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Genomica della Conservazione



METODO:

Misura della variabilita presente a livello di DNA = Variabilita genetica

OBIETTIVI:
e Rilevare precocemente potenziali situazioni di rischio

e Fornire informazioni per I'attuazione di programmi di conservazione e gestione

Scopo
preservare le specie come entita dinamiche capaci di far fronte alle variazioni ambientali




DNA: materiale genetico di gran parte degli organismi viventi
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DNA

Ogni molecola di DNA & composta da due filamenti complementari e
antiparalleli arrotolati fra loro a formare una doppia elica

5-20 ym (10 m)

Sfruttando la sua conformazione il DNA ¢ in grado di duplicarsi
creando copie dei geni trasmissibili dai genitori ai figli

6 miliardi di basi =5 m di DNA




la trasmissione dei caratteri da una generazione a quella
successiva

Variabilita

Un individuo differisce in qualche modo sia dai genitori
che dai fratelli e le sorelle

Diversita genetica

il codice di un gene puo variare leggermente fra gli individui




 Fraindividui

* Fra popolazioni

 Fra specie

Questa variabilita puo essere misurata con |'analisi molecolare



»Determinazione della specie
» Home range

> Dispersione
»Paternita/maternita

> Successo riproduttivo

> lbridazione
> Tassi di migrazione — Potenziale di dispersione

> Dimensione effettiva (Ne)

> Storia demografica (espansione/bottleneck)

> MU (Management Unit) ed ESU(Evolutionary Significant Unit)

SPECIE

>ldentificazione di specie (specie/sottospecie/ibridi)
> Traffico specie protette

»Grado di differenziazione

>Rapporti filogenetici

> Filogeografia



arcatori geneticli diversi risolvono problemi diversi
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PCR (Polymerase Chain Reaction — Mullis 1985)
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., toseparate DNA strands

acquisendo informazioni anche sulla
variabilita funzionale

* Facilita lo studio dell’espressione
genica e del rapporto tra ambiente e
geni, e quindi sul fenotipo e sulla
fitness
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NGS - Sequenziatori di nuova generazione
Aumenta la velocita di analisi — diminuiscono i costi = e =

2003 92% genoma umano 350M£/10 anni - oggi < 5.000€/1giorno




Distribuzione eurosibirica boreoalpina

N EUropa centro-occiadentale e presente In piccoll nuciel Isoiati re el renomeni glaciall

 a partire dagli anni ’70 popolazioni in costante decremento fino ad eventi di estinzione locale
Limitata capacita di dispersione

Ulteriori rischi

* cambiamenti d'uso del suolo
e cambiamenti del clima

* disturbo antropico

|__Picoole dimensioni e isolamento | ————— [ Bassa variabita genefica |



* aumento delle malattie di origine genetica

* diminuzione della sopravvivenza

 diminuzione dei tassi riproduttivi



delld Vd 9

continuo decremento numerico
Rendere i dati scientifici raccolti uno strumento determinante nella formulazione degli interventi gestionali
UNCZA ha collaborato sia come ente finanziatore che collaboratore per la raccolta dei campioni

UNCZA-GEN
febbraio 2018-febbraio 2019



REGIONE PROVINCIA

LIGURIA IMPERIA
CUNEO
OSSOLA
PIEMONTE 152
TORINO
VERCELLI
AOSTA

BERGAMO

VALLE D'AOSTA

BRESCIA
LOMBARDIA CoMO 10 35
LECCO 3
SONDRIO 10
BOLZANO 17
TRENTINO ALTO ADIGE 397
TRENTO 380
BELLUNO 3
VENETO 8
VICENZA 5
PORDENONE 1
. FRIULI VENEZIA GIULIA 5
. UDINE 4
CAMPIONI TOTALI (UNCZA) 628 (248)

Distribuzione dei campioni sul territorio alpino
| colori rappresentano i principali Gruppi Montuosi secondo il sistema SOIUSA (Suddivisione Orografica Internazionale Unificata del Sistema Alpino)

Utilizzati 628 campioni (448 tessuti, 137 penne, 42 sangue)
380 Provincia Autonoma di Trento - circa 20 anni - tre periodi temporali 1995-1999, 2009-2010 e 2015-2017

