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PREMESSA

In questo Supplemento dell'Informatore Botani-
co Italiano vengono pubblicati, come lavori in
extenso, gran parte dei contributi che sono stati
oggetto di discussione nel corso della riunione
scientifica del Gruppo per la Biosistematica
Vegetale dell’anno 2007.

La riunione ¢ stata articolata in due giornate
distinte e presso due sedi diverse. La prima sedu-
ta, dedicata al tema “Flora italiana: il contributo
della Biosistematica’, si ¢ svolta il giorno 31 mag-
gio nei locali del Dipartimento di Botanica
dell'Universita di Catania, dove sono state pre-
sentate nove comunicazioni su varie tematiche
di ricerca nel campo della Biosistematica Vegeta-
le, dalla tassonomia alla citogenetica, fino alla
filogenesi molecolare.

Il giorno 1 giugno, il Gruppo si ¢ trasferito a
Caltagirone, in provincia di Catania, ospitato
dalla Stazione Sperimentale di Granicoltura
della Sicilia in occasione dell'inaugurazione dei
nuovi locali e laboratori. In presenza dei rappre-
sentati delle amministrazioni locali e regionali e
dei ricercatori del Gruppo per la Biosistematica
Vegetale, ¢ stato affrontato il tema “Biodiversita:
conoscerla per preservarla”, con interventi a carat-
tere scientifico ma anche politico-gestionale sul
patrimonio vegetale siciliano, sia spontaneo che
agronomico, nonché sul ruolo dei centri di ricer-
ca nelle azioni di valorizzazione e tutela delle
risorse fitogenetiche. Il personale della Stazione
Sperimentale di Granicoltura, in particolare, ha
illustrato le attivita di lavoro e di ricerca svolte
nel campo della cerealicoltura, del miglioramen-
to genetico di cultivar e varieta locali e della con-
servazione del germoplasma, le quali vedono
applicazione di metodi di indagine che ben si
coniugano con la ricerca in ambito biosistemati-
co. Lo scopo di questa giornata ¢ stato quello di
entrare in contatto e confrontarsi con realta cul-
turali diverse da quelle strettamente accademi-
che, comunque attivamente inserite nel mondo
della ricerca scientifica a livello nazionale e inter-
nazionale.

La riunione scientifica del 2007 ¢ stata anche
I'occasione piti opportuna per I'assegnazione di
quattro premi destinati a giovani ricercatori non
strutturati attivi nel campo della Biosistematica
Vegetale. I premi sono stati messi a disposizione
da ditte sponsorizzatrici con linteressamento

della Stazione Sperimentale di Granicoltura. Lo
scopo dell'iniziativa ¢ stato quello di incoraggia-
re i giovani a perseverare nella ricerca scientifica
e nella partecipazione costante alle attivita del
Gruppo di Lavoro. Dopo I'approfondita valuta-
zione dei contributi pervenuti alla segreteria del
Gruppo, sono stati selezionati ed assegnati: un
premio per la migliore pubblicazione scientifica
al dott. Fabrizio Grassi; un premio per la miglio-
re tesi di dottorato al dott. Mario Avino; due
premi per la migliore tesi di laurea al dott. Mirko
Boracchia e al dott. Lorenzo Cecchi; un premio
per lo sviluppo di metodologie innovative nel
campo della ricerca al dott. Efisio Mattana. I
giovani ricercatori hanno illustrato i risultati dei
propri lavori nel corso della seconda giornata di
riunione, a Caltagirone, in occasione delle quale
sono stati ufficialmente premiati. Tali contributi
sono presentati in questo Supplemento come
lavoro in extenso o in forma di riassunto a di-
screzione dell’autore.

La riunione scientifica annuale si ¢ conclusa con
la visita ai campi sperimentali nei pressi di
Caltagirone, destinati al mantenimento di colle-
zioni di frumento autoctono per lo studio e la
produzione.

Nel complesso, le comunicazioni presentate nel
corso delle due giornate della riunione scientifi-
ca del Gruppo hanno evidenziato la costante
attivitd e la qualita della ricerca biosistematica in
seno alla Societd Botanica Italiana, mostrando
una tendenza sempre pil diffusa all’approccio
multidisciplinare attraverso 'applicazione di vari
metodi di indagine nello studio dei gruppi tas-
sonomici, dall’esame piti tradizionale dei caratte-
ri morfologici e anatomici, alle indagini cariolo-
giche e biometriche unitamente ai pitt moderni
sistemi d’analisi genetica.

Va ricordato che la pubblicazione di questi Atti
in un Supplemento dell'Informatore Botanico
[taliano ¢ stata possibile grazie al contributo
finanziario del Dipartimento di Botanica
dell’Universita di Catania che ha ospitato e orga-
nizzato parte della riunione.

Infine, a tutti i partecipanti si deve un sincero
ringraziamento per 'impegno e il costante inte-
resse dedicato alle attivita del Gruppo.

[a cura di A. MUSACCHIO]






INFORMATORE BOTANICO ITALIANO, 40 SUPPL. 3, 2008 7

Atti “Flora italiana: il contributo della Biosistematica”

Geni espressi negli sporofilli fiorali per lo studio della domesticazione

di Vitis vinifera L.

E DE MATTIA, 1. BRUNI, S. IMAZIO, E GRASSI e M. LABRA

ABSTRACT - Expressed genes in the floral sporophylls to study Vitds vinifera L. domestication - Archaeobotanical-archaco-
logical, cultural and historical data indicate that grapevine domestication can be dated back from 6000 to 7000 years ago
and that it has taken place in the Caucasian and Middle East Regions. However, events leading to the domestication of
this crop species are still an open issue. In this paper, 6 chloroplast microsatellites have been used to assess genetic simi-
larities among, and within, domesticated and wild grapevine accessions representatives of 7 distinct geograp%lical regions
from the Middle-East to Western Europe. Results show that 2 out of the 6 analysed chloroplast loci are polymorphic with-
in the 193 domesticated individuals and the 387 samples of the 69 wild populations. Allele variants of the cpSSR loci
combine in a total of 6 different haplotypes. The data show that the haplotype distribution is not homogeneous: the 6
haplotypes are present in the domesticated varieties, but only 5 (haplotype VI is absent) are observed in the wild popula-
tions. The analysis of haplotype distribution allows to discuss the relationships between the two grape subspecies. The con-
tribution of the wild grape germplasm to the domesticated gene pool still growing in different geographical regions can
be, in cases, made evident, suggesting that beside domestication also gene introgression has played a role in shaping the

current varietal landscape of the European viticulture.

Key words: chloroplast microsatellite, crop domestication, grapevine, Vitis vinifera L.

INTRODUZIONE

La vite (Vitis vinifera L) ¢ una specie di notevole
lmportanza agronomica, largamente diffusa nel
mondo sia per la produzione di uva da tavola che per
quella di vino (VIVIER, PRETORIUS, 2002). E’ rappre-
sentata da due differenti sottospecie: V. vinifera
subsp. silvestris ovvero la vite selvatica con un ampio
areale di distribuzione che va dall’Asia sino al bacino
del Mediterraneo ed include il centro e sud Europa
(HEGL, 1925), e V. vinifera subsp. vinifera (vite colti-
vata), che deriva da un processo di domesticazione
antropica a partire dalle popolazioni selvatiche
(LEVADOUYX, 1956). Le due sottospecie presentano
caratteristiche distintive (GRASSI et 4/, 2006) sia di
natura morfologica, sia ecologica. La vite Oselvatica ¢
una specie idrofila, cresce in zone umide e ripariali ed
¢ capace di arrampicarsi e raggiungere rapidamente la
vetta degli alberi. La vite coltivata, al contrario, ¢ ari-
dofila e viene coltivata in terreni con buona capacita
drenante. La differenza pili evidente tra le due sotto-
specie riguarda il sistema riproduttivo: la vite selvati-
ca ¢ una sottospecie dioica mentre quella coltivata &
ermafrodita ed autogama. Numerosi studi sono stati
condotti in merito alle relazioni tra le due sottospe-
cie al fine di chiarire i fenomeni alla base del proces-
so di domesticazione. MCGOVERN (2003), attraverso

studi archeobotanici, ha evidenziato come 'uomo
conoscesse e consumasse uva gia durante il paleoliti-
co; sono stati infatti rinvenuti resti di vite selvatica in
Turchia, Siria e Iran appartenenti a questo periodo
storico. Le prime evidenze di domesticazione risalgo-
no tuttavia al VI millennio a.C. nella Circum-
Mesopotamia settentrionale (ZOHARY, SPIEGEL-ROY,
1975; OLMO, 1976; ZOHARY, HOPE, 2000). A parti-
re da questo centro di domesticazione primaria la
vite si sarebbe diffusa prima nelle aree del sud-est del
Mediterraneo (Palestina, Libano, Giordania)
(ZOHARY, SPIEGEL-ROY, 1975) e successivamente,
durante il III millennio a. C., sarebbe giunta in Asia
minore, Grecia, ed in tutta 'Europa orientale. Agli
inizi del II millennio a. C., grazie agli intensi tra-
sporti tra la Grecia e la Sicilia, la vite giunse nel sud
Italia e da qui si diffuse verso il centro Europa
(LoGOTHETIS 1970; KrOLL 1991). Il nord Italia, la
Francia e la Spagna presentano condizioni pedocli-
matiche idonei alla coltivazione della vite, di conse-
guenza la vite coltivata in queste aree si diffuse molto
rapidamente (LEVADOUX, 1956; FORNI, 1990; HOPF
et al., 1991).

OLMO (1976) e MCGOVERN (2003) supportano 'e-
sistenza di un unico centro di domesticazione da cui



si sarebbero originate tutte le cultivar a partire da un
pool ristretto di viti selvatiche. A questa ipotesi si
contrappongono dati relativi alla variabilita genetica
delle due sottospecie e ritrovamenti archeologici che
dimostrerebbero la presenza di centri di domestica-
zione secondaria in diverse aree del Mediterraneo
(DEDET, 1980; RIVERA-NUNEZ, WALKER, 1989;
GRASSI et al., 2003; SEFC et al., 2003).

Grazie al sequenziamento del genoma della vite
(JAILLON et al., 2007; VELASCO et al., 2007) e allo
sviluppo di numerosi sistemi per I'analisi del DNA ¢
oggi possibile studiare le relazioni tra le viti selvatiche
e coltivate provenienti da diverse aree geografiche. In
particolare, ¢ possibile eseguire confronti basati sul
DNA nucleare mediante marcatori random o analiz-
zando singoli geni oppure effettuare indagini sul
genoma plastidiale. Quest’ultimo ¢ stato ampiamen-
te indagato per studiare I'evoluzione e la distribuzio-
ne di numerose specie (KING, FERRIS, 1998; PALME,
VENDRAMIN, 2002) in quanto presenta caratteristi-
che differenti rispetto al DNA nucleare: non ricom-
bina, ha una bassa frequenza di mutazione (FERRIS ez
al., 1998; MARCHELLI et al., 1998; FINESCHI et al.,
2002) e nella maggior parte delle angiosperme viene
ereditato per via materna (RAJORA, DANCIK, 1992;
DUMOLIN et al., 1995). Le analisi del DNA plasti-
diali assumono quindi particolare rilevanza per lo
studio della diffusione delle piante mediante semi.
Lobiettivo del presente studio ¢ stato quello di studiare
la variabilita genetica nella vite selvatica e coltivata
mediante marcatori molecolari SSR di cloroplasto.
Sono state campionate 193 varieta coltivate e 387 acces-
sioni di vite selvatica distribuite dall'Iran alla Spagna-
Portogallo e raggruppate in 7 diversi cluster geografici.
Attraverso l'analisi della distribuzione aplotipica nei
diversi gruppi ¢ stato possibile valutare le relazioni tra le
due sottospecie nelle diverse aree geografiche.

MATERIALI E METODI

Materiale vegetale

Il lavoro ha previsto il reperimento e I'analisi di cam-
pioni di vite selvatica e coltivata raccolte in tutto I’a-
reale della specie. In particolare, per quanto concer-
ne la vite coltivata sono state campionate 193 culti-
var provenienti da diverse collezioni e suddivise in 7
gruppi in base all’area di coltivazione (Tab. 1).
Gruppo 1- Iran: 55 accessioni;

Gruppo 2- Vicino Oriente: 18 accessioni per la mag-
gior parte coltivate in Turchia e nella Regione
Caucasica;

Gruppo 3- Grecia: sono stati utilizzati i profili micro-
satelliti presenti in banca dati (http://oldweb.bio-
logy.uoc.gr/gvd/contents/) e relativi a 41 accessioni
di vite coltivata.

Gruppo 4- Italia: 36 accessioni rappresentative del
germoplasma tradizionale italiano;

Gruppo 5- Europa centrale: 8 accessioni provenienti
da Austria e Germania;

Gruppo 6- Francia: 17 cultivar tradizionali francesi;
Gruppo 7- Penisola Iberica: 18 cultivar dei paesi
dell’Europa occidentale quali Spagna e Portogallo.
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Per quanto riguarda i campioni di vite selvatica ¢ stato
raccolto materiale vegetale da 387 individui derivanti
da 69 popolazioni di vite selvatica provenienti dalla
stessa area delle accessioni coltivate (Fig. 1).

A seconda della distribuzione geografica sono stati
raggruppati in 7 gruppi corrispondenti a quelli del
germoplasma coltivato. La Tab. 2 indica nomi, codi-
ce identificativo, numero di individui e coordinate
geografiche delle popolazioni di vite selvatica identi-
ficati per i diversi gruppi geografici. Sebbene i cam-
pionamenti siano stati pianificati al fine di coprire
I'intero areale di distribuzione della specie, non sono
stati reperiti campioni di vite selvatica greci. E stato
ipotizzato che in Grecia, in seguito all’attacco di
Phylloxera, 1a vite selvatica sia oggi estinta (Angelakis-
Roubelakis, com. pers.). In ogni popolazione cam-
pionata il numero di individui varia da 2 a 12.
Maggiori dettagli sulla dimensione e sulla localizza-
zione delle popolazioni di vite selvatica campionata
sono disponibili in GRASSI ez al. (2006).

Estrazione del DNA e analisi CpSSR

Il DNA ¢ stato estratto come descritto in LABRA ez al.
(2001) ad esclusione della fase di purificazione. Il
DNA ¢ stato analizzato con 6 loci microsatellite pla-
stidiali: comp2, cemp3, cemp4, ccmp6, comp7 e
ccmplO (WEISING, GARDNER, 1999; GRASSI er al.,
2002). Lamplificazione ¢ stata effettuata utilizzando
il PCR-beads Ready-to-go KIT (Amersham-
Bioscience, Italy) partendo da 10 ng di DNA totale
e 5 ng di primer forward e reverse. Il primer forward
¢ stato marcato con PP-ATP (Amersham, Italia).
Lamplificazione PCR ¢ stata effettuata seguendo il
seguente profilo: 3 min a 94 °C di denaturazione
seguiti da 35 cicli composti da denaturazione (45 s a

Fig. 1

Distribuzione delle popolazioni di vite selvatica campio-
nate ed analizzate. La Tab. 2 descrive le caratteristiche di
ogni popolazione e come queste sono state suddivise in
gruppi secondo le coordinate geografiche.

Distribution of wild grape populations considered in the
paper. Tab. 2 describes the characteristic of each popula-
tion and the clustering strategy based on geographical
coordinates.
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TABELLA 1

Lista dei gruppi di accessioni di vite coltivata, siti di campionamento e aplotipi ottenuti per ciascuna accessione in base all’ana-
lisi dei loci cemp3 e cempl0.

List of grapevine cultivar groups, their site of sampling with indications of their haplotypes at the marker loci comp3 and cemp 10.

* - Agricultural Research Center of West Azarbaijan,Grapevine Collection of Kahriz, Ourmia- Iran;
** - Regional Agency for Agriculture and Forests (ERSAF), Pavia, Italy;

*** - Regional Agency for Agriculture (ERSA), Gorizia, Italy;

S - heep://oldweb.biology.uoc.gr/gvd/contents;

T - Istituto Agrario di San Michele all’Adige (ISMA), Trento, Italy;

t - Experimental Institute for Viticulture (ISV), Treviso, Italy;

# - Authoctonous Grapevine Germplasm Collection of Jerez de la Frontera (XF), Jerez de la Frontera, Spain
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TABELLA 2

Lista delle popolazioni di vite selvatica, codice, coordinate geografiche dei siti di campionamento (* = Approssimazione +3),
numero di campioni analizzati in ogni popolazione (N) e aplotipi di ciascuna accessione ricavati in base allanalisi dei loci
cemp3 e compl0. Le 69 popolazioni selvatiche sono state divise in 6 gruppi geografici. Non sono state considerate le accessioni
greche per mancanza di campioni.

List of wild grapevine populations, code, geographic coordinates 2}‘ sites of sampling (* = Approx + 3)), number of samples
analysed in each population (N) and their haplotypes at the marker loci ccmp3 and ccmpl0. The 69 wild populations were
divided in 6 geographical groups. No wild accessions from Greece were considered.
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94 °C), annealing (30 s a 50 °C) ed estensione (1
min a 72 °C); infine una fase finale di 7 min a 72 °C.
Nel caso del locus ccmp2, la temperatura di annealing
¢ stata di 51,5 °C.

I prodotti di amplificazione sono stati analizzati
mediante elettroforesi su gel di sequenza. In partico-
lare, a 5 pl dell’'amplificato ¢ stato aggiunto un egua-
le volume di loading buffer (80% formammide, 1
mg ml" xylene cyanol FE 1 mg ml" blu di bromofe-
nolo, EDTA 10mM, pH 8.0) ed un volume pari a
1.5 pl di questa miscela ¢ stato caricato su gel di
poliacrilammide. Lanalisi elettroforetica ¢ stata effet-
tuata in tampone TAE per 3 ore a 80 W. Il gel ¢ stato
quindi fissato in acido acetico al 10% e sottoposto ad
analisi autoradiografica. Lanalisi della lastra fotogra-
fica ha permesso la determinazione la dimensione

degli alleli per ciascuno dei loci cpSSR indagati.

Analisi statistiche
La ricchezza aplotipica ¢ stata calcolata come percen-
tuale di accessioni che condividono lo stesso aplotipo
in ogni gruppo, sia di viti coltivate che di selvatiche.
I valori di diversita aplotipica (h) sono stati conside-
rati come una misura della diversitd genetica GD
(NEIL, 1987) e pertanto stimata come GD = (n /(n -
1) (1 Zp i 2), dove n ¢ il numero di individui cam-
pionati e p la frequenza di ogni allele.
E’ stata analizzata la distribuzione dei diversi aploti-
pi tra le diverse aree geografiche e valutata la varia-
zione dei singoli aplotipi da est a ovest e da nord a
sud. I valori di R e P, calcolatati con il programma
Statistica 6.0 (2001), indicano la correlazione tra la
frequenza aplotipica e la distanza geografica.

RISULTATI
Alleli cpSSR e forme aplotipiche

La diversita genetica presente tra i 580 individui
campionati, 193 accessioni di vite coltivata e 387 di
viti selvatiche, & stata analizzata mediante marcatori
cpSSR. I risultati mostrano che, dei 6 loci SSR testa-
ti, due (ccmp3 e cempl0) sono polimorfici, con due
(106 € 107 bp) e tre (114, 115 e 116 bp) forme alle-
liche rispettivamente (Tab. 3). La dimensione dei
diversi alleli & stata dedotta mediante analisi elettro-
foretica su gel di poliacrilamide grazie al confronto
con un marcatore di peso molecolare; al fine di con-
fermare questi dati si ¢ tuttavia proseguito con il
sequenziamento di alcuni di essi (allele 106 da E1 e
112, popolazioni della Tab. 2; allele 107 dalle popo-
lazioni I3 e AR1; allele 114 dalle popolazioni 112 e
D1; allele 115 dalle popolazioni E8 e Al; allele 116
dalle popolazioni AR4 e E4) (dati non mostrati). In
tutti 1 casi, 1 risultati confermano i dati ottenuti dal-
Ianalisi elettroforetica mostrando per tutti i loci una
distribuzione unimodale, con gli alleli che differisco-
no uno dall’altro di 1 bp. Quindi la variazione osser-
vata ¢ conforme allo “stepwise mutation model”
(SMM), che spiega la variazione della dimensione
degli alleli come un errore-slittamento della polime-
rasi durante la replicazione del DNA (FREIMER,
SLATKIN, 1996).
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Dall’analisi della distribuzione degli alleli si evince
che per il locus cemp3 Tallele pit frequente nelle
popolazioni selvatiche ¢ quello di 106 bp mentre ¢ di
107 bp nelle coltivate. Nel caso del locus ccmp10Tal-
lele pitt frequente nelle popolazioni selvatiche & quel-
lo di 114 bp mentre quello di 116 bp ¢ presente solo
in 9 campioni.

La combinazione dei diversi alleli dei loci ccmp3 e
ccmpl10ha generato un totale di 6 diversi forme aplo-

tipiche (Tab. 3).

TABELLA 3

Descrigione degli alleli ottenuti per i loci ccomp3 e ccmp10 e defi-
nizione dei sei aplotipi sulla base delle combinazioni alleliche.

Sizes (bp) of alleles at the ccmp3 and cempl0 polymorphic
chloroplast loci and definition of the six haplotypes based on

allele combinations.

Haplotype ccmp3 (bp) ccmpl0 (bp) Haplotype ccmp3 (bp) ccmplO (bp)

I 107 115 v 106 114
1I 106 115 \% 106 116
I 107 114 VI 107 116

Distribuzione degli aplotipi nei 7 gruppi geografici
Le Tabb. 1 e 2 mostrano gli aplotipi per le accessioni
coltivate e selvatiche analizzate. Dall’analisi delle
tabelle si evince che la distribuzione dei sei aplotipi
nei 7 gruppi geografici non ¢ omogeneco (Figg. 2A,
2B), tuttavia non vi sono aplotipi gruppo-specifici ad
eccezione dell’aplotipo VI che ¢ presente solo nelle
viti coltivate Italiane, Spagnole e Iberiche.
Al fine di poter confrontare la struttura genetica delle
sue sottospecie, viene mostrata le variazione degli
aplotipi nei diversi gruppi geografici da Est a Ovest e
da Sud a Nord (Fig. 3). Nelle accessioni coltivate, I'a-
plotipo I ¢ il pit frequente ed ubiquitario in tutti i
ruppi, ma con frequenze molto evidenti come si
deduce dalla figura 2A. Laplotipo V ¢ ampiamente
presente nelle cultivar di tutti i gruppi ad eccezione del
2. Laplotipo II ¢ riscontrabile nei primi quattro grup-
pi. Laplotipo III ¢ il piti raro tra le accessioni di vite
coltivata (Tab. 1), mentre il IV & quasi esclusivo delle
accessioni del bacino del Mediterraneo (Fig. 2A).
La ricchezza aplotipica aumenta da Est a Ovest cosi
come indicato dall’analisi della diversitd genetica
(GD) con i valori calcolati per ogni gruppo (Tab. 4).
I valori della diversita genetica sono risultati alti
all'interno di ogni gruppo tranne per le accessioni del
vicino Oriente, dove la maggior parte dei campioni ¢
caratterizzata dall’aplotipo I. Sulla base dei dati otte-
nuti risulta evidente che i paesi del Mediterraneo (dal
Gruppo 3 al Gruppo 7) hanno il pit alto livello di
ricchezza genetica.
Non si evidenziano variazioni rilevanti per quanto
r1guarda la distribuzione degli aplotipi da Nord a
Sud, cosi come suggerito anche dai dati relativi alla
diversita gemca (Tab. 4).
Nei campioni analizzati I'aplotipo IV ¢ presente in
pitt del 50% delle accessioni ed in tutti i gruppi ad
eccezione del 6. Solo 9 campioni mostrano I'aplotipo
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Fig. 2A

Distribuzione degli aplotipi nella vite coltivata (Vitis vinife-
ra L. ssp vinifera) nei diversi gruppi geografici considerati.
Domesticated grape (Vitis vinifera L. ssp vinifera) haplo-
type distribution in the analysed geographical groups.

Fig. 2B
Distribuzione degli aplotipi nella vite selvatica (Vitis vinife-
ra L. ssp silvestris) nei diversi gruppi geografici considerati.
Wild grape (Vitis vinifera L. ssp silvestris) haplotype dis-
tribution in the analysed geographical groups.

III e IV, mentre I'aplotipo VI ¢ totalmente assente
nella sottospecie selvatica.

I gruppi italiani e del vicino Oriente sono caratteriz-
zati dalla presenza di tutti e 5 gli aplotipi, mentre le
accessioni francesi e iraniane mostrano solo uno o
due aplotipi (Fig. 2B). Si evince pertanto che la
diversita genetica della vite selvatica ¢ maggiore nelle
popolazioni italiane e del vicino Oriente rispetto alle
altre aree analizzate (Tab. 4).

Lanalisi della distribuzione aplotipica da Sud a Nord
evidenzia che i gruppi intermedi (2, 4 ¢ 7) sono quel-
li caratterizzati da una maggiore diversita genetica
rispetto ai campioni raccolti nelle regioni settentrio-

nali (1 e 3) e meridionali (5 e 6) dell’areale di distri-
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buzione della specie (Fig. 3).

Lanalisi della frequenza aplotipica delle accessioni di
vite selvatica e coltivata campionate nelle differenti
aree geografiche (Tab. 4) indicano una correlazione
tra i valori di GD, ovvero i valori di GD calcolati per
ciascuna macroarea (coltivate + selvatiche) risultano
pit bassi della somma dei singoli valori di GD calco-
lati per le accessioni coltivate e quelle selvatiche sepa-
ratamente. Questo ¢ confermato per tutti i gruppi
analizzati ad eccezione dei campioni delle regioni del
vicino Oriente (gruppo 2).

Fig. 3

Variazione della distribuzione aplotipica nei different
gruppi da Est a Ovest e da Nord a Sud. Per ogni gruppo
sono stati considerati i seguenti meridiani e paralleli: G1
(53°, 32°); G2 (43°, 42°); G3 (22°, 39°); G4 (12°, 43°);
G5 (10°, 49°); G6 (2°, 46°); G7 (-3°, 40°). I valori di R
indicano la correlazione tra le frequenze aplotipiche e le
distanze geografiche per la vite selvatica e coltivata, rispet-
tivamente. P indica la significativita dei valori di R
(=0,05).

Analysis of haplotype frequency distribution among dif-
ferent geographical groups from East to West and from
North to South regions. For each group was considered
the following meridians and parallels: G1 (53°, 32°); G2
(43°, 42°); G3 (22°, 39°); G4 (12°, 43°); G5 (10°, 49°);
G6 (2°, 46°); G7 (-3°, 40°). R values indicate the correla-
tion between haplotype frequency and geographical dis-
tances for wild and domesticated grape, respectively. P
indicate the significance of R values (< 0,05).
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TABELLA 4

Valori di diversita genetica (NEL, 1987) calcolati per ogni
gruppo di accessioni selvatiche, coltivate e di selvatiche +
coltivate. GD = Gene diversita; SD = Deviazione standard.
Values of the haplotype parameter diversity (NEL 1987) cal-
culated for each germoplasm group of domesticated and wild
accessions. GD = Gene Diversity; SD = Standard Deviation.

