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Mediterraneo

Awvrei voluto sentirmi scabro ed essenziale
siccome i ciottoli che tu volvi,

mangiati dalla salsedine;

scheggia fuori dal tempo, testimone

di una volonta fredda che non passa.
Altro fui: uomo intento che riguarda

in sé, in altrui, il bollore

della vita fugace uomo che tarda
all'atto, che nessuno, poi, distrugge.
Volli cercare il male

che tarla il mondo, la piccola stortura
d'una leva che arresta

'ordegno universale; e tutti vidi

gli eventi del minuto

come pronti a disgiungersi in un crollo.
Segquito il solco di un sentiero m'ebbi
I'opposto in cuore, col suo invito; e forse
m'occorreva il coltello che recide,

la mente che decide e si determina.
Altri libri occorrevano

a me, non la tua pagina rombante.

Ma nulla so rimpiangere: tu sciogli
ancora i groppi interni col tuo canto.

11 tuo delirio sale agli astri ormai.

Eugenio Montale
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1.INTRODUZIONE

1.1. Biodiversita degli ambienti ipersalini

Gli ambienti ipersalini sono ampiamente distribuiti nei sistemi estuari
e deltizi di tutto il mondo (Fig. 1). Si presentano nella zona
intercotidale tra terra e mare dove si depositano abbondanti sedimenti
con tessitura prevalentemente sabbioso-limosa e vi ¢ la presenza
d'acqua salata o salmastra per un lungo periodo dell'anno (Doody,
2008). Ne sono esempi le praterie retrodunali alofile, le paludi
salmastre, gli ambienti umidi, le formazioni paludose di mangrovie
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Fig. 1 - Distribuzione mondiale delle aree a maggior concentrazione di paludi
salmastre (verde); di ambienti umidi (arancione e giallo) e di formazioni paludose di
mangrovie (fucsia; http://www.marbef.org/wiki/salt_marshes).



L'Ttalia, con oltre 8000 km di coste, mostra una notevole varieta di
ambienti litoranei: alti e rocciosi, talvolta a picco sul mare, oppure pill
spesso bassi, sabbiosi e prossimi alle foci dei corsi d'acqua (Biondi,

1999; Fig. 2).
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Fig. 2 - a) Distribuzione ed abbondanza degli habitat costieri di Direttiva 92/43/CEE
in Italia. b) Distribuzione degli habitat della macrocategoria 1 "Habitat costieri e
vegetazione alofitica" (Genovesi et al., 2014).

In particolare, sono proprio gli apparati deltizi, gli ambienti nei quali
la forza del mare contrastando il trasporto dei materiali fini da parte
dei corsi d'acqua, favorisce il deposito di una grande quantita di
sedimenti, che in tempi pill o0 meno lunghi, creano lunghe lingue di

sabbia e fango parallele alla linea di costa (Audisio et al., 2002).



Questi cordoni litoranei consentono la formazione di lagune, laghi e
stagni costieri in cui la complessa interazione fra sedimenti, salinita
delle acque e morfologia dei bacini diversifica questi ambienti
conferendogli quell'unicita che ne amplifica la valenza paesaggistica e
naturalistica (Caniglia et al., 2002). Nelle zone marginali di questi
ambienti e nelle depressioni retrodunali caratterizzate da condizioni di
grande stress ambientale e da parametri abiotici fortemente limitanti si
creano ecosistemi costituiti in prevalenza da specie vegetali ed animali
che presentano particolari adattamenti fisiologici che consentono loro
di portare a termine l'intero ciclo vitale in habitat cosi fortemente

selettivi, talora "estremi" (Andreucci et al., 1996).

1.1.1. Praterie retrodunali salate

Tra gli ecosistemi degli ambienti ipersalini uno dei pit importanti e
minacciati ¢ costituito dalle praterie retrodunali salate o paludi
salmastre. Sono praterie caratterizzate da elevata salinita del substrato,
con tessitura limosa o limosa-sabbiosa colonizzate principalmente da
piante annuali e perenni appartenenti a generi diversi della famiglia
delle Amaranthaceae oltre ai generi Limonium, Aster e pochi altri
(Biondi, 1999). Le praterie retrodunali salate costituiscono un chiaro
esempio di ecosistema monospecifico o paucispecifico dove le specie
si distribuiscono secondo gradienti fisici e chimici (Adams, 1963;
Sanchez et al., 1998). Sono ambienti sottoposti regolarmente al
movimento delle maree e si caratterizzano per ospitare diverse

comunita vegetali in relazione alle micro topografie del suolo. In
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alcuni bacini costieri o subcostieri dove i bordi degli stagni degradano
con una lieve pendenza verso la zona centrale si formano praterie
salate annuali, costituite in prevalenza da specie pioniere alofile
annuali del genere Salicornia e Suaeda. Queste comunita annuali sono
caratteristiche dell'habitat 1310: “Vegetazione annua pioniera a
Salicornia ed altre specie delle zone fangose e sabbiose” (Codice

sensu Classificazione Eunis A2.6513; Biondi et al., 2013).

1.2. Strategie di conservazione della biodiversita degli
ambienti ipersalini
Gli ambienti costieri costituiscono una categoria di habitat di

eccezionale interesse biologico: nonostante questi ambienti possano
sembrare inospitali, essi rivestono un'enorme importanza sia per la
conservazione della biodiversita, in quanto ospitano specie € comunita
specializzate a vivere in condizioni ecologiche estreme, sia per le
ricadute economico-sociali nell'uso sostenibile di questi ambienti per
le generazioni future (Genovesi et al., 2014).

Questi habitat sono fortemente alterati, frammentati (Audisio et al.,
2002; Palumbo & Selvaggi, 2003) e caratterizzati da una bassa qualita
che richiama alla necessita di interventi urgenti di recupero (Genovesi
et al., 2014). Infatti, pesa su questi habitat la loro localizzazione lungo
le coste che negli anni hanno subito una forte regressione legata alle
grandi opere passate di bonifica, all'elevata pressione antropica di tipo
industriale (carico di prodotti inquinanti) e turistica (Dati Istat, 2000;

Biondi, 1999), ai fenomeni strettamente legati ai cambiamenti
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climatici nell'area mediterranea come l'innalzamento del livello del
mare e conseguentemente dei processi erosivi e l'aumento delle
temperature medie (EEA, 2008; Breil et al., 2004).

Nel 3° Rapporto Nazionale Direttiva Habitat si denuncia uno stato di
conservazione complessivo degli habitat costieri di interesse
comunitario non soddisfacente (cattivo o inadeguato) per 1'86,7 %,
percentuale molto pil elevata di quella calcolata per tutti gli habitat
presenti in Italia, che complessivamente si trovano in stato di
conservazione non soddisfacente per il 67,6 % (Genovesi et al., 2014;

Fig. 3).
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Fig. 3 - Percentuale dei diversi valori di Stato di Conservazione attribuiti agli habitat
costieri rispetto ai valori attribuiti a tutti gli habitat italiani (Genovesi et al., 2014).

La Direttiva 92/43/CEE considera solo 5 habitat di interesse
prioritario tra quelli costieri tutelati non inserendo tra questi alcuni
habitat peculiari delle aree costiere mediterranee ed estremamente
rarefatti come il 1310 "Vegetazione annua pioniera a Salicornia e altre
specie delle zone fangose e sabbiose" o il 2210 "Dune fisse del litorale

(Crucianellion maritimae)" (Genovesi et al., 2014). E sufficiente
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considerare il numero elevatissimo di tipologie vegetazionali costiere
d’Italia per rendersi conto della grande biodiversita che questi
ambienti ancora ospitano, nonostante le forti alterazioni. Si deve,
quindi, attuare un piano importante per il loro recupero, che possa
consentire la salvaguardia di tipologie di ecosistemi significativi, la
conservazione della biodiversita e il miglioramento complessivo dello
stato delle aree naturali dei litorali nazionali (Genovesi et al., 2014).

In linea con la definizione del Summit Mondiale di Rio de Janeiro del
1992, la biodiversita ¢ intesa come «la variabilita degli organismi
viventi di ogni origine, compresi inter alia gli ecosistemi terrestri,
marini ed altri ecosistemi acquatici e i complessi ecologici di cui
fanno parte; cio include la diversita nell’ambito delle specie e tra le
specie e la diversita degli ecosistemi» (Art. 2 Convenzione sulla
Diversita Biologica - CBD). Questo significa che la biodiversita ¢
intesa come la totalita dei geni, delle specie e degli ecosistemi di una
regione e che per preservarla bisogna considerare tre livelli di
diversita: (1) diversita genetica: data dal patrimonio genetico degli
organismi sia a livello di individui appartenenti ad una stessa
popolazione sia tra popolazioni appartenenti ad una stessa specie; (2)
diversita di specie: data dalla varieta e dalla numerosita delle specie
presenti in un determinato habitat/sito; (3) diversita eco-sistemica:
data sia dalle grandi differenze che ci sono tra i diversi tipi di
ecosistemi, sia dalla varieta degli habitat naturali e delle comunita

biologiche che interagiscono fra loro all'interno di uno stesso



ecosistema. Le convenzioni e gli accordi internazionali rappresentano
il riferimento pil importante per lo sviluppo di politiche di
conservazione della biodiversita e per I’emanazione di norme da parte
dei Paesi firmatari. Nell’ambito delle diverse convenzioni, 1’approccio
adottato & molteplice, andando dalla tutela attuata attraverso elenchi di
specie da proteggere (Convenzione di Berna e di Bonn), alla
conservazione delle specie e dei loro habitat (Convenzione di
Barcellona), alla conservazione della biodiversita intesa nel senso pil
ampio (Convenzione di Rio de Janeiro).

Di seguito, vengono brevemente presentate le principali norme di
protezione vigenti in Italia in materia di protezione di specie ed
habitat.

