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Obiettivi:
Qualificare la filiera vivaistica regionale per la

produzione di postime di douglasia certificato
per un’arboricoltura montana di qualita.

Introdurre innovazione e qualita nella filiera
vivaistica della Douglasia in Toscana e nelle
tecniche di produzione nelle piantagioni.
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Come fare?

QA Individuare e restaurare i materiali di base piu idonei per
ottenere materiale di propagazione certificato da utilizzare
nella filiera vivaistica regionale per la produzione di postime
per un’arboricoltura montana di qualita;

] Selezionare fenotipi superiori per caratteristiche fenotipiche e
genetico-adattative;

J Caratterizzare geneticamente i fenotipi selezionati per la
produzione di materiale di impianto certificato;

J Raccogliere marze dai fenotipi selezionati per la produzione di
innesti utili per la creazione di nuovi campi catalogo clonali per
la conservazione del germoplasma e per avere materiale di
propagazione qualificato.
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Il progetto Do.Na.To ha preso
in considerazione le prove
comparative di discendenze
e provenienze IUFRO di
Faltona (AR) e Spedalinga-
Vallombrosa (FI) come banca
di germoplasma unica da cui
poter raccogliere materiale
di propagazione certificato
per realizzare nuovi campi
catalogo clonali con lo scopo
di conservare germoplasma
selezionato e fornire
materiale di propagazione
certificato.
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FASE 1 - RESTAURO PARTICELLE SPERIMENTALI COMPARATIVE DI
PROVENIENZE [UFRO E DISCENDENZE DI DOUGLASIA FALTONA-AR

(obiettivi 1-2-3: Attivita da 1.1 a 1.5)

ATTIVITA PREVISTE STATO

Progettazione del restauro delle prove di progenie di
discendenze di douglasia . Attivita 1.1; 1.2;1.4;1.5

Selezione preliminare al taglio, tra le migliori
discendenze, di 60 fenotipi superiori . Attivita 1.2; 1.4.

Martellata di diradamento dei test compartivi di
provenienze IUFRO e di discendenze di Douglasia.
Attivita 1.1; 1.2

Misurazione con metodo per sezioni degli alberi
abbattuti con il diradamento Attivita 1.3

I

Raccolta marze per la produzione di innesti. Attivita 1.4
7 en 10

Raccolta del materiale vegetale per |la caratterizzazione
genetica del materiale da impiegare nella costituzione

W

d@m pi catalogo. Attivita 1.5 i
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N. pianta |Progenie IDBlocco  diametro (cm) H (m) N. pianta |Progenie ID Blocco diametro (cm) ~ H(m)
1 1 H 41.8 33 31 13 H 31 31.3
2 2 L 37 33 32 13 C 38.8 31
3 2 A 41 35.2 33 16 A 32.3 28.2
4 2 E 33.8 35.5 34 18 A 39.5 35.1
5 4 | 37.1 33 35 19 L 34 33.5
6 4 A 24.1 25.6 36 19 A 36.4 35.1
7 4 A 43 254 37 19 E 37.6 32.3
8 4 A 44.1 38 38 3 G 24.7 22.5
9 5 A 36.8 25.6 39 5 G 15.3 25.3
10 5 A 43.4 29 40 2 G 19.1 26.4
11 6 | 36.6 31 41 6 G 14.3 24.5
12 7 L 47.4 28.5 42 5 G 22.3 30.6
13 7 B 40.6 33.4 43 14 G 24.2 31
14 7 A 41.3 36.4 a4 13 G 19.4 26
15 8 [ 38.1 35 45 19 G 18.9 27.6
16 8 [ 41 32.8 46 14 G 22.3 29.7
17 8 H 35.8 31.3 47 6 G 18.3 27.5
18 8 H 38.8 34 48 6 G 18.9 30
19 9 [ 37.6 26 49 17 G 22.9 29.8
20 9 A 42 26 50 6 G 19.1 29.1
21 9 A 36.9 32.56 51 18 G 23.1 30.2
22 9 A 35.8 28 52 20 G 17.0 32
23 10 L 32.8 31.9 53 16 G 21.7 26.5
24 10 L 33.2 22.6 54 11 G 19.4 32
25 10 E 48.6 38.7 55 16 G 26.3 27.4
26 11 H 38.1 28 56 7 G 17.4 19.4
27 11 | 54.1 31.2 57 7 G 19.3 24.7
28 11 [ 40 28 58 12 G 11.9 27.2
29 12 | 47.4 26 59 11 I 21.5 31
30 13 [ 32.8 34 60 1 L 18.2 33.2
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SUPPORTO, ORGANIZZAZIONE E SUPERVISIONE DELLA PRODUZIONE DI
800 INNESTI PER LA REALIZZAZIONE DEI CAMPI CATALOGO. (Attivita 1.4)