. X Wild and

Domesticated Wild Domesticated

G.D. S.D. G.D. S.D. G.D. S.D.
Groupl  3,24653  0,12292 1,73611  2,45556 2,68472  1,06875
Group2  0,67847  0,29444 3,14097 1,06111 3,26944  0,26944
Group3  3,43889  0.0065 - - - -
Group4  3,51319  0,07153 2,43819  0,47361 3,15972  0,69861
Group5  4,46389  0,61389 0,70556  0,97014 1,87986  1,03472
Group6  3,63056 0,18194 0 0 2,60972  0,71111
Group7  2,93889  1,19306 1,86319  2,63472 3,775 1,13056
DISCUSSIONE

Obiettivo di questo lavoro ¢ quello di valutare le rela-
zioni di similaritd genetiche tra accessioni di vite sel-
vatica e coltivata campionate in sette macroregioni
identificate lungo I'areale di distribuzione della spe-
cie. Negli ultimi anni lo sviluppo di numerosi mar-
catori molecolari ha permesso di definire le relazioni
genetiche e le parentele dirette ed indirette tra diver-
se cultivar di vite (BOWERS ez al, 1999;
VouiLLAMOZ, GRANDO, 2006; VOUILLAMOZ et al.,
2007). In lavori precedenti, marcatori SSR nucleari e
AFLP sono

stati applicati al germoplasma viticolo ed hanno evi-
denziato un alto grado di diversita genetica nelle
varieta coltivate diffuse nelle regioni mediterranee
(SEFC et al., 2000; FOSSATI et al, 2001; ARADHYA et
al., 2003; MARTIN ez al., 2003). Nel caso specifico
dei marcatori SSR nucleari, la ricchezza di alleli
osservata e I'alto livello di eterozigosi, rende tuttavia
questi marcatori meno efficienti nello studio delle
relazione genetica tra ampi gruppi di cultivar (LABRA
et al., 2002; IMAZIO et al., 20006).

I marker cpSSR presentano una ereditarietd materna
e la loro variabilita ¢ molto pitt modesta di quelli
nucleari. A causa di queste caratteristiche, questi
marker sono risultati idonei strumenti per analizzare
campioni di vite non necessariamente correlati tra
loro e definire le relazioni tra gruppi di

accessioni sia di vite selvatica che coltivata (ARROYO
et al., 2002; PALME, VENDRAMIN, 2002; SNOUSSI et
al., 2004).

Dalle nostre analisi sono stati evidenziati 2 marcato-
ri cpSSR polimorfici; questi hanno permesso di ana-
lizzare la distribuzione aplotipica nelle diverse aree ¢
di eseguire dei confronti tra le macroregioni orienta-
li e quelle occidentali. Nel caso della vite selvatica la
presenza di tutti gli aplotipi nei campioni del vicino
Oriente suggerisce che quest’ area sia un possibile
centro di origine delle specie (LEVADOUX, 1956;
GRASSI et al., 2006). La ricchezza di aplotipi osserva-
ta nel bacino del Mediterranco suggerisce invece la
presenza di aree rifugio nel territorio italiano e spa-
gnolo. La mancanza di rifugi e la rapida colonizza-
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zione postglaciale spiegherebbe invece la ridotta
diversita genetica (basso numero di aplotipi) delle
regioni del Nord Europa (FERRIS ez a/., 1998).

Nel caso di Vitis vinifera subsp. sylvestris i nostri dati
mostrano quindi due maggiori hot spots di diversita
geneuca, localizzati nella penisola italiana e nelle
regioni del vicino Oriente. E inoltre chiaro che il ger-
moplasma della vite selvatica orientale ¢ differente da
quello dei paesi occidentali: gli aplotipi I e II, pre-
senti nel germoplasma iraniano, non sono comuni
nelle altre aree analizzate dove ¢ piti frequente I'aplo-
tipo IV.

Nel caso delle accessioni di vite coltivata i campioni
del vicino e medio Oriente (gruppo 1 ¢ 2) hanno una
ricchezza aplotipica minore rispetto alle cultivar occi-
dentali. Questi dati sono molto interessanti perché
potrebbero contraddire una comune credenza relati-
va al centro primario di domesticazione della vite. In
particolare, sulla base di studi archeologici e storici
(ZOHARY, SPIEGEL-ROY, 1975; ZOHARY, HOPE, 2000)
il centro o i centri di domesticazione primaria della
vite sarebbero localizzati nelle regioni del vicino
Oriente; questo farebbe supporre che in queste aree
vi sia la massima rappresentativita di diversita geneti-
ca. I nostri dati dimostrano invece I'esatto contrario,
ovvero che la diversita genetica maggiore si riscontra
nel bacino del Mediterraneo.

Lassenza di tre aplotipi nelle accessioni coltivate dei
campioni iraniani e del vicino Oriente, pud essere
spiegata con due diverse ipotesi: 1) 'erosione geneti-
ca di numerose cultivar autoctone cresciute in queste
regioni che ha generato una riduzione della diversita
di aplotipi; 2) lesistenza di centri di domesticazione
secondaria, localizzati nelle regioni del Mediterraneo,
che hanno contribuito alla variabilitd genetica delle
cultivar europee attuali.

La prima ipotesi viene supportata dal quadro cultura-
le dei paesi orientali: gli aplotipi oggi assenti nei viti-
gni orientali potrebbero essere stati persi a causa del
divieto imposto dalla religione mussulmana di pro-
durre e consumare bevande alcoliche, tra cui il vino. I
viticoltori si sarebbero quindi dedicati alla coltivazio-
ne di uva da tavola perdendo gran parte delle cultivar
pilt vocate alla produzione enologica (TAFAZZOLI ez
al., 1993). Tutto questo potrebbe aver determinato
un fenomeno di erosione genetica e quindi di ridu-
zione antropica della diversita aplotipica.

La seconda ipotesi implica che le cultivar attuali non
derivino solo da un centro di domesticazione prima-
ria situato nelle regioni del vicino e medio Oriente,
ma da fenomeni di domesticazione secondaria o da
eventi di ibridazione locali tra accessioni di vite sel-
vatiche e coltivate (GRASSI et al, 2003). Ricerche
archeologiche condotte in Spagna mostrano che
durante il terzo millennio a.C. nella penisola iberica
era conosciute sia le pratiche di coltivazione della vite
che il consumo di vino (RIVERA-NUNEZ, WALKER,
1989; HOPE, 1991). Nello stesso periodo in Gailhan
(Francia) sono stati rinvenuti semi di vite dell’eta del
ferro (DEDET, 1980). Questi ed altri dati supporte-
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rebbero l'ipotesi che la produzione ed il consumo di
vino nel bacino del Mediterraneo sia una pratica
antecedente I'arrivo dei popoli orientali e che l'intro-
duzione nei paesi del Mediterraneo delle cultivar
provenienti dai centri di domesticazione primaria
abbia arricchito le varieta di vite locali ma non le
abbia sostituite completamente. La distribuzione
degli aplotipi nelle diverse aree geografiche suggerisce
che il germoplasma viticolo attuale sia il risultato di
eventi di domesticazione sia primaria (nelle aree
orientali) che secondaria (nel bacino del
Mediterraneo). Per esempio, la maggior parte delle
cultivar dei gruppi 1 e 2 presenta I'aplotipo I che &
anche quello maggiormente rappresentato nelle
accessioni di vite selvatica di queste aree. Attraverso
spostamenti demici e culturali le varieta di vite colti-
vata orientali si sarebbero spostate quindi verso occi-
dente raggiungendo il Mediterraneo. Molte cultivar
campionate nel bacino del Mediterraneo (gruppi da
3 a7) sono caratterizzate infatti dall’aplotipo I, men-
tre questo aplotipo ¢ completamente assente nelle
viti selvatiche del centro Europa, della Francia, della
Spagna e del Portogallo. In base a queste considera-
zione le nostre analisi supportano l'origine extra-
regionale delle varieta coltivate europee caratterizzate
dall’aplotipo L.

Esaminando le accessioni di vite coltivata in
Occidente (gruppi da 3 a 7) si osserva chiaramente
che queste sono caratterizzate da un alto livello di
diversita d’aplotipo: sei aplotipi in Spagna ed Italia,
cinque in Francia e quattro nel centro Europa ed in
Grecia. Questi dati indicano che oltre all’arrivo delle
cultivar occidentali, altri fattori devono aver contri-
buito alla ricchezza genetica delle varietd coltivate
europee; fenomeni come domesticazioni secondarie a
partire da viti selvatiche locali o eventi di ibridazione
tra le due sottospecie. Queste ipotesi vengono sup-
portate dai nostri dati sulla distribuzione aplotipica.
Per esempio, 'aplotipo IV ¢ il piti rappresentato nel
germoplasma selvatico europeo ed ¢ anche ampia-
mente presente in tutte le varieta coltivate della stes-
sa area.

La distribuzione degli aplotipi nelle aree mediterra-
nee suggerisce inoltre che in queste aree vi siano stati
intensi fenomeni di circolazione varietale e questo
viene confermato non solo dalle analisi molecolari
ma anche dalla scoperta di strade del vino e di docu-
menti storici attestanti lo scambio di cultivar tra i
diversi paesi del Mediterraneo (LABRA ez al., 2002).
Rimane infine da chiarire la presenza dell’aplotipo VI
nelle cultivar italiane, francesi ed iberiche. Questo
aplotipo non ¢ mai stato riscontrato nelle accessioni
di vite selvatica da noi analizzate, pertanto ¢ possibi-
le escludere lorigine delle viti coltivate con aplotipo
VI a partire dalle viti selvatiche da noi considerate.
Non possiamo tuttavia escludere che queste cultivar
derivino dalla domesticazione di rare accessioni sel-
vatiche locali oggi estinte 0 comunque non campio-
nate ed analizzate in questo lavoro.

In conclusione, questo lavoro evidenzia come i mar-
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catori plastidiali siano importanti strumenti per lo
studio dell’origine e della diffusione della vite. E’ tut-
tavia necessario partire dalle informazioni ottenute
dall’analisi della distribuzione aplotipica per costitui-
re gruppi omogenei di accessioni utili per studiare
geni legati allo sviluppo dei caratteri sessuali della
vite; questo ¢ infatti 'evento chiave su cui il coltiva-
tore preistorico ha agito nel complesso processo di
domesticazione della vite.
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RIASSUNTO - Lo studio dell’origine e della distribuzio-
ne della vite ¢ estremamente complicato in quanto ¢&
necessario considerare diversi fattori di natura storica,
archeologica oltre che dati botanici ed indagini del DNA.
In questo lavoro sono state analizzati 580 campioni di vite
di cui 193 sono cultivar appartenenti alla sottospecie Vizis
vinifera subsp vinifera mentre le rimanenti 387 accessioni
sono individui di vite selvatica, Vitis vinifera subsp sylve-
stris. Questi campioni sono stati suddivisi in macroaree al
fine di poter studiare le relazioni tra le accessioni di vite
selvatica e coltivata della medesima area geografica e con-
frontare la diversita genetica osservata tra le diverse regio-
ni geografiche. Lanalisi ¢ stata condotta mediante marca-
tori microsatelliti di cloroplasto. Due dei 6 loci analizzati
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sono risultati polimorfici e hanno permesso di definire 6
diverse forme aplotipiche. Dalla distribuzione aplotipica si
evince che vi ¢ una discontinuit di alcuni tratti genetici
sia nelle viti selvatiche che in quelle coltivate. Sulla base
della ricchezza aplotipica osservata si pud pertanto sup-
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portare che la vite sia stata domesticata nelle regioni del
vicino e medio Oriente, come supportato da dati archeo-
logici, ma che la ricchezza viticola dei paesi del
Mediteranno sia stata incrementata da fenomeni di dome-
sticazione secondaria locale.

Francesco de Mattia, Serena Imazio, Dipartimento di Produzione Vegetale, Universita di Milano, Via Celoria 2, 20133 Milano
llaria Bruni, Centro Interdipartimentale di Ricerca per le Scienze Ambientali — CIRSA, Universita di Bologna, Via SantAlberto

163, 48100 Ravenna

Fabrizio Grassi, Orto Botanico di Cascina Rosa, Universita di Milano, Via Celoria 26, 20133 Milano
Massimo Labra, Dipartimento di Biologia e Bioscienze, Universita di Milano-Bicocca, Piazza della Scienza 2, 20126 Milano



INFORMATORE BOTANICO ITALIANO, 40 SUPPL. 3, 2008 17

Atti “Flora italiana: il contributo della Biosistematica”

Analisi della variabilita genetica nella specie endemica Primula apennina
Widmer mediante marcatori molecolari ISSR

L. CoNTE, C. CoTTl, S. CREMA e G. CRISTOFOLINI

ABSTRACT - Genetic diversity in the rare, endemic species Primula apennina Widmer, detected by Inter Simple Sequence
Repeat (ISSR) - Primula apennina Widmer (Primulaceae) is an endangered rhizomatous herb endemic to the North
Apennines. Its range is a narrow corridor of approximately 45 km x 5 km between Parma and Reggio Emilia provinces,
where P apennina grows on the mountain tops, mostly in north-facing ledges and sandstone crevices at 1,500-1,800 m
a.s.L. ISSR (inter-simple sequence repeat) polymorphism was investigated in six natural populations representing the whole
range of the species. The first three primers used identified pronounced levels of genetic variability both at population
level and at species level, probably resulting from recent speciation (Pleistocene) and/or outcrossing favoured by floral het-
eromorphism. A moderate level of genetic differentiation among populations was detected and attributed to both habitat
fragmentation and limited gene flow through pollen or seeds (isolation-by-distance). This pattern of differentiation was
corroborated by the finding of a positive correlation between inter-plant spatial and genetic distances. Current results
point out that the species still maintains relatively high levels of genetic diversity in spite of its extremely small geograph-
ic range. Additional studies, evaluating the extent of clonality, would be especially helpful in determining the role of veg-

etative reproduction on the genetic structure within single populations.

Key words: endemism, genetic diversity, ISSR, Primula apennina

INTRODUZIONE

La variabilita genetica di una specie e la sua distribu-
zione tra e entro popolazioni ¢ determinata da diver-
si e complessi fattori. La storia evolutiva a lungo ter-
mine di una specie (es.: la framfigmentazione dell’-
habitat e I'isolamento geografico e riproduttivo delle
popolazioni), le mutazioni, la deriva genetica, i siste-
mi riproduttivi, il flusso genico, la selezione e i fatto-
ri ecologici, possono determinare strutture genetiche
complesse all'interno delle popolazioni. Non sempre
¢ possibile prevedere I'entita e la distribuzione della
variabilita genetica nelle specie vegetali sulla base dei
loro meccanismi riproduttivi e della loro distribuzio-
ne geografica: molti esempi di specie endemiche alta-
mente polimorfiche o di specie ampiamente diffuse
caratterizzate da bassa variabilita genetica, come
anche casi di specie allogame strutturate in popola-
zioni differenziate, dimostrano che non esistono cor-
relazioni univoche tra ampiezza dell’areale o modali-
ta riproduttive e pattern di variabilitd. Non essendo
quindi possibile costruire modelli applicabili a priori
a tutte le specie, ogni singolo caso dovrebbe essere
studiato indipendentemente. I marcatori molecolari
forniscono una grande quantitd di dati che si sono
dimostrati indicatori appropriati nelle indagini sulla
biodiversita. Le specie endemiche con areale ristretto
sono spesso oggetto di studio in quanto ritenute pil

soggette ad andare incontro a perdita di variabilita
genetica a causa di fenomeni di deriva genetica.
Ottenere informazioni sulla biologia di queste specie
e sulla loro variabilita genetica ¢ necessario anche per
valutare eventuali misure di protezione e conserva-
zione delle specie stesse e del loro habitat. La specie
oggetto del presente studio, Primula apennina
Widmer, ¢ un’endemita del settore nord-occidentale
dell’Appennino Tosco-Emiliano, definita “specie
prioritaria” nell’Allegato II della Direttiva Habitat
92/43/CEE e nell’Allegato K dei manuali CORINE
(1991); ¢ inoltre segnalata nel Libro Rosso della
Flora d’Italia come vulnerabile e definita strettamen-
te protetta dalla Convenzione di Berna
(19/09/1979). P apennina & una delle 25 specie
appartenenti alla sezione Awricula Duby. Questa
sezione ha un areale frammentato che comprende
tutte le catene montuose dell’Europa meridionale: la
Cordigliera Cantabrica, i Pirenei, la Catena Alpina,
gli Appennini, i Carpazi, i Monti Tatra e i Balcani. Il
centro di diversita genetica della sezione ¢ rappresen-
tato dalla Catena Alpina dove sono presenti 21 delle
25 specie totali; 12 delle quali sono endemiche
(ZHANG, KADEREIT, 2004). Le specie appartenenti
alla sezione Auricula si sono originate e diversificate
a partire dal Quaternario (2,3 Ma), in seguito alle
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oscillazioni climatiche, caratterizzate dall’alternanza
di cicli glaciali e inter-glaciali, che hanno interessato
questo periodo geologico (ZHANG et al., 2004). P
apennina & una specie orofita mediterranea a distri-
buzione ristretta; il suo areale copre una superficie
che si estende da est a ovest per circa 45 km, dal
Monte Prado in provincia di Reggio Emilia al Monte
Orrsaro in provincia di Parma a quote comprese tra i
1500 e i 1850 metri s.l.m. P apennina & una pianta
perenne emicriptofita rosulata, possiede una densa
rosetta basale di foglie coriacee obovate e dentellate
nella parte apicale, che hanno la caratteristica di pos-
sedere peli ghlandolarl ialini sulla superficie. I fiori,
di colore rosa, sono riuniti in una 1nﬁorescenza di 1-
20 unita e sono caratterizzati da un’antesi sincrona e
di breve durata (circa una settimana) in un periodo
compreso tra Maggio e Giugno. P apennina ¢ una
specie allogama caratterizzata da distilia: i fiori longi-
stili e quelli brevistili sono generalmente auto-
incompatibili. Il dimorfismo fiorale facilita quindi lo
scambio di polline tra individui diversi. 2 apennina
pud anche propagarsi vegetativamente attraverso
rizomi sotterranei producendo quindi genets costi-
tuiti da numerosi ramets.

Lo scopo iniziale della ricerca su P apennina ¢ stato
di stimare, attraverso un’analisi molecolare condotta
con marcatori ISSR, il livello di variabilitd genetica
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della specie, verificando se il polimorfismo eventual-
mente presente sia sufficiente a garantirne la soprav-
vivenza nonostante I'areale ridotto.

In secondo luogo, considerando che le popolazioni
di P apennina sono separate geograficamente tra loro
per la presenza di avvallamenti che interrompono per
ampi tratti i crinali su cui esse crescono, il successivo
obiettivo ¢ stato quello di valutare la diversita geneti-
ca entro e tra popolazioni e di riscontrare possibili
correlazioni tra la ripartizione della variabilita e fat-
tori esogeni (distribuzione geografica) e endogeni
(flusso genico).

MATERIALI E METODI

Il campionamento ha coinvolto 120 individui; 20
per ciascuna delle sei popolazioni analizzate (Fig. 1),
scelte in modo che tutto l'areale della specie fosse
interessato dall’'indagine. Il materiale fogliare fresco &
stato raccolto, conservato in gel di silice e successiva-
mente liofilizzato. Il DNA genomico ¢ stato estratto
utilizzando la procedura prevista dallo Spin Plant
Mini Kit Invisorb (Invitek). Sono stati testati 25 pri-
mer di 16-18 nucleotidi (UBC primer set # 9,
Biotechnology Laboratory, University of British
Columbia). Le reazioni di PCR sono state condotte
in volumi di 25 pl utilizzando il kit Ready-To-Go

Fig. 1

Distribuzione geografica delle sei popolazioni campionate di Primula apennina.
Geographic distribution of the six Primula apennina sampled populations.
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PCR Beads (GE Healthcare) e aggiungendo al tubo
da reazione, di 0.5 ml, 30 ng di DNA stampo, 40
pM di ogni primer e acqua sterile. Le reazioni di
PCR sono state condotte nel termociclatore M]J-
MINI (BIO-RAD) con le seguenti condizioni: 5 min
a 94 °C, seguiti da 45 cicli di 1 min a 94 °C, 45 s di
annealing a 57-59 °C, e 2 min di estensione a 72 °C,
pilt un ciclo di estensione finale di 7 min a 72 °C. I
prodotti di amplificazione sono stati evidenziati tra-
mite elettroforesi automatizzata (PhastSystem, GE
Healthcare) su minigel di poliacrilammide preconfe-
zionati (PhastGel HD, GE Healthcare) e il pattern
elettroforetico di ogni gel ¢ stato analizzato median-
te il software TotalLab (Fotodyne Inc.), ottenendo la
matrice binaria relativa alla presenza-assenza delle
bande. Il software POPGENE32 v. 1.31 (YEH et al.,
1999) ¢ stato impiegato per misurare la percentuale
di bande polimorfiche (P) e valutare la diversita
genetica mediante l'indice di informazione di
Shannon 7 (LEWONTIN, 1972) e I'indice di diversita
genetica di Nei A (NEI, 1972), calcolati a livello sia
di popolazione (Ipop, Hpop) che di specie (Isp, Hsp).
Inoltre sono stati misurati il coefficiente di differen-
ziazione genetica (Gs;) e lindice di diversita di
Shannon [(Zsp-Ipop)/Isp] per valutare le quote di
variabilita genetica da attribuire a differenze entro e
tra popolazioni, nonché l'identitd genetica (/) e la
distanza genetica (D) di Nei (1972) tra tutte le popo-
lazioni. Lanalisi cluster UPGMA ¢ stata eseguita
sulla matrice delle distanze genetiche di Dice per
ottenere il relativo dendrogramma utilizzando il soft-
ware Paup 4b10 (SWOFFORD, 1996). La matrice
binaria ¢ stata sottoposta inoltre a una procedura di
ordinamento tramite Analisi delle Componenti
Principali (PCA) effettuata a partire dalla matrice di
covarianza dal software NTSYSpc v. 2.2 (ROHLF,
1998). Infine il software GenAlEx 6b4 (PEAKALL,
SMOUSE, 20006) ¢ stato impiegato per I'analisi della
varianza molecolare AMOVA relativa alla ripartizio-
ne della variabilita tra ed entro le popolazioni e per il
test di Mantel, relativo alla correlazione tra distanze
genetiche e distanze geografiche degli individui cam-
pionati.

RISULTATI

I primi tre primer analizzati (Tab. 1) hanno prodotto,
in seguito all’amplificazione, 34 loci differenti. La
percentuale di loci polimorfici (P) assume valori com-
presi tra 55,88% e 76,47% con una media di 65,69.
Lindice di Shannon varia da 0,24 a 0,40 con una
media di 0,30 a livello di popolazione (Zpop) e assume
un valore di 0,42 a livello di specie (/5p). La diversita
genetica media ¢ 0,20 entro popolazioni (Hpop) e
0,27 alivello di specie (Hsp) (Tab. 2). Tra le sei popo-
lazioni analizzate quella del M. Torricella presenta il
livello piti alto di variabilita genetica (P2 76,47; Ipop:
0,40; Hpop: 0,27), mentre la popolazione del Monte
Prado presenta quello pitt basso (2 55,88; Ipop: 0,24;
Hpop: 0,16). Questi valori sono paragonabili a quelli
ottenuti per altre specie endemiche congeneri: P
interjacens (XUE et al., 2004), P ovalifolia (NAN et al.,
2002) e P obconica (NAN et al., 2003).
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TABELLA 1

Primer utilizzati per lamplificazione degli ISSR.
Primer used for ISSR amplification.

. Temperatura
Codice UBC Sequenza di annealing

807 (AG)T 59 °C

808 (AG)C 57 °C

827 (AC)sG 57 °C
TABELLA 2

Variabilita genetica entro popolazioni di P. apennina indivi-
duata tramite le analisi dfglz’ ISSR.

Genetic variability within populations of P. apennina detect-
ed by ISSR analyses.

P: % di I: indice H : Indice
Pop. bande d’informazione  di diversita
polimorfiche  di Shannon  genetica di Nei

Pr 55,88 0,24 0,16
Nu 67,65 0,30 0,19
Bu 67,65 0,33 0,22
To 76,47 0,40 0,27
Sc 61,76 0,25 0,16
St 64,71 0,28 0,18

Media 65,69 0,30 Ipop 0,20 Hpop

0,42 Isp 0,27 Hsp

Il coefficiente di differenziazione genetica tra le
popolazioni (Gg;=0,27) e lindice di diversita di
Shannon [(Zsp-Ipop)/Isp=0,28] assumono valori che
concordano con quelli ottenuti con TAMOVA, che
attribuisce il 27% della variabilita totale a differenze
tra popolazioni (Fig. 2). Lidentita genetica varia da
0,815 a 0,960 con una media di 0,894. La media
delle distanze genetiche di Nei ¢ 0,113 con valori che
vanno da 0,041 a 0,204 (Tab. 3). II metodo
UPGMA ha prodotto un dendrogramma in cui i 120
individui non formano cluster distinti equivalenti
alle diverse popolazioni, ma si raggruppano in due
cluster maggiori corrispondenti rispettivamente alle

popolazioni orientali (M. Prado, M. Buffanaro, M.

Fig. 2
Analisi della varianza molecolare.
Analysis of molecular variance.
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TABELLA 3

Identita genetica I (sopra la diagonale) e distanza genetica D
(sotto la diagonale) di Nei (1972) tra coppie di popolazioni.
Neis (1972) genetic identity I (above diagonal) and distance
D (below diagonal) between pairs of populations.

Pop. DPr Nu Bu To Sc St

Pr * 0,917 0,900 0,892 0,815 0,817
Nu 0,087 * 0,947 0,922 0,889 0,866
Bu 0,105 0,054 * 0,888 0,865 0,851
To 0,115 0,081 0,118 * 0,935 0,951
Sc 0,204 0,117 0,145 0,067 * 0,960
St 0,202 0.144 0,161 0,050 0,041 *

La Nuda) e a quelle occidentali (M. Torricella, M.
Scala, M. Sterpara). Anche la PCA (Fig. 3) non rile-
va distinzioni tra le popolazioni sulla base dei dati
analizzati fino ad ora. Il test di Mantel (Fig. 4) ha
infine evidenziato una correlazione positiva e signifi-
cativa (Rxy=0,31; P=0,01) tra distanze genetiche e
distanze geografiche per gli individui di P apennina.

Fig. 3
Analisi delle Componenti Principali.
Principal Component Analysis.

