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The seed bank is one of the main institution aimed at ex situ conservation, ze. outside of the natural
habitat, and can represent a useful tool supporting in situ conservation for preserving plant biodiversity. In
Aosta Valley (western Italy) most of the plant species reported in the Red list are present in few stations often
characterized by small sized populations.

In such context, first ex situ conservation assays of local wild plant species were performed in 2014
and the first Aosta Valley seed bank was established, within the regional Museum of natural Sciences
E. Noussan, in 2016. This permanent project is aimed at the ex situ conservation of at least 80 threatened
plant species by 2020, the development of research studies on the preserved species and the promotion of
educational projects.

Activities related to seed collection, processing and storage have allowed, at present, the conservation
of 53 accessions belonging to 38 different zxa. Germination assays were performed on 27 accessions in
order to test seed longevity. Furthermore, DNA barcoding and DNA genotyping assays were carried out to
develop and test specific and sub-specific identification of part of the preserved plant species.
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INTRODUZIONE

La perdita della biodiversita naturale ¢ in continuo aumento e rappresenta
uno dei problemi di maggiore rilevanza su scala mondiale. Per quanto concerne la
biodiversita vegetale, quasi il 53% delle specie valutate dall’'Unione Internazionale per
la Conservazione della Natura (IUCN) sono state classificate come minacciate, ossia
a rischio di estinzione in un futuro a breve termine. Questa situazione ¢ in gran parte
conseguenza delle attivitd dell'uomo, in termini sia di sovrasfruttamento delle risorse
naturali, sia di alterazione dell’ambiente (GSPC, 2012).
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La Convenzione sulla Diversitd Biologica, tenutasi a Rio de Janeiro nel 1992,
ha rappresentato la prima iniziativa a scala planetaria per la conservazione della
biodiversita. Nell’'ambito di questa convenzione sono infatti state definite le linee
guida per 'elaborazione di strategie comuni volte alla salvaguardia della biodiversita.
In questo contesto ¢ stata sottolineata I'esigenza di unire strumenti di conservazione
ex situ, al di fuori dell’ habitar naturale, a quelli 7 situ per realizzare un piano integrato
di salvaguardia della flora a rischio di estinzione (Williams ez a/., 2003). Il documento
programmatico internazionale di riferimento per la conservazione delle piante derivante
da questa convenzione, ossia il Global Strategy for Plant Conservation (GSPC), prevede
poi, tra i 16 obiettivi strategici da raggiungere entro il 2020, la conservazione ex situ
di almeno il 75% delle specie minacciate, preferibilmente nella regione di origine, e
Pattivazione di progetti di recupero e di reintroduzione su almeno il 20% di queste.

Benché la conservazione in situ sia I'azione prioritaria e basilare per la tutela di
specie vegetali, la possibilita di conservare anche ex situ pud infatti risultare essenziale
in differenti casi, come, ad esempio, in presenza di popolazioni di dimensioni molto
ridotte e/o con habitat fortemente compromessi, e di piante rare e/o minacciate situate
al di fuori delle aree protette. La conservazione ex sizu pud inoltre fornire utili risorse
per la reintroduzione di una specie estinta in natura, contribuire a recuperare ambienti
danneggiati o distrutti ¢/o aumentare il numero di individui in popolazioni di specie
rare.

La banca del germoplasma vegetale, che si occupa della crioconservazione del
materiale genetico ereditario, ossia il germoplasma, sotto forma di semi, spore, pollini o
tessuti meristematici, rappresenta una delle principali realta preposte alla conservazione
ex situ.

Lidea di conservare semi di diverse specie vegetali in strutture capaci di garantirne la
vitalitd a lungo termine ¢ nata all'inizio del secolo scorso con lo studioso russo Nikolai
Vavilov (Koo ez al., 2004). Le prime banche del germoplasma sono nate negli Stati
Uniti alla fine degli anni ’50 all’interno di universita e orti botanici (Hartmann e Kester,
1990). Ad oggi, a livello globale, ci sono milioni di accessioni vegetali conservate in
merito all’attivita di circa 1.300 banche dei semi. La pili importante tra queste ¢ la Kews5s
Millenium Seed Bank di Londra, nella quale si prevede che saranno conservate pit di
60.000 differenti specie vegetali entro il 2020. Tra le circa 20 banche del germoplasma
italiane, le pit importanti sono quelle presenti negli orti botanici universitari di
Cagliari, Catania, Pavia, Palermo, Pisa ¢ Roma, quella della Provincia Autonoma di
Trento e quella dell'Istituto del Germoplasma di Bari, gestita dal Centro Nazionale
per le Ricerche (CNR). Dal 2005 ¢ stata istituita la Rete italiana delle Banche del
Germoplasma per la conservazione ex situ della flora spontanea (RIBES). Lobiettivo
principale dell’associazione ¢ il miglioramento della qualita e della sicurezza delle riserve
di germoplasma di specie vegetali spontanee a livello nazionale lavorando sinergicamente
in ambiti di azione comprendenti la raccolta del germoplasma, il suo trattamento nelle
banche, la gestione dei dati e la divulgazione (Rossi ez al., 2012).

Cosi come riportato nei documenti messi a punto dalla rete internazionale
European Native Seed COnservation NETwork (ENSCONET, 2012) e dall’Agenzia
per la protezione del’Ambiente e per i servizi tecnici (APAT, 2006), una banca del
germoplasma prevede molteplici attivitd articolate in differenti fasi operative che si
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ripetono in modo generalmente sequenziale. Una prima fase preparatoria di studio ¢
principalmente finalizzata a conoscere le caratteristiche biologiche ed ecologiche delle
specie vegetali da conservare, con particolare riferimento ad areale di distribuzione,
habitat e ciclo fenologico. La successiva fase di campionamento ¢ quindi preceduta da
un’attenta programmazione per far si che il germoplasma raccolto sia al giusto stadio
di maturazione e sia rappresentativo delle risorse genetiche di quella specie nell’areale
considerato. I dati relativi alle accessioni raccolte, definite dalla specie di appartenenza,
dal luogo di prelievo e dalla data di raccolta, sono quindi inseriti in un database
opportunamente predisposto a tale scopo ed aggiornato con i dati delle prove via via
effettuate. La seguente fase di preparazione delle accessioni comprende la pulizia e la
selezione dei semi, la loro quantificazione, la deidratazione a valori di contenuto idrico
compresi tra il 3% e il 6% e 'impacchettamento in doppi contenitori di vetro a chiusura
ermetica. La fase finale consiste quindi nel mantenere le accessioni a temperature
generalmente comprese tra i -20 e i -25°C per la conservazione a lungo termine. Sono
inoltre effettuate, in tempi prestabiliti, prove di germinazione a condizioni controllate
per monitorare la vitalita dei semi conservati. Le plantule ottenute da tali prove possono
essere poi impiegate per la rigenerazione dei semi e/o in progetti di reintroduzione/
rafforzamento di popolazioni esistenti.