A causa della parziale sospensione delle cure colturali durante il lockdown dovuto al
COVID 19 di marzo-aprile 2020 la fase di innesto del materiale d’impianto e in larga
misura fallito per ovviare a cio e poter realizzare i campi catalogo e stato effettuato un
nuovo prelievo di marze ed una nuova campagna di innesti (aprile 2021), con l'impiego di
marze raccolte da fenotipi selezionati tra le migliori provenienze IUFRO dalla particella
sperimentale di Spedalinga (Vallombrosa - Fl).

NARN
Do.Na.To. CONVEGNO FINALE

Douglasiete Naturali Toscane Firenze, 22 Giugno 2022 - Accademia dei Georgofili DoNaTo beneficia di sostegno finanziario nell’ambito del PSR 2014-2020 misura 16.2, 1.1, 1.2, 1.3

PSR

Programma di Sviluppo Rurale




RESTAURO PARTICELLA SPERIMENTALE COMPARATIVA DI PROVENIENZE

IUFRO DI SPEDALINGA (VALLOMBROSA - Fl) (replica Attivita 1.4)

ATTIVITA PREVISTE

STATO

Progettazione del restauro delle prove di provenienze
IUFRO. Attivita 1.1; 1.2;1.4;1.5

Selezione di fenotipi superiori, tra le migliori
provenienze IUFRO. Attivita 1.2; 1.4.

Martellata di diradamento dei test compartivi di
provenienze IUFRO . Attivita 1.1; 1.2

7 10

Raccolta marze per la produzione di innesti. Attivita
1.4

Raccolta del materiale vegetale per la
caratterizzazione genetica e adattativa del materiale
da impiegare nella costituzione dei campi catalogo.
Attivita 1.5

R0 18
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L Realizzazione di 800 nuovi innesti con materiale
selezionato raccolto nella particella sperimentale
comparativa di provenienze IlUFRO di Spedalinga
Vallombrosa (F1).

L’attivita & stata svolta in collaborazione con il

Reparto Carabinieri Biodiversita di Vallombrosa (FI)
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CARATTERIZZAZIONE GENETICA E ADATTATIVA DEI CLONI PROPAGATI PER
INNESTO. (Attivita 1.5)
ANALIS| GENETICHE PER LA DETERMINAZIONE DEGLI INDICI DI VARIABILITA’

 Dai fenotipi selezionati sono state prelevate le gemme apicali vitali. Da circa 10 gemme per ogni
individuo sono stati prelevati 1 meristemi, da cui ¢ stato estratto il DNA, mediante kit di estrazione
commerciale (DNeasy Plant mini-kit, QIAGEN).

Abs (4]

Materiale genetico di qualita

el ]\ ottimale:
=/ Concentrazione ~190 ng/ul
oz A260/280 >1.60

o o ) Tabella 1. Elenco dei primer SSR utilizzati nell’'indagine
Per ottenere gli indici di variabilita genetica