Convenzione di Ramsar (Convention on Wetlands of
International Importance) Iran, 1971

E’ un atto stipulato nel 1971, entrato in vigore nel 1975, a Ramsar
(Iran) tra i soggetti della Conferenza Internazionale sulle Zone Umide
e gli Uccelli Acquatici. In Italia, la Convenzione ¢ stata ratificata con
il DPR n. 448 del 13 maggio 1976 e con il successivo DPR n. 184
dell’11 febbraio 1987. La Convenzione ha come obiettivo la tutela
delle zone umide mediante l'individuazione e la delimitazione dei siti
(Siti Ramsar) e lo studio, la ricerca e la messa in atto di programmi di
conservazione e valorizzazione. Esiste oggi una network di zone
umide di importanza internazionale, o Siti Ramsar, di cui I'Italia fa

parte con piu di cinquanta siti dislocati sul proprio territorio. I Siti
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Ramsar comprendono una grande varieta di ambienti umidi sia interni,
sia costieri, zone naturali o artificiali d'acqua, permanenti o transitorie
(corsi d’acqua, laghi, paludi, stagni, saline, torbiere ecc).
Convenzione sul commercio internazionale di specie in pericolo
della fauna e della flora spontanee (CITES: Convention on
International Trade in Endangered Species) Washington, 1973
CITES ¢ un accordo internazionale tra governi. Il suo scopo ¢ quello
di regolamentare il commercio internazionale di fauna e flora in
pericolo di estinzione e riguarda parti di organismi o prodotti da essi
derivati. CITES regola il commercio internazionale di specie
selezionate soggette a determinati controlli. Questi includono un
sistema di licenze che richiede l'autorizzazione di importazione ed
esportazione di specie contemplate dalla convenzione. Le specie
oggetto di convenzione (formalmente chiamate specimen) sono
elencate in tre categorie in relazione ai vari gradi di protezione. CITES
¢ entrato in vigore nel 1975 e conta attualmente piu di 150 soggetti
contraenti.

Convenzione di Barcellona per la protezione del Mar
Mediterraneo dalle azioni di inquinamento (Barcelona
Convention), 1976

E’ un trattato intergovernativo che ha subito nel tempo diversi
emendamenti. Nell’emendamento del 1995 ¢ diventata "Convenzione
per la protezione dell’ambiente marino e della regione costiera del

Mediterraneo" e, in quest’ultima forma, ¢ stata ratificata dall’Italia con
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la Legge n. 175 del 27 maggio 1999. Ha lo scopo di prevenire, ridurre,
combattere ed eliminare I'inquinamento nel mar Mediterraneo,
proteggere e migliorare l'ambiente marino e marino-costiero per
contribuire allo sviluppo sostenibile. In particolare, uno dei sette
protocolli della Convenzione, ¢ costituito dal Protocollo relativo alle
Zone Specialmente Protette e alla biodiversita nel Mediterraneo
(Protocollo SPA/BIO).

Convenzione di Berna (Convention on the Conservation of
European Wildlife and Natural Habitats), 1979

La Convenzione di Berna ha come obiettivo la conservazione della
vita selvatica e dell'ambiente naturale in Europa mediante la
cooperazione tra gli Stati. Gli allegati I, II e III della Convenzione
contengono liste di specie di Flora e Fauna da tutelare, indicando
diversi livelli di protezione.

Allegato I: specie di Flora rigorosamente protette, per le quali vige il
divieto di raccolta, collezione, taglio o sradicamento.

Allegato II: specie di Fauna rigorosamente protette, per le quali vige:
il divieto di cattura, uccisione, deterioramento e distruzione di siti di
riproduzione/riposo, molestia (soprattutto nei periodi di riproduzione,
delle cure parentali e d'ibernazione), raccolta/distruzione/detenzione
delle uova, detenzione e commercio di animali vivi o morti o di parti
di animali.

Allegato III: lista di specie della Fauna protette, per cui sono previsti:

il prelievo regolato e attuato purché non comprometta lo stato di
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conservazione della specie; periodi di chiusura alla caccia e deroghe di
caccia locali; la salvaguardia degli habitat con particolare attenzione
alla protezione di aree di svernamento, migrazione, raduno,
alimentazione e muta.

Convenzione di Bonn (CMS: Convention on Migratory Species of
Wild Animals), 1979

E' un trattato intergovernativo che ha come obiettivo la conservazione
delle specie migratorie appartenenti alla Fauna selvatica in tutto il loro
areale di distribuzione, con particolare attenzione alle specie
caratterizzate da un cattivo stato di conservazione. La Convenzione
comprende due allegati.

Allegato I: riporta le specie migratrici minacciate di estinzione.
Allegato II: elenca le specie che potrebbero beneficiare
significativamente di una maggior cooperazione internazionale. Ai fini
della protezione delle specie, le parti contraenti si impegnano in
particolare a: (i) garantire la conservazione degli habitat delle specie
minacciate e (ii) ad eliminare i fattori di rischio che possono impedire
o interferire con la migrazione delle specie.

Convenzione sulla diversita biologica (CBD: Convention on
Biological Diversity) Rio de Janeiro, 1992

Convenzione internazionale stipulata in occasione del Summit
mondiale di Rio de Janeiro e ratificata da 179 paesi. Ha come
obiettivo strategico la tutela della diversita, I'utilizzazione durevole dei

suoi elementi e 1’equa ripartizione dei vantaggi derivanti dallo
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sfruttamento delle risorse genetiche. La Convenzione pone molta
enfasi sullo scambio di informazioni e la cooperazione tra Paesi.
Inoltre, la Convenzione introduce il concetto di Conservazione in situ
ed ex situ (Williams et al., 2003).

Direttiva Habitat 92/43/CEE (Direttiva del Consiglio sulla
Conservazione degli Habitat naturali e della Fauna e Flora
selvatica)

La Direttiva nasce per rispondere al continuo deterioramento degli
Habitat naturali europei e al crescente numero di specie seriamente
minacciate. La Direttiva ¢ uno strumento normativo comunitario che
implementa la Convenzione di Conservazione della vita selvatica e
dell'ambiente naturale in Europa (Convenzione di Berna; Coffey &
Richartz, 2003). L’Italia ha ratificato la Direttiva con il D.P.R. n. 357
del 8 settembre 1997, modificato con il D.P.R. n. 120 del 12 marzo
2003. Scopo della direttiva ¢ quello di promuovere il mantenimento
della biodiversita, tenendo conto al tempo stesso delle esigenze
economiche, sociali, culturali e regionali, nonché delle particolarita
regionali e locali (JNCC, 2016). Le misure adottate a norma della
presente direttiva sono intese ad assicurare il mantenimento o il
ripristino, in uno stato di conservazione soddisfacente degli habitat
naturali e delle specie di Fauna e Flora selvatiche di interesse
comunitario. Per ’applicazione di tali misure gli Stati membri sono
tenuti a considerare le esigenze economiche, sociali, culturali e

regionali, contribuendo all'obiettivo generale di uno sviluppo durevole
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considerando che il mantenimento della biodiversita, puo, in taluni
casi, richiedere il mantenimento e la promozione di attivita umane.
Ogni Stato membro ¢ tenuto ad identificare i siti di importanza
europea e ad attuare una gestione speciale rivolta a proteggerli,
combinando la conservazione a lungo termine con l'attivita sociale ed
economica come parte di una strategia di sviluppo sostenibile
(Commissione Europea, 2003). A questo scopo, sono stati redatti sei
allegati:

Allegato I: tipi di Habitat naturali di interesse comunitario la cui
conservazione richiede la designazione di aree speciali di
conservazione;

Allegato II: specie animali e vegetali di interesse comunitario la cui
conservazione richiede la designazione di zone speciali di
conservazione;

Allegato III: criteri di selezione dei siti atti ad essere individuati quali
siti di importanza comunitaria e disegnati quali zone speciali di
conservazione;

Allegato IV: specie animali e vegetali di interesse comunitario che
richiedono una protezione rigorosa;

Allegato V: specie animali e vegetali di interesse comunitario il cui
prelievo dalla natura e il loro sfruttamento potrebbero formare oggetto
di misure di gestione;

Allegato VI: metodi e mezzi di cattura e di uccisione nonché modalita

di trasporto vietati.

15



Alcuni tipi di Habitat presenti nell'allegato I e alcune specie presenti
nell'allegato IT sono definiti come Habitat o specie "prioritarie” (*),
perché sono in pericolo d'estinzione e la loro conservazione richiede la
designazione di zone speciali di conservazione. Le disposizioni della
Direttiva impongono agli Stati membri di introdurre una serie di
misure, tra cui:

mantenere o ripristinare gli habitat naturali e le popolazioni di

specie di Fauna e Flora selvatiche degli allegati in un favorevole stato
di conservazione ai sensi degli articoli 1 e 2;

contribuire con una rete ecologica europea coerente di siti protetti,
NATURA 2000, in funzione della rappresentazione sul proprio
territorio dei tipi di habitat naturali e degli habitat delle specie. Le
zone di protezione speciale (ZPS) classificate ai sensi dell'articolo 4
della Direttiva Uccelli insieme alle ZSC costituiscono la rete Natura
2000 (Art. 3).

stabilire per le zone speciali di conservazione misure di
conservazione che implicano all'occorrenza appropriati piani di
gestione specifici o integrati ad altri piani di sviluppo. Le opportune
misure regolamentari, amministrative o contrattuali devono essere
conformi alle esigenze ecologiche degli habitat naturali dell'allegato I

e delle specie dell'allegato II presenti nei siti.

1.2.1. Conservazione in situ ed ex situ

La conservazione delle risorse genetiche vegetali si ottiene con la
protezione delle popolazioni in natura (in sifu) o con la conservazione
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di campioni in banche di semi e altre strutture (ex sifu). La
conservazione in situ (aree di origine) e quella on farm (nelle aree di
coltivazione) sono prioritarie (Engelmann & Engels, 2002), ma quella
ex situ (banche genetiche, collezioni, orti botanici, ecc.) si rende
indispensabile quando le molteplici pressioni che agiscono sugli
habitat possono minacciare la sopravvivenza di una o piu specie o
I’integrita e la funzionalita di interi ecosistemi (Piotto et al., 2010). In
questi casi, solo le tecniche ex sifu possono garantire la conservazione
della variabilita genetica del germoplasma (semi, polline, parti di
pianta, spore, ecc.) e quindi la rigenerazione, riproduzione e/o
moltiplicazione delle specie da conservare (Piotto et al., 2010). I due
tipi di conservazione, in situ ed ex situ, presentano caratteristiche
diverse e sono fra loro complementari (Cohen et al., 1991). Nella
prima, il germoplasma risulta esposto alle interazioni dirette con
I’ambiente ed ¢ quindi soggetto ai processi evolutivi e co-evolutivi
(Piotto et al., 2010). Comporta la designazione, la gestione e il
monitoraggio dei taxa scelti nei luoghi dove sono stati rilevati
(Maxted et al., 1997). Il mantenimento delle aree dove si trovano
naturalmente le popolazioni di una specie ¢ una condizione di base per
la conservazione della biodiversita. Ecco perché le aree protette
costituiscono un elemento centrale di qualsiasi strategia nazionale per
conservare la biodiversita. Con la conservazione ex situ, al contrario,
il germoplasma tende a mantenere l'integrita genetica di partenza.