Fig. 4
Test di Mantel.
Mantel test.
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DISCUSSIONE

Nonostante P apennina sia una specie ad areale con-
tratto e quindi prevedibilmente sottoposta a deriva
genetica, presenta un livello di variabilita intraspeci-
fica moderatamente alto. La sua diversitd genetica ¢
infatti paragonabile a quella di altre primule a pit
ampia diffusione, come P ovalifolia (NAN ez al.,
2002) e P obconica (NAN et al., 2003). Questo pud
essere dovuto a fattori quali la recente speciazione
avvenuta in seguito alla frammentazione

dell’habitat di una specie a pit ampia diffusione
durante i cicli glaciali ed interglaciali del Pleistocene,
o agli alti tassi di allogamia favorita dall’eterostilia
che facilita lo scambio di polline tra individui gene-
ticamente diversi, mantenendo un elevato flusso
genico. La modesta differenziazione tra le popolazio-
ni potrebbe essere attribuita ad una recente fram-
mentazione dell’areale in conseguenza a cambiamen-
ti climatici recenti e all’influenza delle attivita
umane. Le previsioni per questa specie sono quindi
incoraggianti considerando I'alto tasso di variabilita
intraspecifica mantenuta fino ad oggi, tuttavia sareb-
be opportuno attuare strategie di protezione delle
popolazioni naturali di 2 apennina allo scopo di pre-
servare tale variabilita.
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RIASSUNTO - P apennina Widmer ¢ una emicriptofita
rosulata endemica dei crinali dell’Appennino Tosco-
Emiliano. Il suo areale & uno stretto corridoio di 45x5 Km
situato tra il Monte Prado, in provincia di Reggio Emilia,
e il Monte Orsaro, in provincia di Parma, a quote com-
prese tra i 1500 e i 1800 metri s.l.m. Su 6 popolazioni
naturali di P apennina ¢ stata condotta un’analisi di varia-
bilita molecolare tramite marcatori ISSR. I risultati preli-
minari ottenuti con i primi 3 primer ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) analizzati fino ad ora hanno rilevato
un’elevata variabilita genetica a livello sia di specie che di

AUTORI
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popolazione (Indice di Shannon e Indice di Nei), dovuta
probabilmente alla speciazione recente (Pleistocene) ed
all’allogamia facilitata dall’eterostilfa. Il moderato livello di
diversita genetica riscontrato invece tra popolazioni (G
AMOVA, UPGMA, PCA) pud essere attribuito al flusso
genico limitato a causa dell'isolamento geografico e alla
propagazione vegetativa attraverso rizomi sotterranei.
Questo modello di differenziazione genetica ¢ supportato
anche dal test di Mantel che ha riscontrato una correlazio-
ne positiva tra distanze genetiche e geografiche. I risultati
ottenuti evidenziano quindi che la specie mantiene alti
livelli di diversita genetica nonostante il suo areale ridotto.
Ulteriori studi, che valutino la quota di propagazione clo-
nale e i meccanismi riproduttivi di 2 apennina, saranno
utili al fine di determinare la struttura e il flusso genetico
entro e tra popolazioni.

Lucia Conte, Claudia Cotti, Silvia Crema, Giovanni Cristofolini, Dipartimento di Biologia Evoluzionistica Sperimentale,

Universita di Bologna, Via Irnerio 42, 40126 Bologna



22 INFORMATORE BOTANICO ITALIANO, 40 SUPPL. 3, 2008

Atti “Flora italiana: il contributo della Biosistematica”

La poliploidia nel genere Serapias (Orchidaceae). Evidenze cariologiche
e molecolari

F. BELLUSCI, G. PELLEGRINO, A.M. PALERMO e A. MUSACCHIO

ABSTRACT - The polyploidy in the genus Serapias (Orchidaceae). Karyological and molecular evidences - The occurrence of
polyploid zaxa among the Mediterranean Orchidinae, like Orchis, Anacamptis, Serapias, Oprhys and Neotinea genera, seems
to be rare, while is well documented in Dactylorhiza-Coeloglossum and Gymnadenia-Nigritella clades, typical of the conti-
nental Europe. In this contribute, we present the results of molecular and karyological analyses on Serapias genus, show-
ing that polyploidy is not confined just to S. /ingua. The stimulus to find out more karyological information about this
genus has been produced by a molecular phylogenetic study, that have pointed out close relationships among S. /ingua
and other endemic faxa considered of hybrid origin. The assessment of chromosome number of these zaxa has revealed
that S. gregaria, S. olbia and S. strictiflora are tetraploid. This finding has led to begin new investigations to clarify the ori-
gin of polyploid zaxa, also in light of the likely autopolyploid origin of S. lingua by S. parviflora suggested by AFLP pro-
files. In any case, the evolutionary role of polyploidy in Serapias and, maybe, in the Mediterranean Orchidinae could have

been underestimated.

Key words: AFLP, DNA plastidiale, numeri cromosomici, Orchidinae mediterranee, poliploidia, Serapias

LA POLIPLOIDIA NELLE ORCHIDEE MEDITERRANEE

La poliploidia ¢ la condizione in cui gli organismi
mostrano tre o pitt corredi cromosomici completi. La
speciazione poliploide ¢ I'origine di nuove specie con
un aumento del numero di corredi cromosomici,
aumento che pud determinare un pressoché imme-
diato isolamento riproduttivo (COYNE, ORR, 2004).
Una specie poliploide puo derivare dalla duplicazio-
ne del corredo cromosomico di una specie (autopoli-
ploidia) o dall'ibridazione di due specie con successi-
vo raddoppio del corredo di ciascuna di esse (allopo-
liploidia o poliploidi ibridi). Sebbene sembri piu
complicata, la speciazione per allopoliploidia & quel-
la piu diffusa in natura ed ¢ stata ormai dimostrata
per un elevato numero di specie. Inoltre, anche se pitt
rara ¢/o piu difficile da accertare, ¢ noto che la spe-
ciazione ibrida pud dare origine anche a nuovi
diploidi, detti omoploidi (BUERKLE ez a/., 2000).
Nelle Angiosperme la poliploidia ¢ un fenomeno ben
noto e assai diffuso e varia dal 30-35% (STEBBINS,
1947) all’80% (MASTERSON, 1994), anche se la mag-
gior parte degli autori stima la sua frequenza effetti-
va intorno al 50% (GRANT, 1981).

La speciazione per poliploidia pud verificarsi in tutte
le famiglie di Angiosperme, ma in molti casi la docu-
mentazione ¢ insufficiente a valutarne adeguatamen-
te la consistenza ed il ruolo evolutivo. In particolare,

le informazioni cariologiche per le orchidee euro-
mediterranee, appartenenti in maggioranza alla sotto-
famiglia delle Orchidinae, sono state a lungo scarse
perché le orchidee presentano particolari difficolta
tecniche (apici radicali inadatti, piccole dimensioni
dei cromosomi) inerenti alla determinazione del
numero cromosomico e alla caratterizzazione dei
cariotipi (DAKER, 1970). Studi recenti di natura
molecolare e cariologica hanno documentato eventi
muldpli di ibridazione e allopoliploidia nei cladi
Dactylhoriza- Coeloglossum e Gymnadenia-Nigritella
(PRIDGEON ez al., 1997), due gruppi largamente dif-
fusi nell’Europa continentale. Di contro, nei piu
importanti generi a diffusione Mediterranea (Orchis,
Anacamptis, Serapias, Oprhys e Neotinea) sono stati
trovati solo zaxa diploidi, ad eccezione di Orchis pal-
lens e Serapias lingua. Questo dato, confermato anche
per i generi piti rappresentativi delle Orchidinae cine-
si (LUO, 2004), ha suggerito che l'ibridazione e la
poliploidizzazione abbiano avuto un ruolo limitato
nell’evoluzione delle orchidee Mediterranee. Al
riguardo, ¢ interessante notare che la maggior parte di
queste orchidee ha un sistema d’impollinazione senza
ricompensa, basata su impollinatori aspecifici, ad
eccezione del genere Ophrys (JERSAKOVA et al., 20006).
Dal momento che comunemente piti specie vivono in
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simpatria, fioriscono nello stesso periodo e condivi-
dono gli stessi impollinatori, le opportunita per I'ibri-
dazione sono frequenti. Tuttavia, ¢ stato osservato che
nelle zone di contatto prevalgono gli ibridi di prima
generazione, di solito sterili, e che le specie manten-
gono la loro identitd genetica grazie a forti barriere
postzigotiche (COzzOLINO, WIDMER, 2005).

UNA NUOVA PROSPETTIVA FILOGENETICA PER IL
GENERE SERAPIAS

Serapias L. & un genere a diffusione prevalentemente
Mediterranea presente dalle Azzorre e dalle Canarie
fino al Caucaso, ad est, ed alle isole Britanniche a
nord. Come le altre Orchidinae euro-asiatiche terre-
stri, Serapias ¢ una geofita perenne che, all'inizio
della primavera, produce un corto germoglio vegeta-
tivo con poche foglie alternate e uno scapo fiorale
avente un’infiorescenza pilt o meno densa
(BAUMANN, KUNKELE, 1989).

Le specie appartenenti a questo genere si distinguono
per la tipica struttura del fiore, in cui le brattee sono
dello stesso colore dei sepali (entrambi con nervature
scure), i sepali lanceolati coalescenti ai bordi nascon-
dono i due petali (casco), il labello ¢ rivolto verso il
basso, diviso in ipochilo ed epichilo con due (o una in
S. lingua) callosita alla base, lo sperone ¢ assente, il
retinacolo e la borsicola sono unici. I sepali, i petali e
i lobi laterali dellipochilo formano un condotto
tubolare (GRUNANGER, 2001; DELFORGE, 20006).

La strategia d’impollinazione di Serapias ¢ interessan-
te poiché i fiori non producono nettare, ma attrag-
gono gli insetti offrendo loro un rifugio, che puo
essere anche scambiato per un nido in cui deporre le
uova (DAFNI et al., 1981). Le differenze nella forma,
diametro e profondita del tubo fiorale potrebbero
rappresentare una barriera riproduttiva prezigotica e
sarebbero responsabili del mantenimento dell’inte-
grita delle specie (BAUMANN, KUNKELE, 1989).

Al genere appartengono specie con corredo cromoso-
mico generalmente diploide 27 = 36, tranne S. lingua
che ¢ tetraploide con 27 = 72 (D’EMERICO et al.,

2000). Tutte si riproducono per via sessuata ad ecce-
zione di S. parviflora in cui si riscontra un’autogamia
facoltativa.

Studi molecolari basati sugli spaziatori interni non
trascritti (ITS) del DNA ribosomale hanno suppor-
tato la monofilia del genere Serapias, ma non hanno
risolto le relazioni filogenetiche tra le specie esamina-
te, suggerendo una loro origine recente (PRIDGEON ez
al., 1997; BATEMAN et al., 2003).

Nell'ambito degli studi sul genere Serapias, che il
nostro gruppo di ricerca sta conducendo da alcuni
anni, l'uso di sequenze plastidiali non codificanti ha
consentito di ottenere 'analisi filogenetica di 14 spe-
cie rappresentative della variabilita complessiva del
genere (BELLUSCI ez al., 2008) (Fig. 1). I risultati di
questo studio sostengono fortemente la ripartizione
del genere Serapias in due cladi principali, ciascuno
dei quali 1nclude a sua volta due gruppi minori. In
ciascuno di essi ¢ presente una specie ad ampia dis-
tribuzione, ovvero S. parviflora, S. lingua, S. vomera-
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cea e S. cordigera, e poche specie rare e/o endemiche
ristrette. Con leccezione di S. politisii, le relazioni
filogenetiche tra le specie nei gruppi sono totalmen-
te risolte (BELLUSCI et al., 2008) (Fig. 1).

Fig. 1

Albero di massima parsimonia basato sulle sequenze del
DNA plastidiale di 14 specie del genere Serapias. 1 due
cladi principali sono indicati con A e B. Il numero di step
e le percentuali di bootstrap sono riportate, rispettiva-
mente, sotto e sopra i bracci.

Most parsimonious tree obtained based on cpDNA
sequences of 14 Serapias species. Two main clades are
denoted as A and B. Numbers of steps and bootstrap per-
centages are shown below and above branches, respectively.

Nel complesso, le relazioni filogenetiche da noi evi-
denziate mostrano alcune rilevanti differenze rispetto
ai trattamenti tassonomici finora noti basati esclusi-
vamente sulla morfologia dei tratti fiorali
(BAUMANN, KUNKELE, 1989; DELFORGE, 20006) sug-
gerendo una nuova interpretazione delle relazioni
evolutive tra le specie di Serapias.

I dati molecolari, infatti, suggeriscono che la riparti-
zione del genere Serapias in due sezioni sulla base
della morfologia del callo posto alla base dell’ipochi-
lo, come proposto da BAUMANN, KUNKELE (1989), ¢
chiaramente artificiosa. Infatti, S. /ingua non & una
specie isolata, ma, al contrario, strettamente affine a
S. gregaria e S. olbia, due specie rare endemiche della
regione di Var e delle Alpi Marittime (Francia).
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Inoltre, S. strictiflora e S. elsae, due endemismi delle
coste. NO dell'Africa e del sud della Spagna, si
mostrano affini a S. parviflora e non a S. lingua come
proposto da DELFORGE (2006). Lanalisi molecolare
ha evidenziato, ancora, una relazione finora insospet-
tata tra S. cordigera, S. perez-chiscanoi e S. nurrica, e
ha chiarito che il gruppo di S. vomeracea include
entitd poco divergenti che anche in passato sono state
poste in sinonimia (GRUNANGER, 2001).

Tuttavia, se si considera la composizione dei due
gruppi principali ottenuti dalle analisi molecolari, si
nota che le specie del gruppo A erano state poste da
DELFORGE (20006) nei gruppi di S. lingua e S. parvi-
flora, mentre le specie del gruppo B, con I'eccezione
di S. nurrica, erano state incluse nel gruppo di S.
vomeracea. Di conseguenza, esiste una corrisponden-
za tra la dimensione media dei caratteri fiorali e la
variazione molecolare, e quindi le specie del gruppo
A sono caratterizzate da fiori con tratti diagnostici
dalle dimensione minori, che chiameremo “piccoli”,
mentre le specie del gruppo B sono quelle con tratti
fiorali dalle dimensioni maggiori, che chiameremo
“grandi” (Fig. 1). Lindividuazione di questa corri-
spondenza suggerisce che la variazione delle dimen-
sioni fiorali e, quindi, i meccanismi d’isolamento fio-
rale possono avere avuto un ruolo decisivo al
momento della divergenza dei gruppi principali. La
presenza nel gruppo con fiori piccoli di S. parviflora,
che ¢ specie autogama, rende plausibile 'ipotesi che
una riduzione del fiore pud essersi verificata proprio
in concomitanza dell’acquisizione di questo tipo di
riproduzione sessuata. Infatti, & stato documentato
che in varie famiglie di Angiosperme (ELLE, CARNEY,
2003 e referenze ivi riportate), comprese le
Orchidaceae (RICHARDS, 1982), taxa autogami
hanno fiori di dimensioni ridotte rispetto ai zaxa affi-
ni con riproduzione allogama. Di contro, la specia-
zione avvenuta in ciascun sottogruppo potrebbe esse-
re stata guidata anche da meccanismi diversi dall’iso-
lamento fiorale, dal momento che questi compren-
dono specie i cui fiori presentano sovrapposizione
delle variazioni delle dimensioni dei tratti fiorali
(PELLEGRINO et al., 2007).

Pertanto, I'individuazione di un’affinita filogenetica
tra S. lingua ed altre specie a fiori piccoli ci ha indot-
to ad approfondire le conoscenze cariologiche del
genere Serapias.

INDAGINI CARIOLOGICHE

La filogenesi molecolare del genere Serapias ha evi-
denziato che la tetraploide S. /ingua & inclusa nel
gruppo delle specie a fiori piccoli, le quali potrebbe-
ro essersi differenziate in seguito all’acquisizione di
autogamia, una condizione che favorisce 'insorgenza
di poliploidia (RAMSEY, SCHEMSKE, 1998). Inoltre, S.
lingua ¢ strettamente affine a due specie endemiche,
S. gregaria e S. olbia, che DELFORGE (2000) ritiene di
probabile origine ibrida (e quindi potenzialmente
poliploidi) o con un’apparente contraddizione di
tipo primitivo. Recentemente, VENHUIS ez 4/. (2007)
hanno utilizzato misure citofluorometriche per valu-
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tare il livello di ploidia di alcune specie di Serapias ed
evidenziando che S. o/bia potrebbe essere esaploide.

Attualmente, sul genere Serapias sono disponibili
informazioni cario?ogiche su un ridotto numero di
specie (Tab. 1), delle quali S. lingua 2n = 4x = 72),
S. parviflora e S. politisii (2n = 2x = 36) appartengo-
no al gruppo delle Serapias a fiori piccoli.

TABELLA 1
Informazioni cariologiche delle specie del genere Serapias.
Karyological knowledge of Serapias species.

Specie 2n
S. parviflora Parl. 36
S. politisii Renz 36
S. nurrica Corrias 36
S. bergonii E.G. Camus 36
S. vomeracea (Burm.) Briq. 36
S. perez-chiscanoi Acedo 36
S. orientalis (Greuter)Baumann & Kiinkele 36
S. apulica (Baumann & Kiinkele) Delforge 36
S. neglecta De Notaris 36
S. cordigera L. 36
S. levantina Baumann & Kiinkele ?
S. feldwegiana Baumann & Kiinkele ?
S. patmia Hirth & Spaeth ?
S. aphroditae Delforge ?
S. carica Delforge ?
S. ¢ycladum Baumann & Kiinkele ?
S. istriaca M. L. Perko ?
S. ionica E. Nelson ex Baumann & Kiinkele ?
S. atlantica D. Riickbrodt & U. Riickbrodt ?
S. lorenziana Baumann & Kiinkele ?
S. cossyrensis B. Baumann & H. Baumann ?
S. lingua L. 72
S. olbia Verguin ?
S. gregaria Godfery ?
S. strictiflora Welwitsch ex Veiga ?
S. elsae Delforge ?

Pertanto, il nostro scopo ¢ stato quello di ampliare le
conoscenze cariologiche del genere, con particolare
attenzione alle specie del gruppo di Serapias a fiori
piccoli. A tal fine, sono stati raccolti in campo ovari
immaturi da pit esemplari di S. olbia, S. gregariae S.
strictiflora. Tutte e tre le specie sono tetrapigoidi con
numero cromosomico 27 = 72. I dettagli di quest’in-
dagine cariologica sono oggetto di un lavoro sottopo-
sto per la pubblicazione. Questi risultati sono del
tutto in contrasto con quanto proposto da VENHUIS
et al. (2007) per le stesse specie. Questi autori, sti-
mando il contenuto di DNA, hanno dedotto che §.
gregaria e S. strictiflora sono diploidi e che S. olbia &
un esaploide con 27 =108. Riteniamo si possa con-
fermare l'opinione di quegli autori che hanno soste-
nuto che la metodica citofluorometrica non ¢ un sicu-
ro indicatore del livello di ploidia, che puo essere
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determinato solo dalla conta cromosomica (YEATER et
al., 2004; LEONG-, KORNICKOVA, et al. 2007).
Pertanto ora sappiamo che la poliploidia caratterizza
4 delle 6 specie del gruppo delle Serapias a fiori pic-
coli, e di conseguenza possiamo affermare che la poli-
ploidia nell’'ambito delle Orchidinae non & una pre-
rogativa dei gruppi Dactylorhiza—Coeloglossum e
Gymnadenia—Nigritella (PRIDGEON et al., 1997), ma
¢ diffusa anche nel genere Serapias non ancora del
tutto esaminato in tal senso.

Inoltre, 'esame della letteratura disponibile ha con-
sentito ad AMICH et a/. (2007) di evidenziare il ruolo
della poliploidia nell’evoluzione delle orchidee della
Penisola Iberica maggiore di quanto finora supposto.
Infine, la poliploidia, sicuramente importante non
solo nel genere Dactylorhiza ma anche in Epipactis e
Ophrys, ¢ stata segnalata, seppure in modo sporadico,
anche in Orchis (D’EMERICO, 2001, AMICH et al.,
2007) e in Anacamptis (DEL PRETE et al., 1991).

ANALISI AFLP

Per esaminare problematiche a livello di popolazione
e fenomeni di ibridazione in Serapias il nostro grup-
po ha anche sviluppato indagini con marcatori neu-
trali altamente variabili, quali gli AFLP (Amplified
Fragments Length Polymorphism).

Con questo metodo sono state esaminate 6 specie, di
cui quattro a maggiore distribuzione (S. vomeracea,
S. cordigera, S. parviflora e S. lingua) e due endemi-
smi pugliesi (S. apulica e S. politisii). 1 118 loci otte-
nuti hanno evidenziato un polimorfismo variabile
dal 44,9 % al 77,9%, ma non sono state riscontrate
bande esclusive per nessuna specie (BELLUSCI, 20006).
LCAMOVA ha mostrato che la variabilita tra le specie
¢ ripartita per il 32% tra le specie e per il rimanente
(68%) nelle specie. Lalbero ottenuto con il metodo
del Neighbor-joining separa adeguatamente le specie
esaminate fatta eccezione per S. lingual S. parviflora, i
cui individui si mescolano in un distinto clado. Allo
stesso modo le due specie hanno formato un unico
gruppo nel fenogramma prodotto dall’Analisi delle
Componenti Principali (PCoA) (BELLUSCI, 2006)

(Fig. 2).

Fig. 2
Analisi delle componenti principali (PCoA) ottenuta per

sei specie del genere Serapias.
PCoA of six species of Serapias genus.
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In generale, le analisi AFLP possono essere utili in
quet casi in cui la variabilita molecolare di sequenze
nucleari non ¢ sufficiente a distinguere tra le specie.
Nelle Orchideae, gli AFLP sono state utilmente
applicati per rivelare dettagli della evoluzione della
poliploidia nel genere Dactylorhiza (HEDREN et al.,
2001). In particolare, questi autori hanno ottenuto
un fenogramma della PCoA nel quale i faxa tetra-
ploidi di origine allopoliploide, derivati da ibridazio-
ne tra taxa diploidi di D. incarnatas.l. e D. macula-
tas.]., si posizionano tra i due gruppi parentali, men-
tre i campioni del gruppo di D. maculata s.l., com-
prendente la diploide D. maculata subsp. fuchsii e la
tetraploide D. maculata subsp. maculata, formano un
unico gruppo, a conferma della supposta origine
autopoliploide della subsp. maculata.

Pertanto, dal momento che le nostre analisi hanno
fornito un fenogramma conforme a quello ottenuto
da HEDREN ez al. (2001) per il gruppo di D. macula-
ta, riteniamo che sia ragionevole sostenere che S. /in-
gua & un autopoliploide derivato da S. parviflora o da
una specie diploide a fiori piccoli antenata di
entrambe. D’altro canto, un’affinita tra le due specie
era stata proposta in precedenza in base ad analisi
cariologiche che avevano evidenziato una chiara
somiglianza dei cariotipi (D’EMERICO ez al., 2000).
Un aspetto interessante ¢ che, al contrario di quanto
accade per altre orchidee di origine poliploide, S. /in-
gua non occupa un areale diverso da quello di S. par-
viflora, con la quale vive spesso in simpatria e condi-
vide il medesimo habitat.

Lorigine di S. lingua da S. parviflora sarebbe molto
verosimile se la prima fosse 'unica specie tetraploide
del genere, cosi come comunemente ritenuto finora.
Invece, alla luce delle nuove conoscenze sull’esisten-
za di altre specie tetraploidi si ritiene opportuno ed
interessante estendere I'analisi AFLP ed altri eventua-
li approcci metodologici a tutti i zaxa polipoidi per
valutare la loro origine auto- o allopoliploide cosi da
definirne meglio 'evoluzione della poliploidia nel
genere Serapias. In ogni caso, quest’ultimo fenomeno
ha certamente avuto un ruolo non secondario nella
speciazione di questa orchidea Mediterranea.
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RIASSUNTO - La presenza di zaxa polipoidi tra le
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Serapias, Oprhys e Neotinea, & considerata, al momento,
sporadica, mentre ben documentata ¢ la poliploidia nei
gruppi Dactylorhiza-Coeloglossum e Gymnadenia-Nigritella
tipici dell’Europa continentale. In questo contributo sono
riepilogati i risultati di ricerche molecolari e cariologiche
che hanno portato alla scoperta, nel genere Serapias, di
una poliploidia non limitarta alla sola S. /ingua. Lo stimo-
lo ad ampliare le conoscenze cariologiche all’interno di
questo genere ¢ venuto da uno studio filogenetico, che ha
evidenziato strette affinitd tra S. /ingua e altri taxa ende-
mici ritenuti di origine ibrida. La determinazione del
numero cromosomico di tali specie ha rilevato che S. gre-
garia, S. olbia e S. strictiflora sono tetraploidi. Questo
risultato suggerisce che nuove indagini potrebbero chiari-
re le origini dei taxa polipoidi di Serapias, giacché i profili
AFLP sinora analizzati hanno gia mostrato che S. /ingua
potrebbe essere una specie autopoliploide di S. parviflora.
In ogni caso, il ruolo evolutivo della poliploidia in Serapias
e, forse, nelle Orchidinae mediterranee & stato finora sot-
tostimato.
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Analisi filogenetica del genere Genista L.: risultati preliminari da quattro
marcatori molecolari

M. REGA, G. CRISTOFOLINI e P. CAPUTO

ABSTRACT - Phylogenetic analysis on genus Genista L.: preliminary results from four DNA markers - Genista L. is a large
genus of spiny and harmless shrubs centred in the Mediterranean region. Relationships among the major clades of this
genus are a long debated subject, and the subdivision in three subgenera has often been questioned. Phylogenetic rela-
tionships on 35 OTUs of Genista and related genera were assessed by the maximum parsimony analysis of sequences of
the nrDNA internal transcribed spacers (ITS regions), and three cpDNA regions: ##L intron, #rnl-trnF intergenic spac-
er and #nS-trnG intergenic spacer. Results would suggest that subgenera Phyllobotrys and Genista, as well as sect.
Spartocarpus of subg. Spartocarpus are separate monophyletic units, the latter of which is basal in Genisza s.1. Various satel-
lite genera appear to be included in the monophylum to which all species of Genista belong. On the basis of the results,
an evolutionary sketch is outlined. Possibly, the difficulties in unravelling phylogeny in the genistoid complex are related
to the presence of morphological autapomorphies of various terminal zzxa which prevented the understanding of rela-

tionships.