Locus Forward primer 5-3 Reverse primar 5-3 Repeat motif Optimal T,°C | N* | 4" | Allde

sono state eseguite Amplificazione con e o
m a rc a to ri SS R S p e c ifi c i p e r Pseu do ts“g a PmOSU_IC3 CTCCCCTCCAGATTTTACTC | TGGOGTAACAAATAAGAGAAAL (TC)2s(AC). {TCy 57 (3557 28 | 28 126362—
m enz’-es’-’- S e I e Z i 0 n a ti i n I ette ra t u ra ( S LAVOV PmDSU_IFS CCTCATGCATIGGACACTC GGATICTIGAGCAGGTAGG (AG)34 35 (3257 35| 33 238119—
e t a I 2 0 0 3 _ Ta b 1 ) PmOSU_2C3 | AAAGACAACATTATGAAAGG | GTAATGGTICGAAAAATAATG (TC24(ACHLE 50 48-51) 35| 25 126531—
I pro dO t t i d i P CR SOnO S ta t i pO i SO t t Opos t i a d PmOSU_2G12 | CAAGGACTCATATGGGAAA AACATCAGTAATAACCTTIT L&C(Glclh;éﬁ;g_‘(ﬁ&tcéi 51 #851) 34| 16 E;iiE
. . . . . PmDSU_3D3 GGCATCCTATTITICATTIT GTGATTACCTAACTIGTGE (TGIL6(AG)26 50 48-51) 35| 19 125-
analisi di frammento tramite sequenziatore =
. . . PmDSU_4A7 TIGTAAAAATTICCCATGTAT AAGTGGGGGAGTGTGTAAT (IG:-S...(TG}S...(CG}?(:TGI-!— 48 (4854) 34| 30 156-
capillare, al fine di determinare un profilo -T5)9- A0 -
genetico univoco per Ogni Singolo individuo FmOSU_783f | GAGCTGATGCCTTGAAGACT CAAGTCAGTICACAATTICCT (AT)5. (ATYS 57 (3659 33| 15 "3%53—
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SELEZIONE DI MARCATORI QUALITATIVI (SNP) ASSOCIATI ALLA QUALITA DEL LEGNO

A partire da uno studio di associazione genetica (GWAS) effettuata su P. glauca sono stati individuati
20 geni associati alla qualita del legno in diverse specie di conifere. Dalle sequenze dei geni annotati
su genoma di Picea glauca (LAMARA et al., 2015), sono state ricercate le omologhe su genoma di
Douglasia (HOWEN et al, 2013; George et al., 2021 ) e su tali porzioni di DNA sono stati poi isolati i
marcatori a singolo polimorfismo (SNP).
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 Individuazione di contig con presenza di polimorfismi a singola base (SNP) sui geni ortologhi: TOTALE 733
» Selezione di SNP sufficientemente lunghi e idonei all’analisi: TOTALE 81 successivamente testati su 21

campioni di riferimento.

+ Sintesi di saggi KASP per I'analisi degli SNP sugli individui selezionati: individuazione della variante allelica

tramite saggio a chemioluminescenza.
» Associazione fra variabilita dello SNP e caratteri fenotipici di accrescimento (altezze e diametri).
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FASE 2 — REALIZZAZIONE DI DUE CAMPI CATALOGO IN CONVENZIONE
CON L'UNIONE COMUNI APPENNINO PISTOIESE E 'UNIONE DEI
COMUNI MONTANI DEL MUGELLO

ATTIVITA PREVISTE STATO
Verifica e caratterizzazione stazionale dei siti

scelti per la realizzazione dei campi catalogo.
(ATTIVITA' 2.1)

Progettazione del disegno sperimentale di due

campi catalogo e assistenza per la @
progettazione. (ATTIVITA' 2.3)

Verifiche sulla vitalita e sopravvivenza degli
innesti fino a fine progetto. (ATTIVITA' 2.4)

Monitoraggio fenologico in ambiente
controllato. (ATTIVITA' 2.5)

Partecipazione ad attivita di Progetto e
divulgative. (ATTIVITA' 1.6; 2.6)
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MONITORAGGIO FENOLOGICO X LA CARATTERIZZAZIONE
ADATTATIVA DEL MATERIALE SELEZIONATO (Attivita 2.5)

Monitoraggio fenologico di talee in ambiente controllato dei
genotipi scelti per gli innesti e stato effettuato al fine di
valutare la capacita adattativa e di resilienza ai cambiamenti
climatici del materiale utilizzato per i campi catalogo.

Il monitoraggio fenologico in cella climatica riduce la variabilita
ambientale consentendo di ottenere risultati piu precisi.

