrido Rhododendronx intermediun) sono stati utilizzati
alcuni marcatori molecolari filogenetici, plastilligindicati dalla tecnica DNA barcoding) e

nucleari.

In particolare I'utilizzo del marcatore filogenasicwucleare ITS ha permesso di identificare con
precisione le tre specie. Infatti, I'analisi debequenze ha evidenziato come le tre specie si

differenzino per 1 singola base nucleotidica (Fag8r10). Nella posizione 25Bhododendron
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ferrugineumha una guanina (G — picco ner®hododendron hirsuturha un’adenina (A — picco
verde) mentré&khododendrox intermediumpresenta un polimorfismo con la presenza di eriiram
picchi (R). Essendo lo spaziatore ITS nucleareiedjeon ereditarieta sia materna che paterna, si é
potuto dimostrare ch&®&hododendro x intermediumeé realmente librido dato dall'incrocio di

Rhododendron ferrugineusRhododendron hirsutum

0 20 20
léklﬁl Tlﬂlki"lc TI\I Ji“ll‘l::’lc GI{ECTCTCGGC

= !l|!!!'I!!!l|!f|l|?!|!|!f!!|!!l!|!?’ f |

B 240 230 260
R_ferrugineum(ALll) GCGTGCACATCTTTCGAATALCTGALCGA CTCTCG
R, hirsutum(ALLL) GCGTGCACATCTTTCGAATAACTALACGS :

R.x intermedium(AL11) GCGTGCACATCTTTCGAATAACTRAA CG CTCTCGGCAACGGATATCT(

Figura 8.10 Sequenze ed elettroferogramma mostranti il polirmod che evidenzia come
Rhododendromx intermediumderivi dall’ibridizzazione dR. ferrugineuneR. hirsutum

L’altro marcatore filogenetico nucleare utilizzat03 non é risultato un buon marcatore in quanto

ha mostrato numerosi problemi come:
- difficolta nelllamplificazione,
- difficolta nel sequenziamento,
- difficolta nell'allineamento,
- bassa discriminazione tra le tre specie,
- problemi di forme paraloghe o sequenze doppie.

Sono quindi stati utilizzati i marcatori filogengtimatK e psbA-trnH. Il gene matK e risultato di
nessuna significativita in quanto non discriminarke specie prese in esame; le sequenze che si

ottengono, di 850 bp, non si differenziano in negsunto I'una dall’altra.
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Lo spaziatore plastidiale psbA-trnH ha invece ewmigto 8 polimorfismi di cui uno in posizione
263, e risultato molto significativo (Figura 8.11La presenza della base timina (T — picco rosso) si
in Rhododendron hirsuturthe inRhododendrorx intermedium essendo il plastidio di ereditarieta
materna nelle Angiosperme, indica come nell'inaoper formare ['ibrido, iIRhododendron
ferrugineumsia l'individuo di sesso maschile mentreRihododendron hirsutursia I'individuo di

sesso femminile.

T L R K e L e R AR A
250 260 270 280 2
L TCGAMLATAAMLGATALAATTTGC
STCCALAATARAAGATAALATTTGC
ATCEALAATALAAGATAALATTTGC

Figura 8.11 Sequenze che mettono in luce come R. hirsutumimeiticio con R. ferrugineum per
formare l'ibrido, rappresenti I'individuo femminile

8.2.2 Analisi degli sciami ibridi

Identificati gli ibridi ed i parentali mediante tilizzo combinato dei marcatori ITS e psbA-trnH
(Figura 8.12), si e proceduto agli studi di gersetic popolazione per I'analisi degli sciami ibridi
mediante I'utilizzo dei marcatori molecolari SSRi¢rosatelliti).

Liechtenstein
Vaduz

ZonalSpecie

R. ferrugineum | R. hirsutum | R. x intermedium

Monte Piana (AL11) 10 10 13
Bormio (AL12) 23 5 57
5 Grigna settentrionale (AL13) 0 40 8

Figura 8.12Le 3 popolazioni in cui sono stati campionati indw di R. ferrugineumR. hirsutum
eR. xintermedium
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Analisi Monte Piana (Popolazione AL11)

L’analisi degli individui appartenenti alle tre sjp& campionate sul Monte Piana é stata eseguita
utilizzando i marcatori microsatelliti gia utilizzger la caratterizzazione geneticaRiododendron
ferrugineumnel suo areale. Sono stati caratterizzati 33 iddiy I'analisi mediante il software
STRUCTURE ha permesso di identificare gli individappartenenti alle tre specie ma come si
evince dalla Figura 8.13 alcuni individui ident#tc comeRhododendrorx intermediumin realta

non sono ibridi di prima generazioneXfa derivano da fenomeni di introgressione ovvkre-
incrocio dell'ibrido con uno dei due parentali. duesto caso si vede come lintrogressione sia
maggiore nei confronti dRhododendron hirsutum

Liechténstein
" el
Vaduz

Veneto

Figura 8.13Structure analysis degli individui campionati negdt@polazione AL11.

Analisi Bormio (Popolazione AL12)

Nell'area di Bormio sono stati caratterizzati utate di 85 individui attraverso I'utilizzo dei 6

marcatori microsatelliti SSR. Gli individui son@stcampionati in 8 sottopopolazioni limitrofe.
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La structure analysis (Figura 8.14) mette in luic@resenza di individui parentali puri, di individu
di prima generazione ed individui di generazioniccassive caratterizzati da fenomeni di
introgressione nei confronti di entrambi i parentaVvidenziando quindi la presenza di un iniziale

sciame ibrido.

L|ech£enstem
Vaduz

1 I T SR
4z 44

9 4

40 45 48 5
B R. ferrugineo
[ R. irsuto
B R. intermedio

0

Figura 8.14 Structure analysis degli individui campionati negdt@polazione AL12.