Key words: Fabaceae, Genista, molecular phylogeny

INTRODUZIONE

Il genere Genista L. (Fabaceae) ¢ distribuito prevalen-
temente nell’area circum-mediterranea, estendendosi
fino all’Europa settentrionale, ed ha il limite orienta-
le del suo areale in Russia. Il centro principale di dif-
ferenziazione ¢ la penisola Iberica, mentre 'area bal-
canica si presenta come un centro secondario (GIBBS,
1966). Nell'ultima monografia disponibile per il
genere, GIBBS (1960) indica approssimativamente 70
specie ma, a tutt’'oggi, sono state descritte oltre 100
entitd (VALSECCHI, 1993). La suddivisione infragene-
rica fu stabilita da SPACH (1844, 1845) e successiva-
mente modificata da GiBBS (1966) che, pur trasfe-
rendo varie specie in generi correlati, accetto la sud-
divisione in tre sottogeneri: Genista, Spartocarpus
Spach, and Phyllobotrys Spach.

Genista subgen. Genista ¢ diffuso ampiamente in
tutto l'areale geografico del genere; Genista subgen.
Phyllobotrys & presente nella parte occidentale della
penisola iberica e in Nord Africa; Genista subgen.
Spartocarpus ¢ tipicamente circum-mediterraneo e
presenta un’alta diversita in specie nella penisola bal-
canica e nel versante nord-occidentale dell’Africa
(Marocco e Algeria).

Per quanto riguarda il riconoscimento delle specie, il
tipo di ramificazione ¢ un tratto fondamentale per
discriminare tra i tre sottogenen (G1BBS, 19606); la
forma delle foglie ed il tipo di infiorescenza sono
anch’essi caratteri discriminanti.

Negli ultimi anni sono stati prodotti numerosi con-

tributi sia sulla filogenesi del genere Genista e generi
correlati, sia sulle Cyziseae s.l. Queste ricerche hanno
permesso una migliore comprensione delle relazioni
tra questi gruppi, utilizzando sia metodiche “classi-
che” che tecniche molecolari (CRISTOFOLINI et al.,
1977; CRISTOFOLINI et al., 1984; KAss, WINK, 1997;
CuUBASs et al., 1998; PERCY, CRONK, 2002; CRISTOFO-
LINI, CONTE, 2002; CUBAS ez al., 2002; DE CASTRO
et al., 2002; PARDO et al., 2004).

In particolare, il contributo di PARDO ez al. (2004) ¢ di
immenso aiuto nella comprensione della filogenesi
delle specie genistoidi, specialmente per quanto attiene
alle relazioni tra Genista s. s. ed i generi ad esso correla-
ti; tuttavia, dato I'elevato numero di zaxa e di caratteri
impiegati in questo contributo, I'analisi filogenetica
presenta un elevato numero di cladogrammi ad uguale
parsimonia, oltre ad incongruenze nelle relazioni tra i
sottogeneri; appunto per questo le relazioni tra i cladi
principali del genere Genista sono state sempre oggetto
di discussione, e la stessa suddivisione in tre sottogene-
1i & stata spesso messa in dubbio.

In questo contributo vengono presentati risultati
preliminari dell’analisi filogenetica su Genista e gene-
11 correlati, ottenuti da un’espansione dei dati ripor-
tati da PARDO ez al. (2004). In particolare, alle
sequenze da loro impiegate sono state aggiunte due
regioni di DNA plastidiale (I'introne #7L e lo spa-
ziatore intergenico #rnS-trnG).
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MATERIALI E METODI

La selezione dei taxa ¢ stata effettuata in maniera tale
da costituire una rappresentazione di tutta la variabi-
lica all'interno del genere Genista, generi correlati e
probabili outgroup. Sono state infatti globalmente
impiegate oltre 200 OTUs (Operational Taxonomic
Units) per gli ITS e oltre cento OTUs per l'introne
del zrnL. del DNA plastidiale. Nelle indagini prelimi-
nari qui riportate riferiamo deti risultati ottenuti dalle
analisi condotte su 35 OTUs utilizzando quattro
marcatori molecolari, uno di origine nucleare (ITS) e
tre regioni del DNA plastidiale (introne del 7L,
spaziatore intergenico trnL-trnF e spaziatore interge-
nico trnS-trnG).

La scelta dei zaxa impiegati in queste ultime analisi
presenta almeno una OTU per ciascuna sezione. A
questo scopo sono state prodotte o ottenute da lette-
ratura sequenze per diversi taxa outgroup [Adenocar-
pus anagyrifolius Cosson & Bal., Anagyris foetida L.,
Argyrocytisus battandieri (Maire) C. Raynaud, Cytisus
albidus DC. and Cytisus lanigerus (Dest.) DC.] e per
le seguenti specie appartenenti al genere Genista:: G.
anglica L., G. carpetana Leresche ex Lange, G. cilen-
tina Valsecchi, G. cinerascens Lange, G. cinerea Vill.,
G. falcata Brot., G. germanica L., G. hirsuta M. Vahl,
G. hispanica L., G. januensisViv., G. legionensis (Pau)
P Gibbs, G. linifolia L., G. majorica Cantd et
Sanchez, G. microcephala Cosson, G. obtusiramea
Gay ex Spach, G. pilosa L., G. pumila (Debeaux et
Reverchon) Vierh., G. ramosissima (Dest.) Poiret,
Del Arco, G. sagittalis L., G. scorpius (L.) DC., G.
sericea Wulfen, G. spartioides Spach, G. sylvestris
Scop., G. tinctoria L., G. wumbellata (Dest.) Poir.,
G.valdes-bermejoi Talavera et Saez.

Sono state inoltre impiegate sequenze di specie una
volta ricomprese all'interno di generi considerati affi-
ni a Genista ma che, in base a lavori recenti, sono
state incluse all'interno del genere o delle quali quan-
tomeno ¢ stata ipotizzata I'inclusione (ad esempio
Retama Rafin., Spartium L., Stauracanthus Link,
Ulex L.).

Il DNA totale ¢ stato estratto seguendo il metodo
descritto in DE CASTRO ez al. (2002), ed amplificato
secondo le condizioni descritte in ACETO et al. (1999).
I primer impiegati per gli ITS sono quelli riportati in
ACETO et al (1999); mentre 'introne ##nL(UAA) e lo
spaziatore intergenico (IGS) #ul-trnF sono stati
amplificati utilizzando i primer descritti in TABERLET
et al. (1991). I TruS-trnG 1GS sono stati amplificati
utilizzando la seguente coppia di primer: TRNSEf: 5’-
GGAAAGAGAGGGATTCGAAC-3’ and TRNGt:
5-TACCACTAAACTATACCCGC-3.

Gli amplificati sono stati dapprima purificati e succes-
sivamente sottoposti a sequenziamento in entrambe le
direzioni impiegando un sequenziatore automatico
373A Applied Biosystems Automated DNA sequencer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.).

Gli allineamenti sono stati effettuati utilizzando il
software Clustal W ver. 1.83 (THOMPSON et al., 1994)
con i parametri base del programma, e successivamen-
te sottoposti ad ispezione visiva per correggere la dis-
posizione dei gap, mirando alla loro riduzione.
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Le matrici per ITS, introne del #uL, spaziatori #rnl-
trnF e trnS-trnG sono state successivamente unite in
una matrice combinata di 35 zaxa; per preparare que-
sta matrice sono state utilizzate OTUs per le quali
erano disponibili almeno tre delle quattro regioni
sequenziate. La regione non disponibile per alcune
delle OTUs impiegate (che nella maggior parte dei
casi ¢ quella dello spaziatore #7#S-1r1G) ¢ stata codi-
ficata come “sconosciuta” per quel marcatore.

La matrice combinata ¢ stata sottoposta ad una ana-
lisi a Massima Parsimonia (MP), utilizzando il soft-
ware T.N.T. (GOLOBOFF et al., 2003), con un “tree-
space” di almeno 10.000 alberi, 100 replicazioni,
100 alberi per replicazione. Quest'ultimo software ¢
stato impiegato anche per calcolare Lindice di deca-
dimento dei cladi (BREMER, 1994).

RISULTATI

La matrice combinata ha una lunghezza di consenso
di 2219 caratteri (1937 dei quali non informativi).
Lanalisi cladistica ha prodotto 2 cladogrammi MP
(L=1400, C.1.=0.68, R.1.=0.52; rimuovendo i carat-
teri non informativi, L=831, C.1.=0.47, R.1.=0.52),
il consenso stretto dei quali ¢ mostrato in Fig. 1. In
questo cladogramma l'ingroup si divide in due cladi
principali. Il gruppo monofiletico basale include le
specie afferenti a Genista e appartenenti alla sect.
Spartocarpus subgen. Spartocarpus (G. spartioides, G.
valdes-bermejoi e G. cilentina). Questo clado ¢ sister
group di Spartium junceum. Laltro clado principale
dellingroup si divide in due gruppi monofiletici,
uno dei quali include Retama monosperma (L.) Boiss.
alla sua base, ed un clado con G. umbellata (sect.
Cephalospartum subg. Spartocarpus), Stauracanthus
boivinii (Webb) Samp e Ulex europaeus L. Questo
ultimo clado ¢ sister group di un gruppo parzial-
mente collassato che include tutte le specie in studio
appartenenti al subgen. Phyllobotrys e alla cui base si
trova G. microcephala (sect. Cephalospartum).

Le specie rimanenti costituiscono un gruppo piena-
mente risolto con G. linifolia (un tempo inclusa nel
genere 7Teline Medik.) alla base e le specie apparte-
nenti al subg. Genista (G. sagittalis, un tempo inclu-
sa nel genere Chamaespartum ¢ inclusa qui come
sister group di G. januensis e G. tinctoria). In questo
ultimo gruppo sono evidenti alcuni cladi monofileti-
ci: in particolare, un clado che include quattro specie
appartenenti alla sect. Spartioides del genere Genista
(G. cinerea, G. ramosissima, G. majorica, G. sericea)
ed un clado che include i membri delle sect.
Spartioides (G. cinerascens e G. obtusiramea) e
Erinacoides (G. legionensis e G. pumila).

Il supporto di BREMER (1994) per i cladi in questa
matrice ¢ variabile: in particolare ¢ possibile osserva-
re che i cladi rappresentanti le relazioni tra i gruppi
di specie piti grandi hanno un supporto pitt basso dei
cladi interni. Tuttavia, tale supporto ¢ in stretta rela-
zione alla presenza di diverse OTUs relativamente
molto distanti (per es. Retama o Spartium) che sono
basali rispetto a gruppi di singole specie. Al contra-
rio, i vari cladi che includono solo specie del genere
Genista sono tipicamente molto ben supportati.
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Albero di consenso stretto tra due cladogrammi a massima parsimonia per le specie di Genista e di generi correlati ogget-
to dell'indagine (L=1400, C.1.=0.68, R.1.=0.52; dopo la rimozione dei caratteri non informativi, L=831, C.1.=0.47,
R.I1.=0.52). I numeri al di sopra degli internodi indicano le apomorfie; quelli al di sotto il supporto di BREMER (1994).

Gli outgroup sono elencati nel testo.

Strict consensus of two MP cladograms for the investigated species of Genista and related genera (L=1400, C.1.=0.68,
R.I1.=0.52; by removing uninformative characters, L=831, C.1.=0.47, R.1.=0.52). Numbers above internodes represent
apomorphies; numbers below internodes represent BREMER (1994) support. Outgroups are listed in the text.

DISCUSSIONE

Le specie in esame sono state scelte in relazione alla
loro rappresentativita nei cladi (in seguito ad analisi
preliminari con un alto numero di specie) ed in rela-
zione alla loro distribuzione geografica, rappresenta-
tiva della distribuzione del genere. E” quindi possibi-
le affermare, osservando il cladogramma in Fig. 1 che
la maggior parte delle specie meno derivate, quando
localizzate geograficamente, si trovano nella parte
occidentale del Mediterraneo, che puod essere consi-
derato, come spesso ipotizzato in letteratura, come il
centro di origine del genere.

Allinterno del genere Genista si sono evoluti vari
piani corporei in risposta a differenti pressioni selet-
tive; partendo da un generale piano corporeo di
arbusto con adattamenti al clima xerico (fusti foto-
sintetici, rami spinosi, foglie composte con superficie
traspirante ridotta, frutti polispermi), i rappresentan-
ti moderni del genere o hanno evoluto adattamenti
estremi all’'ambiente arido (piante unifogliate o con
foglie precocemente caduche, elevata spinescenza ed

estrema resistenza al pascolo, legumi pauci- o mono-
spermi con baccelli coriacei) oppure, nei gruppi
mesofili, piani corporei che presentano foglie persi-
stenti e spinescenza ridotta o addirittura assente.
Inoltre vari gruppi che sono inclusi in Genista da un
punto di vista filogenetico, hanno sviluppato caratte-
ri specifici che ne hanno causato un forte allontana-
mento dal piano corporeo plesiomorfico: ad esem-
pio, Spartium ha sviluppato nettari ed un incremen-
to notevole delle dimensioni dei pezzi fiorali;
Stauracanthus ha sviluppato fillodi fotosintetici; le
specie di Genista un tempo ricomprese in Zeline (tra
le quali G. linifolia & presente qui) non hanno spine
e presentano semi arillati.

In aggiunta, in seguito a pressioni selettive simili, vari
caratteri morfologici si sono sviluppati ripetutamen-
te, causando fenomeni di convergenza.

Lalbero di consenso mostrato in Fig. 1 fornisce un
quadro alquanto chiaro delle relazioni filogenetiche
del genere Genista, sebbene nei limiti del numero di
specie in analisi: due dei tre sottogeneri (Phyllobotrys
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e Genista) appaiono chiaramente monofiletici, men-
tre all'interno del sottogenere Spartocarpus solo la
sect. Spartocarpus & monofiletica; le specie apparte-
nenti a questa sezione sono le pili arcaiche del genere.
Probabilmente, le difficolta riscontrate in passato da
vari autori nel collocare questo gruppo derivano dal
fatto che le due sezioni principali non sono stretta-
mente correlate tra loro ed una di esse (sect.
Cephalospartum) non & monofiletica in sé (G. micro-
cephala e G. umbellata sono infatti in due cladi diffe-
renti all'interno del cladogramma di Fig. 1). Lorigine
dei cladi principali mostrati in Fig. 1 ¢ stata probabil-
mente rapida; infatti, il numero di sinapomorfie che
compaiono nei cladi basali (Fig. 1) ¢ comparativa-
mente pill basso rispetto a quelle che si osservano nei
cladi terminali. Cio potrebbe indicare (seppure in
assenza di un orologio molecolare) che i nuovi assetti
morfologici sono apparsi rapidamente all'interno dei
gruppi principali, che successivamente sono stati sot-
toposti ad un lungo periodo di evoluzione separata.
In conclusione, le difficolta nel definire con chiarezza
la filogenesi di questo gruppo di piante sono proba-
bilmente state dovute all’alto numero di autoapomor-
fie che hanno fortemente modificato il piano corpo-
reo originale, cosi come alla convergenza di diversi
tratti morfologici e alla rapida origine dei cladi prin-
cipali, i quali non hanno avuto il tempo di accumula-
re un numero sufficiente di apomorfie condivise.
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spaziatori interni trascritti del DNA ribosomale nucleare)
e tre plastidiali (introne del #7L e gli spaziatori intergeni-
ci trnL-trnF e trnS-trnG). 1 risultati indicano che i sotto-
generi Phyllobotrys e Genista, oltre alla sezione Spartocarpus
del sottogenere Spartocarpus, sono unitd monofiletiche
separate; quest’ultima ¢ basale nel genere Genista s.l. Vari
generi affini sono inclusi all'interno del clado cui appar-
tengono tutte le specie studiate di Genista. Sulla base dei
risultati, si prospettano ipotesi sull’evoluzione del genere.
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Contributo alla revisione dei caratteri diagnostici nel gruppo Viola alba
W. Besser: analisi morfologica e cariologica delle popolazioni dei Monti

della Tolfa

M. MaArTEUCCI e E. LUCCHESE

ABSTRACT - Revision of diagnostic characters in Viola alba complex: morphological and karyological analysis in Tolfa Mts.
populations - The Viola alba Besser complex exhibit a high variability at regional, local and individual scale, that, along-
side with the frequent hybridization with taxon outside the complex, has led to the description of a lot of new species and
subspecies and their relative distribution areas. At present, many authors prefer to consider V. alba a single species with an
elevated morphological variability. In this study, the exact distribution of the V. alba populations has been accomplished
in the territories of the “Monti della Tolfa” and Latium (central Italy). By means of biosystematic analysis (histological,
morphometric and karyological), we have evaluated the phenotypic plasticity, the reliability of diagnostic traits and have
defined the subspecific zaxa really occurring in the investigated area. Voucher samples were prepared and compared with
Herbarium specimens of RO, NAP, FI to evaluate intra and inter- populations variability. Cultivated samples have showed
that diagnostic characters may be variable at different phenological phases and at different developmental steps, suggest-
ing their revaluation. Karyological analysis have suggested that populations of Tolfa Mts. are more resembling to subsp.
debnhardtii on the basis of Levan formula, but they are intermediate between the ypus alba and dehnhardtii, according to
the chromosome sizes and shapes. Therefore, it appear to be correct to separate V. alba W. Besser in three subspecies: a/ba,

debnhardtii and cretica, each deriving from 3 different glacial refugial areas.

Key words: karyotype, Italy, Lazio, species complex, Tolfa, Viola alba

INTRODUZIONE

Lindagine sui caratteri diagnostici che definiscono il
gruppo Viola alba W. Besser e i suoi taxa sottospeci-
fici nel Lazio mira ad utilizzare in modo integrato
tecniche biosistematiche per risolvere problematiche
sistematico-tassonomiche su gruppi critici pitt in
generale.

La storia del complesso Viola alba &, come quella di
ogni gruppo critico, tanto tortuosa quanto affasci-
nante. La specie appartenente a questo complesso
presenta un’alta variabilita su scala regionale, locale
ed individuale. Questa caratteristica e la frequente
ibridazione con entitd al di fuori del complesso
hanno portato alla descrizione, negli ultimi due seco-
li, di un ampio numero di zxa di vario rango tasso-
nomico e di diversa distribuzione (MARCUSSEN,
BORGEN, 2000).

Lareale di distribuzione della specie ¢ di tipo eurasia-
tico e va dall’Africa nord-occidentale e dal versante
orientale della Penisola Iberica fino al Caucaso e
all’Asia Minore, mentre ¢ stata probabilmente intro-
dotta a scopo ornamentale in Svezia e Portogallo.

L habitar primario della specie ¢ caratterizzato dalle
boscaglie e dai boschi di latifoglie o sempreverdi; la
specie raggiunge anche elevate altitudini nella parte
meridionale del suo areale, ma rimane comunque
marcatamente termofila nella parte pit settentriona-
le, sull'arco alpino e sui Carpazi.

Le varie entitd appartenenti al complesso sono state
tipificate da autori diversi a partire dagli inizi
dell’800 fino agli inizi del secolo successivo. BECKER
(1910) ha riunito questi zaxa nel complesso Viola
alba, suddividendoli in tre sottospecie: Viola alba L.
subsp. alba, Viola alba L. subsp. dehnhardtii (Ten.)
W. Becker, ben definite sia geograficamente che mor-
fologicamente, Viola alba subsp. sintenisii (W.
Becker) W. Becker, distribuita sulla costa del Mar
Caspio in Azerbaijan, in Iran e in Turkmenistan; si
tratta di un zaxon parzialmente simpatrico con la
subsp. alba, ma morfologicamente distinto, che pro-
babilmente puo essere considerato come una specie
separata (MARCUSSEN, 2003).

Dopo BECKER (1910), le due sottospecie alba e dehn-
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hardtii sono state piu volte rivisitate e in particolare
la subsp. alba ha subito diversi rimaneggiamenti.
Allinterno dell’areale di questa sottospecie, dal
Caucaso al Medio Oriente e fino all’Europa centro-
meridionale, sono state identificate altre 3 entita:
subsp. armena, subsp. thessala e subsp. scotophylla.
Essendo le entita del complesso simpatriche, molti
autori preferiscono ormai considerare V. alba come
un’unica specie morfologicamente molto variabile e
non pilt come un complesso di specie come avviene,
ad es., nella Flora Iberica (MUNOZ GARMENDIA et
al., 1993).

Linteresse della problematica ¢ dimostrato da ricer-
che condotte in altre regioni europee, come il recen-
te lavoro sulle popolazioni caucasiche (HODALOVA ez
al., 2008).

AREA DI INTERESSE

Lindagine ¢ iniziata nel comprensorio dei Monti
della Tolfa allo scopo di definire quale delle sottospe-
cie fosse presente nel tolfetano e quali fossero le
peculiarita morfologiche in relazione alle caratteristi-
che microclimatiche, al suolo, alla geologia.

Oltre ai popolamenti dell’area tolfetana, sono stati
utilizzati due popolamenti di confronto in cui si evi-
denziavano i tre morfotipi presenti nel Lazio, alba,
scotophylla e dehnhardtii, i primi due provenienti da
Venafro, in Molise, e il terzo da Cori, in provincia di
Latina.

All'interno dell’area di interesse ¢ stato, infatti, possi-
bile rintracciare i due morfotipi dehnhardtii e sco-
tophylla, insieme a tracce del morfotipo alba, in
popolamenti misti.

MATERIALI E METODI

La ricerca si ¢ svolta su campo per due stagioni con-
secutive (2003-2005) durante le quali sono stati rac-
colti campioni da 14 localita (Tab. 1).

TABELLA 1

Localita ed habitar dei popolamenti campionati nel Lazio e
in Molise.

Localities and habitat of sampled populations in Latium and
Molise regions.

Localita Habitat

M. Sant'Angelo (To6) cerreta mista
Pte di Ferro (T9) cerreta

M. Piantangeli (T11) ruderale

M. Acqua Tosta (T18) ontaneta

M. Acqua Tosta (T19) ontan. - cerreta
Pte di Ferro (T20) ontaneta
Castellina (T21) castagneti

M. Piantangeli (T25) ruderale

M. Piantangeli (T25b) cerreta ceduo
Poggio Casalavio ~ (T26) calanchi

La Piscina (T40) querceto

Poggio Castellazzo (T42) forra
Cori (Latina) CcO querceto
Venafro (Molise) VE prato
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Sui campioni, coltivati nell’Orto botanico, sono state
effettuate le indagini istologiche, morfometriche e
cariologiche.

I relativi exsiccata sono stati utilizzati per il confron-
to con campioni di altri erbari (RO, NAP, FI) e que-
sto ha permesso di verificare la variabilita infra- e
intrapopolazionale che caratterizza il complesso, a
livello sia regionale che nazionale.

Le misurazioni sono state effettuate sempre su cam-
pioni vivi, avendo rilevato che alcuni dei caratteri
diagnostici subiscono cambiamenti sia durante la
crescita in coltura sia con I'essicamento.

Nella Tab. 2 sono elencati i caratteri diagnostici
misurati e analizzati con test ANOVA attraverso il
programma SPSS 12.0.

TABELLA 2

Caratteri morfologici ritenuti diagnostici per il gruppo di V.
alba.
Morphological diagnostic characters of V. alba group.

Caratteri diagnostici a livello di specie

Stipole dimensione-forma
Sepali

Cellule di guardia degli stomi dimensione-densita

dimensione-forma

Cromosomi numero-forma

Caratteri diagnostici a livello di sottospecie

Stoloni presenza-assenza

Capsule dimensioni-pelosita-colore
Semi dimensione-colore

Fiore dimensione-colore
Brattee livello di inserzione-forma
Lamina fogliare dimensione-forma

Peli lunghezza-densita-forma

Lanalisi cariologica si ¢ avvalsa della tecnica di colo-
razione Feulgen; il protocollo ¢ stato affinato per
trattare al meglio il citoplasma particolarmente
denso di V. alba, che impediva una buona colorazio-
ne della cromatina, e per individuare il breve periodo
di attivith meristematica che caratterizza questo
taxon. Per lo studio del cariotipo sono stati presi in
esame i parametri basilari, quali il numero, la forma
e le dimensioni dei cromosomi (lunghezza totale,
lunghezza braccio corto e braccio lungo, rapporto tra
i bracci). Il cariogramma ¢ stato ricavato con l'ausilio
del software CROMO?2. La classificazione si basa su
LEVAN et al. (1964).

RISULTATI DELUANALISI CARIOLOGICA

Lanalisi cariologica ha rivelato che i campioni della
Tolfa appartengono ad un #axon paleotetraploide con
numero cromosomico somatico 27 = 20; la formula
di Levan ¢ L = 272 = 2x = 20: 14m + 6sm e le dimen-
sioni dei cromosomi variano da 2,29 a 1.14 pm.
Questi dati concordano con quelli forniti da
TINIAKOU (1992) per la subsp. dehnhardtii, tranne la
coppia pitt lunga e la pit corta che per 'autore sono
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entrambe metacentriche, mentre nei campioni della
Tolfa la pitt lunga ¢ submetacentrica e la piu corta ¢
metacentrica, come riportato da TINIAKOU (l. c.) per
la subsp. thessala

In base alla formula di Levan ed al confronto del
cariogramma (Fig. 1) e ideogramma dei diversi
popolamenti, il zaxon presente nel Lazio sembra con-
cordare con il morfotipo della subsp. dehnhardtii,
pur presentando alcuni caratteri propri della subsp.
alba. Questo suggerisce che nei popolamenti laziali
siano presenti fenomeni di ibridazione.

Fig. 1
Cariotipo di campioni del Lazio.
Karyotype of Latium samples.

RISULTATI DELLANALISI MORFOLOGICA E ISTOLOGICA

Stomi: dimensione e densita delle cellule di guardia
degli stomi (tipo anfianisocitico) variano nei diversi
popolamenti in relazione al morfotipo o all’habitat.
In Tab. 3 sono riportati i valori medi delle dimensio-
ni stomatiche dei popolamenti analizzati, tra i quali
non sono state, tuttavia, rilevate differenze apprezza-
bili e significative

TABELLA 3

Dimensioni degli stomi nelle popolazioni laziali.
Stomata dimensions in Latium samples.

Lunghezza media SD SE
33.56 pm + 0.04 +3.33

Larghezza media SD SE
22.75 pm +0.03 +2.55

Stoloni: si tratta di uno dei primi caratteri diagnosti-
ci evidenziati dalle varie flore e utilizzato nella siste-
matica del complesso.

Il carattere che identifica 'appartenenza di un cam-
pione al complesso V. alba sensu lato & la “presenza di
stoloni epigei, allungati, esili, fioriferi gia il primo
anno ma non radicanti”, solitamente gli ipogei non
sono presenti.

Il typus alba prevede la presenza degli stoloni, mentre
il typus dehnhardtii viene piu volte identificato dalle
chiavi come un fenotipo a “stoloni mancanti’.
Dall’esame del materiale d’erbario, questa definizio-
ne, comune a quasi tutte le flore, risulta, tuttavia,
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poco pertinente , dato che anche nei campioni cata-
logati come V. dehnhardtii o V. alba subsp. dehnhard-
tii gli stoloni sono spesso presenti.