Infatti, consiste nella conservazione delle componenti della diversita
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biologica al di fuori dei loro habitat naturali (CBD, 1992), ovvero, la
preservazione di strutture cellulari generative e vegetative, organi o
organismi, per esempio semi, pollini, bulbi, rizomi, cloni e colture in
vitro. Alcune tecniche di conservazione ex sifu per le specie di
interesse agronomico e alimentare, come il mantenimento di semi,
pollini e colture, sono state praticate dall'uomo per lungo tempo, altre
come lo stoccaggio in vitro o la conservazione del DNA, sono pil
recenti. Queste tecniche sono adatte sia per la conservazione di specie
coltivate sia per quelle selvatiche considerate importanti per il
mantenimento della biodiversita (rare, minacciate, endemiche e
protette). Questo fa si che non solo si preservi la diversita genetica in
sé, ma anche si renda disponibile materiale vegetale di provenienza
certificata per interventi di riqualificazione, recupero e gestione del
territorio (Piotto et al., 2010). Infatti, il materiale vegetale conservato
ex situ deve essere utilizzato per aumentare la conoscenza sulla
biologia e I’ecologia delle specie conservate, al fine di stabilire la
migliore strategia di reintroduzione o rafforzamento di popolazioni
(Bacchetta et al., 2006). La conservazione ex situ ha molteplici
obiettivi tra cui, in primis, quello di conservare il germoplasma
minacciato; produrre materiale per la ricerca biologica sulla
conservazione, facilitare lo stoccaggio di grandi quantita di
germoplasma in varie forme; fornire materiale per vari scopi
rimuovendo o riducendo la pressione della raccolta in ambiente

naturale; coltivare specie con semi recalcitranti che non possono
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essere mantenute in banche del germoplasma; mettere a disposizione
materiale per scopi didattici sulla conservazione e produrre materiale
per la reintroduzione, il rinforzamento, la ricostituzione e la gestione
degli habitat (BGCI, 2010). Queste collezioni ex situ di organismi
(collezioni viventi, banche di semi, polline ecc.) devono essere gestite
secondo rigorosi standard scientifici € norme per massimizzare il loro
valore ai fini di conservazione. Il fine ¢ quello di una gestione
integrata della conservazione che garantisca che le collezioni ex sifu
siano in grado di supportare la conservazione in situ, attraverso opere
di ripristino di Habitat e di recupero di specie (BGCI, 2010). Infatti, la
conservazione in situ ¢ efficace quando il numero di individui
coinvolti & sufficientemente grande mentre & fortemente limitata dalla
frammentazione e la conseguente riduzione del numero della
popolazione. D'altra parte, la conservazione ex situ, per l'assenza di
interazione con I’ambiente naturale e per cause intrinseche alle
tecniche normalmente impiegate, conserva solo una frazione della

diversita genetica dei faxa in questione.

1.2.2. Recupero degli ambienti ipersalini

Per molti anni, in Europa, il recupero degli ambienti ipersalini ¢ stato
intrapreso con 1’abbandono di queste aree dopo tentativi infruttuosi di
mitigazione dell’azione del mare (Boorman et al., 2002). In molti casi,
tuttavia, I’abbandono all' evoluzione naturale non € risultato essere la
soluzione migliore per la loro conservazione nel tempo (Boorman &
Hazelden, 1995). Grazie alla crescente consapevolezza della necessita
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di proteggere gli habitat fragili e minacciati (Direttiva Habitat 92/43
CEE) sono avvenuti negli ultimi anni importanti cambiamenti nella
percezione del valore di questi habitat. In questo contesto, sono stati
avviati molti progetti di ricostituzione degli ambienti ipersalini
sostenuti soprattutto dai finanziamenti europei quali i progetti LIFE
(ad esempio: BARENE-SALTMARSHES LIFE99 NAT/IT/006246;
SAMARES LIFEO6 NAT/NL/000077; Re.S.C.We. LIFEQ7
NAT/IT/000608; MC-SALT LIFE10 NAT/IT/000256 ecc.) al fine di
migliorare le difese dall’erosione della costa e nel contempo
ricostituire, rafforzare o mitigare la perdita di questi habitat fragili
(Boorman & Hazelden, 1995). 1l recupero ecologico di un habitat,
infatti, ¢ un processo che prevede il restauro di un ecosistema
degradato, danneggiato o distrutto (SER, 2004) e il suo successo ¢
assicurato 14 dove sono ripristinati i processi fisici che sono alla base
di un ecosistema. Il recupero ecologico ¢ inteso come una
ricostruzione di un sistema naturale immaturo che evolve
naturalmente verso una maturita nel tempo (Williams & Faber, 2001).
La questione chiave per molti progetti di recupero ambientale ¢ quella
di stabilire quali siano le specie che costituiscono la comunita che
deve essere ristabilita. I criteri per la scelta delle specie si basano
principalmente su indagini fitosociologiche fatte in precedenza in
habitat con simili componenti floristiche. I criteri di scelta dovrebbero
predilire specie che hanno ottime capacita di propagazione agamica o

gamica o che sono in via di estinzione o di particolare interesse
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naturalistico, sempre appartenenti alla flora locale o regionale con
provenienza certificata. A tale scopo, le specie sono state classificate a
seconda della scala spaziale in tre gruppi: (i) pool di specie regionali:
insieme di specie che sono presenti nella regione e coesistono nella
comunita oggetto di ripristino; (ii) pool di specie locali: gruppo di
specie presenti nel paesaggio circostante la comunita oggetto di
ripristino; (iii) pool di specie comuni: insieme di specie presenti nella
comunita oggetto di ripristino (Zobel et al., 1998).

Le specie da impiegare nelle opere di ripristino ambientale degli
ambienti ipersalini dovrebbero essere quelle pil comuni di questi
ambienti come ad esempio Salicornia spp., Suaeda maritima, Aster
tripolium presenti in oltre 1'80 % delle praterie alofile (Wolters et al.,
2005) ma, l'impiego di specie non addomesticate comporta numerose
problematiche. Prima fra tutte, sono specie che difficilmente si
trovano in commercio. Non ¢ semplice neppure reperire il
germoplasma da moltiplicare in quanto il riconoscimento e la raccolta
di queste specie richiedono competenze botaniche specialistiche.
Inoltre, non esistono in letteratura molti studi sulla propagazione di
queste piante. Un’altra frequente problematica, legata all’intenso
disturbo in cui spesso verte il sito da recuperare, ¢ la diffusione di
piante esotiche. I movimenti terra, nella fase precedente all'impianto,
tendono spesso a promuovere la rapida crescita di specie esotiche in
grado sia di competere in maniera molto efficace con le specie

autoctone da rintrodurre sia di cambiare le dinamiche dell’ecosistema
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alterando il ciclo dell’acqua, dei nutrienti o altri processi come la
dinamica dei sedimenti (D’Antonio & Meyerson, 2002; Vitousek et

al., 1996).

1.2.3. Applicazioni in campo agronomico del genere
Salicornia

Attualmente, tra i1 principali fattori della perdita di territori adibiti al
soddisfacimento alimentare globale, vi ¢ la salinita del terreno che
condiziona profondamente non solo la componente specifica delle
zone salmastre, ma anche delle zone coltivate, in quanto rende
inadatto il suolo all’attivita agricola limitandone la produttivitd in
modo evidente in corrispondenza degli areali a clima mediterraneo
(Ramani et al., 2006). Pertanto, & essenziale sviluppare nuove colture
che abbiano una maggiore tolleranza al sale e che possano essere
coltivate in alcuni casi come alternativa alle colture agricole
tradizionali (Ventura et al, 2011) e nel contempo intervenire con
progetti mirati di conservazione e recupero ambientale degli ambienti
ipersalini ormai fortemente compromessi. Inoltre, le specie del genere
Salicornia potrebbero essere proposte come colture agrarie alternative
in zone non coltivate per problemi di salinizzazione della falda o del
terreno stesso attraverso la commercializzazione certificata dei semi e
il loro inserimento in processi vivaistici-produttivi. Infatti, le
Salicornie sp.pl., un tempo utilizzate come "foraggio" per cavalli in
alcuni territori costieri (ad esempio lungo le coste mediterranee della

Camargue), ora sono oggetto di un mercato di nicchia che le
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promuove come alimento gourmet (Price, 2007) e vengono proposte
in diverse ricette per differenti preparazioni (marmellate, contorni di
pesce ecc.) e in alcuni paesi come 1'India e il Pakistan, sono in corso
sperimentazioni sull'utilizzo di queste specie come piante industriali

per l'estrazione di olio (Anwar et al., 2002; Eganathan et al., 2006).

1.3. Obiettivi dello studio

La Direttiva Habitat (92/43 CEE) incoraggia la conservazione della
biodiversita attraverso misure che mirano ad assicurare la salvaguardia
o il ripristino di habitat degradati o fortemente compromessi.
Nell'esecuzione dei progetti di recupero ambientale, ¢ essenziale
l'utilizzo di germoplasma autoctono delle specie che caratterizzano
I'ambiente da ripristinare (ENSCONET, 2009; Tischew et al., 2009;
Maxted, 2012). Tuttavia, & impossibile attualmente reperire in
commercio i semi delle specie autoctone a causa delle numerose
problematiche gia illustrate nel sottoparagrafo 1.2.2. "Recupero degli
ambienti ipersalini". Pertanto, vi ¢ una necessita prioritaria di
individuare il comportamento germinativo dei semi di queste specie
per poterle coltivare e utilizzare con successo in opere di ripristino
ambientale o in progetti di rafforzamento di popolazioni naturali o di
reintroduzione. Attualmente uno degli habitat comunitari tra i pil
minacciati di estinzione in Italia ¢ infatti ’habitat 1310 "Vegetazione
annua pioniera a Salicornia e altre specie delle zone fangose e
sabbiose" (Genovesi et al., 2014). Un’altra possibile applicazione

delle conoscenze sulla germinazione dei semi del genere Salicornia
4D



potrebbe riguardare la loro coltivazione a scala industriale sia per
scopi direttamente alimentari che per 1’estrazione dell’olio. In tale
contesto, l'obiettivo principale della tesi & quello di caratterizzare il
comportamento seminale germinativo delle popolazioni di semi di
Salicornia patula Duval-Jouve raccolta in tre differenti localita
(paragrafo 2.1. "Caratterizzazione ambientale ed ecologica delle aree
di studio"), di una popolazione di semi di Salicornia emerici Duval-
Jouve nonché di alcune popolazioni di semi di Salicornia veneta Pign.
et Lausi raccolte in quattro localita adriatiche (paragrafo 2.1.
"Caratterizzazione ambientale ed ecologica delle aree di studio") al
fine di contribuire alla redazione di protocolli di germinazione che
possano essere facilmente utilizzati per la moltiplicazione di queste
specie iperalofile utili in diverse applicazioni in campo ambientale e
agronomico. Lo studio ¢ stato effettuato attraverso: (i) l'analisi della
risposta germinativa di queste specie a differenti condizioni di
temperatura e concentrazioni saline; (ii) la determinazione delle
condizioni ottimali di temperatura e salinita per la germinazione delle
specie considerate; (iii) la valutazione della capacita di adattamento
delle diverse specie in relazione alle differenti localita di raccolta; (iv)
la caratterizzazione vegetazionale delle differenti localita di raccolta;
(v) l'identificazione dei fattori chiave che controllano la germinazione
di queste specie al fine di aumentare le conoscenze utili per progetti di

conservazione e recupero ambientale degli ambienti ipersalini.
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1.4. Ecofisiologia delle specie iperalofile