La Valle d’Aosta, oltre ad aver attivato, tramite il sistema delle aree naturali protette
e della rete ecologica europea Natura 2000, misure di conservazione 77 situ su circa il
30% del territorio regionale, si ¢ dotata di una legge regionale per la tutela della flora
spontanea (L.R. n. 45/2009). La Lista rossa regionale, aggiornata a fine 2016, riporta
241 entitd; di queste, quasi il 43% risultano specie minacciate a vario titolo e tre specie,
rispetto alla Lista rossa del 1997, sono state dichiarate estinte a livello regionale (Bovio,
2016). Le motivazioni di questa situazione sono da ricondurre al fatto che molte di
queste specie sono segnalate in poche stazioni e le popolazioni sono spesso di dimensioni
estremamente ridotte.

In questo contesto, dal 2014, all'interno del progetto “Unita di Ricerca VDNA
Barcoding”, finanziato dal Fondo Europeo di Sviluppo Regionale (FESR), sono state
effettuate le prime prove di conservazione ex situ di alcune specie vegetali spontanee
rare ¢/o minacciate della Valle d’Aosta. Queste prove hanno rappresentato la base per
la creazione della prima banca del germoplasma vegetale della Valle d’Aosta che, dal
2016, & un progetto permanente del Museo regionale di Scienze naturali Efisio Noussan.
Gli obiettivi di questo progetto, in coerenza con i target riportati nel documento
internazionale GSPC, sono dunque quelli di: (i) conservare ex situ, entro il 2020,
almeno 80 specie vegetali che risultano minacciate in Valle d’Aosta; (ii) intraprendere
studi su tassonomia, ecologia e stato di conservazione delle specie considerate;
(iii) attuare progetti di reintroduzione e rafforzamento di specie vegetali; (iv) promuovere
progetti didattico-educativi sul concetto di biodiversita vegetale e sull'importanza della
sua salvaguardia.

Scopo di questo lavoro ¢ dunque quello di descrivere le attivita e i primi risultati della
banca del germoplasma vegetale della Valle d’Aosta, illustrando anche gli studi avviati e
progetti che saranno intrapresi in prospettiva.
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SELEZIONE DEI 74XA DI INTERESSE E CAMPIONAMENTI

Le specie vegetali da inserire in banca sono state selezionate secondo i criteri di rarita
(a scala principalmente regionale) e di vulnerabilita basandosi sui seguenti strumenti
nel campo della tutela di flora e vegetazione: la “Lista Rossa e Nera della flora vascolare
della Valle d’Aosta” (Poggio ez al., 2010; Bovio, 2016); il “Libro Rosso delle piante
d’Ttalia” (Conti et al., 1997); la direttiva 92/43/CEE Habitat; la Convenzione di Berna
del 19/09/1979; la Convenzione di Washington “CITES” del 3 marzo 1973; la Legge
Regionale n. 45 del 07/12/2009, che indica, nell’allegato A, la flora erbacea a protezione
rigorosa. In Tab. 1 sono dunque riportate 123 specie selezionate in base a tali criteri.

Le stazioni di prelievo delle specie indicate sono state individuate in base alle
segnalazioni riportate nel database FLORA della Regione Autonoma Valle d’Aosta.
Per ciascuna specie sono state annotate le coordinate UTM-WGS84 relative a tutte le
segnalazioni effettuate.

Il periodo di campionamento ¢ stato valutato in base ai dati disponibili in bibliografia.
Il numero di popolazioni, il numero di piante e la quantita di semi campionati a
individuo sono stati valutati in base alla biologia della specie e alle risorse disponibili.
I campioni sono stati prelevati in modo casuale su tutta la popolazione, trasferiti in
sacchetti di carta e conservati in luogo fresco e asciutto per alcune settimane. I dati
relativi ad ogni campionamento, quali, tra gli altri, la data del prelievo, il numero di
piante campionate, l'estensione della popolazione, le coordinate di campionamento,
lo stadio fenologico, sono stati riportati nell’apposito modulo di passaporto campioni
creato in base ai Curation Protocols and Recommandations ENSCONET, 2012) (Fig. 1).
I dati relativi ai campioni raccolti sono stati poi opportunamente inseriti nel database
dedicato alla gestione e alle attivita della banca del germoplasma.

Nei campionamenti svolti durante il 2014 e il 2016 sono quindi state campionate
37 delle specie indicate in Tab. 1. Nel 2014 sono inoltre state campionate due accessioni
di Leontopodium alpinum Cass. (= Leontopodium nivale subsp. alpinum [Cass.] Greuter),
anche se questa specie non ¢ inserita in alcuna lista rossa. In totale sono stati effettuati
prelievi in 48 differenti stazioni situate in 17 comuni della Valle d’Aosta e in una valle

limitrofa (Tab. 2).

PREPARAZIONE DEI CAMPIONI E CRIOCONSERVAZIONE

Tutti i campioni sono stati opportunamente puliti, quantificati, deidratati e
impacchettati in un’area dedicata a questo tipo di attivita e denominata area di
preparazione della banca del germoplasma.

Una prima pulizia ¢ stata effettuata usando setacci con filtri di differente dimensione
e piatti di carta (Fig. 2 A, B e C). Limpiego di uno stereomicroscopio ha poi permesso
una seconda pulizia pilt accurata facilitando I'eliminazione dei semi danneggiati o
immaturi (Fig. 2 D). Il conteggio dei semi ¢ stato eseguito tramite metodo gravimetrico
impiegando lo stereomicroscopio e la bilancia analitica (Fig. 2 E). I semi puliti e
conteggiati sono stati posti in un contenitore di carta bibula e coperti con garza
(Fig. 2 F e 2 G).
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I semi conservati nei contenitori di carta sono quindi stati trasferiti in un incubatore
con flusso d’aria verticale e a temperatura ¢ a umidita relativa (UR) pari rispettivamente
a15-17°C e al 14-18% (Fig. 3 A) Limpiego di silice disidratata, rigenerata con cadenza
regolare, ha permesso di mantenere bassa 'UR dell'incubatore (Fig. 3 B). Il controllo
dell’'UR e della temperatura ¢ stato effettuato con 'impiego di un dazalogger.

Dopo circa 5 - 6 settimane, 'eRH (umidita relativa all'equilibrio) di ciascuna accessione
¢ stata misurata con I'impiego dell'igrometro Aqualab CX2 per valutare se il valore di
contenuto idrico dei semi fosse pari al 3-6%), valore, questo, riportato come ottimale per la
loro conservazione ex situ a basse temperature (ENSCONET, 2012) (Fig. 3 C e D).