Quindi, appare pil corretta la chiave proposta da
MARCUSSEN (2003) in cui le tre sottospecie si distin-
guono come segue: subsp. a/ba con stoloni lunghi, in
cui la massima lunghezza dell'internodo ¢ 23-36 c¢m,
subsp. dehnhardtii a stoloni corti (7.5-22 cm) e subsp.
cretica dagli stoloni molto lunghi (21-55 cm).

E’ importante sottolineare che questo carattere varia
durante la crescita della pianta; sui campioni della
Tolfa, infatti, si ¢ osservato che al momento della rac-
colta gli stoloni erano presenti e ben visibili solo nelle
popolazioni con individui di maggiori dimensioni ed
erano accentuati (in numero e dimensioni) nelle sta-
zioni col terreno maggiormente scosceso o in pen-
denza (T11, T26, T6, T40) dove si riscontravano
anche stoloni ipogei. Nel corso della coltivazione gli
stoloni sono comparsi anche nei campioni delle altre
popolazioni al termine del periodo di fioritura e al
raggiungimento di una dimensione minima nell’ /Jﬂbl-
tus della pianta, che potremmo definire “matura”. In
altre parole, tutti i campioni che avevano un aspetto
troppo giovanile o stentato hanno cominciato a pro-
durre stoloni dopo almeno un anno di coltivazione.
Riguardo alla natura degli stoloni epigei, anche nei
campioni della Tolfa questi si presentano il primo
anno fioriferi ma non radicanti, mentre prima della
fioritura dell’anno successivo (gennaio-febbraio) ini-
ziano a produrre gli abbozzi radicali tramite i quali si
ancorano al terreno.

Riguardo alla lunghezza degli internodi proposta nella
classificazione di MARCUSSEN (2003), nella Tab. 4 si
puo notare che la media della lunghezza degli interno-
di per i campioni della Tolfa si trova al limite del pas-
saggio tra la subsp. alba e la subsp. dehnhardti.

TABELLA 4

Lunghezza degli stoloni.
Stolone length.

Taxa Tipologia

MARCUSSEN (2003)
subsp. alba
subsp. debnhardtii

subsp. cretica

lunghi (23-36 cm)
corti (7.5-22 cm)
molto lunghi (21-55 cm)

Lazio

V. alba lunghi (16-26.7 cm)

Stipole e brattee: la forma delle stipole ¢ un caratte-
re utile per la determinazione di V. a/ba e per la sua
distinzione da V/ hirta L. e V. suavis Bieb., ma non
per le sue sottospecie.

Si tratta di un carattere preliminare utilissimo per
circoscrivere il complesso, ma non sono state eviden-
ziate differenze significative nelle dimensioni tra i
diversi popolamenti; le stipole sono lineari-lanceola-
te, acuminate, lungamente fimbriate e con fimbrie
ciliate (Fig. 2).



34

Fig. 2
Forma delle stipole.

Stipule shape.

Le brattee sono pure importanti per definire la spe-
cie, ma non la sottospecie. Inoltre, le informazioni in
proposito sono molto scarse; le uniche due flore che
ne parlano sono la Flora d’'Italia (PIGNATTI, 1982) e
la Flora Europaea (VALENTINE et al., 1968): in
entrambi i casi si specifica solo che I'inserzione delle
brattee avviene sempre oltre la meta superiore del
peduncolo (lunghezza totale 4-6 cm). Tutti i cam-
pioni della Tolfa analizzati presentano, invece, I'in-
serzione delle brattee nella meta inferiore del pedun-

colo (Tab. 9).

TABELLA 5

Inserzioni delle brattee.
Bract insertions.

Loc. M Lungh. (x) Inserz.(y) (y/x)
T9 5.67 cm 2.23 2/5
T18 5.00 cm 2.00 2/5
T21 6.43 cm 2.40 3/8
T25 7.00 cm 2.72 2/5
T25b 7.27 cm 1.77 1/4
T26 6.80 cm 3.12 1/2

Seme ed elaiosoma: la dispersione dei semi nel gene-
re Viola si attua (BEATTIE, LYONS, 1975) attraverso il
trasporto da parte delle formiche (mirmecocoria) o
attraverso una strategia mista (diplococoria) con I'e-
spulsione esplosiva dei semi dalla capsula, seguita poi
dal trasporto da parte delle formiche.

Confrontando i dati delle subsp. thessala e dehnhard-
tii (TINIAKOU, 1992) ¢ emerso che sia nelle popola-
zioni greche che in quelle laziali non vi sono diffe-
renze per quanto riguarda le dimensioni dei semi,
che quindi non possono rappresentare un carattere
distintivo per faxa sottospecifici (Tab. 6).

Fiore: nelle chiavi piti utilizzate il carattere “colore
del fiore” veniva adoperato per distinguere in manie-
ra netta almeno la subsp. alba, a fiore bianco, dalla
subsp. dehnhardtii a fiore scuro. In realta, seguendo
le teorie pitt accreditate (BECKER, 1910; TINIAKOU,
1991; MARCUSSEN, 2003) secondo cui la subsp. sco-
tophylla e 1a subsp. thessala ricadrebbero nell’interval-
lo di variabilita della subsp. a/ba, anche questo carat-
tere distintivo perde di forza.
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TABELLA 6

Dimensione dei semi.
Seed dimension.

Lunghezza Media (+ SD) TINIAKOU (1992)

2.26 (+ 0.14) cm 2.1-3.1 cm
Lungh. con elaiosoma (+ SD) TINIAKOU (1992)
3.55 (+ 0.38) cm 2.8-4.5 cm
Larghezza Media (+ SD) TiNiAkoU (1992)
1.74 (+ 0.10) cm 1.5-1.9 cm

La colorazione del fiore, ma anche le screziature vio-
lacee presenti su foglie, interno del picciolo, stipole e
capsule, sarebbero il risultato di una variazione bial-
lelica in due loci, uno che codifica per la produzione
di antociani e uno che codifica per la sua espressione
nella corolla. La combinazione di queste due oppor-
tunita darebbe luogo a tre possibili morfotipi: il gpus
alba, con fiore bianco, foglie chiare e assenza di scre-
ziature viola sulla pianta; il gypus scotophylla “a”, con
fiore bianco, foglie, picciolo, capsule e stipole scre-
ziate; il typus scotophylla “b”, con fiore viola, foglia,
picciolo, capsule e stipole screziate.

Queste combinazioni sono visibili in natura in molte
popolazioni miste, come nel caso della popolazione
di Venafro presa come confronto.

Il tipo di terminazione del fiore, lo sperone e il net-
tario vengono spesso citati nelle flore per le loro dif-
ferenti colorazioni e per la loro forma; nei campioni
analizzati la colorazione dello sperone era sempre
identica a quella del fiore, pilt 0 meno scuro, mentre
la forma, rotondeggiante o ad uncino non appare
discriminante, essendo state rinvenute entrambe le
forme all’interno della stessa pianta, sia in natura che
in coltivazione (Fig. 3).

Fig. 3
Forma di sperone e nettario.
Spur and nectary shape.

Capsule: anche in questo caso si tratta di una serie di
caratteri qualitativi poco distintivi. Secondo la mag-
gior parte delle flore le capsule si dividono in pelose
ascrivibili al zypus alba (comprese le varieta scorophyl-
la e thessala) e in poco pelose o glabre ascrivibili al
typus dehnhardtii.

Le capsule pelose si distinguono, poi, in base al colo-
re, verde chiaro (a/ba) e verde scuro o violaceo (sco-
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tophylla). 11 colore della capsula della subsp. dehn-
hardtii non viene preso in considerazione.

Tra le capsule visionate dei campioni della Tolfa nes-
suna ¢ risultata glabra, tutte presentavano diversi
gradi di pelosita e la colorazione subiva sempre la
stessa graduale variazione nel tempo; da verde chiaro
nelle capsule appena formate, il colore virava verso il
verde scuro screziandosi di viola a completa matura-
zione della capsula.

Pelosita: il carattere pelosita, utilizzato in molte chiavi
anche recenti, ¢ risultato all'applicazione pratica diffi-
cilmente circoscrivibile; non vi sono intervalli apprez-
zabili tra “glabrescente, poco peloso o pelosetto” che
possano definire dei tipi riconoscibili e di certa identi-
ficazione, utilizzabili in una chiave dicotomica.
Questo carattere ¢ utilizzato da tutte le flore che con-
tengano una chiave per il complesso V. a/ba e andreb-
be sicuramente ridefinito.

Il campione su cui ¢ stata descritta nel 1830 da
Tenore la sottospecie debnhardtii (locus classicus
Camaldoli, NA) ¢ completamente glabro e questo ha
sicuramente contribuito a identificare il #ypus dehn-
hardtii come quello pitt glabro rispetto al #ypus alba
pilt 0 meno peloso.

In realta & ben chiaro, visionando i campioni conserva-
ti in erbario, come vi siano molti individui della subsp.
debnbardtii che presentano gradi di pelosita diversi.
Un’altra caratteristica da non sottovalutare ¢ la con-
servazione della pelosita negli exsiccara. Infatd, ¢
stato possibile osservare che dopo lessiccazione si
perde oltre la meta della pelosita che caratterizza il
campione, cosi come si perde il colore dei petali.
Infine, bisogna sottolineare il valore ambiguo di un
altro aspetto della pelosita, ovvero la forma dei peli.
Questo carattere morfologico da alcune chiavi viene
espresso come presenza di peli lunghi e diritti oppu-
re brevi e ricurvi verso il basso, rispettivamente per il
morfotipo alba e debnhardtii. Sui campioni della
Tolfa sono stati rinvenuti entrambi i tipi di peli, ma
questi non possono perd essere distintivi di un zaxon
in quanto la forma varia nel tempo: lunghi, fitti e
dritti nelle foglie giovani, essi si diradano durante lo
sviluppo e si incurvano nelle foglie adulte, fino quasi
a scomparire in quelle vecchie, ma ancora verdi e
fotosintetizzanti. Questo evento sembra relegare il
carattere pelositd pitt ad una sfera fenologica della
pianta che alla sfera tassonomica.

Nella Fig. 4 ¢ possibile osservare le differenze tra i peli
di piccioli fogliari giovani, lunghi, diritti e fitti (a sini-
stra) e quelli dei p1cc1oh di foglie adulte, diradati e
ricurvi (a destra), all'interno dello stesso campione.
Non sono stati rinvenuti in letteratura dati quantita-
tivi con cui confrontare le misure dei peli, tranne che
i dati di MARCUSSEN (2003) presentati in Tab. 7;
anche in questo caso le dimensioni dei peli dei cam-
pioni del Lazio si trovano in posizione intermedia tra
1 due morfotipi.

Foglie: la morfologia fogliare ¢ sicuramente uno dei
caratteri pitt discussi e discutibili all'interno e all’e-
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Fig. 4

Sviluppo dei peli sui piccioli (a sinistra giovani, a destra
adulti).

Hair development on petiols, young (left), adult (right).

TABELLA 7

Dimensione dei pels.
Hair dimension.

Lunghezza (mm) debhnhardtii alba cretica
MARCUSSEN (2003) 0.4-0.6 0.5-0.8 1.0-1.3
M. della Tolfa 0.4-0.7

sterno del complesso, in quanto spesso la variabilita
che ci si trova ad osservare ¢ cosi sottile e continua da
non permettere la creazione di una dicotomia, pre-
supposto necessario per una chiave analitica.

In generale, forse ¢ pill corretto riassumere il caratte-
re “forma della foglia” attraverso delle indicazioni di
massima per i tre morfotipi principali (MARCUSSEN,
2003) ed utilizzare questo carattere solo come un
ulteriore indizio in una diagnosi pitt completa: zypus
alba, a foglie pitt 0 meno acute con margini diritti
(triangolari-cordate) con 19-26 crenulature lungo il
margine, e fypus dehnhardtii (e typus cretica), a foglie
pill 0 meno ottuse con margini convessi (ovato-cor-
date) con 13-18 crenulature lungo il margine. Nel
caso dei campioni della Tolfa la maggioranza delle
foglie presentava un aspetto pilt 0 meno acuto ma
molto variabile nel tempo. In molti campioni, infat-
ti, le foglie avevano un aspetto acuto e bordi diritti da
giovani e punta ottusa e margini convessi da adulte.
Allinterno poi degli stessi campioni sono state trova-
te contemporaneamente foglie di entrambi i morfo-
tipi (Fig. 5).

Riguardo alle crenulature, queste sono nella maggio-
ranza dei campioni inferiori a 20 per margine, quin-
di pit vicine al #ypus dehnhardtii descritto da
MARCUSSEN (L.c.).

Riguardo alle dimensioni fogliari risulta che solo due
popolamenti (T11 e T42) si discostano dalla media
(Tab. 8), ma solo in relazione alla crescita vigorosa
della pianta in un suolo molto umido e ricco.
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Fig. 5
Variabilita della forma nelle foglie.
Variability in leaf shape.

TABELLA 8

Lunghezza della lamina fogliare.

Leaf lamina lenght.
Loc. Lungh. media SD SE
T6 3.10 £0.57 +0.11
T9 2.94 +0.48 +0.11
T11 6.15 +1.47 +0.47
T19 2.24 +0.67 +0.18
T20 2.43 +0.78 +0.26
T21 2.70 +0.48 +0.09
T25 3.81 +£1.59 +£0.39
T25B 2.57 +0.38 +0.13
T26 3.50 +0.82 +0.21
T40 4.79 +0.68 +0.17
T42 6.85 +0.94 +0.20
VE 4.65 +1.38 +0.34

CONCLUSIONI

Le osservazioni morfometriche, istologiche e cariolo-
giche dimostrano che i popolamenti dell'area dei
Monti della Tolfa possono essere considerati come
un’unica grande popolazione in cui il range di varia-
bilitd dei caratteri numerici accoglie una variazione
pressoché continua dal gypus alba al typus dehnhardtii
con una preponderanza dei caratteri della subspecie
debnhardtii. Questa conclusione pud essere estesa
tranquillamente anche ad una scala regionale, data la
concordanza dei dati provenienti dai popolamenti di
confronto di Cori e di Venafro.

Tutte le altre sottospecie, morfotipi e varieta presen-
tate durante gli ultimi due secoli possono rientrare a
pieno nella variabilitd interna al gruppo e derivano
probabilmente dalla facilita con cui la specie si ibrida
con elementi interni o esterni al gruppo e dalla sua
spiccata riproduzione vegetativa (stoloni radicanti e
fioriferi e fiori cleistogami) che, al contrario, in habi-
tat isolati geograficamente, plasma fenotipi peculiari.
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Questo teoria ¢ accreditata anche da recenti indagini
di tipo filogeografico (MARCUSSEN, 2003), secondo le
quali durante le glaciazioni del Wiirm la specie sareb-
be rimasta isolata in tre diversi rifugi glaciali: ad occi-
dente nell’Africa nord-occidentale, ad oriente nell’a-
rea pontico-caucasica e infine nell'isola di Creta. In
queste tre isole-rifugio si sarebbero sviluppati i tre
morfotipi che attualmente possiamo osservare nell’a-
reale della specie, dehnhardtii, cretica e alba rispettiva-
mente da occidente ad oriente. Successivamente ai
cambiamenti climatici due degli areali rifugio (esclu-
so quello dell'Tsola di Creta rimasto ovviamente
immutato per la barriera geografica insormontabile)
si sarebbero ampliati, fino a sovrapporsi, dal Nord
della Spagna alla Grecia, Italia compresa, in cui si ¢
creata la variabilitd continua di caratteri morfologici
osservabile attualmente. Quindi, i due morfotipi dif-
ferenziatisi ritornano ad essere nuovamente simpatri-
ci in questa area di sovrapposizione in cui rientra gran
parte della penisola italiana e di conseguenza tutti i
popolamenti del Lazio.

Questo fenomeno di “recente” simpatria spieghereb-
be la variabilita continua dei caratteri morfometrici e
i risultanti “morfotipi ibridi” che abbiamo incontra-
to nel Lazio e nell'Ttalia centro-meridionale (Venafro,
Costiera Amalfitana, Sicilia, Basilicata).

Sarebbe interessante approfondire I'indagine su que-
sto areale simpatrico per definirne i “confini” e il gra-
diente tra le due subspecie, indagare la variabilita al
suo interno e comprendere meglio quale siano le
relazioni source-sink tra le varie metapopolazioni che
si trovano nell’area, possibilmente attraverso analisi
di tipo molecolare atte a definire il flusso genico tra
le popolazioni e le metapopolazioni indagate.

La revisione del complesso specifico ¢ ancora in corso
d’opera e i risultati di questo lavoro, relativo ad una
piccola area, possono essere solo un contributo par-
ziale rispetto all'indagine di tutta la diversita all’in-
terno del gruppo.
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RIASSUNTO - Le specie appartenenti al complesso Viola
alba Bess. presentano un’alta variabilita a livello regionale,
locale e su scala individuale Questo fenomeno ha portato
alla descrizione, negli ultimi due secoli, di un ampio
numero di taxa di vario rango tassonomico e di diversa
distribuzione. Inoltre, la frequente ibridazione di questa
specie con entita al di fuori del complesso ha aggiunto in
molti casi ulteriore confusione. Essendo le entita del com-
plesso in alcuni casi simpatriche, molti autori preferiscono
ormai considerare V. @l/ba come un’unica specie morfolo-
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gicamente molto variabile e non pilt come un complesso
di specie. Attraverso il campionamento condotto nel com-
prensorio dei Monti della Tolfa e nel Lazio e le indagini di
tipo biosistematico, ¢ stato possibile evidenziare la distri-
buzione nel territorio della specie Viola alba e di rilevare la
plasticita fenotipica del complesso. Le indagini istologi-
che, morfometriche e cariologiche sono state fondamenta-
li per definire quale delle subspecie fosse presente nell’area
indagata ed inoltre quale fosse I'attendibilita dei caratteri
diagnostici utilizzati per il riconoscimento. I relativi exsic-
cata sono stati utilizzati per il confronto con campioni di
altri erbari (RO, NAD, FI) e questo ha permesso di verifi-
care la variabilicd infra- e intrapopolazionale che caratte-
rizza il complesso. La coltivazione in orto ha evidenziato la
variabilita dei caratteri diagnostici del gruppo nelle diver-
se fasi fenologiche e nei diversi stadi di sviluppo, renden-
do necessaria una rivalutazione dei caratteri diagnostici
stessi. Lanalisi cariologica posiziona le popolazioni di
Tolfa pit vicine al cariotipo della subsp. debnbardtii in
base alla formula di Levan, ma per differenze di dimensio-
ni e di morfologia cromosomica in posizione intermedia
tra il gypus alba e quello dehnhardtii. Attualmente, la divi-
sione pili corretta del complesso appare sicuramente quel-
la in cui la specie V. alba Bess. viene suddivisa in tre enti-
ta: subsp. alba, subsp. debnhardtii e subsp. cretica, deri-
vanti da 3 diversi rifugi glaciali. Lltalia rientra in una zona
di simpatria creata dall’'ampliamento degli areali-rifugio in
cui si ¢ creata una variabilitd continua dei caratteri morfo-
logici evidenziata dai risultati ibridi a livello morfologico e
cariologico dei campionamenti del Lazio. La revisione del
complesso ¢ ancora in corso d’opera e i risultati di questo
lavoro, relativo ad una piccola area, sono da considerarsi
un contributo parziale rispetto allindagine di tutta la
diversita all'interno del complesso.

Maya Matteucci, Dipartimento di Biologia Vegetale, Universitir di Roma “La Sapienza’, Piazzale Aldo Moro 5, 00185 Roma
Fernando Lucchese, Dipartimento di Biologia, Universita Studi di Roma Tre, Viale Marconi 446, 00146 Roma
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Citogenetica di Orchis pauciflora Ten. del ciclo O. mascula

S. D’EMERICO, G. BARTOLO, S. COZZOLINO, S. PULVIRENTI, M.C. TERRASI e A. SCRUGLI

ABSTRACT - Cytogenetical of Orchis pauciflora Ten. of O. mascula group - In this work the cytogenetical relationships
among Orchis pauciflora, O. mascula and O. provincialis, belonging to the O. mascula cycle, are analysed. The karyologi-
cal investigations on these species have highlighted a remarkable homogeneity in the distribution of constitutive hete-
rochromatin. Besides, C-banded somatic metaphase chromosomes show a particular heterochromatin distribution. Many
chromosomes of the just mentioned species, after staining with DAPI, show a bright fluorescence at the telomeric or sub-
telomeric regions. However, this pattern does not correspond to that one of Giemsa C-band.

Key words: heterochromatin banding, Orchidaceae, Orchis pauciflora, phyletic relationships

INTRODUZIONE

Negli ultimi anni I'analisi citogenetica, applicata lar-
gamente negli studi di filogenesi delle orchidee, ha
avuto un ruolo determinante nelle indagini tassono-
miche nomenclaturali della subtribl Orchidinae
(BATEMAN et al., 2003).

In questa subtribli, Orchis s.l. include un complesso
di taxa in cui si osserva una certa variabilitd nel
numero cromosomico, nella morfologia dei cromo-
somi e nella quantita e distribuzione dell’eterocro-
matina costitutiva (D’EMERICO, 2001).

Precedenti indagini, sia cariologiche che inerenti
la distribuzione dell’eterocromatina nel genere
Orchis L., hanno permesso di individuare gruppi
di taxa abbastanza omogenei (D’EMERICO e al.,
1992, 1996). Inoltre, analisi congiunte di citoge-
netica e biologia molecolare hanno consentito di
dividere il genere in tre gruppi: Anacamptis s.l.,
che include tutte le specie con 27#=36 cromosomi,
Orchis s.s. e Neotinea s.l., con 42 cromosomi
(PRIDGEON et al., 1997)

Orchis s.s. comprende circa 27 entita distribuite in
Europa, Asia, Nord-Africa, Azorre, Isole Canarie,
Ovest dell’'Tran, Caucaso e Nord della Scandinavia
(WooD, 2001). Questo gruppo ¢ costituito da pian-
te con tuberi ovoidali o globosi, interi; foglie riunite
in rosette basali; infiorescenza multiflora, con fiori di
colore che vanno dal rosa al giallo, al violaceo; label-
lo da intero a trilobato; ovario glabro, sessile, cilin-
drico, leggermente contorto. Gli impollinatori che
visitano le entita di questo gruppo sono Apis mellife-
ra e specie appartenenti ai generi Bombus e Psithyrus.
In Orchiss.s., il ciclo di O. mascula (con le specie O.

mascula, O. provincialis, O. pauciflora) costituisce un
esempio di diversita citogenetica rispetto a quello di
O. militares (con le specie O. militaris, O. simia, O.
italica, ecc.). Nei cromosomi delle specie del primo
ciclo sono presenti sequenze di basi ripetute, non
riscontrabili nelle entita del secondo (D’EMERICO et
al., 2002).

Allinterno di Orchis s.s., analisi citogenetiche, che
utilizzano metodiche differenziali di bandeggio con
Giemsa ed alcuni fluorocromi (DAPI, CMA3),
hanno consentito di osservare una notevole affinita
tra O. pauciflora, O. mascula e O. provincialis.

MATERIALI E METODI

Le osservazioni dei cromosomi sono state condotte
su numerose piastre metafasiche della zona meriste-
matica, ottenute previo schiacciamento di ovari
immaturi, pretrattati con colchicina 0,3%, fissati in
Carnoy (3:1) e colorati con la tecnica Feulgen e
metodica di bandeggio con Giemsa. Con la tecnica
della fluorescenza sono stati utilizzati 1 fluorocromi
Hoechst 33258 e DAPI. Per il riconoscimento dei
cromosomi ¢ stata adottata la nomenclatura di
LEVAN ez al. (1964).

RISULTATI E DISCUSSIONE

Sulla base dei risultati ottenuti in precedenti indagi-
ni (D’EMERICO ez al., 2002) ¢ stato osservato che le
specie O. mascula e O. provincialis presentano una
notevole somiglianza sotto I'aspetto cariomorfologi-
co, quando si analizzano con la metodica Feulgen
(SCRUGLI, 1976, 1977), mentre assumono una diver-
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sa identita citologica quando si utilizzano le metodi-
che di bandeggio.

Il cariotipo di O. mascula & costituito da 24 cromo-
somi metacentrici, 14 submetacentrici e 4 subtelo-
centrici. Il bandeggio con Giemsa ha evidenziato una
particolare distribuzione eterocromatica. In 20 cro-
mosomi |'eterocromatina occupa quasi I'intero cro-
mosoma, escluso un segmento telomerico eucroma-
tico. Le altre undici coppie di cromosomi sono carat-
terizzate da una sottile banda centromerica.

Il cariotipo di O. provincialis ha mostrato 22 cromo-
somi metacentrici, 14 submetacentrici e 6 subtelo-
centrici. Il bandeggio con Giemsa ha evidenziato sot-
tili bande centromeriche in numerosi cromosomi del
complemento. Solo tre coppie di cromosomi sono
caratterizzate da una banda telomerica.

Lindagine con la tecnica di bandeggio, che utilizza i
fluorocromi Hoechst 33258 o DAPI, ha messo in
evidenza, in tutti i cromosomi di O. provincialis,
grossi blocchi di eterocromatina DAPI* telomerica
ricchi in sequenze ripetute A-T.

Simili risultati si sono ottenuti in O. mascula, che
mostra bande DAPI+ telomeriche, ma si distingue da
O. provincialis per la ridotta quantita di eterocroma-
tina (D’EMERICO et al., 2002).

Cariologia di Orchis pauciflora

Le analisi citogenetiche in Orchis pauciflora hanno
consentito di osservare una notevole affinitd con O.
mascula e O. provincialis. Il numero cromosomico di
O. pauciflora ¢ risultato sempre diploide con 27 = 2x
= 42 in tutte le popolazioni esaminate. LUindagine con
la tecnica di bandeggio con Giemsa ha mostrato tre
coppie di cromosomi caratterizzate da una larga banda
eterocromatica localizzata prevalentemente in posizio-
ne centromerica, una coppia con una banda centro-
merica e una subtelomerica, come pure numerosi cro-
mosomi con una sottile banda centromerica (Fig. 1).

Fig. 1
Orchis pauciflora. Metafase somatica colorata con Giemsa.
Orchis pauciflora. Giemsa C-banding somatic metaphase.
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Lutilizzo dei fluorocromi Hoechst 33258 ¢ DAPI ha
reso evidente una distribuzione di eterocromatina
totalmente differente da quella osservata con il
Giemsa. Infatti, anche in O. pauciflora, come del
resto riscontrato in O. mascula e in O. provincialis,
sono state rilevate bande DAPI" telomeriche non evi-
denziate dalla metodica Giemsa (Fig. 2).

Fig. 2
O. pauciflora. Metafase somatica colorata con DAPIL.
O. pauciflora. DAPI-stained somatic metaphase.