Le piante che vivono negli ambienti salati sono organismi eccezionali
altamente specializzati che riescono a germinare, crescere e riprodursi
con successo in condizioni del tutto particolari grazie ad adattamenti
con i quali riescono a colonizzare ambienti cosi inospitali. Secondo
Chapman (1942) le piante, sulla base della tolleranza alla salinita del
suolo, vengono distinte in due ampi gruppi principali: quello delle
alofite (tolleranti al sale in qualsiasi fase della loro vita) e quello delle
glicofite (intolleranti a livelli di salinita superiori allo 0,5 %). Le
alofite sono dotate di adattamenti morfologici e fisiologici che
consentono loro di colonizzare gli ambienti salati in cui le
concentrazioni di cloruro di sodio nel suolo superiori all'l % sono
tossiche per la maggior parte delle piante. In questi ambienti
particolarmente inospitali le alofite si distribuiscono secondo una
zonazione che segue dei gradienti, in rapporto all’influenza delle
maree, alla dinamica del livello di falda e soprattutto alla salinita della
falda stessa e del suolo (Waisel, 1972; Andreucci et al., 1996). Al
contrario delle altre piante, per crescere in modo ottimale preferiscono
soluzioni ben pill concentrate di sale e hanno inoltre un’elevata
resistenza alla siccita, mostrando la capacita di accumulare sali nei
tessuti o di eliminarli con uno specifico apparato ghiandolare, di
ridurre l'intensita della traspirazione e di resistere a cospicui
assorbimenti di sodio. Grazie all' elevata tolleranza al sale, all'elevato

tasso di crescita nel breve tempo, alla loro capacita di produrre molti
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semi e al loro valore ambientale, le salicornie possono rappresentare
una specie modello in termini di meccanismi di tolleranza al sale
(Katschnig et al., 2013). Infatti, le salicornie possono sopravvivere e
crescere in questi ambienti selettivi grazie a molti meccanismi come la
succulenza, gli articoli carnosi e segmentati, la capacita di recuperare
lo stato metabolico e la regolazione osmotica attraverso la
compartimentalizzazione intracellulare. Possono, infatti, accumulare
ioni tossici nei vacuoli lontano dal citoplasma. L'accumulo di cloruro
di sodio nei vacuoli provoca la "succulenza salina", ovvero
l'ingrossamento de fusto legato all' assorbimento di quantita
significative d'acqua per diluire la concentrazione di sali e di ridurre la
sua tossicita (Grigore et al., 2014). La germinazione delle alofite nelle
praterie salate e nei deserti salati ¢ un tema affrontato da molti autori
che hanno sottolineato le problematiche relative ai generi e alle specie
che condividono entrambi gli habitat e alla fisionomia delle piante di
tali ambienti (Chapman, 1960). Solitamente la germinazione delle
alofite potrebbe essere inibita in condizioni saline a causa di: (i) una
completa inibizione del processo di germinazione dovuto al
superamento del limite di tolleranza di specie alla salinita; (ii) un
ritardo di germinazione dei semi dovuto allo stress salino; (iii) una
perdita di vitalita dei semi a causa dell’elevata salinita e temperatura;
(v) uno sbilanciamento degli ormoni regolatori della crescita

nell’embrione (Ungar, 1987). Numerose alofite presentano delle
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dormienze di tipo fisiologiche, altre, invece, non mostrano dormienze

(Baskin & Baskin, 1998).

1.4.1. 1l genere Salicornia

Il genere Salicornia L. comprende salicornie annuali della tribu
Salicornieae Dumort (Amaranthaceae). Sono specie erbacee, definite
alofite, apparentemente senza foglie con fusti succulenti ed articolati
(Davy et al., 2001). Vi ¢ una grande complessita tassonomica in
questo genere a causa dei pochi caratteri tassonomici, della possibilita
di consanguineita e d'ibridazione (Davy et al., 2001; Kadereit et al.,
2006; Kadereit et al., 2007; Vanderpoorten et al., 2011; Katschnig et
al., 2013) e della notevole plasticita fenotipica (Ingrouille & Pearson,
1987). Molti studi morfometrici e tassonomici sono stati concentrati
sulla definizione dei taxa europei (Huiskes et al., 1985; Ingrouille &
Pearson, 1987; Géhu, 1992; Iberite, 1996; Lahondére, 2004).
Recentemente, la tassonomia e la filogenesi delle salicornie, grazie
all'utilizzo di diversi tipi di marcatori molecolari come ntDNA (Papini
et al., 2004), mutazioni puntiformi in grandi frammenti cpDNA
(Vanderpoorten et al., 2011) e le sequenze ETS (Kaligari¢ et al.,
2008) hanno dimostrato una separazione genetica tra diploidi e
tetraploidi del genere Salicornia. Secondo Il'analisi filogenetica
(ntDNA) effettuata da Papini et al. (2004) S. patula ha un numero
cromosomico sporofitico 2n=2x=18 (specie diploide) mentre S.
emerici e S. veneta sono specie tetraploidi con 2n=4x=36. Nella
revisione sul genere Salicornia proposta da Kadereit et al. (2012) il
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gruppo delle salicornie annuali europee viene semplificato a
solamente quattro specie e dieci subspecie tramite una classificazione
basata sulla morfologia (numero di fiori) e la distribuzione geografica
(atlantica o mediterranea continentale). Secondo tale classificazione,
Salicornia patula ¢ sinonimo di S. perennans subsp. perennas Willd
Sp. PL, ed. 4, 1(1): 24 (Berolini) 1797 e il lectotipo ¢ descritto da
Freitag (2011). Salicornia emerici e S. veneta sono sinonimi di S.
procumbens subsp. procumbens Sm. in Sowerby, Engl. Bot. 35: t.

2475. 1813 e il lectotipo & descritto da Kadereit et al. (2012).

1.5. Germinazione dei semi

La germinazione ¢ la fase pilu rischiosa nella vita di una pianta
(Harper, 1977; Fig. 4). La germinazione inizia con l'assorbimento
d'acqua da parte del seme secco quiescente (imbibizione) e termina
con linizio dell'allungamento dell'asse embrionale ad opera
dell'attivita dei meristemi primari apicali, di solito la radichetta
(Bewley & Black, 1994; Bewley, 1997; Jones et al., 2013).

Il successo della germinazione dei semi si riflette sulle caratteristiche
genotipiche (dimensione della popolazione, distribuzione ed
abbondanza; Flores & Briones, 2001; Ramirez-Padilla & Valverde,
2005) e dipende principalmente dalla risposta dei semi all'interferenza
di vari fattori esterni come la temperatura (Ellis et al., 1986a; Baskin
& Baskin, 1998; Batla et al., 2009), la disponibilita d'acqua, la salinita
(Stumpf et al., 1986; Keifer & Ungar, 1997), il terreno o il tipo di
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substrato, la temperatura del terreno, il tasso di scambio gassoso, la
luce (Bewley & Black, 1994; Fenner & Thompson, 2005).

Temperatura e salinita, in particolare, sono due dei pill importanti
fattori abiotici che influenzano la germinazione (Gardarin et al.,
2010). In generale, temperature estreme (Roberts, 1988) e salinita
(Gulzar & Khan, 2001) possono inibire la germinazione ed indurre

dormienza.
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Fig. 4 - Germinazione e sviluppo della piantina in Salicornia europaea agg. (a)
seme, (b) germinazione, e (c-g) sviluppo della piantina (Davy et al., 2001).

1.5.1. Fattori ambientali che influenzano la germinazione

I fattori ambientali che regolano la germinazione dei semi che non
presentano dormienze sono la temperatura, l'acqua e l'ossigeno,
mentre i semi dormienti subiscono anche I’influenza dell’ambiente
chimico e della variazione di luce (Bewley & Black, 1994; Baskin &
Baskin, 2001).
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1.5.1.1. Temperatura

La temperatura ¢ il principale fattore ambientale che regola la
germinazione dei semi in un terreno umido (Garcia-Huidobro et al.,
1982). Per la maggior parte delle specie, la temperatura del suolo
prevalente determina sia la quantita di semi che germinano in un certa
popolazione sia la velocita con cui germinano (Heydecker, 1977,
Garcia-Huidobro et al., 1982; Ellis et al., 1986a; Kebreab & Murdoch,
1999). La temperatura svolge inoltre un ruolo fondamentale nella fase
dell'allungamento della radichetta e del germoglio e quindi anche nella
fase d’emergenza della piantina (Angus et al., 1981; Roman et al.,
1999; 2000). In generale, i semi germinano in un intervallo di
temperatura ben definito e il tasso di germinazione di solito aumenta
in modo lineare con 1'aumentare della temperatura da un minimo di
temperatura detta temperatura base (Tpase) fino ad una temperatura
ottimale e diminuisce linearmente fino ad una temperatura soglia
(Hegarty, 1973; Bierhuizen & Wagenvoort, 1974; Thompson & Fox,
1976, Garcia-Huidobro et al., 1982). Le temperature cardinali, vale a
dire la temperatura base (Tpase), la temperatura massima (T ) e la
temperatura ottimale (Top) per la germinazione dei semi esistono nella
maggior parte delle specie ed ecotipi (Bewley & Black, 1994). La
risposta germinativa alla temperatura ¢ legata all’ecologia e alla
distribuzione geografica delle specie e degli ecotipi (Probert, 2000;
Baskin & Baskin, 2001) perché la germinazione ¢ una fase critica del

ciclo di vita che riflette I'adattamento agli habitat locali (Gutterman,
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2000; Probert, 2000). Il numero di semi che germina solitamente
rimane costante in un ampio intervallo di temperature e diminuisce
drasticamente su entrambi i lati di questo intervallo (Thompson,
1970). Questa forma di dipendenza ¢ comune a molti eventi di
sviluppo come 1'emergere di piantine, la comparsa delle foglie e la
fioritura (Garcia-Huidobro et al., 1982) ed ¢ alla base dei modelli
predittivi utilizzati dagli agronomi per indagare D’effetto della
temperatura sulle percentuali di germinazione (Covell et al., 1986) e
quindi stabilire la data di raccolta o di semina delle colture (Marshall
& Thompson, 1987). Infatti, il modello predittivo agronomico si basa
sul rapporto quasi lineare tra il tasso di germinazione (1/giorni) e la
temperatura ambientale (T.) che per la gran parte delle specie arriva
fino al optimum termico (Top; Trudgill er al., 2000). II modello
temperatura-germinazione, di solito, include alcune ipotesi riguardanti
la variabilitd intra-popolazione nella risposta germinativa al variare
della temperatura (Hardegree et al., 1999). Queste ipotesi sono spesso
legate alle temperature cardinali (TC). Le variabili sono tipicamente
riferite ad un valore costante e sono determinate normalmente
attraverso trasformazioni logaritmiche distribuite all'interno di una
popolazione di determinati semi (Covell et al., 1986). Questa
rappresentazione grafica produce coefficienti di modello che possono
essere utilizzati per confrontare lotti di semi e verificare la
temperatura relativa di germinazione del germoplasma (Covell et al.,

