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PREMESSA

Taxus baccatdl. 1753) € una specie forestale dioica, che ndgini venti anni é stata
oggetto di numerosi ed importanti studi legati stipitto alla scoperta delle proprieta
del tassolo, un principio attivo naturale che svér in questa specie, e che si e rivelato
di grande efficacia nelle terapie antitumorali ¢Bénmyeret al, 1993). Tuttavia,
nonostante l'interesse a conservare e propagarspdaie come fonte di tassolo,
mancano esperienze relative alla realizzazioneiahtagioni di T. baccataper fini
commerciali. L'estrazione del tassolo viene effatdu piuttosto da piante
spontaneamente presenti in natura, ma questo ctaripamorte di migliaia di alberi, a
fronte di una minima quantita di principio attiva @ssi ricavato. E per questo che il
tasso, gia poco comune allo stato spontaneo, corneale pericolo di estinzione, al
punto che in alcune regioni esso € consideratoispgaotetta. (Hageneder, 2007,
Schironeet al, 2003).

Considerata I'importanza commerciale e le proble&zhatannesse alla salvaguardia
del tasso, risulta importante approfondire aspelativi all’ecologia e biologia che per

tale specie sono poco conosciuti.

Da molti anni ormai, il gruppo di ricerca del diparento DAFNE, guidato dal
professor Bartolomeo Schirone, si occupa dello istutkl tasso sotto vari aspetti
(distribuzione, caratteristiche dendrologiche eofegia). Tali ricerche hanno incluso,
tra I'altro, un monitoraggio annuale del popolanoedittasso presso Carpineto Romano,
sui Monti Lepini (RM). Tale monitoraggio ha rivetatnel corso degli anni un
comportamento molto interessante: €& stato rilevati@atti che una consistente
percentuale di individui dT'. baccatasubisce di anno in anno un cambiamento di sesso.
Questa osservazione, sporadicamente riportatatardaura inTaxus baccatgdKeen e
Chadwick, 1954), ha rivelato infatti un aspettoofimd allora considerato come
un'eccezione riguardante al massimo 1'1% delletpifiszkulo, 2009). Si tratta deéx-
reversalo piu precisamentsex-shifting ovvero la capacita di poter cambiare sesso da

un anno all'altro.

Tale fenomeno ha suscitato una serie di interreigasull’ecologia e sul
comportamento sessuale di questa specie, stimalandtudi approfonditi sulle



differenze morfologiche ed ecologiche tra i duesses fine di comprendere se esistano
0 meno caratteristiche ambientali che induconseik-shifting e se esso influenzi
indifferentemente piante maschili o femminili (Veda e Schirone, 2011; tesi di
dottorato Salis, 2012).

A seguito di queste importanti considerazioni, pel@mente agli studi dendrologici,
fenologici e sulle strategie riproduttive, nel mete progetto di ricerca si e ritenuto
fondamentale gettare le basi per un approccio gengtolecolare e citogenetico su
Taxus baccataTali indagini, sono state promosse dalla curdosdientifica di indagare
I'esistenza nel tasso di una predeterminazione tganalla nascita nell’'espressione
sessuale e sono state indirizzate in primo luotporaderca della presenza o meno di

cromosomi sessuali nella specie.

Il perseguimento di tale obiettivo ha previsto umziale consolidamento delle
tecniche di propagazione vegetativaldibaccata gia condotte dal team del professor
Bartolomeo Schirone negli anni passati, che si ealae dell’esperienza del Sig.
Armando Parlante. In primo luogo sono stati attesperimenti relativi a pratiche di
taleaggio della specieT. baccata presso il Vivaio Sperimentale Forestale,
parallelamente ai quali € stata sperimentata, lrktorio, la micropropagaziornia

vitro della specie.

| risultati ottenuti dalla propagazione agamicdlmspecifico gli apici radicali delle
talee (messe a dimora durante il primo anno diodatib), hanno rappresentato il

materiale idoneo per le analisi citogenetiche.

Tuttavia essendosi manifestata, sin dai primi mésidifficolta di raggiungere
evidenze sperimentali in merito alle interessaatidizioni sessuali di questa pianta, Il
presente progetto di tesi si € imposto come prateipbiettivo I'approfondimento di
aspetti genetico, molecolari e citogenetici n baccata sulla base di uno studio
cromosomico degli individui di questa specie, alefidi studiare e convalidare il

cariotipo del tasso, avvalendosi delle piu modéecaiche cito-molecolari.

Gli esperimenti di citogenetica sono stati svotegso il Laboratorio di Citogenetica
Vegetale del Dipartimento DAFNE dell’'Universita @eTuscia. Grazie all'expertise del

team della professoressa Carla Ceoloni ed allaepsainalita del Dott. Andrea



Gennaro, sono stati messi a punto in via inedi@togolli di “visualizzazione dei
cromosomi in apici radicali di. baccatd e sono state contestualmente testate con
successo le tecniche deNéulticolour FISH e laND-FISH su piastre metafasiche @i

baccata

Nella prima parte del lavoro, sara presentata tnottuzione teorica costituita da: un
breve excursus sulla sessualita delle piante; ampeadio sullo stato dell’arte relativo
alla citogenetica forestale, intesa come strumehtpermette di effettuare un’analisi
dei cariotipi nelle specie forestali; una partemi@ale che descrive la biologia e
I'ecologia della specid. baccatae presenta, come caso studio, il monitoraggio del

popolamento del tasso effettuato presso Carpinetnaro (RM).

La parte centrale del lavoro sara quindi dedicdta sezione sperimentale si

concludera con la discussione dei risultati ottemuélative conclusioni.

Sebbene molti interrogativi sulla specie restinsailti, il presente lavoro di ricerca
ha permesso di approfondire un fenomeno ecologicme I'espressione sessuale di
Taxus baccatatramite un approccio mutidisciplinare, rendendsgibile un intreccio di
diverse professionalita, attraverso I'utilizzo dcmiche di citogenetica come supporto

alle pratiche vivaistiche e alle osservazioni feigathe in campo.
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1. Sessualita nelle piante

| sistemi sessuali nelle piante sono dei piu etmeg comprenderne le origini e
I'evoluzione richiede Il'analisi di dati provenientia piu campi tra cui I'ecologia, la
biologia evolutiva e la genetica. Da un punto ditaievolutivo, le piante permettono di
tracciare le fasi dello sviluppo dei meccanismraguttivi, piu di quanto sia possibile
studiando la biologia animale.

Mentre negli antenati dei mammiferi, la comparsa aemosomi sessuali e databile
intorno a 50 milioni di anni fa, nelle piante quest un processo relativamente giovane,
iniziato meno di 10 milioni di anni fa. Cio spiegarché sia ancora in atto e per questo sia
oggetto di numerose osservazioni e ricerche.

L’evoluzione piu recente dei cromosomi sessualiragho vegetale (Fig.1.1), rispetto a
guanto successo nei mammiferi o negli ins@tio§ophilg difatti, ha incrementato nelle
ultime decadi gli studi e le indagini evolutive aar i meccanismi sessuali e la
determinazione del sesso nelle piante (Ming e Ma2087; Charlesworth 2012).

Invero, approfondimenti circa la loro comparsa lebbrio sviluppo, permettono di far
luce sui meccanismi che hanno determinato I'origlaunisessualita nel regno vegetale
(Charlesworth, 2012).
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Figura 1.1. Diagramma della ricostruzione tempods# origine dei cromosomi sessuali in diverse cipe
modello (Sola-Campogt al, 2012): InsettiDrosophila melanogastgiCarvalhoet al, 2009); pescOryzias
latipes (Kondo et al, 2004); mammiferi, scimmie (Lahn e Page, 199%nte a fioreRumex acetosa
(Navajas-Pereet al, 2005),Silene latifolia (Nicolaset al, 2005) eCarica papaydYu et al.,2008a).

Gli organismi oggetto di maggiori studi circa veisi modelli evolutivi dei cromosomi

sessuali nelle piante, sono per lo piu specie nmdemeCarica papayaSilene latifoliae



Rumex acetosaNonostante cio si sono incrementati nell’'ultimecennio anche studi su
organismi non modello (Mingt al, 2011).

La comprensione dei sistemi riproduttivi, delleatggie di determinazione sessuale e
dei genisex-linked risulta essere di fondamentale importanza anehnesjudi pratici ed
applicativi sul miglioramento delle specie coltwat

Lo sviluppo di tecniche allavanguardia nel campala biologia molecolare e della
genomica, raggiunto negli ultimi venti anni, haadlif reso possibile un’indagine piu
accurata nel campo della sessualita delle piant@nacdo i geni coinvolti nella
determinazione sessuale e sequenziando i cromass®iiali, cosi come era gia avvenuto
in passato per i mammiferi (Skalesityal, 2003; Rosst al, 2005).

Sono stati clonati geni responsabili della deteamione sessuale nelle piante di
interesse agronomico come il mais (DeL@t@l, 1993; Benseamt al, 1995), sono inoltre
state costruite mappe dei cromosomi sessuali pelaia,Carica papaya(Zhanget al,
2008; Yuet al, 2008a), nell'asparagésparagus officinalig Telgmann-Raubeget al,
2007) nel kiwi, Actinidia deliciosa (Harvey et al, 2007), nella fragolaHragraria
virginiana (Goldberget al, 2010), ed anche in specie arboree come il pigppskanet
al., 2006).

Tale disponibilita di nuovi dati genomici, genetecmolecolari ha permesso di far luce

sul processo di evoluzione dei cromosomi sessnah@su specie non coltivate.

1.1 Meccanismi di determinazione sessuale

Da un punto di vista strettamente biologico ed etnad € interessante osservare che nelle
piante la maggior parte delle specie “attualmeindeclke” (caratterizzate dalla presenza di
sessi separati su individui diversi) si siano etglda un ancestore ermafrodita 0 monoico,

caratterizzato dal possedere sullo stesso individamioni di entrambi i sessi.

Da quasi un secolo infatti si & concordi nell'idba I'ermafroditismo, come condizione
sessuale, sia comparso molto prima della gonocodi®icismo con una serie di passaggi
sequenziali tra cui il monoicismo (Freeman, 1997).

Lo sviluppo di strutture riproduttive quali lo stame il carpello coinvolge una serie di
funzioni genetiche specializzate che sono richiaddeversi stadi di sviluppo della pianta, e

I'occorrenza di mutazioni in uno qualsiasi dei gegolatori tali meccanismi sessuali, puo

3



comportare l'aborto o la perdita delle funzioni klegrgani riproduttivi maschili o
femminili. (Wellmeret al, 2004; Zhangt al., 2005).

La comparsa di geni caratterizzanti strutture esedumente maschili e femminili ha
determinato lo sviluppo delle strutture riproduttivunisessuali, segnando [l'inizio
dell’evoluzione dei cromosomi sessuali (Miegal, 2011).

Tuttavia, sebbene nel mondo animale I'unisessuajgaresenti un traguardo evolutivo,
il dioicismo € una condizione rara tra le piantee caratterizza il 38% delle Angiosperme,
ed un ristretto numero di Gimnosperme, funghi eftte (Charlesworth e Guttmari999;
Ming et al, 2011).

Nel mondo vegetale la determinazione sessuale maatanismo complesso, che puo
essere conseguenza di diversi fattori, ed al cqmvegnun fenomeno molto piu “flessibile”
di quanto avvenga nel regno animale. Nelle piamtéravano infatti organismi con
condizioni sessuali intermedie rispetto all’'unisedga e all’ermafroditismo: si pensi ad
individui che presentano sullo stesso individuorifiermafroditi e fiori unisessuati
(andromonoicimo e il ginodioicismo) o piante checamo fiori ermafroditi e fiori
unisessuati su individui distinti (androdioicismgiaodioicismo).

In qualche specie pud avvenire una determinazigmieldgica ovvero influenzata da
ormoni, oppure una determinazione ambientale caothta da fattori esterni come luce,
temperatura, disponibilita idrica, disponibilita mltrienti. In dettaglio, la determinazione
del sesso pud essere fenotipica cioé legata arifattobientali Environmental Sex
Determinatior), con proporzioni tra i sessi variabili e indeteraie, oppure pud essere
genotipica Genetic Sex Determinazipncioé determinata da fattori genetici. Tale

fenomeno é conosciuto nelle piante fin dall'inided secolo scorso (Freeman, 1997).



1.2 Cromosomi sessuali nelle piante, evoluzionei®fienesi
Nell’'ambito della determinazione genetica, in madteele specie dioiche, si e riscontrato
come il sesso venga controllato non solo da gexilinked bensi da un intero cromosoma
o da una coppia di omologhi.

In queste specie i cromosomi sessuali possono mese omomorfi o

morfologicamente distinti. | cromosomi eteromor8ialividono in due tipi:

1) sistema XY in cui il sesso maschile € eterogameéice@ il sesso femminile é
omogametico (XX), il piu frequente tra i modelli ciomosomi sessuali eteromorfi
(Ming et al, 2011);

2) sistema ZW, in cui il sesso femminile e eterogaoceeted il sesso maschile
omogametico (ZZ). Quest'ultima combinazione, commeé regno degli Uccelli
(Smith et al, 2009) si ritrova ad esempio irFragaria elatior (Ahmadi et al,
1991)

Inoltre il sesso dell'individuo pud ulteriormentessere determinato dal rapporto
numerico tra il numero degli X e gli altri cromosonon sessuali (esdumulus lupulus
Rumex acetoggGrabowska-Joachimiadt al, 2006; Karlovet al, 2003; Blocka-Wandas
et al, 2007; Cufadet al, 2007).

Di seguito, nella Tab.1.1, viene riportato un rniags dei dati presenti in letteratura
relativamente alle specie (circa 40 rappresentamtgui studi citogenetici e molecolari

hanno accertato la presenza di cromosomi sesSwmé-Campot al, 2012).



Tabella 1.1Elenco delle specie vegetali piu rappresentativeuirsono stati identificati cromosomi sessuali.
Oltre la famiglia Family) e la specie §peciey vengono riportate informazioni sul tipo di crosooi
sessuali; nella colonn@ex Chrosomosomé specificato il sesso eterogametico o dettadlismiema dei
cromosomi sessuali; nella colonBax det. Mechaniswiene specificato il meccanismo di determinazione
sessualeActive- Yse dipende dalla presenza del cromosoma eterogamé&tActive- W se dipende dalla
presenza del cromosoma etero gametico W, oppurk s¥/il sesso dipende dal rapporto numerico tra il

numero degli X e gli altri cromosomi non sessualetti autosomi (A).

trovano tutte i riferimenti bibliografici.

In Sola-Campoyet al. (2012) si

Family Species Sex chromosome Sex det.
mechanism
Angioperms
Actinidiaceae Actinidia deliciosa Heterogametic male  Active-Y
Actinidia chinensis Heterogametic male  Active-Y
Amaranthaceae Acnida sp. Heterogametic male ~ Active-Y
Asparagaceae Asparagus officinalis Heterogametic male  Active-Y
Asteraceae Antennaria dioica Heterogametic male -
Cannabidaceae Cannabis sativa PXX/ 3XY X/A ratio
Humulus lupulus OXX/ 3XY X/A ratio
Humulus japonicus XX/ 3XY,Y, X/A ratio
Cariaceae Carica papaya Heterogametic male  Active-Y
Vasconcellea sp. Heterogametic male  Active-Y
Caryophyllaceae Silene latifolia XX/ 3XY Active-Y
Silene dioica XX/ 3XY Active-Y
Chenopodiaceae Spinacia oleracea Heterogametic male  Active-Y
Cucurbitaceae Bryonia dioica Heterogametic male  Active-Y
Ecballium elaterium Heterogametic male  Active-Y
Coccinia indica XX/ 3XY Active-Y
Dioscoreaceae Dioscorea tokoro Heterogametic male  Active-Y
Euphorbiaceae Mercurialis annua Heterogametic male  Active-Y
Polygonaceae Rumex acetosa group OXX/ 3XY,Y, X/A ratio
Rumex acetosella XX/ 3XY Active-Y
Rumex hastatulus XX/ 3XY or Active-Y-
3XY,Y, X/A ratio
Rumex suffruticous QXX/ 3XY Active-Y
Ranunculaceae Thalictrum sp. Heterogametic male -
Rosaceae Fragaria vesca Heterogametic female Active-W
Fragaria chiloensis Heterogametic male  Active-Y
Fragaria virginiana Heterogametic male  Active-Y
Salicaceae Populus nigra 3ZZ/9ZW Active-W
Vitiaceae Vitis sp. XX/ 3XY Active-Y
Gymnosperms
Cycadaceae Cycas revoluta OXX/ 3XY Active-Y
Cycas pectinata XX/ 3XY Active-Y
Ginkgoaceae Ginkgo biloba XX/ 3XY Active-Y
Podocarpaceae Podocarpus macrophyllus QXX/ 3XXY -
Zamiaceae Zamia sp. Heterogametic male -
Bryophyta
Marchantiaceae Marchantia polymorpha XX/ 3XY Active-Y
Sphaerocarpaceae  Sphaerocarpos donnellii XX/ XY -
Algae
Phaeophyceae Ectocarpus siliculosus - -

Negli organismi dioici si ritiene che i cromosonessuali si siano evoluti da una coppia
di autosomi, come conseguenza di successive ric@nioni tra regioni contenenti geni

coinvolti nei meccanismi di determinazione sessuatbe hanno comportato la

degenerazione del cromosoma Y. La condizione dicidimo quindi sarebbe evoluta



gradualmente, attraverso un processo articolatotren successivi stadi evolutivi
(Charleswortlet al, 1996).

In qualche caso deriva da un comune ancestore gmnuassando attraverso due stadi
transitori di andromonoicismo e ginomonoicismoaggiungendo finalmente la fissazione
dellasex-ratiotra gli individui (Renner e Ricklefs, 1995). Pigduentemente deriverebbe
da un ancestore ermafrodita che attraversa glii stadrmedi di gimnodiocismo e

androdioicismo (quest’ultimo molto raro nelle panptcome mostrato in Fig. 1.2.
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Y (Sola-Campoyet al, 2012).



Nel primo stadio avviene la fissazione dei locus/Bessuali sui cromosomi autosomici
(sono necessarie almeno due tipi di mutazioni:lguekponsabile della sterilith maschile e
quella della sterilita femminile).

Il secondo stadio prevede la soppressione deltemfiinazioni tra le regioni geniche
coinvolte nei meccanismi di determinazione sess@aka € favorita principalmente da una
sorta di riarrangiamento cromosomico, la quale @daslegenerazione del cromosoma Y
(o del cromosoma W in un sistema del tipo WZ).

Nell'ultimo stadio la ricombinazione puo avveni@ain piccole e ristrette regioni, dal
momento che i cromosomi X e Y sono diventati coserenti, di conseguenza il
cromosoma Y o W rimane altamente degenerato edgateretico.

La progressiva soppressione delle possibilitaadimbinazioni tra i cromosomi sessuali,
dovuta soprattutto a riarrangiamenti cromosomicis. -eduplicazioni, inversioni,
traslocazioni- (Stainemann e Stainemann, 1884letskyet al, 2003), non é altro che la
conseguenza dellaccumulo di sequenze di DNA altaengipetitivo, quali elementi
trasponibili e DNA satellite.

Tali inserzioni potrebbero infatti contribuire adhire ulteriormente le ricombinazioni
tra i cromosomi X e Y, assicurando quindi il mamteento del dimorfismo dei due
cromosomi sessuali e contemporaneamente conferierdiglp peculiari caratteristiche
evolutive. Le zone di soppressione delle ricombmr@zra i cromosomi sessuali sono state
cruciali per lo sviluppo e la formazione di cromwsosessuali e si sono verificate

separatamente nei vari lineaggi all’interno dehegegetale (Ruiz Rejon, 2004).
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Figura 1.3. Distribuzione dei cromosomi sessudlergante terrestri. Gli asterischi
affianco a monocotiledoni e eucotiledoni si rifedso alla presenza di cromosomi
sessuali (Minget al, 2011).

Come si puo notare dalla figura 1.3, la distribneidilogenetica delle specie dioiche, €
estremamente disomogenea:

» trale epatiche il 75% ovvero 6000 sono speciectmi(Wyatt e Anderson , 1984);
trai muschi il 50% o circa 7250 specie (WyattreArson, 1984);

tra le antocerote, i licopodi e le felci quasssigna specie;

e trale Gimnosperme circa il 36% , che comprende®00 specie dCycas Ginkgo
biloba, e le circa 8@netales

« solo il 6% circa delle Angiosperme, pari a 14.6p8cse divise in 960 generi e 200

famiglie (Renner e Ricklefs, 1995).
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1.3 Cromosomi sessuali nelle Gimnosperme
Tra le 1010 specie di Gimnosperme conosciute, statoidentificati i cromosomi sessuali
solo per sei specie (0.6%) provenienti da 3 famiglifferenti, le quali presentano tutte

cromosomi sessuali eteromorfi (Miegal, 2011).

Tale caratterizzazione di eteromorfismo si basacgralmente sulla rilevazione di
deboli satelliti situati al termine dei bracci deomosomi sessuali. Nel caso specifico, Il
cromosoma X evidenzia un satellite a livello ditrambe le estremita dei bracci
cromosomici, mentre il cromosoma Y presenta unllgated una sola estremita. Ad
esempio in Cycas pectinatail cromosoma X mostra un debole satellite ad esteemita,
del tutto assente invece sul cromosoma Y (Abrabkaathew, 1962). Un'osservazione
simile & stata riportata per Ginkgo, in un paiobtgvi regioni subterminali (Lee, 1954;
Pollock, 1957), ma questo dato & stato contestatstutli piu recenti (Cheet al, 1987;
Lanet al, 2008) (Fig.1.4).

Cycadaceae Le piante femminili e maschili dCycas revolutahanno cromosomi
eteromorfi distinti XY (Segawat al, 1971). Questa specie ha 10 paia di autosomi e un
paio di cromosomi sessuali. Il cromosoma X e il rqugiu grande cromosoma e il
cromosoma Y il nono in ordine crescente di lunghezz

Ginkgoaceaeln Ginkgo biloba la ricerca dei cromosomi sessuali viene condistpiu
di 50 anni. Le piante di Ginkgo maschio e femniiaano 22 autosomi e una coppia di
cromosomi sessuali ZW. Newcomer (1954) e statairih@ a riconoscere che i cromosomi
sessuali sono i piu grandi nel corredo cromosondella specie e che presentano un
dimorfismo sulla base della posizione del centrameno € metacentrico e I'altro sub
metacentrico. Tuttavia, Newcomer aveva erroneampnotezato un sistema del tipo XY,
con il maschio eterogametico. Solo nel 1987 égiabnosciuto inG. bilobaun sistema
ZW, caratterizzato da una femmina eterogameticai€hal, 1987; Laret al, 2008).

Podocarpaceaele piante diploidi femminili e maschili d?Podocarpus macrophyllus
hanno un diverso numero di cromosomi con 2n = 3@ fiemmine e 2n = 37 nei maschi
(Hizume, 1988). Tutti i 38 cromosomi nelle femmiseno telocentrici, mentre 36

cromosomi nei maschi sono telocentrici e il 37 égtande cromosoma submetacentrico.
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Figura 1.4. Immagini di cromosomi sessuali nellen@spermeA-B-C in Gingko biloba A: metafase

di un individio femmina; B: dettaglio dei cromososgssuali con satelliti (a,b,c,d); C metafase di un
individio maschioD in Cycas revolutain alto cariotipo di un individuo femmina, in [sascariotipo di

un individuo maschio. Ift:cariotipi di un individuo femmina 2n=38 (in alte)di un individuo mascio
2n=37 (in basso) d?odocarpus macrophylluScala= 5um.
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1.4 Considerazioni conclusive sui sitemi sessuaklregno vegetale

Come si é potuto notare da questo brexeursussulla sessualita delle piante i cromosomi
sessuali, cosi come l'unisessualita, sono comuhragno animale, ma meno frequenti
nelle piante.

Una possibile spiegazione potrebbe risiedere rietiaione principale dei cromosomi
sessuali ovvero quella di “rinforzare” il diocisman sistema sessuale che incrementa la
possibilita di ‘butcrossing in specie auto incompatibili (Charlesworth, 1985)

Le piante sono organismi sedentari, caratterizziddila presenza di unaopen
architecturé ovvero possiedono organi coinvolti nei proceggraduttivi esposti, per cui
la loro crescita dipende al contempo da fattorinsechi ed estrinsechi. Inoltre sono
frequenti meccanismi di autoimpollinazione e imp@kione ad opera di fiori solo
spazialmente vicini, che tuttavia talvolta divengonecessari al fine di assicurare la
riproduzione e quindi la sopravvivenza (Miegal, 2011).

Assodate tali considerazioni, si puo facilmente pmndere che gli individui
unisessuali del regno vegetale sono maggiormenygesio a far fronte ad un altro rischio
di fallimento riproduttivo, in particolar modo quémsi trovano in una situazione di bassa
densita di popolazione della specie in questione.

