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no di monte (Tetrastes bo a.
gio-Pale di San M¢
ra-ricattura Spazid
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Per valutare la consistenza e lo stato di una popolazione di francoli
rupestris) in un'area di studio nel territorio del Parco Naturale Paneveg
abbiamo effettuato un campionamento non-invasivo secondo i metodi di cattu

= T . 1 . : S g
quindi condotto I'analisi genetica di una porzione dei campioni attraverso la deter .
ondriale e la tipizzaziont
(0,45:1:0,06), '
Il'areale d

sesso, il sequenziamento della regione ipervariabile della D-loop mitoc
12 marcatori microsatellite. Abbiamo riscontrato una bassa diversita aplotipica
riflette una deriva genetica compatibile con la frammentazione della porzione alpina de .,
distribuzione, mentre i dati dei loci microsatellite (Fis=0,025) supportano un interscambio geneuce

consistente all' interno della popolazione e ne indicano il relativo benessere.

To infer the consistency and status of a hazel grouse (7Zetrastes bonasia rupestris) population in
study-area of Paneveggio-Pale di San Martino Natural Park (N-E Italian Alps) we have sampled
by spatial capture-recapture based, non-invasive methods, then conducted the genetic analysis on :l,
portion of the collected samples by determination of sex, sequencing of the hypervariable region o'
mitochondrial D-loop and genotyping of 12 microsatellite markers. We have found low haplotype
diversity (0,45+0,06) consistent with fragmentation of the Alpine portion of the distribution habitat, ‘
while microsatellite data (Fis=0,025) support a relevant genetic interchange and indicates a relative

fitness at the inta-population level.



1. INTRODUZIONE

local embodiment of a Cosmos grown 10 self-awareness. We have begun to contemplate

We are the
our origins: starstuff pondering the stars; organized assemblages of ten billion billion billion atoms
considering the evolution of atoms; tracing the long journey by which, here at least, consciousness

Our loyalties are to the species and the planet. We speak for Earth. Our obligation to survive

arose.
not just to ourselves but also to that Cosmos, ancient and vast, from which we spring.

is owed

C. Sagan, Cosmos, p. 339
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1.1 PREMESSA E SCOPO DELLATESI

Trento auspica di “[..]

g0 re all'individuazione
individuare un metodo di monitoraggio che, ripetuto nel tempo, possd porta

G i el numero
del trend e quindi delle eventuali modificazioni che dovessero sopraggiungere n . :
genetica € biologia del

gio-Pale di San 1

Il Piano Faunistico Provinciale (2010) della Provincia Autonoma di
di specie

presenti e nella loro diversificazione genetica”. 11 progetto di ricerca sulla

francolino di monte (Zetrastes bonasia) promosso dal Parco Naturale Paneveg

i 5 tagtiul i rispondere ai
Martino (PNPPSM) procede in quest'ottica, ed il presente lavoro di tesi si propone di risp

«Iq scarsita dei dati a disposizione

nza di una

problemi evidenziati nell'edizione in vigore del Piano (2016):
[...] sconsiglia[no] la quantificazione delle presenze potenziali della specie. In manca
attivita di monitoraggio standardizzato, risulta irrealizzabile anche la formulazione di trend di
evoluzione della popolazione presente e, quindi, ogni ipotesi in merito alle dinamiche di

popolazione in atto.”.

Lo scopo di questa tesi ¢ stato, quindi, di aumentare le conoscenze sulla distribuzione, la densita, il
rapporto tra i sessi e i livelli di variabilita genetica del francolino di monte. Abbiamo (1) eseguito un
campionamento non-invasivo secondo un protocollo di cattura-ricattura spaziale in un'area di studio
del Parco Naturale di Paneveggio-Pale di San Martino, (2) avviato la tipizzazione genetica dei
campioni tramite analisi della regione ipervariabile del DNA mitocondriale, la determinazione del

sesso e I'analisi di 12 loci microsatellite nucleari.




1.2 CONTESTO TERRITORIALFE

PNPPSM si estende su un territorio delle Alpi orientali per 19730,48 ettari (ha) ad altitudine
compresa fra circa 1000 (imbocco val Canali) € 3192 m s.l.m. (Cima Vezzana). 7948 ha (40%) sono

occupati da foreste principalmente a picetum e alpinetum (5000 e 2500 ha, rispettivamente), mentre

ha (26%) sono gestiti a prato-pascolo.

Figura 1.1: territorio del P.’VPPSA (in verde) e area campione (in rosso s, in nero a dx)

Circa il 91% della superficie del Parco ¢ inserito nella rete ecologica europea Natura 2000, ed in
conformita con le prospettive che ne derivano e gli obbiettivi impliciti si propone come modello di
“laboratorio all'aperto” in cui sperimentare, per le specie e gli habitat di interesse comunitario,

metodi di ricerca gestionale e di

conservazione innovativi, perseguendo gli
obbiettivi dello sviluppo sostenibile. Il
francolino di monte ¢, fra i tetraonidi presenti
nel Parco, la specie meno conosciuta sia per
areale occupato che per numero di individui.
Gli avvistamenti occasionali testimoniati dal
personale e i dati forniti dal Servizio Foreste e
Fauna hanno permesso una stima dell'areale di
distribuzione potenziale di 6826 ha, a fronte di

6594 ha occupati. (Piano del Parco 2016 -

Complemento faunistico 1, vedi Figura 1.2).

L'area di studio ¢ stata individuata da
Asws potaraisrents tuone | | Distribuzione 2007 [ Confine Parc PRSM

= —_____| Piergi i NPPSM, settore Ricerca
Figura 1.2: Distribuzione potenziale (attuale) e reale (2007). Piergiovanni Partel (P ; -
Tratta dal Piano del Parco (2016) scientifica e conservazione) sulle basi dei dati




rotezione Speciale)
o sul deposito d
r), com

raccolti ¢ dell'accessibilita della zona. Rientra nella ZPS (Zona di P

nella ZSC (Zona Speciale di Conservazione) Pale di San Martino, ricadend
e Cimerlo - Sass Mao

della parte meridionale del gruppo dolomitico (complesso Mont
70 m s.L.m.

fra la val Cismon e la val Canali. Occupa circa 700 ha tra le quote | 100 ¢ 16

@ {
: : e ne “finalizzate
L'area rientra nella categoria B del piano di zonizzazione del Parco (20

- : . incidenza
conservazione dell'ambiente naturale comprensivo della presenza ed

izi : e i rbacee, fungh
tradizionale™), essendo frequentata sia come fonte di risorse (legname, piante € ¥ :

e L i . i . bienti semi-naturali indi
cacciagione) che a scopo turistico e didattico, ed ¢ riconducibile agli ambienti sSem! na

et s : . ) : individuati di p
nella Direttiva Habitat. Circa 43,5 ha esterni all'area protetta sono stati individuati al fine di pot

includere nel campionamento ambienti a quote inferiori, comunque frequentati dalla specie.

Gli ambienti forestali locali (Figura 1.3
| Pecceta dei substrati carbonatici
B Abieteta dei substrati carbonatici
B Pecceta secondaria

' Piceo-faggeta

[} Pecceta in successione

J Neoformazione forestale

A Edificato
- Viabilita

comprendono associazioni di faggi

(Fagus sylvatica), abete rosso (Pic‘:
abies) e abete bianco (Abies alba)
(abietete dei substrati carbonatici,
peccete dei substrati carbonatici di abe
rosso e larice (Larix decidua) e pecce'
secondarie in fase di perticaia-adul -:
succedute a ex prati/pascoli a larice. Il
nocciolo (Corylus avellana), presente s
tutto il territorio, ¢ piu frequente nellaﬁ{

parte occidentale ad esposizione SO;

dove forma popolamenti coesi soprattutto ‘

Figura 1.3: ]?;rmazi()niﬂ)resla/i, edificato e viabilita. In bianco le lngli ecotoni con

le zone : .
: < ra
zone prative prative in

associazione, alle quote pil basse con il
>

sorbo degli uccellatori (Sorbus aucuparia) e il biancospino (Crataegus monogyna)



LI ILERANCOLINO DI MON LE

Dominio: EUKARIA
Regno: ANIMALIA
Phylum: CHORDATA
Classe: AVES
Ordine: GALLIFORMES (TEMMINCK, 1820)
Famiglia: PHASIANIDAE (HORSFIELD, 1821)
Sottofamiglia: TETRAONINAE (VIGORS, 1825)
Genere: Tetrastes (KEYSERLING E BLASIUS, 1840)

Specie: bonasia (LINNAEUS, 1758)

L'ordine Galliformes ¢ considerato un modello per lo studi sull'evoluzione (Shen et.al., 2010) in

quanto una rapida radiazione adattativa in un passato recente (Short. 1967; Kuz'mina 1992;
Drovetski. 2002 — 2003; Crowe et al.. 2006) ha generato un gruppo di specie eterogeneo con uno
scarso accumulo di divergenza molecolare (Ellsworth et al., 1996; Dimcheff et al.. 2002; Crowe et
al.. 2006). Attualmente il clade comprende 19 specie (Gill e Donsker, 201 6) a diffusione oloartica, i

cui adattamenti principali riguardano i climi freddi, gli ambienti forestali ed una dieta ristretta (vedi

Short. 1967; Kuz'mina. 1992; Potapov, 1992; Schales e Schales. 1994: Dyke et.al.. 2003).

La presenza di importanti diversita morfologiche, ecologiche e comportamentali all'interno del

clade (e.g. Whileyv. 1974). anche a livello intraspecifico, induce Ellsworth etal (1996) a

raccomandare “/'interpretazione adattativa delle variazioni morfologiche e comportamentali fra i
tetraonidi”. Questo principio occupa un ruolo centrale anche nella storia tassonomica del francolino
di monte, la cui filogenesi ¢ correlata a 3 specie distinte ed originariamente attribuite al genere
Bonasa: B. wumbellus (LINNAEUS, 1766), diffusa nel continente americano, B. sewerzowi

(PRZEWALSKI, 1876) e B. bonasia (LINNAEUS, 1758), rispettivamente cinese ed europea.

Le due specie eurasiatiche erano storicamente considerate le uniche rappresentanti del genere
Tetrastes, e I'incorporamento nel genere Bonasa ¢ avvenuto in tempi relativamente recenti in seguito
alle indicazioni di Short (1967), che sottolinea la gradualita delle variazioni fra le popolazioni
dell'areale oloartico (vedi anche Kuz'mina. 1992; Swenson et.al.. 1995). Non di meno, le differenze

fenotipiche fra i due gruppi suggeriscono l'infondatezza dell'unione dei cladi paleo- e neoartico
(Kuz'mina. 1992), e cosi gli studi molecolari che tendono a rigettare (Ellsworth et.al, 1996;
Gutiérrez_et.al. 2000; Persons etal. 2016) o mettere in discussione (Lucchini_etal. 2001;

6



Nel presente elaborato si

it 3 die peneti:
Dimcheff er.al2002; Drovetski 2002) P'ipotesi di unire id n System (ITIS) e

. [pformatio

onomic In i :

EoeRe damntegrazd’ia;gi\iﬁ—zm’@ che individua la specie

i nsK > : :

RN RIS o s |pina, Tetrastes bonasia rupestris
paleoartica Tetrastes bonasia con 11 sottospecie fra cui quella alptis

(C. L. BREHM, 1831).

