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Introduzione.

Negli ultimi anni si sono sviluppate nuove linee di ricerca applicate al settore agro-
forestale, finalizzate allo sviluppo delle migliori tecniche e alla selezione e al
miglioramento genetico di materiale vegetale per la produzione delle biomasse ligno-
cellulosiche. Questi studi sperimentali sono stati favoriti dalle necessita politiche generate
dall’eccessivo consumo energetico dei Paesi industrializzati ed emergenti soggetti ad un
intenso sviluppo economico ed al contemporaneo aumento dei costi delle fonti energetiche
fossili. La scarsita di queste fonti ed il loro implicito aumento di prezzo, sono conseguenza
della connaturata esauribilita di questi beni nel lungo periodo, della crescita significativa
della domanda globale non supportata da un aumento di produzione nel breve e medio
periodo, e delle continue tensioni politico-militari che si hanno in molti Stati produttori.

Il progetto europeo NOVELTREE ha lo scopo di provvedere al miglioramento della
conoscenza ¢ dell’applicazione di tecniche relative alle specie forestali, portando a un
miglioramento dal punto di vista genetico dei prodotti forestali, tale da soddisfare il
fabbisogno dei consumatori in termini di quantita, qualita e sostenibilita. Le recenti
scoperte nell’ambito della genomica forestale, la crescente conoscenza dei polimorfismi
funzionali e la recente comprensione della natura nonché dell’origine della variazione
genetica rendera il management degli incroci selezionati piu efficiente, oltre a conoscere la
variabilita genetica disponibile e a preservarla a lungo termine. Per ottenere questi obiettivi
NOVELTREE integra un’ambiziosa serie di approcci, che includono genetica quantitativa,
breeding, genetica di popolazione, genomica, patologia, eco-fisiologia ed economia. Il
progetto di ricerca in particolare focalizza 1’attenzione su 4 specie europee considerate

specie modello riferendosi a determinate aree del continente:

. Maritime pine — Area atlantica e mediterranea
. Scots pine — Europa settentrionale e centrale
. Spruce - Scandinavia e Regno Unito

. Poplar — Europa occidentale



Per quanto riguarda il genere Populus, gli obiettivi dell’attivita di selezione e
miglioramento genetico puntano ad ottenere un’elevata produzione, un rapido
accrescimento e una maggiore tolleranza alle avversita biotiche ed abiotiche.

Presso il Dipartimento di Scienze dell’Ambiente Forestale e delle sue Risorse (DiSAFRI)
dell’Universita della Tuscia, negli ultimi anni sono state realizzate collezioni di
germoplasma di Populus, in particolare di Populus alba L. e Populus nigra L., utili alla
conservazione ex situ delle popolazioni e delle specie ed a sviluppare le attivita di ricerca
nei campi dell’ecologia, dell’ecofisiologia e della genetica. Successivamente, sono state
prodotte delle progenie generate dall’incrocio di genotipi diversi per caratteristiche
morfologiche e fisiologiche, provenienti da popolazioni distinte geograficamente e
caratterizzate da differenti condizioni ambientali.

Il presente lavoro di tesi si muove nell’ambito dei WP1 ¢ WPS. Il primo ¢ denominato
“Scelta dei criteri di selezione adattati alla sostenibilita forestale” mentre il secondo
riguarda ’aspetto divulgativo e di know-how nella piattaforma unificata di conoscenze
legate al progetto (“Linee guida, training e strumenti di simulazione”). Nello specifico gli
obiettivi del WP1 consistono nel definire i criteri di selezione rilevanti che vanno dalla
fisiologia all’adattamento alla produzione di prodotti forestali di alta qualita, focalizzando
I’attenzione sul concetto di plasticita fenotipica, in modo da prevedere e migliorare la
risposta della pianta sia a lungo che a breve termine. | criteri selettivi includono processi
complessi dal punto di vista genetico, fisiologico e ontogenetico; dunque risultera una
scissione dei tratti complessi individuati, nelle componenti fenotipica e genetica in modo
da tracciare componenti aventi un’alta ereditabilita ed un’ elevata variabilita genetica. Il
WP5 assicura invece che la conoscenza e i risultati ottenuti siano adeguatamente trasferiti
alla comunita scientifica coinvolta nel progetto, sia nel progresso che nell’updating

dell’attivita scientifica.



Parte Generale

Capitolo 1. | pioppi e la pioppicoltura.

1.1. Le Salicaceae.

La famiglia delle Salicaceae ¢ 1’'unica dell’ordine delle Salicales ed ¢ costituita da specie
arboree e arbustive, fra i quali arbusti prostrati o nani, anche con fusto e rami ipogei. Le
foglie sono semplici, alterne, decidue. I fiori sono unisessuati e riuniti in amenti portati su
piante sessualmente diverse. La famiglia e divisa in due generi, Salix L. al quale
appartengono i salici con circa 300 specie, e Populus L. al quale fanno parte i pioppi con
una trentina di specie. Le Salicaceae hanno per piu temperamento eliofilo ed igrofilo con
spiccate caratteristiche di pionierismo.

Le differenze morfologiche fra i due generi sono humerose cosicché e abbastanza semplice
la loro identificazione. La gemma € uniperulata per i salici mentre e pluriperulata per il
pioppi. La foglia & penninervia, per lo piu lanceolata, con picciolo breve nei salici, mentre
per i pioppi la maggior parte delle volte e palminervia, generalmente ovale o triangolare
con picciolo lungo. L’infiorescenza dei salici ¢ un amento eretto mentre questo ¢ pendulo
nei pioppi. | fiori hanno brattea intera con 1-2 nettari ed impollinazione prevalentemente
entomofila nei salici, mentre nei pioppi la brattea si presenta dentata o ciliata-fimbriata,
senza nettari e di conseguenza 1’impollinazione ¢ anemofila. Il fiore maschile, presenta 2-5
stami per i salici, un numero maggiore per i pioppi, variabile fra 4 e 60. Nel fiore
femminile i due stigmi presentano stilo comune nei salici. Nel genere Populus gli stigmi
hanno ognuno un proprio stilo. La capsula, frutto di entrambi i generi, ha due valve nei
salici mentre 2-4 valve per i pioppi. Il legno ha raggi per lo piu eterocellulari nei salici. Per

I pioppi questi sono omocellulari.

1.2. 1l genere Populus L.

Al genere Populus, come detto, appartengono una trentina di specie a portamento

prevalentemente arboreo. Molti di questi sono alberi a rapido accrescimento che possono



raggiungere anche dimensioni ragguardevoli; la loro chioma & arrotondata o allungata.
Hanno corteccia di colore variabile con la specie, liscia da giovane, con ritidoma anche
molto solcato in piante adulte. La ramificazione e monopodiale, eccetto che in P.
euphratica in cui la gemma apicale abscinde, e marcatamente eteroclasica con brachiblasti
molto caratteristici. Le gemme sono pluriperulate, con perule sottili. Quelle del primo paio
sono piccole ed opposte mentre le altre sono embricate. Le gemme laterali possono essere
anche pauciperulate. Sono sottese dalle cicatrici fogliari che mostrano tre tracce di cicatrici
vascolari quasi equidistanti. Le foglie sono caduche, alterne e spiralate, semplici
palminervie (piu raramente penninervie). La lamina é ovaleggiante o triangolare con
margine intero o dentato ed e frequentemente anfistomatica, cioe presenta gli stomi in
entrambe le pagine fogliari. 1l picciolo e piu 0 meno lungo, spesso compresso lateralmente
mentre le stipule sono caduche. Vi é quasi sempre un forte eteromorfismo fra le foglie
brachiblastali e quelle macroblastali.

Sono piante dioiche, ad eccezione di P. lasiocarpa. | fiori, in amenti peduncolati, appaiono
sui rami dell’anno precedente prima delle foglie. Gli amenti maschili sono di solito piu
brevi e piu compatti di quelli femminili. Il calice ha forma di disco appiattito nel fiore
maschile, di disco piu a coppa nel fiore femminile. Il calice & sempre ascellato da una
brattea, caduca, che e sempre dentata, incisa o laciniata. | fiori maschili portano 4-60 stami
inseriti sul disco con il filamento libero, breve giallastro e con antere ovoidi o oblunghe,
purpuree o rosse. | fiori femminili hanno ovario biloculare con 2 (4) carpelli e altrettanti
stigmi interi. Mancano 1 nettari e I’impollinazione ¢ anemofila.

La fase adulta della pianta inizia precocemente, verso i 5-15 anni; piante di origine
agamica derivanti da talea o da ceduazione sono in grado di raggiungere prima la capacita
riproduttiva, anche a (1) 2 anni. Il frutto & una capsula che di solito matura prima del pieno
sviluppo delle foglie e che alla disseminazione si apre in 2-4 valve. | semi sono piccoli,
ovoidali, arrotondati o acuti all’apice, muniti di numerosi peli sericei molto lunghi che in
molte specie conferiscono loro un aspetto cotonoso. La loro germinabilita e elevata ma la
facolta germinativa dura solo poche settimane. Le plantule hanno cotiledoni epigei, piccoli,
troncati o rotondeggianti alla base; le prime foglie sono ovali e la prima coppia & opposta.
Diverse specie hanno grande attitudine alla rizogenesi e si possono propagare per talea;

inoltre per diversi pioppi € molto alta I’emissione di polloni radicali.



L’apparato radicale si allarga ampiamente producendo anche grosse radici laterali; si rende
profondo grazie a numerose radici verticali se la falda o altri fattori non lo impediscono. Il
legno dei pioppi € omogeneo, a porosita diffusa, in alcuni casi discolore; i raggi sono sottili
e omocellulari nella maggior parte delle specie.

Il genere € diffuso prevalentemente nelle regioni temperate e fredde dell’emisfero
settentrionale, ma si ritrova anche in regioni subtropicali, su suoli umidi o molto umidi.
Sono specie esigenti in luminosita, pioniere e spesso costituiscono cenosi ripicole. Molti
pioppi sono specie ad accrescimento rapido e sostenuto. 1l loro accrescimento longitudinale
e solo parzialmente determinato e la crescita libera puo prolungarsi nel tempo fino
all’autunno. Queste caratteristiche fanno dei pioppi un genere molto importante per la
produzione del legname. Attualmente 1’agricoltura si basa su cloni selezionati e si attua
tramite propagazione agamica lasciando quella gamica alla diffusione naturale e alla
ricerca.

Il genere Populus € suddiviso in 5 sezioni (Gellini R., Grossoni P., 1997):

1. Sezione Turanga Bunge. La gemma apicale abscinde. | fiori maschili hanno 8-12
stami. E’ limitata ad una sola specie P. euphratica Oliv., un grosso arbusto che si
ritrova su terreni salmastri dell’Asia Minore e dell’Egitto e della Mongolia. In
maniera disgiunta & presente anche in Africa settentrionale fino al Marocco.

2. Sezione Populus (=Leuce Duby). La corteccia a lungo liscia e chiara pud essere
anche bianca. Presenta gemme spesso tomentose ma con resina scarsa o assente; la
squama fiorale ¢ lungamente ciliata mentre la capsula ¢ stretta e lunga. E’ presente
in tutte le regioni temperate di tutto I’emisfero (compresa 1’Africa settentrionale).
Questa sezione viene a sua volta suddivisa in:

a. Sottosezione Albidae nella quale i rametti e le gemme sono biancastri e
pelosi. L’eterofillia ¢ marcata con foglie dei macroblasti tomentose e
biancastre nella pagina inferiore con picciolo di sezione quasi circolare.
Caratteristico é P. alba L..

b. Sottosezione Trepidae in cui i rametti e le gemme sono glabri o0 appena
pubescenti. L’eterofillia ¢ appena pronunciata con foglie tomentose solo al
germogliamento. Il picciolo & molto appiattito. Si ricordano tra le specie P.
tremula L., P. tremuloides Michx., P. grandidentata Michx..



3. Sezione Aigeiros Duby. La corteccia e fessurata mentre le gemme sono appuntite e
resinose. Le foglie sono di forma deltoidale o romboidale, con il bordo traslucido,
glabre e verdi, con picciolo appiattito. E’ presente in tutte le regioni temperate
dell’emisfero nord. Tra le specie di questa sezione ci sono P. nigra L., P. deltoides
Marsh.

4. Sezione Leucoides Spach. Le gemme sono grosse, coniche, non vischiose e poco
profumate. Le foglie sono molto grandi (anche 30 c¢cm), spesso cordate e senza
eterofillia accentuata. E’ presente in Cina e in Nord America. Tra le specie c’¢ P.
lasiocarpa Oliv. pianta monoica.

5. Sezione Tacamahaca L. Le gemme sono grosse, vischiose, molto profumate. Le
foglie sono biancastre nella pagina inferiore, acute all’apice e piu lunghe che
larghe. Le foglie macroblastali con piccioli piu corti di quelli delle foglie
brachiblastali. Le ghiandole fogliari sono ben visibili. E’ presente in Asia
settentrionale e centrale ed in Nord America. Le specie piu importanti sono P.
balsamifera L., P. trichocarpa Torr. & Gray, P. laurifolia Ledeb., P. koreana
Rehd., P. maximowiczii Henry, P. ciliata Wall. ex Royle.

Altri autori (Pryor L. D.) hanno proposto la suddivisione del genere Populus in 7 sezioni,
aggiungendo alle 5 precedenti la sezione Tsavo rappresentata dalla specie P. ilicifolia
(Browicz, 1966) e la sezione Abaso rappresentata dalla specie P. mexicana (Eckenwalder,
1996). In Europa compresa 1’Italia, sono autoctone 3 specie, il pioppo bianco (P. alba), il
pioppo tremulo (P. tremula), il pioppo nero (P. nigra), pit un’altra entita che ¢ considerata
ibridogena (P. x canescens). Oltre a questi taxa sono coltivate alcune specie esotiche e

numerosi cloni ibridi ottenuti con impollinazione controllata.

1.3. La pioppicoltura.

La pioppicoltura € una branca dell’arboricoltura da legno. E’ una coltivazione specializzata
di specie arboree per la produzione di legname che si inserisce nel normale ciclo produttivo
dell’azienda agricola. La forma piu antica di coltivazione del pioppo ¢ quella che in gergo
si definisce pioppicoltura “di ripa”. Tale coltivazione si svolge in filari che possono

trovarsi ai fianchi delle strade, dei canali e dei fiumi sfruttando questi spazi per produrre



legno, frasca da foraggio, azione frangivento e anche ombra ed ornamento. Ora questo
sistema di coltivazione é in disuso e molti filari, soprattutto lungo la Pianura Padana, sono
stati eliminati. Cio ha prodotto soprattutto innumerevoli problemi di vento.

La pioppicoltura specializzata ¢ un’attivita piu recente che implica I’impianto di pioppeti
piul 0 meno estesi, per della produzione di legno con turni di 9-15 anni. Questo
ordinamento produttivo richiede una notevole capacita nella coltivazione e nella scelta del
materiale di impianto. Tale pioppicoltura ha come obiettivo 1’ottenimento di una
produzione quali-quantitativa di legname. Alla fine del ciclo I’impianto pud essere
sostituito da altre specie 0 comunque rinnovato con un nuovo impianto.

Ultima delle coltivazioni di pioppo e quella degli impianti a breve rotazione per la
produzione delle biomasse. Gli impianti hanno un ciclo di 2-5 anni che pud essere reiterato
pit volte fino ad un massimo di 6, attraverso ceduazioni successive. Tali impianti hanno

come scopo quello della produzione quantitativa del legname in tempi ridotti.

1.4. | criteri di miglioramento genetico dei cloni di pioppo.

Nella omologazione e nella certificazione dei genotipi di pioppo di selezione recente, si
garantisce che ciascuna di loro corrisponda ad unica origine di propagazione vegetativa. Di
seguito sono elencate alcune delle linee guida per il miglioramento dei cloni di pioppo
(Bernetti, 1995).

e |l sesso. I cloni femminili hanno I’inconveniente della fruttificazione abbondante.
Questa fruttificazione riduce la quantita di sostanza che é trasferita dalla pianta per
I’accrescimento. Inoltre, per le specie ornamentali ¢ sconsigliato 1’'uso dei cloni
femminili perché i semi, contenuti in un pappo cotonoso, hanno una forte azione
allergica. Questo carattere € poco interessante per le piantagioni a breve ciclo,
perché la pianta rimane in un perenne stato giovanile.

e La facilita di radicazione per talea legnosa. Alcune specie di pioppo hanno una
bassa attitudine alla radicazione, ad esempio il pioppo bianco ed anche qualche
clone di P. deltoides. Questo & un carattere che deve essere attentamente valutato

soprattutto per le piantagioni a breve rotazione che sono costituite con talee.
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Sarebbe utile che il clone selezionato presentasse elevate percentuali di radicazione
nelle piu svariate condizioni climatiche.

La prontezza dell’attecchimento a dimora consente una maggiore produzione e
riduce gli attacchi di alcuni parassiti. Questo é un carattere sicuramente importante
per le piantagioni a breve rotazione.

Il fototropismo € un carattere molto importante per le produzioni di tipo
tradizionale. Le piante non devono tendere ad incurvarsi alla ricerca della luce,
perché altrimenti si danneggia la qualita del legno. | cloni piu fototropici
presentano, in filare, incurvamento alternativamente opposto. Nelle piantagioni, ai
margini, le piante sono curve verso I’esterno, mentre internamente possono avere
anche fusto sinuoso. Questo carattere per le piantagioni a breve rotazione non ha un
grosso rilievo. Per0 possono essere importanti le riduzioni di produzione per
un’eccessiva competizione per la luce, ovvero per un’eccessiva eliofilia delle
piante.

Il portamento € un carattere molto importante nella pioppicoltura specializzata. |
cloni preferiti sono quelli che hanno i rami disposti secondo dei palchi. Invece, i
genotipi che hanno un portamento fastigiato sono molto piu interessanti per
impianti densi e per i filari. Dove gli impianti hanno un’elevata densita per il
migliore sfruttamento dell’energia radiante, in linea di principio, sono migliori quei
cloni che utilizzano di piu lo spazio attraverso un elevato numero di rami.

La fenologia € un carattere importante per i possibili pericoli di danni da gelo, sia in
autunno che in primavera.

La resistenza al vento dipende dalla resistenza dei rami e dei tronchi nonché
dall’ancoraggio pit 0 meno profondo delle piante nel terreno.

La rapidita di accrescimento e un carattere sicuramente molto importante per le
piantagioni a breve rotazione. Questo carattere acquista importanza quando &
massimo nella fase giovanile.

La qualita del legno & un carattere ottenibile a seconda dello scopo della
piantagione. Se per le piantagioni specializzate si cerca di ottenere legno piu adatto
a toppi per la sfogliatura, per le piantagioni a breve rotazione il carattere piu

interessante risulta la densita basale.
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e [’adattamento ai suoli e alle stazioni particolari ¢ sempre piu importante per il
modificarsi delle condizioni climatiche del nostro pianeta. Sempre piu importante
diventera la selezione di cloni capaci di tollerare situazioni difficili, come terreni
con caratteristiche fisico-chimiche modificate (ad esempio i terreni soggetti a

processi di salinizzazione).
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Capitolo 2. 1l concetto di “plasticita”.

2.1. La plasticita dello sviluppo.

La plasticita dello sviluppo (developmental plasticity) puo essere definita come 1’insieme
dei cambiamenti ontogenetici che seguono la percezione e I’integrazione dell’informazione
ambientale. L’ambiente, come inteso dagli ecologi, normalmente consiste di tutti i fattori e
I processi esterni. Si ritiene che la plasticita dello sviluppo sia di particolare rilevanza per le
piante. Le ragioni per questo possono essere le limitazioni alla mobilita dell’individuo
autotrofo e il suo “reale” comportamento (Bradshaw, 1965). Cid permetterebbe alle piante
di stabilizzare le proprie performance sotto differenti condizioni; cio e spesso considerato
essere 1’analogo del comportamento animale. La norma di reazione (Reaction Norm)
rappresenta una funzione della risposta genotipica secondo un gradiente ambientale
(Climent, NOVELTREE Kick Off Meeting 2008). La plasticita pud promuovere o
tamponare processi evolutivi. Questa reciprocita porterebbe a interessanti feedback
negativi o positivi lungo i quali la plasticita & potenziata o arrestata dal suo stesso effetto.
Probabilmente la plasticita dello sviluppo é irreversibile ed &€ normalmente complementare
alla plasticita fisiologica o a “breve termine” (Givnish, 2002) a sua volta relativa ai
cambiamenti reversibili a livello cellulare e sub-cellulare (Bradshaw, 1965, Grim and
Mackey, 2002). La somma degli effetti della plasticita dello sviluppo e di quelli della
plasticita fisiologica sono comunemente noti come “plasticita fenotipica” (Novoplansky,
2002). Si ritiene generalemente che la plasticita dello sviluppo abbia un’importanza chiave
nelle piante a causa della loro limitazioni di mobilita, in mancanza di un reale
“comportamento” e continuazione dello sviluppo attraverso la vita dell’individuo

(Novoplansky, 2002).

2.2. La plasticita fenotipica: una visione d’insieme.

Nel senso piu ampio del termine, i processi che avvengono in un organismo sono da
considerarsi la sommatoria di tutti i processi di plasticita che avvengono a loro volta a
livello cellulare, quale risultante delle modificazioni ambientali sia all’interno che

all’esterno della cellula nel corso del tempo (Chambel et al., 2005). Tuttavia, per ovvie
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ragioni le risposte “plastiche” sono state evidenziate almeno a livello di meristema o di
organo; ancor piu spesso le si considera a livello di individuo. Non appare strano dunque
che ci sia un po’ di confusione per quel che dovrebbe essere considerato un genotipo negli
studi sulla plasticita: nonostante in senso stretto la definizione di plasticita fenotipica
dovrebbe implicare 1’esigenza di utilizzo di repliche clonali, spesso si assume che una piu
vasta entitd tassonomica costituisce un “genotipo” nel senso piu ampio. Quindi non
risultera inusulale lavorare a livello di individuo, popolazione o addirittura specie
(Chambel et al., 2005). Sebbene molti tipi di plasticita fenotipica siano stati enunciati nella
bibliografia piu recente generando qualche controversia, si & reso opportuno distinguere la
plasticita in diverse categorie. Infatti gli esempi nel campo scientifico sono innumerevoli e
molti dei quali vengono considerati come acclimatazione e acclimatizzazione (se si opera
in condizioni sperimentali specifiche). Questi cambiamenti mediati dalle modificazioni
dell’ambiente sono in molti casi reversibili e costituiscono le basi dell’omeostasi a livello
individuale. La plasticita di un carattere diventa cosi 1’equivalente della mancanza di
omeostasi per quel determinato carattere; cio nonostante la plasticita relativa a un carattere
secondario contribuisce all’omeostasi di caratteri piu legati alla fitness (Alpert e Simms,
2002). La plasticita fisiologica ¢ frequentemente analizzata all’interno di ogni individuo,
sebbene attraverso la variazione di un determinato attributo nel tempo. Acclimatazione e
acclimatizzazione sono considerati dunque due tipi di plasticita fisiologica e di recente si &
anche parlato di acclimatazione a lungo termine (long term accliamation, Tricker et al.,
2004). La plasticita “cross-generational” (Donohue e Schmitt, 1998) rappresenta invece
una categoria particolare, ed ¢ conosciuta come ‘“effetto materno™: essa rappresenta il
cambiamento della performance all’interno di una progenie a causa dell’ambiente materno
0 embrionale. Gli studi su tale tipo di plasticita sono stati effettuati prevalentemente negli
animali e quindi applicati alla salute umana (Bateson, 2004).

Cambiamenti drastici nella morfologia e nella fisiologia spesso accompagnano
I’ontogenesi della pianta, come quelli osservati dal seme agli stadi giovanili o alla maturita,
ma tali modificazioni nella fase di sviluppo rappresentano lo schiudersi di un programma
laddove la plasticita fenotipica pud manifestarsi nel tempo ma non nel cambiamento stesso
(Alpert e Simms, 2002). Si parla dunque di plasticita apparente; inoltre sempre a tal
proposito, una mancanza di plasticita a un determinato stimolo ambientale potrebbe essere

significativa soltanto se 1’organismo ha 1’effettiva abilita di rispondere in quel determinato
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stadio dello sviluppo. Allo stesso tempo la flessibilita fenotipica non e costante lungo il
corso delo sviluppo; la reversibilita del responso varia nel corso del tempo. Si parlera
invece di plasticita adattativa se si prendono in considerazione organismi estremofili: essi
presentano infatti distorsioni fenotipiche (Bradshaw, 1965), spesso associate alla riduzione
della crescita. Gli individui che presentano tale tipo di plasticita possono inoltre presentare
un tasso riproduttivo molto basso e mortalita precoce. Tale comportamento ¢ anch’esso
espressione della plasticita fenotipica e sopperisce proprio alla mancanza di forme di
adattamento all’ambiente estremo (Chambel et al., 2005). E’ generalmente accettato che la
plasticita di tipo adattativo lavora contro meccanismi di specializzazione poiché se genotipi
individuali sono sufficientemente plastici da riprodurre fenotipi appropriati ad ambienti
differenti, la selezione naturale potrebbe non verificarsi per ecotipi specializzati localmente
e geneticamente distinti. Tuttavia ¢ stato dimostrato che differenze nell’eterogeneita
ambientale conducono a divergenze nella plasticita, ovvero tra genotipi adattati ad
ambienti stabili e genotipi adattati ad habitat mutevoli. In realta ancora poco si conosce sui
legami che intercorrono tra plasticita e differenziazione ecotopica in organismi che vivono

a lungo e che si interfacciano ad ambienti mutevoli nel tempo e nello spazio.

2.3. Implicazioni della plasticita fenotipica.

L’idea che la plasticita fenotipica costituisca un finto indizio dell’espressione diretta di un
genotipo e che quindi sia poco importante per gli studi a livello evolutivo risale all’inizio
del XX secolo (Woltereck, 1909), ma persisteva anche durante gli anni ’80. Ai nostri
giorni si € sempre piu d’ accordo nel considerare la plasticita fenotipica negli studi
evolutivi, sebbene le sue relazioni siano lontane dall’essere chiarificate (Sultan, 2004).
Diversi autori sostengono che il “focus” delle forze selettive in natura risiede nella capacita
che hanno gli organismi di rapportarsi alla contingenza ambientale piuttosto che in
particolari geni o fenotipi discreti. Questa ¢ un’ipotesi estrema, chiaramente opposta al
determinismo di Fisher, e infatti alcuni autori sostengono che la selezione per la plasticita e
normalmente un sottoprodotto della selezione per i migliori fenotipi in qualsiasi ambiente
(Via, 1993; Via et al. 1995). Per gli stessi autori molte risposte plastiche devono essere
considerate “passive” innanzitutto, lasciando uno spazio limitato al processo evolutivo in

senso stretto a causa di costi e costrizioni. Cido nonostante 1’idea di un costo della plasticita
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e per lo piu teorico e altri lavori di base empirica hanno dimostrato che questi costi sono
ben maggiori rispetto ai benefici apportati (Dewitt e Scheiner, 2004). Similmente al ruolo
evolutivo della plasticita, i meccanismi genetici che sottendono alla plasticita fenotipica
sono oggetto di intenso dibattito. Generalmente col termine “epigenetica” si intende la
scatola nera che include la molteplicita delle sequenze geniche regolatorie per uno stesso
tratto, ed include: la trascrizione e la traduzione, la metilazione del DNA, la pleiotropia
(effetti su caratteristiche diverse originati da un singolo locus genico) ed epistasi
(interazioni tra loci differenti). Nelle piante, la ricerca del cosiddetto “gene della plasticita”
sta occupando una grande parte delle attivita di ricerca in specie modello quali Arabidopsis
(Cerveraetal., 2002).

2.4. Lo studio della plasticita fenotipica nelle specie forestali.

Le specie forestali vivono in condizioni ambientali eterogenee sia in tempi generazionali
estesi che su larga scala geografica. Oltre ai cambiamenti annuali relativi a temperatura,
precipitazioni e fotoperiodo, le condizioni ambientali cambiano, a seconda dell’eta degli
alberi, circa la disponibilita di acqua, luce e nutrienti. Tuttavia gli alberi non sono in grado
di contrastare le avverse condizioni ambientali col movimento, almeno nel tempo di una
generazione. Di conseguenza, in modo da sopravvivere e riprodursi, le specie forestali piu
longeve devono avere meccanismi molto precisi per modulare 1’espressione genica rispetto
alle condizioni ambientali. La risposta delle popolazioni forestali ai cambiamenti
dell’ambiente ¢ basata sulla quantita di variabilita genetica da adattare alle nuove
condizioni alterando la struttura della popolazione, ma anche sull’abilita che ogni
individuo ha di cambiare il suo fenotipo rispetto all’ambiente e al costo di tale abilita. Per
esempio i pini mediterranei vivono in situazioni ambientali contrastanti e la loro diversita
genetica ¢ poco correlata all’eterogeneita ambientale (Chambel et al., 2004). In particolare,
Pinus pinea ha una diversita genetica molto ridotta ma riesce a vivere in un ampio range di
condizioni sia di clima che di suolo. Ma, se la plasticita gioca il maggior ruolo nel
comportamento delle specie forestali, quali sono 1 meccanismi coinvolti nell’espressione
genica attraverso lunghe durate di vita? C’¢ una stretta relazione tra eterogeneita

ambientale (attraverso il tempo) e I’ammontare di plasticita fenotipica? Come evolve la
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plasticita fenotipica? Come riuscird a contrastare il Global Change? Ci sono interessanti
tematiche che hanno bisogno di risposte urgenti e che dovrebbero adoperare specie arboree
modello. Tuttavia, I’uso delle specie forestali per lo studio della plasticita fenotipica pone
alcuni problemi e alcune sfide, molte di esse relative al design sperimentale. Gli effetti
materni non sono facili da rimuovere in esperimenti su una popolazione o una famiglia e il
contributo paterno differisce tra le popolazioni. Per ragioni di praticita molti esperimenti
riguardano i caratteri giovanili ma la loro relazione con quelli adulti risulta spesso
sconosciuta. | protocolli non sono largamente accettati, sottendendo il bisogno di scegliere
specie a rapida crescita come specie modello (es. eucalipti o pioppi) o combinare le
valutazioni fenotipiche e molecolari. D’altra parte, la fitness riproduttiva & difficile da
stabilire ed i caratteri studiati con maggiore profondita come quelli di rilevanza economica
(crescita, sopravvivenza, resistenza al freddo e all’aridita, etc.) sono complessi e le loro

relazioni con la fitness sono ancora oscure in molte specie.
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Capitolo 3. Utilizzo degli isotopi stabili del carbonio.