Una seconda spiegazione potrebbe risiedere ne@tpuénza di poliploidia nel regno
vegetale. La condizione poliploide potrebbe preseehevoluzione dei cromosomi sessuali
dal momento che la frequenza di una omozigosi sdcegegli alleli, in quattro o otto
cromosomi omologhi, € molto piu bassa che in deenosomi omologhi. (Westergaard,
1958).

E importante sottolineare infine che rispetto akaiew del 1958 di Westergaard
I'elenco delle piante con cromosomi sessuali écres solo leggermente, probabilmente
perché ad oggi la citologia vegetale & una diswpin contrazione. Cio nonostante, nuovi
dati citologici molecolari e studi genetici negltioni anni hanno contribuito a rilevare un
discreto numero di nuove specie con cromosomi aéssonomorfi; ma nel momento in
cui il sequenziamento dei genomi diventera unaigaradi routine saranno sicuramente
scoperte altre specie dioiche caratterizzate cromosessuali.

Ming (2011) riporta infine due considerazioni carsiVe sull’evoluzione dei
cromosomi e delle strategie sessuali delle piante:

» se si definiscono cromosomi sessuali, quelle str@ittaventi genisex-linked

(ovvero regioni strettamente coinvolte nella deieamione del sesso), allora si
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potrebbe affermare che tutte le specie dioiche stwtate di cromosomi sessuali,
ma non tutte li possiedono eteromorfi. Nelle speatic@che, in cui non vengono
distinti morfologicamente, sarebbero quindi omonaarf

Inoltre, considerando i diversi tempi di evoluziote cromosomi sessuali nel mondo
vegetale ed il modello evolutivo riportato in prdeaza, 'autore ipotizza che:

» specie dioiche che possiedono cromosomi sessugbrigdo o secondo stadio
evolutivo, ovvero caratterizzati da strutture recaamplici regioni di soppressione
ricombinazione tra i due gersex-linked potrebbero scegliere senza grosse
difficolta, di ripristinare la condizione sessudieermafroditismo o monoicismo se
esse sono strategie sessuali € selettivamenteagganse in una particolare
popolazione e I'ambiente.

Cio che appare certo quindi e che la sessualifamoedo delle piante, si esplica in
modo assai vario. L'importante € in ogni casocasare la sopravvivenza della specie e
mantenere elevata la capacita di evoluzione, iniigeg alle pressioni ambientali, che
spesso impongono alla pianta risposte a stressjaradb appropriati adattamenti

morfologici, fisiologici e molecolari (Cattivelkt al.,2002; 2007).
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2. Citogenetica forestale

Negli ultimi decenni si e sviluppato un notevoléenmesse verso la biologia molecolare e la
genetica di molte specie forestali come consegudeiamportanza economica da esse
acquisita. Sono stati condotti infatti diversi stwdlti a conoscere i genomi e sequenze
geniche di specie con noto valore commerciale quadrce, noccioli, pioppi, eucalipti e
pini (Deveyetet al, 1999; Sewelkt al, 1999; Barcacciat al, 2003; Barrenechet al,
2004; Scalfiet al, 2004; Pokeet al, 2005).

Ad oggi sono in atto ricerche specifiche mirateseduenziamento di interi genomi di
specie arboree, cosi come € gia avvenuto per ajeunari quale quello del pioppduskan
etal., 2009.

Pochi sono stati invece gli studi citogenetici valtdefinire I'organizzazione fisica dei
loro genomi.

Cio risulta vero in particolar modo per le speciecidue,caratterizzate da piccoli
genomi con un numero elevato di piccoli cromosomi.

Di conseguenza la maggior parte degli studi digateetica forestale sono stati effettuati
su conifere,nelle quali le conoscenze genomichle dpkcie sono state completate da studi
cariotipici. La dimensione dei cromosomi di talesfe € infatti di molto maggiore (circa
10p) rispetto alle dimensioni medie dei cromosomiledlatifoglie (circa 5u) (Ribeir@t
al., 2008) e cio facilita non poco le indagini.

Le ricerche citogenetiche effettuate sulle specieredtali comprendono la
caratterizzazione dei cariotipi ed hanno il finecdmprenderne I'evoluzione e le relazioni
filogenetiche. In questo contesto il ruolo dei gednirDNA, ampiamente utilizzati nelle
ricerche di citogenetica come sonda, ha contribndtevolmente a caratterizzare diversi
patternstra le specie studiate (Ribeiedal.,, 2008).

Lo sviluppo della tecnica dell'ibridazioni& situ fluorescentéFISH) ha segnato un
traguardo importante negli studi citogenetici dedfeecie forestali, in quanto rappresenta
uno strumento utile per l'identificazione delle popdi omologhi, I'analisi, il mappaggio

fisico dei genomi e gli studi evolutivi.
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2.1 Ibridazionein situ: cenni preliminari

L'ibridazionein situ (ISH) permette la localizzazione in preparati loigici di DNA o
RNA marcato, quindi di individuare la posizioneides delle sequenze usate come sonda a
livello cellulare o, dipendendo dal tipo di prepgar& di sonda, a livello genomico odi
singolo cromosoma. In generale, piu facile risuitavare DNA ripetuto, mentre piu
difficoltoso € il rilevamento di sequenze a copiaica 0 a basso numero di copie,
specialmente in preparati vegetali.

Tale tecnica trova numerose applicazioni nel camdptia citogenetica animale e
vegetale, malgrado alcune caratteristiche del nadtevegetale, quali presenza di parete
cellulare, maggiore condensazione dei cromosonfficalia di sincronizzare il ciclo
cellulare e quindi di accumulare cellule ad unodistadeterminato, rappresentino un
ostacolo alla resa ottimale di tale tecnica. Pemativi l'ibridazionein situ ha avuto fin
dall'inizio maggior successo su cellule animalintme il suo piu ampio impiego nel campo
della citogenetica vegetale e stato possibile dotecente, in seguito alla messa a punto di
miglioramenti metodologici che, come verra deseritt seguito, hanno permesso, tra
l'altro, una definizione molto piu dettagliata, pesto a tecniche classiche quali il
bandeggio-C, delle caratteristiche di strutturarganizzazione di sequenze visualizzabili
lungo l'asse longitudinale di un cromosoma.

Come per altri gruppi di specie, l'ibridazioimesitu puo avere diverse applicazioni nella

citogenetica forestale:
-studi cariotipici;
- identificazione di bracci e regioni cromosomiche;

- identificazione di genomi;

- analisi di variazioni strutturali, quali delezipmuplicazioni, traslocazioni, inversioni,

ecc.;
- indagini sull'organizzazione genomica/cromosondicsequenze ripetute;
- studio delle relazioni tra mappe fisiche e mageeetiche inter-specie e inter-genere;

- studio dell'organizzazione nucleare della cronzain diverse specie e ibridi di queste.
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L'ibridazione in situ fu inizialmente sviluppata da Gall e Pardue (196%)
indipendentemente da Jokhal (1969), i quali utilizzarono sonde marcate costaaze
radioattive e l'autoradiografia come metodo divalmento. Negli anni '80 sono stati poi
messi a punto sistemi di marcatura non radioattegli acidi nucleici, al fine di superare
gli svantaggi delluso del radioattivo, quali laasa sicurezza, i lunghi tempi di
esposizione e la bassa risoluzione del segnalesemes

| piu recenti sistemi di marcatura elaborati prevres I'inserzione nel DNA della
sequenza di interesse di un analogo di un nuckedspesso dUTP = deossi-uridin-
trifosfato) legato ad una molecola, quale la betjnitamina H), la digossigenina (steroide
presente in natura nel genddgitalis), oppure un fluorocromo. Per la visualizzazione
della sequenza marcata, mentre quest'ultimo éalinente rilevabile al microscopio dotato
di opportuno dispositivo per fluorescenza, molecotn fluorescenti come biotina e
digossigenina necessitano di una reazione immuwubtihica o enzimatica che le leghi ad
un ulteriore composto. Questo pu0 essere 0 unarssstcapace di dar luogo alla
formazione di un precipitato colorato in corrispenda della sequenza marcata, oppure un
fluorocromo, di cui si osservera la fluorescenzane detto, in un microscopio idoneo. I
rilevamento enzimatico, basato sulla visualizzagiah un precipitato nella zona di
ibridazione, presenta il vantaggio, rispetto avwimento tramite fluorescenza, di garantire
un segnale stabile e di richiedere per lo studiopdeparati un semplice microscopio
ottico; tra le caratteristiche negative ricordiatadbassa risoluzione del segnale, a causa
della tendenza del precipitato a diffondere e, abyito, I'impossibilita di evidenziare
contemporaneamente piu sonde.

Il sistema di rilevamento mediante fluorocromi, tdeEFISH (Fluorescenceln Situ
Hybridization), € quello quasi esclusivamente utilizzando nelgimi anni, dati i vantaggi
ad esso legati: l'alta risoluzione del segnalepdasibilita di usare simultaneamente piu
sonde marcate e/o rivelate con fluorocromi divdespossibilita di sottoporre i preparati a
piu ibridazioni successive (reibridazione), o aed$v trattamenti,per esempio ibridazione e
bandeggio-C.

In generale, la marcatura, e quindi rilevamentettby con un fluorocromo come la
fluoresceina isotiocianat¢FITC) o laCianina3 (Cy3), utilizzate nel presente progetto di

ricerca, permette una semplificazione del protacellin conseguente risparmio di tempo.

17



2.2 Ibridazionein situ su cromosomi metafasici
Una sequenza di DNA puo essere localizzata lungonasomi metafasici grazie alla
complementarieta delle basi fra la sonda e il lghicaromosomico. La sonda marcata
viene denaturata incubandola ad alta temperatqraneli posta su preparati cromosomici,
consistenti in cellule somatiche trattate per @terun arresto del ciclo alla metafase (vedi
Materiali e Metodi), il cui DNA é stato anch'essndturato al calore. Ad una temperatura
adeguata, la sonda tendera a rinaturare ricostitundoppia elica; la rinaturazione della
sonda avviene anche con la sequenza omologa peesg@ntromosomi. A questo punto Si
formera un ibrido molecolare che sara formato dAlADcromosomico e dalla sonda
marcata: il rilevamento, con adeguati sistemi, alslbnda marcata identifica il sito di
ibridazione sui cromosomi.

Preparati cromosomici ottenuti da qualsiasi specienale o vegetale possono essere
utilizzati nell'ibridazionein situ. Differenze sostanziali possono esistere nelleatiaddi

preparazione del materiale cromosomico, ottendaleliversi tessuti (Fig.2.1).

ONDA di DNA marcata conun
Vetrino luorocromo

.......... T ITITIT 2T
[k dindinkd fr< erh
g / ibridazione
AtEsethtEeth 7T . .ﬁ .....
_____ [A96ATAREAT  TAPRSATASEAT  TASSEATREEH]
@ é

osservazione
del vetrine

Figura 2.1. Schema della tecnica di ibridaziamesitu fluorescente mediante
sonda marcata con fluorocromo, su vetrini con piEpenetafasci.
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2.3 Marcatori molecolari come sonde
Un marcatore molecolare puo essere definito conet lpgus genomico, rilevabile con
sonde (=probe) o inneschi (=primer) specifici che, virtu della sua presenza,
contraddistingue in modo caratteristico ed ineqcamle il tratto cromosomico con |l
quale si identifica e le regioni che lo circondall® estremita 5’ e 3’ (Barcaccit al,
2000).

Nella presente ricerca sono stati utilizzati diveigi di marcatori molecolari come
sonde per gli esperimenti di ibridazione situ sequenze di DNA satellite altamente

ripetuto, retrotrasposoni, microsatelliti o SSRequenze di rDNA.

Dna satellite altamente ripetuto

I DNA non codificante comprende sequenze unichigetute solo raramente e sequenze
moderatamente o molto ripetitive (Bennett, 2000).

Al DNA ripetitivo appartiene il DNA satellite o TRStandemly ripetitive
sequencesostituito cioé da sequenze nucleotidiche chepsitono appunto a tandem. Il
nome di DNA satellite deriva dal fatto che, in badla sua diversa densita, puo essere
separato dal restante DNA mediante particolari ibhen di centrifugazione (Klug e
Cummings, 2000). | TRS sono ampiamente interspergyo tutto il genoma e sono
polimorfici e spesso ad uno stesso locus il nunukite ripetizioni della sequenza puo
variare da un individuo all’altro; per queste piief i TRS sono utilizzati come marcatori

per il DNA profiling e per la costruzione sia di mappe fisiche cheappe diinkage

Elementi trasponibili: i retrotrasposoni

Gli elementi trasponibili (TES) sono componentigibtari dei genomi vegetali (Flavedt
al., 1992; Kumaret al., 1997; Voytaset al., 1992), spesso pari al 50% di tutto il DNA
(Pearceet al, 1996). | TEs sono capaci di muoversi nel genomauda posizione ad
un’altra e di inserire proprie copie in nuovi sitomosomici. Anche se il ruolo di questi
elementi non & ancora del tutto chiarito, il longpatto nell’organizzazione del genoma e
nei riarrangiamenti cromosomici sembra consideeev@riesen, 2001). Gli elementi
trasponibili vengono classificati in base alla lostruttura ed al meccanismo di
trasposizione. In base a cio & possibile suddilridertrasposoni di Classe | e Classe I
(Berg e Howe, 1989). Tra gli elementi di Classeitipvati solamente negli eucarioti e
molti dei quali caratterizzati dalla presenza dinghe estremita ripetute (LTR),
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traspongono nel genoma tramite un intermedio a RiN#ya volta retro-trascritto nel DNA
dalla trascrittasi inversa e conseguentementebcamo in diverse posizioni all'interno del
genoma. Pertanto i TEs della Classe | sono nohe@nome retrotrasposoni.

In base alla loro struttura i retrotrasposoni sdnasi in due gruppi: quelli che sono
affiancati da lunghe ripetizioni terminali (LTR), eetrotrasposoninon-LTR. |
retrotrasposoni LTR possiedono alle estremita sexpigipetute, lunghe dalle 100 alle
5000 coppie di basi. Sono suddivisi a loro voltalire gruppi, i retrotrasposoni Tyl-copia
simili (copia-like e i retrotrasposoni Ty3-gypsy similgypsy-likg, in base alle loro
sequenze genomiche e all'ordine dei geni codifi€attrambi i gruppi si ritrovano in gran
numero sia nelle piante (dalle piu semplici algineellulari fino alle Angiosperme) che
nei mammiferi, compreso l'uomo, di cui costituiscompprossimativamente 1'8%
dell'intero genoma (Friesen, 2001).

Gli elementi di Classe Il, DNA-trasposoni, cosstono una classe di TEs molto
eterogenea, ritrovati in tutti i viventi. La peauita di questi elementi & la presenza alle
loro estremita di ripetizioni terminali invertitelgtte TIR, dall’inglesel'erminal Inverted
Repeaty sequenze di lunghezza variabile (10-80bp).

Nelle piante, sono stati disegnatiimers degenerati per amplificare questi domini
mediante PCR rilevando la loro distribuzione anchelle specie arboree. La
caratterizzazione del contenuto e della variabiti& retrotrasposoni nei diversi taxa
vegetali, rappresenta un importante contributo @liaprensione della organizzazione dei

genomi vegetali e della loro evoluzione (Frieséeal, 2001).

Microsatelliti (SSR)
Con il termine micro satelliti o SSR (acronimo Simple Sequence Repeatngono

indicate le regioni di DNA caratterizzate da seq@emipetute molto semplici, cioé
oligonucleotidi di 2-6bp — tipo (CA)n, (GCC)n, (GAJn (Tautz, 1988; Morgante e
Olivieri, 1993; Bell e Ecker, 1994). Le ripetiziodi nucleotidi che negli eucarioti sono
molto comuni e sono altamente polimorfiche. La tipene AT é la piu frequente nelle
piante, mentre nei mammiferi & pit frequente latigone (AC)n. E stato stimato che
esiste, in media, una regione SSR ogni 50-750 iKynzione del tipo di motivo ripetuto.
Questi marcatori possono essere suddivisi in gerplando sono costituiti da una
sequenza ininterrotta di ripetizioni dello stessotivo di base, imperfetti, quando la
sequenza ripetuta risulta interrotta da una o eguenze non ripetute, e composti, quando
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sono costituiti da una sequenza di ripetizioni giaf o imperfetta adiacente ad una
seconda sequenza di ripetizioni con diverso mativmase.

Il numero di ripetizioni del motivo di base del musatellite € molto variabile,
determinando il polimorfismo tra individui, mentke regioni fiancheggianti dove sono
disegnati iprimersche permettono il rilevamento di tali ripetiziosgno conservate.

Gli SSR sono una classe di marcatori molecolartondiffusi e interspersi nel genoma,;
essi presentano un elevato livello di variabilildnéerno di ciascuna specie difficilmente
rilevabile con altri tipi di marcatori, il che liende un ottimo strumento per |l
fingerprinting la caratterizzazione genetica, le analisi forendi parentela nonché per il

miglioramento genetico.

Sequenze rDNA

La principale classe degli rDNA comprende i gerg cldificano per il 18S, 5,8S e per il
28S rRNA, anche definito 35S 0 45S,che sono cdrratdi organizzatori della regione
nucleolare (NORs) (Long e David, 1980). La secofataiglia ribosomiale & formata
dall'rDNA che codifica per il 5S rRNA. Il 5S rDNAansiste di copie multiple di una
sequenza altamente conservata di 120 coppie dsbparata da una regione variabile che
€ uno spaziatore non trascritto (=NTS)(Long e Dal&i80).

Le regioni trascritte interne (ITS-1 e ITS-2) cleparano i geni ribosomiali del 18S dal
28S sono considerati degli ottimi candidati peutaae le distanze filogenetiche all'interno
dei generi o tra gruppi di specie affini. Infattientre le regioni del 18S e del 28S sono
molto conservate lungo le varie linee fileticha, gpaziatori interni (ITS-1 e ITS-2) e lo
spaziatore intergenico (IGS) variano tra le spexikallineamento delle loro sequenze
viene normalmente utilizzato per indagini filogeaee. Le regioni ITS, quindi, sono piu
variabili di quelle dei geni funzionali del 18S85,e 28S ma sono piu conservate di quelle
dell’ IGS (Baldwinet al, 1995). Le caratteristiche di tali sequenze petonet di norma,
una facile amplificazione via PCR, mediante l'usprimer quasi universali, che riescono
a fornire prodotti di amplificazione sequenzialgille alghe verdi alle monocotiledoni.

La sequenza nucleotidica e la posizione di quastefaimiglie multigeniche ha contribuito
alla conoscenza della struttura, organizzazionevetlizione di diversi genomi.

| geni codificanti per le sub unita ribosomiali d&S rDNA e del 5S rDNA sono infatti
I marcatori maggiormente utilizzati negli esperitneh FISH, grazie all'elevato grado di
conservazione delle sequenze geniche e alla ldtoana tandem, che li rende facilmente

identificabili in un ampio numero di specie.
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Nelle specie forestali decidue ogni unita varia @aalle 13 kb (Zimmewet al, 1988;
Bellarosaet al, 1990) e da circa 27-40 kb nelle conifere (Bolmtlal, 1992; Karvoneret
al., 1993); le variazioni vanno attribuite alla lungha dell'lGS (Rogers e Bendich, 1987,
Beech e Strobeck, 1993).

Le centinaia di migliaia di copie di tali unita efute, eventualmente presenti in un locus
cromosomico (identificabile tramite FISH con untéorsegnale fluorescente) possono
rappresentare una grande porzione del genoma, eaimesempio inArabidopsisne
occupano I'8% (Pruitt e Meyerowitz, 1986).

Le sub unita del 45S e 5S, che si presentano meglarioti come unita a tandem
indipendenti, possono presentarsi associati fisstdensullo st&so cromosoma (modello
L-type o separati su cromosomi differenti (modeldyp@ ed essere caratterizzati da uno
piu loci cromosomici (Wickeet al,2011); pertanto la loro posizione rappresenta un
marcatore utile per l'identificazione cromosomiBe(dricket al, 1995).

Cambiamenti nella distribuzione cromosomica di taita sono generalmente correlati
con i tassi di speciazione e sono stati utilizaatili studi evoluzionistici, come ad esempio
nelle Triticeae (Castilho e Heslop-Harrison, 1995; de Bustbsal, 1996; Taketeet al,
1999).

La conoscenza dei genomi delle conifere, per lagwagarte dei casi organizzati in
cromosomi metacentrici di dimensioni simili, & atahotevolmente migliorata ed
implementata grazie all'utilizzo della tecnica detrDNA FISH” (Hizumeet al, 2002;
Siljak-Yakovlevet al, 2002; Vischiet al, 2003; Cakt al, 2006).

| loci di rDNA sono stati localizzati nei cromosordi diverse specie nelle seguenti
famiglie di GimnospermePinaceae PodocarpaceaeCupressacea® Zamiaceae sono
descritti in dettaglio in Tabella 2.1.

Il genere maggiormente studiato fino ad ora € Ratas nel quale é stato effettuato un
confronto intra-genere tra cariotipi di venti sgeche ha rivelato una grande variazione
nella distribuzione dei loci di rDNA, specialmerdella sub unita 45S. Tale particolare
variabilita si contrappone tuttavia ad altre caragtiche, quali il numero cromosomico e la
morfologia dei cromosomi, che, al contrario, sonadmente conservate tra le diverse
specie analizzate (Cat al, 2006). Cio e altrettanto valido anche per le &pécPicea
(Vischi et al,, 2003).

In generale si puo affermare che il locus del 58ADnostra un’eterogeneita gattern
simile tra specie forestali appartenenti alle Gisperme e alle Angiosperme, mostrando

un segnale che si ritrova in entrambe le divisismiun minimo di uno fino a quattro
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cromosomi - sei solo in casi sporadici (Vabal, 2005; Caiet al, 2006). Sempre nelle
specie forestali,i loci cromosomici del 45S rDNArigao invece da sette a dieci nelle
Gimnosperme (Cat al, 2006) e da uno a nove nelle Angiosperme (Ped#asandet al,
2006).

E necessario comunque sottolineare che sono preseci studi citogenetici in
letteratura effettuati mediante FISH su specie shalé decidue;nonostante cioi lavori
realizzati sui generBetula e Populus (Pradoet al, 1996; Anamthawat-Jonsson, 2004)
rappresentano un riferimento bibliografico fondataén Infatti in queste pubblicazioni, si
dimostrano i vantaggi di utilizzare alcune tecniotlie preparazione cromosomica in
Angiosperme forestali, in cui la cariotipizzaziamgulta difficile a causa della dimensione
molto piccola dei cromosomi.

Nonostante i passi avanti conseguiti tramite lolupyio di nuove tecniche cito-
molecolari, sono necessari ancora ulteriori pragresll’ambito dello studio dei cariotipi
di specie arboree per effettuare un’identificaziolee cromosomi e stabilire relazioni tra
cariotipi tramite analisi comparative.

Uno dei primi lavori eseguiti con questo scopotaosrealizzato mediante un’analisi
comparativa nel gener®uercus tramite uno screening dei loci del 5S e 45S rDNA
utilizzando la FISH (Zoldo®t al, 1999). Questo studio ha rilevato un elevato grdido
conservazione intra-genere, risultando tutte lecispportatrici di una coppia di segnali
paracentromerici per il 5S e di due coppie di skgha 45S (i loci del 5S e 45S si
trovavano su cromosomi differenti).

Ad oggi i loci del 45S sono stati mappati anchePopulus nigra(due segnali in
posizione terminale) su cromosomi distinti da qupbrtatori del 5S rDNA (un locus
terminale)(Ribeiro et al, 2008)Un analogo numero e posizione dei loci di rDNAt&®s
individuato inPopulus trichocarpg Tuskanet al, 2006), suggerendo un elevato grado di
conservazione, relativamente alla posizione di tjgesi, durante I'evoluzione del genere
Populus

Prado in un articolo del 1996 ha riportato la covazione del locus del 5S rDNA e la
variazione dei loci del 45S rDNA tra cinque speti€’opulus(da un paio irP.alba due
paia inP. nigrae P.deltoidese tre paia irP.balsamiferae P. euroamerican

Tuttavia, la caratterizzazione dei loci di rDNA teacinque specie d?opulusdescritta
da Prado, é stata realizzata principalmente iruleein interfase e in poche cellule in
metafase mitotica, che tuttavia presentavano uwatdegrado di sovrapposizione dei

cromosomi. L’analisi dei loci di rDNAIin nuclei intiasici puo condurre ad un’erronea
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interpretazione dei dati, poiché tali domini attirascrizionalmente potrebbero presentare
un alto grado di variabilita dgyatternsa seconda dell’organizzazione della cromatina
(Morais-Cecilioet al, 2000; Capertat al, 2002).

Comunque, la descrizione dei segnali forniti dBIRFA non e sempre sufficiente per
I'identificazione di tutte le paia di cromosomi ologhi. La sua efficacia dipende dal
numero di loci di rDNA presenti nel genoma in rébaz al numero totale dei cromosomi,
e dalla variazione nei longatterse distribuzione sui cromosomi.