1986; Ellis et al., 1986b; 1987).
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Tali relazioni temporali-termiche costanti si applicano solo ai processi
in cui la germinazione ¢ continua e non viene ritardata da fattori come
variazione del fotoperiodo o dormienze. In un dato valore di T, alcuni
individui di una popolazione germinano prima di altri (Thompson,
1970; Covell et al., 1986). Per facilitare il confronto tra le
popolazioni, le cultivar o specie, le analisi della costante termica
(thermal-time) sono spesso vincolate alla applicazione di particolari
sottoinsiemi del campione come il raggiungimento del 50 % della
germinazione totale (tso; Thompson, 1970; Roberts, 1988; Thanos &
Doussi, 1995) o il tempo medio di germinazione (TMG; Ellis &
Roberts, 1980).

1.5.1.2. Acqua

Il ruolo dell'acqua durante la germinazione ¢ di fondamentale
importanza in quanto il seme rimane in uno stato di quiescenza fino a
che non viene assorbita per imbibizione una quantita di acqua
sufficiente. La sensibilita dei semi alla disponibilita di acqua puo
cambiare durante il processo di germinazione e il rapporto tra tasso di
germinazione e la temperatura puod essere modificato dalla
disponibilita di acqua (Kebreab & Murdoch, 1999). I fattori
ambientali interagiscono spesso nella regolazione della germinazione
dei semi. Per esempio, alcuni semi sono in grado di germinare a livelli
elevati di stress idrico a temperature ottimali (Kebreab & Murdoch,
1999). Generalmente, la variazione della germinazione ¢ una diretta
conseguenza del variare del potenziale idrico di base della percentuale
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di germinazione del seme (Wp)) (Gummerson, 1986; Kebreab &
Murdoch, 1999). Infatti, quando il Wy € inferiore - 0.5 MPa, avviene
una regolazione fisiologica (Ni & Bradford, 1992; Bradford, 1995),
quando, invece il W) € inferiore al valore limite (potenziale idrico di
base, ¥) per ’emergenza della radichetta si verifica un incremento

metabolico (Hardegree & Van Vactor, 2000; Kaur et al., 2002).

1.5.1.3. Salinita

La salinita del suolo ¢ il fattore ambientale che incide in maniera pil
determinante sulla germinazione delle alofite e si manifesta con la
variabilita nell’abilita dei semi di germinare in diverse condizioni di
concentrazione salina. La concentrazione di NaCl riduce la
germinazione del 10 % con intervalli tra 0,09 (0,5 %) e 1,7 M (10 %)
con una media di 0,36 + 0,03 M (2,12 + 0,18 %; Baskin & Baskin,
1998). In generale, i semi delle alofite germinano con percentuali
maggior in condizioni non saline rispetto a quelle in cui & presente
NaCl. Alcune specie, come Salicornia bigelovii (Rivers & Weber,
1971), S. brachiata (Joshi & Iyengar, 1982) ecc. aumentano la loro
percentuale di germinazione a basse concentrazioni di NaCl (0,25 -
0,5 %) rispetto ai substrati a maggior concentrazioni saline. Altre
aumentano le loro percentuali di germinazione dopo aver subito
l'azione del passaggio del sale ed essere state successivamente
trasferite in condizioni non saline. L’azione di NaCl sulla
germinazione puo variare inoltre in funzione della temperatura e della
luce (Binet, 1965). La morfologia e altre caratteristiche intrinseche dei
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semi stessi (dimensioni, eta, periodo di maturazione) possono
influenzare la loro tolleranza alla salinita. L’abilita dei semi a
germinare a crescenti livelli di salinita ¢ relazionata alla temperatura
(Ungar, 1978). Inoltre, la risposta dei semi al fattore salinitd varia
sensibilmente nell'anno in quanto le precipitazioni giocano un ruolo
importante nella germinazione delle alofite perché diminuiscono la
salinita nella soluzione circolante del suolo attraverso la
diluizione/lisciviazione dei sali. Nel suolo sono presenti diversi tipi di
sale come NaCl, Na,SO4, NaHCO; ecc. che nelle alofite solitamente
non producono effetti di tossicita ma provocano uno stress osmotico
che blocca o rallenta la germinazione (Macke & Ungar, 1971; Baskin
& Baskin, 1998). L'aumento dello stress salino induce sia una
riduzione della percentuale di semi germinati sia un ritardo nella fase
di inizio della germinazione (Ungar, 1982; Philipupillai & Ungar,
1984; Keifer & Ungar, 1997) sia una completa inibizione della
germinazione con concentrazioni superiori ai limiti di tolleranza della
specie (Ungar, 1991). La colonizzazione degli ambienti ipersalini
dipende dal grado di tolleranza nella fase di germinazione dei semi e
nello sviluppo delle piantine. La germinazione dei semi pud
rappresentare una fase limitante, perché generalmente il seme ¢ dalle
10 alle 100 volte piu sensibile alle concentrazioni di NaCl rispetto alla
fase dello sviluppo delle piantine. La tolleranza allo stress salino nella
fase di germinazione ¢ basata sull'abilita dei semi di germinare ad alte

concentrazioni di sale e anche sulla capacita di rimanere vitali durante
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la fase dell'imbibizione in condizione salina. Molte specie presentano
un'inibizione della germinazione ad alte percentuali di concentrazioni
saline e quando sono trasferite su substrato neutro non presentano

tossicitd permanente dovuta agli ioni (Black et al., 2006).

1.5.2. Dormienza dei semi

I fattori ambientali come la salinita, 1'acqua, la temperatura e la luce
regolano l'induzione e/o il rilascio della dormienza seminale
(Vleeshouwers et al., 1995; Benech-Arnold et al., 2000; Baskin &
Baskin, 2004). La dormienza dei semi ¢ un adattamento della pianta,
un vantaggio selettivo (Harlan, 1992). In generale, la dormienza &
determinata delle caratteristiche fisiologiche, morfologiche, fisiche e
genetiche dei semi (Baskin & Baskin, 1998) ed ¢ influenzata dalle
condizioni ambientali che sono mediate, almeno in parte, dagli ormoni
vegetali (acido abscissico e gibberelline) presenti in essi (Finch-
Savage & Leubner-Metzger, 2006). Dal punto di vista ecologico, la
dormienza ottimizza la distribuzione della germinazione nel tempo in
una popolazione di semi (Bewley, 1997) e permette loro di rimanere
vitali stoccati nel terreno (Nikolaeva, 1977). La variazione della
dormienza nei semi comporta modifiche importanti nei requisiti di
temperatura per la germinazione dei semi stessi (Vegis, 1963). La
dormienza dei semi pud essere definita come "dormienza imposta"
(Nikolaeva, 1977) o "dormienza secondaria" (Crocker, 1916; Amen,
1968) quando semi maturi dopo la fase d'imbibizione non germinano

per assenza di condizioni adeguate. Si definisce come "dormienza
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organica" (Nikolaeva, 1977) o "dormienza primaria" (Crocker, 1916;
Amen, 1968) quando ¢ una proprieta del seme stesso che a seconda
della specie e dello stato delle condizioni per la germinazione
determina una diminuzione o una completa assenza di germinazione.
Esistono tre principali classi di dormienza dei semi, alcune suddivise
in tipologie e/o livelli. Queste diverse classi di dormienza sono dette
dormienza esogena (fisica, chimica, meccanica), dormienza endogena
(morfologica, fisiologica) e dormienza combinata (morfologica,
fisiologica; Nikolaeva, 1969, 1977; Baskin & Baskin, 1998, 2004;
Hilhorst, 2007).

1.5.2.1. La dormienza dei semi delle specie iperalofile

Inondazioni, condizioni di ipersalinita, interramento dei semi dovuto
alle deposizioni di sabbia portate dalle maree possono rendere gli
ambienti delle praterie salate inadatti per i semi (Khan & Gul, 1998).
La dormienza dei semi svolge, percio, un ruolo significativo nella
sopravvivenza delle specie iperalofile in questi ambienti (Ungar,
1995). Vi ¢ una grande variabilita nella risposta delle alofite
all'aumentare della salinita, dell’umidita, della luce e alle variazioni di
temperatura e alle loro interazioni (Khan & Gulzar, 2003). I semi delle
alofite sono generalmente pil tolleranti alla salinita e allo stress di
temperatura durante il loro stoccaggio nel terreno. Solitamente,
germinano in primavera nelle regioni temperate o dopo le piogge
monsoniche in aree sub-tropicali quando la temperatura e la salinita
del terreno si riducono. Al momento della germinazione, tuttavia,
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questi semi diventano anche pill sensibili alle piccole variazioni di
salinita, acqua, luce e temperatura (Khan et al., 2009). I semi delle
alofite mostrano percentuali di germinazione pill alte in acqua
distillata come avviene nelle specie non-alofite ma differiscono da
queste nella capacita non solo di germinare a salinita molto elevate ma
anche di rimanere vitali per un lungo periodo immersi in acqua salata
(Ungar, 1995). I semi delle alofite sviluppano diverse strategie, alcuni
semi non mostrano dormienze (Baskin & Baskin, 1998), altri
rimangono dormienti grazie alla presenza di strutture dure ofe
impermeabili come il pericarpo o la testa del seme (dormienza
esogena meccanica o fisica; Nikolaeva, 1969, 1977; Baskin & Baskin,
2004), o di embrioni immaturi che limitano la germinazione
(dormienza endogena, Nikolaeva, 1969, 1977; Hilhorst, 2007; Ungar,
1995). In altri casi, i semi presentano una dormienza secondaria
indotta da alcuni fattori ambientali come la luce, la temperatura e la

salinita (Khan & Ungar, 1997).
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2. MATERIALI E METODI