CONCLUSIONI

Dalle analisi citogenetiche effettuate si deduce che in
Orchis pauciflorala distribuzione generale dei blocchi
eterocromatici DAPI* presenta una struttura simile a
quella di O. mascula.

Infine, i risultati ottenuti rivelano che le entita del
ciclo di O. masculas.l. sono geneticamente diverse da
quelle appartenenti alle restanti specie di Orchis s.s.;
tali differenze aprono interessanti prospettive di
indagine circa il coinvolgimento dell’eterocromatina
nei processi evolutivi di queste entita.
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RIASSUNTO - In questo lavoro vengono analizzate le
relazioni citogenetiche tra Orchis pauciflora, O. mascula e
O. provincialis, appartenenti al ciclo di O.mascula. Le ana-
lisi cariologiche in queste specie hanno evidenziato una
notevole omogeneita nella distribuzione dell’eterocromati-
na costitutiva. Inoltre il bandeggio dei cromosomi ha
mostrato una particolare distribuzione del contenuto ete-
rocromatico. Molti cromosomi delle suddette specie, trat-
tati con il DAPI, hanno mostrato blocchi di eterocromati-
na in posizione telomerica o subtelomerica. Questo
modello strutturale, tuttavia, risulta differente da quello
ottenuto con il bandeggio Giemsa.

Saverio D’Emerico, Dipartimento di Biologia e Patologia vegetale, Universita di Bari, Via Orabona 4, 70125 Bari, e-mail

demerico@botanica. uniba.it, sdeme@yahoo.it

Giuseppina Bartolo, Santa Pulvirenti, Maria Carmen Terrasi, Dipartimento di Botanica, Universita di Catania, Via A. Longo

19, 95125 Catania

Salvatore Cozzolino, Orto Botanico, Universita di Napoli “Federico II”, Via Foria 223, 80139 Napoli, e-mail

cozzolin@unina.it

Antonio Scrugli, Dipartimento di Scienze Botaniche, Universita di Cagliari, Via S. Ignazio 13, 09123 Cagliari, e-mail scrugli@unica.it



INFORMATORE BOTANICO ITALIANO, 40 SUPPL. 3, 2008

Atti “Flora italiana: il contributo della Biosistematica”

41

Note citotassonomiche sul genere Thapsia L. (Apiaceae)

S. BRULLO, A. GUGLIELMO, S. PASTA, P. PAVONE e C. SALMERI

ABSTRACT - Cytotaxonomical remarks on the genus Thapsia L. (Apiaceae) - This study aims to clarify the taxonomic states
and relations within the genus 7hapsia from the Mediterranean area, with particular interest to the populations growing
in Sicily. The results of morphological and karyological investigations on living plants, combined with herbarium surveys
and literature data, allowed us to define an updated taxonomic profile of the genus 7hapsia, with the description of a new
species from the island of Lampedusa (SW Sicily), named 7. pelagica. Moreover a new taxonomic combination is proposed
for the populations of Peloritani Mts. (NE Sicily), which are here treated as subspecies messanensis of T garganica.

Key words: Apiaceae, cariologia, Thapsia, Thapsia pelagica, tassonomia

INTRODUZIONE

Il genere Thapsia L. (Apiaceae) & un piccolo gruppo
che include una decina di specie di erbe perenni, dis-
tribuite nel Mediterraneo occidentale. Il massimo
centro di differenziazione, dove si riscontrano il mag-
gior numero di specie e la maggiore diffusione delle
popolazioni, ricade nel settore ibero-mauritanico,
ovvero in Spagna, Portogallo e nel Maghreb.

La tassonomia del gruppo ¢ piuttosto complessa e
controversa. Per 'Europa, TUTIN (1968) riporta solo
tre specie: 1. garganica L., a maggiore diffusione, 77
villosa L. e T maxima Mill. Successivamente,
PUJADAS-SALVA, ROSSELLO (2003) per la flora iberica
considerano 7. maxima come sinonimo di 7. villosa e
citano, in aggiunta, le seguenti altre specie: 7. gymne-
sica Rossellé & Pujadas, endemica delle isole Baleari,
1. transtagana Brot., T  nitida Lacaita e 1. minor
Hoffmanns. & Link, quest’ultima ritenuta in passa-
to sottospecie di 7. villosa (cfr. PUJADAS-SALVA et al.,
1991; BAYER, LOPEZ GONZALEZ, 1996; PUJADAS-
SALVA 2000a, b). Inoltre, ARAN, MATEO (2002)
hanno rivalutato tassonomicamente la varietd dissec-
ta di T. villosa, elevandola al rango specifico. Altri
taxa sono riportati esclusivamente per il Nord Africa,
tra questi 1. platycarpa Pomel e T. cinerea Pujadas,
presenti in Algeria e Marocco (PUJADAS-SALVA,
PLAZA-ARREGUI, 2003)

In Italia ¢ nota un’unica specie, 7. garganica L., dif-
fusa nelle regioni meridionali, in Sicilia, Sardegna e
nelle piccole isole, ma presente anche lungo la costa
tirrenica della Toscana, del Lazio e della Campania
(PIGNATTI, 1982; CONTI et al., 2005).

Nel corso di indagini sulla flora dell'isola di

Lampedusa, le popolazioni di 7hapsia presenti, attri-
buite a 7. garganica (SOMMIER, 1906-08; D1 MARTI-
NO, 1961; BARTOLO et al., 1990; PAsTA, 2001), sono
risultate morfologicamente differenziate dalla specie
tipica, soprattutto nella forma, nelle dimensioni e
nell'indumento delle foglie, oltre che per vari carat-
teri fiorali.

Analogamente, altre campagne di raccolta in Sicilia,
nel territorio dei Monti Peloritani, hanno evidenzia-
to I'esistenza di popolazioni di 7hapsia differenti dal-
'unica specie nota per I'Italia. Queste erano state gia
individuate da GUSSONE (1843) e descritte come 7.
garganica var. messanensis, distinta dalla specie tipica
soprattutto per le foglie marcatamente irsute e per
alcuni caratteri del frutto.

Il presente lavoro ha lo scopo di chiarire la proble-
matica tassonomica del genere 7hapsia in area medi-
terranea, con particolare riguardo alle popolazioni
siciliane, avvalendosi dei risultati di un’indagine
morfologica e cariologica, che vengono messi a con-
fronto con i dati di letteratura esistenti per i taxa
finora noti.

MATERIALI E METODI

Lo studio morfologico ¢ stato condotto sia su piante
vive, raccolte in diverse localita della Sicilia e dell’i-
sola di Lampedusa e coltivate in vaso presso I'Orto
Botanico di Catania, sia su campioni d’erbario. Per le
specie non presenti in Sicilia, trattate in questo con-
tributo, si ¢ fatto riferimento ai dati di letteratura.

Lindagine cariologica ¢ stata effettuata su apici radi-
cali prelevati da esemplari coltivati in vaso. Il mate-
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riale & stato pre-trattato con colchicina in soluzione
acquosa allo 0,3%, fissato in Carnoy (alcool assolu-
to/acido acetico glaciale 3:1), idrolizzato in HCl 1IN
a 60°C per 7°, quindi colorato secondo la tecnica
Feulgen. Le piastre sono state elaborate con l'ausilio
dei software Ikaros (Metasystems) e Zeiss Axiovision
4.1. La nomenclatura dei cromosomi fa riferimen-to
a LEVAN et al (1964), modificata secondo
TzANOUDAKIS (1983).

RISULTATI

Morfologia - Le indagini morfologiche condotte sulle
specie del genere 7hapsia attualmente note in lette-
ratura hanno permesso di evidenziare significative
differenze nelle foglie (forma, dimensioni, indumen-
to e colore), nello scapo (altezza e diametro), nell’in-
fiorescenza (n° di raggi primari e secondari e loro
lunghezza) e nei frutti (forma, dimensioni e rappor-
to con lo stilo).

I risultati di questa indagine comparativa sono ripor-
tati nella Tab. 1. Da questa risulta che Thapsia garga-
nica & un'erba perenne con fusti alti 45-110 cm,
foglie primordiali ampiamente ovato-lanceolate,
foglie basali glabre, dal contorno rombico o obovato,
2-3-pennatosette, con rachide verde e glabro e seg-
menti dell’'ultimo ordine lineari-oblunghi, di grandi
dimensioni (50-80 x 2-3 mm), ombrelle a 10-20 o
pil raggi primari lunghi fino a 7 cm alla fioritura, 7-
16 cm in fruttificazione, e 25-55 raggi secondari,
fiori di colore giallo intenso con petali ovato-lanceo-
lati, appendicolati all’apice, con nervatura mediana
prominente, frutti ellittici, lunghi 17-22 mm, con ali
di colore paglierino.

Gli esemplari raccolti a Lampedusa si differenziano
marcatamente da 7. garganica per una taglia piu
ridotta, foglie primordiali pili piccole e strettamente
lanceolate, foglie basali con rachide peloso e segmen-
ti dell'ultimo ordine molto pit brevi e piu larghi,
ispide, rugose e di colore verde-glauco nella pagina
superiore, glauco-cineree e lungamente ciliate al mar-
gine e sulle nervature nella pagina inferiore, ombrel-
le pit lasse, con 5-13 raggi primari, lunghi fino a 3
cm alla fioritura, 3-8(9) cm alla fruttificazione, e 10-
30 raggi secondari, petali ovati, acuti all’apice, con
nervatura mediana poco evidente, frutti piu piccoli,
lunghi 16-18 mm, con stilo normalmente piu lungo
del seno delle ali.

Anche le piante dei Monti Peloritani mostrano signi-
ficative differenze rispetto a 7. garganica. In partico-
lare, esse hanno uno scapo alto fino a 150 c¢m, pic-
ciolo densamente irsuto e foglie con lamina triango-
lare, verde scura e sparsamente irsuta nella pagina
superiore, di sotto piu chiara e ciliata sul margine e
sulle nervature, rachide villoso, segmenti terminali
lunghi 5-25 mm, acuti all’apice, ombrelle con 20-35
raggi primari, frutto lungo 20-27 mm con ali piu
amplie.

Cariologia - Tutte le specie del genere Thapsia sono
diploidi con numero cromosomico 27 = 22 (VALDES-
BERMEJO, 1980; PIMENOV et al., 1998; RASMUSSEN,

INFORMATORE BOTANICO ITALIANO, 40 SUPPL. 3, 2008

AVATO, 1998; GARCIA MARTINEZ, 2000). Popolazio-
ni tetraploidi ed esaploidi sono state, tuttavia, segna-
late per 7" villosa nella penisola iberica (QUEIROS,
1978; AVATO et al., 1996). Anche gli esemplari sici-
liani studiati sono risultati tutti diploidi con 27 = 22.
In particolare, le popolazioni di Lampedusa mostra-
no un cariotipo formato in prevalenza da 4 coppie di
cromosomi pill 0 meno metacentrici, con lunghezza
che varia da 11,22 pm a 9,85 pm, da 3 coppie msm
ovvero tendenti verso il tipo submetacentrico (con
rapporto braccio lungo/braccio corto >1.30) e da 4
coppie di cromosomi subterminali, una delle quali
microsatellitata sul braccio corto (Fig. 1).

Nel complesso la lunghezza assoluta dei cromosomi
varia da 11,22 + 0,3 pm del cromosoma maggiore a
5,61 + 0,22 pm del pil corto. La formula cromoso-
mica ¢ la seguente: 27=2x=22 8 m + 6 msm + 6 st +2
sts. Tale organizzazione del cariotipo ¢ simile a quel-
la riscontrata in 7. garganica sia nel presente lavoro,
che in letteratura (RASMUSSEN, AVATO, 1998). Per le
popolazioni dei Monti Peloritani ¢ stato possibile
confermare solo il numero cromosomico 27 = 22.

Fig. 1

DPiastra metafasica (A) e cariogramma (B) di Thapsia pela-
gica (Cala Madonna, Lampedusa).

Metaphase plate (A) and karyogram (B) of Thapsia pelagi-
ca (Cala Madonna, Lampedusa).
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CONCLUSIONI

Dall’analisi delle specie di 7hapsia attualmente note
(Tab. 1) si evince come le popolazioni di Lampedusa,
finora attribuite a 7 garganica, si distinguono netta-
mente da quest’ultima per rilevanti caratteri diacriti-
ci, mostrando invece maggiori affinitd con alcuni
taxa ibero-mauritanici, quali 7. platycarpa e T minor,
e soprattutto con 1. gymnesica, delle isole Baleari. Le
correlazioni con queste specie riguardano soprattutto
la morfologia fogliare (Fig. 2), ma le marcate diffe-
renze nei rimanenti caratteri morfologici permettono
di considerare le popolazioni di Lampedusa apparte-
nenti ad un zaxon distinto a livello specifico, al quale
viene dato il nome 7. pelagica.

Fig. 2

Confronto della morfologia fogliare: A) 7. garganica ssp.
garganica (Marina di Modica); B) 7. garganica ssp. messa-
nensis (Monte Scuderi); C) 1. pelagica (Cala Madonna,
Lampedusa); D) T. gymnesica (Cala S. Vinceng, Maiorca).
La barra corrisponde a 1 cm.

Comparison of leaf morphology: A) 7. garganica ssp. gar-
ganica (Marina di Modica); B) 7. garganica ssp. messanen-
sis (Mt. Scuderi); C) 7. pelagica (Cala Madonna,
Lampedusa); D) T. gymnesica (Cala S. Vinceng, Majorca).
Bar is 1 cm long.
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Per quanto attiene le popolazioni in precedenza attri-
buite a 7. garganica var. messanensis, invece, le diffe-
renze morfologiche rilevate, unitamente al loro isola-
mento geografico su alcuni rilievi della catena dei
Peloritani, suggeriscono di attribuirle al ciclo di 77
garganica differenziandole, tuttavia, a livello sotto-
specifico.

Di seguito viene riportato I'elenco aggiornato dei
taxa appartenenti al genere 7hapsia, con indicazioni
sulla nomenclatura, sinonimie, iconografia e distri-
buzione geografica.

Thapsia villosa L., Sp. Pl. 261 (1753)

Lectotipo: LINN 368.1

Iconografia: Fig. 1487, Coste (1902), Fig. pag 328,
Valdés et al. (1987)

Sinonimi:

= Thapsia maxima Mill., Gard. Dict. ed. 8 n.o 2
(1768); = Thapsia villosa var. latifolia Boiss., Voy.
Bot. Espagne 2: 255 (1840)

= Thapsia laciniata Rouy, Ill. Pl. Eur. 18: 142, tab.
431 (1903)

= Thapsia villosa var. platyphyllos Franco & P. Silva in
Franco, Nova Fl. Portugal 1: 540, 554 (1971)

= Thapsia villosa subsp. maxima (Mill.) O. Bolds &
Vigo, Butll. Inst. Catalana Hist. Nat. 38: 84 (1974)
= Thapsia villosa var. laciniata (Rouy) O. Bolos &
Vigo, Butll. Inst. Catalana Hist. Nat. 38: 84 (1974)
Distribuzione: Spagna, Portogallo, S Francia, NO
Africa

Thapsia garganica L., Mant. Pl. 57 (1767)
- subsp. garganica

Lectotipo: Thapsia sive Turbith Garganicum femine
latissimo. Bahuin 1651, Hist. Pl. vol. 3, Lib. 27
Umbelliferae, Fig. pag. 50, qui designato.
Iconografia: Fig. 287, Sibthorp & Smith (1821); Fig.
pag. 513, Font Quer (1962); Fig. 2355, Fiori (1933)
Sinonimi:

= Thapsia garganica subsp. decussata O. Bolos &
Vigo, Fl. Paisos Catalans 2: 488 (1990), p.p.

= Thapsia garganica f. decussata Knoche, Fl. Balear. 2:
252 (1922), p.p.

Distribuzione: Is. Baleari (Ibiza e Formentera),
Penisola italiana, Sardegna, Sicilia, Grecia, N Africa

- subsp. messanensis (Guss.) Brullo, Guglielmo,
Pasta, Pavone, Salmeri, st. nov.

Lectotipo: Messina al Brazzo di S. Ranieri, Gussone
(NAP-GUSS), qui designato

Basionimo: 7hapsia garganica var. messanensis Guss.,
FL Sic. Syn. 1: 359 (1843)

Distribuzione: Monti Peloritani (NE Sicilia)

Thapsia transtagana Brot., Fl. Lusit. 1: 468 (1804)
Tipo: non noto; ind. loc.: Portogallo, circa
Montemor o novo, et prope Serpa in Transtagana
Iconografia: Fig. pag. 329, Valdés et al. (1987) sub 7
garganica.

Sinonimi:

= Thapsia decussata Lag., Elench. P1.: 12 (1816)
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= Thapsia garganica subsp. decussata (Lag.) Maire,
Bull. Soc. Hist. Nat. Afrique N. 29: 421 (1938)

= Thapsia garganica var. decussata (Lag.) DC., Prodr.
4: 202 (1830)

Distribuzione: Spagna, Portogallo, NO Africa

Thapsia minor Hoffmanns. & Link, Fl. Portug. 2:
431 (1834)

Tipo: distrutto (B); ind. loc.: Dans les bruyeres pres
de Torres-vedras et autre part

Iconografia: Fig. 2, Bayer & Lopez Gonzales (1996);
Fig. 127, Pujadas Salva & Rossell6 (2003)
Distribuzione: Spagna, Portogallo

Sinonimi:

= Thapsia villosa subsp. minor (Hoffmanns. & Link)
M. Lainz, Aport. Fl. Gallega VI 18 (1968)

= Thapsia villosa var. minor (Hoffmanns. & Link)
Cout., Fl. Portugal 455 (1913)

Thapsia platycarpa Pomel, Bull. Soc. Sci. Phys.
Algérie 1874: 313 (1874)

Lectotipo: O. Ghar-Rouban, Pomel (MPU)
Iconografia: Fig. 2, Pujadas Salvd & Plaza-Arregui
(2003)

Distribuzione: Algeria, Marocco

Sinonimi:

= Thapsia garganica var. platycarpa Batr., Fl. Algér.:
372 (1888)

Thapsia nitida Lacaita, Cavanillesia 1: 13 (1928)

- subsp. nitida

Lectotipo: Sierra Morena, in silvaticis supra las
Corredaras, loco dicto Sierra de los Pilones,
21.5.1925, Lacaita (MA 89002), qui designato
Iconografia: Ldm. 126 e Fig. 20 a-c, Pujadas Salva &
Rossellé (2003)

Distribuzione: Spagna, Portogallo, Marocco?

- subsp. meridionalis (A. Pujadas) Rivas Martinez,
Itinera Geobot. 15: 708 (2002)

Olotipo: Granada, Padul, S* Nevada, $* del Maner,

Bco. de Pefia Horada, suelo dolomitico, 30SVF49,

1100 m, 26.6.1984, Pérez Raya & Molero Mesa

(GDA 17876)

Iconografia: Fig. 20 d-f, Pujadas Salva & Rossell6

(2003)

Sinonimi:

= Thapsia nitida var. meridionalis A. Pujadas, Anales

Jard. Bot. Madrid 57: 465 (2000)

Distribuzione: SO Spagna, S Portogallo

Thapsia gymnesica Rossellé & A. Pujadas, Candollea
46: 66 (1991)

Olotipo: Islas Baleares, Mallorca: entre Cala Sant
Viceng y la Punta de Ses Coves Blanques
(31SEE0419), 80 msm, 17.8.1989, A. Pujadas
(COA 13183)

Iconografia: Fig. 128, Pujadas Salva & Rossell6
(2003)

Sinonimi:

= Thapsia garganica subsp. gymnesica (Rossellé & A.
Pujadas) Romo, Fl. Silv. Baleares 197 (1994), comb.
inval.

= Thapsia garganica subsp. decussata O. Bolos &
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Vigo, Fl. Paisos Catalans 2: 488 (1990), p.p.
= Thapsia garganica f. decussata Knoche, Fl. Balear. 2:
252 (1922), p.p.

Distribuzione: Is. Baleari (Maiorca e Minorca)

Thapsia dissecta (Boiss.) Arin & Mateo, FL
Montiber. 20: 17 (2002)

Lectotipo: Clusio C. (1576), Rar. Stirp. Hisp., 2, t.
pag. 430, qui designato

Iconografia: Figg. 3,4, Ardn Redé & Mateo Sanz
(2002)

Sinonimi:

= Thapsia villosa var. dissecta Boiss., Voy. Bot.
Espagne 2: 255 (1840)

Distribuzione: Spagna, Francia

Thapsia cinerea A. Pujadas, Bot. J. Linn. Soc. 143:
437 (2003)

Olotipo: Maroc, Beni-Sidel, Segangan, 24.5.1934,
Sennen & Mauricio (MAF 59036, sub 7. decussata
Lag.)

Icognograﬁa: Fig. 4, Pujadas Salva & Plaza-Arregui
(2003)

Distribuzione: Marocco

Thapsia pelagica Brullo, Guglielmo, Pasta, Pavone,
Salmeri, sp. nova

Olotipo: Lampedusa, Cala Madonna, 12.4.2008,
Bartolo, Brullo C. & Brullo S. (CAT)

Iconografia: Fig. 3

Distribuzione: Lampedusa (Is. Pelagie)

DIAGNOSIS: a Thapsia garganica differt in scapo 35-55
cm alto, foliis triangularibus vel rombicis, puberulis et
viridi-glaucis superne, piloso-ciliatis et glauco-cinereis
inferne, rachide sparsim piloso, lobulis terminalibus 5-
12 x 1-4 mm, radiis umbellarum 5-16, 1,5-8(9) cm
longis, radiis umbellularum 10-30, fructu 16-18(20)
mm longo, alis 5-6 mm latis, stylis brevioribus quam
sino alorum.

Con lo scopo di definire le relazioni filogenetiche fra
le specie del genere Thapsia ¢ stata, inoltre, iniziata
un’indagine molecolare basata sull’analisi degli spa-
ziatori interni trascritti (ITS1 e ITS2) del DNA ribo-
somale nucleare (nrDNA).

MATERIALE INDAGATO
Thapsia garganica subsp. garganica

Calanchi Schettino (Paterno, CT), 8.6.1984, Brullo
S., Minissale, Spampinato (CAT).

Valle del fiume Alcantara, Torrente S. Cataldo,
23.5.1984, Brullo S., Minissale Spampinato
(CAT).

Pantano Longarini (Pozzallo, SR), 24.4.1969, Brullo
S. (CAT).

Pantano Longarini (Pozzallo, SR), 25.4.1969, Brullo
S. (CAT).

Castellammare, 8.2.1984, Brullo S. (CAT).

Monte Passo del Lupo (TP), 5.11.1993, Brullo S.,
Minissale, Spampinato (CAT).

Semaforo Pollara, Salina, 21.8.1993, Spampinato
(CAT).
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Cava Gisana, Marina di Modica, 11.6.2008, Bartolo,
Brullo C., Brullo S., Giusto (CAT).

Madonie, Piano Zucchi, 28.6.2008, Bartolo, Brullo
C., Brullo S., Galesi (CAT).

Thapsia garganica subsp. messanensis

Peloritani, Monte Scuderi, 13.05.2008, Brullo C.,
Brullo S., Giusso, Sciandrello (CAT).

Peloritani, Montagna Grande sulla

12.06.2008, Galesi (CAT).
Thapsia pelagica

Lampedusa, 23.4.1977, Brullo (CAT).

Lampedusa, 18.3.1985, Brullo S., Minissale,
Spampinato (CAT).

Lampedusa, Vallone Imbriacole, 16.3.1985, Brullo
S., Minissale, Spampinato (CAT).

Lampedusa, Pianoro roccioso sopra Cala Pulcino,
15.4.2007, Pasta, La Mantia (CAT).

Lampedusa, Cala Madonna, 12.04.2008, Bartolo,
Brullo C., Brullo S. (CAT).

Lampedusa, 13.03.2008, Bartolo, Brullo C., Brullo S.
(CAT).

cresta,

Fig. 3

Olotipo di Thapsia pelagica Brullo, Guglielmo, Pasta,
Pavone & Salmeri, endemica di Lampedusa (SO Sicilia).
Holotype of Thapsia pelagica Brullo, Guglielmo, Pasta,
Pavone & Salmeri, endemic of Lampedusa (SW Sicily).
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RIASSUNTO - Viene affrontata la problematica tassono-
mica del genere 7hapsia in area mediterranea, con parti-
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colare riguardo alle popolazioni siciliane. Attraverso un’in-
dagine morfologica e cariologica condotta su piante vive e
dal confronto con i campioni d’erbario e con i dati esi-
stenti in letteratura viene presentato un quadro tassono-
mico aggiornato del genere 7hapsia, con la descrizione di
una specie nuova per la scienza, 17 pelagica dell’isola di
Lampedusa (SO Sicilia). Viene inoltre proposta una nuova
combinazione relativa alle popolazioni dei Monti
Peloritani di 7" garganica (NE Sicilia), che vengono tratta-
te come subsp. messanensis.

Salvatore Brullo, Anna Guglielmo, Pietro Pavone, Salvatore Pasta, Dipartimento di Botanica, Universita di Catania, Via A.

Longo 19, 95125 Catania

Cristina Salmeri, Dipartimento di Scienze Botaniche, Universita di Palermo, Via Archirafi 38, 90123 Palermo
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AvinoFilogenesi molecolare delle Marcgraviaceae Choisy (Ericales):

evidenze da due marcatori plastidiali

M. AVINO, S. DRESSLER, B.E. HAMMEL, A.E. SCHWARZBACH ¢ J. SCHONENBERGER

Le Marcgraviaceae costituiscono una famiglia di
piante rampicanti ristretta all’America centrale e
meridionale che comprende 7 generi e circa 130 spe-
cie (THORNE, 1992; DRESSLER, 2004).

La famiglia ¢ stata storicamente divisa in due sottofa-
miglie, le Marcgravioideae e le Noranteoideae (CHOISY,
1824; DELPINO, 1869; WITTMACK, 1878).

Le Marcgravioideae sono caratterizzate da infiorescen-
ze umbellate nelle quali i fiori centrali sono sterili ed
i relativi pedicelli adnati ai nettari, mentre i fiori peri-
ferici sono fertili e senza nettari; al loro interno, I'uni-
co genere Marcgravia viene a sua volta diviso in due
sottogeneri, a seconda della posizione dei fiori sui
propri pedicelli (GILG, WERDERMANN, 1925).

Le Noranteoideae mostrano spighe allungate con fiori
fertili provvisti di nettari attaccati ai pedicelli e sono
state suddivise in due tribti in dipendenza del nume-
ro degli stami (DELPINO, 1869; WITTMACK, 1878):
la tribu Ruyschiaeae (con i generi Souroubea e
Ruyschia) e la tribl Noranteae (con il genere
Norantea). 11 genere Norantea, per la diversa morfo-
logia dei nettari e delle infiorescenze nelle sue specie,
¢ stato ulteriormente separato in quattro gruppi ele-
vati tutti a rango di genere: Norantea, Schwartzia,
Marcgraviastrum e Sarcopera (BEDELL, 1985; DE
ROON, DRESSLER, 1997).