Pertanto la tecnica della FISH viene spesso comddtlizzando assieme anche altri
marcatori citologici, come il bandeggi cromosoneéiettuati con fuororocromi come la
cromomicina A3 (CMA) e il 4,6-diamidino-2-phenylioi@ (DAPI), che ibridano
rispettivamente sulle regioni ricche di GC e AT l{®eizer, 1976), o avvelendosi di
specifiche sequenze di DNA altamente ripetuto. Adngpio, sono stati realizzati studi
cariotipici combinando la tecnica della rDNA FISHncil bandeggio cromosomico in
Pinus elliottii(Doudricket al, 1995), in duéAbies alba(Siljak-Yakovlevet al, 2002), e in
undici querce europee e americane (Zoletosl, 1999).

I bandeggio cromosomico risulta essere uno strionetalvolta utile per
I'identificazione cromosomica, masi puo rivelare clam piuttosto macchinoso e
dispendioso come procedimento (Hizueteal, 2002). Invece, I'utilizzo di altre sequenze
di DNA altamente ripetuto come marcatori, assiethe sonde di rDNA, puo costituire
un’alternativa migliore per I'identificazione daiccnosomi.

Inoltre sono state condotte con successo delle ammni intrageniche tra cariotipi
utilizzando sonde di rDNA in associazione con adteguenze ripetute a tandem (Hizume
et al, 2002; Vischiet al, 2003; Islam-Faridiet al, 2007).Nello specifico, sono stati
identificati i cariotipi diPinus thunbergijiPinus nigra(Hizumeet al, 2002), ePinus taeda
(Islam-Faridiet al, 2007) utilizzando la FISH con ld€lomere-repeat-sequeric&ssa e
una sonda telomero-specificala quale deriva datlgusnze diArabidopsis che nelle
specie di pino in questione ibrida non solo corusege telomeriche ma anche in posizioni
interstiziali e domini centromerici (Fucles al, 1995; Hizumeet al, 2000; Schmidet al,
2000; Shibatat al, 2005). Tali sequenze corrispondono con il banaeggsitivo con il
DAPI e quindi con le regioni ricche in AT (Schmiet al, 2000; Hizumeet al, 2002;
Shibateet al., 2005).

Diversamente nelle Angiosperme forestali, le segeetelomero-specifiche sono

confinate alle estremita dei cromosomi (Tuskaal, 2006).
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Anche altre sequenze ripetute, come le sequenzmo®To-specifiche, hanno mostrato un
patternvariabile tra le specie d®inuse Picea(Hizumeet al, 2002; Brownet al, 1998;
Vischi et al, 2003).

Le analisi citogenetiche assieme agli strumentiecalari idonei possono contribuire a
rivelare in modo inequivocabile le differenze teadpecie, identificando eventi (ad es.
traslocazioni) che sono difficili da riconoscerdraterso I'utilizzo esclusivo di un
approccio molecolare.

In conclusione si puo affermare che un’accuratarc& citogenetica nella quale sono
combinati i dati genetici e cromosomici, rappreaeanho strumento utile per effettuare

confronti ed inferenze sull'evoluzione delle spdorestali.

2.4 Progetti di sequenziamento e database
Come riportato fino ad ora, ad oggi sono stati ottdliversi studi molecolari sugli alberi
forestali, sia nelle Gimnosperme che nelle Angiosige

Tra le specie decidue vi sono genomi completamemguenziali, come quello
dell’organismo modelld?opulus trichocarpgTuskanet al, 2006). Invece, a causa delle
dimensioni notevoli del loro genoma, le Gimnosperoeestali non sono state ancora
completamente sequenziale, sebbene esistano dresisorzi elencati di seguito che sono
nati allo scopo di perseguire questo obiettivo:

‘The Loblolly Pine Genome Projé¢http://dendrome.ucdavis.edu/lpdp/
‘The ConiferGenome Projéchttp://www.pinegenomeorg/cgp/)

‘Sequoia SempervirensGenome Projgutp:/dendrome.ucdavis.edu/ssgp/

‘“White Pine Genome Proje¢http:/dendrome.ucdavis.edu/wpyp/

Plant DNA C-values database

In rete & disponibile all'indirizzdnttp://www.kew.org/cval/lhomepage.htrill Plant DNA C-

values Databasdrelease 6.0, December 201@\urray et al, 2004).che comprende 186
specie di Gimnosperme appartenenti a 53 generispé&die di Angiosperme appartenenti a
37 generi tra le specie forestali,per le quali gigiportato il numero cromosomico e |l
contenuto in DNA (in Mb) per set aploide (nellauiig 2.2 si riporta la pagina iniziale del
sito in questione). Questo portale rappresentatilenstrumento per effettuare un generale

confronto tra gli assetti cromosomici delle spdorestali.
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Difatti in questa banca dati sono incluse famiglieAngiosperme con uno spiccato
interesse economico e commerciale cdrgaceae, Salicaceae, Betulaceae, Ulmaceae,
Moraceae, AquifoliaceaeOleaceae

Tra le Gimnosperme invece sono incluse specie c¢ottento tasso evolutivo e che
richiedono diversi anni per completare il loro oiclitale. La maggior parte di esse
possiede grandi genomi, con una media di contetiuRNA (1C-value) pari a di 18,536
Mb, distribuito in un numero aploide relativamergsiguo di lunghi cromosomi che

solitamente corrisponde a 12 (n= 12).

Plant DNA C-values Database

(release 6.0, December 2012)
MD Bennett and IJ Leitch

News

Release of new data for over 1400 species not previously listed. [Vore details

Plant Angiosperm Gymnosperm Pteridophyte Bryophyte Algal
C-values C-values C-values C-values C-values C-values

VALUE

The DNA amount in the unreplicated gametic nucleus of an organism is referred to as its C-value,
irrespective of the ploidy level of the taxon. The Plant DNA C-values Database currently contains data for
8510 plant species. It combines data from the Angiosperm DNA C-values Database (release 8.0, Dec
2012), Gymnosperm DNA C-values Database (release 5.0, Dec. 2012), the Pteridophyte DNA C-values
Database (release 5.0, Dec. 2012), the Bryophyte DNA C-values Database (release 3.0, Dec. 2010),
together with Algae DNA C-values database (release 1.0, Dec. 2004)

We are extremly grateful to Emmeline Johnston for her help in entering the new data into the database

If you have comments and/or suggestions contact dnac-value@kew org

Figura 2.2. Pagina iniziale del portaleldnt DNA C-values Database
sito internethttp://www.kew.org/cval/homepage.html

Le Angiosperme forestali invece possiedono genatnipiccoli (con un 1C-value di
788 Mb), di circa venti volte inferiori a quelli e Gimnosperme, distribuiti in una media
di 28 cromosomi (circa il doppio del set cromosamaploide di una Gimnosperma). Cio
implica I'esistenza di un grande numero di picaaibmosomi nelle Angiosperme, che
rappresenta un fattore limitante per gli studiggioetici.

In sintesi, vi &€ una considerevole eterogeneitdetispecie forestali per quanto riguarda
il numero cromosomico. Il numero di base (n) vaiaab a 23 per le Angiosperme (Wright,
1976) e da 9 a 19 per le Gimnosperme (Khoshoo,)12&lconifere sono caratterizzate in
genere da lunghi cromosomi e poca variabilita nehero cromosomico, presentando un
numero cromosomico di base di n =11 o n = 12. Tletkinacea e che comprendono le

specie di pini commercialmente piu importanti, pessno un corredo diploide di
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cromosomi pari a 2n = 24, fatta eccezione per lgl&xia costieraRseudotsuga menziesii
che possiede un corredo diploide con 2n £fkttbshoo, 1961; Wright, 1976).

Le differenze tra la dimensione dei genomi delleecgp arboree appartenenti
rispettivamente alle Angiosperme e Gimnosperme so80 elevate che un cromosoma di
Ginkgo biloba con un contenuto di DNA di 813 Mb rappresentadeiliintero genoma di
una specie decidua corfragus sylvaticala cui dimensione del genoma corrisponde a 544
Mb. Tale differenze di dimensioni sono direttameaterelate con la quantita di DNA
ripetuto presente nei genomi,costituito soprattdeicelementi trasponibili e sequenze non
geniche ripetute a tandem. La maggior parte diesappresentata dai retrotrasposoni che
hanno invaso i genomi in periodi differenti ed om rappresentano la componente piu
abbondante (Zhang e Wessler, 2004), come ad esa@mmito inPopulus(Tuskanet al,
2006). Tali sequenze sono spesso disperse lungomosomi, senza mostrare dei siti
preferenziali. D’altra parte, le sequenze di DNAamdente ripetuto tendono ad adottare
un’organizzazione permanente durante il ciclo ¢&l&) incrementando la frazione di etero
cromatina del genoma, mentre le frazioni codificaotitamente appaiono decondensate
come eucromatina (Ribeiret al, 2008). | genomi piu grandi tendono a concenttare
frazioni di eterocromatina nelle regioni subtelortiee, 0 in posizioni interstiziali dei
bracci cromosomici (MacPherson e Filion, 1981; baai al, 2000; Siljak-Yakovlewet
al., 2002); diversamente i piccoli genomi sono cariaitati dal possedere grandi blocchi
di eterocromatina nelle regioni pericentromericb@ne ad esempio avviene Ropulus
(Ohri e Ahuja, 1991; Tuskaet al, 2006).

La dimensione del genoma differisce inoltre al aai della ploidia, un processo
comune in diverse piante che presentano I'assettonasomico duplicato rispetto a quello
di specie diploidi (auto-poliploidia) o piu assattbmosomici derivanti da specie diverse
(allo-poliploidia).

La poliploidia potenzia la diversita genetica autaado il numero di cromosomi e

sequenze di DNA e contemporaneamente permette elazione di nuove mutazioni
contribuendo all’adattamento di una specie vegetaleove situazioni ambientali.
Tale condizione e raramente osservata nelle Ginemospforestali, eccetto per I'esaploide
Sequoia sempervirerf@n = 6x =66) (Rogers, 1997; Ahuja e Neale, 20602),tetraploide
appartenente alle CupressacEderoya cupressoide@air, 1968), ed la specie tetraploide
Juniperus chinensis pfitzeriarfan = 4x = 44), (Ahuja, 2005).

Al contrario, tra le specie forestali appartenatié Angiosperme si ritrovano piu specie

poliploidi, ad esempio sono esaploidi alcuni memdheila famiglie delleSalicaceae,
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Betulaceae, Ulmaceae, Aquifoliaceaédceraceae(Bennettet al, 1982; Clausert al,
1982; Barrakt al, 1995; Anamthawat-Jénsson e Thorsson, 2003; Beiecet al, 2003.).
Altri specie poliploidi sono state indotte artiiinente sia in Gimnosperme (Ahuja, 2005)
che in Angiosperme (Sarkilahti, 1988; Blakeskdyal, 2002), al fine di produrre alberi

resistenti ed adattabili a situazioni edafoclintatisfavorevoli.

Plant rDNA database
Il PlantrDNA database (Garcét al, 2011.Release 1liitp://www.plantrdnadatabase.cpm

e una risorsa online che fornisce informazioni siasy 1200 specie di piante, circa |l
numero e la posizione sui cromosomi di segnali NiADribosomiale. | dati sono stati
ottenuti da piu di 300 pubblicazioni di citogenatimolecolare. Nella maggior parte di
queste e stata utilizzata la tecnica FISH per ipzafe i geni per I'RNA ribosomiale 18S-
5.8S-26S e il 5S. Il databasdantrDNA comprende anche dati sul livello di ploidia,
numero di cromosomi, dimensione media del genoraii2pg, vedi sopra) e il ciclo di

vita della specie studiata.

Home News Publications Help Links SubmitnewrDNAdata Contact& Comments Howtocite EtnoBioFiC

ﬂﬁ\q: WJ ' Picea abies @

it FONA
= detebese 00

=)

Searching: Picea abies Showing blocks of records. Total of records: 3

Specific epithet Ploidy level Arrangement

interstitial

separated

abies

interstitial 12 interstitial L) 2 separated 296

abies interstitial 12 interstitial 4 2 separated 307

Figura 2.3 Esempio di una ricerca effettuata suigh® “Plant rDNA database

Le opzioni di ricerca avanzata sono svariate e cengono il numero e la posizione dei
segnali 5S e 35S, la presenza di una disposiziBrRe5%linked o separateded il relativo
riferimento bibliografico.

Attualmente la banca dati comprende i dati di Aegerme, Gimnosperme e Briofite
gia pubblicati o in corso di stampa. Gli aggiornathdel database sono previsti una o due
volte I'anno a seconda della quantita di dati dbgenetica molecolare generati dalla

comunita scientifica.
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Tabella 1.1 Organizzazione dellrDNA nelle Gimnaspe (fonte www.plantrdnadatabase.com; Gaetial, 2012b). Le specie sono suddivise per ordinefiaiSono
riportati il numero totale di rDNA,; il numero cromomico diploide (2n); il numero dei loci della subita 5S e della sub unita 35S (Range 5S-353rdeposizioni
(5SP;35SP); l'organizzazione delle due sub usiiflo stesso cromosoma (associata) o su cromoswersd(separata); i riferimenti bibliografici.

Loci
Ordine-famiglia rDNAtotali 2n Range 5S 58S P Range 35% 35S P Orgarézione Rifermenti bibliografici
Coniferales (Pinophyta)
Pinaceae
Abies 14 24 4 interstitiale 10 interstitiale separata Puizinaet al,2008.
(sub-) terminale o Lubaretzet al. 1996; Liuet al,
Larix 6-8 24 2 satellitare 4-6 Interstiziale separata 2006; Zhanget al.,2010.
Shibata e Hizume, 2008; Lubaretz
Interstitiale(sub- et al,1996; Siljak-Yakovlewet
) terminale o al.,2002; Hizumeet al, 1999;
Picea 10-18 24 2-4 interstitiale 8-14 satellitare separata Brown e Carlson, 1997;
Islam-Faridiet al, 2007; Hizume
et al, 2002; Caiet al, 2006;
Karvonenet al, 1993; Culliset al,
interstitiale -(sub-) 1988; Bogunic et al, 2011;
terminale o Doudrick et al, 1995; Liu et
Pinus 10-34 24 2-6 satellitare 8 -30 Interstiziale separata al.,2003.
Hizume e Akiyama, 1992;
Pseudotzuga 14 24 2 interstitiale 12 Interstitiale separata Amarasinghe e Carlson, 1998.
Coniferales (non-
PinaceaePinophyta o
Cupressophy®
Cupressaceae
(sub-) terminale o (sub-) terminale
Cryptomeria 8 22 4 satellitare 4 o satellitare associata Hizumeet al, 1999.
(sub-) terminal o (sub-) terminal @
Cunninghamia 4 22 2 satellitare 2 satellitare associata Hizumeet al, 1999.
(peri-)
Juniperus 4-8 22 2-4 interstitiale 2-4 centromerica separata Nagancet al, 2007.
Podocarpaceae
(sub-) terminale o (sub-) terminale
Podocarpus 2-6 34 -38 2-6 satellitare 4-12 o satellitare ? Murray et al, 2002.
Zamiaceae
(sub-) terminale o (sub-) terminale
Ceratozamia 10 16 2 satellitare 8 o satellitare separata Tagashiraet al, 2001.
(sub-) terminale o (peri-)
Zamia 8-22 16 - 23 2 satellitare 6 -20 centromerico separata Tagashiraet al, 2001.
(sub) terminale o (sub-) terminale Nakaoet al, 2005; Hizumeet al.,
Ginkgo 5-8 24 1-4 satellitare 4 o satellitare associata ? 1999.

29



3. Taxusbaccata L.

Il genereTaxusrisale al Giurassico superiore (circa 140 milionadni fa), e la speci€axus
baccatasi stima sia comparsa 15 milioni di anni fa. Questaervazione contribuisce a
considerare il tasso come una delle specie arbgiée antiche d'Europa. La sua
conservazione, permasa fino ai nostri giorni, nmaditra la sua notevole capacita di
adattamento (Hageneder, 2007).

Il tasso si presenta come albero a crescita mgaipodiale, come un cespuglio o, in alta
quota si ritrova anche come rampicante. Le sueorslirsarie capacita di riproduzione
vegetativa, I'emissione di polloni, la capacitaridrescere da talee e la crescita avventizia di
rami verticali sono tutti aspetti che esprimono wwtiategia ecologica quasi unica che si
differenzia notevolmente da quasi tutti le altre@p forestali europee (Hageneder, 2007).

Un'indagine delle strategie ecologiche della posigifitosociologia del genere, afferisce al
Taxusun ruolo caratteristico di ‘triple intermediaryriplo intermediario-: ovvero, in una
tipica successione ecologica il tasso occupa us&ipoe intermedia tra le specie pioniere (le
prime piante che colonizzano ambienti in condiziesireme particolari o rimaneggiati) e le
specie climax (cioe le specie che dominano la fasse di una successione ecologica)
(Leuthold, 1998). Percido da una parte, il tassa@dioca filogeneticamente tra le specie
forestali piu antiche d’Europa, ma a causa delka stwaordinaria dinamicita, puo essere al
contempo considerata la piu giovane. Tutti quedtofi sostengono I'appellativo assegnato al
tasso da Leuthold (1998) che lo definisce 'alla@obetipo d'Europa’ .
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3.1 Areale e inquadramento sistematico

Areale. T. baccataha un areale molto vasto. In Europa lo troviamo fal 60° parallelo nord

e al 30° meridiano est; si ritrova poi anche in dt&o, Algeria, Iran settentrionale, Caucaso e
Asia Minore, particolare che lo fa appartenereiab tcorologico “paleo temperato” che
comprende le specie eurasiatiche sensu lato, deéegpecie che compaiono anche nel Nord
Africa. E la specie che presenta uno degli arealigmpi in senso latitudinale fra tutte le
specie legnose europee, superato solBetala albae daPopulus tremulaln Scandinavia
raggiunge il “limes norrlandicus”, cioé I'estremonite settentrionale di diffusione delle
specie nemorali delle foreste caducifoglie tempgeral limite orientale europeo é
rappresentato dai Carpazi, mentre piu a sud loiamow sulle coste del Mar Nero e nel
Caucaso, fino alle coste occidentali del Mar Cashpimite occidentale €, invece, dato da

Irlanda e Scozia; nelle isole britanniche si tramahe nelle isole Ebridi e Orcadi.

In Italia & segnalato lungo l'intero arco alpinappenninico, fino alla fascia mediterranea,
sebbene con areale molto frammentato e nelle deleMediterraneo si ritrova in Sicilia,
Sardegna, Corsica, Isola d'Elba e Baleari. Indtakntrale si segnalano i popolamenti dei
Monti Lepini, Bosco Martese nella catena dei Modélla Laga, Terminillo, Simbruini
(Camerata Vecchia, Civita d'Antino, Morino), neNéarsica, Vallone Santa Margherita nel
versante nord del monte Genzana, sui Frentani, iM@iaizi. Meritano inoltre di essere
ricordati i nuclei della Sardegna (Sos Niberos)lad®icilia (Nebrodi), della Garfagnana e del
Gargano. Non vanno poi dimenticate le segnalaziopiante singole o areali puntiformi in
tutta Europa, apparentemente spontanei, ma diauishpu0 escludere un'origine antropica,
considerando l'utilizzo del tasso come pianta oeTgaie.

In alcuni paesiT. baccatae incluso nel “Red book” delle specie minacciatestinzione
(ad esempio in Repubblica Ceca, Slovacchia, Bialg&omania, Russia, Iran), e in molti
paesi e oggetto di programmi di conservazione abufad esempio, Germania, Austria,
Polonia, Repubblica Ceca, Slovacchia, Romania, iRs81che se secondo diverse misure. In
Italia, ad esempio, sono protetti a livello naziersolo i singoli alberi monumentali, ma nella
maggior parte delle regioni &€ sottoposto ad unaéiages speciale che prevede la protezione
della specie a livello regionale, secondo le indimai della rete Natura 2000; ad esempio
faggete conTaxus e llex sono ritenuti siti protetti in quanto consider&iC= Siti di

Importanza Comunitaria (comunicazione personalé Brdschirone).
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Inquadramento _sistematico. Nell'inquadramento sistematico attualmente ricoubsc

secondo Lineeaus, il tasso si colloca nella famiglelle Taxaceag sottodivisione delle
ConipherophitynaclassePinatae,ordinePinales.In passato |&axaceassi collocavano in un
ordine distinto, leTaxales(Florin, 1948), sistemazione venuta meno grazie allidenze
genetiche che hanno appurato come queste sianibetti enonofiletiche con altre conifere
(Chenget al, 2000).

La famiglia delle Taxaceae e composta da quattelif® et al,1996) o cinque generi
(Cope, The Botanical Review, 1998), quasi tuttiait nell'emisfero boreale, ad eccezione del
monospecifico generAustrotaxusCompton, endemico della Nuova Caledonia e della va
mairei del Taxus chinensipresente nell’Arcipelago malese.

Gli altri generi sono:Pseudotaxush.C.Cheng (= Nothotaxus Florin) diffuso in Cina,
Torreya Arn. con 6 specie diffuse in Giappone, Cina, ayi Georgia e California e,
appunto, il generélaxus Linnaeus tipico di buona parte dell’emisfero gswtienale. La
collocazione diAmentotaxusPilg. €, invece, controversa a causa di importdifferenze
riproduttive riguardanti la presenza di due ovwil'archeosporio, secondo Gellini andrebbe
collocata nelle Cephalotaxaceae. Il gerlearuse tuttavia al centro di discussioni riguardo la
posizione sistematica, in quanto mancano carattequivocabilmente distintivi, sia a livello
morfologico che chimico. La maggior parte deglicaaué comunque concorde nell’assegnare
al genere 8 specie distinte sulla base di critedistribuzione geografica (Tab.3.1), mentre
per altri autori il genere € in realta semplicemenna grande specie suddivisa in una

moltitudine di varieta o razze geografiche (Deba2864).
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Tabella 2.1 Specie e distribuzione del gerfereus

Nome scientifico Distribuzione
Taxus baccata L. Europa, Nord Africa, Asia Minore
Taxusfloridiana Chapm Florida
Taxus globosa Schlechtd. Messico
Taxuswallichiana Zucc. .Montagne Asia centrale (Himalaya, Sikkim e Cina)
Taxus canadiensis Marsh Versante orientale del Nord America
Taxus brevifolia Nutt. Coste nordamericane del Pacifico
Taxus celebica Li Asia meridionale, dalla Cina meridionale alle Fylipe
Taxus cuspidata Sieb. Giappone

Tra questi, l'unico taxon che si differenzia in mogalese per la morfologia fogliare,
tipicamente falcata e mucronata all'apicelaxuscuspidataSieb. Vanno poi aggiunti due
ibridi artificiali: il Taxus hunnewellianRehd, ibrido fral. cuspidatee T. canadensig Taxus
mediaRehd., ibrido fral'. baccatae T. cuspidataComplessivamente le varieta segnalate, fra
naturali e coltivate, sono 70 (Thomas e Polvar@30compreso il tasso irlandese colonnare
(cv. Fastigiata Loudon) che ha origine sul fiancel dhonte Cuilcagh nella contea di

Fermanagh, Irlanda del Nord, rinvenuto per la pruoiéa nel 1780.