1.3.1 Morfologia

dai 360 gr della femmina ai 400 gr

i i : aria
; ‘ orporeo che nell’adulto v .
Il francolino di monte ha un peso corp e

i senerale
del maschio (Montadert e Léonard. 2009; Grzimek. 1969), con un ge ‘ | '
flessori digitali ben sviluppati,

invernale. Gli arti inferiori piuttosto lunghi, con muscoli Nt
i ) i tetraonidi ¢ provvisto
suggeriscono I'adattamento alla vita arboricola. Come gran parte dei tetrao p. P

ili i ‘ o] cibo e di un ventriglio
diverticolo esofageo (ingluvie) utilizzato per lo stoccaggio temporanco del

gastrico per favorirne la triturazione.

Il piumaggio coinvolge i tarsi per la prima
meta anche nelle fasi giovanili. Le penne
timoniere sono generalmente in numero di 16
e sono percorse da una banda longitudinale
nera, mentre le grandi copritrici della coda
sono generalmente 14 (Short, 1967). All'apice
della testa ¢ disposta una fila di piume erettili
che forma una piccola cresta, pit evidente nel
maschio. La muta ¢ annuale e provvede ad una

copertura  piu  folta durante I'inverno

(Kuz'mina. 1992).

La livrea del m

aschio, meno mimetica rispetto

a quella della femmina. & caratterizzata da una

macchia golare

R

nera bordata dj penne bianche

maggior sviluppo delle caruncuyl
e

sopraciliari,

. . 2 o SOpra 1 indivj

: . A . pPrattutto neglj Individui ace o s

Figura 1.4: maschio (per cortesia del gruppo fotografico accoppiati (Yang
Jetraon) e femmina (per cortesia di Luca Conti) elal..20]3 e e 6




s e - e ————
Adult ¥ Juvenile
[ hazel grouse ] Number of dark bar hazel growse
— — Number of dark bars

Pattern of

Pattern of clear band

clear band

l"igﬂm 1.5: caratteristiche distintive nel piumaggio degli adulti (sx) e dei giovani dell'anno (dx), Tratto da \/r,mw/v'/.: s
/r_'vl’hl.’r:/l 2009

Diagnostiche dell'eta individuale sono la larghezza della banda chiara posta all'apice della penna

primaria piu interna (P1), che diminuisce gradualmente con I'eta (> 2 mm nei giovani; <2 mm negli

adulti dopo il primo anno di eta), e I'irregolarita con presenza di macchie scure sulla banda chiara in

P1 nei giovani (Montadert ¢ [.éonard. 2009; vedi figura 1.5). Il conteggio del numero di bande scure

sulla P9 individuato in Finlandia per B. b. bonasia si ¢ rivelato un metodo di discriminazione

inefficiente per B. b. rupestris nei Carpazi polacchi (Bonczar e Swenson. 1992) e nelle Alpi

meridionali francesi (Montadert e [.éonard. 2009).

1.3.2 Distribuzione, habitat ed ecologia

Figura 1.6: distribuzione di Tetrastes spp. e Bonasa sp., elaborata secondo dati forniti da BirdLife International (2015)

Il francolino di monte & una specie Paleartica boreale, distribuita lungo la fascia montana delle
foreste temperate fra il Circolo Polare Artico e le regioni semi aride dell'Asia meridionale, dal
massiccio del Giura alla Siberia (Figura 1.6). L'habitat preferito & costituito da boschi di conifere,

latifoglie o misti multistrutturati a densa copertura, soprattutto nel piano che va dal suolo a circa 7

8
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Gran pa i : i
parte del periodo fProduttivo ¢ trascorsg 5 terra, con attivita volativa limitata a brevi ed agj|

S .
POstamenti 3] ¢ egetale (Kuz'mina. 1992). Raramente gli individuj s
15 m da questo tipo di ambiente (Aberg et.al.. 1995).

i sotto della Copertura v

allontanang piu di

La dieta ¢ Prevalentemente erp;

€ che includg |4 presenza delle specie vegetali fonte di cibo inye

Vora e basata sy amenti

(Betula sp., Salix sp., Corylus sp., Alnus sp.,
Fopulus sp. (Sehiy lin e Bollmann 2010), aghi di conifere, germogli (Fagus sp., Sorbus sp.), parti

Se esaminata su scala continentale, |a struttura
sociale appare plastica e vincolata alla densita dj
Copertura vegetale ed alla disponibilita di cibo

invernale (Swenson etal. 1995; vedi

anche
Whiley. 1974; Aberg et.al 2002; Rhim, 2010).

Questo permette di ipotizzare che in questa
specie l'organizzazione in stormi sia favorita
dalla presenza di risorse alimentari abbondanti e
scarsa copertura vegetale, offrendo protezione
reciproca nei riguardi dei predatori; la difesa del
di individuali

territorio e delle fonti cibo

prevalgano invece negli ambienti protetti (Figura

Nelle Alpi il comportamento ¢ tipicamente solitario e territoriale (Meschini e Fruegis.
Europa centrale ' areale occupato, di pari dimensione fra i sessi. & dj circa 10-20 ha (M
~u < :

% i orientali la densita media varia da 1-1,2 coppie/100 2
2006), mentre nelle Alpi orientali la dens Pp haa?2

ha (De Franceschi. 2004).

; di altri tetraonidi dell'arco alpino e di B. umbellus. l'attivita di Je
A differenza di

“tambureggiamento

differente, per 7.
2006).

glie di suffrutic (Fragaria sp., Vacciny
- Sambucus Sp., Ribes sp.) e piante erbace

In vista dell'inverno e, nella femmina, del periodo rip

»n le ali, documentato per B. umbellus
cC ait,

i ova riscontro nelle popolazi i sl
sewerzowi, non trova POF X lemc (\\;_

m sp.), piante legnose (Sorbus sp., Rosa sp.,

¢ (Oxalis sp.), includendo il consumo di insettj

roduttivo (Kuz'mina. 1992).

Figura 1.7: rapporto Ipotetico fra disponibilita di cibo,
copertura vegetale e struttura sociale. Tratta da Swenson

etal (1995)

1.7).

1993). In

athvs et al.

-3 coppie/100

kking & assente, ed il

B. bonasiq armurensis e, in forma
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Ad esclusione di Lagopus sp. € I'unico tetraonide a formare coppie eterosessuali stabili (Whiley,
regressione invernale la femmina puo frequentare pil maschi, alternativamente, nello stesso
periodo. Il legame coniugale viene stabilito con la fertilita in aprile-maggio (Swenson e Boag. 1992;

Whiley. 1974).

Nella coppia entrambi, ma in maggior misura la femmina, mantengono l'esclusivita territoriale
rispetto ad individui dello stesso sesso, segnalando la propria presenza con richiami vocali

(Swenson, 1992; Rhim, 2010; Scherzinger et.al.. 2006) e stabilendo un' “alleanza cooperativa” con

il partner per la mutua vigilanza contro i predatori (Swenson. 1992).

La femmina depone ed incuba al suolo da
7 a 10 uova bianco sporco-rossastre, con
rosso-marrone

macchie  di colore

(Grzimek. 1969; Swenson e Boad. 1992:

vedi figura 1.8) che cova da sola in un
nido a terra per 3-4 settimane (Grzimek.
1969). Pud deporre una seconda covata in

caso di perdita precoce della prima (i.e.

Figura 1.8: guscio d' uovo. Per cortesia del gruppo fotografico
Tetraon

deposizione indeterminata) e la schiusa ¢

1969;

sincrona (Grzimek. Brichetti e

Fracasso. 2004).

I pulcini dipendono dalla madre per il nutrimento, che indica loro le fonti di cibo (Whiley. 1974)
includendo per le prime settimane soprattutto invertebrati; durante questo periodo, la madre pud
distrarre un predatore dalla nidiata simulando la rottura di un'ala (Brichetti e Fracasso. 2004;

Whiley, 1974).

I primi brevi voli vengono realizzati dal quarto giorno di vita ed una completa padronanza ¢

Nazione o T. p. (breve termine) I T. p. (lungo termine)
territorio | Dimensione (coppie)| Anno (i) | Qualita| Direzione| Anno (i) | Qualita|Direzione| Anno (i) Qualital
Austria 12,000-22,000 2001-2012 | poor 0 2001-2012 |  poor ?
France 5,000-15,000 2000-2010 | poor F 2000-2010 | medium - 1980-2010 | medium
Germany 1,000-1,500 2005-2009 | good 0 1998-2009 | medium 0 1985-2009 | medium
Italy 5,000-6,000 2003 poor ? ?
Liechtenstein 10-15 2009-2014 | medium 0 2003-2014 | medium 0 1980-2014 | medium
Slovenia 1,000-2,000 2002-2012 | medium - 2001-2012 | medium - 1980-2012 | medium
Switzerland 7,500-9,000 2008-2012 | medium 0 2001-2012 | medium 0 1990-2012 | medium

Tabella 1.1: Stato di conservazione delle popolazioni alpine. Modificato da BirdLife International. 2016

10




(Grzimek. 1969); la madre si accompagna ai figli ﬁnomchcqlldlifnnndne yrole
corporamraadulta.lnqmmpeﬁodosiaimpporﬁmtemialhm" i
allentano, e i maschi della nuova generazione prendono possessO i Lt S 4
una femmina (Whiley, 1974; Montadert ¢ Léonard. 2006). S¢ non accoPPiat! € d

- soni di diversa entita al
anche i maschi possono intraprendere la ricerca attiva del partner €on escurswnr ia da 900 ”
di fuori del proprio territorio (Montadert e Léonard. 2006). Il tasso Al - 3
1600 m (Sahlsten er.al., 2008: Montadert e Léonard, 2006) con sporadici casi di 15 — 24,9 km
(Montadert ¢ 1 éonard. 2006). |

Nel periodo invernale il francolino si avvale di tane scavate ex-novo nella neve: in assenza di 1
copertura nevosa o nel caso questa sia superficialmente ghiacciata impedendone lo scavo, vengono
preferiti gli ambienti di conifere a quelli di latifoglie, che forniscono maggior copertura dal ventoe

minor dispersione radiante del calore corporeo (Kuz'mina., 1992: Thompson ¢ Fritzell. 1988;

1.3.3 Stato di conservazione

[ principali elementi di vulnerabilita del francolino di monte sono la perdita ¢ la frammentazione

dell'habitat, operata attraverso la compromissione dei boschi misti ¢ multiplanari in favore delle

monocolture forestali (Schiiublin ¢ Bollmann, 2010) e, in un'ampia fascia altitudinale nelle Alpi

dall'espansione a climax delle peccete.

Le pratiche forestali possono, quindi, essere considerate importanti per la conservazione e la

gestione della specie (Mathys er.al.. 2006; Rhim. 2010) favorendo la diversita specifica e struttural
5% utturale
del bosco. E, inoltre, opportuno preservare la connettivita fra gli ambienti abitati dal tetraonid
nide per

migrazioni sono, secondo Aberg et.al. (1995

di : .
), di 100 m con matrice agricola (campi aperti) e di 2
km con matrice silvestre mono-colturale a conifere.

L' areale di distribuzione & pressoché continuo in ampie regioni dell'Ey
fopa oriental i
€, mentre in

Europa centro-occidentale si sono registrate numerose contrazioni e calj ¢
I demo

¥ raficj : ‘-
2007: Rozsa et.al.. 2015). gralict locali (Storch,




Le Alpi rappresentano la roccaforte
della  rimanente popolazione in
Europa centrale. Essendo gli habitat
delle foreste di bassa quota in gran
parte compromessi, ¢ probabile che
definiscano il limite della nicchia
ecologica fondamentale piuttosto che
la  nicchia ecologica ottimale
(Schéublin ¢ Bollmann. 2010). In
Italia la popolazione stimata & di
5000-6000 coppie all'inizio del

periodo riproduttivo (Meschini e

Frugis. 1993; Brichetti ¢ Fracasso

Fi lgma 1.9: areale alpino (dali_fblll'lifi da B}‘rdl.if'u International _2016) e

: S = e 20012 ' \

distribuzione reale in Provincia di Trento (PAT-Servizio Foreste e 2004), e l'areale occupato comprende
Fauna-Ufficio Faunistico ; Fii 6 i ’ g

I ) 1 territori alpini di Piemonte,

Lombardia, Trentino-Alto-Adige, Veneto e Friuli -Venezia Giulia.