I dati molecolari presenti in letteratura confermano la
monofileticita della famiglia delle Marcgraviaceae e la sua
posizione nelle Ericales (SCHONENBERGER ez al., 2005).
Inoltre, la filogenesi interna conferma la divisione
nelle due sottofamiglie, ma con un grado di risolu-
zione non soddisfacente (WARD, PRICE, 2002).
Nella presente analisi si raddoppia il numero di taxa
e viene triplicato il numero dei caratteri utilizzando i
marcatori plastidiali zdhF ed rps16.

Lanalisi di parsimonia conferma la presenza di due
gruppi principali che corrispondono perfettamente
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alle due sottofamiglie riconosciute (CHOISY, 1824;
DELPINO, 1869; WITTMACK, 1878; WARD, PRICE,
2002) e la suddivisione del genere Marcgravia nei
sottogeneri Plagiothalamium Wittm. e Orthotala-
mium Delpino (GILG, WERDERMANN, 1925).

Lo studio, tuttavia, evidenzia anche la presenza di un
collasso basale nella tribu delle Noranteoideae.

Si richiedono, pertanto, analisi ulteriori per appro-
fondire i legami tra le specie e tra i generi di questo
gruppo che sembrano mostrare parallelismi evolutivi.
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Analisi molecolare per la ricostruzione filogenetica del genere Vitis L.

G. ZECCA, M. LABRA, S. WEIBANG, F. SALA e E GRASSI

Il genere Vitis L., oggi tanto importante dal punto di
vista culturale e commerciale, ha probabilmente le
sue origini nel periodo Terziario.

Diversi milioni di anni fa esso popold largamente
I'Europa, I’Asia orientale e ’America del Nord.

In Europa, tuttavia, le glaciazioni determinarono le-
stinzione di tutti i rappresentanti del genere con I'ec-
cezione di un'unica specie: Vitis vinifera L.

In Asia e in Nord America, invece, 'impatto dei
ghiacciai sul genere Vizis non fu cosi marcato.
Attualmente, infatti, esistono circa una sessantina di
specie diverse del genere Vitis, diffuse principalmen-
te nelle aree a clima temperato e nelle zone subtropi-
cali.

Una parte consistente di queste specie ¢ distribuita in
Asia orientale ed in particolare in Cina, soprattutto
nelle province meridionali.

Questo gruppo di specie cinesi, sebbene numerica-
mente rilevante, ¢ stato fino ad ora poco studiato e le
relazioni con le restanti specie del genere Vizis sono
ancora poco note.

Analisi delle relazioni filogenetiche tra le specie
potrebbero fornire nuove indicazioni utili per com-
prendere le dinamiche di diffusione e domesticazio-
ne del genere Vitis nel suo areale di distribuzione.
Nel presente studio ci siamo proposti di individuare
dei marcatori molecolari utili a chiarire le relazioni

AUTORI

filogenetiche che intercorrono tra le specie del gene-
re Vitis, da affiancare alle sequenze tradizionalmente
impiegate in questo campo (ITS e TrnL) che all’in-
terno del genere mostrano una bassa variabilita.

Per questo studio I'attenzione ¢ stata posta su alcuni
microsatelliti nucleari (nSSR) e alcune sequenze ric-
che di siti altamente variabili (SNP).

La variabilita presente nei microsatelliti non pud
essere abitualmente usata per gli studi filogenetici in
quanto i meccanismi che la provocano spesso non
sono noti e il numero di eventi che ad essa conduco-
no non ¢ facilmente ricostruibile in una sequenza
ripetuta.

Questa prima fase di analisi ha, comunque, eviden-
ziato la presenza di mutazioni nelle cosiddette “flan-
king region”, ovvero nelle porzioni di DNA poste ai
lati del microsatellite.

Successivamente, basandoci sui dati pubblicati dai
ricercatori dell’Istituto Agrario di San Michele
all'Adige, ci si ¢ indirizzati all'identificazione di zone
del DNA nucleare (EST) che presentassero al loro
interno SNP.

Ad una prima analisi la variabilita individuata sem-
bra poter fornire, nel complesso, informazioni utili a
chiarire maggiormente i rapporti filogenetici all’in-
terno del genere Vitis e le relazioni che intercorrono
fra le specie asiatiche e americane.

Giovanni Zecca, Francesco Sala, Fabrizio Grassi, Dipartimento di Biologia, Universita di Milano, Via Celoria 26, 20133 Milano
Massimo Labra, Dipartimento di Biotecnologie e Bioscienze, Universiti di Milano-Bicocca, Piazza della Scienza 2, 20126 Milano
Sun. Weibang, Kunming Institute of Botany, Chinese Academy of Sciences, Kunming 650204, China
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Filogenesi e filogeografia di Saxifraga callosa: ricchezza aplotipica
e formazione di ibridi nelle aree rifugio

F. Grassi, M. LABRA, L. MINUTO, G. CASAZZA e F. SALA

ABSTRACT - Phylogenetic and Phylogeographical structure of Saxifraga callosa:  haplotype richness and identification of
hybrids in refugial areas - Saxifraga callosa is a species spread in South-Eastern France and Italy with high diffusion in

Maritime Alps. This species lives in more or less vertical limestone rocks at an altitude of between 200 and 2,000 m a.s.l.

and it ranges from South-western Alps (Cottian and Maritime Alps, Provence) through the Apuane Alps and the

Apennines to southern Italy, Sardinia and Sicily. A multiple molecular approach, using I'TS, AFLP, chloroplast sequences

and microsatellites, allowed a comprehension of the intra and inter specific relationships and the construction of a haplo-

type network. Genetic variability within populations was estimated by the number polymorphic haplotypes. The study of
haplotypes legitimated conclusions on phylogeographical inferences across the species assortment and on the identifica-

tion of diversity areas in the Maritime and Apuane Alps interpreted as peripheral glacial refugia during the Ice Ages.

Moreover, the application of the ‘NewHybrids’ software to AFLP data-sets recognised S. lantoscana as a natural outcross

between S. callosa subsp. callosa and S. cochlearis.

Key words. Apuane Alps, Genetic diversity, Maritime Alps, Periglacial local refugia, Phylogeographic patterns, Wiirm glaciations

INTRODUZIONE

Larea mediterranea ¢ stata interessata dalle glaciazio-
ne per un lungo periodo (fino a circa 16.000 a.C,,
Wiirm) con forte influenza sulla distribuzione delle
specie. Ampie zone delle alpi sono state completa-
mente ricoperte da ghiaccio con la conseguente scom-
parsa di specie vegetali, tuttavia, le aree pil periferiche
a sud-est e sud-ovest delle alpi sono rimaste scoperte
(TRIBSCH, SCHONSWETTER, 2003). In queste zone si
sono rifugiate numerose specie endemiche
(SCHONSWETTER et al., 2002) e grazie all’elevata atti-
vita di speciazione si sono costituiti numerosi nuovi
taxa. Le glaciazioni hanno anche portato ad una
migrazione verso le montagne o pianure adiacenti con
la conseguente modifica dell’areale di distribuzione
dei diversi zaxa. Infine, alcune cime sono risultate
ottime aree di rifugio (nunataks) dalle quali le popo-
lazioni hanno potuto successivamente ricolonizzare i
territori persi (GUGERLI, HOLDEREGGER, 2001).

La flora delle Alpi sud-occidentali (Alpi Marittime) ¢
conosciuta per la sua notevole diversita vegetale
(MEDAIL, VERLAQUE, 1997; CASAZZA et al., 2005). A
causa del moderato impatto delle glaciazioni del qua-
ternario e del clima particolarmente mite, diverse zone
delle Alpi Marittime hanno agito come rifugio preser-
vando un’elevata variabilita di specie tra cui numerosi
endemismi (DIADEMA et al, 2005; MINUTO et al.,
2006). Queste montagne sono inoltre caratterizzate da

un elevata ricchezza di specie ibride (TABERLET ez /.,
1998; HEwITT, 2000; SCHONSWETTER et al., 2004)
originatesi proprio grazie agli spostamenti delle diffe-
renti specie durante le diverse glaciazioni. Si sottolinea
come il percorso di ricolonizzazione (Appennino/Alpi)
con specie che dal Sud Italia risalgono fino alle Alpi
rappresenta uno dei principali modelli filogeografici
individuati fino ad oggi (LUCCHINI, RANDI, 1998;
TABERLET ez al., 1998).

In assenza di fossili di piante alpine e appenniniche,
i moderni approcci molecolari basati sulle analisi dei
genomi, offrono nuovi strumenti per lo studio della
filogeografia e dell’evoluzione della diversita vegetale
(KING, FERRIS, 1998). E’ quindi possibile attraverso
Ianalisi del DNA verificare la presenza di una specie
o lorigine ibrida di un’altra o ancora evidenziare la
presenza di una determinata specie nelle aree rifugio
durante il Pleistocene lungo le Alpi (HEWITT, 19965
TABERLET ez al., 1998; WIDMER, LEXER, 2001;
GRASSI et al., 2008).

Il lavoro si inserisce in questo contesto ed in partico-
lare si riferisce allo studio di Saxifraga callosa Sm.
attraverso marcatori morfologici e molecolari.
Questa specie ¢ presente a Sud-Est della Francia e in
Italia (Fig. 1) e appartiene alla sez. Lingulatae (CONTI
et al., 1999; GRASSI et al., 2006). WEBB, GORNAL
(1989) distinguono due subentita principali: S. callo-
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sa subsp. callosa e S. callosa subsp. catalunica (Boiss.
& Reut.) Webb; la prima ¢ suddivisa in due varieta:
var. callosa e var. australis (Moric.) Webb (incl. S.
lantoscana Boiss.). Recenti studi hanno permesso di
rilevare una nuova suddivisione all'interno della spe-
cie con l'iberica S. catalunica nuovamente assegnata
al rango di specie (VARGAS, 1997). 1l fine del lavoro
¢ stato quello di chiarire le relazioni tra le differenti
entitad ed evidenziare eventuali fenomeni di ibrida-
zione.

Fig. 1

Distribuzione geografica di S. callosa e S. cochlearis, come
descritta da WEBB, GORNALL (1989). Abbreviazioni: cal,
S. callosa subsp. callosa; cat, S. callosa subsp. catalunica;
aus, S. callosa subsp. australis; lan, S. lantoscana; coc, S
cochlearis.

Geographic distributions of S. callosa and S. cochlearis, as
described by WEBB, GORNALL (1989). Abbreviation: cal,
S. callosa subsp. callosa; cat, S. callosa subsp. catalunica;
aus, S. callosa subsp. australis; lan, S. lantoscana; coc, S
cochlearis.

MATERIALI E METODI

In questo lavoro sono stati raccolti 288 campioni
appartenenti a 29 popolazioni. Il DNA ¢ stato estrat-
to tramite il kit Qiagen e successivamente sono stati
analizzati 5 loci presenti su tre differenti regioni pla-
stidiali (77nL-E atpF intron, Psba-TrnH). La reazione
¢ stata preparata con 15 ng di DNA genomico in un
totale di 10 pl aggiungendo inoltre 10 ng di primer
specifico per ciascuna coppia di primer e PureTaq
Ready-To-Go PCR Beads Kit (Amersham Bioscien-
ce, Italy). Profilo di PCR usato: 7 min a 94 °C; 35
cicli: denaturazione (45 s a 94 °C), appaiamento (30
s a 50 °C), estensione (1 min a 72 °C), fase termina-
le 7 min a 72 °C. Un totale di 5 pl ¢ stato caricato
su gel al 6% di poliacrilammide. Inoltre sono stati
analizzati 6 combinazioni di primer AFLP. Lanalisi
AFLP ¢ descritta in European Patent 0534858
(Keygene) ed in questo lavoro sono state amplificate
le seguenti coppie di primer: M34-E49; M35-E46;
M36-E37; M36-E38; M39-E34; M35-E39. Le ana-
lisi morfologiche e ITS sono state eseguite come
descritto in GRASSI et a/. (2006).
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RISULTATI E DISCUSSIONE

E’ stata eseguita un’ analisi preliminare morfologica su
piante appartenenti a ciascuna sottospecie di S. callosa
ed alcuni outgroup: S. cochlearis Reichenb., S. panicu-
lata Miller, S. aizoides L., S. bostii Tausch, S valdensis
DC., S. cotyledon L., S. crustata Vest, S. florulenta
Moretti, S. longifolia Lapeyr. E’ stato prodotto un
database di 32 caratteri morfologici informativi. Tali
dati sono stati utilizzati per effettuare un’analisi filoge-
netica utilizzando il software PAUP 4.0 (SWOFFORD,
2001). T risultati sono evidenziati in Fig. 2A. Sono
stati inoltre analizzati gli spaziatori di nrDNA (ITS1 e
ITS2) amplificati tramite reazione di PCR (Fig. 2B).
Per saggiare i livello di variabilita tra differenti indivi-
dui della stessa sottospecie e verificare la presenza di
ibridi sono stati applicati marcatori AFLP capaci di
analizzare un'ampia porzione del genoma.

Fig 2

Albero di massima parsimonia basato su caratteri morfo-
logici (analizzati con algoritmo Branch and Bound) (A) e
sequenze ITS (analizzate con algoritmo Heuristico) (B). *
Dati ottenuti da GeneBank (CONTI er al., 1999).

Most parsimonious trees based on: (A) morphological
characters data-set (analysed by Branch and Bound algo-
rithm) and (B) ITS sequence data-set (analysed by
Heuristic algorithm). * Data obtained from GeneBank
(CONTI et j 1999).

Un primo importante risultato di questo studio &
stata la definizione della posizione filogenetica del
taxon catalunica. Le analisi AFLP e ITS suggeriscono
un diverso percorso evolutivo tra S. callosa e S. cata-
lunica confermando, quindi, il bisogno di una riva-
lutazione tassonomica come recentemente suggerito
da alcuni autori (VARGAS, 1997). Inoltre, utilizzan-
do le potenzialita delle analisi morfologiche e mole-
colari, sono stati osservati eventi di introgressione
all'interno della specie.

Le analisi morfologiche hanno suggerito che le popo-
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lazioni di S. lantoscana sono un taxon intermedio
derivato da incroci tra S. callosa e S. cochlearis.
Lanalisi AFLP ha dimostrato grande variabilita
all'interno delle popolazioni di S. lantoscana (Fig.
3A). Alcuni alleli osservati tramite 'analisi molecola-
re indicano un elevato livello di ibridazione, dato
supportato anche tramite I'analisi statistica prodotta
dal software ‘NewHybrids™ (Fig. 3B). Il fenomeno di
ibridazione ¢ stato inoltre confermato da marcatori
plastidiali i quali hanno mostrato la presenza, all’in-

Fig. 3

(A) Analisi delle componenti principali ottenuta a partire
dai dati AFLP per le specie S. callosa subsp. callosa, S. lan-
toscana and S. cochlearis. 1 campioni di S. lantoscana (gri-
gio) mostrano un’alta variabilita genetica e una posizione
intermedia tra S. cochlearis (nero) e S. callosa subsp. callo-
sa (bianco). (B) La lunghezza di ciascuna barra riflette la
probabilitd Baesiana a posteriori di ciascun campione di
appartenenere ad un parentale oppure ad una differente
classe di ibridi, F1, F2 o Backcross. I campioni 1-10
appartengono a S. callosa; i campioni 11-21 appartengo-
no a S. latoscana; gli ultimi 5 campioni (22-26) apparten-
gono a S. cochlearss. Gli individui 16-17-19-20-21 (indi-
cati dalle frecce) mostrano un frammento di cloroplasto
appartenente a S. cochlearis.

(A) PCA analysis obtained by AFLP data matrix of S. cal-
losa subsp. callosa, S. lantoscana and S. cochlearis samples.
Plot of S. lantoscana individuals (gray squares) by first-
and second-principal components showing high genetic
variability and an intermediate position between
S.cochlearis (black square) and S. callosa subsp. callosa
(white squares) samples. In (B), the length of each bar
reflects the Bayesian Posterior Probabilities that the 26
analysed individuals belong to parental, or to a class of
hybrids F1, F2 or BC (Backeross). Samples 1-10 belong
to the S. callosa populations; samples 11-21 to the S. lan-
toscana populations; the last 5 samples (22-26) belong to
the S. cochlearis populations. Moreover, individuals 16-
17-19-20-21 (indicated by arrows) showed a cpDNA
fragment deriving from S. cochlearis.
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terno di S. lantoscana, di diversi alleli appartenenti a
S. cochlearis.

Un secondo obiettivo del nostro studio ¢ stato quel-
lo di determinare la struttura filogeografica di S. cal-
losa, al fine di ricostruire la sua storia periglaciale,
compresa I'individuazione di potenziali aree rifugio.
Lanalisi dei microsatelliti plastidiali, effettuata su
288 campioni, appartenenti a 29 diverse popolazioni
di S. callosa campionate lungo I'intera area di distri-
buzione, ha permesso di identificare un centro pri-
mario di differenziazione nell’area delle Alpi
Marittime. In questa specie la variazione genetica
plastidiale & costituita da 11 aplotipi geograficamen-
te separati tra Nord (oltre il 43 ° N di latitudine) e
Sud (Fig. 4). Questa sembra essere dovuta ad un
ridotto flusso di semi a causa di una probabile bar-

Fig. 4

A) Distribuzione geografica delle popolazioni di S. callosa
analizzate e rispettivi aplotipi riscontrati. La distribuzione
delle popolazioni nelle Alpi Marittime & rappresentata nel
riquadro; B) Minimum Spanning Network costruito a
partire dai dati plastidiali. Cerchi e numeri identificano
gli aplotipi. Ciascun tratto contraddistingue la mutazione
che intercorre tra due aplotipi. Gli aplotipi 13 e 12 appar-
tengono rispettivamente a S. cochlearis e S. lantoscana.

A) Geographic distribution of the analysed S. callosa pop-
ulations and haplotype represented by circles. Particular
of distribution of haplotypes in the Maritime Alps is indi-
cated in the insert; B) Minimum Spanning Network con-
structed using chloroplast data. Circles and numbers
identify each haplotype. Each trait represents a single
mutation change that interconnects two haplotype states.
Haplotypes 13 and 12 belong to S. cochlearis and S. lan-
toscana respectively.
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riera (BOSSART, PROWELL, 1998; LUGON-MOULIN,
HAUSSER, 2002).

Indicazioni sul basso flusso di semi tra popolazioni
sono confermate anche dalla frequente presenza di un
solo aplotipo in ciascuna popolazione. La combinazio-
ne del limitato flusso di semi, della distribuzione irre-
golare degli aplotipi, dell’elevata diversita aplotipica in
certe popolazioni e dell’alto numero di alleli rari sup-
porta la localizzazione di un rifugio glaciale nella Alpi
Marittime e nelle Alpi Apuane (Fig. 5). Lindagine
molecolare di questa specie risulta, quindi, in accordo
con altri recenti studi di biogeografia e filogeografia
(GRASSI et al., 2006; MINUTO et al., 2006; CASAZZA et
al., 2008) che sottolineano la presenza di numerosi
endemismi in questo settore delle Alpi.

Fig. 5

Area di studio nelle Alpi Marittime. La linea scura indica
i margini del Massimo Glaciale durante le ultime glacia-
zioni (glaciazione di Wiirm - 16.000 a.C.). Gli affiora-
menti silicei sono evidenziati in grigio e sono riportati i
codici delle popolazioni saggiate.

The study area in the Maritime Alps. The black bold line
indicates the margin of the last Glacial Maximum during
the Wiirm glaciation (16.000 A.C.). Siliceous outcrops
(grey area) are evidenced and codes of the Maritime Alps
populations sampled are reported.
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RIASSUNTO - Saxifraga callosa Sm. & una specie diffusa
nel Sud-Est della Francia e in Italia soprattutto sulle Alpi
Marittime. Questa specie vive su rocce calcaree ad un’alti-
tudine compresa tra 200 ¢ 2000 metri da Sud-Ovest delle
Alpi (Alpi Maritime, Provenza), attraverso le Alpi Apuane
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e gli Appennini fino al Sud Italia, comprese Sardegna e
Sicilia. Lapproccio molecolare, utilizzando ITS, AFLD,
sequenze e microsatelliti di cloroplasto, ha permesso di
confermare le relazioni intra- e interspecifiche tramite la
costruzione di alberi evolutivi e di un network aplotipico.
La variabilith genetica all'interno delle popolazioni ¢ stata
stimata a partire dal numero di aplotipi polimorfici.
Lelevato numero di aplotipi e I'elevata diversitd genetica
individuata nelle Alpi Marittime e nelle Alpi Apuane ha,
quindi, permesso di confermare I'importanza di queste
aree come zone rifugio durante le fasi glaciali. Inoltre, I'ap-
plicazione del software ‘NewHybrids™ sui dati prodotti
dall’analisi AFLP ha permesso di riconoscere come ibridi
naturali tra S. callosa subsp. callosa e S. cochlearis alcune
popolazioni di S. lantoscana.

Fabrizio Grassi, Francesco Sala, Orto Botanico, Universita di Milano, Via Celoria 26, 20133 Milano
Massimo Labra, Dipartimento di Biotecnologie e Bioscienze, Universita di Milano-Bicocca, Piazza della Scienza 2, 20126 Milano
Gabriele Casazza, Luigi Minuto, DIRTE.RIS, Universita di Genova, Corso Dogali 1M, Genova
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Sezione “Premio per giovani ricercatori”: migliore 1ési di Dottoraro

Dati preliminari sulla filogenesi molecolare di Lomelosia Rafin.
(Dipsacaceae)

M. AVINO, A. ESPOSITO e P. CAPUTO

ABSTRACT - Preliminary data on the molecular phylogeny of Lomelosia Rafin. (Dipsacaceae) - Lomelosia is a genus includ-
ing over 50 annual and perennial species distributed in the Mediterranean area and its neighbouring south-eastern regions
with outliers reaching Far East. A phylogenetic investigation on 17 species of the genus and an appropriate set of out-
groups, based on nuclear (Internal Transcribed Spacer regions of the ribosomal DNA) and chloroplast (#77L-#sF inter-
genic spacer) DNA regions gave a fully resolved cladogram. The topology of this cladogram indicates, to the extent of the
investigated zaxa, that the basalmost species of Lomelosia is annual and that Pycnocomon rutifolium is nested in Lomelosia.
Several morphological characters which were in the past regarded as potentially synapomorphic are indeed homoplasious;
also in Lomelosia, as in other taxa of Dipsacaceae, selective pressures constrained several morphological traits of adaptive
value, so originating similar morphologies in unrelated zaxa.

Key words: molecular phylogeny, Dipsacaceae, Lomelosia, Scabiosa

INTRODUZIONE

Le Dipsacaceae Juss. (Dipsacales Lindley) costituisco-
no una piccola famiglia (13 generi, 300-350 specie)
distribuita principalmente nel bacino mediterraneo,
con specie che si ritrovano anche in Medio ed
Estremo Oriente e in Africa centrale e meridionale.
La famiglia ¢ senza dubbio monofiletica
(EHRENDORFER, 1964; VERLAQUE, 1977, 1984a,b;
CAPUTO, COZZOLINO, 1994), e le sue sinapomorfie
sono lepicalice che racchiude I'achenio e linfiore-
scenza a capolino. La monofilia della famiglia ¢ stata
anche dimostrata dal punto di vista molecolare
(CAPUTO et al., 2004).

Tuttavia, le delimitazioni tra generi e tribu all'inter-
no delle Dipsacaceae sono state oggetto di numerose
controversie, specialmente come conseguenza dei
diffusi parallelismi in caratteri morfologici provvisti
di valore adattativo (CAPUTO et al., 2004). Nelle ulti-
me due decadi, dopo gli studi di VERLAQUE (1984a,
1985, 1986a, b) e DEVESA (1984) ed alcuni inter-
venti nomenclaturali (DEVESA, 1984; GREUTER,
BURDET, 1985), Scabiosa L. s. 1. & stata suddivisa in
molteplici unitd monofiletiche indipendenti (non
sempre strettamente correlate). Successivamente,
LorEz GONZALES (1987) e MAYER, EHRENDORFER
(2000), hanno mostrato che, come Scabiosa, anche
Prerocephalus (Vaill.) Adans. s. . includeva diverse
entitd non correlate. MAYER, EHRENDORFER (1999)

hanno dato anche un inestimabile contributo al
miglioramento nella conoscenza della circoscrizione
dell’intera tribu delle Scabioseae. Come conseguenza
del loro lavoro, che principalmente riguardava l'o-
mologia delle parti dell’epicalice (con un riferimento
speciale alla sua regione distale, che spesso si diffe-
renzia in un'espansione membranacea chiamata
corona), le Scabioseae oggi includono solo Lomelosia
Rafin., Prerocephalus s.s., Pycnocomon Hoffmans. et
Link, Scabiosa s.s. (con Sixalix Rafin. = Scabiosa sect.
Cyrtostemma nel loro studio). All'interno di questo
gruppo, Lomelosia e Pycnocomon sono sister taxa e
Pterocephalus ¢ in relazione di sister group con
Scabiosa. Tale delimitazione ristretta delle Scabioseae
¢ stata confermata su base molecolare da CAPUTO ez
al. (2004), in un’analisi filogenetica a livello di gene-
re dell'intera famiglia (solo Prerocephalodes Mayer et
Ehrend. non era rappresentato). Gli stessi autori sug-
geriscono anche che gli adattamenti alla dispersione
delle diaspore siano stati la forza trainante dell’evolu-
zione delle Dipsacaceae e che pressioni selettive simi-
li abbiano parallelamente prodotto morfologie dell’e-
picalice e modalita di dispersione analoghe.

Ad oggi, nessuna analisi filogenetica molecolare &
disponibile per un singolo genere delle Dipsacaceae,
nonostante molti generi mostrino tendenze evolutive
che in passato sono state trattate come indicatori di
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relazioni filogenetiche e che potrebbero essere invece
parallelismi (ad esempio, dettagli morfologici del
tubo dell’epicalice e della corona, taglia delle reste
dell’epicalice, simmetria dei singoli fiori).

Il presente contributo affronta 'analisi filogenetica
molecolare del genere Lomelosia. Lomelosia include
circa 50 specie annuali e perenni, distribuite preva-
lentemente nel bacino mediterraneo e in Medio
Oriente; alcune di esse raggiungono la regione hima-
layana.