248 UNCZA distribuiti in tutto il territorio alpino — periodo 2012-2017



--------------------

SNPs - Genotyping by Sequencing (GBS) - L L li

* 400 campioni
selezionati per avere una distribuzione omogenea dei campioni su tutto I'areale studiato

richiesta una qualita e quantita di DNA maggiore che per STR -
Molecola di DNA

Il dataset finale & composto da 383 individui tipizzati per 28,752 SNPs /_}—

1 STR {—=)10 SNPs MVRPR ¢ | [A]~ |6 [T]A)

A
SNP



Ogni punto rappresenta un individuo

| colori rappresentano i principali Gruppi Montuosi

PC2- 241 %variance

PC2 - 1.46 %variance
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> 6 gruppi geneticamente distinti

> Non presentano una struttura geografica

SNPs
> 2 gruppi geneticamente distinti

> Punto di contatto dei due gruppi tra Alpi Lepontine
— Prealpi Luganesi e Alpi Bernesi - Alpi Retiche
Occidentali







uote tuori dal range altitudinale tipico m s.l.
* Insediamenti urbani

IBR significativo: gli insediamenti urbani limitano il movimento cosi come I'alta quota (>2500m s.I.m.)
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* tra Alpi Lepontine e Alpi Retiche Occidentali (alti livelli precipitazione primaverile)

QU

log(m)




Sono presenti due gruppi genetici principali che entrano in contatto tra loro nella regione lombarda

Il differenziamento genetico degli individui & influenzato sia da caratteristiche biologiche (capacita di
dispersione) che ambientali (alta quota, insediamenti urbani, clima)

Nessuna popolazione presenta bassi livelli di variabilita genetica

| livelli di variabilita riscontrati sono comparabili a quelli rilevati per popolazioni del Nord Europa in buono
stato di salute con livelli di connettivita contigua e continua



evitare che possano avvenire in futuro fenomeni di isolamento

Le scelte, in termini di abbondanza e distribuzione dei prelievi, dovrebbero essere ridiscusse non solo
in funzione dei criteri demografici ma, anche, identificando e preservando le aree principali attraverso le quali
hanno luogo la dispersione degli individui ed il flusso genico




2013
sottoscritto il primo protocollo condiviso per la raccolta di
campioni di galliformi alpini e lepre bianca

UNCZA (Unione Nazionale Cacciatori Zona Alpi)

* Raccolta dei campioni
ISPRA (Istituto per la Protezione e la Ricerca Ambientale)

FEM (Fondazione Edmund Mach)

* Progetti di ricerca basati sull’analisi genetica con finalita di
migliorare la gestione/conservazione delle specie

Galliformi alpini e Lepre bianca

Raccovrta di Campiont
per

INDAGINE GENETICA

(Protocollo di lavoro)

A SPECIE: Gallo forcello — Coturnice — Pernice bianca —
Gallo cedrone — Francolino di monte — Lepre bianca

A TERRITORIO: tutte le Alpi italiane

A PERIODO: triennio 2013 — 2015




2013-2023

|

"l Brescia

Regione/Provincia

i

Vicenza

o

‘Francolino

Fagiano di Monte

Coturnice

Cedrone

Pernice

Francolino

Lepre bianca

Liguria 6 0 0 0 0 (1]
Imperia 6 0 0 0 0 0

! Piemonte 216 140 0 34 0 2
Cuneo 15 3 0 7 0 0
Torino 54 99 0 22 0 0
Vercelli 85 26 0 3 0 0
Biella 6 0 0 0 0 0
Verbano-Cusio-Ossola 56 12 0 2 0 2
Valle D'Aosta 89 28 0 23 0 34
Aosta 89 28 0 23 0 34

3 Lombardia 522 778 0 7 0 6
Varese 5 0 0 0 0 0
Como 336 679 0 2 0 0
Lecco 62 7 0 0 0 0
Bergamo 37 4 0 0 0 0
Sondrio 65 16 0 66 0 6
Brescia 16 6 0 3 0 0
Trentino alto adige 123 16 920 39 3 1
Trento 39 15 19 2 2 4
Bolzano 84 1 7 37 1 7
Veneto 21 2 7 0 0 0
Vicenza 18 1 7 0 0 0
Belluno 3 1 0 0 0 0
Friuli-Venezia Giulia 7 0 0 0 0 0
Pordenone 1 0 0 0 0 0
Udine 6 0 0 0 0 0
Svizzera 16 0 0 5 0 0
Canton Vallese 16 0 0 5 0 0
Totale complessivo 999 962 97 172 3 53




razie per la fondamentale collaborazione
che ci avete offerto in questi anni!