Caratteristica della famiglia € la presenza di osporofilli peltati che presentano 2-8
androsporangi e ovuli solitari portati all'apicel d@mi fertili, rispetto ai coni multiovulati
delle Pinaceae; il seme e coperto da un involuaraaso derivato da un cercine posto alla
base dell’ovulo stesso. Il carattere morfologicoggiarmente discostantesi dal resto delle
specie del genere e l'assenza di strobilo femmih#esemplicitd dell'apparato riproduttore
rispetto alle altrePinalesviene identificato non come un carattere ancestrahservatosi,
quanto piuttosto ad una semplificazione morfolog{Gellini, 1996); il cono uniovulato
indicherebbe infatti un carattere di maggiore eximoe rispetto a quello delle Pinaceae. Le
foglie sono tipicamente aciculate con picciolo demate sul ramo. Altro macroscopico

carattere di distinzione e l'assenza di resinamseguentemente, di canali resiniferi.
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3.2 Morfologia e biologia

Arbusto o albero di media statura, alto generalméiil0 metri, ma che pud raggiungere
anche 15-20 m di altezza e oltre 3 m di diametatleSnontagne del Nord Africa (Montagne
dell'Atlante), Asia Minore e Caucaso € preséntbaccatal.. con forme arboree che possono
raggiungere anche i 32.5 m di altezza (Patla, 1993), (Mukundaet al, 2000). La chioma,

di colore verde cupo e di forma arrotondata o ané inserita in basso sul tronco. Sono
numerosi i fenomeni di getti epicormici che talaotendono a ricoprire interamente il fusto,
specialmente in situazioni di stress quali il modsgli erbivori o frequenti potature. | getti
laterali crescono ad intervalli irregolari e fansioche spesso non vi sia una vera dominanza
apicale; fenomeno estremamente presente in caslistlirbo da pascolamento eccessivo.
Tronco di solito ramificato a breve altezza, talaofjia dalla base, piu raramente eretto e
indiviso; la sezione si presenta per lo piu asimiceete Spesso Si rinvengono numerosi
fenomeni di concrescimento di numerosi fusti, splesente nelle piante di grosso diametro.
Talvolta sul fusto si notano ingrossamenti semisfeshe sembrano derivare dallo stress
attribuibile al pascolo eccessivo. La cortecciagaore rosso-bruno, € sottile e liscia sino ad
una certa eta; negli alberi piu vecchi si sfogtiglacche di forma poligonale o in strisce piu o
meno allungate. Le foglie aghiformi, lineari, lujgil-3 cm e larghe 2-3 mm, dalla
consistenza cuoiosa, sono inserite a spirale sui, nama come nell’abete bianco risultano
distiche per torsione alla base. Nella pagina sapegli aghi sono di colore verde scuro e
lucente, mentre inferiormente assumono una tongiitachiara. Tuttavia le linee stomatifere
non presentano mai quel colore biancastro tipidadete bianco. Presentano una forma
leggermente falcata con un piccolo mucrone allapitd sistema radicale € robusto ed
espanso, tendenzialmente orizzontale con numeadgehette secondarie molto ramificate. E’
perfettamente in grado di vegetare su aree estremtanrocciose poiché e in grado di
penetrare le fessure della roccia lasciando lecraiincipali allo scoperto. Questo esteso
apparato consente alla specie di svilupparsi intepbti condizioni pedologiche rendendola
cosi plastica ed estremamente ubiquitaria. (ThaRalwart, 2003).

Ecologia. Il tasso cresce in condizioni ottimali a temperatumoderate del clima mite
oceanico. Favorevoli al suo sviluppo sono invemmii, estati fresche, precipitazioni
abbondanti e umidita elevata. Al contrario nelitamo la crescita tasso il rigido freddo
invernale, gelate tardive, e I'esposizione ventitmdorti. Per quanto riguarda le esigenze
termiche, si osserva che il tasso ha un range naofipio, stimabile sull’ordine dei 70°C. Si

notano comunque forti limitazioni, soprattutto arica delle gemme, per lunghe ed
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ininterrotte esposizioni al freddo accompagnate fald venti gelidi, mentre la soglia
superiore di sopravvivenza si puo constatare comdde del 50% della chioma a 51°C.

Le esigenze idriche sono di almeno 1000 mm di pao@mgnua, anche se risulta essere
resistente a stress da siccita, grazie anche adenomnorfismo fogliare che permette &l
baccatadi reagire a condizioni di siccita emettendo nueyfni, caratterizzati da ispessimento
della cuticola, diminuzione del numero di stomi peita di superficie e riduzione dell'area
fogliare stessa.

Il tasso e considerata da sempre come una speaafdas® meglio fortemente tollerante
l'ombra; a conferma di cio, si trova spesso nedieosi che il faggio forma con I'agrifoglio,
entrambe specie ombro tolleranti Considerandauéadistribuzione europea, pero, si nota
come la necessita dell’ombra sia piuttosto legag¢gigenze idriche e termiche dovute ad un
suo carattere marcatamente atlantico, piuttostaatielo fototropismo. Da un punto di vista
edafico, la specie risulta abbastanza ubiquitaBezgziecki e Kienast 1994; Thomas e
Polwart, 2003).
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3.2.1 Caratteristiche riproduttive

Il tasso raggiunge la maturita sessuale a circa338nni di eta in condizioni di albero singolo
ed in pieno sole. In aree con elevata copertura smarsa illuminazione risulta che la
fruttificazione puo essere posticipata di moltajiattura non prima dei 70-120 anni (Thomas
e Polwart, 2003).

E' specie dioica, cioé presenta generalmente ihdiicion sessi separati (Fig 3.1), anche se
sono stati osservati casi in cui che la stessdag@no cambiare sesso piu volte nel corso della
vita e che talvolta si sviluppano solo porzionilaedtessa con sesso differente (Thomas e
Polwart, 2003).

Figura 3.1. A sinistra dettaglio di un individuonfeina di T.baccata(particolare di un
arillo); a destra dettaglio di un individuo maschio chea@ori maschili

Tale variazioni potrebbero essere correlabili anaedeun’influenza della componente
ambientale oppure del vigore stesso delle piantiori maschili sono portati in amenti
ascellari, mentre quelli femminili, solitari, verdi poco appariscenti, sono portati da brevi
rametti; la fioritura avviene tra gennaio ed aprile

Il tasso ha impollinazione prevalentemente anemnofiinche se non mancano casi di
entomofilia, soprattutto ad opera delle api.

A maturazione avvenuta, la nucella, secerne uddlaiuccherino che si concentra in una
goccia all'orifizio del micropilo. Funzione dellaogria € quella di intrappolare il polline
portato dal vento, per poi essere riassorbita. \hia assorbita, la goccia, migra nella zona di
separazione delle nucelle dove avviene la fecondazil gameti maschili mancano di
motilita.

L'ovulo, una volta fecondato in primavera (aprileggio), si sviluppa in un arillo di colore

verde, aperto alla sommita, che a fine estatedarazitunno diviene viscoso e di colore rosso.
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La varieta lutea € cosi chiamata per I'arillo giadl maturita. Nell'arillo € contenuto un seme
elissoidale di 6-7 mm caratterizzato da un tegumdatissimo.

L'eta in cui inizia la produzione di seme &€ molariabile: normalmente inizia intorno ai
30-35 anni per piante isolate, mentre € molto perata nel caso di piante poste sotto una
densa copertura arborea e arriva a 70-120 annit@/\1998).

La produzione pu0 essere annuale o ogni 2-3 argni €eme pesa dai 44,9 ai 69,5 mg e
mantiene la sua vitalita anche per 4 anni.

La disseminazione € zoocora ed il contributo magge dato dai turdidi (merli e tordi)
(Hulme, 1996) che, attirati dal colore rosso, bacio della parte carnosa del frutto espellendo
poi il seme favorendo in questo modo la rotturaladelormienza; il procedimento di
digestione solitamente sembra svolgersi in circattuti (Giertych, 2000). Nella dispersione
dei semi del tasso, un ruolo di primo piano sareblmto anche dai micromammiferi (p.e.
Apodemus sylvaticusonsumatori dei suoi semi. Questi animali, nonsconando tutte le
scorte accumulate per l'inverno al piede dei gréaglji o comunque di altre cavita, facilitano

cosi la diffusione della specie.

3.2.2 Germinabilita

La variabilita dei semi & alquanto elevata e sfibrh00%, questo da origine a numerose
complicazioni per quanto riguarda le pratiche \8tiahe di riproduzione del tasso. La
germinabilitd normalmente si attesta attorno aV8@s e raggiunge il 95% dopo il terzo anno.
| semi raramente germinano il primo anno e di sddit ha il massimo nel secondo e terzo
anno.

La dormienza cosi forte e imputabile ad un'immadudell’embrione al momento della
maturita del seme, infatti anche trattando con adadlforico, oppure con acqua, oppure
alternando periodi di caldo ad altri di freddo, nsinottengono risultati accettabili come
avviene per le altre specie. La germinazione innaaé senza dubbio facilitata dal passaggio
nel tubo digerente degli uccelli, i cui succhi gastsembrano essere i soli in grado di
accelerare i fenomeni di germinazione (Thomas ew&t| 2003). Solitamente i semi
germinano la primavera seguente la loro espulsitanparte degli animali che se ne nutrono
(Garciaet al, 2000).

La germinazione e epigea ed i semi si presentanalge cotiledoni dall’apice arrotondato.

Alla fine della prima stagione i semenzali sononmalimente alti circa 2- 8 centimetri; la
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crescita € molto lenta nei seguenti 4-5 anni edédlia si attesta attorno ai 2.5 cm annui (Fig.
3.2)

Figura 3.2.Germinazione e semenzali @axus baccata)- 1 giorno; b)- 8
giorni; ¢)- 12 giorni; )- 22 giorni; e)- 39 giorrda Thomas e Polwart, 2003.

Il seme ha una germinabilita massima del 100% cinca i valori solitamente tendono a
oscillare tra il 50% e il 70%; tali valori non seralebbero essere influenzati dal passaggio
attraverso 'apparato digerente degli uccelli, qoaalla presenza o meno dell'arillo, infatti il
valore di germinabilita in assenza di arillo decddk4-6%.

La germinazione del seme difficilmente avviene préino anno a causa della dormienza
del seme stesso che, dovuta probabilmente all'iomiteatdell'embrione al momento della
maturazione del frutto, si interrompe naturalmeidpo 2 o 3 anni.

E possibile interrompere la dormienza artificialtteetramitepre-chilling; le prescrizioni
di massima dell'impiego di questa tecnica prevedemgeriodo di 60-120 giorni in cella
frigorifera a -2,-5°C. La germinazione é epigea. glantula presenta tre o quattro foglie
opposte e raggiunge l'altezza di 2-8 cm duranggitaa settimana, in 4-5 anni si raggiungono
incrementi in altezza di 2,5 cm. La radice durahfgimo anno si sviluppa come un grosso
cordone centrale con poche branche laterali. Laplece di colore verde scuro (Perrone,

2000), le foglie primarie sono dapprima opposte, gan la distensione apicale, alterne.
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3.3 Tossicita e proprieta chemioterapiche

Tutte le parti del tasso ad eccezione dell'aridlatengono un complesso di alcaloidi velenosi
per I'uomo e per la maggior parte degli animali dstiti: la tassina. Anche i semi sono
tossici.

La tassina € un complesso di alcaloidi che é rapéfde assorbito dal tratto digestivo e va
ad interferire con la normale attivita cardiacaidssugli umani hanno dimostrato che questi
alcaloidi sono altamente diuretici e causano omsi &ritmie ventricolari. La dose letale per i
ruminanti € stata stimata intorno ad 1-10 g/kgeB@corporeo mentre per gli equini, molto
piu sensibili a questo alcaloide, i valori letatieadono a 0,5-2 g/kg. La dose letale per i
conigli risulta, invece, di 20g/kg. Sembra inoltaiee il tenore di tassina vari con la stagione
(2% in gennaio; 0.6% in maggio) e che le foglieckee siano piu velenose rispetto a quelle
giovani. Sembra comunque oramai assodato che cae@mpo si verifichi una sorta di
assuefazione da parte degli erbivori nei confrdatia tassina; assunzioni costanti e crescenti
di fogliame non causano nessun problema agli animal

Negli umani i primi sintomi di avvelenamento sonausea, vomito, dolori addominali,
sensazione di freddo diffuso, tremore muscolarésgaioni prima accelerate e quindi deboli
ai cui segue la morte per collasso. Il decessceaevgquindi per problemi cardio-respiratori.

Nel 1971 fu scoperto un altro alcaloide il paci#hx(nome commerciale taxdlp un
prodotto naturale estratto inizialmente dalla cari@ di Taxus brevifoliadove € presente in
alta concentrazione, con significative proprietéicamcerogene (Wardt al, 1971; Douros e
Suffnes 1978; Rowinset al, 1990; Rose, 1992; Arbuck 1992). Il taxolo e stato
successivamente rinvenuto sia nel fusto, negli agielle radici del tasso del Pacifico che di

altre specie e varieta di tasso incldsxus baccat@Witherupet al, 1990).
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Figura 3.3. Struttura molecolare del taxolo.

Il taxolo si lega ai microtubuli - target priviledd per numerosi agenti antitumorali -li
stabilizza, inibendone la depolimerizzazione e @whgo un effetto antimitotico che e
particolarmente devastante nelle cellule in ragiiésione, come le cellule tumorali. Esso e
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risultato molto attivo in diversi carcinomi e samtioumani ed il suo meccanismo d'azione e
unico e differente da altri agenti anticancro pnéissul mercato. La maggior parte degli
antimitotici, quali gli alcaloidi della vinca e tlchicina, depolimerizzano il fuso mitotico. In
questo modo la cellula non € piu in grado di divgdeCon il taxolo, invece, la cellula non
riesce a duplicarsi finché il farmaco & presentfanganismo. Esso induce una sorta di
cristallizzazione del fuso mitotico, impedendo lanclusione del processo di divisione
cellulare. In presenza di paclitaxel i cromosomn s@No in grado di muoversi in direzione
opposta di quella delle cellule che si stanno @inib, a causa del fatto che i microtubuli non
si decompongono. La divisione cellulare viene muéa, e viene indotta I'apoptosi cellulare
ovvero una rapida morte (per suicidio cellulard)edeellule cancerogene. (Fostal, 2008).

La sostanza e efficace in molti tumori refrattadmpresi quelli della testa, del collo, quelli
a piccole cellule del polmone e puo rallentare tagpessione del melanoma ed agisce

prevalentemente su tumori solidi (Whelan, 2002).

3.4 Propagazione agamica
A causa della complessita della molecola del tasswbn € stato possibile realizzarne la
sintesi in laboratorio sino al 1993, quando Nico&tual, hanno ottenuto un prodotto di
sintesi, che perd non e risultato un’alternativnemicamente vantaggiosa rispetto al
prodotto naturale. Questo ha comportato il protidet’abbattimento di un numero elevato di
Taxus brevifolia(Stull, 1992), anche perché fino al 1995 la caitedel tasso del Pacifico era
I'unica fonte di taxolo ammessa per usi clinicitiftovamento di questo importante composto
anche in altre specie di tasso ha, probabilmeteggdrito la pressione su questa specie ma,
al contempo ne ha esteso lo sfruttamento ad atqegade delle multinazionali farmaceutiche
che stanno pesantemente contribuendo alla distrezielle popolazioni naturali di diverse
specie di tasso gia notevolmente ridotte sia peonsistenti prelievi di legname che per
'azione di agenti biotici. Questo stato di crisi ulteriormente aggravato dalla scarsa
rinnovazione naturale che le cenosi di tasso ptasere che é dovuta a diversi fattori legati
sia ai semi, per la loro bassa germinabilita, nigo periodo di dormienza e la loro predazione
da parte dei roditori (Smal e Fairley,1980), cheemenzali caratterizzati da una crescita
estremamente lenta, oltretutto, appetiti daglivenj nonostante la tossicita del loro fogliame
(Allison, 1990).

Considerato che il tasso raggiunge la maturita uséssattorno i 70 anni e che la
sopravvivenza delle tassete € dovuta unicamentstaima longevita delle piante (Watt,

1926; Tittensor, 1980), si rende necessario ilrsgoa metodi alternativi di propagazione
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come quella vegetativa, che da una parte consbh8runa produzione massale di piantine di
tasso dai cui aghi e radici si potrebbe estra@xiblo in quantita sufficienti per gli usi clinici
e daltra parte permetterebbe la conservazione rdi patrimonio genetico seriamente

minacciato (Bellarosa, 2003).

Talee. E noto che le talee della gran parte delle var@t@amentali di tasso, per altro
caratterizzate da un alto grado di giovanilita daerende piu suscettibili agli stimoli
rigenerativi, mostrano una buona attitudine aldigazione quando sono trattate con le auxine
(Eccher, 1988), mentre scarsi sono i riferimentolibgrafici riferiti alla propagazione
vegetativa di materiale prelevato da alberi, spesstisti, appartenenti alle formazioni
naturali.

La gran parte dei pochi lavori riportati in lettena fanno riferimento ad esperienze di
propagazione dI. baccatacondotte sotto tunnel di plastica o serre ed aalimlo soprattutto
getti dellanno. Hartman e Kester (1965) consigliadi usare letti caldi a 21°C con
temperature dell’aria di 10-13 °C per il radicanteirt serra di talee raccolte nei mesi di
novembre e dicembre. Una temperatura del subdiiat6-12 °C é quella ottimale secondo
Namvar e Sperthman (1986) per ottenere la radinazio serra di talee raccolte da agosto a
febbraio ed immerse in una soluzione di acido t&itaacetico (50mg/l). Gordienko e
Sapzhnikova (1974) individuano nel periodo di med del materiale, ovvero all’inizio della
ripresa vegetativa, il fattore di successo deltaita colturale, coadiuvato dall'impiego di una
soluzione di auxina allo 0,01% o di una di sodio &,005%. Nandet al (1996) riportano
una maggiore percentuale di radicamento quandalde,tottenute dai getti dell’anno, sono
trattate con acido indoli butirrico concentrazio®25 mM (85-95% di radicazione
rispettivamente per talee femminili e maschili anab fungicida Bavistin allo 0,05% e
protette da un tunnel di plastica. Schneck (19%f)obnea l'alta influenza che la pianta
madre, indipendentemente dal sesso della stessajtasul radicamento delle talee. Sempre
I'acido indoli butirrico, somministrato in polvesdla base delle talee, é risultato 'ormone piu
efficace nelle prove di radicamento condotte dadyud997) su talee lunghe 25-30 cm e
poste a radicare sotto serra (80% di radicamebiwd. combinazione di acido indoli butirrico
a- Naphtol (a-N) in soluzione alla concentrazion&@ ppm ciascuno, con immersione delle
talee per 24 h, e quella che garantisce la peraknfiu alta di radicamento, nell’ordine del
67,5%, nelle esperienze condotte in vivaio fores@d Mitter e Sharma (1999) su talee

provenienti da rami di 1, 2 e 3 anni protette caindi plastica.
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Micropropagazione in vitro. Da stime effettuate emerge che e necessario albhaitea

6000-7000 individui difaxus brevifoliaNutt. di 28 centimetri di diametro medio, per otdee
circa 27700 Kg. di corteccia essiccata; da questaeptrazione in laboratorio si producono
circa 4 Kg. di tassolo allo stato cristallino (Batger e Jarmillo, 2001). Sulla base di questo e
di calcoli analoghi, € molto probabile che la fturd di impianti di materiale di tasso
potrebbe essere un fattore limitante in futuro (@mP1995).

Pertanto, € necessaria un’attenzione particolafi@eealdi mantenere una fornitura costante
e adeguata di questa pianta (Abbasiral, 2010). Difatti, parallelamente ai metodi per la
propagazione vegetativa sviluppati ed ottimizzatdiversi paesi (Schneck, 1996. Eweald
al., 2002), sono stati approfonditi metodi di micrgpagaziondn vitro di varie specie di
tasso aventi il fine di moltiplicare il materiakelezionato per la produzione di taxoidi.
Tuttavia, il numero di pubblicazioni relative aitasultati e piuttosto limitataTaxus mairet
Chee, 1995; Chargt al, 1998, 2001T. baccata Majadaet al, 2000; Metaxast al, 2004).
Inoltre la rigenerazione delle piante é risultgiasso difficoltosa e la percentuale di espianti
germinati si € rivelata non soddisfacente, tant® rbn e disponibile ad oggi in letteratura un
protocollo rapido, completo e di successo che valgane riferimento per la
micropropagazione di questo genere.

Di recente, sono state condotte diverse ricerche \ala produzione di taxol da altre
piante come ad esempio @aryolus avellanaBestosoet al, 2006; Ottaggicet al, 2008)
mostrando tuttavia una carenza della produzion&abbaloide.

Alcuni lavori riferiscono prove di embriogenesi satina diTaxus per lo piu provenienti
da espianti molto giovanili come gli embrioni immatzigotici, (Wann e Goldner, 1994)
anche i questi casi la rigenerazione delle pigntssultata Taxus brevifolia- Ewaldet al,
1995 eTaxus chinensis Qiuet al, 1998).
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3.5 Citogenetica

La totalita delle specie del gendraxus come la maggior parte delle Gimnosperme, possiede
un numero cromosomico di 2n= 24. Tuttavia i datatrei a tali indagini citogenetiche
provengono principalmente da pubblicazioni molttatia (Dark, 1932; Sax e Sax 1933), le
guali rappresentano ancor oggi il riferimento priimaul cariotipo del tasso.

Il lavoro di Dark (1932): Chromosomes of Taxus, Sequoia, Cryptomeria andaTui
un’indagine citologica di piu generi, e per il taggorta come materiale di partenza per le
analisi citogenetiche root tips ovvero apici radicali, ottenuti da talee mess#iraora per
diversi mesi (nell’articolo non sono specificatittavia né i dettagli delle tecniche di
propagazione, né metodi di trattamento e sincrezione degli apici. Si rimanda solo a La
Cour (1931), per fissaggio nel liquido Flemming enBa e la colorazione del materiale con
I'antimitotico violetto di genziana).

| cromosomi somatici sono stati osservati in cellil metafase mitotica tuttavia, come
riporta lo stesso autore nella pubblicazione, lemagini sono risultate di difficile
interpretazione. Difatti i cromosomi si presentavau un ristretto piano equatoriale sottili,
lunghi e confusi poiché ammassati e sovrappostfigura 3.4 e riportato il disegno dello
spreadmetafasico dei cromosomi @i baccatapresente nell’articolo di Dark, frutto di una
rielaborazione a mano dei cromosomi visualizzatn@&lroscopio ottico).

L’autore riporta inoltre, che non e stata trovate uilevante differenza nella morfologia
dei cromosomi provenienti da individui di sessi ogip Nello specifico gli individui non
sembrano mostrare cromosomi eteromorfici o eternegai. In entrambi i sessi, sottolinea
invece Dark, sono presenti due cromosomi aventi agsrizione sub-terminale e ventidue
cromosomi caratterizzati da una costrizione subtamad Egli tuttavia precisa che non sono
stati possibili studi pitu approfonditi sulla morbgia dei cromosomi poiché le rielaborazioni a
mano non sarebbero sufficienti a ricostruire ii@#o della specie a causa della disposizione
non chiara dei cromosomi (eccessivamente sovrapfpasioro) per tutta la lunghezza del
piano equatoriale.
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Figura 3.4 Rielaborazione a mano degglieadsmetafasici di due individui
di Taxus baccat&2n= 24 (maschio, a sinistra; femmina a destraykDa
(1932).

Relativamente al contenuto in DNA del genoma dbaccataci si riferisce a due lavori
(Greilhuber, 1988 in Murray, 1998; Zonneveld, 20i2yuali compendiano entrambi il
contenuto di DNA nucleare nelle conifere; essi talo la quantita presente nelle cellule
rispettivamente utilizzando il metodo delleé€ulgen microdensitometrye della citometria a
flusso in cui il DNA viene marcato con lo iodudopropidio.T. baccatarisulta avere una
media di 1C value medio di 11070.96 (Mp) pari 2051(pg).
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3.6 Caso studio: fenomenologia sessualeTthxus baccata nel popolamnento di Carpineto
Romano (RM).

Dal duemila il gruppo di ricerca del dipartiment&ENE, guidato dal professor Schirone ha
portato avanti un campionamento lungo la regior@eapinica, preappenninica centrale e la
Sardegna, che ha avuto lo scopo di saggiare lesdgivandizioni di vegetazione della specie,
rilevate mediante la metodologia dendrometricalerilevo della rinnovazione e in aree di
saggio casuali nei tratti di bosco con presenzdadso. Nessun criterio predefinito ha
condizionato la scelta iniziale dei biotopi da tdse; l'unica attenzione e stata rivolta
all'esigenza di considerare una pluralita di sitivdgetazione spaziati soprattutto in senso
geografico, in modo da poter riferire sugli aspgénerali o differenziali delle condizioni di
vegetazione della specie nell'area geograficaidedfa area centrale.

| parametri rilevati nellarea di saggio hanno agilato sia le caratteristiche fisiche e
morfologiche del terreno sia dendrometriche; pemkggior parte dei siti € stata condotta
un’accurata indagine sulkex-ratiodei popolamenti di tasso (tesi di dottorato, S&lix],2).

Una particolare attenzione é stata dedicata al lpopmto di tasso di Carpineto Romano
situato in un canale del Monte Semprevisa facemttepdella catena dei Monti Lepini.
L'intero massiccio e calcareo. Il canale che osppapolamento ha un orientamento N-NE,
ad una quota di circa 850 m s.I.m. Con un orientdm@ direzione N-E. Il popolamento di
tasso segue un compluvio e risulta in parte inafoba vegetazione presente e costituita da
faggio, agrifoglio e tasso.

Nella stazione di Carpineto Romano é stato possiskervare nella tarda primavera del
duemila un fenomeno, probabilmente non tanto rarntp si potrebbe essere autorizzati a
credere stante la scarsa letteratura a riguardloggdella presenza di fiori di entrambi i sessi
sullo stesso individuo (tesi di dottorato, Di Cosi2002). Le piante in questione avevano
prodotto fiori maschili in abbondanza e al tempaim sono state osservate (giugno 2000) la
pollinazione era gia avvenuta. Sulle stesse piafibei femminili erano ascellari sul rametto
0 anche sulla parete superiore e vicino ai masdbili fenomeno simile e stato descritto a
Pescopennataro e Sos Niberos (tesi di dottoratis, 8ssi di dottorato, 2012).