2.1. Caratterizzazione ambientale ed ecologica delle aree

di studio

2.1.1. Riserva Naturale Regionale Sentina (AP; Italia)

La Riserva Naturale Regionale Sentina istituita il 14 dicembre 2004 ¢
la piu piccola area protetta della Regione Marche. Si trova in localita
Sentina di Porto d'Ascoli, nel comune di San Benedetto del Tronto, a
nord della foce del fiume Tronto, al confine delle Regioni Marche e
Abruzzo (Fig. 5). Il fiume Tronto, lungo 115 km, ha regime
appenninico con forti piene nella stagione piovosa autunnale che
raggiungono anche 1.500 m3/s ed accentuate magre estive. E'
caratterizzato da un bacino idrografico di 1192 km? con un portata
media di 17 m3/s. La Riserva Naturale Regionale Sentina, nonostante
sia stata sottoposta a numerose opere di bonifica che hanno spesso
compromesso I'integrita di alcuni habitat, presenta ancora una flora e
una vegetazione particolarmente ricche ed interessanti soprattutto se
relazionate alle gravi alterazioni costiere su tutto il territorio (Brilli-
Cattarini, 1970; Brilli-Cattarini & Ballelli, 1980; Brilli-Cattarini &
Gubellini, 1987; Biondi et al., 1988; 1989; Biondi & Formica, 2000;
Conti et al., 2007, 2013). La Riserva Regionale Sentina viene

suddivisa in tre ambiti diversi: una zona di protezione integrale degli
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ambienti piu fragili, con un’estensione di 24,5 ha; una zona di tutela
con lo scopo di mitigare gli impatti su habitat e specie, di 67,16 ha ed
un’area di promozione economica e sociale delle attivita antropiche, di
85,69 ha. Per le sue peculiarita ambientali, 121 ha della Riserva sono
stati definiti Zona a Protezione Speciale (ZPS IT5340022) ai sensi
della Direttiva Uccelli 79/409 CEE e 90 ha costituiscono il Sito di
Interesse Comunitario (SIC IT5340001) ai sensi della Direttiva
Habitat 92/43/CEE denominato "Litorale di Porto D’ Ascoli".

'.Rfservla Naturale Regionale Sentina
b

Fig. 5 - Localizzazione della Riserva Naturale Regionale Sentina (AP).
L'area della Riserva Naturale Regionale Sentina ha la morfologia di

una duna piatta caratterizzata da depositi alluvionali attuali e recenti
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(Olocene; AA. VV., 1986) dietro la quale si formano piccole macchie
di praterie retrodunali e di ambienti salmastri. Presso la foce del
Tronto si ha un passaggio graduale da suoli alluvionali a suoli poco
evoluti regosolici (su sabbie di spiaggia) in relazione alla variazione di
spessore del materasso alluvionale, da vari metri a poche decine di
centimetri. Inoltre, nel settore orientale dell'area della Sentina, la
copertura colluviale ed alluvionale di materiale di varia granulometria
sono da riferire a "colluvioni” derivanti dalle alture dell’immediato
entroterra ed ad alluvioni provocate dal Tronto prima della sua
regolarizzazione (Conti et al., 2007). Sulla base dei dati climatici della
Riserva Naturale Regionale Sentina (AP) ottenuti dal database
WorldClim (Hijmans et al., 2005) la temperatura media annuale ¢ 15
°C e la precipitazione media annuale ¢ 757 mm. In base alla
classificazione proposta da Rivas-Martinez et al. (2011) e alla mappa
bioclimatica d'Ttalia (Pesaresi et al., 2014; Fig. 6), 1'area ricade nel
bioclima temperato oceanico (var. submediterraneo), nel termotipo

mesotemperato inferiore e nell'ombrotipo subumido.
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Station On Line 2 m.

P= 757 4Z*503"H O13*s0'E 0/a vy.
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e .l B g1 fee= 272 lo= 4.2
H'= 0.0 :
4
m' - 0.0 - - T T

TENFERATE OCEANIC (SUBMEDITERRANEAN)
LOW MESOTENPERATE LOW SUBHUHID

Fig. 6 - Diagramma bioclimatico della Riserva Naturale Regionale Sentina (AP;
tratto da Rivas-Sdenz, 2009).

Gli indici bioclimatici della Riserva Naturale Regionale Sentina (AP)

sono riportati nella Fig. 7.

===== BIOCLIMATIC THDEX RHD' DIAGHOSIS =---
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Fourmonthly escival ombrochermic index, . (Tosd) : 1.29
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Bioclimatic Belt...: LOV NESOTENPERATE LOW SUBMUNID

Fig. 7 - Indici bioclimatici e diagnosi bioclimatica della Riserva Naturale Regionale
Sentina (AP).

41



Il diagramma del bilancio idrico in accordo con Thornthwaite (1948),
riportato in Fig. 8, mostra come la media annuale delle precipitazioni
sia di 757 mm, l'utilizzo delle riserve d'acqua del suolo inizia da meta
aprile fino all'inizio di luglio quando inizia il periodo di deficit idrico.
Il deficit idrico si conclude a fine settembre quando le piogge
riprendono piu abbondanti e le riserve si ricaricano. In Fig. 9 viene

riportata la scheda relativa agli indici di umidita e di

evapotraspirazione.
Ftation On Line
4E*203'H ORIFE0'E I om. /0 v.
T= 15.0 lIe= i7.8 PATE OCEMNIC (SUBNEDITERRANEAN)
m= 0.1 Ty~ 1788 TEMFERATE
A= 6.1 To= o LOW SUBHURID
Ri= 0.0 Iec= 272
m'= 0.0 Io= 42 g -
Pa= 5T mm - =
PE= B804 mm @ — 1 -
Tabiking 15 2EP 3
Saturstion 1L pRE i) L
B P Use 7 APR o -
I batizin 7 JUm g I

PITFTHARIIASONRND

Fig. 8 - Diagramma del bilancio idrico relativo alla Riserva Naturale Regionale
Sentina (AP; tratto da Rivas-Saenz, 2009).
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Fig. 9 - Indici di evapotraspirazione derivati dai dati termopluviometrici della
Riserva Naturale Regionale Sentina (AP; da Rivas-Sdenz, 2009).

2.1.2. Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (RA;
Italia)

La Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio ¢ situata nel Nord-
Adriatico nel tratto costiero compreso tra i litorali di Ferrara e
Ravenna (Fig. 10). La vegetazione alofila si estende per oltre 250
ettari nei pressi della foce del fiume Reno. 1l sito ¢ delimitato ad ovest
da una linea di paleo-dune, a sud dalle pinete di Casalborsetti, a nord
dal Canale di Gobino ed a est dal mare Adriatico. L'altimetria dell'area
varia da circa 1 m dalla linea di dune parallele alla costa a pochi
centimetri sotto il livello del mare nelle depressioni interne. L'area ¢
spesso allagata e 1 sedimenti fluviali sottili sono attribuibili all’azione
delle maree. I terreni sono idromorfi e per lo pitt composti da argille e
materiali marini organici sottoposti a riduzione e alla segregazione di

ferro (Corbetta, 1976; Andreucci, 1996; Andreucci et al., 1999, 2000).



‘Lido d Spina

A . 2
Riserva Statale Sacca di Bellocchio!l

‘Podere Patrignani

Fig. 10 - Localizzazione della Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (RA).

Il fiume Reno, presso la cui foce si estende 1'area di raccolta dei semi
di S. veneta (Fig. 11), nasce nell'Appennino, presso il Passo delle
Piastre, percorre 211 km con una portata media di 95 m®/s e un bacino

idrografico di 5040 km®.
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Fig. 11 - Prateria salata annuale a S. veneta nella Riserva Naturale Statale Sacca di
Bellocchio (RA) nel dicembre 2015.

In base ai dati climatici della Riserva Naturale Statale Sacca di
Bellocchio (RA) ottenuti dal database WordClim (Hijmans et al.,
2005) la temperatura media annuale & di 13,5 °C e la precipitazione
media annuale ¢ di 656 mm. In accordo con la classificazione proposta
da Rivas-Martinez et al. (2011) e la mappa bioclimatica d' Italia
(Pesaresi et al., 2014; Fig. 12), I'area ricade nel bioclima temperato
oceanico (variante steppica), nel termotipo mesotemperato superiore e

nell'ombrotipo subumido.
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Fig. 12 - Diagramma bioclimatico della Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio
(RA; tratto da Rivas-Séaenz, 2009).

Gli indici bioclimatici della Riserva Naturale Statale Sacca di

Bellocchio (RA) sono riportati nella Fig. 13.
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Fig. 13 - Indici bioclimatici e diagnosi bioclimatica della Riserva Naturale Statale
Sacca di Bellocchio (RA; tratto da Rivas-Saenz, 2009).
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In linea con il diagramma del bilancio idrico riportato in Fig. 14,
l'utilizzo delle riserve d'acqua del suolo inizia in primavera a marzo
inoltrato e finisce alla fine di giugno, quando le riserve idriche
finiscono e inizia il periodo di aridita. Il periodo d'aridita finisce alla
fine di settembre con la ricarica delle riserve d'acqua dovuta alle

abbondanti piogge.

Station On line
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Fig. 14 - Diagramma del bilancio idrico relativo alla Riserva Naturale Statale Sacca
di Bellocchio (RA; tratto da Rivas-Saenz, 2009).

In Fig. 15 viene riportata la scheda relativa agli indici di umidita e di

evapotraspirazione.
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Fig. 15 - Indici di evapotraspirazione derivati dai dati termopluviometrici della
Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (RA; tratto da Rivas-Saenz, 2009).

2.1.3. Blace (Delta del fiume Neretva, Croazia)

Il delta del fiume Neretva & situato nella costa orientale del Mar
Adriatico a confine tra Croazia e Bosnia-Erzegovina. Il fiume Neretva
ha una lunghezza complessiva di 225 km, una portata media di 378
m’/s e un bacino idrografico di 5581 km?’. La parte alta del corso della
Neretva attraversa le zone di montagna e si caratterizza per
temperatura dell’acqua molto bassa, mediamente tra i 7-8 °C, anche
nei mesi estivi. La parte bassa del fiume, in particolare negli ultimi 30
km del suo corso, percorre un tratto planiziale e costituisce una
pianura alluvionale che copre approssimativamente 12.000 ettari,
prima di sfociare nel mare Adriatico (Jasprica et al., 2003).