Limpacchettamento ¢ stato effettuato impiegando via/ di vetro, con tappo e
guarnizione, di volume pari a 3 - 4 ml, inseriti a loro volta all'interno di vasi ermetici
da 300 - 500 ml (Fig. 4 A e B). All'interno di ogni vaso ¢ stato inserito un sacchetto
con silice, con indicatore colorato, per valutare I'eventuale aumento di umidita
(Fig. 4 C). Vial e vasi sono stati marcati con etichetta riportante il numero accettazione,
I'ID di campionamento, la specie e la data di confezionamento (Fig. 4 D e E). Per
ciascuna accessione ¢ stato preparata una collezione di base e una collezione attiva da
impiegare per le prove di germinazione.

I campioni cosi preparati sono conservati ad una temperatura pari a -20°C in
congelatore verticale dedicato esclusivamente alla banca del germoplasma ed ubicato in
un’apposita area denominata area di crioconservazione.

ACCESSIONI CONSERVATE

Ad oggi nella banca del germoplasma della Valle d’Aosta sono dunque crioconservate
53 accessioni corrispondenti a 38 specie vegetali (Tab. 2). La dimensione delle accessioni
conservate varia da 28 (Potentilla multifida) a 51.587 semi (Cypripedium calceolus). Da
sottolineare che per Matteuccia struthiopteris sono state conservate 3.242.724 spore.
Piti in dettaglio, ¢ stato possibile conservare almeno 5.000 semi, ossia il quantitativo
consigliato da protocolli ENSCONET per accessione, solo per 15 specie. Non ¢
stato possibile raggiungere questo numero per le restanti specie a causa della esigua
dimensione delle popolazioni presenti. Per non danneggiare la specie sono stati previsti
nuovi campionamenti dalla stessa stazione in anni successivi.

PROVE DI GERMINAZIONE

Per ciascuna delle specie campionate sono state valutate le condizioni e i parametri
ottimali di germinazione dei semi consultando il Seed Information Database (SID) dei Kew
Royal Botanic Gardens (http://data.kew.org/sid/). Nel caso di assenza di dati disponibili
per una determinata specie, sono stati presi in considerazione i dati relativi ad una specie
filogeneticamente vicina. Potendo disporre di un unico germinatoio, si ¢ deciso tuttavia
di uniformare le condizioni di germinazione per tutte le specie campionate.

Le prove di germinazione sono effettuate in un’apposita area all’interno del laboratorio
di biotecnologie utilizzando una cappa a flusso laminare sterile per garantire condizioni



10 E. GUGLIELMO, L. POGGIO, S. TUTINO

di lavoro asettiche ed evitare possibili contaminazioni. E stato impiegato il substrato di
coltura agar-acqua 1% (P/V) impostando, per ciascuna accessione e dove possibile, due
repliche di almeno 25 semi. I semi sono stati posti, dopo lavaggio in soluzione di NaOCl
0,5% (P/V) e risciacquo in acqua sterile, all'interno di piastre Petri chiuse con parafilm.
Le piastre cosi preparate sono state trasferite in germinatoio ad una temperatura di
22°C, UR pari a 75% e con fotoperiodo 12/12 ore (Fig. 5 A e B). Ove richiesto, i semi
sono stati sottoposti ad un periodo di stratificazione a freddo per 6 mesi - 1 anno e/o a
scarificazione del tegumento.

Il controllo dei semi ¢ stato eseguito periodicamente una volta a settimana per
almeno un mese. Durante ogni controllo sono stati annotati i semi germinati (presenza
di cotiledoni e radichetta), i semi danneggiati, a causa prevalentemente di infezioni
fungini, e i semi non germinati. Il valore di germinabilita, calcolato per ogni accessione
dalla media delle due repliche, ¢ stato ottenuto rapportando il numero di semi germinati
per il totale di numero di semi testati, eliminando i semi danneggiati. Tutti i dati ottenuti
sono stati riportati sul database dedicato alla banca del germoplasma.

Ad oggi sono state effettuate le prove di germinazione iniziale, ossia dopo un mese
di crioconservazione, su 27 accessioni e quelle ad un anno di crioconservazione su nove
accessioni. I risultati ottenuti sono riportati in Tab. 3. In 15 casi ¢ stato possibile ottenere
una germinabilita iniziale superiore o uguale al 50%. Per 5 accessioni, afferenti alle specie
Atropa bella-donna, Carex diandra, Cladium mariscus, Salvia aethiopis e Typha minima,
non ¢ invece stato possibile ottenere alcun seme germinato. Benché questi risultati
non siano sorprendenti nel caso di Cladium mariscus, riportato da bibliografia con una
percentuale di germinabilitd inferiore al 2%, nel caso delle restanti quattro specie non
germinate questo esito potrebbe essere dovuto a differenti cause, comprendenti 'errato
periodo di raccolta o le condizioni di germinazione non ottimali. LCacquisto di un
nuovo germinatoio, con possibilita di regolare la temperatura a seconda del fotoperiodo,
permetterd dunque di effettuare ulteriori prove per valutare al meglio la germinabilita
di queste accessioni. Confrontando invece le prove svolte su nove accessioni a differenti
tempi, ¢ evidente nella maggior parte dei casi che la germinabilita ad un anno di
conservazione ¢ risultata simile, se non superiore, alla germinabilita iniziale. Questo
dato indica dunque che, almeno per questi casi, la preparazione e la conservazione dei
campioni & stata efficace.

STUDI INTRAPRESI

Il progetto bancadel germoplasma rappresentaanche un’opportunita perintraprendere
ricerche su specie vegetali spontanee che, non avendo un evidente interesse agronomico
e/o salutistico, risultano spesso poco studiate. Le ricerche intraprese sfruttano poi la
possibilita, pressoché unica nel panorama delle banche del germoplasma italiane, di
avere il supporto, all'interno della stessa struttura, di un laboratorio di biotecnologie
specializzato nell’analisi del DNA.