La segnalazione assume particolare rilevanza pefrdguenza di individui che si
presentavano “monoici” e per la quantita consideleedei fiori di entrambi i sessi, cosicché
inizialmente non é stato possibile risalire al s€sipico” di ogni individuo.

Tale fenomenologia ha scaturito un notevole int&rgeer il comportamento sessuale della

specie che si € manifestato con un incremento daitoraggi della tasseta in questione.
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A partire dalla stagione seguente 2001 sono stati@tti infatti rilievi puntuali prendendo
come campione del popolamento di tasso un micr@grugi ventiquattro individui di
entrambi i sessi, opportunamente cartellinate mpza

Tali piante sono state oggetto di un monitoragduwiannuale terminato nel 2011 in cui si
prendeva visione, con una cadenza media bimendgille, stadio fenologico delle gemme, del
sesso della pianta e della misura la lunghezzgetgiannuali.

Sono stati segnati anche parametri relativi allaperatura, umidita relativa, condizioni
edafiche (Vessella e Schirone 2011).

L’esito del monitoraggio ha individuato che una iderevole percentuale degli individui
oggetto del monitoraggio della tasseta di Carpineitaa il 60%, cambiano sesso quasi ogni
anno (Vessella e Schirone 2011).

II fenomeni della cosessualita e dell'inversiond desso per questa specie, hanno
suscitato una serie di interrogativi sull’ecologiasul comportamento sessuale di questa
specie, stimolandone studi approfonditi sulle défeze morfologiche ed ecologiche tra i due
sessi, al fine di comprendere se esistano o meratteastiche ambientali che inducono |l
sex-shifting e se esso influenzi indifferentemente piante mhse femminili (Vessella e
Schirone, 2011, tesi di dottorato, Salis, 2012).

A seguito di tali considerazioni ecologiche, nebgante progetto si € voluto indagare
sull’eventuale predeterminazione genetica del ses3@xus baccatanediante la ricerca di

cromosomi sessuali.

Come riportato in precedenza € necessario sottwknehe i dati relativi alle indagini

citogenetiche su questa specie forestale provenganocipalmente da pubblicazioni molto
datate. Pertanto lo scopo principale perseguitquesta tesi di dottorato e stato quello di
realizzare unupdate del cariotipo Taxus baccataimpiegando tecniche di citogenetica

molecolare attualmente convalidate ed utilizzatea@@munita scientifica.
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Parte Sperimentale
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4. Materiali e Metodi

4.1 Materiale vegetale

Gli studi cariologici di conifere presenti in letura, riportano il seme come migliore
materiale di partenza, in alcuni casi trattato gt@nolarne la germinazione e prelevarne
I'apice radicale della radichetta neoformata. Tatsuto meristematico € considerato il piu
idoneo in quanto ricco di cellule in divisione tai le cellule in metafase, nelle quali i

cromosomi sono facilmente visibili perché maggionteecontratti.

Considerando la difficolta relativa ai tempi di gemazione del seme di tasso, nel
presente progetto di ricerca, si sono sperimetr@approcci paralleli. Essi si sono avvalsi
di tre differenti tecniche di propagazione vegeggtial fine di ottenere materiale biologico

idoneo e sufficiente per le successive analispeit@tiche

1. Coltivazioneex novodi talee legnose di. baccatamesse a dimora in serra nel
mese di dicembre 2010- periodo tardo autunnale esetyu le indicazioni di
Bellarosa, 2003.

2. Campionamento di apici caulinari di individui aduii T. baccataviventi in
ambienti naturali e spontanei seguito da un taleaggrattamento degli stessi in
condizioni controllate, al fine di stimolare l'até divisione degli apici
meristematici.

3. Micropropagazionen vitro degli embrioni di tasso su differenti terreni ditaca.
Sono stati acquistati semi @i baccataj quali sono stati pretrattati con etanolo e
ipoclorito di sodio in condizioni sterili, al findi interrompere la loro dormienza.
Gli espianti sono stati seminati su diversi terrdnicoltura -MS, Murashige e
Skoog (1962) e WPM, Woody Plant Medium (Lloyd e NMe@, 1981), in

condizioni di luce e buio.
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4.1.1 Talee legnose di. baccata

Nel mese di Novembre 2010 ha avuto inizio la messiimora di talee legnose di
baccata presso il Vivaio Forestale Sperimentale all'intedell’Azienda agraria didattico-
sperimentale “Nello Lupori”, centro di servizi ecerca dell’Universita degli Studi della
Tuscia. Le marze per il taleaggio sono state réeahle diversi popolamenti (da piante di
sesso differente, secondo quanto descritto in Z40.

* individui di sesso femminile tasso presenti altimo del Villa Comunale di
Ronciglione (VT).

* individui di sesso maschile e femminile pressotézisne di Carpineto Romano
(RM). | sessi degli individui del popolamento dir@@eto Romano, riportati in
tabella, fanno riferimento all’'ultimo monitoraggidfettuato nel 2010 (8 3.6).

Tabella 4.1. Campionamento e caratteristiche daléee legnose di. baccatamesse

a dimora nel Novembre 2010. Il numero della pigeail popolamento di Carpineto
Romano fa rifermento al numero del cartellino asagagli per il monitoraggio.

Popolamento N° PIANTA SEX N° TALEE per pianta
Carpineto Romand 1 F 20
Carpineto Romand 3 M 20
Carpineto Romand 4 M 20
Carpineto Romand 13 M/F * 20
Carpineto Romand 17 F 20
Carpineto Romand 18 F 20
Carpineto Romand 19 M/F * 20
Carpineto Romand 21 F 20
Carpineto Romand 22 M 20
Carpineto Romand 23 M 20
Carpineto Romand 24 M 20
Carpineto Romand Miste Miste 20
Ronciglione 1 F 20
Ronciglione 2 F 20
Ronciglione 3 F 20
Ronciglione Miste F 20

*la sigla M/F indica che la pianta in questione fr@sentato nell’'ultimo anno di
monitoraggio un’espressione sessuale “ballerinaeoy alternata tra maschile e
femminile (8.3.6. relativo al monitoraggio del pégroento di Carpineto).

NUMERO TOTALE DI TALEE LEGNOSE CARPINETO = 240
NUMERO TOTALE DI TALEE LEGNOSE RONCIGLIONE =80
NUMERO TOTALE DI TALEE LEGNOSE = 320
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Il taleaggio € stato effettuato entro poche orepdalievo della marza della pianta madre,
in coltura protetta, garantendo condizioni di terapgra (temperatura ambiente 16°C,
temperatura del letto di radicazione 18°C) e uraidibstanti (sistema di irrigazione
automatizzato con nebulizzazione dall’alto). Lee¢atlella lunghezza 25-30 cm sono state
prelevate dai germogli dell'anno (Fig 4.1), con yoazione basale di legno di un anno che
e stata privata dalle foglioline laterali (gli agttie si trovano nella parte superiore della
talea vengono ridotti per limitare la traspirazipihéabbisogno energetico della parte aerea
quindi per indurre stress e stimolare la piantadicare).

Sono state utilizzate delle sostanze fitoregoliatoene I'auxinosimile sintetico, I'Acido
indol-3-butirrico (IBA), e l'acido naftilacetico (NA) che facilitano I'accumulo di auxine
naturali nella regione basale della talea, stingdala produzione delle prime radici. Gli

ormoni sopraddetti sono stati utilizzati secondae seguenti procedimenti:

1) Acido 1-naftilacetico (NAA) puro all'l% , nome conemciale Naftal (Aifar
Agrochimica). Il trattamento con NAA e stato somisirato alla maggior parte
(circa il 90%) delle talee messe a dimora. Esse state inizialmente prettrattate
in acqua per 24h. Il fitoregolatore NAA e statdimtiato in forma di polvere (talco)
applicandolo sulla parte basale delle talee legpesdacilitarne I'emissione delle
radici avventizie.

2) Acido indol-3-butirrico IBA 3g/I (marca). Una perteiale minima di talee legnose,
circa il 10%, sono state immerse per 24h in unazsmhe Acido indol-3-butirrico
IBA 3g/l (Duchefa Biochemie). L’'IBA fa parte deigelatori della crescita che

agisce sulla distensione e divisione cellulareiz@genesi, il geotropismo.

Composizione del terreno utilizzato come substiaite talee legnose:

-50% di terriccio filtrato;
-30% di terriccio concimato;

-20% sabbia per il rilascio lento di acqua e pétae® la compattazione del suolo.

Al terreno € stato aggiunto uno strato supetécdi sabbia (al fine di prevenire la
formazione di crosta superficiale nelle stagioniden

Le talee sono state impiantate in vasi a 10 cmsfadza le une dalle altre, garantendo
in tal modo lo spazio necessario ad ognuna pevrilappo dell’apparato radicale. Esse
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sono state opportunamente sistemate al coperterin, 2d innaffiate un paio di volte a
settimana per circa sette mesi, protette da usaorabreggiante.

Figura 4.1.Talee legnose di .baccata Foto in
dettaglio della messa a dimora avvenuta presso il
Vivaio Forestale Sperimentale dell’'Universita
della Tuscia.

4.1.2 Talee erbacee di. baccata: trattamento degli apici caulinari

Parallelamente alla tecnica del taleaggio si étsaodi testare gli apici caulinari dr.
baccatacome ulteriore tessuto meristematico in attivasitime, per esaminarne l'indice
mitotico e la qualita delle metafasi. Nei mesi ébliraio e marzo 2011 - periodo
fenologicamente idoneo in cui si verifica I'ingrassento delle gemme vegetative Tin
baccata- e stato effettuato un campionamento di dei @ettiuali di tasso provenienti dagli
stessi popolamenti cui si e fatto riferimento pertélee legnose. Utilizzando questo
materiale biologico, sono state messe a dimora dalke erbacee di tasso in un substrato
misto di perlite e terreno, in condizioni controdigovvero con un foto periodo di 16h luce-
e 8h di buio, e temperatura 24°C ). L’accrescimeldite talee erbacee & stato monitorato

per un periodo di venti giorni.
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Ogni talea presentava una lunghezza media di 2v% portava almeno due gemme
vegetative apicali della lunghezza di circa 0.5-0n7 per rametto (Fig 4.2). In seguito
all'osservazione delle diverse fasi di accrescimemlle gemme vegetative, sono stati
individuati e testati tre diversi stadi di cresa#td ingrossamento delle loro perule, con |l
fine di prelevare i tessuti meristematici piu idoper le analisi citogenetiche. Tali tessuti
sono stati quindi trattati secondo il protocollo Ahamthawat-Jonsson, 2003 per la

visualizzazione dei protoplasti.

Figura 4.2. a) Dettaglio dell'apice caulinare diautalea
erbacea di. baccatab) Gemma di. baccata.

4.1.3 Micropropagazionein vitro di T. baccata

La tecnica della micropropagazioimevitro di embrioni diT. baccataé stata sperimentata
come terzo sistema di moltiplicazione alternatille gecniche tradizionali di propagazione
vegetativa. L'obiettivo € stato quello di ottenere tempi relativamente brevi, la

germinazione di embrioni di. baccatain differenti mezzi di coltura, al fine di utiiare

la plantula come materiale biologico supplement@aetestare per le sperimentazioni

successive.

Il materiale di partenza per la micropropagazioneitro € stato rappresentato da semi
di tasso comune, acquistati presso il vivaio Fdves, dai quali sono stati isolati gli
embrioni e fatti germinare su differenti substrafiasportazione dell’embrione elimina
I'azione dei fattori che inducono dormienza, i gianno sede nei tegumenti seminali.

Un’ accurata definizione del protocollo di micropemazione, messo a punto attraverso
ricerche in letteratura (Nast al, 2007; Abbasiaetal., 2010; Zarek, 2007), ha previsto la
definizione di complessi equilibri di fattori fisie chimici la cui regolazione costituisce un
punto critico per I'ottenimento di elevate reserqiiative del materiale propagato.

Nel processo di micropropagazione quindi si sostirde le seguenti fasi:
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Fase 1. Scarificazione dei seniiale fase ha previsto la rottura meccanica dgirteento

duro ed impermeabile dei semi @i baccata(Fig.4.3) al fine di rompere la dormienza
meccanica del seme, consentendone imbibizione edudcessivi trattamenti di
sterilizzazione. La scarificazione meccanica éaséseguita mediante un’accurata rottura
del tegumento esterno del seme con un martellenthxattenzione a preservare l'integrita

dell’ endosperma che racchiude 'embrione.

Figura.4.3. Seme di. baccata

Fase 2. Sterilizzazione dei semi e preparazionesdestrati La sterilizzazione dei semi,

privi di tegumento, € stata preceduta da un ptatregnto dei semi nudi tenuti in

immersione per 48h in acqua sterile a 4°C.

Protocollo di sterilizzazione dei semi:

» Lavaggio in una soluzione di ipoclorito di sodid.3

* Immersione dei semi in acqua sterile per 5 giorni.

» Lavaggio in etanolo (EtOH) al 70% in agitazione e
» Risciacquo in acqua distillata sterile.

» Lavaggio in NaCIO al 50% in agitazione per 15'.

» Tre risciacqui con acqua distillata sterile di ElsTuno.

| semi sterili sono stati seminati in capsule Petntenenti 4 differenti substrati (tutti i

prodotti utilizzati per 'embriocoltura sono statiquistati dalla Duchefa Biochemie):

1) MS: substrato costituito dagli elementi minerali di Msinige e Skoog (1962) 4,44/l,
al quale sono stati aggiunti 30 g/l di saccarosig/l Agar come agente gelificante e 5 g/l

di carbone attivo.
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2) MS + ADD: substrato costituito dagli elementi minerali difdshige e Skoog 4,4 g/l
(1962), al quale sono stati aggiunti 30 g/l di sacsio, 0,1 g/l di acido ascorbico, 0,1 g/l di
idrolisato di caseina, 1 g/l di estratto di lievigog/l Agar come agente gelificante e 5 g/l di

carbone attivo.

3)WPM: substrato costituito dagli elementi minerali di 9dy Plant Medium 2,46 g/l
(Lloyd e Mc Cown, 1981) al quale sono stati aggi®6t g/l di saccarosio, 5 g/l Agar e 5

g/l di carbone attivo.

4)WPM + ADD: substrato costituito dagli elementi minerali di VdgdPlant Medium
al quale sono stati aggiunti 30 g/l di saccaro8id, g/l di acido ascorbico , 0,1 g/l di
idrolisato di caseina, 1 g/l di estratto di lievifg/l Agar come agente gelificante e 5 g/l di

carbone attivo.

Per le quattro tipologie di terreni il pH dei megzstato portato a 5,8.

Le capsule Petri (g 6 cm). sono state preparate sappa a flusso laminare, e riempite
per 2/3 (circa 20ml) con il mezzo di coltura seedincora liquido. Una volta solidificato il
mezzo, le capsule sono state chiuse con parafilimoste capovolte in frigorifero a 4°C

fino alla subcoltura degli embrioni.

Fase 3. Impianto dei semi e messa a coltutascissione dell’embrione e I'impianto dei

semi, € avvenuto anch’ esso in ambiente steril® s@ippa a flusso laminare utilizzando
bisturi e lancetta che hanno agevolato la rottuelethdosperma ed il prelievo degli
embrioni. Questi ultimi sono stati quindi seminaéi quattro diversi terreni di coltura,
distanziati tra loro all'interno delle capsule Petuccessivamente chiuse e sigillate con |l

parafilm.

Sono state preparate quattro piastre per tipoldgigerreno, ognuna contenente 20

embrioni per un totale di 320 embrioni.

Condizioni di coltura

Le plantule sono state allevate in cella climatidauna temperatura di 24° C. Otto piastre
(due per tipologia di terreno) sono state alleviatecella al buio, condizione creata

avvolgendole in carta stagnola, mentre le altre stino state sottoposte ad un fotoperiodo
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di 16 ore di luce e 8 di buio e intensita luminds20 W m-2, per quattro settimane (con
un trasferimento intermedio dopo 2 settimane de#atule su nuovi substrati).

Gli embrioni germinati in vitro, che hanno raggioib stadio di plantula, sono stati
prelevati e sottoposti ai successivi trattamenhalfzzati alla visualizzazione dei
cromosomi.
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4.2. Metodi: tecniche molecolari e citogenetiche
4.2.1. Sonde per l'ibridaziondn situ

Sonde rDNA
Per gli esperimenti di ibridazione fluorescemeitu (82.1) sono state utilizzate le seguenti
sonde aDNA:
1) TbITS, rappresentante la sequenza di rDNA dell'lTi®tgrnal Transcribed
Space) di T. baccatache comprende il gene 5,8S e gli spaziatori IT$SIS2. La
regione dello spaziatore interno trascritto € stataplificata tramite PCR

utilizzando una coppia girimersuniversali (D’Ovidio,1992):

18S Fw- 5’- CGTAACAAGGTTTCCGTAGG - 3
25S Rev -5’- CAGCGGGTAGTCCCGCCTGA - 3

Il programma di amplificazione é stato il sequeit& A):
1 ciclo a 98°C x 3’
35 cicli a 98°C x 40", 58°C x 40", 72°C x40”
lcicloa72°Cx5’
2) Tb5S,rappresentante la sequenza di rDNA del 58. thaccata

La sequenza del 5S e stata amplificata tramite BtlRzando la seguente coppia di

primersbasata sulle sequenze presenti in letteraturai(iz 1999):

5S_Pinae_F1_Hiz 5'- CCATCAGAACTCCGCAGTTA - 3
5S_Pinae_R1_Hiz 5- CGGTGCATTAATGCTGGTA - 3’

Tali primerssono stati disegnati utilizzando il software Prighdisponibile in rete al sito
internet http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3iprer3_www.cgi. | parametri del software
sono rimasti tutti invariati tranne: iProduct size rangampostato a 150-1000, il “Primer
Size” impostato con il valore Minimo pari a 20, iDtale 22 e Massima 24 e il “Primer
Tm” con temperatura minima 59.0°C, ottimale 61.@°@assima 63.0°C. Il programma di
amplificazione utilizzato e stato identico a quelkl'ITS.

Le sequenze di TbITS e Tb5S sono state amplif@at@NA genomico di. baccata
estratto grazie all’ausilio di un apposito kit coenciale (DNAeasy Plant Minikit, Qiagen)

da foglie di un individuo campionato nel Lazio.
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3) Accanto alle sequenze di rDNA amplificate nel codslle presente ricerca in
tasso, per l'ibridazionén situ, & stata utilizzata come sonda anche la sequenza
codificante per 'RNA ribosomiale 18S rappresentdda clone pPD5 -isolato da
Populusspp. — gentilmente fornito dal prof. Renato D’OwidiD'Ovidio et al,
1991).

Per tutte le reazioni di PCR é stata allestita aosiazione il cui volume finale & stato di
25 ul, contente 50 ng di DNA stampo Ti baccata 20 ng diprimers per reazione, una
dose dipuReTaq Ready-To-Go PCR Beadslla Amersham. Le bead$, sono un
preparato commerciale liofilizzato contenente tglitelementi necessari per la reazione di
amplificazione: enzimdaq polimerasi, buffer Taq, le basi ACGT ed inoltreregente |l
Cloruro di Magnesio (MgG) che funge da cofattore per I'enzima (per un vaumale di
25 pl ognibeadcontiene 200 mM di dNTP in 10 mM Tris-HCI (pH 9.60 mM di KCI,

and 1.5 mM di MgCJ) ed acqua quanto basta per raggiungere il volursaldrato.

Sonde di DNA altamente ripetuto

In aggiunta alle sonde a rDNA, sono state testateles di sequenze di DNA altamente
ripetuto che presentano, secondo quanto ripontatetteratura, in altre specie di conifere,
un pattern caratteristico.

In dettaglio si sono sperimentate le amplificazismiDNA genomico dir. baccatee di
Picea abiedDNA precedentemente estratti e conservati préddaboratorio di Genetica
ed Ecologia Forestale del dipartimento DAFNE detiérsita della Tuscia), due cloni cui
si fa riferimento nel lavoro del 2001 di Vischi Buabies

 1PABCDG: sequenza che Pabiesha ibridato su sei siti subtelomerici e due siti

centromerici.

e PATR140: sequenza che in abete mostra un segnatmerico su tre coppie di

cromosomi.

Partendo dalle sequenze nucleotidiche dei cloni B(BID6 e PATR140, entrambe
disponibili in rete in banca dati (http://www.nalim.nih.gov), e stato possibile disegnare i

seguentiprimers mediante il software Primer3 (vedi sopra):

Patrl40_Fw 5’- ACAGAGAGTATTTACTTAGCA -3’
Patrl40_Fw2 5’- AGCTGCGGGTTATGCTTTC -3’
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Patrl40_Rev 5 - AATTGCGAGATCTATTAACCC - 3’

PABCD6_Fw 5" — GAATGCACACCCATAAGTTAGC -3’
PABCD6_Rev 5’ — CGTAGCAAAGATGAGTCGTGTT -3’

Per I'amplificazione della sequenza 1PABCD6 ¢ stdiiizzato il seguente programma
di PCR sia su DNA genomico di tasso comune ch&eliearosso:

1 ciclo a 98°C x 3’

35 cicli a 98°C x 40", 58°C x 1”, 72°C x 40”

lcicloa72°Cx5’

Per I'amplificazione della sequenza PATR140 e stétzzzato il seguente programma ,
variando di volta in volta le combinazioniglimers

1 ciclo a 94°C x 3’

45 ciclia 94°C x 407, 58°C x 1’, 72°C x 40”

1 cicloa 72°C x 5’

Inoltre, in prove successive, e stato testato adignte di temperatura di annealing da
52°C a 55°C.

Per I'amplificazione di PATR140 e 1PABCDS6, ¢ staitilizzato il prodotto Go Taq
Green Master Mix della Promega (cat#M7112).

Sonde di retrotransposoni

Le sequenze di retrotrasposoni LTR dei due tipi ¢gfiia-simili Copia-like e Ty3 gypsy-
simili (gypsy-likg, ricercate nel presente lavoro sul genomal dbaccata,sono state
individuate mediante una ricerca bibliografica. INespecifico sono state disegnate le
seguenti coppie dprimers mediante il software Primer3, partendo dalle sega di
retrotrasposoni di conifere (Friesenal, 2001 e Murraet al, 2002) disponibili in banca
dati:

Tb-gyINT_Fw 5’- GGATAATGACCTCTTTGACCAAGT -3’
Th-gyINT_Rev 5’- GAGAGTTTGCAATACAATCCTGAG -3’
Tb-coINT_Fw 5’- CCGCTTGGGTATGAAGTCAA -3

Tb-coINT_Rev 5’- CCAGGCTCATGCATAGGAGT -3
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Le indicazioni sulla composizione, le concentrazaeila mix di PCR ed i dettagli circa
I programmi utilizzati per I'amplificazione dell@guenze di retrotrasposoni, sono presenti
nel sito intenet del prof. Helsop Herrison nel guabno descritti metodi e protocolli

sull’ibridazionein situ (nello specifico si e fatto riferimento alla pagiweb relativa ai

retrotrasposonihttp://www.le.ac.uk/bl/phh4/retros.hym Come suggerito dai protocolli
disponibili on line, per le PCR é stato utilizzato gradiente della temperatura di melting
che parte da una temperatura di 39°C e raggiud§eG. In aggiunta e stato sperimentato
un ulteriore protocollo di amplificazione con uradrente di temperatura di melting che
comprende le temperature da 50°C a 62°C ed un mudiaicli che varia da 35 a 45. In
questa occasione sono state testate la HotStaPlias] DNA Polymerase (Quiagen,
cat#203603) e la GoT&dsreen Master Mix (Promega, cat#M7112).

Per tutte le reazioni di PCR gli amplificati protiotsono stati separati mediante
elettroforesi orizzontale su gel di agarosio in BET(Tris 89mM, boric acid 89 mM,
EDTA 2mM), a concentrazione variabile in relazioa#a taglia dei frammenti di
amplificazione (dall’1% al 3%).

L’agarosio utilizzato € stato di due tipi, uno garso di routine, e il MetaPhorR
(Cambrex Bio Science, Rockand Inc., USA), per [zas&zione di bande aventi poche paia
di basi di differenza.

Il rlevamento e stato effettuato, dopo corsa edéitetica, tramite colorazione con
GelRed“Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) (0.5 ig/ml). L'imagine agli UV e stata
acquisita e analizzata tramite il software KODAK.1D

SSRs: sonde di microsatelliti

Questo tipo di marcatori, detti anche SSR (Simpdgu&nce Repeats), rappresenta un
valido strumento in lavori di mappatura, sia petol@ numerosita e ampia distribuzione
nei genomi di tutti gli Eucarioti, sia per I'elewagirado di polimorfismo che li caratterizza.
In seguito ad una ricerca in letteratura degli SS®s mappati sul genoma di frumento
(Cuadrado, 2010), sono state selezionate sondéudestia microsatelliti, ovvero corti
oligonucleotidi (SSRs), aventi marcature finali dlworofori tipo FITC o CY3. Tali sonde
sono state utilizzate, sia singolarmente sia ireesnti di doppia ibridazione, al fine di
verificare eventuali patterns di ibridazione supamrati metafisici dir. baccata.