I francolino di monte rientra nell'Allegato III della Convenzione di Berna (“specie protette™) e
all'Allegato I della Dir. 2009/147 CE (“Uccelli selvatici”: specie per cui “sono previste misure
speciali di conservazione per quanto riguarda I’habitat, per garantire la sopravvivenza e la

riproduzione di dette specie nella loro area di distribuzione”).

Sul territorio nazionale a statuto ordinario lo status di protezione risale al 1977, ad esclusione del
periodo 1992-1997 in cui il prelievo venatorio era consentito dal 1 Ottobre al 30 Novembre. In
Provincia di Trento, in conformita allo statuto di autonomia regionale, l'inclusione fra le specie

cacciabili € perdurata fino al 1987.

Nella Lista Rossa degli Uccelli del Trentino (Pedrini er.al, 2003) viene indicata come “specie

vulnerabile”, mentre nella Lista Rossa delle specie minacciate in Alto Adige (1994) risulta
“minacciata” ed “in regresso” a causa di “restrizione e danneggiamento dei biotopi in conseguenza

di attivita edilizie e costruzione di strade” e * persecuzione diretta”.

12




1.4 GENETIC NSERYV.

La genetica di conservazione ¢ una scienza interdisciplinare che attraverso I’analisi degli acl
nucleici (DNA e RNA) ricava informazioni utili per preservare le specie in quanto entita dinamich
in grado di adattarsi alle variazioni ambientali e climatiche. Essa si prefigge di minimizzare |
rischio di estinzione dovuto a fattori genetici, definire unita di importanza evolutiva (ESUs)

modalita di gestione delle popolazioni di interesse includendo, ove ritenuto  opportuno,

conservazione.

EXTINCTION

Effects of exotic species
Figura 1.10: vortice di estinzione. Tratta da Guerrant (1992)

Partendo dall’assunto che il potenziale adattativo dipende dall'ampiezza dello spettro genetico su

cui la selezione naturale agisce, € che un elevato tasso di inincrocio aumenta il rischio di estinzione

tramite la fissazione non casuale di varianti alleliche recessive deleterie (mutational
me

Itdown,
Lynch et.al. 1993), la genetica di conservazione si occupa di monitorare con attenzione il livell
1l fvello

medio di diversita genetica all’interno delle popolazioni naturali. In particolare. & noto. ool

popolazioni di scarsa entita numerica sono esposte ad un processo di rarefas:
>0 di rarefazione pr ssi
; g S y ogressiva che
puo chiudersi con I'estinzione (Figura 1.10) quando alla deriva ¢ all’inbreed; :
¥ . ¢eding non sia contrapposto
un sufficiente flusso genico.

Attraverso l'interpretazione degli effetti che demografia e ambiente ind
aucono sul pate -

. £ t AanderUaTIona pANSA . S at D
genetico, la genetica di conservazione consente di ottenere i“ﬁ‘l‘ln‘lzion‘ ‘ patrimonio
< 1 rl‘\“.u.do a . 2 3

: . ald e e e i A &, U a dinamiche
popolazione la cui valutazione diretta ¢ altrimenti difficile, Costosa e Sp v
4 € Spesso oneros: ¥ ;
S& per gli stessi

animali (e. g inanellamento, tracciamento radiotelemetricq). fornendo g
U0 alls o .
strumenti unici per lo studio di specie rare, elusive o vulnerabili (Laber) e e
SUCTICL ¢ 100
Bruford. 2009). 11 progresso tecnologico ha reso possibile, g partire daol; e 1999. -
X agl annj 'gQ. la condu;



analisi genetiche a partire da materiale biologico rinvenuto in campioni non-invasivi come feci

iume, peli, gusci d'uovo (etc.). riduce .
penne/p peli, gusci d'uovo (etc.), riducendo ulteriormente lo stress indotto agli oggetti di

studio.

Attualmente, le analisi genetiche sono incentrate su tratti comuni della sequenza nucleotidica, di

dimensione relativamente breve rispetto all'inte scals 4 : . 4 ;
ente breve rispetto all'intera molecola di DNA, la cui posizione all'interno del

genoma ¢ nota e che forniscono adeguati parametri di confronto intra- ed interspecifico (marcatori

genetici o molecolari). La maggior parte dei marcatori molecolari impiegati in genetica di

conservazione appartiene alla categoria dei loci neutrali che, non essendo soggetti all’azione
specifica della selezione, riescono a fornire un quadro complessivo della variabilita genetica globale
della popolazione oggetto di studio, della sua struttura sociale. delle sue dinamiche riproduttive ¢

degli eventi demografici.

Al fine di aumentare il potere statistico delle analisi, si & andato progressivamente affermando un

approccio basato sull’analisi di piu loci neutrali. Beaumont e Bruford (19298) hanno espresso questo

approccio in maniera particolarmente elegante:

“Mutation act as spotlights illuminating certain parts of a tree, and Jrom this we try to infer its
shape. Clearly, there are many veils that separate the genetic data Jrom the underlying history of
the populations. [...] In particular, selection will also be a powerful force affecting the shape of
genealogies. However, once again, by studying many loci we may hope to disentangle selection
Jfrom demographic effects. In particular, the demographic history experienced by each locus is the
same, and therefore neutral loci should tell a consistent story”. (pp. 173-174)

1.4.1 mtDNA (D-loo

Il DNA mitocondriale (mtDNA) dei vertebrati ¢ una molecola circolare relativamente piccola (16-
21 kb), compatta e ad organizzazione aploide, trasmessa prevalentemente per linea materna
(Lansman eral. 1983) e collocata al di fuori del nucleo cellulare, nei mitocondri. L'abbondanza
rispetto al DNA nucleare (Clayton. 2000) ne rende l'estrazione e l'analisi relativamente semplici,
mentre per il tasso di evoluzione (fino a 10 volte maggiore rispetto al DNA nucleare a singola copia,
Brown er.al. 1979) e l'apparente mancanza di ricombinazione meiotica (Avise et.al.. 1979-1987;
Moritz et.al.. 1987) assume le caratteristiche ideali di un unico locus aploide altamente polimorfico.

Nonostante alcune caratteristiche siano state messe in discussione da evidenze di una componente
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n neutrale, hitchhiking genice

paterna (paternal leakage) (Alexander et.al.. 2015), evoluzione no 1
ne), il mtDNA resta ur

difformita nel tasso di mutazione (e.g. Galtier er.al.. 2009 per una rivisitazio
gli studi filogeografici (Ha

tre varia la disposizione dej

Desjardin e Morais ( 990)

marcatore molto efficace per I’identificazione tassonomica €
Sbordoni. 2009). Il contenuto genico & identico in tutti i vertebrati, men
loci (Quinn. 1997); negli uccelli la prima sequenza ¢ stata pubblicata da
€ mostra una disposizione genica unica fra i tetrapodi € conservata: com
22 tRNAs, 13 enzimi (Randi e Lucchini. 1998) ¢ la regione di controllo (C

nucleotidica di circa 1 kb non codificante in cui si trova l'origine di replicazione di uno dei filamenti

della molecola e I'origine di trascrizione di entrambi (Clayton. 1992).

prende i geni per 2 rRNA;

R), una sequenza

>

!
|
|
|
|

CSB1 .-w-__ht](NAn¢

ETAS
IA 1B 11 - Central II1 - CSB

Figura 1.11: organizzazione della D-loop nei galliformi (modificata da Randi Lucchini. 1998). LSP, HSP=promotori
dei filamenti H e L-; CSB —blocchi di sequenza conservati del dominio periferico; Ou=origine di replicazione del
filamento H; C. D, E, F=blocchi di sequenza conservati del dominio centrale; R1I=VNTRs del dominiol: ETAS I-
2—extended termination-associated sequence

Durante le prime fasi della replicazione, in conseguenza dello sviluppo del filamento leading € in

associazione con €sso, i due filamenti si discostano formando una deformazione strutturale

chiamata “displacement-loop” (D-loop) (figura 1.11), comunemente considerata la regione piu

variabile all'interno del mtDNA (Cann et al.. 1987). Sbisa et.al. (1997) distinguono un dominio

centrale piu conservato affiancato da due regioni periferiche ipervariabili, la cui lunghezza
’ o

eterogenea a livello inter- ed intraspecifico € dovuta probabilmente a slittamenti della polimerasi

durante la replicazione di VNTRs (Fumagalli er.al.. 1996), osservati soprattutto nel it dominio

1.4.2 Microsatelliti

Sono tratti di DNA nucleare formati da ripetizioni di un breye motivo nucleotidi (da 1 6
eotidico (da 1 a

co-dominanti, altamente polimorfici con tasso di
§ i

sono ' i -10°
mutazione di 107°-10

nucleotidi):
e/locus (M Donald e Potts. 1997; Hancock, 1998) ed i diversi
/ : m— /ersi

Jonomeriche ripetute all'interno della sequenza

3 zion SR
/gencra alleli si distinguono per

il numero di unita n

3 - alleli & dovuta principalmente a djs ;

-sa di nuovl 4 Rohmsi i ‘

[La compal zioni della polimerasi durante la
15



replicazione (“slipped-strand mispairing”, Levinson e ( iutman, 1987; Wright ¢ Bentzen. 1994;

O
=4
¥ 48 L

Hancock. 1998) (figura 1.12). Dato che le mutazioni piu freque

B

nti all'interno di un locus ripetitivo
riguardano un singolo motivo (Weber e Wong, 1993: Slatkin, 1995), secondo il modello di
mutazione graduale di Kimura e Ohta (1978) le variabili alleliche di dimensione simile sono
filogeneticamente affini (Mc Donald e Potts, 1997).

La quantita di microsatelliti contenuta nel DNA ¢ specifica e nessun genoma analizzato fino ad ora

ne ¢ risultato privo, sia per loci codificanti dove possono ricoprire un effettivo ruolo come substrato

evolutivo (Kashi et.al., 1997; Sawver et.al., 1997: Kashi e Soller, 1

998) che in loci non codificanti.

(a) Increase in repeat length (b) Decrease in repeat length
1 2 3 4 1 2 3 4
Initiation
1 2 3 4 5 6 b4 e 9 10 1 2 3 4 o 0 7 8 G
4 4
3 3
S e B I e
Dissociation
1 2. -3 4 5 & 7. 8 9 10 1 23 4 5 9. 480 ¥ 4
3
1 et
2 4 Rehyt::(;zatton 1 2- 3 ¢
1.2 % 48 & PN ¥ W  Wwegmen 1 20‘4 B oaBioys gt ey
3 } 3
1 204 5 5 7 b 8 0 1y Termand
g is a different -1>—2->3 S e L
length to the = <t
TR T R R T IR ekl 12@4 R T e R T

Figura 1.12: modello di mutazione per slittamento. Tratta da Ellegren (2000)

Date la versatilita e l'alta specificita dei microsatelliti e la relativa facilita di distinzione (per
dimensione) dei diversi alleli, il loro utilizzo come marcatori molecolari é diffuso e comprende,
oltre agli studi di popolazione, le analisi di parentela e paternitd (e.g. Blouin et al., 1996),

l'identificazione individuale in ambito forense, la definizione di pedigree familiari, gli studi di

popolazione a piccola scala (e.g. Bowcock et.al, 1996) e il monitoraggio di specie rare, potendo
consentire il tracciamento individuale degli esemplari (tagging genetico) (e.g. monitoraggio

genetico dell'orso).
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2. MAmmAuEMEmm
2.1 CAMPIONAMENTO

de Scridel (dottorando presso il MUSE) e >
Genetica di Conservazione

Il metodo di campionamento ¢ stato indicato da Davi

trattamento dei campioni da Barbara Crestanello del Gruppo . -.:
L i Edmun

Dipartimento di Biologia ed Ecologia Molecolare (GC-DBEM) della Fondazione M ¢

(FEM), mentre il campionamento & stato eseguito da me € Piergiovanni Partel.