Qui di seguito saranno quindi illustrati due differenti studi, finalizzati a sviluppare e
saggiare strumenti di identificazione specifica e sub-specifica di specie vegetali spontanee,

concernenti il DNA barcoding e il DNA genotyping.
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Prove di DNA barcoding

Con il termine DNA barcoding si intende un metodo di identificazione degli organismi
basato sul sequenziamento di una o piti regioni standard di DNA, ossia DNA barcode. Ad
oggi, il DNA barcoding ¢ ritenuto un metodo rapido, economico ed obiettivo per misurare
la biodiversita di ecosistemi e per indirizzare gli sforzi conservazionistici (Li e Dao, 2011).
Limportanza che il DNA barcoding ha assunto in questi ultimi anni ¢ anche testimoniata
dall'istituzione del Consortium for the Barcode of Life (CBOL), che attualmente include
pitt di 200 organizzazioni da 50 nazioni ed ha come scopo la costruzione di librerie o7-
line del DNA barcode di tutte le specie conosciute, che serviranno come riferimento per
I'identificazione di campioni sconosciuti e per poter conservare i dati genomici delle
specie endemiche pili rare e minacciate. Il DNA barcode ideale dovrebbe comprendere
una o poche regioni di DNA (marcatori) che siano affidabili, dotate cio¢ di un alto
potere discriminatorio tra specie e di una bassa variabilita intraspecifica, ed universali, che
possano essere facilmente amplificate e sequenziate da molte specie differenti con pochi set
di primers (Hollingsworth ez al., 2011). Una porzione del gene mitocondriale codificante
per la citocromo ossidasi 1 (CO1) ¢ stato individuato come il DNA barcode standard
per I'identificazione di specie animali (Hebert ez 4., 2003). La stessa porzione non pud
tuttavia essere impiegata per l'identificazione delle specie vegetali poiché a livello del
DNA mitocondriale vegetale ¢ generalmente presente una bassa variabilita interspecifica
(Fazekas ez al., 2008). Il CBOL, a seguito di un lavoro che ha coinvolto differenti gruppi
di ricerca a livello mondiale, ha proposto per le specie vegetali I'impiego di due marcatori
presenti a livello del DNA plastidiale: una porzione di circa 560 bp del gene codificante
per la ribulose-1, 5-biphosphate carboxylase/oxygenase (rbcl) e una porzione di circa 840 bp
del gene per la maturase K (marK) (CBOL, 2009). Benché I'impiego combinato di questi
due marcatori rappresenti un buon DNA barcode per I'identificazione di specie vegetali,
entrambi questi marcatori possono presentare delle problematiche a seconda dei taxa
analizzati. La porzione rbcL pud infatti avere un ridotto potere discriminatorio mentre la
porzione matK & spesso difficile da amplificare e sequenziare (Hollingsworth ez al., 2011).
Un marcatore di DNA plastidiale, lo spaziatore intergenico #nH-psbA, ed un marcatore
nucleare, lo spaziatore interno trascritto ITS2, sono inoltre raccomandati come barcode
supplementari per l'identificazione di zaxa vegetali. Ulteriori studi di DNA barcoding
per I'indagine di specie vegetali saranno essenziali per definire in modo pili accurato
i DNA barcode proposti e ad ampliare il database di riferimento del Barcode of Life Data
System (BOLD) (http://www.boldsystems.org/index.php/databases) aumentando cosi la
probabilita di identificazione di campioni vegetali.

In quest’ottica, la banca del germoplasma della Valle d’Aosta ha previsto di sottoporre
a prove di DNA barcoding, analizzando i quattro loci sopraccitati, tutte le specie vegetali
rare e minacciate sottoposte a conservazione ex situ. Qui di seguito sono descritte
sinteticamente le varie fasi del DNA barcoding.

I campionamenti sono stati eseguiti in tutte le stazioni di prelievo delle specie vegetali
crioconservate. Dove possibile, per ciascuna specie ¢ stato eseguito il prelievo di porzioni
fogliari da almeno tre individui. Dopo il prelievo, i campioni di tessuto vegetale sono
stati trasferiti, essiccati e conservati in buste di plastica con chiusura a zip e contenente
gel di silice disidratato.
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Le prove di DNA barcoding hanno previsto il seguente flusso di lavoro: estrazione
del DNA; reazione di PCR per 'amplificazione del locus zarget, ossia i tre loci plastidiali
rbcL, matK e rnH-psbA e il locus nucleare /752, ed elettroforesi su gel di agarosio;
purificazione dei prodotti PCR e reazione di ¢cycle-sequencing; purificazione del prodotto
di cycle-sequencing e analisi tramite elettroforesi a capillari; analisi e correzione delle
sequenze e valutazione dell’efficienza di sequenziamento; identificazione su BOLD
systems ¢ GenBank ed analisi della variabilita intraspecifica. In Fig. 6 sono riportate alcune
delle fasi di estrazione del DNA; in Fig. 7 ¢ riportato il risultato del sequenziamento di
una porzione di DNA.

Ad oggi sono quindi stati sequenziati ¢ depositati in BOLD systems e in GenBank
445 loci appartenenti a 24 differenti specie ed ¢ in corso di stesura un articolo scientifico
sullefficienza di differenti DNA barcode per I'identificazione di specie vegetali rare
e/o minacciate della Valle d’Aosta.

Prove di DNA genotyping

Il DNA genotyping si basa sull’analisi di marcatori ipervariabili di DNA e permette,
tramite I'identificazione di singoli genotipi, di valutare la diversitd genetica presente
all'interno di popolazioni e tra differenti popolazioni. I loci microsatellite, o Simple
Sequence Repeats (SSR), rappresentano una delle principali tipologie di marcatori per
studi di DNA genotyping. Questi loci sono delle porzioni di DNA caratterizzate da
ripetizioni in tandem di 1-6 nucleotidi e sono presenti con un’elevata frequenza nel
genoma nucleare di molti zzxa (Selkoe e Toonen, 2006). Gli SSR presentano generalmente
un elevato polimorfismo a livello del numero di unita ripetute e porzioni fiancheggianti
relativamente conservate. Lanalisi SSR ¢ dunque relativamente semplice poiché consiste
nella stima della lunghezza dei frammenti SSR tramite PCR con I'impiego di inneschi,
o primer, disegnati a livello delle porzioni fiancheggianti. Pitt complessa e costosa risulta
invece la fase di caratterizzazione ed isolamento di tali loci. Soprattutto per specie non
modello, per le quali raramente sono presenti in bibliografia dati relativi al genoma, ¢
spesso necessaria una preliminare fase di costruzione di librerie genomiche arricchite
in SSR e numerosi sequenziamenti. Recentemente, lo sviluppo di tecnologie del Nexr
Generation Sequencing (NGS) ha reso pitt semplice e meno costosa la fase preliminare di
isolamento e caratterizzazione di loci SSR (Zalapa ez al., 2012). Marcatori SSR si sono
gia dimostrati efficaci strumenti per definire a livello regionale la struttura di popolazione
di specie vegetali spontanee (Egisdottir ez al., 2009; Raimondo ez al., 2012).