Analisi Grigna settentrionale (Popolazione AL13)

Sono state campionate 5 sottopopolazioni per waletati 48 individui risultati appartenenti alle
specieRhododendron hirsuture Rhododendrorx intermedium La caratterizzazione mediante |
microsatelliti e la conseguente structure analffSigura 8.15) evidenzia la presenza di uno sciame

ibrido ormai presente da molto tempo, in cui nomospiu distinguibili le linee parentali pure.
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Llechl;i;enstern
Vaduz

Figura 8.15Structure analysis degli individui campionati nedtapolazione AL13.

8.2.3 Variabilita delle popolazioni di Rhododendrorintermedium

Gli individui di Rhododendron x intermediucampionati nelle tre stazioni (AL11, AL12 e AL13)
sono stati analizzati mediante sei loci micro $itédéelRodA, RodC, RodD, RodE, RodH e Rodl.
Anche in questo caso tutti i loci sono risultatlipmrfici (Tabella 8.10) rivelando un totale di 77
alleli in 108 individui appartenenti alle tre poppioni analizzate. Il numero di alleli per locusiga
da 6 (locus RodC) a 20 (locus RodD) con una medi2 @3 alleli per locus. Per ogni locus é stata
calcolata la diversita genetica in termini di esggosita attesa (He). La media mostra un intervallo

ristretto con valori compresi tra 0.68 (locus Ro@®).89 (locus RodA).

Nei campioni analizzati sono staati evidenziatielgvato numero di alleli privati: 35, il 45.5% del
totale (Tabella 8.11).
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SSR loci Na Ao Ho He Fis
RodA 16 8.71 0.73 0.89 0.05
RodC 6 4.19 0.37 0.68 0.29
RodD 20 7.83 0.55 0.88 0.10
RodE 9 6.66 0.67 0.86 0.10
RodH 15 7.67 0.48 0.86 0.12
Rodl 11 5.99 0.36 0.74 0.06

Tabella 8.10 Dettagli dei loci SSR utilizzati per I'analisi ltee 3 popolazioni diRhododendrorx

intermedium Na: numero di alleli per ogni locus, Ho: eterasija osservata, He: eterozigosita
attesa, Fis: indice di fissazione.

Anche l'ibrido Rhododendronx intermediumpu0 riprodursi per via vegetativa; € quindi stata
indagata la presenza di individui clonali nellegogolazioni.

Sono risultate avere individui clonali la popolamoAP11 (1 gruppo con tre individui clonali e 1
gruppo con due individui clonali) e la popolaziokiel2 (1 gruppo con due individui clonali). Per

ogni gruppo di cloni e stato considerato un soldiviluo per il calcolo dei coefficienti di
inbreeding al fine di non alterare i risultati.

| valori dei parametri di diversita genetica inpapolazione come la ricchezza allelica (A[26]),
I'eterozigosita osservata (Ho) e attesa (He)dfficiente di inbreeding (Fis) e la diversita gece

(GD) delle tre popolazioni analizzate sono indicegda Tabella 8.12.
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Popolazione Locus Allele Frequenza
AL11 RodD 152 0.12
AL11 RodD 154 0.12
AL11 Rodl 224 0.08
AL11 Rodl 228 0.04
AL11 Rodl 232 0.12

AL12 RodA 64 0.06
AL12 RodA 66 0.01
AL12 RodA 72 0.12
AL12 RodA 89 0.08
AL12 RodA 93 0.01
AL12 RodA 97 0.01

AL12 RodC 298 0.14
AL12 RodD 129 0.03
AL12 RodD 138 0.02
AL12 RodD 140 0.14
AL12 RodD 156 0.07
AL12 RodD 158 0.01
AL12 RodD 179 0.13
AL12 RodD 181 0.01
AL12 RodD 183 0.01
AL12 RodH 127 0.05
AL12 RodH 133 0.05
AL12 RodH 169 0.02
AL12 RodH 175 0.13
AL12 RodH 189 0.02
AL12 Rodl 213 0.04
AL12 Rodl 219 0.02
AL12 Rodl 222 0.02
AL13 RodC 294 0.06
AL13 RodD 150 0.22
AL13 RodD 169 0.04
AL13 RodD 173 0.01
AL13 RodD 194 0.05
AL13 RodE 120 0.05
AL13 RodH 167 0.08

Tabella 8.11Frequenza e localizzazione degli Alleli privatepenti in ogni popolazione analizzata.

Pop  N.campioni N, Ae) Ho He Fis PA GD

ALl11 13 5.83 5.83 0.58 0.71 0.20 5 0.71
AL12 56 10.50 7.52 0.53 0.80 0.34 23 0.80
AL13 39 7.00 5.80 0.51 0.84 0.30 7 0.72

Tabella 8.12 Parametri di diversita genetica carsitl e loro valori. Ag), ricchezza allelica Ho:
eterozigosita osservata, He: eteroizigosita attBga;coefficiente di inbreeding e GD: diversita
genetica.
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In tutte e tre le popolazioni la diversita genetisalta molto alta (media 0.74), diretta consegaen
della presenza di numerosi alleli privati e deila@cente formazione di queste popolazioni ibride.

L’analisi della struttura delle tre popolazionitata effettuata mediante il software STRUCTURE.
Dallimmagine ottenuta (Figura 8.16) con K=5, sstiiguono le tre zone geografiche (Monte
Piana, Bormio e Grigna settentrionale) in quantattarizzate da alleli diversi (questo rispecchia |

presenza in ogni popolazione di numerosi allelratr).

Le popolazioni AL11 (Monte Piana) e AL13 (Grigndtertrionale) risultano pil omogenee ovvero

caratterizzate da ibridi fissati.
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Figura 8.16 Structure analysis degli individui appartenerie 8 popolazioni analizzate con i 6 loci
SSR.

L’analisi della varianza molecolare (AMOVA) ha m@db che la maggior parte della variazione
genetica (61.34%) e dovuta alla variazione trairglividui delle tre popolazioni (Tabella 8.13).
Significativa anche la variazione genetica alémto dele singole popolazioni (27.66%) mentre

abbastanza bassa risulta la % di variazione tir& lpopolazioni (10.99%).