3.1. Definizioni.

I1 termine isotopi deriva dal greco e significa “stesso posto”, in quanto gli isotopi occupano
il medesimo posto nella tavola periodica degli elementi. Questa proprieta e dovuta al fatto
che gli isotopi di uno stesso elemento possiedono un numero uguale protoni ed elettroni e
un numero diverso di neutroni, per cui sono caratterizzati dallo stesso numero atomico ma
da differente numero di massa. Gli isotopi possono essere suddivisi in due grandi
categorie: stabili ed instabili. Questi ultimi vanno incontro nel tempo al fenomeno del
decadimento radioattivo, mentre gli isotopi stabili restano inalterati nel tempo. La maggior
parte delgi isotopi sono instabili, tuttavia in natura esistono circa 300 isotopi stabili. In
questa tesi sono trattati gli isotopi stabili del carbonio *2C e *3C le cui abbondanze relative
sono rispettivamente il 98.90% e 1’1.10%.

I rapporti isotopici (R) o abbondanze molari vengono determinati tramite spettrometro di
massa per isotopi stabili (IRMS), come rapporto tra 1’isotopo piu pesante e quello piu
leggero; per il carbonio, ad esempio, il rapporto isotopico e dato dalla seguente
espressione:

R = 13C/12C

Lo spettromentro di massa misura la deviazione del rapporto isotopico del campione (Rp)
rispetto a quello di uno standard a valore isotopico noto (Rs). Il parametro misurato dallo
spettrometro di massa prende il nome di composizione isotopica 8, € viene espresso

attraverso la seguente equazione:

0=Rp/Rs-1

Per il carbonio lo standard di riferimento internazionale era originariamente una roccia di
Belemnite del Sud Carolina (Pee Dee Belemnite, PDB), ottenuta da un fossile marino del
cretaceo (Belemnitella americana), con rapporto isotopico 0.01118 (Bakke et al., 1991).
Questo standard é stato utilizzato per determinare la composizione isotopica dell’ossigeno
della CO,. Tuttavia per 1’ossigeno e 1’idrogeno gli standard maggiormente utilizzati sono

lo SMOW (Standard Mean Ocean Water) e lo SLAP (Standard Light Antarctic

18



Precipitation). Recentemente lo standard originale di PDB si e esaurito, per cui la
Commissione dei pesi atomici ed abbondanze isotopiche dell’ International Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC) ha raccomandato di utilizzare come nuovo standard la
Vienna PDB (V-PDB), conservata presso I’International Energy Agency (IAEA) con sede
a Vienna (Coplen, 1995). La VV-PDB e stata definita in relazione alla roccia calcarea NBS
19, che equivale all’ 1.95% rispetto alla V-PDB (Gonfiantini et al., 1995).

3.2. Il frazionamento isotopico.

| rapporti isotopici degli elementi variano nei composti che si trovano in natura a causa di
processi fisici, chimici e biologici che avvengono durante i cicli biogeochimici. Queste
variazioni sono dovute essenzialmente a fenomeni di frazionamento isotopico. Il
frazionamento che avviene durante una reazione cinetica o di equilibrio viene
generalmente espresso dal cosiddetto effetto isotopico (o), ovvero dal rapporto tra le
costanti di velocita o di equilibrio delle specie isotopiche coinvolte nella reazione
(O’Leary, 1981; Farquhar et al., 1989; Brugnoli e Farquhar, 2000). Quindi gli effetti
isotopici in natura si possono suddividere in due grandi categorie a seconda del tipo di
reazione:
1- Effetti cinetici;
2- Effetti termodinamici o di equilibrio.

I primi coinvolgono trasformazioni di un substrato in un prodotto in cui una forma
i1sotopica reagisce piu rapidamente dell’altra. Nel caso del carbonio effetti isotopici di tipo
cinetico sono rappresentati dai processi di carbossilazione ad opera di enzimi
fosfoenolpiruvato carbossilasi (PEP-carbossilasi) e ribulosio-1,5-bifosfato carbossilasi
idrogenasi (Rubisco) e i processi di diffusione della *CO, e *3CO; in aria e attraverso gli
stomi. Ad esempio, durante i processi di diffusione in fase gassosa gli isotopi piu leggeri
tendono a diffondere piu velocemente di quelli pesanti. La velocita di diffusione €
dipendente anche dalla temperatura, la quale influenza ’energia cinetica delle molecole
coinvolte nella reazione. L’effetto isotopico cinetico ¢ dato dal rapporto delle costanti di
velocita delle reazioni che coinvolgono le differenti forme isotopiche. Ad esempio, per

carbonio I’effetto isotopico cinetico ¢ definito come:
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o = kP2IKE

in cui k™e k*® rappresentano le costanti di velocita della reazione delle specie molecolari
contenenti °C e *3C rispettivamente. Nel caso in cui il substrato della reazione sia presente
in quantitd tale da non essere significativamente influenzato da un punto di vista
quantitativo ed isotopico dalla formazione del prodotto, 1’effetto isotopico viene espresso

anche dalla seguente equazione:
a = kK= RyR,

in cui Rs e Ry, rappresentano rispettivamente i rapporti isotopici del substrato e del prodotto
di reazione.

Gli effetti isotopici termodinamici o di equilibrio sono quelli in cui le forme isotopiche
coinvolte si distribuiscono diversamente tra i vari stati di equilibrio, come avviene nel caso
dell’equilibrio tra CO, e ione bicarbonato (HCO3) in soluzione acquosa. Per una reazione
di equilibrio I’effetto isotopico € espresso dal rapporto tra le costanti di equilibrio per le
due specie isotopiche coinvolte nella reazione. Percio, nel caso specifico del carbonio

’effetto isotopico di equilibrio ¢ definito come:
o = K*?K"S

Una reazione di equilibrio pud essere considerata la risultante di due effetti cinetici
opposti. Di conseguenza, gli effetti isotopici di equilibrio risultano normalmente di minore
entita rispetto a quelli cinetici e sono influenzati dalla temperatura.

E’ importante osservare come nei processi che coinvolgono una serie di effetti isotopici
cinetici e di equilibrio in sequenza, gli effetti di equilibrio sono additivi mentre gli effetti
cinetici si combinano in modo non additivo (O’Leary, 1981; per un’ampia discussione

relativa agli effetti isotopici si veda anche Farquhar et al., 1989)
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3.3. La discriminazione isotopica.

Per descrivere il frazionamento isotopico Farquhar e Richards (1984) proposero di
utilizzare per convenienza la deviazione dell’effetto isotopico o dall’unita, essendo
generalmente o superiore dell’unita di un piccolo numero. Tale parametro, a cui ¢ stato

dato il nome di discriminzaione isotopica (A), viene espresso dalla seguente equazione:

A=o-1

Nel caso del processo fotosintetico il substrato & rappresentato dalla CO, atmosferica,
mentre il prodotto di reazione pud essere considerato il carboidrato o il materiale vegetale
da esso derivato, per cui € possibile esprimere la discriminzazione isotopica del carbonio

durante la fotozintesi attraverso la seguente equazione:

A = Ra/Rp 'l

In cui Ry e Ry rappresentano i rapporti isotopici della CO, atmosferica e del materiale
vegetale, rispettivamente. Combinando le due equazioni precedenti deriva che A puo essere
calcolato in funzione delle composizioni isotopiche della CO, atmosferica (d;) e del

material vegetale (Jy) attraverso la seguente equazione:

A= (da—p)l(1 + )

Ad esempio, nel caso in cui si voglia determinare la discriminazione isotopica di una foglia
si utilizzara 1’equazione precedente, utilizzando il valore della composizione isotoipica del
materiale fogliare al posto di J,. Notare che il principale vantaggio di utilizzare la
discriminzazione isotopica rispetto alla composizione isotopica risiede nel fatto che il
termine A, cosi come ¢ calcolato, risulta indipendente dalla composizione isotopica del
substrato fotosintetico (i.e., la CO, atmosferica, J,), ma dipende esclusivamente dai
frazionamenti isotopici che avvengono durante la fotosintesi stessa. Cio consente di poter
paragonare la discriminzazione isotopica di materiale vegetale di piante cresciute in

presenza di differente valore di J,. Inoltre, mentre 6 del materiale vegetale € espresso da un
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valore negativo, il termine A ¢ espresso da un valore positivo. Entrambi i termini sono
valori adimensionali che per convenienza numerica vengono riportati in “per mille” (%o o

10%).

3.4. Discriminazione isotopica del carbonio durante la fotosintesi.

La CO; entra nella biosfera essenzialmente attraverso il processo fotosintetico. E’ ormai
stato ampiamente dimostrato come le piante durante la fotosintesi discriminino contro
Iisotopo pesante del carbonio **C (Farquhar et al., 1989; Brugnoli e Farquhar, 2000). In
seguito a questo processo viene lasciata nell’atmosfera CO, con un piu elevato rapporto
B¢/2C, mentre i prodotti fotosintetici risultano variabilmente diluiti nell’isotopo pesante
3C. La discriminazione isotopica fotosintetica & determinata da una serie di effetti
isotopici associati all’assimilazione della CO,. Questi effetti isotopici possono essere
ricondotti essenzialmente a due processi principali:

1) gli effetti isotopici associati alla diffusione della CO, dall’atmosfera ai siti di

carbossilazione all’interno dei cloroplasti;

2) gli effetti isotopici associati alle reazioni enzimatiche di carbossilazione.
Il primo processo ¢ causato essenzialmente dall’effetto isotopico cinetico associato alla
minore velocita di diffuzione in aria della **CO, rispetto alla **CO, (Mason e Marrero,
1970). Il secondo processo €& causato da effetti isotopici cinetici associati all’azione di
enzimi carbossilanti. Nelle piante C3 il principale enzima carbossilante primario ¢ la
Ribulosio-1,5-bifosfato carbossilasi (Rubisco), mentre nelle C4 ¢ la fosfoenolpiruvato
carbossilasi (PEP-carbossilasi). | due enzimi presentano un diverso effetto isotopico
cinetico intrinseco ed agiscono su substrati differenti: la CO, gassosa per la Rubisco e lo
ione bicarbonato per la PEP-carbossilasi. Cio determina una notevole differenza in
discriminazione isotopica tra le piante C3 e C4 (intorno al 14-15%o, Brugnoli e Farquhar,
2000).
La CO; per arrivare al sito di carbossilazione all’interno dei coloroplasti, deve diffondere
in fase gassosa dall’atmosfera libwera nello strato limite e da qui passare attraverso gli
stomi per giungere all’interno degli spazi intercellulari. Durante questo processo di

diffusione la CO; e soggetta ad effetti isotopici cinetici. Successivamente la CO, é soggetta
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ad effetti isotopici durante la dissoluzione in acqua (effetto isotopico di equilibrio) e la
diffusione in fase liquida per giungere al sito di carbossilazione all’interno dei cloroplasti
(effetto isotopico cinetico). Una volta all’interno dei cloroplasti la CO, € soggetta ad un
ulteriore effetto isotopico cinetico associato alla reazione di carbossilazione primaria ad
opera della Rubisco, che discrimina contro **CO,: il modello universalmente accettato per
esprimere questo processo e stato elaborato da Farquhar et al. (1982).

La seguente equazione € un modo semplificato di definire tale modello:

A =a + (b-a)pilpa—d

dove:

a (= 4,4 %o) ¢ la discriminazione che avviene durante la diffusione in aria per raggiungere
la camera sottostomatica; b (= circa 28%0) ¢ la discriminazione associata alla
carbossilazione, in prevalenza nelle piante C3 dovuta alla Rubisco; pi/pa € il rapporto tra
pressione parziale della CO, atmosferica e quella intercellulare. Per quanto riguarda il
termine d, esso rappresenta la discriminzione durante il processo di respirazione, la
fotorespirazione e la diffusione della CO; in fase liquida, ma & considerato trascurabile
(Farquhar et al., 1989) e dunque anche 1’equazione precedente si modifica in tal senso. Si
evince dunque la relazione lineare tra A e pi/pa che € stata dimostrata sperimentalmente in
numerose specie a metabolismo C. Il rapporto tra le pressioni parziali € a sua volta
dipendente dal rapporto tra la conduttanza stomatica e la capacita fotosintetica della pianta
(Farquhar e Sharkey, 1982) per cui risulta strettamente influenzato da tutti quei fattori che
provocano variazioni dell’apertura degli stomi e/o della capacita della pianta di fissare la
CO; che arriva ai siti di carbossilazione. Ad esempio il rapporto pi/pa potrtebbe essere
determinato sia da una bassa conduttanza stomatica che da un’elevata capacita fotosintetica
0 da ambo i fattori. Ad ogni modo, se il rapporto tra pressioni parziali risulta basso, A
risulta largamente determinato da a (diffusione), mentre qualora pi/p, sia elevato A risulta
determinato largamente da b (carbossilazione).

In conclusione, nelle piante C3 si osservano valori di 6 compresi generalmente tra -21 e -
35%o; queste ampie oscillazioni in comnposizione isotopica dipendono dal tipo di pianta,
dalle condizioni ambientali di crescita, dall’organo e dal composto chimico analizzato
(Brugnoli e Farquhar, 2000). I cambiamenti climatici, modificando il regime termico e la

concentrazione di CO, atmosferica, potrebbero riflettersi sulla distribuzione delle specie
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C3 e C4, influenzando la discriminazione isotopica e la produttivita primaria degli
ecosistemi terrestri (Ehleringer et al., 1997).

3.5. Relazione tra A e pilpa, Su differenti scale temporali in piante C3.

Attraverso 1’analisi isotopica & possibile ottenere una stima pi/p, integrata su scale
temporali differtenti: istantanea, di lungo termine e di breve-medio termine.

La discriminazione isotopica on-line permette di studiare il frazionamento isotopico
fotosintetico su piante intere o loro parti (ad esempio foglie) poste all’interno di una
cuvetta per scambi gassosi (Evans et al., 1986). Il principio su cui si basa questo metodo
consiste nella misura di 8*3C e della concentrazione di CO, in ingresso e in uscita da una
cuvetta per scambi gassosi, all’interno della quale ¢ posta una foglia o un altro organo della
pianta. L’attivita fotosintetica della foglia determina una riduzione di concentrazuione ed
un incremento di 8*3C della CO, in uscita dalla cuvetta, in seguito alla discriminazione
isotopica fotosintetica contro *3C (impoverimento di tale isotopo nella pianta). La
discriminazione isotopica on-line consente un’analisi istantanea e non distruttiva di pi/pa €
dei frazionamenti isotopici associati al processo fotosintetico. Attraverso questa tecnica é
possibile modificare 1’intensita luminosa, la temperatura, 1’umidita relativa e/o la
concentrazione di gas atmosferici (CO,, O,, N,) all’interno della cuvetta e studiare in
tempo reale la discriminazione isotopica fotosintetica e la flessibilita di risposta delle
piante in studio al variare dei parametri ambientali. La discriminazione isotopica on-line
rappresenta inoltre una tra le poche tecniche attulamente note per determinare la
conduttanza del mesofillo o conduttanza interna (gnm) ovverosia la conduttanza durante la
diffusione della CO, dalla camera sottostomatica al sito di carbossilazione all’interno dei
cloroplasti (Evans et al., 1986; Loreto et al., 1994; Evans e Von Cammerer, 1996).
L’analisi sulla sostanza secca di una pianta o di un suo organo isolato fornisce
un’integrazione temporale di lungo termine (I’intera vita della pianta o dell’organo
analizzato) di pi/pa e degli eventi fisiologici e biochimici ad esso connessi. In particolare
questa analisi fornisce un’integrazione temporale di pi/pa pesata sull’assimilazione,
riguardante I’intero periodo durante il quale il carbonio strutturale che costituisce quel

determinato organo é stato fissato dalla pianta. Tuttavia, I’analisi sulla sostanza secca non
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permette di rilevare variazioni del rapporto di pressioni parziali indotte da cambiamenti
dell’attivita fotosintetica su una arco temporale limitato come ¢ il caso di eventi di stress
idrico di breve durata che inducono una chiusura stomatica transitoria. Per studiare tali
eventi fisiologici e in genere frazionamenti isotopici su brevi periodi temporali, € stata
proposta I’analisi isotopica su composti del carbonio a piu rapido turnover, quali gli
zuccheri solubili fogliari e ’amido (Brugnoli et al., 1988).

E’ stato ormai dimostrato che ampiamente come la discriminazione isotopica sui prodotti
fotosintetici di recente fissazione (zuccheri solubili ed amido) fornisca un’ integrazione
temporale dei frazionamenti isotopici e del comportamento fisiologico della pianta su una
scala intermedia tra la discriminazione isotopica on-line e la discriminazione isotopica
sulla sostanza secca (Brugnoli et al., 1998). In particolare, la discriminazione isotopica
sugli zuccheri solubili fogliari fornisce un’integrazione temporale di pi/pa Su un periodo di
circa 1-2 giorni (Brugnoli et al., 1988). Nelle piante arboree e stato osservato come le
variazioni di disponibilitd idrica e di potenziale idrico della pianta si riflettano sulla
composizione isotopica degli zuccheri trasportati nel succo floematico (Cernusak et al.,
2003). Questi studi hanno dimostrato come cambiamenti di breve periodo delle condizioni
ambientali non modifichino il valore 5'°C della sostanza secca degli organi della pianta ma
si riflettano significativamente solo sul valore 8'3C dei prodotti fotosintetici di recente
fissazione (zuccheri fogliari e/o floematici). La discriminazione isotopica sugli zuccheri
solubili e stata inoltre proposta come tecnica alternativa per all’analisi on-line per
determinare la conduttanza del mesofillo.

In conclusione ’analisi isotopica puo fornire informazioni sulla discriminazione isotopica
e sulle risposte eco-fisiologiche delle piante su differenti scale temporali: istantanea
(discriminazione isotopica on-line), di lungo termine (discriminazione isotopica sulla
sostanza secca) e di breve-medio termine (discriminazione isotopica su prodotti
fotosintetici di recente fissazione). Questo aspetto deve essere considerato nel momento in
cui si interpreatno 1 risultati isotopici nell’ambito della storia fisiologica della pianta o
dell’organo analizzato; infatti, ad esempio, eventi di stress idrico di breve durata possono
avere un forte impatto sulla produttivita, senza riflettersi in alcuna variazione significativa
di discriminazione isotopica sulla sostanza secca dei vari organi della pianta (Brugnoli et
al., 1988; Lauteri et al., 1993). Da qui I’esigenza di considerare composti del carbonio a

piu rapido turnover, quali zuccheri solubili fogliari.
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Capitolo 4. L’efficienza di uso idrico.

4.1. Relazioni eco-fisiologiche tra Populus ed efficienza di uso idrico.

La distribuzione naturale e la produttivita del pioppo sono strettamente legati alla
disponibilita stagionale di acqua presente nel suolo. | pioppi nativi dominano gli habitat
ripariali e sono vulnerabili all’aridita prolungata e alle alterazioni della tavola d’acqua
alluvionale. Similmente la crescita di pioppi ibridi intespecifici, considerevole fonte di
biomassa per energia e fibra, puo essere limitata dai deficit stagionali di acqua del suolo.
Le risposte fisiologiche ai water deficit differiscono sia tra le specie che tra gli ibridi
interspecifici del genere Populus; per esempio gli stomi di P. trichocarpa sono
tipicamente insensibili al decrescere del potenziale idrico della foglia e restano aperti a
valori molto bassi mentre in P. deltoides gli stomi chiudono rapidamente come risposta al
decrescere del potenziali idrico fogliare. Le risposte stomatiche degli ibridi interspecifici
oscillano invece dai valori intermedi all’aumento rispetto alle risposte fisiologiche dei
rispettivi parentali. Forti correlazioni esistono anche tra la chiusura stomatica e la riduzione
della crescita fogliare, della superficie totale della foglia e del volume del fusto (Braatne et
alii, 1992).

Lo studio della composizione isotopica del carbonio (5'3C) dei tessuti vegetali & stato
sviluppato al fine di misurare 1’efficienza di uso idrico (water use efficiency WUE), a causa
della forte correlazione tra §°C ¢ WUE. In particolare I’efficienza di uso idrico istantanea
(instantaneous WUE, WUE; = A/E) ¢ calcolata dividendo il tasso fotosintetico per quello
di traspirazione (Zhang et alii, 2004). L’economia dell’azoto e dell’'uso idrico nella
fotosintesi sono inestricabilmente legate alla loro mutua dipendenza con la conduttanza
stomatica (gs). La chiusura stomatica incrementa i valori di WUE ed é direttamente legata
alla traspirazione, sebbene abbia un effetto inferiore sulla fotosintesi e nessun effetto sulla
quantita di azoto fogliare, almeno nel breve termine (Warren and Adams, 2006).
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4.2. Relazioni tra efficienza di uso idrico e isotopi del carbonio.

Per molti anni si é ritenuto che nelle piante le relazioni tra efficienza di uso idrico e
marcatura degli isotopi del carbonio fossero lineari, ma studi recenti hanno evidenziato
come tali relazioni siano piu complesse e meno “scontate”. Il rapporto Ci/C, riflette il
bilancio tra assimilazione netta (A) e conduttanza stomatica per I’anidride carbonica (gs) e
inoltre va anche ricordato che la conduttanza relativa al vapore acqueo (gsw) € legata a gsda
un fattore costante pari a 1,6. Il rapporto A/gs, € definito come efficienza di uso idrico
intrinseca (Wy 0 W;) ed € spesso utilizzato negli studi eco-fisiologici per definire trend a
lungo termine relativi all’assunzione di carbonio e alla perdita idrica nelle piante. La

discriminazione isotopica risulta legata a Wy

Wg]]in = A/gsw = Ca /16 (b' A||n/b'a)

Ajin=a+ (b-a) CilC,

Tale modello lineare spesso perd sovrastima la discriminazione e sottostima I’efficienza di
uso idrico; risulta quindi necessario un approccio accurato nei vari casi in quanto ad
esempio ’efficienza di uso idrico istantanea (W, rapporto tra I’assimilazione netta e acqua
traspirata dalla pianta) non € uguale a W; e questo risulta interessante perché nel contesto
dei cambimenti climatici W & un modo piu adatto di studiare il bilancio idrico a livello di
foglie, pianta o ecosistema dal punto di vista atmosferico (Seibt et al., 2008)

La conduttanza del mesofillo e la concentrazione di carbonio all’interno del cloroplasto
(Cc) giocherebbero un ruolo molto importante nell’espressione del A del materiale fogliare.
Si puo semplificare affermando che le condizioni ambientali hanno effetti a breve termine
sul A delle piante poiché, se la domanda evaporativa € alterata da temperatura o umidita
atmosferica, le piante generalmente rispondono aggiustando la conduttanza stomatica (gs),
che porta a variazioni del rapporto Ci/C,. L’ambiente ha anche effetti a piu lungo termine
sulla discriminazione nelle piante in quanto la grandezza e la struttura fogliare possono
adattarsi all’aridita e quindi quest’ultima puo alterare la conduttanza del mesofillo e

conseguentemente il rapporto C/C,.
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Capitolo 5. I cloni Poli e 58-861: bibliografia recente.

5.1. Tolleranza alla siccita.

I cloni di pioppo nero Poli e 58-861 rappresentano due genotipi contrastanti, provenienti da
ambienti differenti: il primo dal Sud Italia nei pressi del Mar lonio e vicino al fiume Sinni,
mentre il secondo dal Nord lItalia, presso le Alpi Italiane e al fiume Dora Riparia (per
ulteriori caratteristiche si rimanda ai materiali e metodi nella parte sperimentale del
presente elaborato). La limitazione idrica € uno dei fattori cruciali che limita la crescita
delle piante e che tende ad aumentare in prospettiva dei cambiamenti climatici globali; tale
limitazione e alla base di studi recenti sui parentali della tesi e in particolare del tasso
fotosintetico e dei carboidrati non strutturali (TNC) relativi ad essi. La crescita di 58-861 €
inibita dalla limitazione idrica, cosa che non avviene in Poli (Regier et al., 2009); & dunque
il primo indicatore della potenziale tolleranza alla siccita da parte del clone Poli. In
particolare vi ¢ diminuzione dell’altezza nella pianta, del diametro del fusto e della
biomassa totale ma si nota che la crescita radiale tende a diminuire prima dell’altezza. 11
rapporto radici/fusto in 58-861 in situazioni idriche limitanti tende a diminuire rispetto a
piante ben irrigate (anche la biomassa radicale risulterebbe ridotta in tali condizioni) ma gli
esperimenti condotti potrebbero essere stati influenzati dalla grandezza dei vasi utilizzati.
Per quanto riguarda il tasso fotosintetico esso risulta affetto maggiormente dallo stress
idrico nel caso di 58-861 che in quello di Poli, per cui cio spiegherebbe la ridotta crescita
nel 58-861 limitato idricamente. Risulta quindi probabile che il genotipo del Nord presenti
un consumo idrico maggiore del suo “opposto” e che questo possa portare ad’essiccazione
del suolo pit rapida.

Gli scambi gassosi fogliari sono influenzati rapidamente in 58-861 rispetto a Poli e questo
e dovuto presumibilmente alla chiusura stomatica, una delle prime risposte allo stress
idrico. In Poli si assiste comunque a una diminuzione del tasso fotosintetico alla fine degli
esperimenti forse a causa dell’accumulo di fotosintetati. La densita stomatica del genotipo
Poli ben irrigato risulta inferiore a quella del 58-861 analizzato nelle stesse condizioni di
crescita; si tratta di un meccanismo che contrasta la perdita di acqua nella pianta. La ridotta
densita stomatica constatata nel 58-861in condizioni di buona irrigazione é resa possibile

dall’aumento in grandezza delle cellule epidermiche, cosa riscontrata anche in Arabidopsis
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(Yu et al., 2008). Inoltre le rime stomatiche di Poli risultano significativamente piu lunghe
di quelle del 58-861. E’ noto il caso della pianta di pomodoro che ha mostrato stomi grandi
e poco numerosi nelle cultivar tolleranti alla siccita rispetto a quelle suscettibili (Kulkarni e
Deshpande, 2006); va precisato che Poli presenta una densita stomatica ancora piu bassa
sula superficie adassiale (superiore) della foglia, in accordo con la teoria secondo cui le
piante che crescono in climi caldi e asciutti presentano stomi soltanto sulla superficie
abassiale (inferiore) al fine di ridurre la traspirazione. Infine Poli presenta foglie piu sottili
rispetto a 58-861, un comune adattamento delle piante originarie di ambienti xerici rispetto

a quelle che crescono in ambienti mesici (Kubiske et Abrams, 1992).

5.2. Tolleranza al Cadmio.

La possibilita di utilizzare piante forestali per decontaminare i siti inquinati ha ricevuto una
particolare attenzione negli ultimi anni; in particolare le Salicacee sono state indicate come
ottimi candidati del fitorimedio, grazie alle caratteristiche di crescita e coltivazione. Il
pioppo diventa cosi una pianta che nell’ottica della SRC (Short Rotation Coppicing,
tecnica colturale basata su ricorrenti tagli alla base del tronco) puo rendersi efficiente nella
decontaminazione dei suoli dal Cadmio. Il confronto sperimentale tra i cloni di pioppo nero
Poli e 58-861 ha portato a stabilire che i due genotipi hanno un comportamento
contrastante: 58-861 mostra un’efficienza di traslocazione bassissima se si considerano
anche altri genotipi di pioppo, mentre al contrario Poli risulta avere la piu alta.

Il dato interessante é che i due genotipi del Nord e Sud Italia hanno la medesima capacita

di bioconcentrazione di Cadmio (Zacchini et al., 2008)

5.3. Effetti del deficit idrico.

29



La prolina rappresenta un importante aminoacido che gioca un ruolo nella risposta delle
piante e nel loro adattamento allo stress idrico. E’ stato accertato che la sua concentrazione
risulta in aumento nelle foglie e nelle radici degli arbusti mediterranei in condizioni di
stress cosi come nei pioppi in condizioni di stress osmotico (Watanabe et al., 2000).
Inoltre, la prolina risulta essere un osmoprotettore, in grado di mitigare gli impatti della
siccita e del sale nelle piante superiori. Molti genotipi di pioppo sembrano differire nelle
loro risposte allo stress idrico attraverso 1’acido abscissico (ABA) (Cochard et al., 1996) e
83C, un potente strumento per investigare sul bilancio tra fotosintesi e conduttanza
stomatica nelle piante C3.

A causa della rapida crescita nel pioppo la richiesta di acqua cresce tanto quanto 1’aumento
di dimensioni e cio puo indurre uno stress in condizioni di siccita. | dati ottenuti (Cocozza
et al., 2010) suggeriscono che il clone Poli & piu reattivo allo stress idrico, laddove 58-861
e piu tollerante alle condizioni di siccita. In ambo i genotipi le concentrazioni di prolina
riscontrate nelle foglie sono inferiori rispetto a quelle di altre specie soggette a deficit
idrico come Pinus taeda o Eucalyptus globulus. 1l ruolo principale dell’ABA é quello di
portare alla chiusura stomatica per prevenire la perdita di acqua, aumentando la
concentrazione fogliare; sebbene le differenze tra i due genotipi contrastanti di pioppo nero
risultino statisticamente significative, non sono molto forti. La concentrazione di ABA nel
58-861 ¢ costantemente piu alta al di 1a dell’eta fogliare; in Poli ’accumulo di ABA ¢
temporalmente diverso, ovvero avviene maggiormente all’inizio dello stress idrico
(indotto) e nelle foglie piu mature vi &€ una concentrazione superiore che in quelle giovani
(Cocozza et al., 2010). Le differenze sul contenuto fogliare di prolina nei due genotipi
presentano le stesse differenze riscontrate nell’ABA, ovvero nessuna differenza
significativa nei due genotipi e nemmeno tra foglie giovanili e mature di entrambi, eccetto
nel caso Poli, nelle cui foglie pit vecchie (formatesi prima) la concentrazione di prolina
aumenta consistentemente in caso di stress. | due cloni hanno inoltre differenti
composizioni isotopiche del Carbonio 13, dalle quali risulta un Poli acclimatato alle
condizioni mediterranee e 58-861 alle condizioni temperate del Piemonte. I valori di §°C
nel genotipo settentrionale crescono rapidamente con l’insorgere dello stress idrico,
mostrando una chiusura degli stomi precoce rispetto a Poli, che non mostra variazioni

significative della composizione isotopica analizzata nelle diverse condizioni di normalita
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e stress. Dunque il genotipo meridionale potrebbe non percepire queste condizioni
induttive di stress (Cocozza et al., 2010). Entrambi i cloni mostrano valori di 8°C (che
secondo il modello di Farquhar possono relazionarsi alla conduttanza stomatica o alla
fotosintesi) superiori nelle foglie giovanili: gli effetti legati all’eta sulla discriminazione
isotopica del carbonio possono essere attribuiti a cambiamenti fisiologici relativi allo
sviluppo strutturale durante la maturazione (Marshall e Monserud, 1996). Le differenze
relative all’acido abscissico e al 8C devono essere ragionevolmente ascritte a un

comportamento stomatico opposto nei due genotipi (Cocozza et alii, 2010).