La caratteristica pilt evidente di questo genere ¢ la
presenza di un epicalice fortemente elaborato, con la
parte distale del tubo che si invagina in otto foveole.
Il tubo dell’epicalice termina con un diaframma; dis-
talmente ad esso vi ¢ I'epidiaframma che si espande
in una corona membranacea. Il calice, la cui parte
basale attraversa il diaframma, ¢ composto da cinque
(otto-dieci in L. brachiata) reste rigide. Lomelosia &
probabilmente monofiletico, poiché tutte le specie
mostrano un epidiaframma allungato ed orizzontale,
otto foveole profonde nel tubo dell’epicalice, che ¢
rinforzato da due anelli sclerenchimatici (MAYER,
EHRENDORFER, 1999), caratteri tutti sinapomorfici.
La dispersione ¢ mediata dal vento, ma il calice puo
contribuire all’aderenza al substrato o all’ epizoocoria.
Un'ipotesi filogenetica basata sulla morfologia ¢ gia
disponibile per il genere (DE CASTRO, CAPUTO,
2001). Uno degli obiettivi del presente contributo &
quello di valutare se quelli che sembrano tratti mor-
fologici derivati e condivisi siano o meno parallelismi
diffusi.

Le regioni del DNA impiegate sono state gli
Spaziatori Intergenici Trascritti (ITS) del DNA ribo-
somale nucleare (nrDNA), che sono considerati filo-
geneticamente utili a livello di genere (BALDWIN ez
al., 1995), e la regione dello spaziatore intergenico
trnL-trnF (¢rnL-trnF 1GS) del DNA plastidiale,
anch’esso comunemente usato nelle analisi tassono-
miche in circoscrizioni ristrette (GIELLY, TABERLET,
1995a, b, 1996).

MATERIALI E METODI

Individui in fiore o saggi d’erbario appartenenti a
specie del genere Lomelosia sono stati campionati,
con lo scopo di ottenere una rappresentazione della
biodiversita nel genere. Sono state impiegate L.
argentea (L.) Greuter et Burdet, L. brachiata (Sibth.
et Smith) Greuter et Burdet, L. calocephala (Boiss.)
Greuter et Burdet, L. candollei (Wall. Ex DC.) Sojak,
L. caucasica (M. Bieb.) Greuter et Burdet, L. cretica
(L.) Greuter et Burdet, L. flavida (Boiss. et
Haussnek.) Sojék, L. graminifolia (L). Greuter et
Burdet, L. leucactis (Patzak) Sojik, L. micrantha
(Dest.) Greuter et Burdet, L. palaestina (L.) Rafin.,
L. reuteriana (Boiss.) Greuter et Burdet, L. rhodopen-
sis (Stoj. et Stefanov) Greuter et Burdet, L. rorata
(M.B.) Greuter et Burdet, L. simplex (Desf.) Rafin.,
L. sphaciotica (Roem. et Schult) Greuter et Burdet,
L. stellata (L.) Rafin. In aggiunta alle specie menzio-
nate, rappresentanti dei rimanenti generi delle
Scabioseae ed una selezione di specie d %le Dipsaceae
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sono stati utilizzati come outgroup (per una totale di
28 taxa). 1l DNA totale ¢ stato estratto come ripor-
tato in CAPUTO ez al. (2004); gli ITS 1 e 2 e i trnl-
trnF 1GS sono stati amplificati tramite PCR secondo
le condizioni di CAPUTO ez al. (2004), usando i pri-
mer ivi descritti per gli ITS, e quelli riportati da
TABERLET ez al. (1991) per i trnL-trnF 1GS. 1 pro-
dotti di PCR sono stati purificati usando il kit
Microcon 100 (Amicon, Danvers, MA, U.S.A.) e
sequenziati in entrambe le direzioni utilizzando un
sistema ciclico di sequenziamento del doppio fila-
mento di DNA con marcatori fluorescenti. Le rea-
zioni di sequenza sono state poi caricate nel sequen-
ziatore di DNA 373A Applied Biosystems (Applied
Biosystems, Foster City, CA, U.S.).

Gli allineamenti sono stati ottenuti utilizzando
Clustal X (THOMPSON ¢t al., 1997) con i parametri
di default, eccetto per il parametro MAXDIV (che
controlla il ritardo dell’allineamento per le sequenze
pit divergenti), che ¢ stato settato all’ 80%. Sei carat-
teri fittizi (N) sono stati aggiunti al termine 3 dell’
ITS1 in tutti i faxa per prevenire eventuali disalli-
neamenti.

Le sequenze allineate sono state poi visualizzate per
correggere eventuali distribuzioni dei gap prive di
significato biologico. Le sequenze sono state poi
combinate ed utilizzate per I'analisi cladistica. Le
inserzioni e delezioni (indel) sono state trattate come
dati mancanti.

Tutte le operazioni sulle matrici e le analisi cladisti-
che sono state effettuate impiegando il software
Winclada (NIXON, 1999), che utilizza Nona
(GOLOBOFE, 1999) come sottoprocesso, con i
seguenti parametri: hold 100000; hold/100;
mult*100; max. Gli stessi software sono stati usati
per analisi di decadimento dei cladi (BREMER, 1994),
fino 10 passi evolutivi in pil rispetto alle soluzioni a
massima parsimonia.

RISULTATI

Lanalisi cladistica della matrice combinata (lunghez-
za della matrice ITS: 501 caratteri, dei quali 381 non
informativi; lunghezza della matrice #nL-trnF 1GS:
377 caratteri, dei quali 352 sono informativi) ha pro-
dotto un singolo albero a massima parsimonia
(Lunghezza=588, Indice di Consistenza=0.67, Indice
di Ritenzione=0.65; escludendo i caratteri non infor-
mativi, L=419, C.I.=0.54, R.1.=0.65), mostrato in
Fig. 1. Lingroup mostra L. brachiata come il taxon
basale e un clado pil interno, a sua volta diviso in
due gruppi monofiletici, uno dei quali include L. fla-
vida e L. candollei e I'altro che comprende tutti gli
altri zaxa. All'interno di quest'ultimo gruppo sono
visibili diversi cladi. Tra questi, si menzionano un
gruppo che contiene L. simplex, L. palaestinae L. stel-
lata, uno con L. graminifolia e L. rhodopensis, un
altro con L. argentea e L. sphaciotica, un gruppo che
include L. leucactis e Pycnocomon rutifolium, ed infi-
ne un gruppo con L. calocephala e L. rotata. 11 sup-
porto di BREMER (1994) per i ingroup ¢ generalmen—
te basso, con poche ma notevoli eccezioni.
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Fig. 1
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Singolo cladogramma a massima parsimonia per le specie di Lomelosia analizzate (lunghezza = 588, C. I. = 0.67, R. I. =
0.65; dopo la rimozione dei caratteri non informativi, | = 419, C.I. = 0.54, R.I. = 0.65). I numeri al di sopra degli inter-
nodi indicano le apomorfie; quelli al di sotto il supporto di BREMER (1994).
Single MP cladogram for the investigated species of Lomelosia. (length = 588, Consistency Index = 0.67, Retention Index
= 0.65; by excluding uninformative characters, | = 419, C.I. = 0.54, R.I. = 0.65). Numbers above internodes represent
apomorphies; numbers below internodes represent BREMER (1994) support.

DISCUSSIONE

Le specie in studio sono state scelte perché rappre-
sentative della diversita nel genere e con l'obiettivo di
un'ampia rappresentazione geografica. Infatti, sono
state incluse piante con differenti habitus di crescita,
da annuali (per esempio L. brachiata) ad arbustivi
(per esempio L. cretica); specie con epicalici da gran-
di (per esempio L. stellata) a piccoli (per esempio L.
flavida); specie con distribuzione da occidentale (per
esempio L. stellata) a orientale (per esempio L. calo-
cephala).

Lanalisi filogenetica qui presentata, pur nei limiti del-
I'assenza di alcune specie critiche, fornisce nuove pro-
spettive sulla filogenesi di Lomelosia. 11 modello di
discendenza mostrato ¢ piuttosto diverso da quello
suggerito dalla morfologia (VERLAQUE, 1986b; DE
CASTRO, CAPUTO, 2001) e indica che, anche al di
sotto del livello di genere, nella famiglia i parallelismi
dei caratteri con valore adattativo sono molto diffusi.
La specie basale tra quelle utilizzate ¢ un’annuale
piuttosto aberrante, Lomelosia brachiata. Questa spe-
cie, distribuita nell’area centrale ed orientale del
Mediterraneo, ¢ 'unica nel genere Lomelosia a posse-
dere 10 reste calicine pelose (esistono rare variazioni
nel numero), invece di cinque, come succede nel

resto del genere (e nel genere correlato Scabiosa). Per
questo motivo, L. brachiata & incontrastata soggetta
ad una storia nomenclaturale abbastanza intricata,
venendo trattata come una specie di Knautia L.,
Prerocephalus o Scabiosa L., od anche come genere
monospecifico, Tremastelma Rafin. o Callistemma
Boiss. L. brachiata fino ad ora ¢ stata intuitivamente
trattata come un membro derivato nel suo genere, a
causa del suo habitus annuale, con capolini forte-
mente raggianti (cio¢ con fiori periferici zigomorfi),
un epicalice derivato ed un numero cromosomico (7
= 7) che ¢ fortemente indicativo di disploidia decre-
scente a partire dal numero cromosomico pitt comu-
ne nelle altre specie del genere (7 = 9) (VERLAQUE,
1986b; DE CASTRO, CAPUTO, 1999 [2001]; MAYER,
EHRENDORFER, 1999). Anche il ramo immediata-
mente pill interno nel cladogramma di Fig. 1 inclu-
de una specie annuale, L. flavida, impiegata come
rappresentante della sect. Olivierianae (Rech. f.) V.
Mayer & Ehrend., la quale ¢ stata considerata, insie-
me agli altri membri della stessa sezione, come forte-
mente derivata (VERLAQUE, 1986b; MAYER,
EHRENDORFER, 1999); L. candollei, benché esclusa
dalla sect. Olivierianae principalmente a causa del
suo habitus perenne, ¢ sufficientemente simile a L.
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flavida da essere stata inclusa da VERLAQUE (1986b)
nello stesso gruppo informale.

Di grande interesse ¢ la posizione di Pycnocomon.
Questo genere, che in passato non era stato ritenuto
immediatamente prossimo a Lomelosia (VERLAQUE,
1986a; CaruTo, COZZOLINO, 1994), oggi, invece,
ne ¢ considerato il sister group, sia da un punto di
vista morfologico (MAYER, EHRENDORFER, 1999)
che molecolare (CAPUTO ez 2/, 2004). In Fig. 1, tut-
tavia, Pycnocomon (o almeno P rutifolium impiegato
in questa analisi) ¢ incluso in Lomelosia. Esso, percio,
andrebbe considerato solo come una specie aberran-
te di Lomelosia con brattee involucrali connate, un
carattere distintivo del genere secondo VERLAQUE
(1986a) e MAYER, EHRENDORFER (1999), e con
foveole poco profonde. Probabilmente, data I'ecolo-
gia della specie, che cresce principalmente in aree
sabbiose, I'epicalice si sarebbe modificato a partire da
un epicalice del tipo di quello di Lomelosia, per faci-
litare il rotolamento su sabbia (VERLAQUE, 1986a).
Tale adattamento ¢ presente anche in varie specie di
Scabiosa sect. Cyrtostemma, un gruppo ritenuto in
passato strettamente correlato a  Pycnocomon
(VERLAQUE, 1986a; CaruTO, COZZOLINO, 1994).
Infine, relativamente alla posizione di Pycnocomon
nell’analisi filogenetica, ¢ interessante notare che il
mantenere Lomelosia come unitd monofiletica che
non includa Pycnocomon determina un incremento
di almeno tre passi evolutivi rispetto all'ipotesi di
massima parsimonia, (cio¢ L=591 invece di L=588).
Proporre commenti dettagliati sulle relazioni tra
tutte le specie mostrate in Fig. 1 sarebbe prematuro,
poiché I'analisi include approssimativamente solo un
terzo delle specie del genere. Tuttavia si rileva che,
escludendo pochissimi casi di relazioni di strettissima
prossimita gia note (che non sono necessariamente
da intendersi come relazioni di sister group, data I'as-
senza di vari faxa), molto poco di quanto presente
nella topologia di Fig. 1 & congruente con il modello
di discendenza suggerito dalla morfologia
(VERLAQUE 1986b; DE CASTRO, CAPUTO, 2001)
Tra i grupp1 prossimi nel cladogramma, per i quali
era gia documentata forte affinita morfologica, si
menzionano L. candollei/L. flavida, L. graminifolia/L.
rhodopensis, L. argentea/L. sphaciotica, L. rotata/L.
calocephala. A parte queste ovvie relazioni, il model-
lo di discendenza in Lomelosia non corrisponde a
quanto noto in passato. Considerato che varie specie
[in particolare le presumibili specie arcaiche L. came-
lorum (Coss. & Durieu) Greuter et Burdet, L. ¢ypri-
ca (Post) Greuter et Burdet, L. kurdica, L. kurdica
(Post) Greuter & Burdet e L. paucidentara (Hub.-
Mor.) Greuter et Burdet)] sono assenti dall’analisi
qui presentata, non si pud essere certi che le specie
meno derivate del genere siano annuali. Chabitus
annuale, tuttavia, sembra essersi evoluto diverse volte
nel genere; tutti i membri basali del genere osserva-
bili in Fig. 1, fino a L. stellata (e con I'eccezione di L.
candolles) sono annuali; il clado che include L. creti-
ca, L. graminifolia e L. rhodopensis ¢ composto da
piante perenni legnose o da arbusti; L. argentea, L.
sphaciotica, L. caucasica, sono perenni; L. leucactis, L.
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micrantha, L. reuteriana, L. mlocepha[a e L. rotata
sono annuali. Lo stesso tipo di variazione parallela
negli stati dei caratteri sembrerebbe apparire anche in
altre caratteristiche morfologiche, come la forma del
tubo dell’epicalice, il numero dei nervi della corona,
le dimensioni del calice in rapporto alla corona. I
parallelismi, percid, sembrano essere molto diffusi
nel genere. Solo ulteriori studi, che impieghino ulte-
riori regioni di DNA per un numero piti elevato di
specie, permetteranno una valutazione accurata della
distribuzione del parallelismo in quei caratteri prov-
visti di valore adattativo che sono stati in passato
erroneamente interpretati come sinapomorfie.
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RIASSUNTO- Lomelosia & un genere che include pit di
50 specie annuali e perenni, distribuite nella regione
mediterranea e in Medio Oriente, raramente estendendo-
si fino all’Asia orientale. E stata effettuata un’analisi filo-
genetica molecolare su 17 specie del genere con outgroup
appropriati; sono state impiegate sequenze di DNA
nucleare (gli spaziatori interni trascritti del DNA riboso-
male) e plastidiali (lo spaziatore intergenico trnL-zrnF). 11
singolo cladogramma a massima parsimonia risultante
indica, nei limiti dei zaxa impiegati, che la specie basale
del genere ¢ annuale e che Pycnocomon rutifolium & inter-
no a Lomelosia. Vari caratteri morfologici, che in passato
erano considerati potenzialmente sinapomorfici, appaiono
in realtd omoplasici; come in altre Dipsacaceae, anche in
Lomelosia morfologie simili sono spesso la conseguenza di
pressioni selettive analoghe esercitatesi su zzxa non parti-
colarmente correlati.
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Una specie vulnerabile della flora toscana: Centaurea montis-borlae

(Asteraceae)

M. BORACCHIA

Sulle Alpi Apuane (Toscana) alle pendici del Monte
Borla (1469 m d’altezza) ¢ nota la presenza, alta-
mente localizzata, di una rara specie endemica:
Centaurea montis-borlae Soldano (Asteraceae).
Questa specie ¢ stata descritta in tempi relativamen-
te recenti (SOLDANO, 1978) e i contributi scientifici
che la riguardano (VIEGI, CELA RENZONI, 1981) non
esaminano in modo approfondito alcuni aspetti
importanti, riguardanti soprattutto la distribuzione e
la biologia riproduttiva della specie.

Il presente lavoro si ¢ proposto di colmare la carenza
di dati mediante approfondite indagini in campo ed
analisi di laboratorio. In particolare, sono stati stu-
diati in dettaglio vari aspetti inerenti Centaurea mon-
tis-borlae: la verifica e I'aggiornamento dell’area di
distribuzione, le modalita di impollinazione, I'analisi
degli acheni, la germinabilita, il numero cromosomi-
co, la biologia della riproduzione e, infine, gli insetti
che interagiscono con la specie (Fig. 1).

Le ricerche in campo hanno confermato tutte la sta-
zioni gia note in letteratura (FERRARINI, 2001).

Inoltre, ¢ stata rilevata la presenza di un individuo

Fig. 1.

Centaurea montis-borlae in fioritura.
Flowering Centaurea montis-borlae.

sulle pendici del Monte Spallone, esternamente all’a-
reale finora noto.

Le prove d’impollinazione hanno permesso di esclu-
dere la possibilita da parte della specie di effettuare
auto-impollinazione; solo I'impollinazione di tipo
incrociato garantisce la formazione di acheni fertili e
vitali. E stato, altresi, notato che la maggior parte
degli acheni prodotti presenta danni, soprattutto
nella zona dell’elaiosoma, provocati da alcune specie
di insetti, in modo particolare appartenenti alla fami-
glia Tephritidae.

Le prove di germinazione hanno evidenziato una
maggiore percentuale di germinazione negli acheni
sottoposti per circa un mese a vernalizzazione rispet-
to a quelli messi direttamente a germinare.

Il numero cromosomico somatico di Centaurea mon-
tis-borlae & 2n = 88 (Fig. 2), il che evidenzia un ele-
vato grado di ploidia.

Fig. 2

Piastra metafasica somatica di Centaurea montis-borlae
(21=88).

Mitotic metaphase plate of Centaurea montis-borlae
(27=88).
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Gli studi embriologici hanno confermato un norma-
le sviluppo del gametofito maschile. Per quanto con-
cerne lo sviluppo del gametofito femminile, invece,
non ¢ stato osservato il tipico modello 8-nucleato. A
maturitd sono stati riscontrati degli stadi con 4 cellu-
le ben separate 'una dall’altra.

E emersa la necessita di ulteriori studi e approfondi-
menti, attualmente in corso, per stabilire con preci-
sione lo sviluppo della linea femminile.
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Dinamica evolutiva di regioni codificanti e non codificanti del gene

HMG?2 in Lycopersicum

L. CECCHI

La sottosezione Lycopersicum, parte del vasto e
cosmopolita genere Solanum, comprende una deci-
na di specie di piante erbacee di origine sudamerica-
na, morfologicamente ben caratterizzate e ascritte
fino a tempi recenti ad un genere distinto (SPOONER
et al., 1993).

Data I'importanza economica che una di esse, il
pomodoro (So/anum lycopersicum L.), riveste ormai
in molti paesi, la biologia di questo gruppo di piante
¢ stata ampiamente studiata dal punto di vista fisio-
logico, biochimico e genetico, e un volume consi-
stente di pubblicazioni ¢ stato dedicato alle relazioni
evolutive che intercorrono tra i suoi membri.
Quest’ultimo argomento ¢ stato affrontato sulla base
di informazioni morfologico-strutturali e genetiche
e, pitt di recente, attraverso indagini biomolecolari,
ma alcuni aspetti della sistematica di Lycopersicum
non sono stati ancora del tutto chiariti (MC CLEAN,
HANSON, 1986; ALVAREZ ez al., 2001; MARSHALL et
al., 2001; NESBITT, TANKSLEY, 2002).

Scopo di questo lavoro ¢ stato quello di operare I'a-
nalisi comparativa di regioni funzionalmente diffe-
renziate di un’isoforma inducibile del gene hmg, che
codifica la 3-idrossi-3-metilglutaril CoA riduttasi
(HMGR), enzima chiave nella regolazione della via
biosintetica degli isoprenoidi, valutando quale possa
essere il valore informativo di sequenze di questo tipo
alla luce del loro ruolo strutturale e delle ipotesi pree-
sistenti sull’evoluzione di Lycopersicum.

A tal fine regioni codificanti e non codificanti del
gene, da undici accessioni rappresentative di tutte le
specie del gruppo, sono state amplificate per PCR
mediante 'uso di primers specifici, opportunamente
disegnati sulla sequenza del gene hmg2 di Solanum
lycopersicum depositata in banca dati. Successiva-
mente i frammenti amplificati sono stati clonati in
plasmidi e sequenziati.

La valutazione del valore informativo delle variazioni
di sequenza, ai fini delle relazioni filogenetiche tra le
specie, ¢ stata effettuata con la costruzione di alberi
filogenetici basati su algoritmi di allineamento mul-
tiplo di sequenza.

Il grado di polimorfismo nelle diverse regioni del
gene ¢ in buon accordo coi risultati attesi sulla base
del differente ruolo che compete loro.

La maggior parte degli SNPs e degli INDELSs tra le
accessioni si concentra a livello dell'introne e, soprat-
tutto, della regione upstream del gene.

Al contrario, tanto la sequenza del quarto esone —
codificante la parte terminale del dominio catalitico
dell’enzima — quanto la regione a valle di questa si
mostrano altamente conservate, verosimilmente per
effetto di forti costrizioni funzionali a loro carico.
Tali differenze sono confermate dall’analisi cladistica.
Mentre i filogrammi ottenuti sulla base degli allinea-
menti delle due UTRs, della porzione codificante e
della regione downstream risultano scarsamente
informativi e tra loro discordi, quelli relativi alle
sequenze della regione del promotore, e ancor piu del
terzo introne, sono in buon accordo con quanto otte-
nuto in precedenza dall’analisi di sequenze nucleari e
organellari (MARSHALL ez al, 2001; NESBITT,
TANKSLEY, 2002).

Pur restando irrisolti alcuni aspetti delle relazioni
interspecifiche tra specie particolarmente polimorfi-
che o soggette a fenomenti introgressivi, questo risul-
tato preliminare dimostra come ’hmg possa costi-
tuire un buon marcatore filogenetico a livello infra-
generico.

Si conferma inoltre, al di la di aspetti meramente tec-
nici e computazionali, come porzioni funzionalmen-
te differenziate di un dato /locus, soggette a tassi di
mutazione diversi e ad una diversa pressione seletti-
va, possano contribuire in maniera altrettanto diver-
sificata alla storia evolutiva di un gruppo.
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Sezione “Premio per giovani ricercatori’: sviluppo di merodologie innovative

Nuove metodiche per la caratterizzazione e identificazione del

germoplasma di piante spontanee mediante analisi d’'immagine

G. BACCHETTA, O. GRILLO, E. MATTANA e G. VENORA

Viene presentata una nuova metodologia elaborata
per la caratterizzazione e 'identificazione di diaspore
di piante spontanee, sviluppata nell'ambito della col-
laborazione attivata nel 2006, mediante la firma di
un protocollo d’intesa, tra la Stazione Sperimentale
di Granicoltura della Sicilia di Caltagirone e il
Centro Conservazione Biodiversita del Dipartimen-
to di Scienze Botaniche, Universita degli Studi di
Cagliari. Tale collaborazione prevede I'applicazione
dell’analisi d’immagine al germoplasma di specie
autoctone della flora della Sardegna, e piti in genera-
le del bacino del Mediterraneo, al fine di caratteriz-
zare, utilizzando parametri morfometrici e colorime-
trici, le accessioni in ingresso in una banca del ger-
moplasma.

Le tecniche di analisi d'immagine, che consentono di
effettuare rapidamente misure precise e ripetibili sia
del colore, sia della dimensione e forma degli oggetti
contenuti in una immagine, da tempo vengono
infatti applicate con successo in alcune specie d’inte-
resse agrario (PETERSEN, KrUZ, 1992; CHURCHILL ez
al., 1993; LIAO et al., 1994; JANSEN, 1995; WAN,
1999; MCDONALD et al, 2001; GRANITTO et al,
2003a, b; DELLAQUILA, 2006; VENORA et al., 2007a,
b, 2008).

La metodologia elaborata per I'applicazione di tali
tecniche al germoplasma di specie autoctone e i
primi risultati ottenuti sono stati pubblicati i exten-
so da BACCHETTA et al. (2008).

Le immagini digitali del germoplasma conservato ex
situ presso la Banca del Germoplasma della Sardegna
(BG-SAR), sono state elaborate presso la Stazione
Sperimentale di Granicoltura per la Sicilia. Le acces-
sioni analizzate si riferiscono a 148 unita tassonomi-
che appartenenti a 102 generi e 47 famiglie, tipiche
della flora della Sardegna, e pil in generale del baci-
no del Mediterraneo.

La procedura per l'acquisizione delle immagini &
stata modificata a partire da quanto riportato in
VENORA et al. (2007a, b).

Le immagini sono state acquisite per mezzo di uno
scanner piano ed elaborate mediante una macro
appositamente sviluppata, presso i laboratori della

Stazione di Granicoltura, per la misura delle caratte-
ristiche morfometriche e colorimetriche di diaspore
di flora spontanea (BACCHETTA ez al., 2008).

Il metodo sviluppato ha permesso I'implementazione
di un database per la caratterizzazione del germopla-
sma autoctono in ingresso alla banca e la realizzazio-
ne di classificatori statistici per la discriminazione di
generi e specie all'interno delle famiglie Apiaceae,
Boraginaceae, Caryophyllaceae, Cistaceae, Fabaceae e
Scrophulariaceae. Tali classificatori, basati sulla tecni-
ca della LDA (Linear Discriminant Analysis) e testa-
ti mediante Cross Validation, presentano una perfor-
mance compresa tra 74,3% e 96,4%.

Inoltre, per la famiglia delle Fzbaceae e pit nello spe-
cifico per il genere Astragalus, ¢ stato possibile elabo-
rare un classificatore in grado di identificare zaxa di
rango specifico relativi a gruppi di specie affini (Fig.
1), ottenendo una performance compresa tra 83,7%
e 100%. Mediante 'implementazione di ulteriori
parametri di classificazione si ¢ perfezionato il classi-

Fig. 1

Analisi Discriminante Lineare tra semi di Astragalus mari-
timus e A. verrucosus (tratto da MATTANA et al., 2008).
Linear Discriminant Analisys between A. maritimus and
A. verrucosus seeds (from MATTANA et al., 2008).



66

ficatore elaborato e si sono ottenute percentuali di
corretta classificazione tra Astragalus maritimus Moris
e A. verrucosus Moris pari al 100% (MATTANA ez al.,
2008). Tali analisi hanno potuto dimostrare la validi-
ta della metodologia testata anche dal punto di vista
tassonomico.

Il database ¢ in continua evoluzione grazie all'imple-
mentazione delle immagini relative ai lotti in ingres-
so a BG-SAR, pertanto il sistema di classificazione
viene costantemente perfezionato.

Vengono altresi proposte ulteriori evoluzioni meto-
dologiche che possono presentare applicazioni in
altri settori di ricerca. Limplementazione di un siste-
ma di questo tipo pud rappresentare, infatti, un vali-
do ausilio a livello di genere, per la determinazione di
semi di specie sconosciute nell'analisi delle banche
dei semi del suolo, in studi ecologi o di tipo archeo-
botanico e, a livello infragenerico, per la determina-
zione e revisione di gruppi tassonomici critici o
attualmente in fase di revisione.
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