Utilizzando il programma QGIS 2.0.1-Doufour all'area di studio ¢ stata sovrapposta una griglia di
punti georeferenziati distanti fra loro 100 m. I transetti sono stati impostati lungo le rette
direzione N-S od E-O passanti per i punti, assecondando l'orientamento delle curve di livello do

possibile, quindi suddivisi in 10 zone a direzione omogenea, ognuna percorribile

approssimativamente in una giornata ed identificate con numerazione progressiva (figura 2.1).

S

\
N

72
g7

23




per affinare il successo di campionamento alla popolazione presente, includendo le migrazioni
temporanee dai territori adiacenti, ogni zona ¢ stata percorsa 5 volte. mantenendo al pill possibile

I'ordine di percorrenza per ottenere dei parametri fra loro uniformi (vedi allegato IT)

Per fornire un riscontro su campo dell'inizio e della fine dei transetti, in corrispondenza od in
prossimita del punto ¢ stato applicato dove possibile del nastro da cantiere (che ¢ stato rimosso nel
corso dell'ultima uscita). Nel corso del campionamento la direzione ¢ stata mantenuta con 'ausilio

dello strumento GPS e di una bussola.

Ad ogni uscita sono stati registrati per
tutti i transetti l'ora di partenza e l'ora di
arrivo, lo sforzo sostenuto dall'operatore e
la copertura nevosa media. Tutti i dati
sono stati inseriti nella scheda in allegato.
Per ogni campione rinvenuto si ¢
proceduto alla marcatura GPS delle
coordinate con lo strumento orientato

verso N ad una distanza di 10 cm (figura

2.2), alla registrazione su scheda cartacea

Figura 2.2: geolocalizzazione e raccolta dei campioni

dell'identificatore (ID) campione, dei
fattori ambientali nel raggio di circa 10 m (stimati empiricamente, vedi allegato ), allo stoccaggio

in provetta (Sarstedt 15 cl) ed etichettatura del reperto. La raccolta comprendeva tutti i frammenti

rinvenuti, per evitare di ricampionare lo stesso indice di presenza nelle uscite successive.

Al fine di ridurre la contaminazione per contatto del campione, quando necessario per la raccolta e

lo stoccaggio sono stati utilizzati pinzette (sterilizzate con ipoclorito di sodio e pulite con alcol) o

O

guanti monouso. In attesa delle analisi di laboratorio i campioni sono stati conservati a -20°C.

[l periodo di campionamento si € protratto dalla messa a punto dei transetti (22 Dicembre 2015) al

29 Aprile 2016; in caso di nevicate le uscite venivano rimandate di almeno 3 giorni, per permettere

la deposizione degli indici di presenza.

18




2.2 ANALISI GENETICHE DI LABORATORIO

ono svolte

ik et manipolazione dei campioni e di elaborazione dei dati si s

laboratori del gruppo di Genetica di Conservazione (GC-DBEM) presse la sede FEM di Se
Michele all'Adige. ‘

Per la tipizzazione dei campioni sono stati amplificati tramite PCR (Polymerase chain reaction) ed

in seguito analizzati i seguenti marcatori molecolari: un frammento di 449 bp della D-loop.

mitocondriale per ottenere un inquadramento filogeografico degli individui; un locus nucleare per la

determinazione del sesso; 12 loci microsatellite nucleari per la distinzione degli individui

campionati.

Per diminuire la probabilita di contaminazione incrociata i processi di estrazione (pre-PCR),

preparazione della miscela per I'amplificazione e reazioni post-PCR sono stati svolti in settori del -

laboratorio fisicamente separati, forniti di strumentazione dedicata e deputati alla conservazione €

manipolazione dei campioni durante le varie fasi.

Le amplificazioni sono state realizzate utilizzando la Taq polimerasi termostabile GoTaq" G2 Hot

Start (Promega) (tasso di replicazione 1 kb/min circa), con il relativo tampone (5X GoTaq" Flexi '
Buffer) e MgCls 25 mM. Questa polimerasi richiede una attivazione iniziale di 2 minuti a 95°C,

permettendo di limitare le possibili amplificazioni a-specifiche a temperature inferiori (e.g.

dimerizzazione degli inneschi).

In tutte le amplificazioni € stato inserito un controllo negativo (K-) contenente solo i reagenti. E

stata utilizzata acqua ultrapura Milli-Q® (Merck Millipore™) e termociclatori Veriti™ Thermal

Cycler (Applied Biosystems™).

2.2.1 Estrazione del DNA

. . .ooe/niume raccolto (09816 il protoc Sy e L :
Per I'unico campione di penne/piume racttis ) il protocollo seguito ed i reagenti utilizzati

inclusi nel QlAamp”

pz\‘dcllu di

) DNA Mini Kit (QIAGEN®). Sono stati utilizzati 20 mg dei calami
sonc ]
i estrazione. Un'aliquota di 25 pL & stat:
sitenendo 360 pL ai e s aliquota di 25 pL ¢€ stata prelevata e conservata in
t-cross degli inneschi € le success

- g __ __~~odere CON | [ESi-L i\'car}’d." : s . :
frigorifero pef proceaess: S5 lisi, mentre la rimanenza

(

nceTVala |
SCIyYaias =

S
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Per l'estrazione da feci € stato in prima istanza testato i protocollo sviluppato per il progetto
MAZEROE (Orusa eLal.. 2015) a partire dal protocollo Mag-Bind® Stool DNA 96 kit per
KingFisher™ Flex (Omega bio-tek). Nella piastra di estrazione sono stati inseriti 8 controlli negativi
(soli reagenti), che sono risultati contaminati da 7. honasia in seguito al loro sequenziamento. Si &

quindi deciso di scartare il materiale ottenuto e di procedere con un nuovo protocollo

Per le estrazioni successive € stato utilizzato il kit E.Z.N.A.* Stool DNA-Human DNA Detection
Protocol (Omega bio-tek), utilizzando circa 100 mg di campione e risospendendo il DNA in 200 ul
di Elution buffer. Rispetto al protocollo suggerito dal produttore i seguenti accorgimenti accessori
sono stati seguiti: al punto I, campione ed SLX-Mlus buffer sono stati omogeneizzati manualmente
tramite bacchette batteriologiche; al punto 8 sono stati trasferiti 1,2 mL di surnatante anziché 600

uL; al punto 35 I'incubazione a temperatura ambiente della colonnina ¢ stata protratta per 5' anziché

per 2'.

Le centrifugazioni sono state effettuate a 9000 RPM (provette da 15 mL) e 14000 RPM (tutti gli
altri passaggi). Si ¢ proceduto ad estrarre 11 campioni per volta, includendo una provetta di

controllo negativo contenente i soli reagenti.

2.2.2 Sessaggio e D-loop

Per la determinazione del sesso ¢ stato amplificato un introne del gene CHD, che presenta un
polimorfismo di lunghezza nei cromosomi sessuali (W e Z) a cui ¢ vincolato, utilizzando gli
inneschi universali 1237L (5'-GAG AAA CTG TGC AAA ACA G-3") e 1272H (5'-TCC AGA ATA
TCT TCT GCT CC- 3") (Kahn et._al. 1998) secondo il protocollo indicato in tabella 2.1.

REAGENTI (uL)

SESSAGGIO

PROFILO TERMICO

54°C

M°C 30" 94°C 30" 94°C 30" 65°C 2
58 ss.58°C I 59°C 30

| 9°C 130"

SN | 8¢ w10t 65°C__ 1'10°
Tabella 2.1: protocollo di amplificazione per il sessaggio. I vari passaggi del profilo termico sono necessari per I'
amplificazione dei due alleli differenti nel sesso eterozigote

Il prodotto di PCR & stato analizzato tramite elettroforesi capillare utilizzando lo strumento
QIAxcel® DNA Fast Analysis (Qiagen®): per il sesso eterozigote (femminile, ZW) I'amplificato
determina due bande di 274 e 234 bp, mentre per quello omozigote (maschile, ZZ) una banda

singola di 234 bp (figura 2.3).
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s e 1 rroferogramma corrispondono alle
]:’}:ét;r;a 2.3 visualizzazione di elettroforesi capillare. A destra, i dz.le. picchi del! 'e';ellrofe rogram I
due bande ottenute per un individuo femminile.

Il frammento ipervariabile adiacente al locus tRNAglu della D-loop mitocondriale ¢ Sty
amplificato utilizzando gli inneschi F esterno PHDL (5’-AGG ACT ACG UGTLEOA A0 S _
(Fumihito et.al.. 1995) e R interno PH-H521 (5’-TTA TGT GCT TGA CCG AGG AAC CAG-37) '2

(Randi e Lucchini, 1998) (Tabella 2.2).

l 0,5 16 l l I : [

Tabella 2.2: })7?5102-'0'110’ Lﬁ"dhmi(ﬁcia:i()ne della v[)—[()()pMII;)C()II;’II(I/L’

In presenza di un amplificato di qualitd e quantita adeguata, determinata tramite elettroforesi
capillare, si ¢ proceduto alla purificazione dei prodotti tramite protocollo ExoSAP-IT® (USB

Corporation-USA) secondo i parametri indicati in tabella 2.3. || protocollo provvede all'idrolisi

degli eventuali frammenti genomici alieni e la rimozione dei gruppi fosfato dei dNTPs residuali per

mezzo degli enzimi esonucleasi I (EXO) e fosfatasi alcalina (SAP, Shrimp Alkaline Pho sphatase)

REAGENTI (pL)
Amplificato | ExoSAP ’
3rC 15 I

5 l 2 80°C 15" Fl

Tabella 2.3; });})Iubfblli(r)i zl;irﬁlrlr;';ﬁca:

PROFILO TERMICO

LxoSAP

ione con ExoSAp

Meta del prodotto purificato, miscelata con | ML di innesco 39

: g s MM e diluit i
ultrapura, veniva quindi avviata in piattaform P e

adi S€quenziamentq



2.2.3 Microsatelliti

Per valutare la possibilita di amplificazione eterologa dei loci microsatellite si & proceduto al test-

cross dei seguenti inneschi: TUTI, TUT2 e TUT3 identificati per Tetrao urogallus (Segelbacher et

al..2000), BG4, BG6, BG15, BG16, BG18, BG20 identificati per Tetrao tetrix (Piertney e Héglund.
2001), ADL142, ADL184, ADL230 (Cheng ¢ Crittenden, 1994) indentificati per Gallus gallus. La
maggior parte degli inneschi erano gia stati utilizzati dal gruppo di Genetica di Conservazione per
campioni non invasivi di altri tetraonidi (gallo cedrone, gallo forcello, pernice bianca), ed alcuni

utilizzati su campioni invasivi di francolino di monte in Sahlsten et.al. (2008), Rutkowski et.al.