Parte Sperimentale
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Capitolo 6. Obiettivi della sperimentazione.

L’attivita di ricerca si divide in tre set. Due riguardano lo studio dei cosiddetti “parentali”
(cloni Poli e 58-861 di pioppo nero) dal punto di vista strettamente eco-fisiologico per
ciascuna delle stagioni vegetative (2008-2009), al fine di studiare il fenomeno della
plasticita temporale. 1l terzo set di attivita riguarda lo studio multisito Viterbo-Cuneo ed
include I’utilizzo della generazione F1 oltre ai due genotipi contrastanti (parentali).
Quest’ultimo set ha avuto come obiettivo lo studio della plasticita spaziale.

Nel 2008 si e proceduto prevalentemente a misurazioni di laboratorio che potessero fornire
le indicazioni principali sulla componente plastica utilizzando un set di strumentazione
molto cospicuo, che approfondisse anche le conoscenze a livello microscopico. Si € inoltre
proceduto all’individuazione di un periodo favorevole al sampling di piu vaste popolazioni
di pioppo nero seguendo le indicazioni dei WPs del progetto NOVELTREE.

Nel 2009 I’obiettivo principale del protocollo sperimentale ¢ stato quello di valutare le
misure in campo, integrando le misurazioni di carattere eco-fisiologico effettuate sui
parentali per fornire un profilo della canopy. Dunque il doppio obiettivo di migliorare le
conoscenze sulla plasticita (intesa nel nostro studio come acclimatazione stagionale)
ottenute nell’anno precedente e valutare lo stesso concetto rispetto al profilo verticale: si
determina cosi la stabilita degli individui con I’invecchiamento in un ambiente di luce.

La valutazione multisito ¢ stata effettuata sempre nell’anno 2009, nel mese di luglio e
precisamente in due settimane molto prossime, al fine di ottenere stime molto precise della
plasticita spaziale. Tale valutazione € stata caratterizzata dalla morfologia fogliare e
dall’efficienza di uso idrico stimata attraverso 1’uso di isotopi stabili del carbonio. Lo
studio fornisce risultati preliminari gia in grado di chiarire o confermare alcuni aspetti
legati al confronto spaziale degli impianti sperimentali.

Tutti i set di ricerca permettono inoltre un confronto tra i due genotipi che implementa le
caratteristiche gia evidenziate nella piu recente bibliografia relativa ai due genotipi in
esame.

Infine I’individuazione di strutture stomatiche macroscopiche ha fornito la possibilita di
ampliare il corpus dell’attivita di ricerca, approfondendo la tematica attraverso lo studio

bibliografico e 1’applicazione sperimentale. Tale tematica, che tende a figurare come uno
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spin-off del lavoro svolto dal candidato, potra senz’altro avere nuove e piu vaste

prospettive di ricerca.
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Capitolo 7. Attivita sperimentale 2008: plasticita temporale.

7.1. Premessa.

Specie come il pioppo nero, caratterizzate da una crescita continua, possono acclimatarsi in
condizioni ambientali variabili durante la stagione vegetativa, attraverso modificazioni dei
parametri morfologici e fisiologici. In particolare, ha molta importanza 1’acclimatazione
(Tricker et al., 2004), rispetto all’aumentare della domanda evapo-traspirativa e alla
disponibilita di acqua; questo aspetto, unitamente alla valutazione del responso (norma di
reazione) al variare del gradiente ambientale nel corso della stagione vegetativa potra darci
una misura della plasticita fenotipica. In tale prospettiva, ogni generazione di foglie diventa
una sorta di valvola che regola 1’efficienza di uso idrico dell’intera pianta e che determina
la plasticita a breve termine di un certo genotipo a differenti condizioni ambientali. Il
principale obiettivo dell’attivita sperimentale 2008 ¢ quello di accertare le variazioni
stagionali sulle caratteristiche morfologiche e fisiologiche delle foglie in due genotipi
contrastanti di Populus nigra L. cresciuti in un ambiente comune. L’attivita sperimentale
2008 ha come principale target dimostrare che la plasticita stagionale (a breve termine)
delle caratteristiche morfologiche e fisiologiche potrebbe giocare un ruolo rilevante per un
genotipo a crescita continua con implicazioni dirette nelle strategie di breeding.

7.2. Materiale vegetale.

I genotipi monitorati all’interno dell’impianto sperimentale sono costituiti da materiale
appartenente a collezioni di germopalsma del DISAFRI (Dipartimento di Scienze
dell’Ambiente Forestale e delle sue Risorse) dell’Universita della Tuscia. Da queste
collezioni sono stati selezionati due individui (ortet), uno di sesso maschile e uno di sesso
femminile, attraverso 1’incrocio dei quali si ¢ prodotto, tramite seme, il materiale dal quale
sono state ricavate le talee legnose (ramets) da utilizzare nell’impianto.

L’esperimento ¢ stato eseguito utilizzando talee di 25 cm di lunghezza ottenute da due
genotipi di pioppo nero Poli e 58-861 (Fig. 1). Il primo € il parentale maschio proveniente
da Policoro (MT, Sud Italia, Alt. 7 m, 40° 09'N, 16° 41'E; precipitazioni medie stagionali

116 mm; temperatura media stagionale 29.3°C) mentre [’altro ¢ il parentale femmina
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proveniente dalla Val Cenischia (TO, Nord lItalia, Alt. 597 m , 45° 09'N, 07°01'E;
precipitazioni medie stagionali 315 mm; temperatura media stagionale 25.7°C; Fig. 2). |
due parentali furono scelti in base alla diversa origine geografica nonché per la divergenza
dei caratteri morfologici. Nell’aprile 2008 una famiglia full-sib di genotipi, includente i
due parentali e la generazione F1 degli stessi, fu impiantata in un campo della Azienda
Didattico Sperimentale “Nello Lupori” in Viterbo (Alt. 309 m, Centro Italia, 42° 25' N, 12°
05' E; precipitazioni medie stagionali 268 mm; temperatura media stagionale 23.3°C). Il
sito sperimentale, la cui superficie e di 0.1230 ha, presenta una distanza inter-fila di 2,00 m
e una distanza di 0.75 m tra un individuo e un altro, € costituito da un layer fatto di sabbia
(57.5%), limo (34.6%) e argilla (7.9%) a sua volta caratterizzato da un pH pari a 7.1.

I1 block design complessivo dell’impianto ¢ costituito da 5 blocchi ognuno contenente 165
cloni della F1 (8 mancano 0 non sono stati presi in considerazione essendo vitali meno di 3
repliche) e 2 coppie di parentali (Poli e 58-861): il numero totale di elementi della
piantagione € dunque stimato essere di circa 800 elementi. Le due file di bordo laterali
sono costituite da cloni di pioppo nero e precisamente dai genotipi Basento, Paglia e Stura;
a completare il set d’impianto risultano i1 genotipi Ticino nord, Ticino Sud e alcuni
esemplari di pioppo bianco. Durante la realizzazione dell’impianto alcuni esemplari
costituenti le file di bordo furono sostituiti con lo stesso clone oppure con cloni di parentali
randomizzati. L’impianto ¢ stato irrigato subito dopo la realizzazione e per ottenere una
stabilizzazione ottimale del sito sono stati utilizzati erbicidi di terza classe e una

zappettatura manuale (Fig. 3).
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7 om?

Fig. 1. Confronto tra due foglie mature di 58-861(a sinistra) e Poli (a destra).

Fig. 3. Fasi di preparazione impianto a Savigliano (a sinistra) e a Viterbo (a destra).
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7.3. Misure sperimentali.

Le misure sperimentali furono eseguite durante la stagione vegetativa, dalla seconda meta
di giugno 2008 alla prima meta di settembre del medesimo anno, divise in 5 sessioni di
lavoro della durata cadauna di 15 giorni circa (June 11, July I, July 11, August Il, September
I). La temperatura media della stagione vegetativa era intorno ai 22.89 °C (temperatura
minima media 15.95°C ; temperatura massima media 30.13°C).

Misure morfologiche preliminari della lunghezza fogliare dalla posizione apicale alla
completa maturita indicarono che il periodo in cui la foglia smetteva di allungarsi
(maturita) era di circa 10 giorni; le foglie giovani completamente estese furono considerate
in “posizione 0” e da tale posizione le foglie erano contato verso la base. Fu inoltre
osservato che intorno alla “posizione 10” si completava la maturita della foglia in esame.
Le misure sperimentali furono eseguite su 20 repliche di parentali in ciascuna sessione di
lavoro sopra menzionata ed € possibile dividerle in 2 parti: lo studio morfologico per
stabilire le dinamiche relativa la crescita fogliare e le misure eco-fisiologiche attraverso
I’utilizzo di una strumentazione. Inoltre le foglie campionate furono portate in laboratorio
per le osservazioni al microscopio e I’analisi elementare. Le attivita sperimentali furono
completate dalla procedura di estrazione di zuccheri solubili e dalle analisi degli isotopi
stabili del carbonio.

Le misure morfologiche furono eseguite in tutte le sessioni di lavoro programmate, eccetto
per quella di “June II”’; per ogni replica fu considerata una singola foglia di luce e seguita
in tutta la sua ontogenesi fino alla completa maturita, misurando ogni due giorni i seguenti
parametri: lunghezza massima, larghezza massima e lunghezza del picciolo. Anche la
posizione delle foglie fu osservata.

Le osservazioni eco-fisiologiche furono caratterizzate principalmente da due fasi: le misure
degli scambi gassosi tramite LI-6400 (LI-COR Inc., Nebraska U.S.A) (Fig. 4) sulle foglie
mature gia soggette alle misurazioni morfologiche e le misure con il porometro LCA-4
(ADC Limited, England) sulle foglie mature vicine a quelle misurate con LI1-6400. Inoltre
nella singola sessione di lavoro “July II”” pochi campioni di foglie furono prelevati prima
dell’alba per la misura del potenziale idrico.

Le misure con il LI1-6400 furono ottenute in due giorni, prelevando il materiale in fase pre-
dawn; le foglie furono recise direttamente in provette riempite di acqua per evitare il

processo di cavitazione e sistemate nelle provette stesse furono poi trasportate in
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laboratorio attraverso un frigo portatile., Le misure con LI-6400, effettuate in condizioni
standard (Tab. 1) cominciavano dopo un arco di tempo in cui le foglie di ambo i genotipi si
erano reidratate: lo strumento fu programmato per registrare gli scambi gassosi e le curve
Ci, considerando 11 differenti punti corrispondenti a valori di CO, reference in ppm: 380,
300, 250, 200, 100, 50, 0, 380, 550, 800, 1000. In questo modo si & proceduto al calcolo di
Vcemax e Jmax (Long and Bernacchi, 2004). Dopo ciascuna misura le foglie sono state
scansionate (Scan Express A3 USB, Mustek) ottenendo cosi JPEG files analizzati poi con
il software Sky Leaf version 1.11 (Skye Instruments Ltd., UK) per calcolare misure
morfologiche, ovvero perimetro, area, lunghezza massima e larghezza massima. Prima di
procedere all’analisi tramite Skye Leaf furono calcolati “scaling factors” riferiti alle
immagini utilizzando un campione noto di 15 cm?.

Le foglie analizzate furono tagliate in due parti lungo la nervatura centrale; la prima fu
misurata da un area meter portatile LI1-3000 (LI-COR Inc., Nebraska U.S.A.) poi seccate in
una stufa (KW s.r.l, Italy ), alla temperatura di 40°C per almeno due giorni. I campioni
seccati furono pesati con una bilancia di precisione Precisa (PAG Oerlikon AG, Zurich
Swisse) (Fig. 5) e successivamente assegnati all’analisi degli isotopi stabili del carbonio
(8'3c/8*C).

L’altra meta fu destinata all’analisi microscopica. Impronte della superficie superiore
(adassiale) e inferiore (abassiale) furono ottenute utilizzando vernice trasparente (Plastivel)
e un tape. | campioni abassiali furono presi soltanto su una parte del pool totale di foglie
analizzabili, sebbene fu considerato un uguale numero di campioni per i due genotipi.
Tutte le impronte, dalla zona apicale a quella basale parallela alla nervatura centrale,
furono fissate su slides di vetro (Carlo Erba, Milano) ed esaminate con un microscopio
Leica DM4000B connesso a una camera Leica DFC420 ad un ingrandimento di 200x. LAS
(Leica Application Suite) software fu utilizzato per analizzare le immagini salvate dalla
precedente osservazione, ricavando i seguenti parametri per entrambe le pagine fogliari:
densita stomatica, indice stomatico e lunghezza della rima stomatica. Per fare questo
furono scelte a caso tre aree (apicale, media e basale) di 94164 umz ognuna su ogni slide.
Le misure col porometro LCA-4 furono ottenute in 2 fasce orarie del giorno (10-12 a.m. e
2-4 p.m.) sulle 20 repliche di parentali ogni volta. Alla fine della sessione, intorno alle 7
pm, le foglie i cui scambi gassosi furono misurati in condizioni naturali, furono tagliate e

destinate all’estrazione degli zuccheri solubili.
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Un totale di 60 campioni fu destinato all’estrazione degli zuccheri; in particolare si trattava
di 20 campioni (2 coppie di genotipi per 5 blocchi d’impianto) per ognuna delle seguenti
sessioni: 08/07/2008 (June Il-July 1), 30/08/2008 (August I1) and 17/09/2008 (September
I). Le foglie prelevate cosi a fine giornata furono immediatamente congelate e macinate
con mortaio e pestello per ottenere una polvere omogenea anche mediante utilizzo di azoto
liquido. Circa 200 mg di questa polvere furono utilizzati per la procedura di estrazione
(Brugnoli et al., 1988) tenendo in continua agitazione i campioni in 12 ml di acqua per 50
minuti a temperatura ambiente tramite un agitatore (KS125 basic, Ika Labortechnik).
Successivamente i campioni furono centrifugati a 4000 RPM per 25 minuti a 3°C e il
supernatante, inclusi tutti i composti solubili in acqua, fu purificato utilizzando resine a
scambio anionico e cationico (Dowex 1, Dowex 50WX8-100, Sigma Aldrich) per separare
gli zuccheri solubili rispettivamente da aminoacidi e acidi organici. Prima dell’utilizzo le
resine furono sottoposte a lavaggio diverse volte. Infine furono utilizzate piccole colonne
riempite di lana di quarzo e resine.

La soluzione di acqua (circa 12 ml) contenente il pool degli zuccheri solubili fu congelata a
-80° e poi liofilizzata per estrarre tutta l'acqua presente senza alterare il rapporto isotopico
del carbonio presente degli zuccheri stessi. Degli zuccheri cosi ottenuti si & poi prelevata
una quota idonea (circa 0.3-0.4 mg) al range di funzionamento del sistema GC-IRMS (Gas
Chromatography-Isotopic Ratio Mass Spectrometer). 1l sistema GC-IRMS é costituito da
un Analizzatore Elementare CARLO ERBA NA1500 accoppiato ad uno Spettrometro di
Massa per il Rapporto Isotopico modello ISOPRIME GV. Per stabilire in che rapporto i
due isotopi del C (5'3C/86%C) sono presenti nei campioni di zuccheri questi vengono
sottoposti a combustione nell'Analizzatore Elementare a 1050°, la CO, risultante viene
inviata allo Spettrometro di Massa che rivela le abbondanze delle molecole di CO,, le quali
tipicamente hanno massa 44, 45 e 46; dai rapporti tra queste (45/44 e 46/44) si pud
calcolare il rapporto isotopico dei due isotopi stabili del C (5*3C/8*2C) dei campioni
analizzati. Il modello dell'analizzatore per 1’analisi degli elementi carbonio e azoto ¢ NC
soil Analyser, FlashEA 1112 series (Thermo Electron Corporation, USA). | campioni
precedentemente tritati sono stati seccati a 50 °C; per ogni analisi sono stati utilizzati 15

mg di campione.
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Fig. 5. Leaf Area Meter Li-3000 (a sinistra) e bilancia di precisione Precisa (a destra).

VPD,_. (hPa) 116+ 0.07
T, (°C) 2561 £0.25
PPFD (umol m? s') 1499.94 +£0.02

Tab. 1. Condizioni standard per le misure effettuate con LiCor 6400 a cui furono sottoposti
tutti i campioni fogliari analizzati.
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7.4. Analisi statistica.

Per I’analisi statistica ¢ stato utilizzato il software SYSTAT 12 (Systat software, Chicago,
IL). Si e proceduto prima a classificare i valori in quattro categorie: morphology,
microscopy, physiology e plant features. Al fine di confrontare la variazione nel tempo dei
parametri individuati nelle coppie genotipiche, i dati numerici sono stati convertiti in una
scala percentuale in modo tale da essere preliminarmente confrontati tramite grafici “box
and whiskeries” (non mostrati). Il confronto ¢ stato effettuato utilizzando sia i dati puri che
le medie ottenute per ciascuna work session, eliminando eventualmente i “far-outlayer” piu
anomali. Successivamente si ¢ proceduto all’analisi parametro per parametro in ciascuna
delle quattro categorie con un modello generale lineare (GLM), confrontando i valori
secondo le date, i genotipi e la post-hoc analysis su data vs. genotipi. | test utilizzati sono
stati quelli di Tukey honestly significant difference (HSD), Fisher Least Significance
difference (LSD) e Bonferroni. Si ¢ infine proceduto all’elaborazione di una matrice di
correlazione semplice per comprendere le relazioni tra i parametri, includendo cosi tutta la

variabilita espressa dai genotipi.

7.5. Risultati.

Sviluppo fogliare e posizione. Differenze significative tra Poli e 58-861 (0.001 < P <
0.05) a livello di sviluppo fogliare confermano le caratteristiche opposte dei genotipi
selezionati in via preliminare nel lavoro di ricerca (Tab. 2, Fig. 6a). Attraverso i parametri
fogliari (lunghezza massima, larghezza massima, lunghezza del picciolo e prodotto LxW) e
possibile evincere che il genotipo Poli raggiunge posizioni piu alte sul fusto ma soprattutto
raggiunge il massimo sviluppo fogliare prima del genotipo 58-861 (Fig. 6a, 7). La foglia
tra la 10ma e 13esima posizione, contando dalla foglia “0” ovvero la prima totalmente
espansa a livello apicale in accordo con le considerazioni sul calcolo del Plastochron Index
(Erickson e Michelini, 1957), potra considerarsi come foglia matura; questo risultato sara
considerato nel sampling relativo al confronto spaziale della plasticita (Capitolo 9). I
parametro “Lenght x Width”, utilizzato per la stima dell’incremento dello sviluppo fogliare
fornisce ulteriori indicazioni (Fig. 6b) ma sara piu approfonditamente valutato nella

sezione relativa ai risultati delle misure morfologico fogliari.
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Caratteristiche morfologiche. Differenze significative si riscontrano tra i genotipi per
tutti i parametri, eccetto per LMA e il tasso relativo di crescita fogliare (Tab. 3, Fig. 8), con
58-861 avente foglie piu grandi di Poli. Tali caratteristiche presentano un incremento
lungo la scala temporale stagionale soprattutto tra la prima e la seconda parte di essa; lo
stesso pattern é riscontrabile in tutti i parametri fogliari relativi alla morfologia, sebbene
meno marcato nel caso di LMA. Nello sviluppo fogliare calcolato in base all’incremento
percentuale del prodotto LxW (Fig. 6b) si nota una stabilita da parte del genotipo
settentrionale 58-861 rispetto al decremento del genotipo meridionale Poli nella seconda
parte della stagione (Fig. 8).

Caratteristiche stomatiche. | parametri abassiali, eccetto il coefficiente di variazione
della lunghezza della rima stomatica presentano differenze significative con il genotipo
Poli, avente densita inferiori e lunghezza della rima superiore rispetto al genotipo 58-861,
che mostra peculiarita opposte; nel caso dei parametri adassiali la sola lunghezza della
rima stomatica risulta significativamente differente nei due genotipi, con valori medi
superiori in ambo i genotipi rispetto al caso della lunghezza stomatica abassiale (Tab. 4,
Fig. 9). Lungo il corso della stagione vegetativa non risultano rimarcabili differenze tra le
caratteristiche stomatiche misurate (Tab. 4).

Caratteristiche fisiologiche. Sono state analizzate sia caratteristiche in condizioni
standard di laboratorio (vedi Tab. 1) che sul campo (isotopi stabili del carbonio e contenuto
fogliare di azoto e carbonio). Solo la capacita foto sintetica (Vcmax ) risulta essere il tratto
fisiologico calcolato in laboratorio distintivo tra i due genotipi con valori medi riscontrati
nel corso della stagione superiori nel genotipo settentrionale 58-861 rispetto a Poli (Fig.
10a). Inoltre i pattern stagionali vedono un incremento da parte di Poli per quanto concerne
assimilazione e conduttanza stomatica, sebbene il rapporto tra questi due parametri
(efficienza di uso idrico intrinseca, W;) vede un incremento del 58-861 con Poli mantenere
valori costanti (Fig. 10a). L’efficienza di uso idrico istantanea (W; = A/E) risulta avere lo
stesso trend stagionale nei genotipi comparati (Fig. 10a). Pur non essendoci differenze
significative tra i genotipi, mediamente 58-861 traspira di piu come evidente soprattutto ad
inizio stagione; stesso discorso per quanto riguarda la conduttanza stomatica (Fig. 10a). |
dati fisiologici “da campo” presentano differenze significative tra genotipi nell’analisi
isotopica del materiale fogliare secco e degli zuccheri solubili, sebbene tali dati vadano

presi con cautela mancando di 2 sessioni stagionali (June 11 e July I1). Anche la percentuale
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di azoto fogliare é significativamente diversa in Poli e 58-861, con valori piu elevati nel
genotipo settentrionale (Tab. 5, Fig. 10a e Fig. 10b). Esclusi gli isotopi stabili di zuccheri
solubili e pellet nonché la percentuale del carbonio fogliare, tutti i parametri fisiologici
subiscono delle variazioni significative nel corso della stagione. Il Carbonio 13 associato al
materiale fogliare secco presenta due trend completamente differenti nei due genotipi: in
diventano meno negativi per la prima meta della stagione per poi diminuire nella seconda
parte, con valori piu stabili (Fig. 10b). Nel caso del contenuto fogliare di azoto si rileva lo
stesso pattern stagionale nei due genotipi di pioppo nero, con un decremento nella seconda
parte della stagione, proprio quando i valori di 58-861 risultano significativamente
superiori a quelli di Poli. Diversamente dal caso dell’azoto, nel contenuto di carbonio
fogliare non si denota un particolare trend nei due genotipi, sebbene i valori medi di 58-
861 siano maggiori tra i mesi di giugno e luglio; il genotipo 58-861 sembrerebbe subire un
decremento mentre il genotipo Poli manterrebbe stabili i propri valori. Nota: gli scambi
gassosi misurati in campo con il porometro ADC4 non hanno dato risultati da ritenersi
attendibili come nel caso delle misure relative al §*3C degli zuccheri solubili e del pellet.
Caratteristiche della pianta. Tutti i parametri analizzati risultano differenti nei due
genotipi, con 58-861, generalmente pit imponente del corrispettivo meridionale, eccetto
per quel che riguarda il tasso di accrescimento del diametro misurato a 20 cm dal suolo
(Tab. 6, Fig. 11). Allo stesso modo i1 parametri, escluso I’ RGR a 100 cm subiscono
significative variazioni nel tempo: i trend dell’altezza e del diametro misurato a 20 cm dal
suolo sono simili nei due genotipi mentre nel caso del diametro a 100 cm Poli subisce un
incremento notevole rispetto al 58-861 nella seconda meta della stagione (Fig. 11).
L’accrescimento del diametro del fusto misurato a 100 cm ¢ stabile in ambo i genotipi,
escluso per Poli dove vi € un forte accrescimento ad inizio stagione e valori mediamente
superiori a 58-861 per tutto 1’arco temporale. Discorso simile per il diametro misurato a 20
cm dal suolo, dove in ambo i genotipi vi & un forte accrescimento a inizio stagione (con
valori medi superiori in Poli) per poi stabilizzarsi nella seconda meta (Fig. 11).

Relazioni tra i parametri. E’ possibile notare correlazioni all’interno delle varie categorie
di caratteristiche analizzate (morfologiche, stomatiche, fisiologiche e della pianta) ma in
particolare si notano valori rimarcabili per quanto riguarda il contenuto percentuale di

azoto nella foglia, legato sia all’espansione fogliare (R? = 0.837) e la WUE istantanea (R?
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= 0.746; Tab. 7), nonché alla capacita fotosintetica Vemax (R® = 0.712). Altra relazione
rilevante € a livello stomatico abassiale, ovvero la relazione inversa tra densita e lunghezza
della rima (R? = -0.875). Le misure di °C sono fortemente relazionate alla superficie
fogliare (R? = 0.935), all’espansione fogliare (R? = 0.907), densita e lunghezza della rima
stomatica abassiali (rispettivamente: R? = 0.885; R = -0.839) ma non alla W; ottenuta in
condizioni standard (R? = 0.204). Infine la superficie fogliare correla fortemente con le
caratteristiche stomatiche abassiali di densita (R? = 0.890) e lunghezza della rima (R® = -
0.853) mentre I’ LMA col diametro misurato a 20 cm dal suolo (R* = 0.892) e W, (R* = -
0.864).
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Fig. 6a. Confronto dei parametri fogliari (lunghezza massima, larghezza massima,
lunghezza del picciolo e prodotto di lunghezza per larghezza) nei due genotipi nella
stagione vegetativa 2008: notare che Poli raggiunge la maturita prima di 58-861.
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Fig. 6b. Tasso di crescita fogliare relativo, espresso in percentuale nei due genotipi
contradtanti di pioppo nero (stagione vegetativa 2008).
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Polileaf traits 58-861 leaf traits
Positio - . . B . :
it Lenght Width Petiole LxW Lenght Width Petiole LxW
. (cm) (cm) cm) (em?) (cm) (cm) cm) (cm?)
leaf *0
0 3.65+0.52 | 2.69+0.5* | 1.98+0.3* | 11.20+3.6* 5.01+0.6% 3.97+0.6* 2.7840.32 21.22+5.42
2 4.414+0.52 | 3.55+0.6* | 2.43+0.3* | 16.95+4.8* 6.88+0.4" 6.1340.5% 4.1440.3" 43.39+6.2°
4 5.5740.4* | 4.76+£0.5* | 3.06+0.2% | 27.37+4.52 0.5140.4% 0.5240.7° 5.9740.3" 02.00+9.9b
6 6.3540.3% | 5.68+0.4* | 3.50+0.2° | 36.78+3.7* | 11.43+0.2% | 12.07+£0.6" | 6.96£0.3* | 139.20+9.1"
8 6.6840.2% | 6.07+0.3* | 3.62+0.2% | 41.24+2.6* | 12.22+0.2% | 12.890+0.4% | 7.31+0.3" 158.84+7.0
11 6.8040.2% | 6.19+0.3* | 3.80+0.2% | 42.88+2.3* | 12.41+0.3* | 13.42+0.6* | 7.50+0.2% | 168.28+10.8"

Tab. 2. Valori medi (= s.e.) e differenze significative tra Poli e 58-861 per le
caratteristiche legate all’espansione fogliare (Lunghezza, Larghezza, Lunghezza Picciolo e
prodotto Lunghezza x Larghezza), misurate in ogni singola session di lavoro (2008).
Differenze significative indicate da lettere diverse.
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Fig. 7. Posizione sul fusto raggiunta dalle generazioni fogliari nel corso della stagione
vegetativa 2008.
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Fig. 8. Confronto delle variazioni stagionali delle caratteristiche morfologiche fogliari dei
genotipi (2008). In basso confronto di incremento stagionale nei parametri tasso di
espansione fogliare e tasso di crescita relativo dato dal prodotto Lunghezza x Larghezza.
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Poli Junell July I July IT AugustIl | SeptemberI G D

Lenght (cm) 6.50+0.32 6.60+0.22 [ 6.83+0.3% 7.86+0.2b 7.53£0:3b | Fkdk | kikke
Width (cm) 5.57+0.32 5.31+0.22 5.19+0.12 6.80+0.2b 6.14+0.2b dkok | okskok
Perimeter (cm) 20.68+1% 19.61£0.72 | 20.57+0.88 | 25.16+0.6° | 24.58+0.9b | sk | skkk
Surface (cm?) 19.39+0.62 22.91+12 22.76£22 35.24420 33.12+1° deksk | kel
LMA (g cm?) 64.15+32 64.78+32 69.01+22 91.47+5b 81.85+4b | g | ***
Leaf Exp. (cm?/days) - 1.91+0.12 2.33+0.32 4.59+0.3 4.13+0.32 dekske | skeclkesk
LxW Leat RGR (%0) - 14.06=*12 15.41+0.72 7.57+0.7% 10.71+£0.72 | n.s ek
58-861 Junell July I July IT AugustIl | SeptemberI G D

Lenght (cm) 13.38+0.22 | 12.71+0.32 | 13.87+0.430 | 16.32+0.5b 16.704£0.30 [ okt | skokok
Width (em) 11.1240.42 | 11.58+0.32 | 12.70+£0.50 [ 13.8420.4° | 14.414£0.3 | skt | ook
Perimeter (cim) 44.86+1° 44.88+1° 49.02+23 57.5142° 59.07+1° Aeokok | kskok
Surface (cm?) 1043432 | 104.05+42 [ 119.56+280 [ 158.02+70 | 163.47+£50 | sokek | skokok
LMA (g cm'?) 67.74+22 | 67.55t12 | 72.66%2* | 86.36k20 | O4.33x4b | g | *E
Leaf Exp. (cm?/days) - 9.76+0.62 13.38+]1# 18.92+1b 19.811b | dskk [ koo
LxW Leatf RGR (%) - 16.17+0.72 | 16.73£0.6" | 14.36+£0.8 | 16.11£0.6" | ns. | n.s

Tab. 3. Valori medi

June IlI.
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Le differenze tra i genotipi sono

(= s.e.) e differenze significative tra Poli e 58-861 per le
caratteristiche morfologiche fogliari misurate in ogni singola session di lavoro (2008).
Differenze significative indicate da lettere diverse.
indicate da *** = P < 0.001; n.s. = non significativo. G = confronto tra genotipi. D =
confront temporale nel singolo genotipo. Leaf expansion ed RGR mancano nella sessione
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Fig. 9. Confronto delle variazioni stagionali delle caratteristiche stomatiche dei genotipi
(2008). In basso esempio di incremento stagionale in due parametri (lunghezza della rima
stomatica sia a livello abassiale che adassiale). *** = P < 0.001; * = P < 0.05; n.s. = non

significativo.
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Poli Junell July I July II AugustII September I G D
Abaxial density (n mm-?) - 163.72+£22 | 180.54482 | 157.53£212 | 176.41+6*

Abaxial lenght (pum) - 18.68+0.72 | 18.64+0.32 19.98+12 19.98+0.72

Abaxial CV lenght (%) - 0.1940.03* | 0.17£0.01* [ 0.21+0.03® | 0.17£0.01* | n.s. | n.s.
Abaxial ndex (%0) - 12.13+0.52 | 10.994+0.52 9.72+]12 10.36+0.32 #k | g
Adaxial density (n mm-?) 75.52+42 80.98+32 77.88+32 81.06+42 73.28+32 ns. | ns.
Adaxial lenght (pun) 21.54+£0.42 | 20.55£0.42 | 21.32+0.32 22.33+12 21.30£0.48 | kst |y g
Adaxial lenght CV (%) 0.15+£0.012 | 0.20£0.022 | 0.18+0.022 | 0.22+0.04* | 0.14+£0.01* | ns | n.s.
Adaxial index (%) 5.94+0.32 6.54+0.45 6.01+0.32 6.21+0.3b 5.33£0.22 | n . *
58-861 Junell July I July IT AugustII September I G D
Abaxial density (n mm-?) - 203.19+122 | 213.81+£202 | 201.78+9% 230.68+83

Abaxial lenght (um) - 13.78+0.9% | 15.02+£0.42 | 15.38+0.4% | 14.78+0.32 | skkk | 1y o
Abaxial CV lenght (%) - 0.30+£0.12 | 0.18+0.012 | 0.19+0.022 | 0.20£0.02* | n.s. | n.s
Abaxial index (%0) - 12.24+0.6* | 11.82+0.8* | 11.14+0.42 12.45+0.32 el
Adaxial density (n mm-?) 74.34+32 80.53+42 90.27+42 80.53+3a 84.25+4a ns. | ns
Adaxial lenght (un) 17.38+0.52 | 16.60+£0.42 | 17.70+0.42 | 1836042 | 17.77£0.58 | #**k | g
Adaxial lenght C'V (%) 0.1740.022 | 0.16£0.02 | 0.19+0.042 | 0.15£0.012 | 0.17#0.03* | ns | ns
Adaxial index (%0) 5.95+0.32 5.91+0.32 6.73+0.20 5:57+0:22 5.67£0.22 | ns. | ns.