Comprensorio Alpino

Lombardia

Trentino Alto Adige

UNIVERSITA DEGLI STUDI DI TRENTO

Dipartimento di Biologia Cellulare, Computazionale e Integrata - CIBIO
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Totale

Determinazione dell'attendibilita di campioni fecali per lo studio della dieta
animale, condotta attraverso analisi metabarcoding del regime alimentare
del gallo forcello (Lyrurus tetrix)

Laureando:
Jacopo Zucal

Supervisore UNITN: Supervisori FEM:

Prof. Erik Dassi

Dottori: Diego Micheletti, Barbara Crestanello, Heidi Hauffe

Anno Accademico 2021-2022

Alpi Comasche

Chiese-Ledro-Giudicarie-Rendena
Pergine-Tesino-Alta Bassa Valsugana

ratti m
11 11

11 11

27 19

8 5

19 14

38 30




orniculatus

cyparissias
liginosum
erum

lomerata
viridis

ecidua
flexuosa
lanceolata
latifolia
emorum
palustris
ativum
saxifraga
inctoria

oreale
brunnescens
stricta

Ipinum
amygdaloides

nnua
campestris
communis
comosa

ivale
rotundifolia

=

alpigena
alpina
upulus
myrtillus
procumbens
vitis-idaea
vivipara
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Shannon
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Alfa diversity
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FECI VENTRIGLIO FECI VENTRIGLIO

Feci e ventriglio non sono significativamente diversi per ricchezza di specie mentre lo sono per abbondanza



Axis.2 [9.5%]

( 2
i °
( ] ®
.
oo
4 °
0.0-
[ J
. A
L 4 ®
A
A . N
oa , °
A ®
0.2~ ‘ AA
( J ° .
A @
A %A
-0.50 -0.25 0.00 0.25

Axis.1 [17.6%]

Como
TN_Pergine
TN_Chiese

Feci: @
Ventriglio: A



» diversita geografica effetto dell'ambiente sull'alimentazione dei soggetti

il metabarcoding e in grado di distinguere diete diverse



(Accordo UNCZA);

* un progetto esplorativo sull'analisi della DIETA tramite metodiche molecolari - utilizzati
11 campioni di fagiano di monte (intestini) provenienti dalle Alpi Comasche.



7 ripetizioni
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Regione di interesse
(ripetizione in tandem di un motivo di DNA da 2 a 5 nucleotidi)

* Unita ripetuta 2 nucleotidi : (CA)(CA)(CA)....

« Unita ripetuta 3 nucleotidi : (GCC)(GCC)(GCC)....
[ * Unita ripetuta 4 nucleotidi : (AATG)(AATG)(AATG).... ]
* Unita ripetuta 5 nucleotidi : (AGAAT)(AGAAT)(AGAAT)....

Loci tetranucleotidici riducono I’ incidenza
di errori nella tipizzazione

Un numero diverso di ripetizioni produce
frammenti di differente lunghezza

» " " o w - w - o - B b Mm@ m
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» " " w w - "w - o - e 0 ™ = B - b

Caratteristiche principali:

« alta variabilita

» dimensioni ridotte (<300bp)
Utilita:

« Variabilita su scala microgeografica

* Riconoscimento individuale




GBS (Genotyping by Sequencing)

Preparazione campione Costruzione librerie

Molecola di DNA

Individuo 1

MiSeq ——

Fiow Cell

Individuo 2

Sequenziamento Individuo 3

ONO1666:4-ATWAR 1:1101:15379:1121 12408 \ .
TGCAGTTAAGAAGGACACTGTTGCCGARACGGCTAAGATA |nd|V|duo 4

@M01666:4-ATWAR:1:1101:22179:1122 1:N:0:8
TGCAGCACAGACARAGACCACATACCTTARTCAGAATCAR

@M01666:4-ATWAR:1:1101:14604:1123 1:N:0:8
TGCAGAGGTTCTATATTACCTGCAAATCCAGCTATGTCCA

:;,:;t::::::::::::::Ji':i:i;::t.:::_::)

Individuazione SNP




Preparazione campione Costruzione librerie

A A000X
XO000000K X 200(
X00000¢% 2000

MiSeq

Flow Celi
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= e e Sequenziamento
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o
@MOlﬁ&&#-A?WAR:l:I101:15379:1121 1:N:0:8 \
A A TGCAGTTAAGAAGGACACTGTTGCCGARACGECTAAGATA
A A @MO1666:4-A7WAR:1:ﬁ01:22179:1122i:N:b:B

TGCAGCACAGACARAGACCACATACCTTAATCAGAATCAA

@:Mj[‘)1666:4-A7W:5;R:i:11;0‘14:1;;64’:11723 1>:N:(;:87 |
TGCAGAGGTTCTATATTACCTGCAAATCCAGCTATETCCA
Analisi Diversita Individuazione SNP \ )