(2011-2016), Rozsa et.al. (2015).

poAS

RANGE DI AMPLIFICAZIONE

TUTI  |6FAM-GGTCTACATTTGGCTCTGACC ATATGGCATCCCAGCTATGG (CTAT),,
nn Eacmcmcntmum [TTCAAAGCTGTGTTTCATTAGTTG g ) e L
TUT3  [PET-CAGGAGGCCTCAACTAATCACC (CGATGCTGGACAGAAGTGAC (TATC),, 8 100 120 M40 180 180 200 220 240 280 280 W0 320
BG15 IC-AAATATGTTTGCTAGGGCTTAC 'ACATTTTTCATTGTGGACTTC (CTAT), ¢
8G16 Frm-cmmcmcremmmm [TGCTAGGTAGGGTAAAAATGG €A | mex2 ‘IIII—A—— e TR
8G18  PET-CCATAACTTAACTTGCACTTTC ICTGATACAAAGATGCCTACAA (CTAT),, 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 00 3O 0 360
[ ADLI42 [PET-CAGCCAATAGGGATAAAAGC CTGTAGATGCCAAGGAGTGC (ca), . TR
| ADLIS4 |NED-GCCTCCTCACCCACAAAACC TCAGTAACACCACGAATGCC (cA), wxs < BR—
| ADL230 |PET-GCCAAATAGTAATCCACTGC 'TCGCTCTTGCCATTGTAAGT (TG),, 6 80 100 120 140 160 180 200 220 240 280 280 00 |
| BG4  |NED-ATTCATCAAGTTGGCTTTGGA TCAAGTCTTTTGGGGTGTCATAG (GATA) o= —_—
| BG6  PETAAAGAGGCAAGCACTCACAATG (CCCTTGGAATATCCTTTAACAAAAC BL o R e e '¢3
AM-AAGCACTTACAATGGTGAGGAC _[TATGTTTTCCTTTICAGIGGTATG (GATA), ® 100 120 M0 160 180 200 220 0 260 280 00 B0 M0 W0 |

7?512)00//(1 2.4: a sx: sequenza degli inneschi utilizzati nella tipizzazione, _ﬂzléz'ocr'nrn(; sequenza ripetuta. A dx: range di
amplificazione dei primer (il colore del tratto é quello reso dal fluorocromo)

Per consentire la discriminazione dei frammenti su sequenziatore automatico gli inneschi F

utilizzati sono stati marcati all'estremita 5' con fluorocromi della Matrice G5 (6-FAM™, VIC®,

PET® o NED™, Applied Biosystems™). Dopo aver scartato i loci meno variabili (BG10, BG19,

ADL257, LEI098) e quelli che hanno presentato difficolta di amplificazione (TUT4, BG12) sono

stati definiti, in base alle condizioni di reazione necessarie all'appaiamento degli inneschi e al

rispettivo range definito (Figura 2.4), i protocolli per le amplificazioni multilocus (MPX)

rappresentati in tabella 2.5.

PROFILO TERMICO

REAZIONI REAGENTI (pL)
[‘ DNA
MPN I Sl 80 S
[
DNA
MPN\ 2 b - A 4 !
395 | 2 | o8 | 015 | 015 | 015 0,2 0,2 1 0,25 9 J' 1
,,7,‘ - _———————— - S e e T 77777 — — e ————
ik ADL142 ADL184 ADL230 aNTPs| g | Mix | DNA
MPA 3 | F R F R F R
TR 017 | 017 | 015 | 015 0,2 0,2 1 0,25 9 l 1
ey T 4
H20 | Buffer | wecs i | oo pow dNTPs| Taq | BSA | Mix | DNA | 94°C 30"
| F Bl ¥ R F R 58°C 30" xS0
R Pt Z 45"
asr | 2 08 | 012 | 012 | 015 | 015 | 012 | 012 1 025 | 0S5 9 T o i

Tabella 2.5: protocolli definitivi perle amplificazioni multilocus
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Figura 2.5: visualizzazione dei microsatelliti su
GeneMapper®: esempi di sbilanciamento e drop-out
allelico in due eterozigoti ai loci BG16 (sx) e BG4
(dx)

A\ Gheleﬁréfemgmmml_,._u :

e corretti manualmenﬁe tramite 11 prog
GeneMapper® 5. | e ('Appiled Bmsystem )
consentendo la genotipizzazione dei campioni. Per ,
diminuire l'influenza di alleli falsi, nulli e di dropo
allelico i marcatori microsatellite sono stati
amplificati e tipizzati pit volte (approccio multi-tub j
Taberlet etal. 1996), fino ad ottenere quattro

conferme per gli alleli omozigoti e due per quelli

eterozigoti (vedi figura 2.5).
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2.3 ANALISI STATISTICA DEI DATI

Le analisi statistiche sono state svolte considerando gli animalj campionati come appartenenti ad

un’unica popolazione.

La diversita genetica mitocondriale ¢ stata stimata con il programma Arlequin (Excoffier et.al.

2005), utilizzando diversi indici statistici. Per ottenere un inquadramento filogenetico & stato

generando un cladogramma neighbour-joining (NJ) secondo il modello di sostituzione nucleotidica

a 2 parametri di Kimura (1980). La robustezza del cladogramma & stata testata generando 1000

pseudo-repliche di bootstrap (Eelsenstein, 1985).

Tramite PopArt ¢ stato generato un network median-joining (Bandelt et.al.. 1999), che offre una

maggior definizione delle distanze genetiche a livello intraspecifico.
Presupponendo un'alta affinita genetica all'interno della popolazione campionaria, per ottenere una
maggior risoluzione degli aplotipi il parametro € (epsilon), che regola le distanze genetiche minime

fra cui generare il reticolo, ¢ stato impostato a 0.

La correttezza della genotipizzazione ¢ stata valutata con MICRO-CHECKER (Van OQostrehout

etal. 2004). T genotipi considerati tipizzati sono quindi stati sottoposti ad analisi con GenAlEx 6.5

(Peakall e Smouse, 2012) per essere ricondotti agli individui di provenienza. Oltre ai dati relativi

alla resa dei microsatelliti sono stati estrapolati gli indici di eterozigosita osservata (Hoss) € attesa

(Harr), il coefficiente di inbreeding (Fis) e la deviazione dall'equilibrio di Hardy-Weinberg per

ciascun locus.

Per ottenere una rappresentazione grafica della distanza genetica fra gli individui ¢ stata effettuata
un'analisi fattoriale delle corrispondenze (Benzécri. 1973) con il programma Genetix (Belkhir et al.,
1996-2004).
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3. RISULTATI

3.1 CAMPIONAMENT

~ 1 In 48 giornate di campionamentq song
stati raccolti 132 campioni fecalj (1313
prima uscita, 42 la seconda, 21 |4 terza,
35 la .quarta ¢ 21 Ia quinta), |
campione di penne e piume (la quartg
uscita), ed effettuati 3 avvistamentj (1
la quarta e 2 la quinta uscita). Altri 1]
campioni fecali sono statj

raccolti

durante la fase di messa g punto

precedente al  campionamento ed

oy inclusi  nelle analisj genetiche, |
@ SECONDA ‘
® T | richiami territoriali sono stati frequenti
@ QuARTA |
® qunta . durante tutto ] periodo, ed in circa un
O occasionau | |

—— | quarto dei casj
>genda). 7[1(;(;1 . S

r richiz
zone a prato/pascolo,  PYOVOCazione con richiamo

rispondevano ad una
F i:qu;d 3.1 E&/??})ic?ni?ﬁx;azlli, distinti per uscita (inl

: i nell's ; ustico.
risultano sovrapposti nell 'immagine. In nero le acus

I 77% dei campioni ¢ stato rinvenuto in presenza dj co

pertura vegetale >50%, ed il 76% in

estale fornita dag

ambiente caratterizzato dalla presenza di strutturazione for

i stadi giovanili di P
abies (spessaia, novellame campione (7] [5) ¢ stato raccolto in

a 15 m dal bosco,
trovato all'interno dji spessaie trattate (Figura 3

0 rinnovamento). Soltanto |

assenza di copertura vegetale, a distanza di circ

mentre nessun campione ¢ stato

Figura 3.2: spessaie

Non trattata (g gy




[l La fre za dei ritr { 3 :
.«i 4 'requenza dei ritrovamenti & stata maggiore nelle

aree con popolamenti vegetazionali eterogenei e con
abbondanti ecotoni. |a cui presenza nell'area
campione ¢ legata alle formazioni forestali recenti
(peccete in successione e secondarie) e alle zone di
interfaccia fra bosco e zone prative, ¢ che forniscono
importanti fonti di cibo invernale per il francolino di
monte  (principalmente nocciolo, sorbo degli
uccellatori e biancospino). Nelle zone in cui la
popolazione forestale & rappresentata principalmente
da abete rosso (abietete dei substrati carbonatici) la

resa del campionamento ¢ stata inferiore, aumentando

con la presenza del faggio, i cui germogli

/”iglh‘u 3.3: morfologia eterogenea dei campioni
Secali raccolti

rappresentano un'ulteriore fonte alimentare.

D C W PRATOPASCOLO

di campionamento e tipologie vegetazionali. In rosso i campioni

" Figura 3.4: area studio suddivisa per Junpram rsante O della val Pradidali; B=bosco misto a prevalenza di abete
rinvenuti. A=basco a prevalenza di abele rosso, ve eta a S dei prati Fosne; D= ecotono a corileto in

: . jana; C=piceo-fagg y b b
rasso, abete bianco e faggio in localita Sor@mmabe‘;e biﬁnca' F~—pecceta in successione a lariceto in localita Rodena

localita Zaw1; E=bosco a prevalenza di faggio €
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3.2 ESTRAZIONE DEL DNA E

ca. Per il campione

¢ ed analisi geneti

gico, si & utilizzato il prodotto di estrazione

essive amplificazion
frammento mitocondriale ¢

Y . S t
11 71% dei campioni raccolti sono stati sottoposti ad estrazion

05316, non avendo piu a disposizione materiale biolo

inizialmente ottenuto con protocollo per KingFisherTM. Le succ
degli estratti) il

ze ottenute con quel

getto di studio ¢ stata

i non hanno dato

segnali di contaminazione. Per 93 prodotti di PCR (92%
le depositate

stato sequenziato con buon esito; confrontando le sequen

utilizzando BLAST® (Zhang et. al. 2000) ’appartenenza alla specie 08
confermata per la totalita dei campioni. Il sesso ¢ stato determinato in 76 campioni (I'82% dei

positivi al mtDNA, il 75% dei campioni estra

tti), di cui 44 sono risultati maschili e 32 femminili.

neschi BG6 ¢ BG20 sono risultati amplificare lo stesso

In seguito all'analisi dei microsatelliti gli in
tanza che intercorre fra le regioni di

sultavano reciprocamente traslati della dis

locus, i cui alleli ri
BG20 ¢ stato percid rimosso dal set,

appaiamento dei rispettivi primers. Il primer proseguendo

|'analisi su 11 marcatori nucleari.

Jati al DNA mitocondriale e ad almeno 7 loci microsatellite (nel riquadro

I 46 campioni sessati, tipiz

3.5) sono stati utilizzati nelle successiv

1 = D-LOOP(17) = D-LOOP+SESSAGGIO (76) mESCLUSI (lﬂ

in figura e analisi statistiche.