Tab. 4. Valori medi (= s.e.) e differenze significative tra Poli e 58-861 per le
caratteristiche stomatiche misurate in ogni singola session di lavoro (2008). Differenze
significative indicate da lettere diverse. Le differenze tra i genotipi sono indicate da *** =
P <0.001; ** = P < 0.0l; n.s. = non significativo. G = confronto tra genotipi. D =
confronto temporale per singolo genotipo. | tratti stomatici abassiali mancano nella
sessione June Il.
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Fig. 10a. Confronto delle variazioni stagionali delle caratteristiche fisiologiche in
condizioni standard dei genotipi Poli e 58-861(stagione vegetativa 2008). In basso
confronto dell’ andamento stagionale nei parametri W; (efficienza di uso idrico istantanea,
ovvero rapporto A/E) e W; (efficienza di uso idrico intrinseca, ovvero rapporto A/gs). * =P
<0.05; n.s. = non significativo.
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Poli Junell JulyI July I AugustIl | SeptemberI | G D
A (umol COZm2gt) 17.02+32 20.79+£12 1.7.1:528 18.50+£22 142410 1.8. ek
o, (mol I,0 m2s1) 047£0.12 | 043£0.1° | 027£0.1° | 0.36+0.05° | 0.30£0.1° | 1.5 | **
W; (nmol CO%/ mol H,0) 56.88+11° 55.08+62 68.97+5b 55.47+52 52.88+42 .S, *
E (mol H,0 m2s1) 3.07+1° 3.62+032 | 280+£0.5% | 430£04° | 3.02+03% | pns | *
W (AE) 5.60+0.22 5.86+0.32 6.38+12 4.34+0.2b 4.85+0.20 [ g | ek
Vemax (uunol COZm2st) 82.63+122 104.78+£52 | 86.55+142 89.04+1(7 71.79+42 * *
Jmax (umol e! m? g°1) 208.75+122 [ 2325149 | 273.05430 | 202.36+14%0 | 158.22+6* | s | n.s.
813C dried leaf -29.29+0.12 | -28.94+£0.1% | -28.97+0.3" | -28.29+0.3 [ -28.51+0.20 | sk *
813C soluble sugars - -28.97+0.12 - -27.36£12 [ -28.04+042 | Kk | g
813C pellet - -28.74£0.42 - -27.59+0.3" | -28.78+0.3* | n s. *
Nitrogen (%) 4.56+0.22 4.87+0.12 4.66+0.12 3.60+0.1b 3.18+0.130 | sk | skokok
Carbon (%0) 46.38+0.23 | 46.52+0.5% | 47.36+0.32 | 48.16+0.58 | 47.35£0.28 | g | **
38-861 Junell JulyI July IT AugustIl | SeptemberI | G D
A (umol COZm2 gt 22.53+22 25.31+1b 20.15+42 19.72+62 12.08%130 [ 4y g | ok
o.(mol H,0 m2s7) 0.66£0.12 | 0.61£0.04#8 | 0.30£0.1° | 032+0.1° | 0.21£0.03° | n.s | ***
W; (umol CO%/ mol H,0 ) 41.15+£72 42.46£32 71.12+8° 66.00£7° 61.98+5b ns. | **
E (mol 1,0 mZs7) 4012052 | 447£03%® | 3.34x08% | 4.14£05 | 2.67203% | s | n.s.
W(AE) 5.84+0.42 5.74+0.22 6.60£12 4.84+0.2b 454403 [ s *
Vemax (uunol COZm2gt) 108.97+6 | 118.11%4* | 113.38+8 | 104.98+% 63.55+70 * Hkk
Jmax (umol e! m? g°1) 2139772 | 23243+6* | 268.48+14P | 239.04+2% | 15840+7% | ns | ns.
813C dried leaf -28.13+0.22 | -27.46+0.2Y | -26.79+£0.2b | -27.26£0.3Y | -26.73+0.50 | sk *
313C soluble sugars - -28.01+0.12 - -24.85+0.52 [ -26.98+0.52 | Kk | skkok
S13C pellet - -28.31+0.12 - -20.76£52 | 22742032 | ns. | ns.
Nitrogen (%) 5.04+0.12 5.17+0.12 5.45+0.22 4.54+0.2b 4.40+0.1* Akl [ skl
Carbon (%) 47.1740.32 | 48.01£0.22 | 48242032 | 46.74x1® | 4685£1° | s | ns.

Tab. 5. Valori medi (x s.e.) e differenze significative tra Poli e 58-861 per le
caratteristiche fisiologiche misurate in ogni singola session di lavoro (2008). A differenza
degli altri parametri i dati sugli isotopi stabili del carbonio e sul contenuto di azoto e
carbonio nella foglia non sono stati rilevati in condizioni standard. Differenze significative
indicate da lettere diverse. Le differenze tra i genotipi sono indicate da *** = P < 0.001,
** =P <0.01; * =P <0.05 ns. = non significativo. G = confronto tra genotipi. D =
confronto temporale. Mancano la sessione June 11 e July 11 nel caso del *3C degli zuccheri
solubili e del relativo pellet.
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Fig. 11. Confronto delle variazioni stagionali delle caratteristiche della pianta (stagione
vegetativa 2008). In basso esempio di incremento stagionale del tasso di crescita relativo
al diametro a 20 cm dal suolo. ***= P < 0.001; **= P < 0.01; n.s. = non significativo.
Mancano le sessioni June Il e July | nel caso dell altezza della pianta.

54



Poli Junell July I July II AugustIT September I G D

Diameter 20 (mum) 7.21£0.42 10.26+0.5b 15.55%]2 24.16£1% 28.16+]12 deksk | kskok
Diameter 100" (mum) 1.80+0.12 3.99+0.5b 6.04+0.420 13.95+18¢ 1884412 Akt kskeck
Height (cm) - - 147.82+52 226.88+70 283.00+90 ok dekok
D (em?) - - 57:25x73 481.11+£93% | 1050.3241338 | shskek | shokok
RGR 20" (mm/days) - 0.02+3-32 0.03+2-32 0.01£1-32 0.01£2-32 ns ok
RGR 100" (mm/days) E 006222 | 0032722 | 0.02%13a 0.0333a k| s,
58-861 Junell July I July II AugustIT September I G D

Diameter 20 (mum) 11.05+0.32 15.22+1° 21.86£130 33.65¢1%¢ 40.43+]3d deksk ) skeclok
Diameter 100" (mum) 6.03+0.42 7.50+£0.42 10.56+0.4% 19.39+1% 27.34+£1% Ak ) skeclok
Height (cm) - 188.54+52 303.39+70 381.41+]12% ek deksk
D (em?) - 216.394212 | 1173.124114% | 2957.61+1 808 | skl [ skskok
RGR 20" (mm/days) 0.02+4-32 0.02+£2-32 0.01£1-32 0.01£1-32 ns ok
RGR 100" (mm/days) 0.02+432 | 0.02%273b 0.02%1-3b 0.02+2-3b k| s,

Tab. 6. Valori medi (= s.e.) e differenze significative tra Poli e 58-861 per le
caratteristiche della pianta misurate in ogni singola session di lavoro (2008). Differenze
significative indicate da lettere diverse. Le differenze tra i genotipi sono indicate da *** =
P <0.001; * = P < 0.01; n.s. = non significativo. G = confronto tra genotipi. D =
confronto temporale per singolo genotipo. Mancano la sessione June 1l e July Il nel caso
dell’altezza e del prodotto D*h.
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2008 | tsuri | tmA | LExp RGR | ABstD [ ABpL A g. B w, W, | vemax | D20 513C N
tsurf | 1.000
LMA | 0.427 | 1.000
LExp | 0.991 | 0.530 [ 1.000
RGR | 0.529 | -0.438 [ 0.449 | 1.000
ABstD | 0.890 | 0.213 | 0.858 [ 0.746 | 1.000
ABPL [ -0.853 | 0.044 [ -0.778 | -0.782 [ -0.875 | 1.000

A -0.052 | -0.636 | -0.159 | 0.202 | -0.147 | -0.330 | 1.000

ds -0.168 | -0.544 | -0.260 | 0.042 | -0.219 | -0.226 | 0.867 1.000

E 0.048 | -0.072 | 0.003 | -0.280 | -0.269 | -0.161 | 0.785 0.755 1.000

Wi 0.253 0.137 0.283 0.295 0.280 | -0.046 | -0.363 | -0.722 [ -0.499 | 1.000

W, -0.195 | -0.864 | -0.296 | 0.626 0.078 | -0.200 | 0.454 0.190 | -0.170 | 0.303 1.000
Vemax | 0.076 | -0.627 | -0.032 | 0.321 | -0.023 | -0.405 | 0.952 0.695 0.685 | -0.107 | 0.563 1.000
D20 0.670 0.892 0.755 [ -0.074 | 0.543 | -0.229 | -0.678 | -0.618 | -0.270 [ 0.257 | -0.691 | -0.601 | 1.000
813C 0.935 0.399 0.907 0.471 0.885 | -0.839 | -0.008 | -0.120 | 0.062 0.204 | -0.119 | 0.124 0.601 1.000
N 0.364 | -0.600 | 0.255 0.837 0.469 | -0.709 | 0.599 0.325 0.123 0.231 0.746 0.712 | -0.408 | 0.378 1.000

Leaf Traits

Lenght (cm)

Width (cm)

Perimeter (cm) — -

Surface (co?) Stomatal Traits Dot | Dsast
LMA (g cm?) Abaxial density (n mm?) ns. ns.
Leaf Expansion (cm¥days) ok Ak ok Abaxial lenght (yun) 0. ns.
LxWRGR (%) ns. ke 1.5, Abaxial CV lenght (%) ns. ns. s
§13C dried leaf (%o) Ak * * Abaxial index (%) G n.s. s
§13C soluble sugars (%o) ok ns. dokok Adaxial density (n mm-?) 5. LS. LS.
813C pellet (%o) ns. ¥ LS. Adaxial lenght (pun) it 1.S. .S,
Nitrogen (%) ok ok ok Adaxial CV lenght (%) ns. LS. LS.
Carbon (%) s, i 1.8 Adaxial imndex (%) .3 * LS.
Physiologic Traits G Dpoyi | Dssss

A (umol CO, m? 52) s o ok Plant Traits G

g, (mol H,O m? 52) ns. *k *E® Diameter “20” (numn) ks

W.(=A/g) ns. * ok Diameter “100” (nun) ok

E (mol H,O m?25?) ns. * n.s. Height (cm) ok

W, (=A/E) 5. s ¥ DZh (cm®) R

Vemax (punol CO, m?5%) ¥ ¥ ik RGR *20” (mny/days) ns. ok pe
Jmax (pmol e! m? 52) ns. .S, .S. RGR “100” (mm/days) ks s, 1.S.

Tab. 7a. Principali correlazioni tra i parametri analizzati nella stagione vegetativa 2008
(relazioni tra le medie nelle diverse parti della stagione) e schema riassuntivo delle
differenze nelle diverse categorie di parametri misurati sia per quanto riguarda le
differenze tra genotipi che nei valori data per data nel corso della stagione.
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I TEMPERATURE (Season 2008) ET, (Season 2008)
0 Temp. Med 0
June Il July | July Il Aug | Aug |l Sept | June Il July | July Il Aug | Aug |l Sept |
40

2008 | LMA |DM20| N |Tmax | Tmin | Tmed | Rain | ET, | Rad.
mJ LMA 1.00

30 DM20 | 091 1.00
N 059 042 1.00
20 Tmax | -0.33 -054 019 1.00
Tmin 029 034 047 021 1.00
10 Tmed | 059 072 037 091 042 1.00
RADIATION (Season 2008) Rain 051 064 053 071 082 -066 1.00
0 ET, 083 -0.88 070 066 -0.60 079 -0.88 1.00

Rad. 078 -0.85 067 069 -0.62 081 -0.90 094 1.00

June Il July | July Il Aug | Aug Il Sept |

Tab. 7b. Dati termo-pluviometrici della stagione vegetativa 2008 (valori medi per
sessione) e principali relazioni degli stessi con alcune caratteristiche dei genotipi studiati,
misurate in condizioni naturali.
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7.6. Discussione.

I dati micro e macro-morfologici relativi ai due genotipi di pioppo nero in esame sono
molto eclatanti. Nella seconda meta della stagione tutte le caratteristiche mostrano un trend
in aumento (Fig. 8) compreso il caso del’LMA, parametro sensibile ai cambiamenti
ambientali (Wilson et al., 1999). Specie con bassa LMA sono adattate ad ambienti ricchi di
risorse (Li et al., 2005), ma i due genotipi non presentano differenze significative,
probabilmente perché analizzati in un impianto sperimentale “common garden”. In Tab. 7b
e possibile notare le forti correlazioni tra evapo-traspirazione (ETy), LMA, diametro
misurato a 20 cm d’altezza e azoto fogliare: tutte relazioni che fanno pensare a come lo
status idrico sia influente su struttura fogliare, produzione di biomassa e attivita enzimatica
dei genotipi in esame.

Le differenze tra le caratteristiche stomatiche abassiali e adassiali risultano evidenti,
sebbene non si attestano differenze significative nel corso della stagione (Fig. 9): un
numero inferiore di stomi e stato osservato sulla superficie adassiale delle foglie in ambo i
genotipi ma in particolare nel genotipo Poli sono presenti stomi poco numerosi e di
maggiori dimensioni rispetto a al 58-861 che presenta stomi piu piccoli ma numerosi; tali
differenze risultano marcate a livello abassiale piuttosto che adassiale. Studi recenti
suggeriscono che la regolazione dello sviluppo stomatico come risposta alle variazioni
ambientali & di natura genetica (Woodward et al., 2002); inoltre gli stomi sono in grado di
variare reversibilmente in risposta alle variazioni ambientali (Talbott et al., 1996, 2003).
Ceulemans et al. (1995) hanno proposto che il principale fattore che determina il
miglioramento dell’efficienza istantanea di uso idrico a livello fogliare nel pioppo ¢ la
riduzione dell’apertura stomatica (e dunque della dimensione stomatica) piuttosto che della
densita stomatica ma pochi dati possono confermare tale teoria. Il principio generale ¢
quello che un aumento della densita stomatica permette alle piante sotto buone condizioni
idriche di aumentare la propria conduttanza per gli scambi gassosi e limitare la fotosintesi
quando si necessita di CO; (Schluter et al. 2003); d’altro canto, in alcuni cloni le maggiori
dimensioni stomatiche rendono piu efficiente la regolazione della traspirazione
(Ceulemans et al., 1984). Tale caratteristica non é evidente nel presente studio né a livello
temporale né nel confronto tra cloni, probabilmente a causa della traspirazione misurata in

condizioni standard (Fig. 10a).
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Il confronto con esperimenti in condizioni standard (Regier et al., 2009) mostra che i
valori di densita stomatica abassiale del genotipo 58-861 sono in linea con quelli in
condizioni naturali relativi al presente lavoro (intorno a 200 stomi per mm?); lo stesso
risulta anche per la densita stomatica in Poli (tra 150 e 200 stomi su mm?). Diverso
discorso per le lunghezze stomatiche abassiali, notevolmente superiori in condizioni di
laboratorio (circa 20 um per 58-861 e circa 30 um per Poli). La superficie adassiale, che
vede i genotipi presentare differenze non significative lungo tutta la stagione, ha invece
valori marcatamente dissimili per la densita stomatica (quasi 200 stomi su mm? in 58-861 e
circa 70 mm?in Poli): nel presente lavoro oscillano intorno a valori medi poco piu elevati
di quelli mostrati da Poli cresciuto in vaso (Regier et al., 2009; Fig. 9, Tab. 4). Anche nel
caso della lunghezza della rima stomatica adassiale si riscontrano le medesime differenze
con i dati pervenuti dalla bibliografia recente (Regier et al., 2009): dunque ci aspetteremo
un efficienza di uso idrico superiore in condizioni di laboratorio (Ceulemans et al., 1995).
In particolare il genotipo Poli risulta vicino alle caratteristiche di P. trichocarpa, avente
piccolo numero di grandi stomi (Ceulemans, 1990) e in generale a quelle di P. nigra
secondo alcuni autori (Shreuder et al., 2001), mentre il genotipo 58-861, che mostra stomi
numerosi e grandi, si avvicina alle peculiarita associate a P. deltoides. In letteratura si
evince la forte correlazione tra densita stomatica e velocita di crescita intesa come indice di
produttivita (Kundu e Tigerstedt, 1999); nel presente studio questo & confermato
attraverso le forti relazioni tra densita stomatica abassiale con espansione fogliare (R =
0.858) e tasso relativo di crescita fogliare (R = 0.746) (Tab. 7a). L’indice stomatico
quantifica il numero di stomi ogni 100 cellule epidermiche ed é in linea coi dati forniti sul
pioppo nero in ambienti naturali (Tricker et al., 2005). Esso pu0 essere considerato uguale
nei due genotipi studiati a livello abassiale ed adassiale (Tab. 7a) a parte in alcuni tratti
della stagione, potendo affermare che in Poli le cellule epidermiche sono piu grandi
(densita stomatica inferiore a 58-861 ma stesso rapporto fra stomi e cellule epidermiche);
allo stesso tempo i genotipi mantengono velocita di espansione fogliare uguali nei genotipi,
con un trend in aumento nella seconda parte ma con un decremento in Poli per quanto
riguarda il tasso di crescita relativo: dunque il genotipo settentrionale 58-861 presenta una
produzione cellulare superiore a Poli quando le condizioni stagionali diventano piu
critiche. Probabilmente produrre cellule di dimensioni maggiori porta a uno sforzo

energetico superiore. Il fatto che gli stomi di 58-861 siano piu piccoli di quelli osservati in
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Poli e alla luce delle considerazioni enunciate, si potrebbe avvalorare 1’ ipotesi, ancora poco
confermata, che il principale fattore che migliora 1’efficienza di uso idrico sia la riduzione
dell’apertura stomatica (Ceulemans, 1995) piuttosto che la densita, se la si associa a
considerazioni di natura energetica, temporale e fisiologica. Cio evidenzia il ruolo di
“drivers” dei tratti fogliari a livello micro e macroscopico per le risposte eco-fisiologiche.
La WUE intrinseca (che in bibliografia risulta “in linea” con quella ottenuta in condizioni
standard nel presente lavoro di tesi, poiché in linea sono i valori di assimilazione e
conduttanza stomatica nel caso dei due genotipi) ha valori non correlati al 6*3C fogliare
(Tab. 7a); cio spiega inoltre come non sia possibile correlare discriminazione isotopica e
WUE senza chiarire le altre relazioni tra parametri (Seibt et al., 2008). E’ possibile cosi
affermare che entrambi i genotipi non sono sensibili a un possibile stress idrico su breve
scala temporale (Brugnoli, 1990). I valori di §'°C fogliare rilevati nel presente lavoro sono
meno negativi di quelli standard pervenuti dalla letteratura (Cocozza et al., 2010), che
vedono Poli con valori compresi tra -32%o € -35%o, considerando un range tra foglie
giovani e mature (contro i circa -28%o e -29%o in condizioni naturali nelle foglie mature del
presente lavoro) e 58-861 tra -29%o e -33%o, valori comunque piu elevati rispetto al
genotipo meridionale ma nettamente piu negativi di quelli testati in condizioni naturali
(Fig. 10b). Dunque appare probabile che le condizioni standard diano un aspetto differente
da quello prospettato dalle misurazioni in condizioni naturali ma allo stesso tempo la
riduzione delle cambiamenti ambientali (condizioni standard) offre una pit marcata visione
del fenomeno di plasticita nel confronto genotipico e temporale. Le differenti composizioni
isotopiche nei due cloni possono essere spiegate dal fenomeno dell’acclimatizzazione in
due differenti aree del territorio italiano; i valori di composizione isotopica di 58-861
suggeriscono che gli stomi chiudano prima rispetto a quelli di Poli (Cocozza et al., 2010) e
questo appare evidente nella riduzione drastica della conduttanza stomatica in tale genotipo
(considerato tollerante alla siccita) nella seconda parte della stagione (Fig. 10a; Tab. 5).

Il contenuto percentuale di azoto e costantemente piu elevato nel genotipo 58-861 sebbene
abbia lo stesso trend stagionale del genotipo Poli con una riduzione nella seconda parte
della stagione (Fig. 10b; Tab. 5). Tale caratteristica si associa alla produzione di biomassa
(diametro a 20 cm dal suolo) sia in letteratura (Kundu e Tigerstedt, 1999) che nel presente
studio (dato non presente in tabella). Anche le capacita fotosintetiche (Vcmax) sono

positivamente correlate con il contenut di azoto delle foglie (Tab. 5) confermando cio che

60



accade per un vasto numero di ecotipi, specie e generi in natura (Eamus e Prichard, 1999),
ma anche il legame tra azoto e apparato enzimatico fogliare (Stitt e Krapp, 1999).

Il contenuto percentuale di carbonio non presenta differenze significative tra genotipi
lungo la stagione, escluso il caso della sessione “August II”’, probabilmente in associazione
alle temperature piu elevate del mese (Tab. 5; Tab. 7b); & anche probabile che i
cambiamenti di Poli nella seconda parte della stagione siano dovuti alla risultante W;, che
spiegherebbe un importante accumulo di carbonio a fine stagione. Le caratteristiche della
pianta sono costantemente differenti nei due genotipi, con dimensioni maggiori nel
genotipo 58-861; cido nonostante i tassi di crescita risultano equivalenti sebbene Poli
acceleri la crescita a inizio stagione (crescita diametrica misurata a 100 cm dalla base)
come mostrato dal confronto genotipico delle generazioni fogliari in rapporto alla loro
posizione sul fusto, con le foglie di Poli che raggiungono la maturita prima di 58-861 (Fig.
1). Rispetto a piante dello stesso genotipo cresciute in vaso in condizioni di buona
irrigazione (Regier et al., 2009), Poli e 58-861 risultano avere altezze superiori gia a meta
stagione (sessione July Il, Fig. 11), considerando che in condizioni limitanti si attesta su
valori medi poco inferiori a 60 cm (Poli) e poco superiori a 80 cm (58-861), confermando
per questo motivo che la ripartizione di carbonio e biomassa puo essere affetta dalla
dimensione dei vasi sperimentali (McConnaughay et al., 1996). Stesso discorso vale per il
diametro del fusto (Regier et al., 2009). Forti correlazioni tra il diametro a 100 cm dalla
base e la W; riflettono 1I’importanza dei parametri fisiologici nel determinare 1’allocazione
di biomassa specialmente nella seconda parte della stagione, quando i valori diametrici
risultano superiori.

Solo i particolari tratti fogliari e stomatici delle generazioni fogliari che si susseguono nella
stagione vegetativa possono giustificare il comportamento dei genotipi nel relazionarsi alle
particolari condizioni ambientali (acclimatazione stagionale) provando I’esistenza di una
plasticita temporale attraverso misure effettuate in condizioni standard di laboratorio.
Anche il confronto dei diversi trend di W; e W; prova un particolare comportamento
plastico nei due genotipi, aventi lo stesso trend nel primo caso e differente nel secondo,
ovvero quello piu dipendente dalle caratteristiche micro-morfologiche (stomi) che non da

quelle ambientali (status idrico) (Fig. 10a).
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7.7. Conclusioni.

In una pianta a crescita continua come Populus nigra L. e possibile riconoscere le
generazioni fogliari come “drivers” delle differenti risposte alle variazioni ambientali,
attraverso le loro caratteristiche macro e micro morfologiche. 1l modo in cui due genotipi
opposti possano fronteggiare condizioni ambientali comuni mostra 1’effetto di plasticita a
breve termine, attraverso il fenomeno dell’acclimatazione stagionale; tale fenomeno ¢ stato
evidenziato attraverso condizioni standard di laboratorio, senza le quali non sarebbe stato
possibile rilevare i diversi comportamenti dei due genotipi lungo la stagione rispetto alla
W; con i soli dati di campo forniti dall’analisi degli isotopi stabili e dalle evidenze
morfologiche. Le dimensioni fogliari e i tratti stomatici a livello della superficie abassiale
(densita e lunghezza della rima stomatica) segnano il particolare responso che avviene
attraverso differenti cambiamenti lungo la stagione a livello fisiologico, come nel caso dei
parametri di WUE. Poli mostra infatti valori pit costanti rispetto al genotipo 58-861, cosi
come dimensioni piu piccole (sia a livello fogliare che di individuo) densita stomatica
inferiore e lunghezze della rima stomatica abassiale superiori. Lungo la scala temporale si
evidenzia dunque [I’effetto della plasticita fenotipica nonostante un complessivo
comportamento fisiologico che tende a comuni strategie di adattamento, evidenziato dai
processi traspirativi legati alla WUE (Wy). 11 ruolo dell’azoto risulta fondamentale nella
spiegazione delle differenze temporali e genotipiche evidenziate in quanto legato sia
all’efficienza di uso idrico che alla capacita fotosintetica (Rubisco), mentre i tratti fogliari
micro e macro-morfologici risultano evidentemente legati in generale all’acclimatazione
stagionale, che & una forma di plasticita fenotipica.

Queste considerazioni potrebbero risultare incoraggianti in funzione di strategie d’incrocio
nel pioppo nero per il futuro e nel completare il quadro fisiologico relativo ai due genotipi

di pioppo nero studiati.
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Capitolo 8. Attivita sperimentale 2009: studio della canopy.

8.1. Premessa.

L’importanza dell’architettura della chioma risiede nella distribuzione fogliare, nella
disposizione e nella densita della “canopy”, intimamente legate all’intercettazione della
luce e quindi alla produttivita (Al Afas et al., 2007). Esistono inoltre forti differenze
nell’architettura della corona tra le varie specie di pioppo. Nel presente lavoro di tesi il set
sperimentale relativo alla stagione vegetativa 2009 ha come obiettivo sia 1’improving delle
misure da campo, in quanto nelle sessioni di lavoro dell’anno precedente (utilizzo
dell’ADC porometer) non hanno dato risultati attendibili e per tale motivo non sono state
prese in considerazione, sia una visione temporale degli aspetti eco-fisiologici legati alla
canopy. In questo modo sara possibile implementare le conoscenze acquisite nello studio

della plasticita temporale. Stesso discorso si applica ai valori del potenziale idrico di base.

8.2. Materiale vegetale.

L’attivita sperimentale 2009 (studio della canopy) si avvale dello stesso materiale vegetale
descritto nel paragrafo 7.2 del presente lavoro, ricordando che si tratta di un impianto

sperimentale al secondo anno di crescita, i cui polloni sono stati asportati.