R . Variazione Indici di
Gradi di liberta totale (%) fissazione P-value
Fra popolazioni 2 10.99 sr=0.11 <0.001
Fra |nd|\(|dg| all'interno delle 105 27 66 E=0.31 <0.001
popolazioni
Fra individui 108 61.34 = 0.39 <0.001

Tabella 8.13 Risultati dell’analisi gerarchica AM@Vper i 108 individui raggruppati in 3
popolazioni. | risultati provengono da 1023 permaigai.
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Capitolo 9

Conclusioni

9.1 Obiettivo |I. Caratterizzazione genetica delle gpolazioni sud-europee di
Rhododendron ferrugineuni..

L’analisi della speci&Rkhododendron ferrugineuin mediante i marcatori microsatelliti suggerisce
che nelle popolazioni Appenniniche la propagazi@tenale ed il fenomeno dell'inbreeding

abbiano portato ad una bassa variabilita genetidaa®nseguenza, ad una deriva genica.

La diversita genetica viene influenzata da moltepiattori, sia positivi (incrocio tra individui

diversi, flusso genico tra popolazioni) sia negainbreeding, isolamento genetico, riduzione del
numero di individui). In popolazioni ampie e numsFcsi raggiunge un equilibrio tra tutti questi
fattori e generalmente si hanno popolazioni con bmana diversita genetica. Nelle popolazioni
piccole e isolate, come quelle degli Appennini,eice prevalgono i fattori negativi primi tra tutti

I'autofecondazione e l'inbredding che portano g@iéadita di variabilita genetica. Le analisi hanno
dimostrato che nelle popolazioni appenniniche vina bassa diversita genetica, pochi alleli e
soprattutto elevati livelli di fissazione allelicdelle popolazioni si € inoltre osservata una
diminuzione dell’eterozigosita osservata in confoom quella attesa, con la presenza di loci
monomorfici da ricollegare all'autofecondazionell@samlamento geografico tra i diversi campioni

di Rhododendron ferrugineuin che impedisce lo scambio di polline — assiau@evalentemente

da bombi - anche tra individui della stessa popotez Questo € ampiamente documentato in
letteratura (Wolf et al., 2004) e a questo si aggauil fenomeno della propagazione clonale che
determina la formazione di individui tutti identidNelle popolazioni piccole, caratterizzate da
individui con poche gemme e pochi fiori, come geakservate nelle popolazioni appenniniche,

I'incrocio e ridotto mentre si rileva un elevatedilo di autoimpollinazione e la crescita clonale.

Sulla base di indagini archeobotaniche le popofaziadi Rhododendron ferrugineum
dellAppennino settentrionale derivano da un’espames avvenuta durante il Pleistocene, della
stessa specie presente sulle vicine Alpi Maritt{Ferrarini, 1973). E pero significativo il fatto &h
solamente la popolazione piu grande (AP1) abbiacosttuzione genetica piu simile a quella delle

popolazioni delle Alpi Marittime.
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L’altra popolazione appenninica (AP2), invece, ltisyiu simile alle popolazioni delle Alpi centro-

orientali.

Si puo pensare che questi caratteri derivino daniita origine delle popolazioni appenniniche da
guelle alpine, attraverso il “corridoio” delle alplarittime. Le vicende climatiche successive e la
morfologia dei siti appenninici hanno portato swsteamente ad una buona conservazione della
popolazione del Libro Aperto (AL1) che risulta egsta piu ricca di individui e, all'opposto, alla
sopravvivenza di pochissimi individui negli altiisQuesti fatti hanno influito sulla conservazen
della diversita genetica, che si e relativamentesepvata nella popolazione piu grande, favorendo
fenomeni di deriva genetica (gli effetti del cas;gumentando gli effetti della riproduzione clonale
nelle popolazioni piccolissime degli altri due siti

Attualmente, le piccole e piccolissime popolaziappenniniche sono il risultato della scarsita di
siti favorevoli, in particolare dove il manto newoson € abbastanza durevole e non € di spessore

sufficiente per proteggere le gemme dal congelamitdrrari e Piccoli, 1997; Korner, 2003).

Anche i forti venti (4 m/s) a cui le pendici delppennino settentrionale sono particolarmente
esposte (Zanella, 1989) hanno un effetto negatildta £rescita diRhododendron ferrugineum
Questo puod essere dedotto dalle caratteristichéofogiche che caratterizzano le tre popolazioni
Appenniniche: piante di piccola taglia, presenzgathe gemme per pianta e crescita prostrata.
Queste caratteristiche, unitamente ai dati molecotgenuti, suggeriscono che la vulnerabilita eell
popolazioni appenniniche € principalmente legat ahrita locale di habitat idonei. Le
caratteristiche morfologiche sviluppate dalle pgalttcali hanno un alto valore adattativo, tuttavia
davanti a questi effetti negativi delle condiziatimatiche € possibile ipotizzare che reintrodukion

locali anche consistenti potrebbero non produraratisultato.

Nel prossimo futuro € probabile che il cambiametltmatico indurra un ulteriore declino degli
habitat adatti peRhododendron ferrugineusull’Appennino settentrionale (nonostante questesz

rientrino nelle aree protette) con un crescentiitsdi estinzione delle popolazioni locali.

La maggior parte degli individui nord appenninidi Bhododendron ferrugineursi trovano
attualmente nelle brughiere ad arbusti nani doraimatVaccinium gaultherioide® Vaccinium
myrtillus. Per quanto sia sa sull’ecologia di questa vegeataz{Berrari e Piccoli, 1997), una durata

piu breve e uno spessore inferiore della copertekasa, unitamente agli effetti limitanti dei forti

91

Il genereRhododendrorL.: diversita genetica e fenomeni di ibridazione.



Conclusioni

venti, potrebbero favorire popolazioni piu dens&@dccinium gaultheroides Vaccinium myrtillus
competitori diRhododendron ferrugineymiducendo ulteriormente i siti disponibili per epta

specie (Bianco e Boulard, 1974).