9,2%
’ 7,8%
A% | 77" 8,6%
¥
3,9%

7
9
6,6% 5.3%
3,9% ! \
1,3% 1
S 00% 1
N° MICROSATELLITI TIPIZZATI —t

(o w1(6) #3(N 36 B4E) WA RI10) N7 mo @) mo @) w10 () w1 29)

et

Figura 3 5- resa di eslrazione per 864408510 6 D-loop (in alto) e per loci microsatelliti (i :

s riguadro Ja porzione dei campioni considerali tipizzati). In didascali sate liti (in basso;
numero di campioni rappresentati nei grq ﬁ“j ia, fra parentesi, il

a7

9,2%







Utilizzando FaBox (Villesen. 2007), le sequenze identiche SO

gli aplotipi

0
[ |Bb11L
Bb110
H27
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4 svd552

F1752435

—H26
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H12
$9L—H31

svd310
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—A17

I.
3
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=
A
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)
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»
—
o

+—Bbl108

Bbl12
Ald
‘—'|,‘ AlS
“ AlG

—Bb102

A2
—AS
A6

57
L H33
%
id "V
A7

I"igiu'u 3 7: cladogramma neighbour joining
ottenuto analizzando gli aplotipi rinvenuti nel
studio (evidenziati) con quelli depositati

s

aroun
0.01

prescnle

A}:5324|8.l-AF532420.I: Shen et al., 2010, a.n. FJ752435.1- Rutl

di riferimento ottenuti dalla banca

3.3.1 mtDNA

no state collassate ¢ confrontate con

dati GenBank®. I 31 individui tipizzati hanng
a -

iportato  due aplotipi depositati rinvenuti nell'area
ripo &

carpatica della Polonia meridionale (aplotipi H10 e H13,

Wz). Fra questi, le sequenze

attribuite a 6 individui hanno riportato una base ambigua
(Y) alla posizione 165 del frammento, risultando tutte
equamente compatibili sia

I’aplotipo  Bb113, anch'esso rinvenuto
t. al.. 2016). Non avendo riscontrato la

con l'aplotipo H13 che con

in Polonia

(Rutkowski e

presenza di quest’ultimo nei campioni analizzati finora,

per I'analisi delle frequenze questi individui sono stati
ricondotti all'aplotipo H13. I due aplotipi differiscono
per una mutazione (transizione) alla posizione 179 del
frammento: la diversita aplotipica (/) & risultata pari a
0,45, la diversita nucleotidica (7)) di 0,0020 e gli alleli
sono presenti alle frequenze di 0.68 (H10) e 0,32 (H13).
All'interno del campione ¢ stata inoltre rilevata una
sequenza non depositata, gia rinvenuta nel Trentino
durante il CEDRO-GEN;

occidentale progetto

trattandosi di campioni non ancora tipizzati ai
microsatelliti, l'aplotipo non rientra nelle analisi di
frequenza ma ¢ incluso nella ricostruzione filogenetica

con il nome Bbnsl.

Utilizzando CLUSTALX 2.0 (Larkin ez, al.. 2007) si &

proceduto ad un allineamento delle sequenze rinvenute
con quelle depositate in GenBank® (Baba er. al., 1997

-non pubblicato-, a.n. AB006674.1; Lucchini et. dl.
2001, an. AJ297155.1:

2002,

Drovetski. a.n.

LKOWSK1 ef

al.. 2012, an.




JN935902.1-JN935922.1.: Rutkowski et al. 2016, an. KU756240.1-KU756252.1; Riauba ¢

Butkauskas, 2012. a.n. JX971630.1-JX971650.1). La lunghezza dell’allineamento fra tutti gli

aplotipi & di 230 bp. Utilizzando il programma MEGA 5.2 (Tamura et. al.. 2011) & stato prodotto un
cladogramma neighbour-joining (figura 3.7), includendo come outgroup due sequenze ar X

sewerzowi (a.n. KJ997914, Li et. al.. 2014; AJ297156, Lucchini et. al., 2001). A parte la posizione

basale della specie cinese, gran parte dei nodi nella ricostruzione filogenetica non sono
statisticamente supportati, probabilmente a causa della presenza di numerose omoplasie (mutazioni

indipendenti allo stesso sito) e alla ridotta struttura geografica.

Utilizzando PopArt si ¢ quindi proceduto alla ricostruzione di un network di aplotipi (figura 3.8), un
metodo piu adatto allo studio di sequenze a livello intraspecifico. Come atteso, il network evidenzia
la presenza di numerosi loop (dovuti ad ambiguita associate a mutazioni ricorrenti), e la ridotta (o
assente) struttura geografica, risultando in un reticolo fitto in cui gli aplotipi sono in gran parte
interconnessi da sostituzioni singole, come gia riscontrato per la specie in Baba et. al. (2002) e in
Riauba e Butkauskas (2012). A parte il differenziamento del Giappone (un aplotipo molto
divergente), i campioni provenienti dalle altre regioni si distribuiscono in maniera abbastanza
omogenea in tutto il reticolo. Gli individui tipizzati in questo studio rappresentano forse I'unica
eccezione: a causa della loro ridotta variabilita (solo due aplotipi presenti) si localizzano tutti in una
specifica posizione del reticolo, insieme ad aplotipi polacchi. Il numero ridotto di popolazioni, e
soprattutto il forte sbilanciamento tra le dimensioni campionarie nelle diverse popolazioni, non

permette perd di escludere altre ipotesi.

B4
o ' o
HZ Bb104¢
B3 -
AB006674 oH33
KJ997914
H11 16 ‘
a s AJ297156'0
FJ752435
HallpE i o
“l -, ‘: e s
s @ Pxersm
H12 QO roLoNia
s @ uTuaNA
H31 @ russia
. @ GIAPPONE
st @ cova
RHNS1 O T sewerzows
Figura 3.8: network degli aplotipi. Nel quadrante in basso a sinistra, le sequenze rinvenute nel campione (in

rosso)
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3.3.2 Microsatelliti

e in tabella 3.2 §
. ssibile vedere In .
Le analisi sui dati microsatellite non sono ancora terminate, ma ¢ po

valori di diversita per locus e in media riscontrati finora.

—TF, |P-HWE| Sign. |
Locus Na Ho .. et ____lg,_ﬁ,,,--@ﬁ e
BG4 3 0,71 059 | 020 | 03 = g
BG6 6 0,83 078 | -007 | 0576 | T=
TUTI1 3 0,41 064 | 036 | 0038 |
TUT2 5 0,43 0,43 001 | 6139 ¢ 89 _
TUT3 4 0,65 0,64 _,:_9293__. “91922 i ) !
BG15 5 0,42 0,54 023 | 0363 .1 W _
BG16 9 0,92 0,84 0,10 | 0378 ns
BGI18 3 0,50 0,50 0,01 0960 | ns
ADL142| 4 0,64 0,67 0,03 0,322 ns
ADL184| 2 0,16 0,15 0,09 | 0,625 o
ADL230| 4 0,33 0,38 0,12 0,060 ns
media 4,36 0,55 0,56 0,03

Tabella 3.2: diversita genetica ai loci microsatellite. N=numero campioni tipizzati;
Na=numero di alleli; Ho=eterozigosita osservata; He=eterozigosita attesa; Fis=indice
di fissazione; P-HWE=probabilita di equilibrio di Hardy-Weimberg;
Sign=significativita deviazione HWE (ns=non significativo; *=significativo)

Il livello medio del coefficiente di inbreeding (Fis) ¢ praticamente pari a zero, mentre il livello di
eterozigositd medio (56%) assume un valore che, seppur non altissimo, non & sicuramente

preoccupante in termini di perdita di variabilita genetica attesa entro piccole popolazioni.




4. DISCUSSIONE E CONCLUSION]

[n questa tesi abbiamo svolto un campionamento non iny
lerminj conservazionistici non & chiara, principalmente a caus
COmportamentq ¢ che ne rende difficile sia il censimento che |
individuj. L'analisi parziale dei campioni raccolti (32% sul tot
Otltenere lumerose informazioni la cui valutazione risulta

agli anima; studiati, p

Invece premature riportare qui delle conclusioni.

La popolazione presente nell'

I sessi ¢ bilanciato (1,21) e non sembra al

considerato che la sua sussistenza

all'interconnessione degli ambienti fruibili, i

di elezione, tramite ecosistemi anche rist

rinvenimenti risulta essere di 200 m. circa, mentre ['area

individuale giornaliera disponibile (ID 16) misura 2,36 ha.

area campione risulta numerosa rispetto

asivo per una specie la cui situazione in
a dell'elusivita che ne caratterizza il
a distinzione ed il monitoraggio degli
ale dei rinvenimenti) ha permesso di
altrimenti dispendiosa e causa di disturbo

er alcune di queste (e.g. densita di popolazione, areale dj coppia) risulta

alle aspettative, i rapporto fra

momento particolarmente minacciata; va tuttavia
in quanto entita geneticamente coesa & vincolata
In particolare quelli caratterizzati dalle fonti alimentari

retti (“corridoi”) purché strutturati Soprattutto nella fascig
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D ID | APLOTIPO |SESSO DATA D ID | APLOTIPO [SEsso DATA
Individuo | Campione Campionamento | | Individue Campione Campionamento
1 00915 10 M 19/12/2015 06816 10 F 29/172016
A 01515 10 M 20/12/2015 17 07016 10 F 29/1/2016
09716 10 M 6/4/2016 08716 10 F 26/322016
. 02115 10 M 24/12/2015 R 07115 13 F 27/12/2015 |
09816 10 M 6/4/2016 07215 13 F 27/12/2015
" 02415 10 F 26/12/2015 19 07916 10 F 23/2/2016
5 02515 10 :; ;;/12/2015 a0 02715 10 M 28/12/2015
= 02615 13 /12/2015 08616 10 M 6/3/20
02816 13 M 17/1/2016 05816 13 M gsnrzo:g
7
23918 13 M 17/1/2016 21 05916 13 M 26/1/2016
= 03016 10 F 18/1/2016 s ol L I RS 13 M 26/322016
9 03116 13 M 18/1/2016 %0 00615 10 F 19/12/2015
_18/1/2016 | —aots | 10 |
10 03216 10 F 22/1/2016 e 001§ 10 F 27732016
= 03316 13 M 22/1/2016 |23 | 09216 10 F 29/372016
12 03416 10 F 22/1/2016 2 09116 13 M 29/3/2016
02215 10 M 26/12/2015 09316 13 M 29/32016
13 03516 10 M 22/1/2016 25 09616 13 F 6/422016
7 T 13 M 22/1/2016 |26 | 05016 10 M 24/172016
03816 10 E 22/1/2016 27 05416 10 M 26/1/2016
1s 04016 10 F 2212016 |[ a8 05716 13 F 2612016 |
04416 10 E 24/1/2016 B ous 45 M 21272016
16 04616 1 5 :4/1/20:: g‘l) 6'32512 5 2R ]
e Temm ; ype B by 2120
948 Tabella 4.1 individui tipizza; : i
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rispetto a quanto osservato 2 livello quotidiano ¢ fornito dalla femmina 17, il ¢ €rzo campione
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-SS€re stz : = ) e 1 Jis Y
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npnnte
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e ~ampic =z e f :
Figura4.1: ¢ }l"!- so0li individui, con le date di ricampioname
nti da sing : S
s durante una singola uscita, mentre le fr
<

‘ ; i | campioni
Jemmine). In tabella sono elencati i campm;
nto. I campionamenti cerchiati sono quelli effettua

provenie ecce in giallo indicano quelli succe

sSivi
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- porti ad una ridotta variabilita in

piccole aree geografiche; questa

forte struttura genetica su bassa
scala geografica (supportata dal
fatto che il francolino ha areali
piuttosto contenuti, come descritto
in precedenza), ma anche una
ridotta struttura e un livello ridotto
di variabilita a scala geografica
maggiore (per esempio, le Alpi),
idcvc essere verificata con ulteriori

studi.