8.3. Misure sperimentali.

Le misure effettuate durante la stagione vegetativa 2009, riguardano i parentali di pioppo
nero Poli e 58-861, gia citati in precedenza e in particolare una coppia per replica/blocco.
Al fine di studiare il profilo eco-fisiologico della canopy il protocollo adottato prevede la
divisione dell’individuo in 3 livelli a partire dall’apice (level 1, level 2, level 3). Per
ciascuno di tali livelli si é proceduto alla misura preliminare della PAR corrispondente,
utilizzando apposito strumento rilevatore (LI250A; LI-COR inc., Nebraska U.S.A.) e
ottenendo in questo modo una media della radiazione all’interno di quel livello della
canopy tale da evitare complicazioni dovure alle condizioni di ombreggiamento o

nuvolosita (Fig. 12; Tab. 8). La foglia matura, completamente estesa e presente a media
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altezza all’interno di ciascun livello, corrisponde alla foglia campione analizzata, per un
totale dunque di 3 foglie campione ad individuo. Le sessioni di lavoro nella stagione
vegetativa 2009 risultano 4: June, July, August, September; ciascuna, riguarda la seconda
meta dei mesi corrispondenti e per ciascuna di esse si e ripetuta la procedura prevista dal
protocollo di misurazione. Prima dell’alba si ¢ proceduto al prelievo di una foglia per
elemento per poi misurare in laboratorio il potenziale idrico di base (pre-dawn WP) con
apposita camera a pressione SKPM 1400 (Skye Instruments Ltd., UK). Le misure eco-
fisiologiche sono state effettuate in campo utilizzando il L1-6400 (LI-COR Inc., Nebraska
U.S.A)) nella fascia antemeridiana 10:00-12:00 su foglie attigue a quelle prelevate prima
dell’alba (considerate come aventi le medesime caratteristiche) grazie all’ausilio di un
supporto per lo strumento e di una scala, in modo da raggiungere i piani superiori della
canopy. A fine giornata le foglie sono state prelevate e portate in laboratorio, dove
I’utilizzo di uno scanner (EPSON Perfection V30) ha permesso 1’acquisizione digitale
delle immagini per ciascuna di essa. Tali immagini sono state poi sottoposte all’utilizzo del
software Sky Leaf, version 1.11 (Skye Instruments Ltd., UK) per calcolare misure
morfologiche, ovvero perimetro, area, lunghezza massima e larghezza massima. Prima di
procedere all’analisi tramite Skye Leaf furono calcolati “scaling factors” riferiti alle
immagini utilizzando un campione noto di 15 cm?. Analogamente alle procedure adottate
per la stagione vegetativa precedente, le foglie, successivamente alla scansione, sono state
tagliate in due parti uguali lungo la nervatura centrale: una meta destinata alla misurazione
dell’area (half-area) attraverso 1’utilizzo di un area meter portatile LI1-3000 (LI-COR Inc.,
Nebraska U.S.A.) poi seccate in una stufa (KW s.r.l, Italy) alla temperatura di 40°C per
almeno due giorni; I’altra meta destinata all’analisi degli attraverso isotopi stabili del
carbonio, secondo le stesse procedure attuate nell’anno precedente (Par. 7.2). La
macinazione del materiale secco e stata effettuata con un mortaio a lame 3383-L40
(THOMAS SCIENTIFIC, U.S.A.), perfezionando la procedura con un mortaio
polverizzatore Pulverisette 2 (FRITSCH, Germany).

Per ciascuna delle sessioni di lavoro 2009, sono stati inoltre misurati i diametri dei
parentali a 50 cm di altezza dal suolo e I’altezza dalla decima foglia partendo dall’apice
(verosimilmente la prima foglia matura dell’individuo). A fine stagione si & poi proceduto
alla raccolta di stem legnosi al fine della misurazione isotopica; in particolare si é prelevato

un campione alla base di ciascun livello per ogni individuo dei 10 analizzati (5 coppie di
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parentali, una per replica/blocco). Da tali campioni, della lunghezza di 20 cm cadauno, é
stato estratto il legno corrispondente a tre diverse regioni dello stesso (apicale, media
basale) poi introdotto in fiale da 15ml per le analisi della composizione isotopica. Per la

macinazione dei campioni legnosi é stato utilizzato il solo mortaio a lame.
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Fig. 12. LI250A Portable Light Meter, (a sinistra) e LI-6400 con supporto (a destra).

PAR (umolm’s?) June July August September
Level 1 1500 | 1500 | 1400 | 1700 | 1200 | 1400 | 1200 | 1400
Level 2 1300 | 1300 | 900 | 1300 [ 800 | 500 | 800 | 800
Level 3 1100 | 1100 400 600 200 200 400 400

Tab. 8. Valori medi della PAR nei diversi livelli della canopy nei genotipi Poli (in blu) e
58-861 (in rosso).
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8.4. Analisi statistica.

Il confronto delle differenze significative ha previsto 1’utilizzo degli stessi criteri applicati
I’anno precedente nello studio della plasticita temporale. L’analisi i valori assoluti relativi
a ciascun genotipo per ciascuno dei medesimi livelli tramite gli strumenti statistici gia
evidenziati (GLM e analisi post-hoc). Infine il confronto ha preso in esame caratteristiche
fisiologiche proprie degli individui (potenziale idrico, diametro a 50 cm dalla base e
altezza alla decima foglia) oltre a quelle fogliari dei diversi livelli della canopy,
confrontando le differenze significative sia tra i genotipi e che nel corso della stagione

vegetativa.

8.5. Risultati.

Caratteristiche fogliari. Le misure riguardano cinque parametri: LMA, lunghezza
massima, larghezza massima, superficie e perimetro. | risultati evidenziano e confermano,
alla luce dei risultati dell’anno precedente, le maggiori dimensioni del genotipo
settentrionale 58-861 (Fig. 13); nel caso della superficie fogliare risulterebbe una stabilita
morfometrica in Poli, che invece non si riscontrerebbe considerando il livello inferiore del
genotipo 58-861. Lunghezza e larghezza invece esprimono la stessa differenza nel livello
inferiore in ambo le tipologie: il fenomeno é evidente nel periodo critico della stagione
(sessione “August”). Il quadro generale espresso dalla tabella 8 mostra differenze
significative nei valori tra i genotipi e tra i livelli della canopy in tutti i parametri; fanno
eccezione LMA e perimetro per quel che riguarda il confronto temporale (Fig. 15-17-19-
21): in particolare nel genotipo 58-861 LMA varia nella seconda parte della stagione nei
livelli inferiori (level 2 e level 3) mostrando un minore ispessimento fogliare, mentre in
Poli non risultano differenze significative tra i valori medi misurati nelle diverse sessioni.

Caratteristiche fisiologiche. Il primo riscontro significativo ¢ dato dall’efficienza di uso
idrico misurata attraverso gli isotopi stabili del carbonio (5'°C fogliare), che conferma le
costanti e significative differenze tra i genotipi, verificate in tutte le sessioni stagionali
(Fig. 16-18-20-22): 58-861 risulta piu efficiente da tale punto di vista. | valori calcolati di
Wi (= Algs) risultano in linea con quanto precedentemente visto per il §*°C del materiale

secco fogliare. In particolare sia W; che §°C fogliare subiscono entrambi variazioni intra-
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canopy nella seconda meta della stagione senza pero avere differenze marcate tra genotipi,
con 58-861 maggiormente efficiente dal punto di vista dell’uso idrico (Fig. 16-18-20-22).
La fotosintesi risulta avere valori medi superiori nel genotipo 58-861 pur non essendo
significativa la differenza con Poli; va aggiunto che il genotipo settentrionale incrementa i
valori di questo parametro nei livelli piu elevati della pianta rispetto a quelli inferiori come
evidente nella sessione “August” (Fig. 20). La traspirazione non varia tra i genotipi e
generalmente a livello della canopy, ma potrebbe essere rilevante che 1’efficienza di uso
idrico istantanea (W), legata alla traspirazione stessa, presenti lo stesso profilo verticale
nei genotipi contrastanti (Fig. 14). Il prospetto generale (Tab. 9) mostra differenze molto
marcate per tutti i parametri valutati nel profilo verticale. Da segnalare altresi che non ci
sono differenze significative a livello di canopy nella conduttanza stomatica. Il §*C
relativo al fusto della pianta e prelevato a fine stagione (sessione “September”) alla base di
ciascuno dei tre livelli della canopy analizzati, si attesta su valori medi meno negativi
rispetto a quanto visto nella stagione a livello fogliare per gli stessi livelli (Tab. 10-11-12-
13) e conferma i dati sulla maggiore efficienza di uso idrico di 58-861 rispetto a Poli. Nella
seconda meta della stagione vegetativa i valori isotopici fogliari nel livello 1 nel genotipo
settentrionale sono in linea con quelli del §*3C del fusto. Il segnale isotopico fogliare nelle
sessioni “June” e “July” risulta uguale nei livelli di entrambi 1 genotipi. Le composizioni
isotopiche, fogliare e del fusto, risultano significativamente differenti nei due genotipi
(Tab. 9).

Caratteristiche della pianta. Differenze significative per tutti e tre i parametri analizzati
(potenziale idrico pre-dawn; diametro del fusto a 50 cm dal suolo; altezza della pianta dalla
decima foglia) sia per quanto riguarda il confronto tra genotipi che tra le sessioni
sperimetali (Tab. 8). Nella seconda parte della stagione (Fig. 23) si nota che lo status idrico
evidenziato dal potenziale di base diventa il medesimo nei due genotipi.

Relazioni tra i parametri e confronto isotopico tra i livelli della canopy. E’ possibile
riscontrare forti relazioni tra le medie dei caratteri morfologici misurati nel corso della
stagione e le caratteristiche fisiologiche a livello fogliare (Tab. 15); il segnale isotopico
fogliare ed efficienza di uso idrico intrinseca (W;) risultano in linea (R? = 0.70). Notare la
corrispondenza tra i valori di 8*3C del fusto e fogliare considerando I’intero arco delle

variazioni stagionali e dei livelli della canopy.
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Il segnale isotopico espresso a fine stagione dal legno € stato analizzato con una
regressione lineare in rapporto ai diversi livelli fogliari (Fig. 24). Si evincono due risultati
rilevanti: il primo ¢ la relazione sempre pit forte tra i diversi livelli fogliari (3*3C) con il
livello inferiore del fusto a livello isotopico; il secondo & la forte relazione tra §*°C fogliare

e 5'°C del fusto nel genotipo meridionale Poli rispetto a quella nel settentrionale 58-861.
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Traits Genotypes Levels Time
LMA (gm?) sk ok 1.5
Perimeter (cm) Aok ook 1.5
Surface (cm?) ook ok Hokok
Lenght (cm) *okok skok ok okok
Width (cm) hokok skokok Kokok
A (umol CO, m2 s1) n.s. ok ok R
E (inmol H,O m2s1) ook sokok okok
| g (ol H,0 m?s1) ook 1.8. ok
W (A g) Kokok kokok Kok
W,(A/E) ok ok skokok ok ok
S13C dried leaf (%0) ook sokok ok ok
S13C stem (%) Kok sokok -
W, * % ok ok
Diameter at S0cm Ak 5 Kok ok
Height from 10%Jeaf ¥k - HoAk

Tab. 9. Schema di confronto tra i parametri morfologici e fisiologici analizzati nelle
stagione vegetativa 2009. Le differenze tra genotipi, sessioni e levelli della canopy sono
indicate da *** = P < 0.001; ** = P < 0.01; * = P < 0.05; n.s. = non significativo.
Genotypes = genotypes comparison; Levels = canopy levels comparison; Time = sessions
comparison.
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Fig. 13. Confronto intra-canopy dei parametri morfologici fogliari: valutazione generale
(stagione vegetativa 2009). Confronto tra genotipi: ***=P <0.001; **=P <0.01; *= P <
0.001; n.s. = non significativo. Lettere diverse indicano valori significativamente differenti
(confronto tra livelli della canopy).
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Fig. 14. Confronto intra-canopy dei parametri fisiologici fogliari: valutazione generale
(stagione vegetativa 2009). Confronto tra genotipi: ***=P < 0.001; **=P < 0.01; *= P <

0.001; n.s. = non significativo. Lettere diverse indicano valori significativamente differenti
(confronto tra livelli della canopy).
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Fig. 15. Confronto intra-canopy dei parametri morfologici fogliari nel mese di giugno
2009. Confronto tra genotipi: ***= P < 0.001; **= P < 0.01; *= P < 0.001; n.s. = non
significativo. Lettere diverse indicano valori significativamente differenti (confronto tra
livelli della canopy).
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Fig. 16. Confronto intra-canopy dei parametri fisiologici fogliari nel mese di giugno 2009.
Confronto tra genotipi: ***= P < 0.001; **= P < 0.01; *= P < 0.001; n.s. = non

significativo. Lettere diverse indicano valori significativamente differenti (confronto tra
livelli della canopy).
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Poli Level 1 Level 2 Level 3 G L
LMA (g m2) 109.53+£22 106.22+42 109.08+52 1.8 1.8,
Perimeter (cin) 10 44+]2 19.04+12 18.75+12 *ok 1.8,
Surface (cm?) 27.23+22 27.06+12 27.52+]2 Kok 1LS.
Lenght (cm) 6.08%0.22 6.07%0.12 5.98+0.22 XAk 1.8,
Width (cm) 5.03+0.12 5.17+0.12 5.10+0.22 AAX 1.8,
A (umol CO, m2 sl) 27.33+0.72 25.45+0.80 23.86+0.9" n.s. ook
E (inmol H,O m2s1) 8.96+0.52 9.434+0.52 9.28+0 42 i 1.8,
g (mol H,O m2s!) 1.13+0.12 1.37+0.12 1.61+0.22 Kk 0.s.
W.(A/g) 23.30+22 19.31+£1° 16.03+1" Rokeok *
W,(A/F) 3.10+0.22 2.77+0.20 2.60+0.1° * *
313C (%0) -290.62+0.22 -29.7240.12 -29.60+0.22 Kok n.8.
58-861 Level 1 Level 2 Level 3 G L
LMA (g m2) 90.18+42 97 51+32 102.18+42 1.8. 1.8,
Perimeter (cm) 125.91+8 104.87+7% 106.69+6° ok ns.
Surface (cm?) 83.42+18 76.60+212 71.60+152 Kook 1.8,
Lenght (ci) 14.74£0.52 13.16£0.5% 13.53+£0.4% oKk n.s.
‘Width (cm) 12.56+£0.42 11.43+0.4° 11.46+0.3% *A¥ 1L.8.
A (unol CO, m2s1) 26.80+0.6 24.12+1b 22.38+1b n.s. ko
E (mmol H,O m2s1) 8.06+0.32 7.86+0.32 7.5240.32 ook n.s.
g (mol H,O m=s1) 0.93+0.042 0.91+0.05% 0.85+0.05% HHK n.8.
W;(A/g) 29.39+]12 26.73£12 26.98+22 *okok *
W,(A/E) 3.36+0.12 3.09+0.12 3.00£0.12 * *
S13C (%0) -28.21+0.22 -28.21+0.22 -28.18%0.12 ok 1.8,

Tab. 10. Sessione «June» (2009): confronto tra le medie (+ s.e.) dei genotipi
contrastanti. Le differenze significative sono indicate da lettere differenti; le differenze tra
genotipi e tra i diversi livelli della canopy sono indicate da: *** = P < 0.001; * =P <
0.05; n.s. = non-significant. G = genotype comparison; L = canopy levels comparison.
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Fig. 17. Confronto intra-canopy dei parametri morfologici fogliari nel mese di luglio 2009.
Confronto tra genotipi: ***= P < 0.001; **= P < 0.01; *= P < 0.001; n.s. = non
significativo. Lettere diverse indicano valori significativamente differenti (confronto tra
livelli della canopy).
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Fig. 18. Confronto intra-canopy dei parametri fisiologici fogliari nel mese di luglio 2009.

Confronto tra genotipi: ***= P < 0.001;

= P < 001,

*= P < 0.001; ns. =

non

significativo. Lettere diverse indicano valori significativamente differenti (confronto tra
livelli della canopy).

77



Poli Level 1 Level 2 Level 3 G L

LMA (g m?) 93.79452 99.36+32 100.14+72 n.s. 0.8,
Perimeter (cm) 18.31+42 20.71+22 17.12+12 *okok 1L8.
Surface (can?) 19.60+32 22.87+12 21.98£]12 ik .8
Lenght (cm) 5.83+]2 6.34+0.32 5.72+0.22 ol 1L.8.
Width (cm) 4.80+12 5.28+0.32 4.88+0.22 HEX 1.8,
A (umol CO, m? s1) 21.16+28 18.42+]2 11.03+10 1.8, ®EK
E (immol H,O m2s1) 7.314+0.52 7.27+12 7.06+0.52 ok n.s.
g (mol H,O m2s1) 0.81+0.12 0.93+0.12 1.00£0.12 kokk n.§.
W.(A/g) 26.65+12 20.62+22 11.86+20 hokok 0.8
W,(A/E) 2.89+0.22 2.59+0.22 1.59+0.1 *x ook
S13C (%0) -28.74+]2 -29.51+0.22 -29.41+]2 *x 0.8
58-861 Level 1 Level 2 Level 3 G L

LMA (g m?) 93.19+52 104.33+42 106.67+52 n.8. 1.8.
Perimeter (cm) 124.40+152 120.33+112 99.61+1(# iy 1.8
Surface (cm?) 58.42+44 63.61+42 53.15+50 i 1L8.
Lenght (cm) 14.45+]2 14.27+]12 12.51+1t kokok 1.8
Width (cm) 12.70+12 12.68+12 11.27+12 kK 1L,
A (unol CO, m? s1) 20.10+22 16.90+22 8.59+20 n.s. kokok
E (mmol H,O m2s1) 6.37+12 6.28+18 3.65£1" ok n.s.
g.(mol H,O m2s1) 0.51+0.12 0.56+0.12 0.25+0.12 Ak 1L,
W.(A/g) 46.60+82 35.69+72 42.28+62 i 0.§.
W,(A/E) 3.26+0.22 2.69+0.1b 2.44+0.2b *k okl
S13C (%0) -27.57+0.22 -28.12+0.22 -28.10+0.52 *ok 1.8,

Tab. 11. Sessione « July » (2009): confronto tra le medie (z s.e.) dei genotipi contrastanti.
Le differenze significative sono indicate da lettere differenti; le differenze tra genotipi e tra
i diversi livelli della canopy sono indicate da: *** = P <0.001; * = P <0.05; n.s. = non-
significant. G = genotype comparison; L = canopy levels comparison.
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Fig. 19. Confronto intra-canopy dei parametri morfologici fogliari nel mese di agosto
2009. Confronto tra genotipi: ***= P < 0.001; **= P < 0.01; *= P < 0.001; n.s. = non
significativo. Lettere diverse indicano valori significativamente differenti (confronto tra
livelli della canopy).
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Fig. 20. Confronto intra-canopy dei parametri fisiologici fogliari nel mese di agosto 20009.
Confronto tra genotipi: ***= P < 0.001; **= P < 0.01; *= P < 0.001; n.s. = non

significativo. Lettere diverse indicano valori significativamente differenti (confronto tra
livelli della canopy).
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Poli Level 1 Level 2 Level 3 G L

LMA (gm?) 123.82+8 111,115 04.07+52 * ok
Perimeter (cm) 37.02+32 23.94422 13.13+12 ook oy
Surface (cn?) 29.50+22 21.78+12 15.40£1° Fokok Aok
Lenght (cm) 10.51%12 7.99+1b 6.05+0.4b Hok ok A
Width (cm) 5.724+0.52 4.99+0.42 3.88+0.3b Fork ko
A (qunol CO, m™ 1) 16.86+22 13.54+]80 7.18+10 1.§. HiX
E (inmol H,O m2s1) 7.67+0.52 7.23+]a 5.88£1b ok oKk
g . (mol H,O m2 1) 0.70+0.12 0.64+0.13 0.49+0.12 ok o
WiA/g) 25.24+12 23.61+32 19.22+32 ok ok
W, (A/E) 2.15+0.12 1.87+0.13 1.25+0.1° * ook
313C (%0) -28.15+0.32 .29.12+0.3b -28.80+0 48 ook T
58-861 Level 1 Level 2 Level 3 G L

LMA (gm?) 107.46+5 101.21+5° 89,3040 * AAK
Perimeter (cm) 156.25+142 132.45+]3ab 46.56+50 kokok Hokok
Surface (cm?) 74.21+42 64.29+4ab 35.06+2b Rk koK
Lenght (cm) 27.09+]12 24.50+]12b 14.61£1b Kokok koK
Width (cm) 8.52+0.32 8.05+0.32 5.32+0.2b koK koK
A (umol CO, m2 1) 20.50+12 8.58+1°P 6.03%1°b 8. ko
E (mmol H,0 m?s1) 7.69+0.42 4.37£1" 4.65+0.4° Hok ok
g. (mol H,O m2s1) 0.59+0.12 0.2440.05b 0.27+0.040 koK ok
WiA/g) 36.49+32 43.89+72 23.97+20 ook o
W,(A/E) 2.67+0.12 2.10+0.23 1.3240.1b * ko
OBC (o) -26.30£0.4 -27.46£0.1° -28.25+0.3" o Hohox

Tab. 12. Sessione « August» (2009): confronto tra le medie (x s.e.) dei genotipi
contrastanti. Le differenze significative sono indicate da lettere differenti; le differenze tra
genotipi e tra i diversi livelli della canopy sono indicate da: *** = P < 0.001; * =P <
0.05; n.s. = non significativo. G = genotype comparison; L = canopy levels comparison.
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Fig. 21. Confronto intra-canopy dei parametri morfologici fogliari nel mese di settembre
2009. Confronto tra genotipi: ***= P < 0.001; **= P < 0.01; *= P < 0.001; n.s. = non

significativo. Lettere diverse indicano valori significativamente differenti (confronto tra
livelli della canopy).
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Fig. 22. Confronto intra-canopy dei parametri fisiologici fogliari nel mese di settembre
2009. Confronto tra genotipi: ***= P < 0.001; **= P < 0.01; *= P < 0.001; n.s. = non
significativo. Lettere diverse indicano valori significativamente differenti (confronto tra
livelli della canopy).
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Poli Level 1 Level 2 Level 3 G L

LMA (g m?) 118.92+102 107.07+£72 100.58+9% 1.8, s
Perimeter (cm) 30.20+32 23.71+32 12.38+]12 Hkok ook
Surface (cm?) 23.84+£1° 20.31+£22 14211 N ok
Lenght (cm) 7.20+£0.42 6.64+0.52 5.16+0.2b Hodek *okok
Width (cm) 6.19+0.423 5.67+0.32 4.06+0.2b FAA EAA
A (qunol CO-» m? s1) 12.79+£22 7.7241°b 8.17£1b ook koo
E (nmol H,O m=2s1) 5.47+0.32 5.72+12 5.57+0.42 n.s. n.s.
g.(mol H,O m2s1) 0.47+0.12 0.61+0.12 0.63%0.12 n.s. 1.8.
W;(A/g) 27.94+32 15.85+40 1442420 ok Hokok
W (A/E) 2.32+0.22 1.40+0.2b 1.46+0.1b *Aok *ak
S13C (%0) leaf -28.58+12 -29.88+1b -30.55+0.3b *okok *ok
S13C (%0) stem -27.42+0.22 -28.20+0.2b -28.62+0.2P *kk *hk
58-861 Level 1 Level 2 Level 3 G L

LMA (g m?) 122.90+6* 110.08+32 84.42+10P n.s. ok
Perimeter (cin) 156.66+112 142.54+162 54.07+70 kokok kokok
Surface (cm?) 59.16+22 54.18+4% 31.63£20 sl )
Lenght (cm) 16.34+13 15.68+12 0.95+]" ook P
Width (cm) 13.34+]2 13.04+]12 8.83+1b *kk *kk
A (umol CO, m2 s1) 16.134+22 13.15+1° 10.80+0.3b ook skokok
E (mmol H,O m=2s1) 5.41+0.32 5.13+0.22 5.32+0.22 n.s. n.s.
g . (mol H,O m=s1) 0.44+0.12 0.44+0.032 0.53+0.042 1n.s. n.s.
W, (A/g) 38.46+42 31.15+£32 20.90+1" horok A
W((A/E) 2.98+0.32 2.574+0.22 2.04+0.1° *okk ok
S13C (%0) leaf -26.81+0.22 -27.72+0.2b -28.79+0.4b *kok *¥
S13C (%0 ) stem -26.40+£0.22 -26.77£0.22 -26.91+£0.12 kK *kK

Tab. 13. Sessione « September» (2009): confronto tra le medie (£ s.e.) dei genotipi
contrastanti. Le differenze significative sono indicate da lettere differenti; le differenze tra
genotipi e tra i diversi livelli della canopy sono indicate da: *** = P < 0.001; * =P <
0.05; n.s. = non significativo. G = genotype comparison; L = canopy levels comparison.
Notare la presenza del valore del carbonio 13 (isotopi stabili) del legno a fine stagione.
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Fig. 23. Confronto temporale delle caratteristiche della pianta nella stagione 2009.
Confronto tra genotipi: ***= P < 0.001; **= P < 0.01; *= P < 0.001; n.s. = non
significativo.

Poli June July August September G S

Wp (Mpa) -1.41+0.12 -1.22+0.12 -0.67+0.1b -0.67+0.1"% * hokk
DS0cm (inm) 11.60£12 16.28+12 24.87+2b 26.13+20 R s
H from10th 113.567 174.71+100 283.23+9¢ 311.23+16¢ g i
58-861 June July August September G S

Wp (Mpa) -0.94+0.12 -0.95+0.12 -0.69+0.12 -0.79+0.12 * horok
D350cm (inm) 20.67+12 27.65+23 40.53+3" 46.00+40 e sl
H from10th 170.97+62 254.61£13b 386.23£21°¢ 444.97+164 i ot

Tab. 14. Confronto tra le medie (+ s.e.) delle caratteristiche della pianta nei genotipi
contrastanti (stagione vegetativa 2009). Le differenze significative sono indicate da lettere
differenti; le differenze tra genotipi e tra i diversi livelli della canopy sono indicate da:
*** = P <0.001; * = P <0.05; n.s. = non significativo. G = confronto tra genotipi; S =
confronto tra sessioni.
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Traits (R°)| LMA PERIMETER SURFACE LENGHT WIDTH A E gs Wi Wt WP DM50 H10th &°Cleaf S‘Ster‘:‘
LVA 1.00

PERIMETER 20.29 1.00

[SURFACE -0.37 0.89 1.00

LENGHT -0.27 0.98 0.85 1.00

WIDTH -0.36 0.96 0.86 0.90 1.00

A 0.01 0.10 -0.11 0.05 0.28 1.00

E 0.49 -0.62 -0.70 -0.62 -0.56 0.52 1.00

gs 0.29 -0.79 -0.80 -0.79 -0.69 041 0.83 1.00

Wi -0.29 0.81 0.92 0.76 0.77 -0.30 -0.83 -0.91 1.00

We -0.44 0.76 0.69 0.67 0.88 048 -048 -042 0.59 1.00

WP -0.71 0.28 0.35 0.20 0.35 -0.23 -0.58 -040 0.39 0.35 1.00

DM50 -0.05 0.86 0.86 0.87 0.76 -0.28 -0.75 -0.91 0.91 0.52 0.17 1.00

H10th -0.16 0.83 0.86 0.81 0.75 -0.32 -0.82 -0.88 0.92 0.56 0.40 0.95 1.00

5°°C Leaf -0.01 0.92 0.80 0.91 087 019 -049 -0.62 0.70 0.74 -0.05 0.84 0.75 1.00

5"°C Stem -0.29 0.95 0.86] 0.89 097 0.8 -0.61 -0.67 0.78 0.83 0.28 0.78 0.77 0.91 1.00

Tab. 15. Relazioni tra le medie (£ s.e.) delle caratteristiche della pianta includendo tutti
valori espressi dai genotipi contrastanti e dai livelli ai quali sono state effettuate le misure
(stagione vegetativa 2009).

613C Stem-Leaf June July August September
Linear Regression
(R?) Leaf L1 |Leaf L2 |Leaf L3 [Leaf L1 |Leaf L2 |Leaf L3 |Leaf L1 |Leaf L2 [Leaf L3 |Leaf L1 |Leaf L2 [Leaf L3
Stem Level 1 045 041 037 | 069 081 056 | 039 067 055 | 044 064 082
Stem Level 2 068 087 074 | 030 075 022 | 030 057 0.04 | 047 062 0.67
Stem Level 3 047 072 069 | 074 089 050 | 071 076 021 | 071 087 079
Poli - Stem vs. Leaf §'3C (%o) 58-861 - Stem vs. Leaf 8§13C (%o) Stem vs. Leaf 613C (%o)
-30.50 -30.00 -29.50 -29.00 -28.50 -28.00 -29.00 -2850 -28.00 -27.50 -27.00 -31.00 -30.00 -29.00 -28.00 -27.00
LEAF -27.00 | Lear -25.50 | LEAF -25.00
-27.50 -26.00 , -26.00
R*=0.7928 7_?5_#; -28.00 | R?=0.4354 4 i/} 2650 | p2_p.8925 7;’_}"}:‘_ -27.00
i -28.50 £ -27.00 ‘ {’J%z{—?{— -28.00
-29.00 -27.50 -29.00
STEM STEM STEM

Fig. 24. Regressione lineare semplice attestante la forte relazione tra il segnale 5**C
fogliare e 6°C del fusto nei due genotipi di pioppo contrastanti e in generale (in alto);
tabella delle relazioni tra i livelli della canopy e il corrispondente tratto di fusto (in basso).

86



8.5. Discussione.

I valori dei caratteri morfologici misurati nel secondo anno della piantagione di Viterbo
confermano la differenza morfologica dei due genotipi contrastanti con Poli avente misure
inferiori rispetto al genotipo settentrionale 58-861. Lungo il corso della stagione
quest’utimo mostra costantemente caratteri morfologici superiori a Poli ma va evidenziato
come la sua LMA cambi nel genotipo settentrionale nella seconda meta della stagione per
quel che riguarda il livello piu basso della canopy, probabilmente perché le foglie di luce
lasciano spazio a foglie d’ombra. La LMA (considerabile come il reciproco della SLA) ha i
valori piu bassi nei livelli inferiore della canopy, come conferma il presente lavoro; tale
parametro € fortemente sensibile ai cambiamenti dei valori di irradianza (vedi Tab. 8) e
scala positivamente con la luce. Inoltre & piu dipendente dalla densita fogliare che dallo
spessore (Al Afas et al., 2007). Anche le altre caratteristiche morfologiche seguono questo
trend, ma in questo caso in ambo i genotipi. L’irradianza ¢ un parametro fortemente
variabile all’interno di una stessa piantagione (Casella e Ceulemans, 2002); essa ottiene un
forte impatto sulla morfologia delle foglie relative ai livelli superiori della canopy, in
maniera piu vasta e prolungata rispetto a quelle dei livelli inferiori (Al Afas, 2005; Hansen,
1991; Niinemets et al., 2004). Le foglie dei livelli superiori traggono vantaggio dalla piu
forte irradianza esponendo al Sole una superficie fogliare maggiore. Quindi mentre ogni
foglia prosegue nel suo sviluppo, la canopy tende ad assumere differente struttura nei due
genotipi, con Poli ancora con foglie di luce nei livelli inferiori a fine stagione rispetto a 58-
861 che mostra foglie di luce (sun leaves — Boardmann, 1977) nei livelli superiori. E’ noto
in letteratura che la densita di flusso fotonico (PFD) pu0 essere sufficiente a saturare
I’apparato fotosintetico, ovvero, anche se la luce intercettata ¢ al di sotto del livello di
saturazione, esiste un fenomeno di fissazione della CO, post-illuminazione (Roden e
Percy, 1993). Dunque una costante differenza morfologica tra genotipi che incide come
causa sui valori fisiologici delle foglie stesse attestando un profilo verticale graduale
evidente in importanti parametri come la W; Questa tipologia di WUE, risulta
maggiormente legata alle variazioni ambientali rispetto a quella intrinseca (W;), che ha
altresi permesso di evidenziare il comportamento plastico dei due genotipi (parte
sperimentale 2008). 1l genotipo Poli risulta avere valori medi di fotosintesi e traspirazione

superiori al genotipo settentrionale solo ad inizio stagione il quale pero afferma la sua
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superiore W; per tutto il corso della stagione e ad ogni livello; proprio I’efficienza di uso
idrico risulta avere un comportamento opposto nei due genotipi: valori uniformi tra i livelli
a inizio stagione per 58-861, un’inversione di tendenza nella sessione piu critica dal punto
di vista climatico-stagionale, per poi avere a fine stagione ambo i genotipi con un profilo
verticale piu marcato (Fig. 22). Partendo dai dati di fine stagione ottenuti sulle sezioni
legnose del fusto alla base delle foglie, gli isotopi stabili indicano un 8*3C meno negativo
in 58-861 in tutti e tre i livelli e con valori significativamente uguali; nel caso di Poli
invece risultano in linea con quanto visto nella seconda parte della stagione. Nel profilo
verticale i valori del 8*3C fogliare non coincidono con quelli del fusto (Fig. 16 e Fig. 22):
da cio si evince che esiste un particolare processo di allocazione del carbonio e soprattutto
un diverso utilizzo da parte dei due genotipi a livello fisiologico probabilmente dipendente
dalle dimensioni del fusto rispetto ai livelli analizzati, con Poli che riesce a “spostare” il
carbonio su distanze piu contenute e quindi mostrando una correlazione complessiva piu
forte (R* = 0.79) rispetto a 58-861 (R* = 0.43) tra composizione isotopica fogliare e del
fusto.