Di seqguito (Tab. 4.2)sono riportate le sigle defjonucleotidi sintetici utilizzati per le
ibridazioni su preparati metafisici @i baccatarispettivamente marcati con il fluorocromi
CY3 o FITC.
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Tabella 4.2. Elenco delle sonde microsatelliti SSRkzzate su vetrini metafisici dr.

baccata
SONDA [] delle stock solution

AAC5-Cy3 100ng/ul
CATs- Cy3 100ng/ul
AAT 7-Cy3 100ng/ul
(TTAGGG)n -Cy3 100ng/ul

GAA-Fitc 50ng/ul

AT Cy3 lug/ul

AG;,-Cy3 lpg/ul

ACTs— Fitc lpg/ul
GAA-Cy3 700ng/ul
5'-Fitc-GTyy-Fitc-3’ 100ng/ul
GAo-Cy3 100ng/ul

4.2.2 Ottenimento dei preparati citologici
Le analisi di cromosomi somatici @i baccatasono state effettuate per la maggior parte
partendo da apici radicali, prelevati da taleeqaid di lunghezza variabile da 0.2 cm a 10
cm, meristemi ricchi di cellule in attiva divisiondlcune sperimentazioni con agenti
inibitori del fuso e induttori della contrazionei deomosomi sono state testate anche sugli
apici caulinari e sulle plantule germinate (85.2.2)
Sincronizzazione del ciclo cellulare, arresto del&lule in metafase e la contrazione dei
cromosomi. 8gli apici radicali di tasso sono stati testateggenti agenti inibitori del fuso
mitotico e agenti sincronizzanti a diverse conaitmi e tempi
-Colchicina (Sigma) 0.05 % wlv;
-1-bromo-naphthalene (Sigma) in una soluzione aatur
- ghiaccio.
Gli apici sono stati immersi nei diversi agenti peseguenti tempi di trattamento: Oh-
20h-24h-26h-27h-28h-30h-48h) e mantenuti al buio.
-APM (amiprophos-methyl) alle concentrazioni dirfB e 5 mM, sperimentando diversi
tempi di trattamento (4h-6h-24h). Gli apici immensiAPM sono stati mantenuti per la
durata del trattamento al buio ad una temperatiu@d .
Successivamente al trattamento con gli agentitoribigli apici sono stati ulteriormente

trattati con ghiaccio fondente per circa 24h, atlopo di accumulare cellule in metafase.
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b) Fissaggio al termine dei trattamenti il materiale vegetalene fissato in una
soluzione 3:1 di alcool etilico e acido acetico rf@@g) per almeno qualche ora o
preferibilmente per circa una settimana a tempeaaambiente. In tale soluzione |l
materiale puo essere mantenuto per parecchi < @, per tempi piu lunghi e per una
migliore fissazione, a -20°C, provvedendo periodiieate alla sostituzione del Carnoy.

C) Preparazione dei vetrinla procedura a cui sono sottoposti gli apiciuresta fase
differente a seconda dello scopo dell'analisi nmscapica, ovvero analisi di routine come
determinare il N° cromosomico della pianta o invpaeparare i cromosomi all’ibridazione
in situ. Nel primo caso si procede con la metodica di g&ul che viene riportata di seguito

con le modifiche applicate nello specifico suglicapadicali diT. baccata.

Protocollo per la visualizzazione di cromosomi stanén Taxus baccataon colorazione

Feulgen:

-Rimozione del Carnoy.

-Idrolisi in HCI 1N a 60°C.

-Trattamento degli apici in immersione con il reattdi Shiff, per 1-2h
controllando la colorazione del meristema apicaléapice.

-Trattamento con pectinasi 2% (Sigma) in tampotrata 1x per 25’ a 35°C.

-Sostituzione della pectinasi con acqua demineraiia

Infine si procede alla preparazione dei vetrinie clliene eseguita allo stereo
microscopio per facilitare la procedura di disseeiaell’apice. L'apice e posto sopra il
vetrino portaoggetto, aggiungendo una goccia diceacetico 45% (oppure una goccia di
soluzione di aceto carminio all'1%), si sezionaldfia radicale (2-3 fettine della regione
colorata), si copre il tutto con il copri-oggettaopedendo poi con ['asciugatura
dell’eccesso di liquido con carta bibula e conealétvorazioni per spargere uniformemente
il preparato. Nel caso in cui si voglia consendéketrino, il preparato viene fissato, prima
congelandolo rapidamente, su ghiaccio secco (C@R°€; solida) e, fatto saltare il copri-
oggetto, sottoponendolo a tre lavaggi in etanold0a90-100% (ognuno di 3’), chiudendo
infine il vetrino con la resina Euparal e apponendacopri-oggetto. Per la preparazione
dei vetrini destinati all'ibridazionan situ gli apici vengono prelevati dal Carnoy e
sottoposti a due lavaggi consecutivi, rispettivateah 5’ e 20’ in tampone di digestione
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(vedi di seqguito) ed incubati a 37°C per un perioddabile da 50’ a 90’a seconda della
freschezza del materiale biologico trattato.

Tampone e soluzione enzimatica
Tampone di digestione:

75 mM KCl e 7.5 mM EDTA.

pH 7: Stock solution 1M KCI

Soluzione enzimatica:

2% (w/v) Cellulasi (Sigma)

2% Pectinasi liquida (Sigma)

In alternativa alla digestione enzimatica si possparre gli apici in una soluzione di
aceto carminio all'1% (carminio acetico al 50% dducon acido acetico al 45%) per
almeno 1h a 37°C). Al termine del trattamento djedtione gli apici sono lavati con il
tampone e quindi utilizzati per la preparazione daitrini. Avvalendosi dello
stereomicroscopio gli apici sono posti su vetrinrtpoggetti, immersi in una goccia di
soluzione di acido acetico 45% e picchiettati indmoche le cellule del meristema
fuoriescano dalla cuffia radicale e si disperdamdiansoluzione. Le cellule sono poi
coperte con un vetrino copri-oggetto, lavorandoniodo da ridurre le sovrapposizioni tra
le cellule e tra i cromosomi. Infine le cellule geamo fissate ponendo il vetrino su una
lastra di ghiaccio secco per 10-15 minuti e rimassopri oggetto. Il preparato € quindi
pronto per I'ibridazione.

In caso di trattamenti con l'aceto carminio, doperaimosso il coprioggetto, il vetrino
viene sottoposto a due lavaggi in acido aceticd5¥# (uno a temperatura ambiente e
I'altro a 50°C) e lasciato asciugare all’aria; qogsu0 essere poi osservato al microscopio
in contrasto di fase, in modo da registrare qugpaksibile le coordinate delle cellule da
ricercare per I'analisi dopo l'ibridazione. Il pea@ato pud essere conservato a +4°C (o0 a -
20°C per periodi piu lunghi) fino al momento dedtu
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4.2.3 FISH: Fluorescent I n situ Hybridization

4.2.3.1 Marcatura delle sonde

Le sonde utilizzate sono state marcate con digessig o con biotina tramitdlick
translation(Rigby et al,1977) o mediante PCR (Polymerase Chain React@iki & al,
1988).

Marcatura della sonda mediante amplificazione PCR.

Tale metodologia permette di amplificare e conterapeamente marcare sonde di
lunghezza non superiori a 4kb. Il metodo in sintemisiste nel sottoporre una miscela
contenente il DNA sonda, nucleotidi marcati e naarcati, oligonucleotidi con sequenza
corrispondente alle regioni fiancheggianti la seqaeda amplificarepfimerg e la Taq
polimerasi, ad una serie di cicli di temperatureueQi comportano dapprima la
denaturazione del DNA stampo, poi il legamepiégners che innescano su ciascuna delle
due singole eliche in direzione-53' la sintesi, catalizzata dalla Taq polimerasinubve
catene di DNA, contenenti anche il nucleotide m@acl metodo di marcatura tramite

PCR é stato impiegato per la sodd®S . Il protocollo seguito é stato il seguente:

Tampone per PCR 10x 10 ul

MgCl2 3ul

dATP, dCTP, dGTP 10mM 0.5 pl ognuno

dTTP 1mM 4,5 pl

Digossigenina-11-dUTP-fitc 0,008mM 6,25l

Primer Fw 2uM 10ul

Primer Rev 2uM 10pl

DNA stampo 1l

Taq polimerasi (5U/ul) 0.5ul

acqua distillata deionizzata sterile g.b. per ameva 100ul totali di miscela

La miscela cosi composta e stata sottoposta a aicltemperature nel ciclizzatore
termico (PT-100, MJ Research Inc.) secondo il seguerogramma:
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-1cicloa 2 a94°C,
- 45 ciclia 30" a 94°C;- 30” a58°C;1’a 72°C,

- 4°C fino alla sua purificazione.

Marcatura mediante Nick Translation.

Questa procedura prevede l'uso del’enzima DNAshk in presenza di M§ produce

rotture indipendentinickg su ciascuno dei due filamenti della doppia elicdDNA, e

della DNA polimerasi |, che a partire da taickspolimerizza in direzione 53’ un nuovo

filamento incorporando i nucleotidi presenti nekazione, tra cui quelli modificati (legati
alla biotina o alla digossigenina). Tale tipo dancatura é stato impiegato per le sonde
TbITS e Th5S PABCD6e pPD5. Nel caso della presente ricerca, sono statzaéti per

la marcatura dei DNA sonda, sia il nucleotide micdib biotina-11-dUTP (Fermentas)
che digossigenina-11-dUTP (Roche) nel rapporto:Hitéa dUTP modificato e dTTP. La
molecola legata alla base modificata sara ricontscdal corrispondente anticorpo
(coniugato ad un fluoroforo) nella fase di rilevartee La reazione di marcatura tramite
nick translation per l'incorporazione dei nucleotidi legati a diga@enina e a biotina, &
stata eseguita seguendo le quantita e le concemtraei reagenti riportati di seguito in
Tab.4.3.

Tabella 4.3. Miscela per la marcatura tramitek translation

Composto Volume Conc. Finale
DNA (5-10Kbp) ul variabili 20 nglu
(1ng)
Reaction Buffer 10X 2,4l 1X
d(GAC)TP mix 0,4 mM 0, 0,02 mM
dTTP 1mM 1ul 0,004mM
Dig-11-dUDP/ Bio-11-dUDP 1mM 0,5ul 0,02mM
DNasi I, RNasi-free 0,002y 1l 0,002U
DNA Polimerasi | E.coli (10U/ pl) 1l 20U
H20 distillate Fino a 25ul

La miscela di reazione cosi costituita viene tenatancubazione a 15 °C per 2 h. |l

blocco della reazione avviene denaturando gli enziladiante un trattamento della

miscela di 15" a 65°C o aggiungendalldi EDTA 0,5 M pH 8.
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Successivamente viene effettuato il controllo ddilmensioni dei frammenti marcati
mediante Nick Translation, caricandouBdella miscela di reazione su gel di agarosio
1,5%. Qualora fossero di dimensioni maggiori di B0 la reazione puo essere protratta
sino all’ottenimento delle idonee dimensioni.

L’incorporazione nella sonda della digossigeninaFBUo della biotina-11-dUTP é

verificata tramite la reazione colorimetrica Dabthl

Purificazione della sonda.ll DNA marcato viene purificato addizionando 1/1@ld
volume di NaAc 3 M, 2 volte e mezzo il volume diCEt 100%. Dopo aver mescolato per
inversione e incubato a -80°C per 60’, si procdtieaentrifugazione a 13000 rpm per 30
min a 4°C. L’'EtOH viene rimosso, il pellet vienevédo con EtOH 70% e centrifugato
nuovamente a 13000 rpm per 10-15" a 4°C. Il sumataiene eliminato e il DNA viene

risospeso in bD.

4.2.3.2 Pretrattamenti dei preparati citologici

a)Trattamento con RNAsi Tale trattamento € necessario per eliminare segnali
sottofondo dovuti a ibridazione tra sonda marcalRN&A cellulare. Allo scopo, si prepara
dapprima una soluzione stock di RNAasi 10 mg/niiis-HCI 10 mM, pH 7.5 e NaCl 15
mM. Si fa bollire la soluzione per 15', lasciandpla raffreddare prima di aliquotarla (si
conserva a -20°C). La soluzione di lavoro si prapdluendo 1:100 la soluzione stock in
tampone 2xSSC (0.3 M Na-citrato, 0.3 M NaCl) peemtre una concentrazione d'uso di
100 pg/ml. 100ul di tale soluzione vengono posttisggcun preparato citologico, incubato
poi per 1 ora a 37°C. Trascorso tale tempo, i Wesono lavati tre volte per 5'in 2xSSC.
Successivamente il vetrino viene trattato in camamada con una soluzione di pepsina
con una soluzione di circa 250 pl per vetrino @aalb da una soluzione stock 500 pg/ul
in HCI 0.01 N) a 37°C per 10’ e lavato due volte pein PBS 1x (tampone fosfato salino,
1,3 M NaCl, 70 mM NgHPO,, 30mM NaHPQ,) a temperatura ambiente.

b) Fissazione con paraformaldeideUna volta che i vetrini si sono asciugati,
vengono trattati con una soluzione acquosa di parafldeide al 4% (w/v). Tipicamente,
2g della sostanza vengono posti in 50 ml di acqistilldta. Per agevolare la
solubilizzazione, la soluzione viene portata a §08@giungendovi 5 ml di soluzione di

NaOH 0.4 M. Il pH viene poi portato alla neutrald@n I'aggiunta di 10X PBS (tampone
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fosfato salino, 1,3 M NaCl, 70 mM MNdPQ,, 30mM NaH2P0O4), portando poi il tutto a
volume. Si lascia raffreddare fino alla temperaturebiente prima dell'uso. Il lavaggio con
la soluzione (va preparata fresca, sotto cappaygpdi ogni esperimento) e effettuato in
agitazione per 10’ a temperatura ambiente. Dopratifamento i vetrini vengono lavati tre
volte per 5' con 2xSSC oppure una volta per 5’BI$SAX a temperatura ambiente.

c) Disidratazione. Si realizza sottoponendo i vetrini ad una seribatjni in alcool
etilico (3' in alcool 70% e 3' in alcool 100%), émcloli poi asciugare all'aria per almeno

un'‘ora.

4.2 .4 |bridazionein situ con la tecnica della FISH

Successivamente ai pretrattamenti dei vetrini tedaco la coppia di sonde, vengono unite

nella medesima provetta con gli altri componeniiedaiscela di ibridazione.

Miscela di ibridazione. La miscela di ibridazione, la cui composizione agliata viene
riportata di seguito (Tab 4.4), contiene generabmdarmammide, solfato di destrano e
sali, in concentrazione appropriata, in funzioneoecidella stringenza richiesta
dall'esperimento. Per variare le condizioni dingjeénza, tuttavia, si tende in generale a

modificare tali concentrazioni in fase di lavaggspibridazione.

Tabella 4.4. Composizione miscela di ibridazione &ul/vetrino)

Soluz. stock(conc. iniz.) Quantiteétrino Conc. finale
Formammide (100%) 15ul 50%

Solfato di destrano (50%) 6ul 10%

20xSSsC 3ul 2X

SDS (10%acqua) 0.3ul 0.1%

DNA di sperma di salmone (5mg/ml) 1.5ul 0.250'mig
Sonda 100 ng

HoO g.b. a 25ul di volume finale

La presenza di formammide rende possibile condlilbedazione a temperatura
decisamente piu bassa che in sua assenza, in utoacthb va da 25°C a circa 40°C, a

seconda dei materiali e del grado di ripetizionkadeequenza da localizzare. Il solfato di
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destrano, poi, forma una trama che favorisce lac@ainazione della sonda e quindi la
reazione di ibridazione.

Denaturazione della sondalLa sonda marcata, contenuta nella miscela di ibiate, &
stata denaturata in un bagno termostatico a 70rA@equindi posta in ghiaccio per 5',
onde bloccare la reazione.

Denaturazione dei cromosomi e ibridazioneDopo aver posto su ogni vetrino la miscela
di ibridazione e quindi un coprioggetto di plastitddNA cromosomico viene denaturato
ponendo i preparati in un ciclizzatore termico ag@o(PT-100, MJ Research Inc.), dove
vengono sottoposti al seguente ciclo di temperafira 75°C, 2' a 55°C, 30" a 50°C, 1' a
45°C, 2' a 42°C, 5' a 40°C e 5' a 38°C. Raggiuatiemperatura di ibridazione di 37°C, i

preparati vengono qui mantenuti tutta la notte {ma6 ore).

4.2.5 Lavaggi post-ibridazione e rilevamento

Lavaggi post-ibridazione. | lavaggi post-ibridazione sono necessari per elare
I'eccesso di sonda marcata e per rompere i leggpeicdici tra sonda e DNA, in modo da
ridurre i segnali aspecifici e di fondo. Tali lagagono stati condotti ad un’alta stringenza
ovvero in presenza di denaturanti chimici (20% famde in 0.1x SSC a 42°C), in
condizioni di basse concentrazioni saline e elevamaperatura che non permettono di
mantenere eventuali legami tra sequenze che nodividono un’elevata omologia tra
sonda e bersaglio.

Eliminato il coprioggetto i vetrini sono stati sgbsti ai seguenti lavaggi:

-1x5'in 2xSSC a 42°C

- 2 x5"in 20% formammide in 0.1xSSC a 42°C
-3x5'in2xSSC a 42°C

-3 x5"in 2xSSC temperatura ambiente

-1 x5"in 4xSSC/0.2% Tween a temperatura amhiente

Rilevamento. In base al tipo di marcatura, si distinguono dnsgguenza due sistemi
generali di rilevazione: uno diretto ed uno indwetll primo si basa sul legame di un
fluoroforo alla sonda a singolo filamento; il sedonsi avvale invece di sistemi che
sfruttano molecole intermediarie, in grado di rieecere i marcatori fissati sulla sonda (es.

anticorpo-aptene, proteina-coenzima), che a loftay@ossono essere appaiati 0 meno ad
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enzimi di rivelazione (fosfatasi alcalina, perossid p—galattosidasi. (Gentilomi,1990;
Guesdon, 1992; Girotét al, 1991).

- Rilevamento indiretto

Nel caso della marcatura indiretta (il nucleotidarcato non € direttamente legato ad un
fluorocromo), per poter visualizzare il segnalelelé sonde i vetrini vengono sottoposti
ad un trattamento con anticorpi coniugati a fluoooa.

Sui vetrini metafisici vengono messi 100ul di unalugione di 0.5%XBR in
4XSSC/Tween, coperti con un copri oggetto in ptaste lasciati incubare per 5 a
temperatura ambiente.

Rimossa la soluzione in eccesso si prepara laghaist rilevamento con un volume finale

di 50 pl per vetrino secondo i volumi riportatiab 4.5:

Tabella 4.5. Miscela di rilevamento indiretto

Composto Quantita/vetrino

0.5% BR in 4XSSC/Tween 45ul (050)

Anti-DIG FITC (verde-Digossigenina) 5ul

Streptavidina CY3 (rosso-Biotina) 0,00625ul

- 5 pl di anti-digossigenina-FITC per rilevare lende marcate con digossigenina-11-
dUTP. Il FITC (isotiocianato di fluoresceina, Boelger) e caratterizzato da una
fluorescenza nel verd@£525 nm);

- 0,0625 ul di streptavidina-Cy3 che riconosceitdiba-11-dUTP incorporata nella sonda.

Il fluorocromo Cy3 (Amersham Pharmacia) emetterasto ;=570 nm).

Si appone infine il copri-oggetto di vetro e singea 37°C, in camera umida, per 1h. |
vetrini al termine dell'incubazione sono sottopastire lavaggi, da 3’ I'uno, in 4xSSC
/Tween a 37 °C.

Per la colorazione della cromatina “di fondo” (aqoeblorazione) é stato usato il DAPI

(4',6-diamidino-2 fenilindolo), contraddistinto dluorescenza bluX=450 nm). A tale

scopo sono posti 3@ di Antifade (Vector H 1000 Vectashield), un comiooshe consente
di preservare piu a lungo la fluorescenza, in ¢eme precedentemente disciolto 0,5 pl di
DAPI (200 pg/ml; conservato a -20 °C).
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| vetrini vengono nuovamente chiusi con coprioggelit vetro e messi al buio a 4 °C,
prima dell'osservazione al microscopio ad epiflscenza.

- Rilevamento diretto della sonda marcata con fluanme

L'impiego di sonde marcate con fluorocromi renddtoncapidi i passaggi che seguono
l'ibridazione, in quanto la visualizzazione al rostopio non necessita di reazioni
intermedie. Dopo i lavaggi si procede direttameaita colorazione della cromatina “di
fondo” (controcolorazione) con il DAPI (si seguole stesse procedure descritte per il

rilevamento indiretto).

4.2.6 Reibridazione dei preparati microscopici.

Dopo un lavaggio in 2xSSC/Tween a temperatura amig@er circa 2 ore con
agitazione, i preparati microscopici possono esseteoposti ad una o piu ibridazioni
successive, con le stesse o diverse sonde. Lacdwn@cdi reibridazione é sostanzialmente
la stessa impiegata per la prima ibridazione, tispalla quale vengono perdo omessi il
trattamento con RNAasi e la fissazione in parafédeide. Naturalmente la qualita
dell'ibridazione viene via via meno all'aumentagé rtumero di reibridazioni (la seconda e
la terza sono tuttavia in genere da buone a descretavaggi tra un esperimento e l'altro
possono essere variati in tempi e temperatura endacdella qualita dei preparati e del
tipo di sonde da reibridare (se sono le stesspréekedente esperimento, non € necessario

un lavaggio "energico").
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4.2.7 lbridazione con SSRs (ND-FISH)

La marcatura testata con oligonucleotidi sintet{SISRs) legati a specifici fluorocromi e
avvenuta in condizioni non denaturanti, da cuioime ND-FISH. Tale tecnica, sviluppata
in Spagna da A.Cuadrado (Cuadratal, 2010, e stata migliorata nella sua efficacia sino
a risultare un procedimento facile e veloce cheatibbnotevolmente i tempi di
effettuazione ed i costi delle procedure classiche.

Gli SSRs utilizzati nella presente ricerca sonai staparte gentilmente concessi dalla
Dott.ssa Debora Giorgi (ENEA —Roma) e in parte &tqti dalla ditta Eurofins MWG
Operon (Ebersberg, Germany) . Gli oligonucleotithtedici acquistati in forma di
liofilizzati, vengono risospesi in TE (10 mM Tri§, mM EDTA) in modo da avere una
concentrazione di 1 pg/ul). Per le ibridazioni @&asiutilizzata una quantita di sonda di 50-

100ng di sonda per vetrino.

Protocollo ND-FISH

* Preparare in una eppendorf (coperta da un foglaldminio per evitare che la
luce danneggi i fluorocromi) una soluzione di 2XS8ella quale si aggiunge
I'oligonucleotide legato al fluorocromo, o la coppli SSRs selezionati come sonde
per I'ibridazione ND (come detto in precedenzagéassaria una quantita minima
pari a 50 ng di sonda per vetrino).

e Siaggiungono quindi su ogni vetrino 30 ul di godme di ibridazione.

» Coprire i vetrini con un copri oggetto in plastica.

» Lasciare i vetrini in incubazione con la soluziatigbridazione al buio per 60" a
temperatura ambiente.

« Dopo l'incubazione si effettuano due lavaggi susies il primo di 5’ in 2xSSC e
un secondo lavaggio di 5’'in 4XSSC/0.2% Tween.

* Aggiungere come controcolorazione della cromatida Pdi DAPI 1x preparato in
una soluzione di Antifade (vedi sopra quanto déscper il rilevamento indiretto).

» Dopo aver coperto il vetrino con un copri oggettovétro, si osservano i preparati

al microscopio a fluorescenza.

Nel caso di reibridazione vetrini vengono trattati con una soluzione PBS idX

agitazione a temperatura ambiente per minimo doranfino a tutta la notte. Una volta
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sfilato il copri oggetto con una pinzetta, si riggza la soluzione di PBS viene con una
soluzione di 4x SSC/ Tween nella quale i vetrinng@no lasciati in agitazione per 5'a

temperatura ambiente. Dopo essersi asciugatiinvetsno pronti per I'ibridazione.

4.2.8 Tecniche di bandeggio con fluorocromi

Sono state testate inoltre su vetrini metafasicnitdhhe di bandeggio cromosomico con
Chromomycin A3 (CMA, Sigma) in singolo e sequenniahte con 4,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) e secondo Schwarzaosteal. (1976) :

La CMA (stock solution 2 mg/ml) é stata risospasatanolo e sono stati sperimentati i

seguenti trattamenti:
1. Contro-colorazione diretta dei vetrini con CMA 5@/ml.