In tale contesto, la banca del germoplasma della Valle d’Aosta intende specializzarsi
nello sviluppo di marcatori SSR per effettuare studi di genetica di popolazione di specie
rare e/o minacciate. Questi studi possono infatti fornire preziosi strumenti per stimare
la variabilita genetica all'interno di ogni popolazione, ossia tra individui di una stazione,
e tra popolazioni differenti, ossia tra individui situati in stazioni differenti, e di valutare
cosi la strategia di campionamento pilt appropriata per la conservazione di accessioni il
pil possibile rappresentative della variabilita genetica presente in Valle d’Aosta. Questi
strumenti possono inoltre essere utili per valutare la variabilita presente all'interno delle
accessioni conservate e il possibile rischio di deriva genetica.
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Ad oggi sono in fase di messa a punto molteplici marcatori SSR per le specie
Aethionema thomasianum, Astragalus alopecurus, Cypripedium calceolus, Epipactis palustris
e Potentilla pensylvanica. 1 risultati di questi studi saranno pubblicati su riviste scientifiche
internazionali.

PROGETTI DIDATTICO-FORMATIVI E DIVULGAZIONE

In coerenza con il target 14 del documento programmatico GSPC, uno degli
obiettivi che si prefigge la banca del germoplasma ¢ quello di sensibilizzare la societa
allimportanza della biodiversita vegetale e alla necessita di salvaguardarla attraverso
azioni di comunicazione, educazione e divulgazione.

Ad oggi la banca del germoplasma ¢ impegnata in progetti didattici con le scuole, in
programmi di stage/tirocini per studenti delle scuole secondarie di secondo livello e/o
studenti universitari, e in eventi divulgativi aperti al pubblico.

Uno dei progetti didattici ad oggi realizzato ¢ indirizzato alle scuole primarie di I° grado
ed ¢ intitolato “Il salvadanaio della biodiversita vegetale”. Questo progetto ha, tra i suoi
obiettivi, quello di chiarire il concetto di biodiversita vegetale, di far comprendere perché &
importante tutelarla e di spiegare il ruolo della conservazione ex situ, illustrando le diverse
fasi caratterizzanti una banca del germoplasma con il coinvolgimento diretto dei ragazzi
nell osservazione/pulizia dei semi e nell’allestimento di prove di germinazione.

Da sottolineare inoltre che dal 2017 la banca del germoplasma della Valle d’Aosta ¢
ufficialmente entrata a far parte della rete RIBES, potendo cosi usufruire della possibilita
di scambi, crescita e confronto con altre realtd italiane impegnate nella conservazione
ex situ di risorse vegetali.

CONCLUSIONI E PROSPETTIVE

Benché la banca del germoplasma della Valle d’Aosta sia ad oggi costituita da
accessioni derivanti da soli due anni di campionamenti, ossia il 2014 e il 2016, ¢ da
rimarcare che sono gia 53 le accessioni conservate e 38 le specie vegetali rappresentate.
Ipotizzando che ogni anno vengano campionate e conservate almeno 25 accessioni
afferenti ad almeno 10-15 differenti specie, ¢ auspicabile che 'obiettivo delle 80 specie
conservate possa essere raggiunto entro il 2020.

Sono tuttavia da evidenziare anche alcune criticitd emerse da questi primi anni di
attivitd della banca. In primis, per molte accessioni non ¢ stato possibile raggiungere il
quantitativo di semi ottimale, pari a 5.000, e sufficiente ad avere sia una collezione attiva,
utile per le prove di germinazione e per scambi con altre banche, sia una collezione di
base, da conservare a lungo termine. Altra criticita ¢ poi rappresentata dalle prove di
germinazione che sono da ottimizzare per molte delle specie conservate.

Per quanto riguardala prima criticitd, sara dunque necessario effettuare campionamenti
di una stessa popolazione in anni differenti, e possibilmente non consecutivi, in modo
da aumentare il quantitativo di semi per specie e, al contempo, evitare che la banca
stessa diventi una potenziale minaccia per popolazioni di dimensione ridotta. Un’altra
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possibile soluzione ¢ quella di rigenerare semi partendo dalle plantule derivanti dalle
prove di germinazione. A tale scopo sono in corso prove sperimentali con il Vivaio
regionale dell’Assessorato Agricoltura e Risorse naturali per mettere a punto protocolli
efficienti per il mantenimento e la crescita di plantule di alcune specie. Queste prove
saranno inoltre la base per programmare interventi di reintroduzione di specie estinte in
natura e di rafforzamento di popolazioni gravemente minacciate. A questo proposito,
¢ in fase di stesura un progetto di reintroduzione di Iris sibirica, specie le cui ultime
segnalazioni in natura per la Valle d’Aosta risalgono al 2001.

Per quanto concerne la seconda criticita, il confronto con altre banche, 'acquisto di
un germinatoio pit sofisticato e I'impiego di substrati di coltura pili complessi saranno il
punto di partenza per poter ottimizzare e rendere pit affidabili le prove di germinazione.
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RIASSUNTO

La banca del germoplasma vegetale, detta anche banca dei semi, ¢ una delle principali realta preposte
alla conservazione ex situ, ossia al di fuori del proprio habitat naturale, e rappresenta un utile strumento
da affiancare alla conservazione 77 situ per la salvaguardia della biodiversita vegetale. In Valle d’Aosta molte
delle specie vegetali riportate in Lista Rossa sono segnalate in poche stazioni e con popolazioni di dimensioni
spesso ridotte.

In tale contesto, nel 2014 sono state avviate le prime prove di conservazione ex sizu di specie vegetali
spontanee ¢ dal 2016 ¢ stata istituita, all'interno del Museo regionale di Scienze naturali Efisio Noussan,
la prima banca del germoplasma vegetale della Valle d’Aosta. Gli obiettivi di questo progetto permanente
comprendono la conservazione ex situ, entro il 2020, di almeno 80 specie vegetali minacciate, la realizzazione
di studi sulle specie conservate e la promozione di progetti didattico-educativi.

Le attivita di campionamento, di preparazione dei campioni e di crioconservazione hanno ad oggi
permesso di conservare 53 accessioni afferenti a 38 differenti specie vegetali. Su 27 di queste accessioni
sono inoltre state effettuate prove di germinazione per valutare la vitalith dei semi conservati. Sono inoltre
stati intrapresi studi di DNA barcoding e di DNA genotyping per mettere a punto e saggiare strumenti di
identificazione specifica e sub-specifica di parte delle specie vegetali conservate.

RESUME

Banque de semences de la Vallée d’Aoste: un projet permanent de conservation ex situ et détude des espéces
indigenes.

La banque de semences est I'une des principales institutions visant la conservation ex situ, ¢est-a-dire
hors du milieu naturel ; elle représente un outil 2 employer, avec la conservation 7z situ, pour préserver la
biodiversité végétale. En Vallée d’Aoste, la plupart des especes de la Liste rouge des plantes menacées sont
signalées dans quelques stations souvent caractérisées par des populations de petite taille.