Lo status idrico indicato dal potenziale di base (pre-dawn) confrontato coi dati presenti in
letteratura riguardanti i due genotipi studiati (Cocozza et al., 2010) suggerisce una
condizione di stress severo per Poli, essendo considerata a circa -0.9 MPa tale condizione,
contro i valori di circa -1.40 MPa e -1.20 MPa della prima parte della stagione (Fig. 23;
Tab. 14). Allo stesso tempo nella seconda parte della stagione i valori del potenziale idrico
in Poli risultano stabilizzati e non indicanti condizioni di stress; lo stesso fenomeno accade
in 58-861 sebbene con valori meno negativi ad inizio stagione (circa -0.95 MPa) da
considerarsi in condizioni di stress se confrontati coi valori di esperimenti in laboratorio
pregressi (Cocozza et al., 2010). A fine stagione anche 58-861 sembra presentare il
medesimo stress moderato visto per Poli, ma con valori meno negativi rispetto a questo
genotipo. Dunque in ambo i genotipi si evidenzia un trend relativo al mantenimento dello
status idrico simile, sebbene con differenze significative (P < 0.05) e al quale la pianta
giunge probabilmente attraverso diverse caratteristiche morfo-fisiologiche legate

all’architettura della canopy.
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8.6. Conclusioni.

L’architettura della canopy costituita dalle variazioni morfologiche delle singole foglie
induce una diversa risposta nei due genotipi dal punto di vista eco-fisiologico; questa
conclusione completa il quadro dei risultati ottenuti nell’anno precedente (stagione
vegetativa 2008) e conferma attraverso misure di campo piu approfondite i fattori che
determinano la plasticita fenotipica (plasticita di sviluppo + plasticita genotipica) dei
pioppi studiati. Tale plasticita e dunque insita non solo a livello fogliare, inteso come
generazioni di foglie, ma anche dal “sistema” fogliare relativo ai diversi livelli della pianta;
cio offre lo spunto per considerare ancora una volta le caratteristiche fogliari come

principale “driver” della plasticita fenotipica.
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Capitolo 9. Valutazione multisito: plasticita spaziale Cuneo-Viterbo.

9.1. Premessa.

Il lavoro pregresso ha dato modo di eseguire un adeguato sampling sulle piantagioni per il
confronto multisito CN-VT nella seconda parte del mese di luglio 2009.

9.2. Materiale vegetale e misure.

L’impianto sperimentale costituito a Viterbo nella stagione vegetativa 2008 ed utilizzato
nel 2009 per I’analisi della progenie ¢ identico a quello di riferimento per il sito
sperimentale di Savigliano; cido nonostante possono rilevarsi alcune differenze: a) distanza
interfila di 2.20 metri anziché 2.00; b) distanza di 0.80 metri tra individui; c) costituzione
di 6 blocchi nel disegno sperimentale; d) file di bordo costituite dalle varieta di Populus
nigra L. “Jean Pourtet” e dal Populus x canadensis Moench “Robusta”. 1l sito sperimentale
di Savigliano (Cuneo, Italia) si trova a 320 metri sul livello del mare ed e stato realizzato
col medesimo approccio random del corrispettivo di Viterbo presso 1’azienda Alasia
Franco Vivai. Il terreno e di natura mista, prevalentemente argilloso e non irrigato. In
ambo i siti sperimentali il terreno pud considersi sufficientemente garantito dal punto di
vista del supporto idrico come indicato in letteratura (Dillen et al., 2007); il sito
sperimentale di Viterbo compensa cosi la sua natura prevalentemente sabbiosa con
un’irrigazione a goccia (Par. 7.2).

Il sampling € stato effettuato alla fine del mese di luglio (stagione vegetativa 2009) in
settimane susseguenti nei due siti sperimentali, a cominciare con quello settentrionale (data
inizio: 27-28 luglio) sui parentali e la progenie, per un totale di 165 genotipi presenti in
ognuno dei 5 blocchi studiati: dunque sono stati studiati 5 blocchi in ambo i siti
sperimentali pur essendone presenti 6 in quello di Savigliano. Laddove alcuni genotipi non
fossero presenti almeno in 3 repliche, non sono stati presi in esame. Le misure effettuate
sono morfologico-fogliari (area, perimetro, lunghezza del picciolo,lunghezza, larghezza
massima, peso secco e SLA), isotopiche del materiale secco (isotopi stabili del carbonio) e
su caratteristiche della pianta (altezza e circonferenza). Fu prelevata da ogni pianta la

decima foglia contando dalla prima completamente estesa; le foglie sono state
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immediatamente scansionate in apposita postazione mobile nel sito di Savigliano e in
laboratorio nel sito di Viterbo, utilizzando uno scanner EPSON Perfection V30.
Successivamente le foglie sono state riposte in una stufa a 40°C per almeno 48 ore in modo
da essere completamente disidratate; la macinazione del materiale secco é stata effettuata
con un mortaio a lame 3383-L40 (THOMAS SCIENTIFIC, U.S.A.) e perfezionando la
procedura con un mortaio polverizzatore Pulverisette 2 (FRITSCH, Germany) (Fig. 25); la
stessa procedura e stata utilizzata per lo studio della canopy, anche per quel che riguarda
’analisi degli isotopi stabili del carbonio (par. 7.3; 8.3).

L’analisi statistica ¢ stata effettuata con 1’ausilio di Systat 12 (SYSTAT SOFTWARE Inc.,
Illinois) eseguendo un confronto tra le medie genotipiche, escludendo dall’analisi i1 valori

far outliers.

Fig. 25. Mortaio polverizzatore Pulverisette 2 (FRITSCH, Germany) a sinistra e mortaio a
lame 3383-L40 (THOMAS SCIENTIFIC, U.S.A.) a destra.
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9.3. Risultati e discussione.

Le misure effettuate sulla progenie e sui parentali sono rappresentate da box-plot grafico
che descrive il range di variazioni dei diversi parametri in esame (Fig. 26-27-28). Dal
confronto delle varie caratteristiche analizzate (Tab. 16) si evince una differenza
significativa rilevante nelle medie genotipiche relative alla generazione F1 e una differenza
nella sola efficienza di uso idrico per quanto riguarda il parentale 58-861, originario del
Nord Italia. 58-861 risulta piu efficiente nel sito sperimentale di Savigliano, come ci si
poteva aspettare essendo tale genotipo originario di quel territorio. Anche la generazione
F1 risulta avere valori piu elevati nel sito sperimentale settentrionale ma per quantro
riguarda il '°C fogliare risultano inferiori a quelli riscontrati nel genotipo 58-861. Le
correlazioni generali tra i parametri espressi dalle foglie mature nei due siti evidenziano
relazioni piu forti nella piantagione settentrionale (Tab. 17) e in entrambe non risulta
alcuna relazione tra il 5*°C fogliare e il resto dei parametri. Separando in tre categorie le
relazioni (i due parentali e la progenie) nei due siti sperimentali e schematizzandole in
diverse matrici (Tab. 18-19) risulta un certo ruolo per ’area specifica fogliare (SLA) nel
genotipo Poli sia a Savigliano che a Viterbo in relazione agli altri parametri. Nei parentali
di entrambi i siti inoltre ci sono relazioni foglia-individuo che invece non risultano nella
corrispondente progenie. La generazione F1 mostra diversi adattamenti dei genotipi alle
condizioni ambientali dell’impianto di Viterbo rispetto a quello del Nord, come attestano i
valori del 8*3C fogliare di alcuni cloni della progenie nella distribuzione normale (Fig. 29b-
29d). Non a caso Populus nigra € una specie pioniera che conferisce alla propria progenie
un’elevata tolleranza alle limitazioni ambientali; ci0 risulta maggiormente evidente in
Italia, considerata un sito freddo e asciutto (Marron et al., 2006). In generale € possibile
affermare che, esclusi i casi del carbonio isotopico e della SLA, nei due siti ci sono le
stesse distribuzioni nelle medie genotipiche, con i valori della F1 compresi tra quelli dei
parentali (in questi casi Poli risulta sempre avere valori inferiori a 58-861), confermando
che i tratti genotipici in questione sono additivi (Fig. 29a). Il fenomeno della trasgressione
non si presenta invece nei casi del carbonio isotopico e della SLA (Fig. 29c¢), dove non solo
si evince che Poli non presenta differenti valori nei due siti, ma che addirittura ha valori
meno negativi rispetto a 58-861 nel sito di Viterbo (Fig. 29d). Quindi Poli non risente della

diversa collocazione spaziale, rispetto a 58-861 e alla progenie stessa, che potrebbero
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risentire fisiologicamente nello status idrico della lontananza dai climi temperati e dai
terreni settentrionali. Dunque se da un lato osserviamo un genotipo meridionale di pioppo
nero che canalizza la sua risposta a diversi ambienti, da un altro c’¢ un genotipo
settentrionale che diversifica la stessa attraverso una certa plasticita spaziale dal punto di
vista dell’efficienza di uso idrico come indicato dai parametri isotopici. In maniera ancor
piu evidente vi € la plasticita della progenie dei due parentali, che riceve come effetto una
trasformazione dei tratti morfologici e una ancor pit marcata differenza nel 8*3C fogliare e
quindi nella sua WUE. Per quanto riguarda 1’area specififica fogliare non ci sono
differenze significative tra i due siti e tra i due genotipi (Tab. 16; Fig. 29d); questo, come
nel caso del 8"°C, evidenzia un influenza di un fattore sull’additivita genetica del carattere
esaminato. Il significato fisiologico della SLA puo0 invece essere imputato alle risorse
dell’impianto sufficienti per entrambi i genotipi in ambo 1 siti anche se per la progenie i
valori sono superiori nel sito di Savigliano, mostrando un certo shift della distribuzione
(Fig. 29b-29d). La composizione isotopica non risulta correlare con la SLA, suggerendo
indirettamente che essa non possa essere spiegata dalla variazione clonale nella
conduttanza interna al passaggio di CO; nella foglia, la quale puo essere maggiore in foglie
pit spesse (Monclus et al., 2005); questo perd non accade nel caso del genotipo 58-861
dove vi & una correlazione inversa tra SLA e 5'°C fogliare, sebbene non fortissima (Tab.
18). Nello stesso sito, inoltre, la relazione tra superficie fogliare e i tratti relativi alla
produttivita (circonferenza ed altezza) risultano notevoli nei parentali piuttosto che nella
progenie e in tutti i cloni del sito di sperimentale di Viterbo (Tab. 19): dunque nel primo
caso cloni con foglie pit ampie sono caratterizzate da maggiore produttivita (Monclus et
al., 2005) ma non da maggiore efficienza di uso idrico che allora potrebbe essere spiegata
da parametri probabilmente non misurati. In base agli studi effettuati nel 2008 e al fatto che
la WUE di Poli non varia a seconda del sito sperimentale, potrebbe significare che esso
non trovi nei due impianti alcun fattore limitante e quindi si puo ipotizzare che un nutriente
quale I’azoto possa giocare un ruolo fondamentale nella canalizzazione del genotipo.
Dr’altra parte i suoli argillosi come quelli dei siti studiati presentano capacita di trattenere

acqua e contenuto in termini di nutrienti molto elevati (Yu e Pulkkinen, 2003).
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Fig. 29a. Confronto della variabilita dei parametri fogliari (peso secco, perimetro
superficie e lunghezza) nei due siti sperimentali attraverso le medie genotipiche:
istogrammi di frequenza. Sull’asse Y il numero di genotipi.
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Fig. 29b. Confronto della variabilita dei parametri fogliari (larghezza fogliare, lunghezza
del picciolo, SLA e 6C) nei due siti sperimentali attraverso le medie genotipiche:
istogrammi di frequenza. Sull’asse Y il numero di genotipi.
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Fig. 29c. Confronto della variabilita nelle caratteristiche della pianta (circonferenza e
altezza) nei due siti sperimentali attraverso le medie genotipiche: istogrammi di frequenza.
Sull’asse Y il numero di genotipi.
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Fig. 29d. Confronto della variabilita nelle caratteristiche della pianta (SLA e 6*3C ) nei
due siti sperimentali attraverso le medie genotipiche: distribuzioni. Sull’asse Y il numero
di genotipi. Notare lo shift tra le due distribuzioni nelle rappresentazioni dual mirror e la
posizione dei valori dei parentali nei grafici.
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Traits Poli 58-861 | Progeny
DRY WEIGHT ns. n.s. R
AREA s, ns. okk
PERIMETER n.s. n.s. ek ok
LENGHT 1.S. 1n.s. AN
WIDTH 1S 1.3 ns.
PETIOLE 1S, 1S, 1S
SLA LS. LS. otk
S13C LEAF 1.3, xk AR
CIRCUNFERENCE 1S 1S %X
HEIGHT 1.S. 1.S. *

Tab. 16. Differenze significative nei parametri analizzati nei due siti sperimentali a livello
dei parentali e della relativa progenie.

CN Site D_WEIGHT AREA | PERIMETER| LENGHT WIDTH PETIOLE SLA 813C CIRCUM. HEIGHT
D_WEIGHT 1

AREA 0.96 1

PERIMETER 0.93 0.96 1

LENGHT 0.95 0.98 0.96 1

WIDTH 0.88 0.91 0.91 0.89 1

PETIOLE 0.71 0.75 0.76 0.74 0.71 1

SLA -0.11 0.16 0.10 0.12 0.09 0.11 1

§13C 0.03 0.06 0.10 0.09 0.02 0.12 0.07 1

CIRCUM. 0.59 0.56 0.52 0.53 0.54 0.47 -0.11 -0.10 1

HEIGHT 0.53 0.52 0.50 0.49 0.50 0.45 -0.05 -0.11 0.83 1
VT Site D_WEIGHT AREA | PERIMETER| LENGHT WIDTH PETIOLE SLA 813C CIRCUM. HEIGHT
D_WEIGHT 1

AREA 0.95 1

PERIMETER 0.88 0.93 1

LENGHT 0.64 0.68 0.61 1

WIDTH 0.47 0.52 0.46 0.32 1

PETIOLE 0.51 0.47 0.43 0.30 0.29 1

SLA -0.10 0.19 0.19 0.17 0.20 -0.08 1

§13C 0.23 0.20 0.23 0.22 0.04 0.18 -0.10 1

CIRCUM. 0.61 0.58 0.52 0.39 0.25 0.22 -0.14 0.05 1

HEIGHT 0.41 0.42 0.38 0.26 0.13 0.13 0.00 0.06 0.77 1

Tab. 17. Matrice di correlazione dei parametri analizzati nei siti sperimentali di
Savigliano e Viterbo considerando le medie genotipiche di tutti gli individui.

100



CN Poli D WEIGHT | AREA |PERIMETER| LENGHT | WIDTH | PETIOLE SLA §13C | CIRCUM. | HEIGHT
D_WEIGHT 1

AREA 0.98 1

PERIMETER 0.98 1.00 1

LENGHT 0.99 0.99 1.00 1

WIDTH 0.98 0.98 0.98 0.98 1

PETIOLE 0.99 0.95 0.95 0.96 0.95 1

SLA -0.78 -0.65 -0.67 071 -0.69 -0.83 1

513C 051 -0.65 -0.64 -0.60 -0.53 -0.42 -0.08 1

CIRCUM. 0.91 0.88 0.89 0.89 0.80 0.91 -0.70 0.61 1

HEIGHT 0.93 0.88 0.89 0.90 0.82 0.94 0.79 051 0.99 1
CN 58-861 | D_WEIGHT | AREA |PERIMETER| LENGHT | WIDTH | PETIOLE SLA §13C | CIRCUM. | HEIGHT
D_WEIGHT 1

AREA 0.82 1

PERIMETER 0.91 0.97 1

LENGHT 0.90 0.94 0.99 1

WIDTH 0.60 0.94 0.82 0.77 1

PETIOLE 0.67 0.86 0.89 0.92 0.73 1

SLA -0.29 0.31 0.10 0.08 057 0.32 1

513C 0.51 0.22 0.44 0.53 -0.11 0.55 -0.50 1

CIRCUM. 0.66 0.97 0.90 0.88 0.97 0.87 0.52 0.11 1

HEIGHT 0.53 0.92 0.80 0.77 0.99 0.79 0.66 -0.07 0.98 1
CNF1 D WEIGHT | AREA |PERIMETER| LENGHT | WIDTH | PETIOLE SLA 813C | CIRCUM. | HEIGHT
D_WEIGHT 1

AREA 0.95 1

PERIMETER 0.93 0.96 1

LENGHT 0.94 0.98 0.96 1

WIDTH 0.88 0.90 0.90 0.88 1

PETIOLE 0.69 0.74 0.73 0.72 0.68 1

SLA -0.13 0.16 0.09 0.11 0.08 0.10 1

513C -0.02 0.01 0.04 0.03 -0.05 0.06 0.06 1

CIRCUM. 0.58 0.55 0.51 0.52 0.52 0.46 0.12 -0.14 1

HEIGHT 0.53 0.51 0.49 0.48 0.49 0.44 -0.06 -0.14 0.83 1

Tab. 18. Matrice di correlazione dei parametri analizzati nel sito sperimentale di
Savigliano (CN) considerando separatamente le medie genotipiche dei parentali e della
loro progenie.
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Tab. 19. Matrice di correlazione dei parametri analizzati nel sito sperimentale di Viterbo
considerando separatamente le medie genotipiche dei parentali e della loro progenie.
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9.4. Conclusioni e prospettive di studio.

L’indipendenza dell’efficienza di uso idrico (discriminazione isotopica) dalla produttivita
nei pioppi indica che sara possibile selezionare cloni combinando alta produttivita e WUE,
un considerevole vantaggio soprattutto per coltivazioni di pioppo in aree tendenzialmente
siccitose (Marron et al., 2005). Le prospettive future di studio tenderanno a completare il
quadro dei soggetti analizzati, attraverso analisi della GXE, dei QTL, della determinazione
qualitativa dei geni coinvolti negli aspetti evidenziati e dello studio della plasticita
spaziale. Un valido approccio sarebbe costituire un impianto sperimentale nel Sud Italia,
ovvero in zone limitrofe a quelle di origine per il genotipo meridionale Poli analogamente
a quanto fatto nel Nord e nel Centro Italia, cosi da caratterizzare un confronto spaziale dei
genotipi in maniera completa. E’ anche noto in letteratura come misure della capacita
fotosintetica (Vcmax e Jmax) e misure di efficienza di uso idrico intrinseca (W= A/gs)
possano condurre a conclusioni ferme che tramite le sole misure morfologiche e della

composizione isotopica non e possibile trarre (Monclus et al., 2005).
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Capitolo 10. Stomi giganti.

10.1. Premessa.

Gli stomi giganti (giant stomata) rappresentano uno spin-off all’interno del lavoro di
ricerca svolto. Le osservazioni eseguite su foglie di pioppo nero in concomitanza con
quelle microscopiche relative al 2008, sono state completate da altre operazioni nello
stesso anno e da un nuovo set di campionamento nella stagione vegetativa 2010.

I1 termine “giant” distingue gli stomi da quelli normali in diversi tipi di piante. Il lavoro piu
significativo in questo ambito & quello di Sitholey and Pandey (1971) che individuarono
“stomi indistinguibili dai normali se non per dimensioni maggiori” in due specie della
famiglia Rutaceae. Precedentemente Stacey (1965) aveva gia menzionato stomi di

(13

dimensioni anomale riferendosi agli stessi come “water stomata”. Altri autori parlano
anche di idatodi, ghiandole di secrezione fogliare. Shirashi et alii (1975) menzionano gli
stomi giganti in accordo con le osservazioni di Stacey, Sitholey and Pandey, nel loro
lavoro sullo Satsuma Mandarin (Citrus unshiu Marc). Un lavoro recente ma parallelo a
quello degli stomi giganti é stato svolto da Carpenter et alii (2007), relativamente a pori
giganti in specie tropicali, la cui proporzione in termini di area totale rende evidente la loro
funzione biologica. Sebbene non appaia appropriato confrontare gli stomi giganti con i pori
epidermici, lo studio di Carpenter mostra un buon approccio per la discussione.

La funzione degli stomi giganti non & conosciuta. Sitholey and Pandey descrivono le
strutture come occluse, oltre all’ubicazione su nervature centrali o vene di grandi
dimensioni, spesso in fase di degenerazione e accompagnate da crescita concomitante di
cellule epidermiche; dunque si imputa agli stomi giganti una presunta funzione vestigiale.
Recentemente ci si é riferiti agli stomi che influenzano la distribuzione dei circostanti

come primary stomata (Von Groll e Altmann, 2001; Cutter, 2007)
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10.2. Materiali e metodi.

Le principali osservazioni compiute nella stagione vegetativa 2008 e nelle successive
riguardano i genotipi parentali di pioppo nero, Poli e 58-861, descritti precedentemente. Le
osservazioni sui campioni del 2008 presentano le stesse tecniche e gli stessi strumenti visti
nel set di misure sullo studio della plasticita temporale del 2008 (sessioni “June”-
“September”). Durante la stagione vegetativa 2009 ¢ stato invece possibile prelevare
campioni fogliari random nella fase iniziale dello sviluppo, ovvero la prima foglia
immatura completamente estesa da ogni pianta; I’operazione fu fatta nella sola sessione di
giugno 2009 su ambo i parentali di pioppo nero. Nel giugno 2010 invece si € eseguito un
campionamento piu esteso ovvero tagliando con D’ausilio del bisturi aree fogliari
equidistanti dal margine e dalla nervatura centrale; prese in esame 2 coppie di parentali si &
eseguito il campionamento su 3 tipi di foglie: sunny mature (10 campioni x2) ; young (4
campioni x2); shady (4 campioni x2). In due casi sono state estratte due foglie apicali
immature per intero, una per ogni parentale. Il sampling e stato effettuato in una giornata
luminosa nell’impianto sperimentale di Viterbo (30 giugno 2010, ore 11:00-12:30) e
preservando i campioni in una soluzione composta da 50% acqua e 50% alcol etilico alla
temperatura di 4°C. Le osservazioni al microscopio elettronico a scansione (S.E.M.) sono
state effettuate presso il C.I.S.M.E. di Napoli (Universita degli Studi di Napoli “Federico
I, Orto Botanico). Utilizzando I’indice di distribuzione R (Clark and Evans, 1954), si ¢
calcolato il pattern di distribuzione degli stomi; si ricorda che 1’area d’esame risulta sempre

94164 pm?.
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10.3. Risultati e discussione.

Le osservazioni del 2008, in particolare la caratterizzazione grafica della lunghezza della
rima stomatica, porta inevitabilmente all’individuazione degli stomi giganti su una base
prettamente quantitativa, ovvero outliers al di fuori della distribuzione normale degli stomi
misurati nell’area di saggio (dati non mostrati). La caratterizzazione morfologica
utilizzando la tecnica dello “strappo” e precedente fissaggio tramite vernice trasparente,
oltre a far risaltare la presenza di stomi (Fig. 30) aventi dimensioni notevoli rispetto ai
circostanti, rivela la presenza di strie cuticolari. Esse sono rapportabili alle cuticular ridges
citate in letteratura e che si individuano anche intorno a stomi cosiddetti normali. Le analisi
al S.E.M. del 2010 (Fig. 31) rivelano indiscutibilmente la presenza di queste strutture, che
comunque risultano abbastanza comuni negli studi di botanica non specifici. Si nota anche
la presenza di una struttura nella fase matura, che potrebbe occludere uno stoma gigante; in
letteratura si parla di occluded stomata. Le immagini relative al 2009 effettuate su foglie
giovani (Fig. 32), rilevano la presenza di stomi giganti in piena nervatura, cosa che invece
non risulta sempre nelle foglie mature. La presenza dei giant stomata e riscontrabile
indistintamente nella porzione basale, media e apicale della foglia osservata. E’ possibile
infine osservare che nel pioppo nero si trovano soltanto nella superficie abassiale della
foglia e in ambo i sessi; precedentemente furono osservati in ambo le superfici ed
esclusivamente sulla nervatura centrale. I risultati ottenuti dal calcolo dell’indice R (Clark
ed Evans, 1954) per il pattern stomatico indicano una certa aggregazione (clustered
pattern: R = 0) nelle aree di saggio di 58-861 in cui non ci sono stomi giganti (dati non
mostrati) mentre risulta un grado random (R = 1; Von Groll ed Altmann, 2001) laddove gli
stomi giganti risultano presenti (Tab. 20). In Poli non e possibile individuare una
distribuzione generale, in quanto siamo prossimi a valori indicanti una distribuzione

random, compresi i campioni in cui i giant stomata non sono presenti (dati non mostrati).
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Fig. 30. Immagini di stomi giganti localizzati in foglie mature dei genotipi 58-861 (in alto)
e Poli (in basso). Notare la presenza di strie cuticolari con la tecnica dello “strappo”.
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Fig. 31. Immagini di stomi giganti (eseguite dal C.I.S.M.E., Universita Federico Il di
Napoli) localizzati in foglie del genotipo Poli: foglia matura (in alto) e foglia giovane (in
basso). Notare la presenza di un occlusione nella foglia matura.
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Fig. 32. Immagini di stomi giganti localizzati in foglie giovani di pioppo nero: genotipo
Poli (in alto) e 58-861 (in basso). Notare la presenza dello stoma sulle nervature.
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Sample

M1B3 bis (Poli)

M2B1 bis (Poli)

F1B4 bis (58-861)

F1B2 bis (58-861)

Leaf side Whaxial Whaxial Ahaxial Ahaxial
Section upper medium medium medium
Date 28/07/2008 18/09/2008 28/08/2008 18/09/2008
Area (nmA2) 94164 94164 94164 94164
N 19 16 14 22
Density (n/Area) 0.000201776 0.000169916 0.000148677 0.000233635
Distances (um) 45407 59.621 51.560 38.284
45407 59.521 83.779 27.166
74 567 47.313 14.720 15421
15.048 27.284 14.720 15421
15.048 27.284 38.714 33.873
27.012 60.833 15.000 33.573
26.301 30123 15.000 29.706
10.325 30.123 31487 26.203
10.325 16.1581 30.897 46.821
28.678 16.1581 30.897 18.508
28.678 22.659 32.016 18.508
32.644 22658 100.887 29.772
48.918 28.178 59.134 29772
48.918 28.178 59.134 13.806
22.604 22128 13.806
15.820 41.231 39.668
15.820 29.375
15.005 28.339
48.984 26.227
26.227
53.851
46.181
Sum 575809 539.337 577.845 639.918
Ra 30.28994737 33.7085625 41.28178571 29.08718182
radicerho 0.014204775 0.013035195 0.012183309 0.015285121
Re 35.19943181 38.35769154 41.00609711 32.71154925
R 0.860523759 0.87879539 1.006723113 0.889202208

Tab. 20. Campioni fogliari sottoposti a conta e calcolo del pattern stomatico, in aree dove

e stata attestata la presenza di stomi giganti.
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10.4. Ipotesi e prospettive di studio.

Attualmente il campo di ricerca relativo ai giant stomata € da considerarsi del tutto
pionieristico poiché nessun autore, eccetto Sitholey e Pandey, ha saputo dare risalto
all’osservazione degli stessi, pur essendo presenti in molti lavori come richiamo. L’ipotesi
attualmente all’esame del candidato, in uno studio eco-fisiologico e botanico che esula dai
contenuti sensu strictu del presente lavoro di tesi, e la funzione ontogenica degli stomi
giganti, in grado di segnare la distribuzione degli stomi normali in fase giovanile, per poi
ridursi a un ruolo probabilmente vestigiale nella fase matura della crescita fogliare, tramite
occlusione da parte di materiale secreto. La presenza di una regione libera attorno a
ciascuno stoma é infatti un principio universale nel patterning stomatico (Von Groll e
Altmann, 2001).
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Capitolo 11. Considerazioni finali.

Le strategie di breeding potranno risultare migliorabili utilizzando un approccio che
considera I’eco-fisiologia stagionale per la valutazione qualitativa e quantitativa dei
soggetti interessati. | meccanismi e i processi morfo-fisiologici legati all’efficienza di uso
idrico e al relativo utilizzo degli isotopi stabili del carbonio potrebbero chiarire aspetti
importanti legati alle fasi ontogenetiche ed evolutive di Populus nigra L.

Nel caso specifico legato ai genotipi in esame sara opportuno sviluppare nuovi progetti di
studio tali da complementare quelli illustrati nel presente lavoro di tesi, come ad esempio
un impianto sperimentale nelle zone del Sud Italia e misurazioni di parametri come 1’azoto
fogliare nel confronto multi-sito. L’analisi dell’architettura radicale unitamente a quanto
evidenziato con [I’analisi intra-canopy potrebbe spiegare con maggiore chiarezza le
dinamiche stagionali dello status idrico relativo ai due genotipi di pioppo nero studiati.
Seguendo questo approccio di studio, il ricercatore potra implementare le conoscenze sul
pioppo nero avvalendosi di uno studio approfondito degli stomi giganti, attualmente
fondamentale nel ramo paleoecologico nel ricostruire una mappa sui cambiamenti climatici

globali su larga scala temporale e spaziale.
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Allegati A-L: valutazione multi-sito.