Questo e il principale motivo per cui una strategjiaconservazione in situ non sembrerebbe la
soluzione ideale. La costituzione genetica di qu@stpolazioni periferiche, con i rispettivi alleli
privati, suggerisce che l'obiettivo principale diaubuona strategia di conservazione sia quello di
preservare il piu possibile la variabilitd genetinadiante un sistema ex situ basato su banche del

seme oppure coltivazione in aree controllate.

Le analisi condotte hanno evidenziato che anch@opmlazioni pirenaiche, anch’esse periferiche
nella distribuzione della specie, presentano @gsstproblemi di conservazione delle popolazioni
appenniniche. Anch’esse infatti, presentano imllivclonali oltreché una diversita genetica bassa.

Queste sono caratteristiche tipiche delle popotazibe si trovano al margine dell’areale.

Al contrario le popolazioni delle Alpi presentana Ulvello di diversitd genetica buono, non
presentano individui clonali, le popolazioni sorabastanza numerose e morfologicamente non
hanno un aspetto prostrato anche grazie alle comdizlimatiche favorevoli ancora presenti in

queste zone.

9.2 Obiettivo II: Caratterizzazione genetica di Rhododendronx intermedium
Tausch

Nell’ambito del presente progetto di dottorato setaii messi a punto dei marcatori molecolari che
hanno permesso di distinguere le specie parengdllibtido Rhododendronx intermedium. In
particolare lo spaziatore nucleare ITS ha permdsganostrare ch&hododendrorx intermedium

e realmente un ibrido dato dallincrocio dhododendron ferrugineuncon Rhododendron
hirsutum Mentre lo spaziatore plastidiale psbA-trnH, egeedi ereditarieta materna, ha permesso
di dimostrare che nell'incrocio che origina l'ibad il Rhododendron hirsutunmappresenta il

parentale femminile mentiRhododendron ferrugineuiil parentale maschile.

pY

Di particolare importanza e stata l'integraziondladeclassificazione morfologica con quella
molecolare sia nella fase di campionamento chendiisa dei campioni. | caratteri fogliari sono
sicuramente quelli pit indicativi e la presenzaaldizioni intermedie permettevano di individuare

i presunti ibridi poi confermati a livello molecoé&a
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Per studiare le dinamiche di ibridazione sono sta#iti marcatori codominanti ed in particolare
microsatelliti nucleari. Dai dati si evidenzia comelle zone del Monte Piana e di Bormio,
unitamente alle linee parentali pure, siano presermi ibridi ovvero ibridi di piu generazioni eh

a volte possono derivare da re-incroci con unoddei parentali (fenomeno dell’introgressione). In
guesto caso si e visto come il re-incrocio avvepgacipalmente nei confronti dkhododendron
hirsutum(Milne, 2008). Questo fenomeno puo essere spigagdtase alla fenologia della fioritura
di queste specie: la fioritura 8hododendron ferrugineynmfatti, non € contemporanea a quella
delle altre due specie: in particolare, il periatid’'antesi e generalmente successivo. Questo datto
significativamente legato ad una differente distzibne latitudinale. L'ibrido tende ad occupare
guote piu basse rispetto al limite degli alberiegsistendo cosi maggiormente dehododendron
hirsutumpiuttosto che con I'altro parentale, che si trowgece prevalentemente oltre il limite degli
alberi.

La popolazione della Grigna settentrionale é invaasituita da un unico sciame ibrido in cui non
sono piu distinguibili le linee parentali pure eegqto €& evidente anche dal punto di vista
morfologico. Questo piu essere spiegato con letdiivariazioni altitudinali e spaziali delle due

specie in questa area e quindi con una maggiotspiita di reincorcio..

L’analisi della struttura genetica delle tre pop@ai in cui sono risultate presenti le tre entita
Rhododendronsi € notata la presenza di un’alta diversita tiemedovuta anche a una grande

variabilita allelica con la presenza di una buoeacentuale di alleli privati.

Nelle popolazioni analizzate, la presenza deldbré predominante rispetto a quella dei parentali,

probabilmente legata al fenomeno del vigore ibrido.

Due specie affini com&hododendron ferrugineurh. e Rhododendron hirsutn L., entrambe
ecologicamente esigenti, hanno trovato vantaggiosciarsi, producendo un ibrido sicuramente
in grado di adattarsi meglio ai cambiamenti perctw caratteristiche derivanti da rimescolamento
genico.Rhododendromx intermediumrausch, infatti, € ecologicamente meno esigentpatentali,
riuscendo a sopravvivere su suoli con differentigolld altitudini diverse. Proprio questa maggiore
resistenza puo pero diventare una minaccia pandjiidui parentali: I'ibrido infatti si diffonde e
amplia il suo areale, a discapito di quello deiepéali. Considerando ch&hododendron
ferrugineumL. e Rhododendron hirsuturh. sono due specie ad areale ridotto, esiste tiafte

rischio che l'ibrido le soppianti, contaminandaéue popolazioni pure.
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Conclusioni

In un’ottica di conservazione, quindi, bisognerebdrgere conto dei fenomeni di ibridazione, della
formazione di sciami ibridi nonché del fenomenadndiogressione, cercando di evitare o almeno

ridurre le azioni di disturbo ambientale che partatla coesistenza di specie interfertili.
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Abstract

Rhododendron ferrugineun (Ericaceae) is a subalpine shrub that cariobed throughout
the Pyrenees and th&lps. The Northern Apennines are one of the souathest limits of its
geographical range. Local populations are very fmall and scattered over three mountain groups
of the chain. In this study, the genetic diversitysuch three Apennine populations (AP1, AP2 and
AP3) was analysed and compared to the afritéree populations from the near Maritime Alpslan
of six populations from the Central-Eastern Alpgnétic variations across microsatellite markers
revealed that the Apennine populations show someatlindividuals and the lowest genetic

diversity values (AP1 and AP3[fg] values are 2.46 and 2.31, respectively), as well a

heterozygosity deficiency with respect to the Aipopulations. Genetic relationships among
populations (Nei's genetic distance) showed thatomling to their geographical distribution,
populations from the Central-Eastern Alps and fithe Maritime Alps clustered in two separate
groups, while the three Apennine populations wessoaiated to either of the two main clusters.
PCA analysis showed a clear separation of the #peanine populations according to the high Fst
values detected (AP1-AP2 = 0.427; AP1-AP3 = 0.4482-AP3 = 0.325). Mantel test revealed a
significant correlation between genetic and geodcapldistance matrices (r = 0.314, P = 0.001,
999 permutations).