Dans ce contexte, les premiers essais de conservation ex sizu d’espéces spontanées indigenes ont été
réalisés en 2014 et, depuis 2016, la premiere banque de semences de la Vallée d’Aoste a été créée au sein du
Musée régional des Sciences naturelles E. Noussan. Ce projet permanent vise la conservation ex situ, d’ici
2020, d’au moins 80 espéces menacées, le développement d’études sur les especes préservées et la promotion
de projets éducatifs.

Les activités de collecte, de traitement et de stockage des semences ont permis, a ce jour, la conservation
de 53 accessions appartenant a 38 taxons différents. Afin de tester la longévité des semences, des essais de
germination ont été effectués sur 27 accessions. En outre, des tests ’ADN barcoding et ADN genotyping
ont été réalisés pour développer et expérimenter des outils d’identification spécifique et sous-spécifique
d’une partie des especes végétales préservées.
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Tab. 1 - Taxa di interesse gia campionati o da sottoporre a conservazione ex situ.
(1) Le categorie di rischio IUCN riportate sono: CR: Gravemente minacciata; EN: Minacciata; VU:

Vulnerabile; NT: Prossima alla minaccia; LR: Non minacciata; DD: Carenza di dati.

(2) AlL II: Specie animali e vegetali d’interesse comunitario la cui conservazione richiede la designa-
zione di zone speciali di conservazione; All. IV: Specie animali e vegetali d’interesse comunitario il
ci prelievo nella natura e il ci sfruttamento potrebbero formare oggetto di misure di gestione.

(3) AlL I: Specie di flora rigorosamente protette.
(4) All. A: Specie il cui commercio ¢ vietato; All. B: Specie il cui commercio ¢ regolamentato.

T Libro Rosso | Nuova Lista | Direttiva Conv. Conv. c’}‘m";’i‘f,i;’@‘.'tie
_ Nazionale (1)| Rossa VDA | Habitat (2) | Berna (3) [Washington [ 5014 | 2016
Aconitum anthora L. DD 1
Aethionema thomasianum J. Gay VU VU 1
Alisma plantago-aquatica L. VU 1
Anacamptis coriophora (L.) RM.
Bateman, Pridgeon & M.W. Chase VU B
(= Orchis corigphora L.)
Anacamptis papilionacea (L.) RM.
Bateman, Pridgeon & M.W. Chase vu B
(= Orchis papilionacea L.)
Anacamptis pyramidalis (L.) Rich. VU B
Anemonastrum narcissiflorum EN 1 1
(L.) Holub (= Anemone narcissiflora L.)
Artemisia campestris subsp. borealis
(Pall.) HLM. Hall & Clem. vu NT
Asplenium adulterinum Milde VU I
Axplen.ium foreziense Legrand ex VU VU
Magnier
Asplenium obovatum subsp. lanceola-
tum (Fiori) P. Silva VU
(= Asplenium billotii F. . Schultz)
Astragalus z{/opemru: Pall. (= Astraga- LR NT IL IV I 2
lus centralpinus Braun-Blang.)
Astragalus vesicarius subsp. pastellianus
(Pollini) Arcang. VU 1
(= Astragalus pastellianus Pollini)
Atropa bella-donna L. VU 1
Blackstonia acuminata (W. D. J. Koch
& Ziz) Domin (= Blackstonia perfoliata DD
subsp. serotina [Richb.] Vollm.)
Campanula alpestris All. CR VU 2
Cardamine heptaphylla (Vill.) O. E.
\%48)

Schulz
Cardamine pentaphyllos (L.) Crantz VU
Carex atrofusca Schkuhr CR EN 1
Carex otrubae Podp. EN 1
Carex depauperata Curtis ex With. DD
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Carex diandra Schrank

Carex filiformis L. (= Carex tomentosa L.)

Carex limosa L.

Carex microglochin Wahlenb.

Carex pauciflora Lightf.

==

Carex remota L.

Catabrosa aquatica (L.) P. Beauv.

S|E|E|E|E|E|C

Cephalanthera damasonium (Mill.)

Druce

=

Cerinthe glabra Mill.
(= Cerinthe alpina Kit.)

Cerinthe minor subsp. auriculata

(Ten.) Domac

Cladium mariscus (L.) Pohl

EN

Coincya richeri (Vill.) Greuter &
Burdet (= Rhynchosinapis richeri
[Vill.] Heyw.)

CR

EN

Cyclamen purpurascens Mill.

Cypripedium calceolus L.

EN

IL IV

Cysropreris myrrhidifolia (Vill.)
Newman (=Cystopteris montana [Lam]
Desv.)

Dactylorhiza cruenta (O. F. Miill.)
So6 (=Dactylorhiza incarnata subsp.
cruenta [O. FE. Miill.] PD. Sell)

EN

Dactylorhiza traunsteineri (Sauter ex

Rchb.) Soé

CR

Danthonia alpina Vest

DD

Delphinium elatum subsp. helveticum
Pawl.

Dianthus superbus L.

Dracocephalum ruyschiana L.

Eleocharis mamillata subsp. austriaca
(Hayek) Strandh
(= Eleocharis austriaca hayek)

Ephedra helvetica C.A. Mey.
(= Ephedra distachya subsp. helvetica
[C.A. Mey.] Asch & Graebn.

LR

Epilobium tetragonum L.

Epipactis fageticola (C.E. Hermos.)
Devillers-Tersch. & Devillers

Epipactis microphylla (Ehrh.) Sw.

Epipactis palustris (L.) Crantz
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Epipactis placentina Bongiorni &
£ vu
Griinanger
Epipactis rhodanensis Gévaudan &
Robatsch (= Epipactis bugacensis VU
subsp. rhodanensis [Gévaudan & Ro-
batsch] Wucherpf.)
Egquisetum telmateja Ehrh. VU
Erythronium dens-canis L. VU
Fritillaria meleagris subsp. burnatii
(Planch.) Rix LR NT
Fritillaria montana Hoppe ex W.D.].
Koch (= Fritillaria orientalis Adams; EN
Fritillaria tenella auct. Fl. Ttal.)
Gladiolus palustris Gaudin EN
Goodyera repens (L.) R. Br. VU
Groenlandia densa (L.) Fourr. VU
(= Potamaogeton densus L.)
Gymnadenia odoratissima (L.) Rich. EN
Hypericum richeri Vill. vU
Hypericum tetrapterum Fr. VU
(= Hypericum quadrangulum L.)
Iris sibirica L. VU DD
Lsolepis setacea (L.) R. Br. DD
Juncus ranarius Songeon & E.D. Perrier

. vuU
(= Juncus ambiguus auct.)
Juncus sphaerocarpus Nees vu
Legousia speculum-veneris (L.) Chaix DD
Lythrum hyssopifolia L. VU
Matteuccia struthiopteris (L.) Tod. EN
Mpyricaria germanica (L.) Desv. VU
Myriophyllum verticillatum L. EN
Narcissus poéticus L. VU
Nymphaea alba L. VU VU
Ophrys holosericea (Burm. f.) Greuter
(= Ophrys fuciflora [E. W. Schmidt] VU
Moench)
Ophrys insectifera L. DD
Orobanche alsatica Kirschl. CR VU
Orobanche cernua Loefl. VU
Orobanche crenata Forssk. VU
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Orobanche schultzii Mutel

(= Phelipanche schultzii [Mutel] Pomel) Vu
Pedicularis foliosa L. VU
Pedicularis palustris L. VU
Persicaria amphibia (L) Delarbre VU
(= Polygonum amphibium L.)