Il Delta della Nerevta ¢ caratterizzato da una vegetazione palustre

alofila di grande interesse ecologico (Horvat et al., 1974; LakuSi¢ et
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al., 1977). Nel corso degli ultimi decenni si ¢ registrata una
significativa perdita di habitat nelle zone umide a causa di diversi tipi
di attivitd umana. Attualmente, questa zona ospita diverse comunita
vegetali paludose molto frammentate (Jasprica et al., 2003). Nella
zona deltizia della regione Dubrovacko-neretvanska ¢ situata la
localita Blace (Fig. 16). Si tratta di una piccola baia quasi
completamente chiusa e separata dal mare aperto da un istmo sabbioso

che si estende per la lunghezza di 500 m mediamente largo 50 m (Fig.

17).

Regione raguseg-narentana

f&

Fig. 16 - Localizzazione di Blace e del Delta del fiume Neretva.

Il collegamento con il mare ¢ limitato a uno stretto passaggio (canale).
Questa conformazione determina la presenza di acqua ferma e una
sedimentazione senza ostacoli di sabbia. Il substrato ¢ di origine
pleistocenica con sabbia di quarzo e una piccola porzione di particelle
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di carbonato dovuta alle conchiglie dei molluschi in decomposizione.
La sabbia ¢ di color marrone scuro, non granulosa e senza particelle di
argilla. Il deposito profondo di sabbia va da 30 cm ad un paio di metri.
Sotto gli strati di sabbia sottile ai bordi della baia di Blace si possono

trovare sedimenti di Terra Rossa (Alegro et al., 2004).

Fig. 17 - Baia di Blace (CR) nell'ottobre del 2014.

Sulla base dei dati climatici ottenuti dal database WorldClim (Hijmans
et al., 2005), la temperatura media annuale a Blace ¢ di 16 °C e la
precipitazione media annuale ¢ di 1194 mm. Blace ricade nel bioclima
temperato  oceanico (var. submediterranea), nel termotipo
termotemperato superiore e nell'ombrotipo umido inferiore secondo la

classificazione proposta da Rivas-Martinez et al. (2011; Fig. 18).
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Fig. 18 - Diagramma bioclimatico di Blace (CR; tratto da Rivas-Sdenz 2009).

Gli indici bioclimatici di Blace sono riportati nella Fig. 19.

-=-----~ BIOCLEHATIC IMDEX AMD DIRGISTS —-----------—-moo-—-mn
TheemiciEY 1008% .. oo susvannsrannnsennnninnnnnannl Ity o3
Compenasted thermicity index.,
Simple thn.unen“l:!-:r :nﬂt
Divenalicy index..

Ateiss] cebTOEBSTHIC ncex....
Homchly escival cebeatieERic incex,
Bisomchly escival cshrcohermic index. .
TIESSIECNLY E3TIVAL ORDEOUNEERIC Inae
Fourmonchly estival omtrothemsic iedex
Mpsal vebnuscvagpueative LR
Amsal positive tempeTature.
Areosol pegobive temperatunc.
Esival Eemperatife . ... Taj: Tl
Teoitive presipitatis < Pple dad

N'et PAAT |dT mdT| P TadT| 2T T<=0
Years 1 3 i a 0

Tpls 19
(Tah ]

Latitudinal Belt.. i Dubempecace

contineREality, . (ceanic - Lov Semicontigental

Bacel ipmcy (Vag Lan TERFERATE QCEANIC (SURHE T TERFEANERH)
diorlimatic Belt.. i UPPIR THERMOTENPERLTE LO¥ HUMID

Fig. 19 - Indici bioclimatici e diagnosi bioclimatica di Blace (CR; tratto da Rivas-
Sdenz, 2009).

Il diagramma di evapotraspirazione (Fig. 20) mostra come il consumo
delle riserve d'acqua contenute nel suolo si esaurisca in due mesi (dal

20 aprile al 2 luglio) e che il periodo di deficit idrico si prolunghi per
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3 mesi (dal 2 luglio al 7 settembre). La carta degli indici d'umidita ed

evapotraspirazione ¢ riportata in Fig. 21.

Station On line
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Fig. 20 - Diagramma di evapotraspirazione di Blace (CR; tratto da Rivas-Sdenz,
2009).
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Fig. 21 - Indici di evapotraspirazione derivati dai dati termopluviometrici di Blace
(CR; tratto da Rivas-Saenz, 2009).
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2.1.4. Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di
Savoia (BAT; Italia)

La Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia si estende
su di una superficie di 36,41 km” lungo i 18 km della costa del
Comune di Margherita di Savoia, in provincia di Barletta - Andria -
Trani (Corbetta et al., 2006; Fig. 22). Le saline di Margherita di
Savoia sono inserite nel SIC "Zone Umide della Capitanata”
(CODICE IT9110005) ai sensi della Direttiva Habitat 92/43/CEE.
All’interno del SIC sono stati individuati alcuni habitat prioritari
relativi alle lagune e alle steppe salate, caratterizzati da flora e fauna
idonei a vivere in presenza di elevate concentrazioni saline. Nell'area
della Riserva sfocia il fiume Ofanto il cui bacino occupa un'area di

2.780 km” con lunghezza di 170 km e portata media di 163 m’/s.

Fig. 22 - Localizzazione della Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di
Savoia.
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In quest'area costiera le precipitazioni annuali medie sono di 483 mm
mentre la temperatura media annuale si aggira intorno ai 16 °C (dati
ottenuti dal database WorldClim; Hijmans et al., 2005). Secondo la
classificazione proposta da Rivas-Martinez et al. (2011) e la mappa
bioclimatica d'Ttalia (Pesaresi et al., 2014) la Riserva Naturale Statale
Salina di Margherita di Savoia (BAT) rientra nel bioclima
Mediterraneo pluvistagionale-oceanico, nel termotipo

mesomediterraneo inferiore ed ombrotipo secco inferiore (Fig. 23).

Station On line 1 m.
B=  4E3 41*3T'H 016*04°E o0 v,
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Fig. 23 - Diagramma bioclimatico della Riserva Naturale Statale Salina di
Margherita di Savoia (BAT; IT da Rivas-Saenz, 2009).

Gli indici bioclimatici e la diagnosi sono riportati in Fig. 24.
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Fig. 24 - Indici bioclimatici e diagnosi della Riserva Naturale Statale Salina di

Margherita di Savoia (BAT; IT da Rivas-Sdenz, 2009).

Il diagramma evapotraspirazione (Fig. 25) mostra che il consumo di

riserve idriche contenute nel terreno si prolunga per oltre tre mesi (dal

9 marzo al 9 giugno), e il periodo di deficit idrico ¢ di 4 mesi (da 9

giugno al 7 ottobre). In Fig. 26 viene riportato il calcolo dei valori e

indici utili per la realizzazione del bilancio idrico.
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Fig. 25 - Diagramma dell'evapotraspirazione di Riserva Naturale Statale Salina di

Margherita di Savoia (BAT; IT da Rivas-Sdenz, 2009).
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Fig. 26 - Indici di evapotraspirazione della Riserva Naturale Statale Salina di
Margherita di Savoia (BAT; IT da Rivas-Sdenz, 2009).

Queste particolari condizioni climatiche, caratterizzate da bassa
piovosita ed esaltate da una morfologia peculiare hanno storicamente
favorito in questo lembo di territorio pugliese la localizzazione nel
nucleo iniziale delle Saline (Corbetta et al., 2006). La Salina ¢ un
bacino naturalmente impermeabile che occupa il fondo lagunare
dell'antico lago Salpi. E' dominata da terreni pianeggianti clastici
quaternari caratterizzati da diversita nella composizione e nella
granulometria. In questo bacino impermeabile viene immessa 1'acqua
di mare che a partire dalle vasche piu a nord (Alma Dannata), grazie
alla pendenza naturale fra una vasca e l'altra defluisce lentamente
attraverso le vasche evaporanti nella parte a sud della Salina mentre
laddove la pendenza non consente un travaso naturale, il deflusso
viene effettuato per mezzo di piccole chiuse (bocchette) o di pompe di

sollevamento (idrovore; Quaranta et al., 2000).
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2.1.5. Sant Pere Pescador, Girona (Spagna)

Sant Pere Pescador si trova nella parte interna della pianura del fiume
Fluvia, nei pressi del Parco Naturale Aiguamolls de ’Emporda nella
regione della Catalogna, nel nord-est della penisola iberica (Fig. 27).
Il fiume Fluvia nasce nelle montagne di Collsacabra e sfocia nel mar
Mediterraneo. E' lungo 84 km e ha un bacino idrografico di 973,8 km’

con una portata media di 10,67 m’s.

Fig. 27 - Localizzazione di Sant Pere Pescador, Girona.

Quest'area ¢ caratterizzata da una pianura costiera in cui vi ¢ una
notevole variazione microtopografica e una differente combinazione
di sedimenti che aumentano, soprattutto, nelle aree pill piccole
contribuendo a complicare il mosaico della vegetazione creato dalle
numerose comunita di alofite reso ancora pitt complesso dall'attivita
dell'vomo. In base ai dati climatici di Girona (ES) ottenuti dal
database WorldClim (Hijmans et al., 2005) la temperatura annuale
media ¢ di 16 °C e la precipitazione media annuale ¢ di 483 mm. Sant

Pere Pescador, in relazione alla classificazione proposta da Rivas-
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Martinez et al. (2011) ricade nel bioclima mediterraneo

pluviostagionale oceanico, nel termotipo basso mesomediterraneo e

nell'ombrotipo secco superiore (Fig. 28).
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Fig. 28 - Diagramma bioclimatico di Sant Pere Pescador, Girona (ES; da Rivas-

Sédenz, 2009).

Gli indici bioclimatici e la diagnosi sono riportati in Fig. 29.
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Fig. 29 - Indici di evapotraspirazione di Sant Pere Pescador, Girona (ES; da Rivas-

Sédenz, 2009).
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Il diagramma di evapotraspirazione (Fig. 30) mostra che il consumo
delle riserve idriche contenute nel suolo si prolunga per oltre due mesi
(dal 20 Aprile al 1 Luglio) e il periodo di deficit idrico ¢ di tre mesi
(dal 1 Luglio al 8 settembre). La figura 31 mostra il calcolo dei valori
e degli indici utilizzati per a realizzazione del bilancio idrico.
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Fig. 30 - Diagramma dell'evapotraspirazione di Sant Pere Pescador, Girona (ES; da
Rivas-Saenz, 2009).
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Fig. 31 - Indici di evapotraspirazione di Sant Pere Pescador, Girona (ES; da Rivas-
Sédenz, 2009).