In ogni caso, ¢ importante anche
considerare il fatto che le prime

alisi  effettuate  sui  loci

ipotesi, che pud implicare una |

I livello di variabilita genetica al o e TRE h “
: " ) Lituania 51 21 0,93 0,040
Marcat p—————— == - — o ot R IR puths S
atore mitocondriale, quando Polonia (NE) 77 1 0,84 001
Confrontato con altre aree _ Polonia (S) e B o R 0,005 |
europee  (tab ' . __Qst. studio 31 2 0,45 0002 |
-p (tabella  4.2), risulta Tabella 4.2: diversita al marcatore mitocondriale confrontata con studi
sensibilmente inferiore. La analoghi in letteratura
dimensione  cam jonaria, map——7——7T— G S T
“ ’ N Na H,. H, F,
| Soprattutto  ’area  geografica Svezia 613 10,50 0.47 0,163
£ L) £
. molto ridotta del campionamento, | PL (NE) 77 8,00 0,58 0,50 | 0,141
' (el g PL (S) 41 7,25 0,66 0,64 0,052
| Potrebbero  spiegare  questo F(JuraN)| 28 624 | 064 | 0,59 0,070
risultato. E possibile infatti che la F (Alpi N) 20 4,40 0,53 0,48 0,099
| frammentazione dell lazioni |F (Alpi S) 83 3,48 0,44 0,40 0,077
| P RSP |Gt sndiel:. B8 436 | 056 | 055 | 0,025

Tabella 4,3: diversiia ai marcatori microsatellite confrontata con studi
analoghi in letteratura

Figura 4.2: confronto fra distanza genetica ricavata con Genetix e la
distribuzione geografica dei campioni tipizzati

34

;f icrosatellite escludono forti riduzioni di variabilita genetica al DNA nucleare nella popolazione
; el PNPPSM, tali da far pensare a rischi genetici. Se confrontata con altre aree geografiche (tabella
4.3), gli indici di diversitd a questi marcatori assumono valori comparabili. La ridotta variabilita al
DNA mitocondriale potrebbe far pensare ad un effetto di deriva genetica recente che, come previsto
dalla teoria, tende a manifestarsi pil intensamente sui marcatori del mitocondrio rispetto a quelli del
sucleo. Anche questa ipotesi verrd considerata in dettaglio in future analisi.
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ALLEGATO I — Scheda campioni

X pred or | c.\z* Pa Aa | Ld ALTRO m
! N E —— # « 6 - " mugo
| e . 5122704 | 720628 | 19/12/15 | FosdeTOm(VP) | E |RC | 40 ] : = . >
D‘l’.}t : - 5122522 | 720628 | 19/1: PemdiPeiiVE) | E (RE . N 3 : 3 % 3 i )
|-g991s | . > 5122532 | 720620 | 19/12/15| PimdeiPezri(VP) | E | RC | 70 i : . . .
01015 | - 5122529 | 720625 | 19/12/15| PimndeiPezi(VP) | E | RC.| 80 : & 3 . s E
| o1213 | - 3122550 | 720614 | 19/12/15 | Pian dei Pezi (V.P) E [RC.|] & : £ - i - E
901315 | - 5122582 | 720609 | 19/12/15| Pian dei Pezi (V.P) o] s . - . = E
. SM415 | . - 5122479 | 720810 | 19/12/15| Pian dei Pexi (V.P) RC.| 30 ar 2 3 : - - s
| 01515 | - 5121542 | 719898 | 20/12/15 Caora Bl W 1 : & - 1 o - |NNE| o
L 01615 | . - 5121244 | 719672 [20/12/15| __ Rodcna de sot RC. |20 a8 - r i - : NS
101715 | . - 5121231 | 719720 | 201215 Rodena de sot RC.1 % 16 : : : . ~ B ;
01813 | . | - 5122744 | 721020 | 21/12/15 Bosc dei Fontanazi (V.P. DS. | 20 Lr s — 3 :
21913 | 1 T 357.i% Tsimsie 720765 | 22/12/1S| PiandeiPezi(VP) | E |RC.| 20 2 - z -4 . SE >
oS L 3 T 4363 [5121m31 13071 Tomrans E |RC]| 95 L z : EWER OWEE B
92013 | 3 T 634 44d Tsi2iveo 720544 | 24/12/15 E IRC1 3 LY - 5 w6 §. 5 AR s °
0215 | S | 31622 |sianzee 719659 [26/12/15|  Rodena de sot E |RC1 2 10 s A : = -
9015 | 5 T 63162 Tsianm 719579 | 26/12/15 Rodena de sot E |[RC| 20 ) : 1 ) - : - S
&L“L% 5121360 | 719517 | 26/1215 Rodena de sot 3 IRCI W < - 3 = . . . 2
L OB15 | 3 1505516 Tsinnes: 719569 [27/1215| __ Bosco Cimerlo g IRCT = ] - 7 - - & 2
22613 | 5 1™ 505516 Tsiaieas 719593 | 27/12/15| __ Bosco Cimerlo E |RC| e 3r . 3 - 2 - 3 2
92713 | 9 1123393 Tsi2100¢] 719772 28/12/15| Col dei Cistri,vers. E | _E_| RC.| 85 10 - 1 s 1) - L )
02816 | 1 T i:310 Tsizsem 721086 | 17/01/16 | Costade Zengio(VP) | E | RC. | 20 r : g ! 2 < :
102916 | 1 | 405.131 5122203 | 721003 | 17/01/16 VP B iRCl 25 It 3 - 4 - - SE 0
|- 02016 | 3 T 447637 Ts2ia00 720995 | 18/01/16 Sorapiana R IRC L % 3¢ 2,r . . - s E <
2116 | 3 e 5121466 | 720877 [ 18/01/16]  Sorapiana _ R IRC|] S0 4r . 1 4 : 3 E
| 03216 | 5 707698 [5121262| 719857 | 22/01/16]  Fosna del Gaz ixeT = 2 - 6 s - SSE| o
03316 s 707698 | 5121249 | 719820 | 22/01/16 Fosna del Gaz WETT 60 9.n - 3 2 1 - SE ()
03416 | 5 707698 | 5121245| 719730 | 22/01/16] __ Col dei Cistri E |RC| so S.5n - 2 2] = . E [}
03516 | 5 707698 5121239 | 719687 | 22/01/16] __ Col dei Cistri E |RC| 80 14,n . 3 1 . . E 0
03616 ] 660-669 5121323 | 720376 | 22/01/16 - R IRC 50 3 13 - 2 - - E ]
03716 H 631622 | 5121441 719710 | 22/01/16 Rodena E_13C 70 8 - 1 - 3 B SE 0
03816 5 531-622 5121432 | 719678 | 22/01/16 Rodena E R.C. 40 7,n - 1 - 2,p - SE 0
03916 | 5 555-546 | 5121630 719742 | 22/01/16|  Bosc de Fosna L IRC]T & Y - 2 . . - E 0
| 04016 | s 555-546 | 5121625 | 719639 | 22/01/16 La Costa E |RC.| 60 3n - s . - - s 0
04116 | s 308-516 | 5121761 | 719755 | 22/01/16]  Bosc de Fosna L IRl 8 10 . 8 . . - s ¥
04216 | 5 478471 |5121815] 720257 | 22/01/16|  Troi de Rodens WETREE ) 16,n - - . . - SE | o
04316 | b 469-545 | 5121836 | 719380 | 23/01/16 Pra Sorin B [RC | &8s 12,n . . 1 . - o 0
04416 | 6 958966 15120553 | 719197 [24/01/16]  Sbenzeghe IRl 8 7,0 - - s 1S . s 0
04516 | 6 958-966 | 5120524 | 719652 | 24/01/16 Lac el 8 7,n . 342s [avis| 1 . 30| o
04616 | 6 928-920 | 5120660 | 719317 | 24/01/16 Ziconon RC. | & n - - . . . s 0
04716 | 6 928920 | 5120622 | 719052 | 24/01/16 Zicona RC. | 80 6,n - . Way . s 0
04816 | 6 882-890 20731 718955 | 24/01/16 Zicona R [RC. | %0 20,n - 1 . 1 . s 0
04916 | 6 882-890 (5120729 | 719315 | 2401/16 Zicona E T 2,60 . . 1 . - s 0
05016 | 6 852-844  [5120784 | 719237 | 24/01/16]  Troi de le Scofe i IRET ™ 6n . . y .18 - s 0
05116 | 6 852-844  [5120788 | 719229 |24/01/16]  Troi de le Scofe RC. |80 3n . 3 TR NIYYEE 0
05216 | 6 852-844 | 5120829 | 718994 | 24/01/16 Zicona TR 6.n . 3 6 . [ 0
05316 | 7 538-994 |5121096 | 718720 | 25/01/16 Dagnoli__ RC. | 70 n . 10 6 . o o
05416 | 9 1233-739 15120331 719763 | 26/01/16 Lanza RC. | 60 4.n . : 13 . s 0
05516 | 9 1233739 [ 5121026 | 719735 1/16 | Col de Cistri, vers. E ES X . 9 . s 0
05616 | 1233-739 [ 5121123]7719804 | 26/01/16]  Fosna dal Mat RC. | 70 4.n . s | 3 % SE | o
05716 | 9 1235-741 15120184 719974 | 26/01/16]  Tambea de sors Vo 3en . 3 2 17 i SE | o
05816 | 9 1237743 | 5120521 | 720123 | 26001/16 RC. | 40 2a s 5 : NE | o
05916 | 9 1237-743 5120538 | 720138 | 26/01/16 el & n 3 2+1s | 1 s a NE | ©
06016 | 9 744-1238 | 5121122 | 720276 | 26001/16 Tambaril il 8 1,0 . . . SE | o
06116 | 1 178406 {$122481] 720681 | 02/02/16 | Pian dei Pezi (VF) T ) 10+1 s . I - E 0
06216 | S 509-516 | 5121707 | 719834 | 12/02/16]  Bosc de Fosns RC. | 40 Sn e S . SE | 95
06316 | 10 | 1069-1080 | 5120221 719218 | 28/01/16 Poline R @ 2 : 2 B ) s °
06416 | 10 | 1069-1080 | 5120220 719342 | 28/01/16 Olver ) y: S . S Il ST
06516 10 1069-1080 | 5120226 | 719625 | 2801/16 Scarpel E PR 50 3n - 2 5 . a SO 0
06616 10 1069-1080 | 5120320 | 719675 | 28001/16 Lanza E [ PP 20 . . 1 9 . SO >
706716 |10 | 1042-1030 | 5120330 719647 | 28/01/1¢ Lanza 3 ) 2.0 F 3 ; r . S0 | o
06816 | 10 | 1270-1264 | 5119723 | 719117 | 29001/1¢ Strine B IRI DM T 3:4 - . 2 ' B - [ 0
L 06916 | 10 1226-1232 | 5119824 | 719605 | 29/01/16 deiPierinoi | E | PP | DM - . 1 - _[>2 - [5) 0
16 | 10 | 12261232 | 5119849 | 719102 | 29/01/16 Scotoni E PP | so 2 . . Iy gl > o
07115 | 10 | 1303-1308 [ 5119674 | 719680 | 2712715 e E | pp 0 a : p " . 01 o
7218 ° 226-1232 | 5119826 | 71 2771213 deiPicrinoi | E | PP | DM 6 . . Y o -
7316 0 194-1184 | 5119929 :::u; g:‘m;c Colon E | PP s . % e . > = S
-1156 | 5120109 | 7 6 Scarpel E PP oy - = = =
Jale . (1):9-10‘0 5120223 | 719198 | 28%01/16 Poline .j. D,f = > SOl o
e1e |61 9961004 | 5120436 ] 715443 2/02/16 Inolver E |RC.| 40 3 = : TR 10 1 ¢
Jole | ¢ 768.776 21025 | 718868 [2/02/16] Scomdelavem | B RO o inr . 3 13 —sot—
s | 768-776 | 5121022 | 718971 | 22002/16]  Soofa de la vars E I & Pt 2 < T . o -
,,':: 7 538994 | 5121083 [ 718664 [ 23/02/16 'S Iae T & e = 4 2 t - A
3 538-994 | 5121066 | 718664 | 23/02/16 WY IEE 6,n - : 1
6 5120902 | 718636 | 23/02/16 5 : - o | 10
116 7 538-994 ! 2 RC.| 60 2,n p 3 = -
738730 | 5121169 | 719008 | 24/02/16| _ Scofa de Ia vaca Rl n g - e L s 60
T —eoee97 | S121233] 719252 [ 240206 Col de Cistr E |RC.| 9o 7 L1 2 N
Sese |86 | stides [ Si21e6] 719309 [ 24016 pespns [ & TRCT 501321 — T
08416 | 3 233739 | 5120001 | 719791 | 26/03/16|  Gol de Ia Cras P e & i 2 21 - A 1T N
61 9 233-739 | 5121073 | 719785 [26/03/16] _ Fosna de Mez  IRE T & % . 2 W . T 5
5! 9 T 21076 | 719777 [26/03/16] _ Fosna de Mez HEE T4 ST e = 2Nl s I W%
e 2 7421236 | 5120297 | 720078 | 26003/16 Tanssic T . : 1 0] T Ne T so—
o T 2078 20051 (26016 Rampon | B [ Rc | pa— 10,n - 4 = TeET
- 178406 | 5122326 | 720665 | 27/03/16 Le Mandre E_ RC. | 30 7 . : 2 2
16 S60-865 120820 | 720578 | 29/03/1€ Picren dal Bus E IReT 5 B . = - - [
9116 | 4 790 | 5121037 | 720516 | 29/03/16 Masct B TRC| o0 22 < Stod. 1 1 :
eozis | JecT90 | 121054 ] 20538 | 2omie Maset O YN I e e bl 8. 1 o PR
16 | = LS I T T T W T S v o - A O I Y B N
4 5121584 | 720694 | 06/04/16 - Le 2.t B . . >
3 aeend 512 — i mm\£ Lar 2 . 7 - 5=
ID- identificatore campione; X, Y=coordinate _UIM zone 32N: TIPO: E