Considering the geographical and ecological pergdhendition of these populations and the
high impact of the climatic changes on their hdbitge suggest aax situconservation strategy by

a germplasm bank to preserve the most of theirtgewvariability.

Key words
Apennines, Maritime Alps, microsatellites, nucl&8R, pseudo-raritfRhododendron ferrugineum

L.
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Introduction

Rhododendron ferrugineum - the Alpenrose - is an acidophilous subalmheub, which is
found in the Pyrenees and in the Alps as well akenNorthern Apennines. On this last mountain
chain, where it attains one of the southernmositdirof its geographic rang®. ferrugineumis
rare, with small populations. It is likely that essthe late glacial age, up to about 2000 yearsRBC,
ferrugineumwas relatively abundant above the Northern Apermiiraberline, despite the heavy
human interference (Lowe et al. 1994; Rossi & €2r1996).

At present, relict populations &. ferrugineuntan be found only on three mountain groups of
the Northern Apennines: Mt. Libro Aperto, Mt. Pradecchio, Mt. Nuda-Cima Belfiore (Ferrarini
1973; Alessandrini & Bonafede 1996), within opeitareous dwarf shrublands on some north and
north-western facing slopes (Ferrari & Piccoli 1p97

The Northern Apennine populations Bf ferrugineumoffer an example of “pseudo-rarity”
(Rabinowitz 1981) or “peripheral rarity” (Hengevefd Haeck 1982; Brown 1984; Nathan et al.
1996), as they are small and scattered in few.Sltesy can be a relevant case study on the relative
effects of reproductive isolation and genetic doift the genetic structure of populations, which in
R. ferrugineuncould have been enhanced by its remarkable clmoglagation (Kérner 2003). A
review of extant literature failed to identify adgita abouthe genetic features of these populations.

The Northern Apennine populations were analysegstonate the level of genetic constitution
and variability in comparison witthe closest ones in the Maritime and Central-Eastdps. A
better understanding of the genetic features adethmopulations will be crucial to evaludtesir
response to environmental changes and human pesssod to estimate their extinction risk. Such
information could also provide a better understagdf the genetic relationships between Alpine
and Apennine populations and will also be cructaldefine plant sources suitable for local

reintroduction and to plan the best conservatioatesy.
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Considering the low values of genetic variationedetd in theR. ferrugineumpopulations
from the Alps by AFLP (Amplified Fragment Length lipomorphisms) studies (Pornon &
Escaravage 1999; Wolf et &004; Manel et al. 2007), our analysis focused ypehvariable DNA
regions, such as Simple Sequence Repeats (SSRsgl(Ra al. 1996). A specific set of these

markers, developed by Fluch et al. (in press), wessal in our study.

Materials and methods
Plant material and DNA analysis

Twelve population®f R. ferrugineum181 individualstotally, were sampled. The sample
size of each population ranged from nine to 20vilidials with a mean of 15.1 (Table 1). We
collected leaves from individuals spaced at le&strilapart, in order to avoid sampling related
individuals. In the Northern ApenningBig. 1) R. ferrugineumgrows only in three different sites
(Mt. Libro Aperto, Mt. Prado - Vecchio, Mt. NudaGima Belfiore). Only on Mt. Libro Aperto
(AP1) a large population can be found on a nortstera facing slope. On site AP2 (Mt. Prado -
Vecchio), there is a small and fragmented popufatin its north-facing slope. On site AP3 (Mt.
Nuda - Cima Belfiore), Alpenrose individuals areimiya clustered in few small groups in open
Vaccinium myrtillusL. andV. gaultherioided.. dwarf shrublands, slightly above the upper wood
limit. In each of the three Apennines sites we dathfhe greatest number of present individuals.

Three populations from the Maritime Alps (AM1, AMand AM3 - close to the
Italian/French boarder) and six from the CentradtBan Alps (AL1, AL2, AL3, AL4, AL5 and
AL6 — along the Austrian and Slovenian boarder)ensampled to be analysed and compavrita

the Apennine populations (Table 1).
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Total genomic DNA was extracted and purified ugimg DNeasy™ Plant Mini Kit (Qiagen,
Italy) according to the manufacturer’'s handbookali@y and quantity of the isolated DNA were
determined using the Qubit fluorimeter (Invitrogefe Technologies, Milan, Italy).

A total of ten nuclear SSR loci were tested onlasstiofR. ferrugineunsamples. Seven of
these primer combinations showed reproducible diogion products as well as variability in the
test samples (Table 2). Genomic DNA of 181 indiaiduall, corresponding to the 12 populations,
was analysed using the seven SSR loci (RodA, RB®AD, RodE, RodG, RodH and Rodl; Table
2). Amplifications were performed with a PCR-beashRy-to-go Kit (Amersham Bioscience, Italy)
in a volume of 25 pl starting from 10 ng of DNA afh@ pmol of forward and reverse primers.
Amplification reactions were multiplexed based dme tannealing temperature j(Tof the
corresponding primer pairs: RodA was combined wihd C at | 56 °C while RodD was
combined with RodE, RodG and RodH at4B °C. In the multiplex PCRs, the forward or reseer
primer of each combination was labelled with 6-FAMED, VIC and PET fluorescent dyes
(Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A) redpealy (Table 2). Rod | with a Jof 65 °C was
analysed in single amplifications.