Allegato A. Medie genotipiche del peso seccofogliare (g).

Sito CN VT
Genotipo Media Repliche Media Repliche
1 0.61 5 0.84 4
2 0.65 5 0.79 5
3 0.55 4 0.56 5
4 0.69 4 0.61 5
5 0.70 4 0.81 5
6 0.61 4 0.71 5
7 0.61 5 0.67 4
8 0.84 5 0.92 5
9 0.96 5 0.82 5
10 0.39 5 0.58 4
11 0.68 4 0.74 4
12 0.79 4 0.85 5
13 0.60 4 0.70 3
14 0.83 5 0.76 5
15 0.60 5 0.68 4
16 0.72 5 0.72 5
17 0.53 4 0.68 4
18 0.87 5 1.03 4
19 0.67 4 0.67 5
20 0.66 4 0.71 4
21 0.63 5 0.82 5
22 0.64 5 0.69 4
23 0.80 5 0.82 5
24 0.49 4 0.56 5
25 0.67 3 0.90 4
26 0.84 3 0.78 4
27 0.56 5 0.51 5
28 0.46 3 0.60 5
29 0.55 4 0.64 5
30 0.76 5 0.69 3
31 0.69 5 0.72 5
32 0.58 4 0.43 5
33 0.92 5 0
34 0.68 3 0.55 5
35 0.62 5 0.65 4
36 0.63 5 1
37 0.70 5 0.87 4
38 0.53 5 0.65 5
39 0.59 3 0.73 4
40 0.46 5 0.52 4
41 1.17 5 0.85 4
42 0.59 3 0.59 5
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43 0.88 4 117 5
44 0.66 4 0.58 5
45 0.51 5 0.68 5
46 0.55 3 0.48 5
47 0.53 5 0.55 5
48 0.50 5 0.61 5
49 0.69 5 0.75 4
50 0.51 5 0.64 5
51 0.71 5 0.79 5
52 0.53 5 0.83 5
53 0.83 5 0.90 4
54 0.70 5 0.69 4
55 0.45 4 0.45 2
56 0.69 5 0.79 5
57 0.63 4 0.70 5
58 0.49 3 0.58 5
59 0.74 4 0.80 5
60 0.68 5 0.79 4
61 0.70 3 0.87 5
62 0.76 3 0.73 5
63 0.54 5 0.68 4
64 0.64 5 0.58 5
65 0.73 3 0.67 4
66 0.72 5 0.65 5
67 0.77 4 0.79 4
68 0.64 5 0.59 4
69 0.62 4 0.63 3
70 0.75 4 0.59 5
71 0.65 4 0.69 5
72 0.65 3 0.67 5
73 0.81 4 0.69 5
74 0.55 5 0.60 5
75 0.48 5 0.55 3
76 0.64 4 0.52 4
77 0.76 4 0.72 5
78 0.94 3 0.81 5
79 0.68 4 0.79 4
80 0.48 5 0.50 4
81 0.70 4 0.59 5
82 0.74 4 0.82 4
83 0.67 3 0.74 5
84 0.73 4 0.70 4
85 0.60 5 0.66 4
86 0.47 5 0.57 5
87 0.57 4 0.63 4
88 0.67 3 0.67 5
89 0.75 3 0.56 5
90 0.93 4 0.86 4
91 0.56 3 0.67 5
92 0.77 4 0.75 4
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93 0.56 5 0.47 3
94 0.76 5 0.62 5
95 0.76 4 0.89 3
96 0.68 5 0.71 5
97 0.61 5 0
98 0.59 5 0.59 5
99 0.59 5 0.62 5
100 0.61 5 0.58 4
101 0.79 3 0.75 5
102 0.83 5 0.74 4
103 0.57 4 0.55 5
104 0.59 4 0.52 5
105 0.65 5 0.64 4
106 0.72 5 0.62 5
107 0.65 4 0.72 5
108 0.67 4 0.65 5
109 0.58 5 0.60 5
110 0.77 5 0.74 5
111 0.75 4 0.83 5
112 0.49 5 0
113 0.56 3 0.67 5
114 0.59 4 0.84 5
115 0.41 3 0.59 5
116 0.80 4 0.73 5
117 0.69 5 0.61 5
118 0.49 4 0.69 4
119 0.56 4 0.68 3
120 0.63 5 0.62 5
121 0.93 5 0.75 5
122 0.61 5 0.59 5
123 0.44 5 0.67 5
124 0.72 4 0.74 5
125 0.69 4 0.70 5
126 0.58 4 0.59 5
127 0.85 4 0.70 4
128 0.54 4 0.57 4
129 0.53 5 0.57 5
130 0.45 5 0.63 4
131 0.74 4 0.61 5
132 0.44 5 0.53 4
133 0.46 5 0.54 4
134 0.56 5 0.73 5
135 0.51 5 0.72 5
136 0.67 4 0.86 5
137 0.79 4 0.87 5
138 0.52 5 0.63 4
139 0.60 5 0.59 5
140 0.80 4 0.72 5
141 0.80 4 0.71 5
142 041 5 0
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143 0.50 4 0.70 4
144 0.38 5 0.62 5
145 0.54 5 0.59 5
146 0.63 4 0.67 5
147 0 0
148 0 0
149 0.69 3 0.61 4
150 0.48 5 0.66 5
151 0.50 4 0.50 5
152 0.62 4 0.64 5
153 0.53 4 0.57 5
154 0.57 4 0.39 5
155 0.71 4 0.61 5
156 0.57 4 0.76 4
157 0.67 5 0.64 5
158 0.58 4 0.60 4
159 0.47 5 0.60 5
160 0.54 4 0.61 5
161 0.87 2 0.77 5
162 0.42 3 0.45 5
163 0.49 3 0.51 5
164 0.67 5 0.79 5
165 0.99 5 0.60 4
POLI 0.20 5 0.31 5
58-861 1.21 4 1.22 5

CN VT

Media pedigree 0.64 0.68

Standard error 0.01 0.01

Genotipi 165 160

Individui 713 736

Individui per genotipo 4.27 441
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Allegato B. Medie genotipiche dell’area fogliare (cm?).

Sito CN VT
Genotipo Media Repliche Media Repliche
1 78.62 5 84.75 4
2 73.78 5 87.18 5
3 62.45 4 59.36 5
4 76.14 4 49.24 5
5 80.11 4 83.18 5
6 69.85 4 72.58 5
7 72.49 5 68.49 4
8 101.97 5 94.24 5
9 115.49 5 87.56 5
10 47.90 5 61.10 4
11 82.51 4 82.10 4
12 100.44 4 96.77 5
13 70.75 4 77.70 3
14 93.57 5 77.62 5
15 82.70 5 82.23 4
16 87.41 5 82.44 5
17 65.49 4 70.08 4
18 95.20 5 98.02 4
19 72.82 4 70.99 5
20 73.40 4 73.19 4
21 72.75 5 82.94 5
22 67.71 5 71.80 4
23 97.98 5 87.74 5
24 51.55 4 59.90 5
25 85.84 3 96.04 4
26 88.14 3 76.86 4
27 64.41 5 58.66 5
28 51.30 3 67.40 5
29 63.96 4 68.37 5
30 82.46 5 70.58 3
31 77.74 5 71.94 5
32 64.01 4 45.75 5
33 100.35 5 0
34 85.19 3 60.35 5
35 71.86 5 67.58 4
36 73.52 5 0
37 81.85 5 88.66 4
38 59.23 5 61.92 5
39 65.87 3 70.31 4
40 51.93 5 52.62 4
41 120.18 5 85.12 4
42 66.97 3 63.32 5
43 108.13 4 118.66 5
44 73.83 4 61.62 5
45 57.89 5 65.26 5
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46 55.17 3 41.82 5
47 63.63 5 61.61 5
48 58.05 5 61.56 5
49 85.45 5 84.84 4
50 57.08 5 64.71 5
51 79.25 4 78.85 5
52 63.37 5 74.53 5
53 93.20 5 93.00 4
54 86.22 5 75.05 4
55 55.41 4 45.34 2
56 79.05 5 74.86 5
57 79.86 4 71.43 5
58 57.25 3 62.13 5
59 62.69 4 82.78 5
60 81.95 5 78.71 4
61 79.14 3 88.15 5
62 87.10 3 69.77 5
63 64.04 5 69.48 4
64 75.32 5 58.19 5
65 79.29 3 68.47 4
66 78.89 5 62.15 5
67 89.09 4 83.49 4
68 69.74 5 62.65 4
69 71.74 4 60.33 3
70 83.64 4 55.88 5
71 71.97 4 74.26 5
72 77.87 3 66.47 5
73 92.83 4 72.17 5
74 73.72 5 66.87 5
75 58.98 5 55.21 3
76 74.72 4 58.09 4
77 80.96 4 75.00 5
78 125.87 2 91.79 5
79 81.65 4 83.75 4
80 57.72 5 56.81 4
81 77.92 4 62.79 5
82 81.42 4 84.84 4
83 79.75 3 79.98 5
84 73.86 4 68.93 4
85 69.27 5 71.20 4
86 53.48 5 61.94 5
87 61.64 4 61.42 4
88 72.40 3 71.00 5
89 96.67 3 63.87 5
90 118.28 4 90.82 4
91 56.88 3 65.94 5
92 87.36 4 83.70 4
93 65.12 5 47.90 3
94 87.67 5 61.14 5
95 93.35 4 95.92 3
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96 80.37 5 76.78 5
97 75.98 5 0
98 69.66 5 61.02 5
99 74.94 5 66.54 5
100 65.61 5 56.64 4
101 86.16 3 71.31 4
102 93.06 5 81.73 4
103 62.90 4 59.16 5
104 68.38 4 55.29 5
105 77.20 5 64.49 4
106 84.25 5 62.88 5
107 77.02 4 74.22 5
108 86.96 4 66.16 5
109 66.60 5 63.14 5
110 89.22 5 75.76 5
111 85.04 4 85.02 5
112 52.68 5 0
113 71.74 3 76.34 5
114 68.63 4 87.12 5
115 48.86 3 60.58 5
116 86.65 4 78.88 5
117 74.78 5 65.98 5
118 56.66 4 66.90 4
119 66.04 4 67.52 3
120 77.02 4 64.91 5
121 98.92 5 78.09 5
122 73.88 5 70.86 5
123 54.07 5 73.87 5
124 83.83 4 77.71 5
125 79.12 4 72.40 5
126 70.25 4 60.88 5
127 102.23 4 81.97 4
128 58.85 4 53.05 4
129 56.18 5 56.39 5
130 52.09 5 68.76 4
131 83.37 4 64.17 5
132 47.23 5 51.55 4
133 50.79 5 56.03 4
134 60.71 5 68.22 5
135 59.11 5 77.14 5
136 83.77 4 88.15 5
137 94.74 4 95.04 5
138 56.67 5 66.19 4
139 70.70 5 57.52 5
140 93.52 4 75.50 5
141 96.27 4 78.06 5
142 49.08 5 0
143 56.98 4 69.77 4
144 42.35 5 60.10 5
145 66.81 5 66.53 5
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146 73.99 4 68.87 5
147 0 0
148 0 0
149 74.47 3 66.35 4
150 57.15 5 67.66 5
151 54.30 4 59.27 4
152 69.85 4 57.85 4
153 61.07 4 59.04 5
154 72.01 4 45.79 5
155 74.40 4 63.41 5
156 65.35 4 76.04 4
157 80.34 5 67.73 5
158 64.91 4 62.44 4
159 56.73 5 63.13 5
160 65.92 4 60.48 5
161 105.61 2 81.39 5
162 55.29 3 52.37 5
163 58.08 3 53.96 5
164 84.70 5 86.10 5
165 112.93 5 69.68 4
POLI 21.09 5 30.48 5
58-861 138.45 4 135.13 5
CN VT
Media pedigree 74.40 70.65
Standard error 0.80 0.81
Genotipi 165 160
Individui 710 732
Individui per genotipo 4.25 4.38
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Allegato C. Medie genotipiche del perimetro fogliare (cm).

Sito CN VT
Genotipo Media Repliche Media Repliche
1 38.12 5 39.91 4
2 38.22 5 40.69 5
3 33.49 4 32.26 5
4 37.05 4 32.45 5
5 40.66 4 40.17 5
6 35.04 4 35.80 5
7 37.74 5 35.22 4
8 46.38 5 42.14 5
9 46.77 5 39.71 5
10 28.17 5 34.50 4
11 39.50 4 40.92 4
12 44.32 4 42.03 5
13 37.57 4 38.23 3
14 43.88 5 38.21 5
15 39.39 5 48.04 4
16 40.46 5 38.88 5
17 34.93 4 36.70 4
18 43.43 5 44.47 4
19 37.59 4 36.12 5
20 38.02 4 36.79 4
21 37.19 5 41.23 5
22 35.52 5 36.17 4
23 43.24 5 40.84 5
24 30.06 4 32.70 5
25 39.67 3 43.23 4
26 40.24 3 37.68 4
27 35.61 5 32.85 5
28 31.65 3 37.46 5
29 35.09 4 40.40 5
30 40.85 5 35.90 3
31 38.24 5 37.32 5
32 35.48 4 28.17 5
33 44.34 5 0
34 42.64 3 34.63 5
35 37.81 5 37.21 4
36 40.46 5 0
37 39.30 5 42.38 4
38 34.08 5 37.04 5
39 33.88 3 36.38 4
40 31.50 5 31.47 4
41 52.83 5 42.17 4
42 35.52 3 33.83 5
43 46.43 4 50.04 5
44 36.80 4 33.64 5
45 33.68 5 36.64 5
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46 31.48 3 28.76 5
47 34.85 5 34.75 5
48 3341 5 33.95 5
49 40.44 5 40.33 4
50 32.05 5 34.65 5
51 39.00 4 39.41 5
52 37.20 5 37.05 5
53 43.11 5 43.39 4
54 41.74 5 39.02 4
55 30.24 4 28.63 2
56 39.31 5 38.14 5
57 38.00 4 36.44 5
58 33.07 3 35.05 5
59 38.48 4 40.12 5
60 42.12 5 40.68 4
61 39.82 3 41.58 5
62 42.98 3 36.45 5
63 33.66 5 35.72 4
64 38.90 5 33.53 5
65 38.93 3 36.65 4
66 40.55 5 34.00 5
67 40.89 4 44.02 4
68 39.07 5 34.64 4
69 37.89 4 33.69 3
70 41.86 4 32.95 5
71 36.71 4 38.20 5
72 39.09 3 37.85 5
73 45.51 4 36.25 5
74 37.92 5 37.72 5
75 32.85 5 31.54 3
76 37.36 4 32.52 4
77 38.83 4 35.67 5
78 52.45 2 44.39 5
79 38.89 4 40.84 4
80 34.31 5 33.09 4
81 41.01 4 34.88 5
82 38.10 4 39.52 4
83 40.81 3 39.06 5
84 37.72 4 37.19 4
85 34.34 5 36.49 4
86 31.68 5 39.00 5
87 33.28 4 32.42 4
88 39.48 3 36.20 5
89 47.02 3 34.50 5
90 48.46 4 41.71 4
91 33.52 3 36.93 5
92 42.66 4 41.32 4
93 41.43 5 29.74 3
94 43.22 5 33.68 5
95 43.15 4 43.82 3
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96 39.15 5 37.84 5
97 37.32 5 0
98 35.55 5 33.72 5
99 38.27 5 36.02 5
100 36.53 5 32.92 4
101 40.89 3 35.90 4
102 43.49 5 41.41 4
103 34.40 4 33.46 5
104 35.69 4 31.23 5
105 38.68 5 35.18 4
106 38.89 5 34.87 5
107 38.89 4 37.14 5
108 39.65 4 34.48 5
109 35.59 5 34.15 5
110 43.22 5 38.08 5
111 41.79 4 41.92 5
112 32.01 5 0
113 36.77 3 38.17 5
114 34.67 4 39.94 5
115 29.42 3 33.52 5
116 41.09 4 38.66 5
117 37.01 5 35.10 5
118 31.81 4 35.29 4
119 37.33 4 35.58 3
120 36.90 4 35.69 5
121 43.76 5 40.12 5
122 37.78 5 36.08 5
123 32.16 5 37.58 5
124 39.66 4 37.37 5
125 38.44 4 36.02 5
126 34.86 4 32.56 5
127 43.78 4 41.37 4
128 34.04 4 31.74 4
129 33.53 5 32.27 5
130 29.54 5 34.01 4
131 39.22 4 33.33 5
132 29.82 5 32.05 4
133 30.44 5 31.68 4
134 34.72 5 36.88 5
135 33.04 5 38.88 5
136 41.34 4 42.78 5
137 44.73 4 43.96 5
138 32.26 5 33.29 4
139 36.38 5 33.86 5
140 43.85 4 39.37 5
141 42.93 4 38.05 5
142 29.05 5 0
143 32.67 4 35.66 4
144 26.84 5 33.32 5
145 35.48 5 33.96 5
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146 37.82 4 37.23 5
147 0 0
148 0 0
149 38.35 3 35.48 4
150 32.49 5 36.96 5
151 30.76 4 32.08 4
152 36.38 4 3341 4
153 34.05 4 44.74 5
154 35.87 4 28.24 5
155 38.32 4 34.08 5
156 36.47 4 39.43 4
157 37.93 5 33.89 5
158 35.41 4 34.97 4
159 31.68 5 34.53 5
160 35.20 4 32.55 5
161 46.63 2 40.54 5
162 33.48 3 30.68 5
163 32.34 3 31.13 5
164 42.08 5 42.38 5
165 47.46 5 35.86 4
POLI 18.33 5 22.46 5
58-861 50.80 4 53.37 5
CN VT
Media pedigree 37.70 36.77
Standard error 0.24 0.27
Genotipi 165 160
Individui 710 732
Individui per genotipo 4.25 4.38
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Allegato D. Medie genotipiche della lunghezza fogliare (cm).

Sito CN VT
Genotipo Media Repliche Media Repliche
1 11.52 5 12.05 4
2 11.68 5 12.53 5
3 10.39 4 10.29 5
4 11.60 4 10.23 5
5 11.93 4 11.74 5
6 10.98 4 10.98 5
7 11.11 5 11.46 4
8 13.68 5 12.92 5
9 14.13 5 12.09 5
10 9.07 5 10.45 4
11 12.15 4 11.91 4
12 12.66 4 12.57 5
13 11.24 4 12.10 3
14 12.96 5 11.68 5
15 11.79 5 11.90 4
16 12.46 5 11.87 5
17 10.57 4 10.98 4
18 12.66 5 13.30 4
19 11.35 4 11.15 5
20 11.47 4 11.46 4
21 11.20 5 12.40 5
22 10.78 5 10.95 4
23 13.03 5 12.01 5
24 9.53 4 10.15 5
25 12.07 3 12.96 4
26 12.69 3 11.37 4
27 10.61 5 10.30 5
28 9.47 3 11.16 5
29 10.62 4 11.14 5
30 11.82 5 11.48 3
31 11.59 5 11.08 5
32 10.44 4 9.14 5
33 13.18 5 0
34 12.45 3 10.51 5
35 11.60 5 11.24 4
36 11.25 5 0
37 12.00 5 12.11 4
38 10.18 5 10.83 5
39 10.59 3 11.00 4
40 9.47 5 9.58 4
41 15.03 5 12.21 4
42 10.98 3 10.42 5
43 13.80 4 14.17 5
44 11.39 4 10.23 5
45 10.04 5 10.98 5
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46 9.98 3 9.10 5
47 10.34 5 10.62 5
48 10.12 5 10.55 5
49 12.59 5 11.89 4
50 10.01 5 10.88 5
51 11.79 4 11.79 5
52 10.66 5 11.32 5
53 13.40 5 12.64 4
54 12.55 5 11.34 4
55 9.84 4 9.42 2
56 11.43 5 11.68 5
57 11.60 4 10.77 5
58 10.28 3 10.45 5
59 11.65 4 11.79 5
60 11.59 5 11.84 4
61 12.38 3 12.58 5
62 13.08 3 10.88 5
63 10.56 5 10.92 4
64 11.34 5 9.88 5
65 11.48 3 11.24 4
66 11.87 5 10.43 5
67 12.15 4 11.53 4
68 11.36 5 10.43 4
69 11.31 4 9.96 3
70 12.29 4 9.83 5
71 11.12 4 12.63 5
72 12.09 3 11.12 5
73 12.51 4 11.11 5
74 11.07 5 10.74 5
75 10.16 5 10.51 3
76 11.37 4 9.68 4
77 11.59 4 11.19 5
78 14.84 2 12.62 5
79 11.73 4 12.19 4
80 10.29 5 10.59 4
81 11.84 4 10.49 5
82 11.85 4 11.58 4
83 11.80 3 12.31 5
84 11.47 4 11.09 4
85 10.77 5 11.14 4
86 9.82 5 10.27 5
87 10.64 4 10.10 4
88 11.20 3 10.90 5
89 13.20 3 10.89 5
90 14.95 4 12.35 4
91 10.47 3 10.86 5
92 12.45 4 12.04 4
93 10.46 5 9.73 3
94 12.06 5 10.42 5
95 13.18 4 12.79 3
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96 11.90 5 11.24 5
97 11.51 5 0
98 11.03 5 10.56 5
99 11.42 5 10.84 5
100 10.77 5 10.14 4
101 12.04 3 10.86 4
102 12.63 5 12.65 4
103 10.52 4 10.16 5
104 10.96 4 10.29 5
105 11.66 5 10.72 4
106 11.89 5 10.70 5
107 11.79 4 11.18 5
108 12.72 3 10.58 5
109 10.85 5 10.49 5
110 12.44 5 11.31 5
111 12.42 4 12.48 5
112 9.84 5 0
113 11.87 3 11.44 5
114 10.88 4 12.22 5
115 9.39 3 10.60 5
116 12.14 4 11.50 5
117 11.41 5 10.50 5
118 9.75 4 11.11 4
119 10.92 4 10.93 3
120 11.54 4 10.63 5
121 13.19 5 11.78 5
122 11.08 5 10.88 5
123 9.70 5 11.57 5
124 12.11 4 11.37 5
125 11.63 4 11.00 5
126 11.11 4 9.90 5
127 13.45 4 11.94 4
128 10.02 4 9.47 4
129 9.82 5 9.94 5
130 9.62 5 10.47 4
131 11.91 4 10.50 5
132 9.43 5 9.64 4
133 9.42 5 10.05 4
134 10.33 5 10.91 5
135 10.42 5 11.72 5
136 12.26 4 12.23 5
137 12.46 4 12.79 5
138 9.73 5 10.67 4
139 11.22 5 10.14 5
140 12.71 4 11.66 5
141 12.96 4 11.48 5
142 9.17 5 0
143 10.06 4 11.06 4
144 8.52 5 10.14 5
145 10.83 5 10.97 5
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146 11.17 4 11.07 5
147 0 0
148 0 0
149 11.79 3 11.14 4
150 10.00 5 10.75 5
151 9.64 4 10.28 4
152 10.81 4 10.18 4
153 10.68 4 10.15 5
154 11.44 4 8.83 5
155 11.87 4 10.60 5
156 10.65 4 11.27 4
157 11.55 5 10.73 5
158 10.80 4 10.47 4
159 9.93 5 10.38 5
160 10.31 4 10.09 5
161 14.12 2 11.87 5
162 9.73 3 9.98 5
163 10.37 3 9.55 5
164 12.29 5 12.27 5
165 14.00 5 10.78 4
POLI 6.26 5 18.44 5
58-861 15.26 4 15.09 5
CN VT
Media pedigree 11.35 11.15
Standard error 0.06 0.09
Genotipi 165 160
Individui 709 732
Individui per genotipo 4.25 4.38
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Allegato E. Medie genotipiche della larghezza fogliare (cm).

Sito CN VT
Genotipo Media Repliche Media Repliche
1 9.88 5 10.37 4
2 9.64 5 10.12 5
3 9.11 4 9.01 5
4 9.86 4 9.29 5
5 10.37 4 10.25 5
6 8.60 4 9.70 5
7 9.93 5 9.10 4
8 10.30 5 10.40 5
9 11.09 5 9.81 5
10 8.17 5 8.84 4
11 10.14 4 10.02 4
12 11.36 4 10.73 5
13 9.77 4 9.98 3
14 11.15 5 10.06 5
15 10.10 5 8.47 4
16 10.49 5 10.03 5
17 9.26 4 9.43 4
18 11.21 5 10.62 4
19 10.07 4 9.90 5
20 9.72 4 9.83 4
21 9.83 5 9.94 5
22 9.10 5 9.59 4
23 11.24 5 10.80 5
24 7.82 4 8.34 5
25 10.36 3 10.78 4
26 10.28 3 10.76 4
27 8.94 5 8.05 5
28 8.41 3 9.03 5
29 9.18 4 8.08 5
30 10.40 5 9.38 3
31 10.11 5 9.58 5
32 9.09 4 7.49 5
33 10.64 5 0
34 10.23 3 8.18 5
35 9.81 5 9.52 4
36 9.88 5 0
37 9.82 5 10.42 4
38 8.89 5 9.10 5
39 9.04 3 9.58 4
40 8.41 5 8.43 4
41 11.87 5 9.52 4
42 9.25 3 9.07 5
43 11.21 4 11.85 5
44 9.17 4 8.90 5
45 9.00 5 9.32 5
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46 8.66 3 7.63 5
47 9.16 5 8.52 5
48 8.94 5 8.85 5
49 9.64 5 10.03 4
50 8.40 5 9.07 5
51 10.34 4 10.22 5
52 9.17 5 9.62 5
53 10.24 5 10.51 4
54 9.96 5 9.25 4
55 8.48 4 7.36 2
56 10.29 5 9.82 5
57 10.12 4 9.82 5
58 8.64 3 8.79 5
59 9.94 4 10.24 5
60 9.56 5 10.33 4
61 10.17 3 10.42 5
62 9.97 3 9.51 5
63 8.95 5 9.59 4
64 8.96 5 8.53 5
65 10.19 3 9.37 4
66 10.05 5 8.95 5
67 10.66 4 10.56 4
68 9.60 5 9.32 4
69 9.21 4 8.63 3
70 10.76 4 8.19 5
71 10.03 4 9.61 5
72 10.10 3 9.57 5
73 10.79 4 9.79 5
74 9.78 5 8.76 5
75 9.14 5 8.01 3
76 9.34 4 8.57 4
77 10.22 4 10.14 5
78 12.40 2 10.35 5
79 9.80 4 9.80 4
80 8.61 5 7.88 4
81 10.07 4 8.82 5
82 10.20 4 10.50 4
83 9.62 3 9.95 5
84 10.01 4 9.48 4
85 8.89 5 8.94 4
86 8.52 5 7.49 5
87 8.62 4 8.89 4
88 9.50 3 9.58 5
89 10.78 3 9.07 5
90 11.50 4 11.42 4
91 8.13 3 8.95 5
92 10.32 4 10.51 4
93 9.53 5 777 3
94 10.56 5 8.81 5
95 11.10 4 10.69 3
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96 9.94 5 9.80 5
97 9.76 5 0
98 9.57 5 9.10 5
99 9.92 5 9.18 5
100 8.63 5 8.59 4
101 10.96 3 9.79 4
102 10.53 5 10.07 4
103 9.54 4 9.15 5
104 9.36 4 8.14 5
105 9.75 5 9.04 4
106 10.48 5 9.39 5
107 9.83 4 9.68 5
108 10.10 4 9.13 5
109 9.15 5 8.87 5
110 10.85 5 10.14 5
111 10.23 4 9.99 5
112 8.20 5 0
113 9.01 3 10.00 5
114 9.16 4 10.25 5
115 7.45 3 8.71 5
116 10.86 4 9.97 5
117 9.89 5 9.09 5
118 8.99 4 9.17 4
119 9.35 4 9.08 3
120 9.74 4 8.71 5
121 11.49 5 9.88 5
122 9.71 5 9.40 5
123 8.49 5 9.75 5
124 10.41 4 10.19 5
125 10.44 4 9.56 5
126 9.26 4 8.90 5
127 11.19 4 10.48 4
128 8.84 4 8.23 4
129 8.80 5 7.74 5
130 8.12 5 9.45 4
131 10.37 4 9.21 5
132 7.71 5 8.10 4
133 8.69 5 8.89 4
134 9.15 5 9.24 5
135 8.84 5 9.99 5
136 10.31 4 10.38 5
137 10.83 4 10.82 5
138 8.49 5 9.27 4
139 9.78 5 8.65 5
140 11.21 4 10.11 5
141 10.56 4 10.21 5
142 8.06 5 0
143 8.80 4 9.64 4
144 7.49 5 8.49 5
145 9.54 5 9.15 5
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146 9.70 4 9.34 5
147 0 0
148 0 0
149 9.04 3 9.43 4
150 8.75 5 9.22 5
151 8.41 4 8.98 4
152 9.15 4 8.15 4
153 8.56 4 8.78 5
154 9.41 4 7.92 5
155 9.39 4 9.65 5
156 8.82 4 10.08 4
157 10.28 5 9.05 5
158 9.57 4 9.07 4
159 8.62 5 8.95 5
160 9.21 4 8.80 5
161 11.48 2 10.09 5
162 8.62 3 7.98 5
163 8.30 3 8.32 5
164 10.38 5 10.95 5
165 9.10 5 9.19 4
POLI 5.52 5 6.40 5
58-861 12.36 4 12.97 5

CN VT

Media pedigree 9.63 9.39

Standard error 0.05 0.05

Genotipi 165 160

Individui 710 732

Individui per genotipo 4.25 4.38
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Allegato F. Medie genotipiche della lunghezza del picciolo (cm).