Schema sperimentale
5 talee/genotipo x 60 genotipi selezionati per gli innesti
5 talee/genotipo x 35 genotipi selezionati per gli innesti /

Condizioni delle due camera di crescita
* Temperature 21-22°Ce 15-17°C
* fotoperiodo di 16h luce - 8h buio

Metodo di valutazione: scala di punteggio con 6 valori (da fase
1 = gemma apicale chiusa, a fase 6 = fine dell’allungamento del
germoglio) secondo il protocollo TreeBreedex (European

project). Y

AN

A/ N\ - \a
N ‘PSR
Do-NaoTO. CONVEGNO FINALE Programma di Sviluppo Rurale

Douglasiete Naturali Toscane Firenze, 22 Giugno 2022 - Accademia dei Georgofili DoNaTo beneficia di sostegno finanziario nell’ambito del PSR 2014-2020 misura 16.2, 1.1, 1.2, 1.3




The new shoot has a length of about 5 cm and, the needle
consistency becoming similar to that of adult needles. Their color
changes from bright green to dark green. It is possible to see the
new bud.

SCHEDA PUNTEGGIO
MONITORAGGIO FENOLOGICO X DOUGLASIA

l - ' Protocollo nr. 8.3 - PROTOCOL FOR ASSESSMENT OF BUD BREAK AND BUD SET
1=Buds enclosed by needles and not visible unless the needles are parted; IN PSEUDOTSUGA MENZIESII. In: Ducci F., De Cuyper B., Paques L.E., Proietti

2 = bud scales start to burst; needle points are visible but still coated by the membrane; . .

3 = the needle bundle stretches up to twice the size of the bud size; in general the needles are still tight to R., Wolf H. (Compilers), 2012. Reference protocols for assessment of trait and
the shoot; only rarely needles around the bud scales are splayed out; . . .

4 needle bundle starts to loosen, shoot still enlarges; the young shoot looks like a paint brush; reference genOtypes to be used as standards in international research

5 = shoot still enlarges, needles splay out; the length of the shoot is now twice as long as in phase 4; projects. Ed. CRA SEL - AFEZZO, |ta|y: p. 82. ISBN: 978-88-901923-6-4

6 = terminal bud stunted. Soft shoots with developed needle.
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Conclusioni

O Gli arboreti sperimentali sono uno strumento fondamentale per la conservazione ex-situ del
?ermoplasma di specie forestali, che permette di comparare le performance produttive,
ecnico-qualitative e adattative di provenienze, discendenze e/o cloni diversi. Per questo e
fondamentale loro conservazione e gestione nel lungo periodo.

O Gli arboreti sperimentali costituiscono una banca di germoplasma unica da cui poter
raccogliere materiale di propagazione certificato per realizzare nuovi campi catalogo
clonali con lo scopo di conservare germoplasma selezionato e fornire materiale di
propagazione certificato.

O 1 nuovi campi catalogo rappresentano un ulteriore passo avanti nel processo di selezione e
miglioramento della douglasia, garantendo la conservazione della diversita genetica e, date
le diverse quote di impianto, la possibilita di verificare I'adattabilita delle provenienze
selezionate ai diversi ambienti toscani.

O La produzione clonale puo sembrare a prima vista incompatibile con_il mantenimento di
alti Tivelli di diversita; tuttavia, con una quantita sufficiente di genotipi inseriti nel catalogo,
la variabilita puo essere anche superiore a quella di una normale piantagione di semenzali.
In questo maodo, si possono bilanciare gli aspetti tecnico-produttivi (qualita del legno e
accrescimenti) con la conservazione di un adeguato livello di diversita genetica e di
resilienza dell’impianto.

Q1 campi catalogo clonali rappresentano, inoltre, una preziosa riserva a cui attingere
periodicamente per semi, innesti o talee, producendo materiale di propagazione idoneo per
un’arboricoltura montana di qualita. Materiale certificato.
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GRUPPO DI LAVORO RISORSE GENETICHE FORESTALI
CREA CENTRO DI RICERCA FORESTE E LEGNO

* GRAZIE PER UATTENZIONE!
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