whar A v : : —escrementi, P=penne ¢ piume. OP—,, e
RC=Roberto Celva, PP=Pterngamf; Pa_ﬂe.l. DS:Davzde Scridel; VEGETAZIONE - P.a.=Picea abies, A.a. - 4bjeg ﬁfl:: i
L.d =Laryx devidua, Fs.=Fagus Syivatica; C.a.=Corylus avellana, A.g—Alnus glutinosa, C.m=Crataegus mone "
Py = Populus tremula, O.c.=Ostrya carpinifolia, S.q. =Sorbus aucuparia, n i

=novellame, r=rinnovamento, S=secco/i, sch=schians i



B T O = - .-
3 N _5:_7 __,g__ﬁ: - ': 5 T ~L
442-632 | 5121430 M_M‘___.L'!E————J—— . : e
517441 | 5121799 | 720367 | 06/04/16 __ng_g!ss___!_.,%——ﬁ-“___u___ - - J{L&:g:
| 09816 | 517441 | 5121932 720392 wvzg__yg-;z&e__—i—d&"i_‘u——;— B S s ~L
09916 707-698 | 5121235 | 719480 mmvt_w———!—-i% 75 r__!--———" jprind ] . : 2
10016 | 707698 | 5121240 | 719478 | 07/04/16 ColdeCiswi | B {REL—p—T 5 | - ‘ g 1 . \\L
10116 | S 660-669 | 5121341 | 719604 | 07/04/16|  Rodena e Sot & |RC —e0 | 4o | hSS - - - £l
10216 | S | 660-669 |5121325| 720385 | 07/04/16 - E[Rcl S5 | - 1 21— — Ay
10316 | 5 631622 | 5121470 | 719876 | 07/04/16 M_L&L——%’ﬁ - 1 g1 - SE | o
10416 | 5 | 584593 | 5121481 720002 | 07/04/16 Caor (s [pcl A5, - |3 -8 Ny
o516 |5 | sses9s [sizwaso] 720033 [orwis]  Ceom | B IRCL 0T, ] - ! - 2 $ o
10616 |5 | sss546 [ si21646] 719644 [0T0V16| _ TaCosn | B [RC-L 00— - Rl ed s 181
10716 | 5 | 555-546 | 5121639 719494 | 07/04/16 La Costa E &—%‘—‘_’" 30 - : =12 R E Wy
10816 |5 | 509.516 | 51217291 719632 [07/ow/16| _BoscdeFosm | E |RC-L 20——3 . it |
10916 | 5 500-516 | 5121739 | 719683 | 07/04/16| _ Bosc de Fosna __L_'LL_—-;.;-——J‘—"‘.,, ity 1 B B . Wy
11016 | 6 | 844852 | 5120818 719052 | 08/04/16 — Ziows | B {RGL 5 . 1 R . S o
1116 | 6 | 844852 | 5120832 ] 719092 | 08/04/16 Zicona B {RC . T anr . Rl s IR
Tt e serdss | sizoess| Tioiee [ovvuis] Toidelesam | B [RCL B ST SR S IeY - Imit
11316 | 6 | 768776 5121025 | 719044 [O80W/16| Scofadelaveca | B RG4S0 . e BRGNS RNy
a6 | 7 | 99553 | S121122| 718709 [0o/0w/16|  Dagoti | E LRC. % 5 O BT BYEAR NEw
11516 | 8a | 694697 |5121207| 719379 |1004/16| Scofa Cistr E _|RC.| 30 . - %2 1 - | -1 Je lO1 0
11616 | 8b | S08470 | 5121822 719473 | 10/04/16 . E [RC| 50 L 4 : ; e s T
11716 | 9 | 1237-743 | 5120583 | 720197 | 11/04/16 Rampon E |RC] S0 g . 3 L . 1B
11816 | 9 | 1237-743 | 5120583 | 720202 | 11/04/16 Rampon E [RC| 30 B " \ . . T
1916 | 9 | 7441238 |$5120558] 720200 | 11/04/16 Rampn | E [RC.L T8 T E g S B T
12016 | 3 444634 | 5121582 | 720661 | 20/04/16 Sorapiana E [RC] N Lt x et T . : =N
1216 | 5 707698 | 5121235 | 719578 | 21/04/16] Col de Cistri E |RC| S0 %r - : i 0
12216 | 5 707698 | 5121221 | 719556 | 21/04/16 Col de Cistri B |C| ® 10,r = 4 = E | 0
12316 | 5 | 584593 | S121515 | 720085 [21/04/16 Caora E |RC.| 8 | Wnr $ 2 : ' $ [ 0
12416 | 5 509-516 | 5121732 | 719687 | 21/04/16 Rodena E |RC.| 40 2 % 3 HEEEE T W W
12516 | 5 509-516 | 5121737 | 719691 | 21/04/16 Rodena B Ircl B 4nr - 2 W N .
12616 | 6 | 890882 | 5120720 | 719173 [22/04/16 Ziconon E |[RC.| 65 | 13nr : : - | 1| sch SO/ 0
12716 | 6 844852 | 5120858 | 719040 |22/04/16 Zicona E |[RC.| % 9,m,r . 1 s L3k 1 8] %
12816 | 6 844852 | 5120865 | 719057 | 22/04/16 Zicona E |RC]| 8 1,nr s 1 g + | eh | B3] ¢
12916 | 6 844-852 | 5120827 | 719706 | 22/04/16 Rodenaza E |RC| 9% 10,n . 3 > . . § ey
13016 | Ba | 738730 | 5121131 719618 | 24/04/16|  Col e Cistri E |RC.| 40 | 4nr . 3 1 . E | 0
13116 | Ba | 738730 | 5121138 | 719400 | 24/04/16| Col de Cistri E |RC.| 30 50 . 1 g L . |80 ¢
13216 | 8a | 659656 | 5121322 | 719371 |24/04/16| Scofa Cistri E_|RC| 10 7 . 1 2 | 3 [30c SO 0
13316 | 8b | 579693 | 5121355 | 719005 | 24/04/16| ScoaMonegara | E | RC.| 40 i,n . 1 s | o N W
13416 | 8b | 692502 | 5121230 718853 | 24/04/16| Scofadclavaca | E |RC.| 90 9,n . 3 13 EHE B
13516 | 8b | 508470 | 5121705 | 719474 | 24/04/16| _Col de Cistri E |[RC| 170 6,n 2 s | o x 1.8 18
13616 | 8b | 508470 | 5121823 | 719483 | 24/04/16| Col de Cistri E |RC.| 70 | énr . . sl & 01 3
13716 | 9 | 1237-743 | 5120598 | 720198 | 25/04/16 Rampon E |RC| 30 | 6nr . 5 e o 12}
13816 | 9 | 1237-743 | 5120596 | 720197 | 25/04/16 Rampon E |RC.| S0 | 6nr : 5 S T o | R 1 8
13916 | 10 | 11941184 | 5119928 | 719626 | 06/04/16 | Capitel deipierencti | E | PP. | 70 | 4,nr : 2 o PPWEE BN
14016 | 10 | 11181108 | 5120095 | 719678 | 03/04/16 Tambra E |PP| 60 | Snr - - . )
14116 | 10 | 11181108 | 5120010 | 719679 | 03/04/16 Tambra E |PP| S0 | 6nr 2 3 e (4
14216 | 10 | 11461156 | 5120042 | 719666 | 08/04/16 Tambra E |PP| 8 | Inr : - Py e i B
14316 | 10 | 1118-1108 | 5120095 719679 | 08/04/16 Scarpel E |PP| 60 | Snr . s S TN NN
14416 | 10 | 11181108 | 5120120] 719528 | 08/04/16| Le valesane E | PP | 85 16,1 . 3 1 mer RIS
14516 | 10 | 1118-1108 | 5120128 | 719528 | 08/04/16| _Le valesane E | PP | 85 9.0 ’ . s g s WE
14616 | 10 | 1069-1080 | 5120228 | 719145 | 08/04/16 Poline E | PP | S0 r ~ CEET TR YA
14716 | 10 | 1069-1080 | 5120228 | 719214 | 05/02/16| Strinadeigabanoti | E | PP | 70 B.a - Ss | 8 | DM
14816 |10 | 1069-1080 | 5120227 | 719212 | 05/02/16| Strinadeigabanoti | E | PP. | 70 B . - = 110 188 oM
14916 | 10 | 1069-1080 | 5120229 719205 | 05/02/16| Strinadeigabanoti | E | PP | 80 1 ] - - ’L‘*—r DM.
15016 | 10 | 1069-1080 | 5120221 | 719161 | 05/02/16 Poline ST = 7 : . e (41 - 10 LA
15116 | 10 | 1069-1080 | 5120228 | 719119 | 05/02/16 Poline s T % . 2 - - 131 - 18 =9
15216 | 10 | 1270-1264 | 5119723 | 719112 | 22/02/16 Zaut T REE . . - |>w[iee | S 35
A 3 2 P >20 . '9’4 DM.

ID~identificatore campione; X, Y=coordinate (WGS84_UTM zone 32N; TIPO . |
S ~ &IV 4 =g . ; / . { %
RC=Roberto Celva, PP=Piergiovanni Partel, DS=Davide Scridel: VEGE TAEZlegC/‘\”g Tli’ml" P).'/’e""e e OR {)p;:gm,
L.d.=Laryx devidua, Fs.=Fagus sylvatica; C.a.=Corylus avellana, A g= e i

e e “Alr i & ,
Pt.=Populus tremula, O.c.=Oslrya carpinifolia, S.a.=Sorbus aucuparia, n=n Alnus glutinosa, C.m=Crataegus monogyné

ovellame, r =rinnovamento, s=secco/i, sch schiant
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