Sito CN VT
Genotipo Media Repliche Media Repliche
1 6.09 5 6.55 4
2 5.94 5 6.62 5
3 5.50 4 5.42 5
4 5.53 4 5.68 5
5 5.67 4 5.94 5
6 5.27 4 5.73 5
7 5.54 5 5.25 4
8 6.75 5 6.47 5
9 6.56 5 6.48 5
10 5.21 5 5.32 4
11 6.54 4 6.54 4
12 6.98 4 6.93 5
13 5.86 4 5.76 3
14 7.49 5 6.95 5
15 6.19 5 5.95 4
16 7.19 5 6.49 5
17 5.28 4 5.66 4
18 6.16 5 6.49 4
19 5.89 4 5.19 5
20 6.15 4 6.33 4
21 5.55 5 5.40 5
22 6.11 5 6.48 4
23 6.93 5 6.69 5
24 5.00 4 5.05 5
25 6.57 3 6.64 4
26 6.09 3 5.98 4
27 5.20 5 5.14 5
28 5.78 3 5.74 5
29 5.97 4 5.91 5
30 6.18 5 5.54 3
31 6.12 5 5.67 5
32 5.55 4 4.44 5
33 5.65 5 0
34 6.62 3 5.65 5
35 6.78 5 6.36 4
36 5.96 5 0
37 6.62 5 7.03 4
38 5.25 5 5.77 5
39 5.65 3 5.94 4
40 5.66 5 5.53 4
41 6.95 5 6.37 4
42 5.37 3 5.23 5
43 6.45 4 6.96 5
44 5.71 4 5.43 5
45 5.12 5 5.35 5
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46 577 3 5.49 5
47 5.66 5 5.13 5
48 5.36 5 5.43 5
49 6.02 5 6.11 4
50 541 5 5.54 5
51 6.36 4 6.57 5
52 5.22 5 6.78 5
53 6.80 5 6.96 4
54 6.91 5 6.84 4
55 5.07 4 3.99 2
56 6.81 5 6.37 5
57 6.01 4 5.80 5
58 5.63 3 5.84 5
59 5.55 4 5.95 5
60 6.31 5 5.85 4
61 5.77 3 6.27 5
62 5.88 3 5.80 5
63 5.25 5 5.52 4
64 6.13 5 5.53 5
65 5.90 3 5.61 4
66 6.06 5 5.36 5
67 6.79 4 6.40 4
68 6.05 5 5.31 4
69 5.32 4 5.29 3
70 6.13 4 5.03 5
71 6.13 4 6.19 5
72 6.69 3 5.91 5
73 6.96 4 6.13 5
74 5.67 5 5.34 5
75 5.75 5 5.48 3
76 6.23 4 5.50 4
77 5.82 4 5.45 5
78 7.25 2 6.46 5
79 6.05 4 6.53 4
80 7.12 5 6.19 4
81 4.84 4 5.96 5
82 6.08 4 6.57 4
83 6.66 3 6.65 5
84 5.69 4 5.60 4
85 5.72 5 5.65 4
86 5.32 5 5.34 5
87 5.49 4 5.17 4
88 6.54 3 6.48 5
89 6.31 3 5.57 5
90 7.07 4 6.10 4
91 5.36 3 5.78 5
92 6.13 4 6.09 4
93 5.84 5 5.05 3
94 6.59 5 5.64 5
95 6.47 4 6.90 3
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96 6.42 5 6.34 5
97 5.30 5 0
98 6.24 5 5.93 5
99 5.96 5 5.63 5
100 5.99 5 5.32 4
101 5.86 3 5.93 4
102 6.58 5 6.12 4
103 5.28 4 5.48 5
104 5.58 4 5.34 5
105 6.14 5 6.06 4
106 6.33 5 5.95 5
107 6.12 4 5.86 5
108 5.89 4 5.32 5
109 5.94 5 5.82 5
110 6.37 5 6.22 5
111 5.76 4 5.99 5
112 4.72 5 0
113 571 3 5.96 5
114 5.66 4 6.15 5
115 4.42 3 4.96 5
116 5.54 4 5.40 5
117 6.32 5 5.48 5
118 5.58 4 5.69 4
119 5.96 4 5.93 3
120 5.94 4 5.91 5
121 6.96 5 5.86 5
122 6.84 5 6.49 5
123 5.85 5 6.11 5
124 6.81 4 6.45 5
125 6.12 4 5.65 5
126 5.75 4 5.43 5
127 6.18 4 6.60 4
128 5.75 4 5.56 4
129 5.65 5 5.88 5
130 4.58 5 5.78 4
131 6.44 4 5.91 5
132 4.65 5 5.09 4
133 5.17 5 5.49 4
134 5.77 5 5.93 5
135 5.08 5 6.19 5
136 6.62 4 6.67 5
137 6.56 4 6.78 5
138 5.84 5 6.09 4
139 5.32 5 4.81 5
140 6.80 4 6.53 5
141 5.95 4 5.97 5
142 4.76 5 0
143 6.13 4 6.29 4
144 5.19 5 5.49 5
145 5.68 5 5.73 5
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146 6.39 4 6.18 5
147 0 0
148 0 0
149 5.61 3 5.65 4
150 5.03 5 5.74 5
151 5.09 4 5.40 4
152 6.77 4 5.80 4
153 6.12 4 5.58 5
154 6.14 4 5.10 5
155 5.39 4 5.10 5
156 5.62 4 5.93 4
157 6.03 5 5.35 5
158 5.58 4 5.40 4
159 4.97 5 5.62 5
160 5.22 4 5.25 5
161 7.00 2 6.44 5
162 5.54 3 5.53 5
163 5.65 3 5.07 5
164 5.84 5 5.91 5
165 7.55 5 5.84 4
POLI 3.53 5 4.15 5
58-861 8.13 4 8.11 5

CN VT

Media pedigree 5.94 5.85

Standard error 0.03 0.03

Genotipi 165 160

Individui 710 732

Individui per genotipo 4.25 4.38
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Allegato G. Medie genotipiche dell’ area specifica fogliare (SLA) (cm?/g).

Sito CN VT
Genotipo Media Repliche Media Repliche
1 131.73 5 101.08 4
2 114.21 5 110.49 5
3 114.80 4 105.57 5
4 109.52 4 79.67 5
5 113.43 4 101.14 5
6 119.11 4 102.96 5
7 119.62 5 102.86 4
8 121.63 5 102.62 5
9 119.24 5 107.39 5
10 126.86 5 106.34 4
11 121.80 4 109.72 4
12 126.86 4 120.50 5
13 117.10 4 110.15 3
14 112.37 5 102.58 5
15 136.84 5 129.65 4
16 126.29 5 115.94 5
17 1290.74 4 102.73 4
18 110.57 5 95.35 4
19 106.96 3 107.10 5
20 111.48 4 104.77 4
21 114.79 5 101.44 5
22 106.05 5 103.30 4
23 122.03 5 107.38 5
24 124.09 4 109.32 5
25 129.26 3 106.91 4
26 104.90 3 99.81 4
27 114.64 5 116.07 5
28 111.01 3 116.73 5
29 115.94 4 105.47 5
30 108.00 5 103.87 3
31 113.71 5 99.84 5
32 114.46 4 108.67 5
33 108.41 5 0
34 125.08 3 109.66 5
35 115.85 5 104.64 4
36 115.86 5 0
37 116.28 5 104.21 4
38 111.35 5 94.74 5
39 110.39 3 96.53 4
40 113.57 5 102.01 4
41 110.67 5 100.53 4
42 112.25 3 107.67 5
43 122.83 4 100.35 5
44 112.95 4 106.95 5
45 112.63 5 97.66 5
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46 100.07 3 87.77 5
47 120.81 5 112.62 5
48 116.74 5 103.94 5
49 126.21 5 115.13 4
50 111.82 5 100.88 5
51 104.25 4 99.75 5
52 120.05 5 89.18 5
53 112.72 5 102.53 4
54 123.17 5 108.16 4
55 124.54 4 102.56 2
56 115.44 5 94.39 5
57 133.50 4 102.72 5
58 116.30 3 106.51 5
59 85.72 4 104.32 5
60 118.37 5 100.43 4
61 111.43 3 101.87 5
62 115.69 3 96.74 5
63 121.72 5 102.38 4
64 118.26 5 100.10 5
65 108.87 3 102.95 4
66 110.75 5 96.68 5
67 114.73 4 105.32 4
68 107.94 5 107.01 4
69 116.35 4 94.85 3
70 112.23 4 97.22 5
71 110.46 4 108.01 5
72 119.58 3 102.49 5
73 114.69 4 104.64 5
74 135.04 5 112.28 5
75 122.45 5 103.63 3
76 116.20 4 111.48 4
77 107.95 4 103.69 5
78 129.98 2 115.66 5
79 120.36 4 105.33 4
80 120.74 5 111.68 4
81 111.32 4 108.69 5
82 109.99 4 104.07 4
83 118.61 3 107.50 5
84 100.95 4 97.92 4
85 115.94 5 114.34 4
86 114.37 5 107.97 5
87 108.62 4 101.96 4
88 107.61 3 106.24 5
89 129.50 3 116.48 5
90 126.32 4 106.24 4
91 102.36 3 100.70 5
92 114.91 4 112.24 4
93 115.77 5 100.99 3
94 114.56 5 99.41 5
95 123.08 4 107.30 3
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96 120.68 5 107.27 5
97 124.08 5 0
98 117.11 5 104.20 5
99 126.99 5 107.54 5
100 106.85 5 96.98 4
101 109.04 3 98.32 4
102 111.66 5 112.20 4
103 110.26 4 106.85 5
104 117.12 4 106.73 5
105 120.00 5 100.99 4
106 117.81 5 103.49 5
107 117.52 4 104.92 5
108 130.47 4 102.09 5
109 114.11 5 106.28 5
110 114.58 5 102.08 5
111 112.75 4 103.09 5
112 107.86 5 0
113 129.50 3 113.40 5
114 117.23 4 104.04 5
115 130.59 3 102.31 5
116 108.84 4 108.80 5
117 107.59 5 108.26 5
118 134.88 4 97.20 4
119 117.10 4 101.33 3
120 120.34 4 105.88 5
121 107.45 5 104.53 5
122 121.01 5 121.82 5
123 122.35 5 112.80 5
124 116.16 4 105.00 5
125 114.77 4 103.12 5
126 122.89 4 103.09 5
127 120.52 4 119.31 4
128 106.78 4 93.63 4
129 105.23 5 100.04 5
130 116.31 5 108.08 4
131 112.52 4 104.10 5
132 108.13 5 97.63 4
133 113.26 5 103.33 4
134 108.70 5 93.54 5
135 116.46 5 106.08 5
136 123.85 4 103.98 5
137 120.46 4 109.68 5
138 108.50 5 103.91 4
139 118.61 5 98.93 5
140 117.17 4 106.11 5
141 119.90 4 111.28 5
142 118.18 5 0
143 112.72 4 100.19 4
144 111.59 5 97.57 5
145 123.52 5 113.30 5
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146 116.19 4 102.74 5
147 0 0
148 0 0
149 108.25 3 109.16 4
150 118.32 5 102.59 5
151 109.44 4 103.43 4
152 112.03 4 103.30 4
153 113.38 4 104.15 5
154 126.47 4 117.40 5
155 104.61 4 104.46 5
156 114.32 4 100.50 4
157 120.44 5 107.65 5
158 113.05 4 104.67 4
159 120.79 5 106.57 5
160 122.37 4 99.18 5
161 121.35 2 107.07 5
162 131.15 3 119.64 5
163 118.70 3 106.80 5
164 125.21 5 108.34 5
165 115.02 5 117.29 4
POLI 109.25 5 96.87 5
58-861 114.64 4 110.97 5

CN VT

Media pedigree 116.38 104.97

Standard error 0.50 0.45

Genotipi 165 160

Individui 709 732

Individui per genotipo 4.25 4.38
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Allegato H. Medie genotipiche del oBc fogliare (%o).

Sito CN VT
Genotipo Media Repliche Media Repliche
1 -26.77 5 -28.39 4
2 -26.41 5 -27.87 5
3 -27.30 4 -28.51 5
4 -26.85 4 -28.06 5
5 -26.67 4 -28.17 5
6 -27.26 4 -28.74 5
7 -26.51 5 -28.26 4
8 -26.58 5 -28.09 5
9 -27.67 5 -28.88 5
10 -26.52 5 -28.56 5
11 -26.68 4 -28.08 4
12 -27.50 4 -28.55 5
13 -26.62 4 -28.19 3
14 -27.21 5 -28.17 5
15 -26.79 5 -28.29 4
16 -27.26 5 -29.40 5
17 -27.73 4 -28.19 4
18 -26.71 5 -28.41 4
19 -27.06 4 -28.41 5
20 -26.70 4 -28.85 4
21 -26.63 5 -28.20 5
22 -27.19 5 -28.79 4
23 -26.93 5 -28.80 5
24 -27.40 4 -28.18 5
25 -27.45 3 -28.17 4
26 -27.60 3 -28.33 4
27 -26.46 5 -29.06 5
28 -26.18 2 -27.79 5
29 -26.33 4 -27.94 5
30 -26.89 5 -28.41 3
31 -26.99 5 -28.34 5
32 -27.57 4 -28.85 5
33 0 0
34 -27.09 3 -28.54 5
35 -27.50 5 -28.77 4
36 -27.06 1 0
37 -26.68 5 -27.93 4
38 -27.16 5 -28.70 5
39 -27.17 3 -28.88 4
40 -26.86 5 -27.91 4
41 -26.49 5 -28.76 4
42 -27.17 3 -29.00 5
43 -27.30 2 -27.94 5
44 -26.75 4 -28.77 5
45 -27.30 5 -28.86 5
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46 -27.00 3 -28.51 5
47 -26.43 5 -28.51 5
48 -26.67 5 -28.21 5
49 -27.02 5 -29.27 4
50 -26.92 5 -28.51 5
51 -26.94 5 -27.82 5
52 -26.93 5 -28.16 5
53 -26.44 5 -27.97 4
54 -26.04 5 -27.75 4
55 -27.30 3 -28.78 2
56 -27.10 5 -27.75 5
57 -27.21 4 -28.96 5
58 -26.79 3 -28.73 5
59 -26.79 5 -27.77 5
60 -26.76 5 -29.20 4
61 -25.53 3 -27.96 4
62 -27.12 3 -28.88 5
63 -27.17 5 -28.13 4
64 -25.99 5 -28.25 5
65 -26.92 3 -28.49 4
66 -27.07 5 -28.23 5
67 -27.46 4 -28.45 4
68 -26.58 5 -28.54 4
69 -27.14 4 -28.13 3
70 -26.99 4 -29.62 5
71 -27.01 4 -28.15 5
72 -26.95 3 -27.96 5
73 -26.50 4 -28.20 5
74 -26.40 5 -28.08 5
75 -26.60 5 -27.60 2
76 -26.65 4 -28.81 4
77 -26.66 4 -28.17 5
78 -26.08 3 -28.09 5
79 -27.23 4 -27.71 3
80 -26.31 5 -28.11 5
81 -26.40 3 -28.24 5
82 -26.43 4 -28.94 4
83 -27.12 3 -28.41 5
84 -27.11 4 -27.88 4
85 -26.92 5 -28.67 4
86 -26.79 4 -28.57 5
87 -27.07 4 -28.80 4
88 -27.19 3 -28.93 5
89 -27.04 3 -28.37 5
90 -26.66 4 -28.49 4
91 -26.37 3 -27.85 5
92 -26.54 4 -28.28 4
93 -26.95 5 -28.74 3
94 -26.98 5 -28.74 5
95 -26.48 4 -28.22 3
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96 -27.16 5 -28.30 3
97 0 0
98 -26.73 5 -27.93 5
99 -27.12 5 -28.39 5
100 -27.14 5 -28.69 4
101 -27.09 3 -28.26 5
102 -27.44 5 -28.80 4
103 -27.22 4 -28.33 5
104 -26.19 4 -27.82 5
105 -27.35 4 -28.44 4
106 -27.20 5 -28.19 5
107 -26.93 4 -28.58 5
108 -27.49 4 -28.84 5
109 -27.29 5 -28.20 5
110 -27.23 5 -28.40 5
111 -26.74 4 -28.27 5
112 0 0
113 -26.32 3 -28.25 5
114 -26.46 4 -28.42 5
115 -27.02 3 -27.93 5
116 -26.93 4 -28.43 5
117 -27.08 5 -28.82 5
118 -26.12 4 -27.56 4
119 -27.15 4 -28.31 4
120 -26.52 5 -29.04 5
121 -27.26 5 -28.83 5
122 -27.00 5 -28.78 5
123 -26.88 5 -28.38 3
124 -25.45 4 -27.87 5
125 -26.91 4 -27.94 5
126 -26.69 4 -28.37 5
127 -27.06 4 -27.80 4
128 -26.97 4 -28.49 5
129 -26.81 5 -28.91 5
130 -26.91 5 -28.10 4
131 -27.25 4 -28.54 5
132 -27.28 5 -28.00 4
133 -26.76 5 -28.05 4
134 -26.81 5 -28.57 5
135 -26.60 5 -27.69 4
136 -26.60 4 -28.16 5
137 -26.85 4 -28.33 5
138 -26.99 5 -27.62 4
139 -26.30 5 -28.51 5
140 -27.27 4 -28.25 5
141 -27.16 4 -28.63 5
142 -26.52 4 0
143 -26.84 4 -28.19 4
144 -27.01 5 -28.49 5
145 -26.22 5 -28.91 5
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146 -26.99 4 -27.70 5
147 0 0
148 -27.28 1 0
149 -27.48 3 -28.32 4
150 -26.58 4 -28.14 4
151 -27.22 4 -28.71 5
152 -26.26 4 -27.85 5
153 -26.08 4 -28.29 5
154 -26.80 4 -29.27 5
155 -26.80 4 -28.73 5
156 -26.71 4 -28.23 4
157 -27.08 5 -28.36 5
158 -27.12 4 -28.38 4
159 -26.99 5 -28.66 5
160 -27.11 4 -28.65 5
161 0 -28.50 5
162 -26.81 3 -28.32 5
163 -27.25 3 -28.65 5
164 -26.08 5 -28.07 5
165 -25.72 5 -28.59 4
POLI -27.96 5 -28.47 5
58-861 -25.72 4 -27.71 5

CN VT

Media pedigree -26.86 -28.39

Standard error 0.03 0.03

Genotipi 162 160

Individui 685 730

Individui per genotipo 4.10 4.37
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Allegato I. Medie genotipiche della circonferenza (mm).

Sito CN VT
Genotipo Media Repliche Media Repliche
1 91.00 5 111.25 4
2 102.20 5 109.60 5
3 124.00 4 105.60 5
4 89.00 4 91.20 5
5 103.00 4 121.20 5
6 98.00 4 96.20 5
7 110.60 5 115.00 4
8 116.80 5 160.80 5
9 122.80 5 126.40 5
10 91.40 5 100.00 5
11 98.25 4 102.00 3
12 141.75 4 130.60 5
13 100.75 4 115.75 4
14 129.20 5 111.00 5
15 109.80 5 92.80 5
16 103.20 5 103.20 5
17 92.75 4 122.20 5
18 112.20 5 111.00 5
19 105.50 4 83.60 5
20 107.00 4 89.00 4
21 102.60 5 116.80 5
22 91.60 5 116.60 5
23 106.80 5 108.80 5
24 110.00 4 82.00 5
25 94.00 3 123.25 4
26 139.67 3 97.80 5
27 114.40 5 87.40 5
28 93.00 3 92.80 5
29 93.00 4 107.25 4
30 109.60 5 71.80 5
31 124.80 5 106.20 5
32 121.00 4 85.00 5
33 88.25 4 112.50 4
34 90.00 3 108.60 5
35 118.60 5 108.75 4
36 119.20 5 103.20 5
37 97.80 5 112.40 5
38 107.80 5 119.00 5
39 124.33 3 109.80 5
40 111.40 5 89.75 4
41 131.80 5 108.33 3
42 93.00 3 97.80 5
43 131.00 4 123.40 5
44 93.25 4 81.40 5
45 96.80 5 113.80 5
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46 101.25 4 101.40 5
47 93.40 5 110.00 4
48 93.00 5 82.20 5
49 96.60 5 107.40 5
50 103.00 5 119.80 5
51 109.80 5 93.20 5
52 98.80 5 90.00 5
53 131.20 5 107.00 3
54 105.20 5 113.60 5
55 97.50 4 80.00 5
56 110.20 5 125.00 5
57 114.00 4 110.50 4
58 75.33 3 96.40 5
59 94.20 5 119.40 5
60 111.20 5 100.60 5
61 104.67 3 101.80 5
62 109.67 3 129.20 5
63 109.75 4 102.80 5
64 97.40 5 98.20 5
65 121.33 3 99.25 4
66 99.80 5 82.00 5
67 134.50 4 111.00 3
68 110.60 5 89.60 5
69 105.25 4 114.80 5
70 105.25 4 100.20 5
71 98.50 4 94.60 5
72 112.33 3 89.80 5
73 140.50 4 125.60 5
74 99.20 5 79.00 5
75 108.00 5 67.80 5
76 112.40 5 106.80 5
77 116.50 4 102.00 5
78 109.33 3 107.80 5
79 111.50 4 116.80 5
80 110.20 5 92.60 5
81 112.50 4 99.50 4
82 120.25 4 126.80 5
83 90.33 3 101.80 5
84 103.00 4 81.20 5
85 122.00 5 85.50 4
86 63.00 5 83.80 5
87 116.75 4 94.25 4
88 89.67 3 102.60 5
89 87.00 3 81.20 5
90 136.00 4 138.25 4
91 79.00 3 91.20 5
92 135.00 4 108.20 5
93 90.20 5 112.25 4
94 114.60 5 97.00 5
95 104.50 4 111.80 5
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96 100.60 5 99.80 5
97 123.40 5 0
98 121.60 5 94.80 5
99 114.00 5 98.60 5
100 108.40 5 104.80 5
101 91.00 3 109.80 5
102 95.20 5 103.75 4
103 105.50 4 85.20 5
104 101.25 4 70.00 5
105 87.80 5 100.40 5
106 113.60 5 105.50 4
107 117.50 4 110.00 5
108 92.00 4 89.40 5
109 100.60 5 100.00 5
110 124.20 5 123.80 5
111 122.25 4 107.80 5
112 85.60 5 0
113 97.67 3 113.00 5
114 98.25 4 120.00 5
115 74.33 3 101.60 5
116 115.00 4 101.00 5
117 112.80 5 86.00 5
118 88.50 4 97.25 4
119 114.25 4 102.80 5
120 99.60 5 98.80 5
121 134.40 5 89.40 5
122 124.20 5 86.80 5
123 97.00 5 85.60 5
124 109.25 4 101.80 5
125 108.75 4 107.60 5
126 96.25 4 89.20 5
127 124.25 4 80.00 5
128 89.25 4 99.00 5
129 99.20 5 99.60 5
130 83.80 5 70.20 5
131 110.75 4 97.80 5
132 94.40 5 96.20 5
133 82.00 5 98.40 5
134 92.60 5 104.80 5
135 101.80 5 103.60 5
136 94.25 4 122.40 5
137 125.00 4 133.60 5
138 122.60 5 112.75 4
139 114.20 5 86.40 5
140 146.75 4 99.40 5
141 124.00 4 107.40 5
142 91.40 5 0
143 94.00 4 97.00 5
144 84.60 5 84.20 5
145 97.00 5 92.60 5
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146 103.75 4 97.00 5
147 0 0
148 0 0
149 131.00 3 103.60 5
150 104.00 5 100.75 4
151 94.75 4 100.40 5
152 118.00 4 98.60 5
153 95.75 4 93.80 5
154 101.25 4 76.40 5
155 113.25 4 92.20 5
156 114.75 4 95.20 5
157 112.00 5 115.20 5
158 96.75 4 107.20 5
159 100.40 5 93.20 5
160 93.50 4 98.60 5
161 101.00 2 104.60 5
162 72.00 3 71.60 5
163 96.33 3 90.80 5
164 98.40 5 126.40 5
165 114.60 5 90.00 5
POLI 76.40 5 76.80 5
58-861 114.75 4 131.40 5

CN VT

Media pedigree 106.02 101.67

Standard error 0.93 0.99

Genotipi 165 162

Individui 714 780

Individui per genotipo 4.28 4.67
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Allegato L. Medie genotipiche dell’ altezza (cm).

Sito CN VT
Genotipo Media Repliche Media Repliche
1 414.92 5 439.74 4
2 405.60 5 447.28 5
3 481.03 4 442.16 5
4 401.43 4 426.86 5
5 434.65 4 493.00 5
6 450.40 4 451.60 5
7 449.36 5 455.45 4
8 497.68 5 546.46 5
9 463.38 5 467.54 5
10 408.76 5 410.34 5
11 431.80 4 489.33 3
12 486.70 4 475.78 5
13 436.68 4 449.65 4
14 486.16 5 416.84 5
15 470.96 5 438.18 5
16 441.80 5 447.12 5
17 378.88 4 486.08 5
18 455.16 5 444.04 5
19 452.35 4 353.96 5
20 411.05 4 431.00 4
21 419.70 5 457.94 5
22 389.84 5 456.90 5
23 438.54 5 432.32 5
24 444.60 4 420.88 5
25 415.63 3 482.93 4
26 460.90 3 418.68 4
27 453.90 5 426.50 5
28 383.00 3 414.26 5
29 404.18 4 462.28 4
30 454.34 5 361.03 4
31 467.34 5 425.64 5
32 479.90 4 451.32 5
33 410.48 5 455.08 4
34 411.43 3 443.90 5
35 487.96 5 427.90 4
36 465.48 5 447.70 5
37 411.76 5 458.80 5
38 474.94 5 479.02 5
39 485.37 3 420.24 5
40 436.44 5 442.18 4
41 489.10 5 424.13 3
42 431.43 3 410.32 5
43 470.75 4 476.52 5
44 449.53 4 396.18 5
45 413.96 5 420.60 5
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46 428.55 4 446.40 5
47 411.86 5 492.93 4
48 431.14 5 391.88 5
49 404.04 5 471.48 4
50 456.72 5 460.30 5
51 441.72 5 391.62 5
52 411.94 5 387.34 5
53 476.08 5 470.43 3
54 452.74 5 476.16 5
55 415.43 4 354.48 5
56 441.54 5 478.78 5
57 478.95 4 406.98 4
58 380.13 3 459.54 5
59 420.14 5 478.00 5
60 467.58 5 394.38 5
61 378.33 3 442.50 4
62 470.93 3 484.38 5
63 458.68 4 455.28 5
64 438.94 5 439.60 5
65 522.03 3 453.72 4
66 459.32 5 421.06 5
67 505.05 4 452.53 3
68 433.52 5 403.74 5
69 438.50 4 449.50 4
70 487.60 4 430.14 5
71 421.95 4 412.34 5
72 454.57 3 358.78 4
73 490.18 4 498.96 5
74 470.92 5 362.60 5
75 440.40 5 353.92 5
76 456.64 5 471.10 5
77 453.95 4 458.04 5
78 461.77 3 421.90 5
79 451.23 4 430.68 5
80 445.38 5 415.30 5
81 447.05 4 436.42 4
82 418.38 4 444.00 5
83 409.60 3 431.63 4
84 439.28 4 416.00 5
85 448.88 5 426.43 3
86 351.42 5 406.70 5
87 452.30 4 370.70 4
88 409.93 3 451.14 5
89 391.97 3 368.53 5
90 512.53 4 482.74 4
91 387.63 3 433.52 5
92 484.05 4 449.18 5
93 414.68 5 430.76 4
94 498.38 5 487.86 5
95 429.55 4 412.66 5
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96 395.64 5 365.20 5
97 453.60 5 390.00 0
98 462.80 5 437.22 5
99 468.62 5 424.14 5
100 412.38 5 431.62 5
101 435.20 3 412.90 5
102 407.40 5 451.83 4
103 444.55 4 392.22 5
104 463.50 4 400.42 5
105 413.18 5 447.70 5
106 478.12 5 476.68 4
107 469.85 4 449.06 5
108 425.43 4 372.40 5
109 387.18 5 437.22 5
110 475.04 5 484.44 5
111 463.45 4 452.35 5
112 397.36 5 372.30 0
113 417.83 3 490.06 5
114 450.08 4 463.70 5
115 325.90 3 406.42 5
116 423.23 4 437.64 5
117 460.18 5 418.36 5
118 410.30 4 425.30 4
119 457.20 4 402.28 5
120 433.76 5 449.88 5
121 493.26 5 363.26 5
122 447.28 5 388.36 5
123 427.82 5 395.02 5
124 426.05 4 398.90 5
125 448.23 4 449.24 5
126 414.60 4 396.38 5
127 484.93 4 382.32 5
128 410.73 4 399.36 5
129 413.86 5 391.58 5
130 378.62 5 355.16 5
131 439.80 4 454.16 5
132 399.78 5 394.26 5
133 392.60 5 407.10 5
134 423.16 5 438.22 5
135 426.98 4 433.54 5
136 403.93 4 484.52 5
137 467.53 4 484.28 5
138 458.94 5 427.30 4
139 450.02 5 391.66 5
140 501.45 4 439.44 5
141 483.23 4 444.63 5
142 430.36 5 482.30 0
143 422.58 4 403.82 5
144 401.92 5 399.90 5
145 403.32 5 421.84 5
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146 458.20 4 434.45 5
147 0 0
148 0 519.00 0
149 508.50 3 451.48 5
150 416.18 5 401.43 4
151 418.15 4 419.58 5
152 469.18 4 435.08 5
153 442.55 4 400.98 5
154 434.83 4 421.62 5
155 436.60 4 395.78 5
156 443.63 4 402.26 5
157 460.84 5 455.58 5
158 411.50 4 453.54 5
159 398.64 5 396.00 5
160 394.15 4 411.70 5
161 452.70 2 433.84 5
162 377.73 3 409.22 5
163 429.77 3 427.70 5
164 422.58 5 460.40 5
165 463.00 5 404.40 5
POLI 390.82 4 374.04 5
58-861 490.48 4 510.58 5

CN VT

Media pedigree 439.37 431.25

Standard error 2.09 2.42

Genotipi 165 166

Individui 713 772

Individui per genotipo 4.27 4.62
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Allegati M-N: dati termopluviometrici 2008-2009.

Allegato M. Medie termopluviometriche stagionali (2008), impianto Viterbo.

Session 2008 Temp. Max. [°C] | Temp. Min. [°C] | Temp. Med. [°C] Pioggia [mm]
June IT 30.89 16.25 23.69 0.25
July I 30.53 16.07 23.60 0.16
July I1 29.89 15.61 22.56 0.48
AugustII 30.66 15.84 23.07 0.01
September I 29.77 16.80 22.43 3.87

Allegato N. Medie termopluviometriche stagionali (2009), impianto Viterbo*.

Session 2009 Temp. Max. [°C] | Temp. Min. [°C] | Temp. Med. [°C] Pioggia [mm]
June 26.06 13.68 19.92 3.37
July 30.70 16.38 23.58 0.41

August 32.20 18.16 24.76 0.40
September 26.44 15.61 20.27 2.28

Allegato O. Medie termopluviometriche stagionali (2009), impianto Savigliano.

SAVIGLIANO | Temp.Max. [°'C] | Temp.Min. [°C] | Temp. Med. [°C] Pioggia [mm]
June 29.21 13.49 21.11 1.94
July 29.74 15.94 22.48 2.58

August 30.93 16.88 23.12 2.14
September 26.13 11.62 17.85 2.95

*Dati meteo forniti dal Dipartimento di Produzione Vegetale, sezione Agro-ecosistemi,

Universita della Tuscia (Viterbo).
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