The PCR thermal profile was: 3 min at 94 °C, 35leymf 50 sec at 94 °C, 50 sec at
annealing temperature )T 50 sec at 72 °C with a final extension step @fn3@n at 72 °C. PCR
products (1uL) were mixed with 12ul. of formamide and 0.2iL of LIZ-500 size standard
(Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A) ancerthanalysed on an ABI 3130 automated
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA,.A)SThe allele sizes for each nSSR locus were

identified using Genemapper 4.0 software (ApplieasBstems, Foster City, CA, U.S.A).

Data analysis
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For each population and nSSR locus, genetic pasametuch as the observed average allele
number (Na), the percentage of polymorphic loci JPébserved heterozygosity (Ho), expected
heterozygosity (He) and number of private allele&)( were calculated using the program FSTAT
(Goudet 2001). The intra-population genetic divgraias also evaluated in terms of allelic richness
(A) (ElI Mousadik & Petit 1996) using a fixed sampiee of nine (18 gene copies). Fixation index
(Fis) was calculated for polymorphic loci both to tdbke deviation from Hardy-Weinberg
equilibrium and to estimate the genetic differeitia among populations (Weir & Cockerham
1984). The significance of deviations from Hardyiierg equilibrium, as evidence by deviation
of Rs from zero, was tested by randomization using FSB&ftware (Goudet 2001). All the
calculations were performed using POPGENE versi@n(8eh et al. 1999), and FSTAT (Goudet
2001).

We evaluated also the null alleles, using MICRO-CHER v. 2.2.3 (Van Oosterhout et al.
2004) software (confidence interval = 99% and numiferandomisations = 1000), to test the
significance of heterozygosity level.

The genetic relationships among populations wegduated by generating a dendrogram
based on the Pgenetic distances amotigem (Nei et al. 1983), using the Unweighted Paoup
Method with Arithmetic Averages (UPGMA), applyindiet Populations 1.2.3Beta software
(Langella 2007). The significance of each node he tlendrogram was evaluated by 1,000
boostraps derived using the same software.

Population genetic structure was also evaluateBdyesian clustering (Falush et al. 2003;
Pritchard et al. 2000) using STRUCTURE 2.2 softwéretchard et al. 2007), which assigns
individuals into K subpopulations (clusters) basedan admixture model and a correlated allele

frequencies model (Falush et al. 2003).
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Genetic differentiation of the populations B. ferrugineumwas quantified using the
differentiation index Er (Weir & Cockerham 1984). We also conduced an amalgf molecular
variance (AMOVA) using ARLEQUIN v. 3.0 software (Eoffier 2005). Total genetic variation
was partitioned into among regions, among-poputatiithin-regions and within populations.
Groups have been constructed on the basis of the tfeographical regions: the Apennines (AP),
the Maritime Alps (AM) and the Central-Eastern A({@pd°) (Table 3).

In order to assess the genetic relationships anmtbegmembers of the three Apennine
populations as individual plants, a Principle Comgrt Analysis (PCA), based on multilocus
genotypes using GENALEX ver. 6 (Peakall & Smouse®{Fig. 3), was performed.

Patterns of isolation by distance (IBD), indicatisygatial genetic structure (Wright 1943),
were evaluated among the three Apennine populatioosrding to Rousset (1997), using a Mantel
test with 999 random permutations between the jsgrywopulation differentiation comparisons for
FST/(1-FST) and the natural logarithms of geogreglhiistances. The values for IBD were tested

using GENALEX ver. 6 software (Peakall & Smouse 200

Results
Genetic variability in the sampled populations ofR. ferrugineum

All selected nSSR loci were polymorphic (Table i2yealing a total of 82 alleles in 181
individuals from 12 populations. The number of laléeper locus across all the populations ranged
from seven (locus RodC) to 20 (locus RodD), withaaerage of 11.7 different alleles per locus.
High genetic diversity, as measured by Nei’'s ind&xxpected heterozygosity (He), was found.
The average He showed a restricted range, withegsatanging from 0.60 (locus RodG) to 0.84

(locus RodD). A total of 23 private alleles wersatletected (28%) in the analysed samples.
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Before the calculation of genetic parameters, lier fact that this speciesan also be reproduced
through ramets (Escaravage et al. 1998), we tektegdresence of clones of each population. Only
the three Apennine populations have showed somrmalcindividuals; AP1 population showed four
groups of clonal individuals (three composed of timdividuals and one composed of three
individuals, nine clonal samples totally), while 2Rnd AP3 populations showed a pair of clonal
individuals. That samples were not used for the mamation of inbreeding coefficients not to alter
the results.

The values of the within-population genetic divergiarameters, allelic richness{4), expected
and observed heterozygosity (He and Ho) and inlmmgembefficients (Fis), are presented in Table
1. The AP1 and AP3 Apennine populations showeddWwest values of allelic richness with4
values of 2.46 and 2.31, respectively, while thpydations from the Maritime Alps showed highest
A[1g values.

The mean value of observed (Ho) and expected (E&rdzygosity in the analysed samples was
0.36 and 0.50 respectively. Heterozygosity deficiewas detected in all the analysed populations;
however AP1, AP2 and AP3 showed the lowest Ho w01, 0.13 and 0.23 respectively).

In accordance with the detected heterozygositycofcy, highest values of Fis coefficients were
found in AP1 (0.46) and AP2 (0.72) populations.sTéxcess of homozygotes may derive from the
presence of null alleles in some nSSR loci. Therdihecker software detected possible null
alleles inlocus RodD (AP1 and AP2 populations) and locus R¢atttly AP1 population). Based on
these results, the genetic parameters reportedbfteT were recalculated excluding the null alleles
however, no substantial changes were observeddtleetlow frequency of null alleles. Because
the frequencies of null alleles amt appear to be significant, highgg Falues could be due to a

real condition of homozygosity (data not shown).
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Genetic relationships among populations

The clustering of these 12 populations, based dis igenetic distance (Nei et al. 1983), is
shown in Fig. 2A. According to their geographicastdbution, populations from the Central-
Eastern Alps and the three populations from theitiMa Alps clustered in two separate groups,
while the three Apennine populations were assatitieeither of the two main clusters. The AP1
population was graphically placed close to the jpatpns from the Maritime Alps, while the other
two Apennine populations showed a clear genetiarsgipn from the alpine populations.