Peplis portula L. DD
(= Lythrum portula [L.] D. A. Webb)

Pinguicula grandiflora Lam. CR
Polystichum braunii (Spenn.) Fée VU
Potamogeton alpinus Balb. VU
Potamageton berchtoldii Fieber VU VU
Poramogeton coloratus Hornem. DD
Potamogeton lucens L. vuU
Potamogeton natans L. vu
Potentilla multifida L. LR EN
Potentilla nivea L. VU
Pt e | v | o
Potentilla pensylvanica L. EN EN
Potentilla thuringiaca Bernh ex Link VU
PG AR | v |
Ranunculus auricomus aggr. NT
Ranunculus reptans L. VU
Ranunculus trichophyllus Chaix VU
Salix cinerea L. VU
Salix pentandra L. EN VU
Salvia aethiopis L. EN CR
Samolus valerand;i L. DD
Schoenoplectus lacustris (L.) Palla A%8)
Schoenoplectus mucronatus (L.) Palla EN
Schoenoplectus tabernaemontani (C. C.

Gmel.) Palla (= Schoenoplectus lacustris VU
subsp. glaucus [Sm.] Bech.)

Schoenus ferrugineus L. VU CR
Scirpoides holoschoenus (L.) Sojdk

(= Holoschoenus australis [L.] Rchb.; DD

Holoschoenus romanus [L.] Fritsch)
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Scutellaria galericulata L.

Sparganium angustifolium Michx.

Sparganium erectum L. s.1.

Spiranthes spiralis (L.) Chevall. EN

Stuckenia filiformis (Pers.) Borner
(= Potamageton filiformis Pers.)

EN

Stuckenia pectinata (L.) Borner
(= Potamaogeton pectinatus L.)

Trifolium saxatile All.

LR

IL IV

Trisetaria loeflingiana (L.) Paunero
(= Trisetaria cavanillesii [Trin.] Maire;
Trisetum cavanillesii Trin.)

Tuberaria gutrara (L.) Fourr.

Tulipa sylvestris subsp. australis (Link)
Pamp. (= Tulipa australis Link)

Typha minima Funk ex Hoppe

Utricularia australis R. Br.

EN

Utricularia minor L.

EN

Veronica allionii Vill.

Xeranthemum inapertum (L.) Mill.

Zannichellia palustris L.

Tab. 2 - Accessioni ad oggi crionconservate nella banca del germoplasma vegetale della Valle d’Aosta.

ID accessione

Specie

N. semi/spore

Comune di provenienza

ACANVPS01-230916 | Aconithum anthora 1.126 Valprato Soana
AETHCO12-161014 Aethionema thomasianum 1.692 Cogne
ALPLAV03-121016 Alisma plantago-aquatica 23.342 Arvier
ANNACMO1-140916 | Anemonastrum narcissiflorum 3.886 Courmayeur
ANNACMO1-211014 | Anemonastrum narcissiflorum 91 Courmayeur
ASALCO01-010114 Astragalus alopecurus 1.403 Cogne
ASALCO04-021014 Astragalus alopecurus 1.136 Cogne
ASVEPNO01-120916 Astragalus vesicarius subsp. pastellianus 68 Pontey
ATBEPSD02-140916 Atropa bella-donna 16.613 Pré Saint-Didier
CAALCO01-050916 | Campanula alpestris 2,500 Cogne
CAALCO02-050916 | Campanula alpestris 15.407 Cogne
CAATVG01-081014 Carex atrofusca 4.897 Valgrisenche
CADIVEO01-130916 Carex diandra 2.234 Verrayes
CAFIAV02-121016 Carex filiformis 523 Arvier




CALICMO03-140916 Carex limosa 3.585 Courmayeur
CALIVE02-130916 Carex limosa 982 Verrayes
CAMICMO04-140916 Carex microglochin 4.898 Courmayeur
CAOTQUO05-230914 Carex otrubae 27.249 Quart
CAREDO03-120916 Carex remota 566 Donnas
CEDAVE04-130916 Cephalanthera damasonium 23.000 Verrayes
CLMAAV01-121016 Cladium mariscus 750 Arvier
CLMAAV01-241014 Cladium mariscus 466 Arvier
COMARNDO1-060916 | Primula matthioli 14.932 Rhémes-Notre-Dame
CORIVG01-081014 Coincya richeri 1.526 Valgrisenche
CORIVG02-081014 Coincya richeri 2.064 Valgrisenche
CYCACMO1-211014 Gypripedium calceolus 51.587 Courmayeur
DACRCO01-161014 Dactylorhiza incarnata subsp. cruenta 26.659 Cogne
ELMAQU03-130916 Eleocharis mamillata subsp. austriaca 2.224 Quart
EPPACMO06-140916 Epipactis palustris 33.450 Courmayeur
EPPASD01-221014 Epipactis palustris 35.610 Saint-Denis
EPPAVE01-221014 Epipactis palustris 36.360 Verrayes
EPPAVE02-221014 Epipactis palustris 41.386 Verrayes
FRMEGS]J04-260914 Fritillaria meleagris subsp. burnatii 220 Gressoney-Saint-Jean
HYTEBA05-120916 Hypericum tetrapterum 17.933 Bard
LEALCO04-161014 Leontopodium alpinum 1.564 Cogne
LEALCO05-161014 Leontopodium alpinum 3.231 Cogne
MASTFMO04-260914 Matteuccia struthiopteris 3.242.289 Fontainemore
PEPACMO05-140916 Pedicularis palustris 4.953 Courmayeur
POMUCOO01-101014 | Potentilla multifida 28 Cogne
POMUCO01-280916 | Potentilla multifida 294 Cogne
PONICO03-050916 Potentilla nivea 328 Cogne
POPAAVO01-241014 Potentilla palustris 189 Arvier
POPAAV01-300916 Potentilla palustris 580 Arvier
POPEAV01-241014 Potentilla pensylvanica 10.135 Arvier
POPECO01-021014 Potentilla pensylvanica 6.332 Cogne
POTHRNDO02-060916 | Potentilla thuringiaca 10.450 Rhémes-Notre-Dame
SAAEAMO01-021014 Salvia aethiopis 50 Aymavilles
SAAEAM04-120916 Salvia aethiopis 2.478 Aymavilles
SCFESDO01-221014 Schoenus ferrugineus 170 Saint-Denis
TUSYSV02-120916 Tulipa sylvestris subsp. australis 729 Saint-Vincent
TYMINU04-140614 Typha minima 16.125 Nus
VEALRNDO01-091014 | Veronica allionii 9.747 Rhémes-Notre-Dame