2. Doppia contro-colorazione diretta dei vetrini caifuorocromi CMA (40 pug/ml) e
DAPI (2 pg/ml).

3. Colorazione dei vetrini trattati con una soluzian€MA (0.1 mg/ml) disciolta nel
tampone Mcllvaine pH 7,0 a cui é stato aggiuntoaQ4g5mM). | vetrini sono
stati incubati a temperatura ambiente per 15’ elgati in 4xSSC/0.2% Tween

prima della loro osservazione.
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4.2.9 Microscopia ad epifluorescenza ed acquisiziertomputerizzata delle immagini
L’osservazione dei vetrini al microscopio ad epflescenza (Leica DM5000) viene
effettuata dopo alcune ore, quando i florocromilteo sufficientemente protetti contro il
fenomeno di decadimento della fluorescenza. |diitibridazione vengono visualizzati
scegliendo gli opportuni filtri per epifluorescened utilizzando obiettivi appositi ad olio
per immersione che non diano interferenze. Il DA®Jandosi alle basi adenina e timina,
mette in evidenza tutto il materiale cromatiniconrdiscriminando le eventuali diversita
intergenomiche /interspecifiche, ma permettendoa gh basso ingrandimento,
I'individuazione delle cellule di interesse.

A causa della rapida perdita del segnale, doviigspbsizione alla luce di eccitazione,
I preparati non sono studiati direttamente al nscopio. Le immagini delle cellule
selezionate, infatti, sono captate tramite un siateli acquisizione e analisi di immagini,
composto da una telecamera raffreddata ad altébdgae risoluzione SPOT collegata al
microscopio, ed un computer per I'elaborazioneaedlisi delle immagini catturate dalla
telecamera, procedure eseguibili in tempi successifesperimento. L’acquisizione,
I'elaborazione e l'archiviazione delle immagini sorstate effettuate mediante vari

software, rispettivamente tra cui ImageJ e Picasafunzionano in ambiente Windows.

4.2.10 Misure morfometriche e classificazione der@mosomi.

Analizzando le immagini ottenute dalfsquash” delle metafasi diT. baccatae stato
possibile effettuare delle misurazioni morfometeidfunghezza totale dei bracci e arm-
ratio) dei cromosomi utilizzando appositi programimfiormatici come ImageJ,Image J
1.34s (http://rsb.info.nih.goV/ij/), e Chias (KagD09).
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5 Risultati

5.1 Risultati della propagazione vegetativa dI. baccata

5.1.1 Radicazione di talee legnose

Il primo obiettivo raggiunto nella presente ricerésstata la radicazione delle talee messe a
dimora nel dicembre 2010, con una percentualemlaswivenza del 70%. Lo sviluppo dei
primi apparati radicali si € osservato nel giug®dP con una percentuale di radicazione
del 33% (Fig. 5.1). Le talee, sebbene cresciutmado disomogeneo, presentavano apici
radicali in attiva crescita di lunghezze variahila distinguibili perché bianchi, piu spessi e
vigorosi rispetto ad altri che si presentavanoliggab marroncini, piu vecchi.

Figura 5.1. Talee legnose radicaté dbaccatagiugno 2011).

Tali apici sono stati prelevati, trattati e schiaticsui vetrini (84.2.2.).
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5.1.2 Propagazione vegetativa degli apici caulinari

Le talee erbacee di. baccataconservate in vasetti nelle celle climatiche,rtaregistrato
delle condizioni ottimali di accrescimento “contatb”, osservate nell’arco di una ventina
di giorni. In base allo stadio di sviluppo degli@wegetativi sono state identificate tre fasi

di accrescimento delle gemme e di ingrossamente detule (Fig.5.2):

1) gemme chiuse o marroni, ovvero gemme con petute e chiuse di colorazione

marrone scuro (lunghezza massima di 0.5 cm).

2) gemme ih burst o bianche: sono letteralmente gemme “in esplasion

caratterizzate da un ingrossamento foglie squamifdeggermente aperte, lasciando
trasparire nel centro dell’apice tra le punte dpkeule una colorazione bianca tendente al

verde (con un range di lunghezza da 0.5cm a 1cm).

3) gemme in fase di allungamento o verdi: sono geramai “gia esplose” aventi ben

evidenti i nuovi tessuti vegetativi in fase di dissione e allungamento (lunghezza

maggiore o uguale ad 1 cm).

Nelle figure seguenti sono descritte le tre tip@ogli gemme che sono state

successivamente utilizzate per la visualizzaziangbtoplasti.

Figura.5.2. Gemme di. baccataa) gemme marroni o chiuse;
b)gemme In burst o in esplosione; c) gemme verdi o in
allungamento; d) dettaglio di una sezione trasVersia una
gemma “in burst”.
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5.1.3 Micropropagazionein vitro

Sebbene la scarificazione meccanica dei tegumenseaimi diT. baccata abbia inficiato
le condizioni di sterilita nella messa a colturgldembrioni le percentuali d'inquinamento
e di germinazione degli embrioni non si sono difieste molto al variare dei substrati
(presenzal/assenza dei nutrienti nei terreni diucalf e condizioni di luce o buio di
allevamento degli espianti. L'inquinamento s'e @merale mantenuto su livelli bassi, di
media un embrione contaminato per piastra (ecqettdl mezzo di coltura WPM+ADD,
nel quale si e registrato probabilmente per comamone ambientale, il tasso piu alto di
inquinamento 12 embrioni su 20).

In generale le possibili fonti di inquinamento satate: I'espianto, I'ambiente, il mezzo
nutritivo, gli strumenti utilizzati nelle varie omioni e l'operatore. La rimozione di
frammenti di endosperma che circondano I'embrioaech’essa potenziale fonte di
inquinamento, € stata tuttavia indispensabile pégare la contaminazione dell'espianto al
momento dell'inizio della subcoltura. Tuttavia targizzazione di superficie dei semi nudi
probabilmente non ha eliminato contaminazioni iméedi batteri patogeni o non patogeni.
Infatti dopo alcuni giorni dalla semina degli espiai sono evidenziate — sebbene in bassa
percentuale- contaminazioni da funghi, facilmemtentificabili per lo sviluppo di muffe
(piu difficile & stato il riconoscimento delle iieni batteriche, perché solo alcune si
evidenziano precocemente con la formazione di é®lban delimitate sulla superficie del
terreno, o di intorbidamento diffuso del substrai®.piu subdole si manifestano con aloni
alla base dei germogli dopo 20 o piu giorni dallassa in coltura, percio € possibile
diffondere la contaminazione alle successive st

| risultati relativi alla coltura degli embrioni di. baccataposti in differenti condizioni
climatiche e nutrizionali sono illustrati nelle &le 5.1.a-b-c.

Da esse appare evidente che la bassa percentugkrndinazione non sia stata una
diretta conseguenza di un elevato grado di inquardmnelle piastre, bensi di un notevole
numero di embrioni “quiescenti’, probabilmente rsfiammaturi (ovvero embrioni che
non hanno superato la dormienza, oppure che naomohaeneficiato dei nutrienti presenti
sui terreni di coltura come stimolo per avviar@drmale loro sviluppo) o difettosi. Tali
espianti hanno arrestato la loro crescita nel mefipostadio di semina. Cio si e registrato
in particolare nel terreno MS + ADD, nel quale 00% embrioni seminati (sia in
condizioni di buio che di luce) sono rimasti quiersic per di tutto il periodo allevamento.
E necessario sottolineare che un rallentamentoa daléscita e della proliferazione

dell’espianto potrebbe essere anche la conseguenmna contaminazione latente.

75



Tabelle 5.1 a-b-c Risultati della micropropagaziomevitro in T .baccata,descritti al variare del substrato, in
condizioni di buio e di luce. | dati sono statigalti dopo quattro settimane dalla messa in caltur

Tab.5.1-a. Embrioni allevati in condizioni di buio

%
_ %
Mezzo di EMBRIONI |EMBRIONI |EMBRIONI | EMBRIONI | EMBRIONI | PLANTULE
Coltura seminati | contaminati | quiescenti quiescenti germinati ottenute per
per terreno | per terreno | per terreno | perterreno | per terreno terreno
MS 20 0/20 11/20 55% 9/20 45%
MS+ADD 20 0/20 20/20 100% 0/20 0%
WPM 20 0/20 16/20 80% 4/20 20%
WPM+ADD 20 8/20 7/20 35% 5/20 25%

Tab.5.1-b. Embrioni allevati in condizioni di luce

% %

Mezzo di EMBRIONI |EMBRIONI | EMBRIONI |EMBRIONI [EMBRIONI | PLANTULE
coltura seminati per | contaminati | quiescenti | quiescenti | germinati ottenute per

terreno per terreno | per terreno | per terreno | per terreno terreno
MS 20 0/20 11/20 55% 9/20 45%
MS+ADD 20 0/20 20/20 100% 0/20 0%
WPM 20 2/20 10/20 50% 8/20 40%
WPM+ADD 21 0/21 15/21 71,4% 6/21 28,5%

Tab.5.1e. Tabella riassuntiva sulle percentuali di gerzimge, contaminazione e quiescenza degli embrioni,
dopo trenta giorni dalla loro semina.

Mezzo di % totale % totale

coltura % totale % totale % totale
PLANTULE PLANTULE EMBRIONI EMBRIONI PLANTULE
germinate per | germinate per | quiescenti per | contaminati Germinate per
piastra (buio) | piastra(luce) terreno per terreno terreno

MS 45% 45% 55% 0 45%

MS+ADD 0% 0% 100% 0 0%

WPM 20% 40% 60% 10% 30%

WPM+ADD 25% 28,5% 53,2% 20% 26,8%
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Le plantule hanno mostrato lunghezze e morfolotgmrogenea (Fig5.3). Gli espianti
germinati sono stati prelevati ed analizzati atkreso microscopio. Gli apici meristematici

sono stati trattati per le analisi citogenetiche.

-

Figura 5.3. Risultati micropropagazione: a sinisirasserva una piastra con
20 embrioni diT. baccatadi cui 19non ancora germinati e 1 che ha subito
una contaminazione fungina. Nellimmagine a deswaa piastra con
embrioni germinati, dalla quale sono state prekatune plantule per le
analisi citogenetiche.

In seguito ai risultati della micropropagazidneritro degli espianti, sono stati effettuati
i confronti tra i diversi mezzi di coltura utilizdiacome substrati: 1) | terreni semplici,
senza l'aggiunta di nutrenti, hanno mostrato un gitag successo nella germinazione
degli embrioni: il terreno MS semplice ha regigirkt percentuale piu alta di germinazione
con il 45% di plantule germinate seguito da WPM it@1%. 2) | terreni con I'aggiunta di
nutrienti (MS + ADD e WPM + ADD) hanno registratispettivamente lo 0% e il 26,8%
di espianti germinati. WPM + ADD ha evidenziato la@da percentuale piu alta, pari al
20%, di contaminazione degli embrioni.

E’ importante sottolineare inoltre gli effetti ptgi del carbone attivo aggiunto nei
mezzi di coltura. Soprattutto nelle specie arbateee la produzione di tannini e altre
sostanze fenoliche influenza negativamente la eémegi comerl. baccata(Changet al..
2001, Pan e Staden, 1998), il ruolo del carbomeoatiiviene fondamentale, in quanto esso

assorbe le sostanze tossiche e favorisce I'emessdliglie radici nel substrato.
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5.2. Risultati delle analisi citogenetiche e molelzi

5.2.1 Visualizzazione dei cromosomi dI'. baccata negli apici radicali provenienti da

talee di due anni

Nell’arco del primo anno di dottorato, a partird dese di Gennaio 2011 (in attesa della
radicazione delle talee messe a dimora nel nover@bid), € stato sperimentato il
trattamento di apici radicali di talee di due adinéta (Fig.5.4), disponibili presso il Vivaio
Forestale Sperimentale dell’Universita della Tus@ano stati eseguiti vari trattamenti
degli apici con diversi agenti bloccanti inibitalel fuso (colchicina — bromo naftalene) e
diversi tempi di ghiaccio (84.2.2), che tuttaviannilanno fornito risultati soddisfacenti
relativamente al grado di contrazione e sovrappwszdei cromosomi. Difatti le varie
prove e combinazioni di trattamenti testati sustgismeristematici di tasso in maniera
preliminare (replicati anche su gemme e plantut®) hanno fornito risultati significativi
in quanto, nonostante il trattamento, la lunghedacromosomi nelle cellule metafasiche
trattate rimaneva immodificata. In figura 5.5 soipmrtate due metafasi di cellule di apici
radicali di talee di due anni d’eta trattati cocbicina a 1-bromonaftalene.

S
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Figura 5.4. Apparati radicali di Figura 5.5.Spreadsmetafasici diT. baccatadi cellule
talee diT. baccatadi due dell'apparato radicale di talee di due anni d’ef@piastra
anni di eta. metafasica di apici radicali trattati in ghiaccierp 30h.

b) piastra metafasica di apici radicali trattatincona
soluzione satura di 1-bromonaftalene. Colorazione
Feulgen. Ingrandimento 100x Microscopio ottico.

5.2.2.Visualizzazione dei cromosomi diT. baccata negli apici caulinari e negli
embrioni germinati in vitro

A) In seguito al monitoraggio degli apici caulinaritdsso in condizioni controllate
sono state prelevate le gemme nei tre diversi siadaccrescimento (gemme
marroni, gemmen burst e gemme verdi o in allungamento). Su di esse t@ sta
sperimentato il protocollo di preparazione dei ppdaisti in apici caulinari riportato

in Anamthawat-Jonsson, 2003 Betula pendulaTale tecnica, convalidata dalla
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citogenetista come metodica alternativa alla digestdi cellule meristematiche
provenienti da apici radicali (caratterizzate genlaggior parte delle angiosperme
da metafasi con cromosomi troppo corti, diversamelale metafasi delle cellule
meristematiche caulinari), ha come fine la preparez di altro materiale di
partenza, inteso come vetrini metafasici, per kriggentazione dell’ibridazionia
situ in T. baccata Se da una parte si € riscontrato il successalé@litécnica negli
apici caulinari di tasso (relativamente alla bugoalita e quantita dei protoplasti
digeriti per vetrino), d'altra parte le cellule ra&siche degli apici caulinari di.
baccatapresentavaneromosomi troppo lunghi, sovrapposti, poco coritefoco
lavorabili attraverso lo schiacciamento per potesspguire con le tecniche di

ibridazione.

Come detto in precedenza, al fine ottenere unaianggtontrazione dei cromosomi
sono stati testati diversi agenti inibitori del dugprecedentemente provati sugli
apici radicali, anche sulle gemme nei tre stadaatirescimento. Tali trattamenti
non hanno avuto tuttavia successo, poiché le nsttafame si apprezza dalle le
immagini a e b in Fig 5.6- apparivano chiuse cammsomi molto lunghi e elevato

grado di sovrapposizione.

Figura 5.6. Cellule in metafase di apici caulinarTdbaccata. a) apice trattato con
colchicina; b) apice che non ha subito alcun tmagtato.Ingrandimento 80x-
microscopio ottico, contrasto di fase.

B) Le plantule germinate, in seguito all'allevamentocondizioni controllate, sono
state prelevate a diversi stadi di crescita, a filn testare la qualita delle cellule
metafasiche presenti nei meristemi. Le radichetiée plantule germinate, aventi
grandezza eterogenea, sono state prelevate easitqgli stessi trattamenti degli
apici radicali e delle gemme. Tuttavia nonostardediversita del materiale
biologico (la plantula dovrebbe rappresentare, igragla sua elevata attivita
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meristematica, il materiale d’eccellenza per lelianaitogenetiche), non si sono

registrati notevoli miglioramenti in merito allagita dei preparati citologici.

Sono stati testati i meristemi apicali nei tre stdidaccrescimento delle gemme, non
verificandone differenza nell'indice mitotico. Berésstato riscontrato che le cellule degl
apici caulinari esaminate, nonostante siano statoplasti, quindi privi di parete cellulare,
sono parse piuttosto refrattarie all’apertura deletafasi ed ai diversi tipi di trattamento
enzimatico. Gli espianti germinati, sono stati aésanch’ essi nei loro diversi stadi di
crescita. Indifferentemente dalla loro stadio tudeplantule erano caratterizzate da un
tessuto apicale piu morbido. Le radichette tratsitesono prestate ad una lavorazione
migliore degli“squash” per la preparazione dei vetrini metafisici. Tuiga&nche in questo
caso i trattamenti eseguiti sugli espianti non leafomnito risultati soddisfacenti. Bisogna
comunque sottolineare che per la sperimentazioia geopagazionein vitro degli
embrioni non si e allestito un esperimento di gramgmeri, quindi non si € avuto a
disposizione un elevato numero di radichette asouiministrare i diversi trattamenti (in
totale si sono analizzate circa una quarantina laintple di grandezza e morfologia

eterogenea).

5.2.3. Visualizzazione dei cromosomi di. baccata negli apici radicali provenienti da
talee sette mesi d’eta

In seguito alla radicazione delle talee nel giugfal, si sono ottenuti nuovi apici radicali
di differente lunghezza e morfologia. Tuttavia geaalla numerosita di questo materiale
biologico, sono state effettuate ulteriori provetémdo il trattamento degli apici con I’
erbicidaamiprophos-methyl (APM) inibitore della formazione del fuso mitotico, ald

di ottenere dei buoni preparati metafisici.

L’analisi al microscopio ottico degli‘squash” di tali apici radicali, immersi per 6h in
amiprophos-methyl 2,5uM (APM) ad una temperatur@4fiC, seguite da un trattamento
in HO a 0°C per 24h e successivamente colorati coreibdo di Feulgen, ha mostrato
come essi abbiano risposto in modo soddisfacertatsamento con I erbicidd.a scelta
dellAPM, si e dimostrata fondamentale per ottengneelevato grado di contrazione dei
cromosomi di T. baccata (al microscopio ottico appaiono piu condensati enone
sovrapposti rispetto ai precedenti trattamenti albm agenti), indispensabile per la FISH e

la caratterizzazione morfometrica (risultati motstnelle figure successive 5.7 e 5.8)
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5.2.4 Misure morfometriche e classificazione dei omosomi
L’analisi al microscopio delle metafasi di apicdieali trattati con APM, ha rivelato una
buona morfologia, intesa come grado di condensaziommosomica.

In tutte le metafasi osservate € stato risconttatonumero diploide di cromosomi
2n=24 (Fig.5.7) e 12 coppie di cromosomi, convaldta pertanto quanto noto in

letteratura (Dark, 1932).

Figura 5.7. Cromosomi diTaxus baccata
(2n=24) trattati per 6h a 24°C in APM 2,5uM e
successivamente 24h in® a 0°C. Osservati al
microscopio a fluorescenza a 100x .

Sono state analizzate immagini di metafasi mitetiphovenienti da apici radicali di
talee confrontando eventuali differenze cromosomich individui maschi e femmine.
Da un’analisi morfologica non si sono apprezzattedinze tra i corredi cromosomici

dei due sessi che presentavano una struttura atgsiamle (Fig.5.8).
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Figura 5.8. Cromosomi in metafase mitotica presantiellule di apici radicali
trattati in immersione in APM 2,5 um + 24h in gliec a) e b) sono
rispettivamente cellule metafasiche di individuistiai mentre c) e d) provengono
da individui di sesso femminile. a/b/d sono acdeigi contrasto di fase mentre c.
in campo chiaro. In quest'ultima (c) acquisiziorieapprezza la tecnica della
colorazione con il reattivo di Shiff, che confegstcolore fucsia ai cromosomi.

Analizzando le immagini ottenute dalfsquash” di metafasi diT. baccatae stato
possibile effettuare delle misurazioni morfometeqfirig.5.9) dei cromosomi utilizzando
appositi programmi informatici come ImageJd Imagke34s (http://rsb.info.nih.gov/ij/), e
Chias (Kato, 2009). La lunghezza in micron dei assomi varia da un minimo di 3.7 ad

un massimo di 9.pm.
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Figura 2.9 Immagine di cromosomi @i baccataelaborata
mediante il software Image J.

La terminologia fondamentale per i cromosomi fuiskedn un convegno a Parigi nel
1971 ed é spesso indicata come “nomenclatura dgiPaconvenzionalmente il braccio
corto € indicato da una |pétite), e il braccio lungo con una gueug. La posizione del
centromero viene definita attraversaehtromeric index ossia il rapporto tra il braccio piu
corto e I intera lunghezza del cromosoma. | creami di T. baccatasono stati quindi
classificati in base al loro rapporto bracci, girng-ratio), al fine di costruire un

ideogramma e poter convalidare il cariotipd’dkus baccatéTab. 5.2).

Tabella 5.2. Rapporto bracci e classificazionedseballa posizione del centromero dei cromosomi
di T .baccata M= metacentrici, Sm= submetacentrici, A= acraden

2

Arm ratio Classificazione
(Rapporto bracci g/p) dei cromosomi
1-1.2
1-1.2
1-1.2
1-1.2
1-1.2
1-1.2
1.2-1.7
1.2-1.7
1-1.2
10 1-1.2
11 >1.7
12 >1.7

oo~ WNPE

>>§zggzzzzzz

Le 12 coppie di cromosomi sono state quindi indigi@ in base al rapporto bracci

suddivise in tre classi (Fig.5.10):

» 8 coppie di cromosonm ovvero metacentrici (g/p= 1-1.2);
» 2 coppie di cromosonsm sub metacentrici (g/p=1.2- 1.7);

» 2 coppie di cromosond acro centrici (g/p= >1-7).
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Figura 5.10. Ricostruzione dell'ideogramma dei cogomi di

T. baccata (n=12). | cromosomi sono numerati e classificati
in tre gruppi secondo il loro rapporto bracci. Metatrici (in
azzurro); submetacentrici (in blue), acrocentiiitiiola).

5.2.5 Digestione enzimatica

Una volta convalidata l'idoneita del materiale bgiko e I'efficacia del trattamento con

APM sugli apici radicali, si & proceduto con suscealla loro digestione enzimatica con
cellulasi e pectinasi. In seguito al trattamentoimatico, le cellule hanno presentato una
buona digestione della parete cellulare e modieagmza del citoplasma. L'apice, lavorato
allo stereo microscopio, si presentava morbido andcolore bianco-giallino. Sono stati

quindi preparati vetrini metafisici di discreta ¢téa sui quali sono stati effettuati gli

esperimenti di ibridazionm situ (Fig 5.11).

Figura 5.11. Digestione enzimatica di cromosomi nietafase mitotica
presenti in cellule di apici radicali @i. baccata Entrambe le immagini sono
state acquisite con il microscopio ottico: a smisingrandimento 100x;
nellimmagine a destra (ingrandimento 80x). Si poss notare due gradi
differenti di contrazione cromosomica delle cellidlemitosi presenti sullo
stesso vetrino a poca distanza l'una dall’altrae cle rivelano I'elevata
eterogeneita.
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5.2.6 Analisi molecolari amplificazione per PCR dé&t sonde
| risultati relativi alle amplificazioni delle seqonze di rDNA (TbITS, Tb5S), di DNA
altamente ripetuto (PABCD6, PATR140) e dei retrgpasoni (Th-gy, Tbh-co) sono

riportati di seguito nella tabella 5.3.

Tabella 5.3. Successo delllamplificazione delle usage
mediante PCR.

Sonda Successo amplificazione PCR
delle sequenze

TbITS Si

Tbh5S Si

PABCD6 Si

PATR140 No

Th-gy No

Th-co No

Entrambe le sequenze di rDNA: TbITS e Tb5S,sonte samplificate nella presente

ricerca con successo sul genoma .dbaccata

La sequenz&ABCD6 e stata amplificata con successo sul gendinRicea abies
Diversamente dalla sequenza PATR140 per la quak &bnstatato un insuccesso di

amplificazione sia sul genomaTi baccatache sul genoma dRicea abies

Risultati negativi di amplificazione si sono regist anche per le sequenze di
retrotrasposoni Th-gy e Tb-co. Difatti, nonostateeindicazioni circa i loro specifici
protocolli di amplificazione disponibili on line, differenti gradienti di temperatura di
melting testati nelle PCR, e lefficienza dell’emzi di polimerizzazione sperimentati
(84.2.1), tali sequenze non sono state amplifioatéa presente ricerca sul genomardi

baccata
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5.2.7 Risultati dell'ibridazione fluorescentein situ (FISH)

Nella seguente tabella (Tab.5.4) sono riportatisultati delle ibridazioniin situ e gli

eventualipatternscromosomici delle sonde utilizzate:

Tabella 5.4 . Successo FISHbatternscromosomici delle sonde

Sonda Successo FISH Pattern cromosomico

PABCD6 No Nessuno

Th5S Si Due segnali sub-centromerici non simmiesticdue
bracci di un cromosoma metacentrico

ThITS Si Sengale centromerico, colocalizza suhrsoma
ibridato da Th5S*

pPD5 Si Sengale centromerico, colocalizza sul ceoma
ibridato da Th5S*

*Segnali perfettamente coincidenti e sovrapposti.