To better investigate the relationships among thepded populations, we also used a
clustering approach at the individual level. Welgred the nSSR genotype data with Structure
(Pritchard et al. 2000). In this study, we usedsrutvolving 10,000 Markov chain Monte Carlo
(MCMC) iterations after a burn-in period of 10,0@6rations without prior information on the
populations of origin of the sampled individualsheT optimal value of K was estimated by
calculatingAK to identify the top level in the hierarchical wtture, according to Evanno et al.
(2005). For this study the optimal K value weralltsd to be K = 2 and then K = 5 (graph not
shown). Structure analysis with K = 2 (Fig. 2B) wfed similar result of Nei’'s genetic distance of
Fig. 2A while K = 5 showed a separation of two Apiere populations. Individual of AP1 and AP3
clusters in a separated groups (AP1 - Q = 0.98; AR3 0.94). Samples of AP2 clusters almost (Q
= 0.69) in the same group of AL5, AL6 and somevidlials of AP4 (Fig. 2B).

The total amount of genetic variation of the anadlygopulations was partitioned by
AMOVA into components, which well matched with geaghical regions as well as among
populations within regions. The results showed thatwithin populations variation accounted for
the 60.48% of the total variance; while the 20.718%he result of differences among populations

within groups, versus the 18.79% among group<s (P.001) (Table 3). These data suggested
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significant population differentiations iR. ferrugineumat region level and population/regions

level.

Genetic features of the Northern Apennine populatios

The relationships among Apennine populations wakestigated by PCA analysis. The
results were shown in Fig. 3. The first two maimpmnents in PCA explain the 46.95% and the
24.64% of the variation respectively. PCA analgsiswed a clear separation of the three Apennine
populations. These results concord with the highvatues registered among these populations
(AP1-AP2 = 0.427; AP1-AP3 = 0.446; AP2-AP3 = 0.32B)antel test revealed a significant
correlation between genetic and geographical distamatrices (r = 0.314, P = 0.001, 999
permutations), indicating the role of the geographisolation in shaping the present population

genetic structure dR. ferrugineunn the Apennines.

Discussion
The SSR analysis dR. ferrugineunsuggests that among Apennine populations, theatlon

propagation and inbreeding induced a low geneti@abdity and, consequently, a genetic drift. As
described by Escaravage et al. (1998) and Pornah €000), this species tends to adopt a clonal
phalanx growth, even if — according to our data is not possible to clarify the balance between
sexual and asexual reproduction. Our analyses Iréhestathe Alpine populations showed consistent
intrapopulation genetic variability and heterozigyppyOne previous work (Wolf et al. 2004) showed
that R ferrugineumusually adopts clonal propagation within a smpht&l scale, but the genetic
diversity in a population is maintained by sexugproduction and seed diffusion. In small-sized
populations, characterized by individuals with fewds and flowers, outcrossing is clearly reduced,
whereas both self-pollination and clonal phalanxwgh strategy increase. In the Northern

Apennine small populations, our molecular resuttsns to confirm the prevailing self-pollination
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and clonal propagation, with very low heterozigpsialues in the three analysed populations all. In
addition, the spatial isolation of the three popales from one another prevents gene flow among
different sites and increases the developmentegpdipulation showing different alleles frequences
and private alleles (Table 2).

At an early colonizing stage, it is very likely thlie Apennine populations were established by
seedling recruitments (Pornon & Escaravage 199Bijlevpresent populations are relicts of wider
clones. As they are small and isolated from onghanpthey are highly vulnerable. The question of
how important the small and peripheral populatiaresfor the gene diversity conservation is linked
to the genetic relationship between these populstamd the ones which correspond to the species
distribution core. Putatively the Apennine popuwat ofR. ferrugineunderive from a Pleistocene
expansion of this species from the near MaritimpsAlFerrarini 1973). Our samples are few and
geographically restricted to confirm such an origimore populations at the southern edge of the
Alps need to be taken into account for a bettegrerice, and cp/mtDNA markers would be more
informative for such a test. Notwithstanding, it sggnificant that the only large Apennine
population (AP1), which lie on the Mt. Libro Apertbas a genetic constitution close to the one of
the populations from the Maritime Alps.

The small Northern Apennine populations Rf ferrugineumare the result of rarity of
favourable sites, where the snow cover attainsratidmm and a depth sufficient for the protection of
buds from frost (Ferrari & Piccoli 1997; Korner Z)0Strong winds, (above 4 ms-1) to which the
Northern Apennine slopes are particularly expoZehélla 1989), have a negative effect on growth
of R. ferrugineum(Tranquillini 1979). This can be inferred from thmorphological traits
characterizing the three Apennine populations: bplaht size, presence of few buds per plant, and

a prostrate growth form. These features, combingd wur molecular data, suggest that the
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vulnerability of the Apennine populations is chyefelated to the local rarity of suitable habitats,
and therefore to the genetic effects of their egicll insularity.

These morphological traits have a local adaptiveuevaand preserved the Apennine
Alpenroses up until today. In the near futuresitikely that climatic changes will induce a funthe
decline of theR. ferrugineunhabitats on the Northern Apennines - though thegsent inclusion in
protected areas - with an increasing extinctiok ofsthe local populations. A shorter duration @nd
lower depth of snow cover could support more devigecinium gaultherioidesand Vaccinium
myrtillus populations, significantly reducing favourableesiforR. ferrugineun{Bianco & Boulard
1974).