VEALRNDO02-091014

Veronica allionii

6.607

Rhémes-Notre-Dame
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Tab. 3 - Esito delle prove di germinazione.

ID accessione Specie Germinabilita a 1 mese | Germinabilita a 1 anno
AETHCO12-161014 Aethionema thomasianum 79,2% 96,4%
ANNACMO1-211014 Anemonastrum narcissiflorum 52,2%

ASALCO01-010114 Astragalus alopecurus 85,7% 91,3%
ASALCO04-021014 Astragalus alopecurus 83,9% 92,0%
ASVEPNO01-120916 Astragalus vesicarius subsp. pastellianus 43,8%
ATBEPSD02-140916 Atropa bella-donna 0,0%
CAATVG01-081014 Carex atrofusca 43,3% 18,5%
CADIVEO01-130916 Carex diandra 0,0%
CAOTQU05-230914 Carex otrubae 41,2%
CLMAAV01-241014 Cladium mariscus 0,0%
COMARNDO01-060916 Primula matthioli 50,0%
CORIVGO01-081014 Coincya richeri 55,0%
FRMEGS]04-260914 Fritillaria meleagris subsp. burnatii 86,2%
LEALCO04-161014 Leontopodium alpinum 91,5% 100,0%
LEALCO05-161014 Leontopodium alpinum 92,2% 93,3%
MASTFMO04-260914 Matteuccia struthiopteris 51,7%
POMUCO01-101014 Potentilla multifida 75,0% 66,7%
POMUCO01-280916 Potentilla multifida 55,0%
PONICO03-050916 Potentilla nivea 60,0%
POPAAV01-241014 Potentilla palustris 11,4%
POPEAV01-241014 Potentilla pensylvanica 42,6% 32,1%
POPECO01-021014 Potentilla pensylvanica 41,1% 46,4%
SAAEAMO01-021014 Salvia aethiopis 0,0%
SCFESDO01-221014 Schoenus ferrugineus 30,0%
TYMINU04-140614 Tipha minima 0,0%
VEALRNDO01-091014 Veronica allionii 98,6%

VEALRNDO02-091014

Veronica allionii

96,0%




[IDAccessione [iD Popolamento
Data camplonamento YYYY MM DD
Camplonatore Istituto dI
princlpale afferenza
Altri campionatori e istituti di afferenza
Taxon campionato
Nome volgare taxon
Campione per Tipologia, Numero: No piante 1 Ne piante 1 Stadio fenologico (segna un‘opzione)
erbario e/o per mature campionate (segna — -
analisi trovate (segna 25 un‘opzione) 25 Piu fiori che frutti
Campione di suolo  Si/no Numero: 5-10 5-10 Piu frutti che fiori
10-25 10-25 Solo frutti
Metodo di A caso 25-50 25-50 Frutti gia dispersi
campionamento
Regolare 50-100 50-100
Transetto 100-1000 100-1000
lineare
Al centro >1000 >1000
Ai bordi
Altro
Estenslone Semi/frutti raccolti a
) terra?
Foto (riferimenti)
Reglone |comuna
Locallta
Latltudine (Y) Longltudine (X) Unita (segna  Gradi Codlce ESPG (si
un'opzione) ricava dalle coordinate)
Metri
Altitudine (m) Profondita acqua (per specie
acquatiche)
Gi de fornito G de (segna altitudine (segna Esposizione (segnaun'opzione) |Pendenza (segna Tessitura suolo (segna pH suolo (segna
dal campionatore? un'opzione) un'opzione) un'opzione) un'opzione) un‘opzione)
Si/no GPS Altimetro N 0-5% Ghiaia Acido
DGPS DEM N-E 6-10% Sabbia Alcalino
Stima GPS E 11-20% Sabbia/argilla Neutro
Mappa Stima S-E 21-31% Argilla
Google Earth Mappa S >30% Terra argillosa
S-W Torba
w No suolo
N-W
EUNIS Habltat Land use Possibili
(Code (vedi codici) Code (vedi minacce
codici)
Note sul slto

Specie associate (3-
5 specie presenti)

Note sul
campionamento

(problemi, stima numero
semi, colore dei fiori..)

Fig. 1 - Modulo passaporto campione compilato durante il prelievo di semi per le prove di conservazione ex situ.
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Fig. 2 - Differenti fasi della pulizia e del conteggio dei semi: pulizia con setacci (A), piatti di carta (B) e filtri (C);
valutazione dei semi allo stereomicroscopio (D); conteggio semi tramite pesata su bilancia analitica (E); trasferi-
mento dei semi in contenitori di carta bibula e chiusura con garza (F e G)
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Fig. 3 - Campioni posti in incubatore ventilato per la fase di disidratazione a 15°C ¢ 15% di UR (A); silice con
indicatore colorato per abbassare il valore di UR fino al 15% (B); preparazione di un campione per la misurazione
delleRH (C e D).
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Fig. 4 - Fase di impacchettamento: trasferimento dei semi in vials di vetro (A); inserimento dei vials in vasi erme-
tici (B); inserimento di buste con silice deidratata con indicatore di colore per 'umidita relativa (C); etichettatura

dei vials (D) e dei vasi (E).

Fig. 5 - Germinatoio con possibilita di regolare la temperatura, 'umidita relativa e il fotoperiodo (A) e piastra Petri
contenente agar-acqua e i semi per la prova di germinazione (B).



LA BANCA DEL GERMOPLASMA VEGETALE DELLA VALLE D’AOSTA

27

Museo Regionale di Scienze Naturali

L
© Musea Regionale di g re Natwall

Fig. 6 - Differenti fasi dell'estrazione del DNA: dall' omogeneizzazione del campione alla purificazione e precipi-
tazione degli acidi nucleici.
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Fig. 7 - Porzione di elettroferogramma relativo ad un locus genetico sequenziato