Per quanto riguarda il gene codificante per 'RNBosomiale 18S, rappresentato dal
clone pPD5 (18S), si e registrato un successoibridlazione fluorescentén situ. La
sonda in questione ha mostrato pattern specifico sui cromosomi metafisici di.
baccata, localizzandosi in posizione centromerica su ungp@ di cromosomi
metacentrici, (Fig.5.13). L'ibridazione con Tbh5%rfda che contiene il gene codificante
per rDNA 5S) genera due segnali sub-centromeriai simmetrici sui due bracci di una

coppia di cromosomi omologhi metacentrici.

La sonda TbITS (comprendente il gene 5,8S e gleigpai interni trascritti ITS1e
ITS2) e la sonda pPD5 (clone che contiene un framonéella sub unita 18S) presentano
un patternidentico e sovrapponibile rappresentato da unaegrentromerico interno ai

due segnali non simmetrici del 5S (Fig.5.13).

Tali risultati, mostrati nella figura 5.14, rivelamn patterncaratterizzante per la specie
T. baccatarelativo alla colocalizzazione sullo stesso creama dell’ ITS, del gene 18S
(sequenze interne alla sub unitd 45S) e del 55rigaltati vengono discussi in dettaglio

capitolo successivo).

Non ha generato alcun segnale invece le sonda di Bpétuto di 1IPABCD6. Tale

sonda (utilizzata da Vischi su cromosomi di abetsso) marcata con successo nella
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presente ricerca peick translationutilizzando il DNA genomico dPicea abiesnon ha

mostrato alcun segnale di ibridazione sui cromostifii baccata.

Fig.5.13. a-b-c. Applicazione della tecnighulticolour-FISH a cromosomi in metafase mitotica presenti in
cellule di apici radicali di talee di. baccatala sondarblTS — Cy3 (in rosso)presenta un forte segnale
centromerico su una coppia di cromosomi metacenirade patterncoincide con quello della song&D5-

fitc (in verde), che comprende il gene codificante per 'RNA ribogale 18S. Le due sonde testate
contemporaneamente nell’esperimento, colocalizzasattamente sugli stessi siti della stessa coppia
cromosomica come si nota nel merge delle due ibioda (mergein c). Colorazione di fondo del materiale
cromatinico effettuato con DAPI. Rilevamento siranko dei segnali delle due sonde effettuato copidop
esposizione fotografica con filtro per CY3 (rossolITC (verde). Ingrandimento 60x acquisizione don
microscopio ottico a fluorescenza Leica DM 5000.

Figura 5.14.Multicolor FISH su cromosomi dil. baccata la sonda
Th5S — Cy3 (in rosso)presenta due segnali sub centrometrici e non
simmetrici sui due bracci di un cromosoma metat@antpPD5- fitc

(in verde) presenta un forte segnale centromerico che coiizeal
sullo stesso cromosoma su cui ibrida il 5S. Ingiraedto 100x
microscopio a fluorescenza (colorazione di fondéetefata con
DAPI):
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5.2.8 Risultati ibridazione ND-FISH con microsateiti

La tecnica di ibridazione in condizioni non denattr (ND-FISH) e stata testata con
successo su vetrini metafisici di. baccata mediante marcatura con sonde di
oligonucleotidi sintetici (SSRs) marcati con contpéisorescenti (CY3 e FITC). | risultati
conseguiti nelle ibridazioni ND-FISH sono stati feienti, poiché sono strettamente
dipendenti dal motivo dell’ SSR testato. Il successe registrato infatti nel caso in cui la
sequenza ripetuta di oligonucleotidi di cui eratitogo il microsatellite, rappresentava una
sequenza ampiamente ripetuta (affinché il segnateidazione sia visibile al microscopio
a fluorescenza é necessario che la sequenza sienpFen un numero di almeno in decine

di migliaia di copie nel DNA target) nel genomaldibaccata

L’identificazione delpattern di ibridazione caratteristico per ogni SSRs spentato
nelle ND-FISH, non é stato sempre possibile, in quanto questaniazione e in stretta
relazione e quindi dipendente dalla qualita delparato in termini di numero
sovrapposizioni dei cromosomi metafasici. | ristiltkelle ibridazioni ND-FISH effettuate
con gli SSRs legati a composti fluorescenti sonastnati in tabella 5.5 e nelle figure
seguenti (5.15-16-17).

Tabella 5.5. Successo FISH nell'ibridazione ND-FI&h microsatelliti su cromosomi @i baccata

SONDA Successo ND-FISH Pattern SSRs
AAC;5-Cy3 No -
CATs- Cy3 No -
AAT -Cy3 No -
GAA-Cy3 No -
GAA-Fitc No -
(TTAGGG)n -Cy3 Si Segnale sui telomeri di tutti iomosomi (risultati da
confermare)
AT 1,- Cy3 No -
AG1,-Cy3 Si Segnale di ibridazione su pil cromosomip@sizione
intercalare.
ACTs— Fitc No -
5'-Fitc-GTyy-Fitc-3’ Si Segnale centromerico su 4 coppie dneoeomi
GAo-Cy3 Si Segnale di ibridazione su alcuni cromosomi igipione
mediana/telomerica (risultati da confermare)
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Figura 5.15. ND-FISH con la sonda telomerica
(TTAGGG)n -Cy3 specifica per le sequenze localizzate
nella parte terminale dei cromosomi ha mostratoltas
positivi restituendo segnali fuorescenti in  rosso
specialmente a livello dei telomeri di tutti i crosomi di

T. baccata | segnali interstiziali sono da riconfermare.
Acquisizione con microscopio a fluorescenza.Colioraz

di fondo del materiale cromatinico effettuato coAMD
Ingrandimento 100x.

Figura 5.16. ND-FISH in doppio con una coppia dcmi
satelliti; la sonda5'-fitc-GT ,-fitc-3" (verde), presenta
chiari segnali centrometrici su 4 coppie di crommse un
segnale pill fioco su un’altra coppiAG), —CY3 (in
rosso) presenta un segnale chiaro d’ibridazione ma
difficilmente caratterizzabile. Colorazione di fandlel
materiale cromatinico effettuato con DAPI. Rilevanite
simultaneo dei segnali delle due sonde effettuain ¢
doppia esposizione fotografica con filtro per CY8sgo) e
FITC (verde). Microscopio a fluorescenza Ingranditoe
100x.

Figura 5.17. ND-FISH coriGA),, —CY3 (in rosso) La
sonda presenta segnali rossi, poco chiari su pith@somi
che indicano il successo dell'ibridazione della dan
tuttavia difficilmente caratterizzabili. Colorazienli fondo
del materiale cromatinico effettuato con DAPI.
Rilevamento effettuato con esposizione fotograftmm
filtro per CY3 (rosso).

I microsatelliti AAG-Cy3, CATs- Cy3, AAT-Cy3, GAA-Fitc, ATi»- Cy3, ACTs— Fitc.
Testati su vetrini metafisici dI. baccata non hanno presentato risultati positivi nelle

ibridazioni ND-FISH sperimentate.
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5.2.9 Risultati delle tecniche di bandeggio cromosaco

| cromosomi diT. baccataincubati con i fluorocromi DAPI e CMA, risultamegativi ad

entrambe le colorazioni ed alla colorazione in siemea CMA e DAPI (Fig.5.18).

Figura. 5.18. Piastre metafasiche ™i baccatacolorate mediante le seguenti colorazioni di
bandeggio: A) cromomicina A3 ;B) Colorazione coAPI; C) Colorazione contemporanea con
CMA3 e DAPI;
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6 Discussione

BN

Il presente progetto di ricerca si e sviluppato ¢obiettivo di approfondirequestioni
scientifiche dibattute circa I'ecologia e il comfammento sessuale diaxus baccata
inerenti in particolare il cambiamento di sessteclorrenza sporadica del monoicismo in
questa specie. Tramite I'utilizzo di strumenti giggeemolecolari e stato pertanto possibile
indagare aspetti interessanti quali la citogenedi€arganizzazione fisica del genomaldi

baccata

Il primo livello di analisi ha riguardato la coniwdd di un protocollo riproducibile per la
propagazione vegetativa in tasso, basato sullacarakel taleaggio. | risultati ottenuti
confermano la possibilita di produrre materialeaistico in quantita ragguardevole a

partire da talee legnose contenenti una porziomanao di un anno.

Tale tecnica, pur non fornendo un numero molto altewdi apici radicali (se si
considera la percentuale totale di circa il 40%talee radicate), ha rappresentato un
presupposto fondamentale per l'acquisizione delenaé di partenza in condizioni
ottimali. Si tratta di apici radicali in attiva dsione, su cui sono state effettuate le analisi
citogenetiche. Il radicamento delle talee legnosenéenuto senza l'ausilio di serre e di
letti caldi, ma direttamente all’aperto tramiteretizature normalmente presenti in qualsiasi
vivaio forestale: esso ha richiesto solo I'utilizdiouna rete ombreggiante e di un impianto
di irrigazione. Anche I'impiego delle soluzioni comali & statodi facile gestione, sia nel
caso dell’applicazione dell’acido naftilacetico (WA sia nel caso dellimpiego dell’acido
indol-3-butirrico (IBA); quest’ultimo, sebbene apmaito solo al 10% delle talee legnose, si
e rivelato essere in ugual modo un efficace stitoatadello sviluppo radici avventizie in
T. baccata

Una considerazione importante riguarda la scelteelatasi idonea, di effettuare il
prelievo delle talee dalla regione basale dellaomai. In tale zona infatti la pianta e
fisiologicamente piu giovane (in molte piante admesistono parti piu giovanili di altre)
ed il meristema apicale di un getto presenta @ratanto piu giovanili quanto piu Si
avvicina alla base del tronco, cioe al punto diegamento tra fusto e radici e che spesso

viene indicato come polo radicale (Bellarosa, 2003)

Tale risultato va comunque confermato con ulteriodagini, che consentirebbero di

valutare inoltrel’eventuale attitudine che i singalberi, maschili e femminili, possono
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presentare al radicamento. Il presente lavorocérca non ha evidenziato tuttavianotevoli
differenze tra le percentuali di radicazione dnpéadei due sessi; analogamente non é stata
registrata alcuna differenza nella radicazioneedtglee provenienti dai due popolamenti
oggetto di studio (popolamento naturale di Cargiriebmano e individui presenti nella

Villa Comunale di Ronciglione).

Relativamente alle tecniche di micropropagazionétro e propagazione vegetativa per
talea degli apici caulinari € necessario precisdre, nonostante il successo ottenuto
nell'applicazione dei protocolli, esse non hannanifi® materiale qualitativamente
soddisfacente per effettuare adeguate prove diapgene di cellule con cromosomi in
divisione. | tessuti meristematici delle gemme ésplosione” e delle plantule non si sono

rivelati infatti tessuti idonei per tali preparazio

Un ulteriore aspetto di notevole interesse e aggiiai risultati raggiunti relativamente
alla preparazione dei cromosomi di tasso. Essata pbssibile tramite la messa a punto,
per la prima volta, di un protocollo citogenetidarslardizzato,che include informazioni
inedite sulla digestione degli apici meristematida contrazione dei cromosomiTaxus

baccata

Sono stati inoltre ottenuti risultati positivi resppo alla visualizzazione di cellule in
metafase grazie al trattamento degli apici radicah I'amiprophos-methyl (APM). Tale
erbicida, anche a basse concentrazioni, bloccdia@azzazione dei microtubuli inibendo
la formazione del fuso mitotico ed inducendo laasapione dei cromosomi metafasici
(Morejohn e Fosket, 1984). Tale azione potrebbersspositivamente contrapposta a
quella del tassolo, alcaloide presente nelle eeltliIT. baccata(ad oggi utilizzato come
farmaco chemioterapico per diversi tumori). Essauhaeffetto “iper-stabilizzante” sulla
struttura dei microtubuli e produce un effetto mmitibtico che € particolarmente devastante
nelle cellule in rapida divisione (come le celltuenorali).

La scelta dellAPM si & dimostrata quindi fondanadatper ottenere un elevato grado di
contrazione e quindi un’idonea visualizzazione@emosomi diT. baccata In seguito ai
trattamenti con APM, i cromosomi di tasso apparovah microscopio piu condensati e
meglio sparsi (= meno sovrapposti) rispetto ataraenti con altri agenti.

Questi risultati hanno permesso l'acquisizionendmiagini di metafasi dii. baccata
sulle quali é stato possibile effettuate misure foraetriche puntuali che hanno condotto

ad una preliminare definizione del cariotipo dietadpecie. Tali esiti positivi hanno
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permesso di raggiungere le condizioni ideali amqresperimentazione della tecnica FISH
per ulteriori indagini sui cromosomi @i baccata

Tramite FISH, sono stati localizzati i geni del qoesso ribosomale maggiore (18S-
5.85-28S rDNA), i geni del complesso ribosomalearen(5S rDNA) ed individuate le
sequenze telomero-specifiche, sebbene il pattegnebte ultime vada riconfermato.

Un fattore limitante nel corso degli esperimentistato rappresentato dal ristretto
numero di sonde,rispetto alla totalita di quellggiate,che hanno ibridato con successo sui
cromosomi di tasso, ovvero solo due sonde di rDNA en pattern definito e chiaramente
descrivibile sulle 14 testate. Tuttavia tale rigtdté da considerarsi un insuccesso solo
apparente. Infatti la co-localizzatione delle sodd@DNA su un unico cromosoma i
baccata sebbene rappresenti un limite descrittivo nedfitificazione degli omologhi,
fornisce informazioni interessanti che suggeriscooosiderazioni di tipo evolutivo circa
I'organizzazione nucleare del DNA ribosomialeldibaccata

Secondo lo studio di Wicke (2011), sono stati idieati due modelli strutturali
dell’'organizzazione dell'rDNA nei genomi degli euicdi: un primo modello, noto come
S-type dove S sta peseparatefFig.6.1-A), in cui i geni ribosomiali 5S e 45S son
separati fisicamente su cromosomi differenti (tipidella maggior parte delle piante
terrestri); un secondo modello, deltdype- dove L sta pelinked),e caratterizzato invece
da un’organizzazione associata delle sub unita Z53DNA che prevede una struttura
sintenica sullo stesso cromosoma (Fig.6.1 —B)etleg5S nel modellb-typeé incorporato
infatti nello spaziatore non trascrittiean-transcribed spaceNTS) della sub unita 45S.

1 “ _ » AR
repeat unit of “S-type” 45S repeat repeat unit of “L-type” 458 repeat

transcription unit transcription unit
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Figura. 6.1A-B. Organizzazione nucleare del DNAsbmiale. Modello S-type (A) L-type(B).

| risultati ottenuti nella presente ricerca dalialisi FISH mostrano peFaxus baccata
un patterndi co-localizzazione sullo stesso cromosoma deli’E del gene 18S, sequenze
entrambe interne alla sub unita 45S e del 5S. Rertaecondo la distinzione di Wicke, il
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tasso in questo modo verrebbe classificato traggtiarioti appartenenti al clustertype

caratterizzati da un modello a tandem delle sutautsS e 5S (Figura XX-b).

Bl 5S
Bl 35S

Figura 6.2. Organizzazione dell'rDNA h baccata

Si ipotizza che tale organizzazione sia specificard stadio ancestrale tipico degli
organismi piu antichi del regno vegetale; essaatasisservata infatti anche nelle alghe
streptofite e piante terrestri, come le epatichenolte briofite, licopodi e nelle felci.

Gli studi citogeneticieffettuatinelle Gimnospermepeevalentemente nellPinaceae
(Pinophyta), hanno mostrato tuttavia un’organizaaei variabile dei geni5S e 45S.
All'interno di questa famiglia infattiesistono ngooche differenze nell’organizzazione
delle sub unita di rDNA anche intra—generngaiternsdell'rDNA variano in funzione della
specie, del genere e delle condizioni di stringetedke ibridazioni effettuate (Islam Faridi,
2011).

Comungue sono in corso nella comunita scientifitadis piu approfonditi sul
riarrangiamento delle sub unita ribosomiali dellen@osperme forestali, come quello di
Garcia e Kovar’(2013),in cui sono stati effettuaperimenti diSouthern Blotper
determinare I'organizzazione del 5S e 45S. Neldawappena citato, anche la spetaxus
baccataé stata oggetto delle ibridaziddouthernche suggeriscono una classificazione nel
cluster S-typeTuttavia la discordanza tra questo dato e i @$ulli questa ricerca (che
classificano il tasso nel cluster L), non rapprésem problema. Infatti gli esiti degli
esperimenti diSouthernpresentati ed interpretati da Garcia e Kovar, ggsere validati
necessitano di essere confermati 0 meno da esperigieFISH, tecnica che fotografa
senza margine d’errore la reale organizzazionedisielle sonde testate sul genoma in
guestione. Allo stesso tempo ulteriori studi suaasala potrebbero anche evidenziare una
variabilitd intra-generica come quella gia dimastia Pinus(Islam Faridi, 2011).
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Un’indagine piu approfondita dovra essere riservadétre allo studio depatterndelle
sequenze microsatelliti (G& AGi,, GTii) che in questa ricerca hanno mostrato un
segnale negli esperimenti di ND-FISH sui cromosometafasici diT. baccata Risulta
infatti difficile al momento descrivere la loro isa distribuzione sui cromosomi di tasso
a causa di un numero troppo esiguo d i preparathosomici e di cellule di buona qualita
disponibili. Cio nonostante la ND-FISH testata siesia specie con SSRs ha senza dubbio
aperto, a partire da questa indagine, uno scerfar@m ad ora inesplorato. Ulteriori
ibridazioni con microsatelliti sui cromosomi di $assono attesi portare ad interessanti
risultati e importanti considerazioni.

Dalla sintesi delle informazioni ottenute dalle RI® dalle analisi morfometriche é
stato possibile costruire, in via preliminare, deagramma dei cromosomi @i baccata
rappresentato da un corredo aploide di 12 cromqgsecomn 8 coppie di cromosomi
metacentrici, 2 coppie di cromosomi sub metacanteéc2 coppie di cromosomi
acrocentrici. | segnali delle sub unita ribosomiéls e 45S co-localizzano su un
cromosoma metacentrico, con una organizzaziondteastica descritta nei Risultati e

riportata nella ricostruzione dell’ideogrammaldibaccatache segue in fig.6.3.

1 L_EE

D D B 18S+ITS

1M]/]L

Figura. 6.3. Ideogramma diaxus baccatéa sonda 5S (Tb5S) in rosso presenta due
segnali sub centrometrici e non simmetrici sui drecci di un cromosoma metacentrico;

le due regioni 18S (pPD5) e ITS (ThITS), in vergeesentano un segnale forte e

coincidente, centromerico che colocalizza sullsstecromosoma su cui ibrida il 5S.

Le informazioni sul cariotipo difaxus baccateottenute in questa ricerca vanno a
completare ed aggiornare gli studi citologici d@B2 di Dark, ad oggi I'unico riferimento

bibliografico per questa specie.
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Infine, in merito all’obiettivo di identificare ewmtuali cromosomi sessuali iaxus
baccata in seguito ad un’indagine preliminare sulle masafdi individui maschi e
femmine, non si sono notate evidenti differenzefatogiche tra i cromosomi dei due
sessi. Cio pero potrebbe voler dire, avanzandopatési al momento forse ancora
prematura data la scarsita di prove sperimentalg m Taxus baccata cromosomi
sessuali, qualora presenti, sarebbero omomorfigNer®@ non mostrano differenze
morfologiche. In questo caso i sessi distinti nejeecie dioica dir.baccata potrebbero
essere conseguenza di una determinazione genéifpemdente da regioni geniclsex-
linked strettamente legate alla determinazione sessual.d@me sintetizza Ming (2011),
nelle specie dioiche che non presentano eteromarfisei cromosomi sessuali, sarebbero
tali geni i responsabili della determinazione dets®. Inoltre lo stesso autore, come
riportato gia nell'introduzione, sostiene che nebBpecie dioiche caratterizzate da
cromosomi sessuali nelle prime fasi dell’evoluzigpema della letalita del genotipo YY o
WW), possono verificarsi delle inversioni delle daroni sessuali -come linversione
sessuale o il ripristino del monoicismo o dell’ retaorfismo- se tali condizioni risultano
essere strategicamente vantaggiose per 'ambipatela popolazione e per assicurare la

sopravvivenza della specie.

Quest'ultima ipotesi potrebbe valere da supporto lpespiegazione dei fenomeni
registrati nel caso studio di Carpineto Romanoséts in cui si sono osservati alcuni
individui monoici e si e registrata un’inversioressuale variabile da un anno all’altro, per

il 60% delle piante oggetto del monitoraggio plariale).

Una piu approfonditachiave di lettura per la comprene di questi eventipuo essere
ricercata nel quadro piu generale che Freeatal (1980) hanno delineato mediante una
sintesi dei risultati degli studi e delle segnaazraccolte dalla bibliografia. In tale ambito
e emerso come la variazione dell'espressione deosénotata anche per molte specie
erbacee, arbustive ed arboree) sia fortementecimilata da fattori ambientali, che possono
determinarla anche in caso di specie dotate di asomi sessuali e addirittura eteromorfi.
Come caso generale € emerso che condizioni pitriprdell’ambiente di crescita delle
piante (disponibilitd in acqua, temperatura, adiglrcarbonica, luminosita, concimazione
letamica, azoto) portano ad esaltare la funziomanfmile, probabilmente attraverso
I'incidenza su fitormoni che orientano la funziosessuale verso uno dei due sessi. In
analogia a quanto riportato da Allison pefldxus canadensigli stessi autori riportano

casi di singole piante che da giovani erano masehpiu in avanti femminili. Anche
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questa evidenza pud essere messa in relazioneaglkcita di riserva, per il maggiore
dispendio di energie, che la produzione di fiornfeinili richiede. Secondo inoltre le
considerazioni di Salis (2012) sarebbero le pigigi®mine di tasso, maggiormente
sottoposte a stress (fatto evidenziato da minegaoste in altezza alla competizione), ad
essere totipotenti, quindi capaci, indeterminatedcooni ambientali, di effettuareex-
shifting ovvero inversione sessuale da femmina a mastimo.dei fattori determinanti il
cambiamento € rappresentato dalla luce;diversamessga nel caso in cui la risposta al
cambiamento ambientale non sia sufficientementedaapa pianta soccombe (modello

ESD Environmental Sex Determinatipn

Trova fondamento comunque l'ipotesi che le motiwazdell'inversione sessuale siano
addebitabili alla disponibilitd energetica. Inolgé autori pongono, a ragione, lI'accento
sulle implicazioni di una variabilitd sia temporalda un anno all’altro) sia spaziale
(micrositi in cui possono trovarsi a vivere gli mdui di una popolazione), in relazione
alla possibilita che specie dioiche possano deteraiil sesso della generazione futura,
predisponendo quello piu idoneo alla caratteristictirinseche o direzionandolo verso una

moecita.
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7 Conclusioni e prospettive

In conclusione i risultati conseguiti in questo geetio di ricerca rappresentano presupposti

oggettivamente interessanti per proseguire le imdag fine di convalidare il cariotipo di

Taxus baccat& avviare ulteriori sperimentazioni, volte alleetica dei cromosomi sessuali

o0 regionisex-linkedn questa specie.

In questottica si delineano gli sviluppi futuri Ie presente ricerca che

schematicamente prevedono:

1.

L’ ottimizzazione delle tecniche di propagazionegetativa (radicale o
caulinare), al fine di ottenere un’elevata percalguli materiale meristematico

per le analisi citogenetiche.

L'utilizzo di nuovo materiale biologico, rappresattt da semi spontaneamente

germinati diTaxus baccata

Il miglioramento dei preparati metafasici degli@guligeriti e fissati su vetrini, da
utilizzare per libridazionein situ. Un miglior preparato dovrebbe presentare
cromosomi maggiormente condensati e meno sovrdppost favorire
I'identificazione deipatternsdi distribuzione cromosomica delle sequenze usate

come sonde.

L'utilizzo di nuove sonde, oligonucleotidi sintatie sequenze di DNA altamente
ripetuto, da saggiare con la tecnica della FISHe{d@e auspicabile utilizzare
sequenze provenienti dal genoma di tasso sequenpraigetto ad oggi in corso,
al fine di poter localizzare direttamente e fisiesme geni d’importanza o
marcatori a loro associati).piatternsdelle nuove sonde, unitamente alle misure
morfologiche, conferirebbero una validazione e ttarazazione ottimale dei

cromosomi diTaxus baccata

La ricerca di metafasi, provenienti da individui skessi diversi, al fine di
sottolineare le eventuali differenze nei rispettigssetti cromosomici. |l
raggiungimento finale di questo obiettivo potrelnfiatti far luce, non solo sulla
citogenetica del tasso, ma anche fornire spunérésisanti sulle sue strategie

sessuali.
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6. Lo studio della metilazione del DNA sui cromosoressuali che, da quanto si
osservato negli ultimi anni,é un fenomeno determtimd'espressione sessuale
nelle piante; tuttavia il suo meccanismo molecolareancora sconosciuto.
L’inversione sessuale infatti,influenzata dafattommbientali, potrebbe

ulteriormente essere esplorata tramite studi eptyen
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