That's is the reason why tlve situ conservation strategy is doubtful. The genetizstitution
of these peripheral populations, with its privaielas, suggests that the first aim of a conseowati
strategy is to preserve as much genetic variabglypossible. Then situ conservation is not a
suitable strategy because the fBrrugineumspecies is clearly sensible to the climatic change
underway (i.e. snow cover reduction). The mostaeakle long-term strategy would be ex situ
conservation by a germplasm bank, using the weallaknMillennium Seed Bank Project (MSBP)
(see e.g. Linington 2000; Guerrant et al. 2004 )prieserve the most numbers of genotypes in the

three populations and by excluding clonal plants.
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Figure captions

Fig. 1 - Sample sites aR. ferrugineuntL. in Italy. The satellite image shows — from Notd South
— the Central Eastern Alps, the Maritime Alps, dahd Northern Apennines. Abbreviations and

geographical information on each population atedisn Table 1.

Fig. 2- 2A: Classificationdendrogram (UPGMA) based on polymorphisms of 7 &8Rin the 12

R. ferrugineuni. populations, using Nei's unbiased genetic distacoefficients. Population codes

as in Table 1.

2B: Barplot showing genetic diversity structure Rr ferrugineumaccessions using the program

STRUCTURE (v.2.2). Each sample is represented \ogrigcal bar fragmented into K sections (K=

2 and K = 5) of specific length according to theiembership proportion in both genetic clusters

inferred by STRUCTURE. Population codes as in Table

Fig. 3 - Scattergram of the three Northern Apennine pdjuia ofR. ferrugineumThe ordination

method is PCA. Coord. 1= 46.95% Coord. 2= 24.64%.

¢AP1 (Mt. Libro Aperto)mAP2 (Mt. Prado — VecchioA AP3 (Mt. Nuda — Cima Belfiore).
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Table 1 Geographical information on the sampling popalai collected from Apennines (AP), Maritime AlpsMPAand Central-Eastern Alps

(AL) and the statistical genetics computed basingoolymorphisms of the 7 SSR loci. Clonal individuabserved in the AP1, AP2 and AP3
populations were not considered to calculate thleviing genetic parameters. Na, average numbetleles; A, allelic richness; P, percentage of
polymorphic loci; Ho, observed heterozygosity; ldgpected heterozygosity (standard deviations ickets); Fis, coefficient of inbreeding and

PA, private allele. A is based on minimum sampte sif 9 diploid individuals (18 gene copies).

Site Geographical name Latitude (N)Lon(%[ude Ele(\r/ﬁ)tlon slz:ﬁglfes Na Ag) P (%) Ho He Fis PA
AP1 Mt. Libro Aperto 44°11' 10°43' 2100 21 271 &4 7143 0.21 0.37 0.46* 3
AP2 Mt. Prado-Vecchio 44°13' 10°27' 1906 10 3.143.14 85.71 0.13 0.41 0.72* 2
AP3 Mt. Nuda-Belfiore 44°17' 10°14' 1793 19 2.862.31 100.00 0.23 0.31 0.29* 2
AM1 Mt. Saccarello 44°03' 7°43' 2100 9 4.86 4.86 85.71 0.44 0.61 0.29 3
AM2 Mt. Grai-Val Nervia 43°59' 7°40' 1800 11 5,57 5.33 100.00 0.35 0.68 0.50* 4
AM3 Colle delle Finestre 44°07' 7°21' 2125 12 4.864.51 100.00 0.40 0.66 0.40* 3
AL1  Col Merende-Casera Razzo 46°28' 12°36' 1805 16 3.43 3.17 100.00 0.48 0.51 0.06 1
AL2 Campitello di Fassa 46°28' 11°44' 1860 14 3.143.66 100.00 0.45 0.52 014 1
AL3 Passo Rolle 46°10' 11°50' 1950 10 4.14 3.07 7B5. 0.47 0.48 -0.01 0
AL4 Mt. Padrio 46°10' 10°13' 1858 20 3.86 3.21 D00. 0.38 0.46 0.18 1
AL5 Gromo 45°57 09°55' 1730 20 4.00 3.10 100.00 390. 0.48 0.19 0
AL6 Paglio 46° 03' 09°21" 1795 19 4.00 3.05 100.00.37 0.48 0.24 3
Mean 3.88 3.50 94.05 0.36 0.50 0.41 1.92

* Significant deviation of Fis value from zero tedtwith 1,000 randomizations (P< 0.05)
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Table 2 Details of SSR loci using to investigate the genetaracters of the analyzed population and vabfi¢ise genetic diversity for each locus.

Na, average number of alleles; Ho, observed heggostty; He, expected heterozygosity.

SSR loci Original name  AccNr Forward Primer (5’-3") Reverse Primer (5'-3) Dye Size (bp) Na Ho He

RodA Rho ARC_238FJ823251 CCTGTGCTACAGTTGG  GCAGGITACCAGTAAAAC 6-FAM (F) 64-84 8 0.610.72
RodC Rho ARC_230FJ823249 GATTGGAAGTGACAAGTC CCCGTTTAGTATGGATG  NED (R) 291-310 7 0.220.73
RodD Rho ARC_201FJ823239ACTTAAAAGAATGCCTCTC CCCGTTTAGTATGGATG  6-FAM (R) 127-181 20 0.300.84
RodE Rho ARC_218FJ823243 TTCTTCTGATTTCGITGC TTTCTTAGGACCGATGATT NED (R) 82-145 10 0.210.71
RodG Rho ARC_190FJ823238 GGACCGATGATTACTTCT GGACCGATGATTACTTCT  VIC (F) 102-140 11 0.280.60
RodH Rho ARC_013FJ823230GACAAAATAGCTCCTCTAA GTTCTATTAATGGGGATT  PET (F) 165-188 15 0.470.67
Rodl Rho_ARC_185FJ823236 GCACAAGGGAGGTATCAAG GTGGCTCCTGAGACATTTC  VIC (R)  207-234 11  0.420.82

Table 3. Analysis of molecular variance (AMOVA) for 181 imitiluals grouped in 12 populations from three geplgyaal regions.

Source of variation df Variance componerits Total variance (%) P-valBie
Among region 2 0.52911 18.78 <0.001
Among populations within regions 9 0.58412 20.73 .08

Within population 336 1.70398 60.48 <0.001

df Degrees of freedom
2Total variation contributed by each component (%)
*Significance (n = 1023 permutations)
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