59



2.2. Analisi vegetazionali delle aree di raccolta dei semi

Lo studio delle comunita vegetali nelle aree in cui ¢ stata effettuata la
raccolta dei semi ¢ stato condotto con il metodo fitosociologico della
Scuola Sigmatista di Zurigo-Montpellier proposto da Braun-Blanquet
(1964) e successivamente integrato (Rivas-Martinez, 2005; Géhu,
2006; Biondi, 2011; Blasi & Frondoni, 2011; Blasi ef al., 2011; Pott,
2011). Le classificazioni sintassonomiche seguono lo schema del
Prodromo della Vegetazione d'Ttalia (Biondi et al, 2014b;
http://www.prodromo-vegetazione-italia.org/). Per la nomenclatura
tassonomica sono stati utilizzati la Flora d’Italia (Pignatti, 1982) e la
Checklist della Flora Vascolare Italiana e la successiva integrazione
(Conti, 2005; 2007). Sono stati effettuati 7 rilievi fitosociologici totali
inediti nelle aree di raccolta dei semi ed attribuiti ad associazioni gia
rinvenute da altri autori negli ambienti ipersalini utilizzati come

serbatoio di raccolta dei semi.

2.3. Campionamento dei parametri ecologici

Nelle aree italiane di raccolta dei semi (Riserva Naturale Statale Sacca
di Bellocchio, Riserva Naturale Regionale Sentina, Riserva Naturale
Statale Salina di Margherita di Savoia), contestualmente alla raccolta
stessa, sono state effettuate le misurazioni della conducibilita
elettrolitica e della temperatura del suolo tramite un conduttimetro
Soil Test Direct Soil EC Tester modello HI98331, HANNA

Instrument, dotato di un elettrodo di acciaio inossidabile che offre la
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possibilita di prendere misure dirette nel suolo. Lo strumento ha una
risoluzione di 0,01 mS/cm e un'accuratezza di = 0,05 mS/cm (0,00 a
2,00 mS/cm), + 0, 30 mS/cm (2,00 a 4,00 mS/cm) per quello che
riguarda la conduttivita, mentre per la temperatura ha una risoluzione

di 0,1 °C ed un'accuratezza di + 1 °C.

2.4. Caratteri morfologici delle entita studiate

Nell'ambito di questa ricerca si & ritenuto opportuno utilizzare la
classificazione tradizionale basata sui caratteri morfologici (Pignatti,
1982; Géhu, 1992; Iberite, 1996; Conti et al., 2005, 2007; Kaligari¢ et
al., 2008) che vengono di seguito discussi. Pertanto, verranno
utilizzati i binomi nomeclaturali in uso precedentemente alla revisione
di Kadereit et al (2012) in quanto lo studio si riferisce al
comportamento germinativo delle tre entita (S. patula, S. emerici e S.
veneta) che presentano caratteri morfologici distinti ben riconoscibili

in campo e posizioni ecologiche differenti.

2.4.1. Salicornia patula Duval-Jouve
La salicornia annuale maggiormente diffusa nelle zone costiere del

Mediterraneo e del Mar Nero ¢ Salicornia patula (Fig. 32).
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Fig. 32 - Disegno di S. patula (Biondi & Casavecchia, 2010).

Alofila succulenta ad habitus di piccolo cespuglio (Wilkon-Michalska,
1985; Géhu, 1992) la pianta ha un’altezza che varia tra pochi
centimetri a 40 cm circa. Pud essere poco o molto ramificata
soprattutto dalla base e i rami sono per lo pill patenti. I germogli fertili
hanno i lati convessi; i fiori hanno una lunghezza compresa tra 18,7 -
2,9 mm e i segmenti fertili sono relativamente brevi (3,1 - 0,2 mm) e
sottili (2,5 - 0,4 mm). I fiori situati nei segmenti fertili sono diseguali
poiché quelli laterali sono molto piu piccoli rispetto a quello centrale
(Kaligari¢ et al., 2008; Kaligari¢ & Sajna, 2014). S. patula produce
due tipi di semi, quelli laterali piu piccoli e quelli centrali pilt grandi
che si differenziano anche per la biologia di germinazione (Fig. 33;

Grouzis et al., 1976; Berger, 1985).
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Fig. 33 - Disegno di S. patula: a, parte dell'infiorescenza 2/4; b, ¢ calice, 10/1; b,
visto di lato; ¢, dal basso; e, sezione del seme 25/1 (Duval-Jouve, 1868).

S. patula colonizza terreni sabbioso-argillosi nelle radure o lungo i
bordi delle aree occupate dalle salicornie perenni per lo pill secche e
semi-secche durante l'estate (Grouzis et al., 1977, Biondi &
Casavecchia, 2010). II comportamento germinativo dei semi di S.
patula € stato studiato in alcune popolazioni della costa mediterranea
del sud della Francia (Grouzis et al., 1976; 1977; Heim & Grouzis,
1978, Berger, 1985), della Croazia e della Slovenia (§ajna et al.,
2013).

2.4.2.Salicornia emerici Duval-Jouve

S. emerici ¢ una salicornia annuale tetraploide alta mediamente (15)
20 - 50 (60) cm, verde-opaco fino a glaucescente (Fig. 34; Géhu,
1992). Ha un fusto eretto di (10-) 15 - 30-(-40) cm, poco ramificato,

con rami ascendenti, pill 0 meno della stessa lunghezza, strettamente
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appressati al fusto. I segmenti sono lunghi mediamente 15 - 25 mm.
Le spighe, cilindriche e leggermente affusolati, sono lunghi tra 30 - 60
mm con 10 - 20 segmenti fertili di larghezza tra 3,5 - 4,5 mm. Il
margine fogliare ¢ evidente. I fiori sono quasi simili per dimensioni
(Iberite, 1996) mentre i semi non presentano dimorfismo (Fig. 35;

Kaligari¢ & Sajna, 2014).
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Fig. 34 - Disegno di S. emerici (Biondi & Casavecchia, 2010).

S. emerici occupa terreni compattati, ben strutturati, franco-argillosi
regolarmente inondati da flussi continui di sostanze nutritive e
sommersi per lunghi periodi dell'anno (Sajna et al., 2013; Kaligari¢ &

Sajna, 2014). Forma comunita omogenee, dense e monospecifiche
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nelle depressioni che si localizzano nella parte pili bassa delle zone
delle paludi salmastre a contatto con il mare, dove c'¢ una maggiore
concentrazione di sale (Grouzis et al., 1976; Géhu et al., 1978; Géhu,
1992; Biondi et al., 2004). Il comportamento germinativo dei semi di
S. emerici ¢ stato studiato per alcune popolazioni della costa

mediterraneca del sud della Francia (Grouzis et al., 1976), della

Croazia e della Slovenia (Sajna etal.,2013).

Fig. 35 - Disegno di S. emerici: a, parte dell'infiorescenza 2/4; b, ¢ calice, 10/1; b,
visto di lato; ¢, dal basso; e, sezione del seme 25/1; s, stame 25/1, 13, frammento
dell'infiorescenza dopo la caduta dei semi (Duval-Jouve, 1868).

2.4.3. Salicornia veneta Pign. et Lausi
S. veneta ¢ anch’essa una specie annuale tetraploide (Fig. 36). II fusto

¢ eretto con rami piramidali lunghi da (30-) 40 - 50 cm, verdi e spesso
genicolati alla base; i rami primari inferiori sono eretti, lunghi 2/3 del
fusto o uguali, talvolta piti lunghi, i rami primari superiori sono curvi

verso l'alto. Le spighe terminali sono lunghe 5 cm, spesse 4 - 7 mm,
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cilindriche; l'apice ¢ solo leggermente attenuato ed & articolato. I
segmenti fertili (8-) 12 (-13), sono cilindrici o poco addensati. I fiori
laterali hanno le stesse dimensioni di quelli centrali. Il perigonio
fiorale medio ha il vertice arrotondato. Stami 1, spesso nel fiore
centrale 2, con antere subsessili, ridotte o semiridotte, lunghe 0,7 mm
e larghe 0,3 mm. I granuli pollinici variano da (20-) 22 (-26) p.

I semi sono molto pelosi e lunghi tra (1,3-) 1,8 (2,0) mm (Lausi,
1969). Il comportamento germinativo dei semi di S. veneta ¢ stato
studiato in alcune popolazioni della Croazia (Stari Grad, Isola di Rab)
da Sajna et al. (2013). Secondo Lausi (1969) S. veneta presenta delle
differenze morfologiche piu evidenti rispetto alle forme diploidi come
un notevole macrosomatismo (dimensioni della pianta, fiore e seme) e
la presenza di tre fiori uguali e conformati come in Fig. 37, portati da

segmenti pit 0 meno cilindrici.
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Fig. 36 - Disegno di S. veneta (Biondi & Casavecchia, 2010).

Esistono questioni tassonomiche riguardanti 1'autonomia di S. veneta
(Lausi, 1969; Géhu, 1992; Iberite, 1996; Papini et al., 2004; Biondi &
Casavecchia, 2010; Kadereit et al., 2007, 2012; Kaligari¢ et al., 2008)
rispetto a S. emerici ed incongruenze riguardanti la distribuzione
endemica della specie stessa. Infatti, S. veneta ¢ stata ritrovata in
molte altre parti d'Ttalia (Sardegna, Laghetti di S'Ena Arrubia, Biondi
et al., 1997, Filigheddu et al., 2000; Biondi et al., 2004) e in Croazia
(Stari Grad, Isola di Rab; §ajna et al., 2013). Dal punto di vista

conservazionistico, S. veneta ¢ una specie target attualmente elencata
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nell'allegato I della Convenzione di Berna (Anonimo, 1979) e

nell'allegato II della Direttiva Habitat (Anonimo, 1992).

Fig. 37 - Disegno della forma dei segmenti fertili di S. veneta: a, allo stato fresco e
con fiori completamente sviluppati; b, a maturita e dopo la caduta dei semi (Lausi,
1969).

2.5. Raccolta, trattamento e conservazione del
germoplasma

I semi maturi sono stati raccolti all’interno di popolazioni selvatiche
nel periodo ottobre e dicembre degli anni 2013, 2014 e 2015 seguendo
i protocolli internazionali di raccolta, trattamento e conservazione del
germoplasma (Tab. 1; International Seed Testing Association, 2006;
Bacchetta er al., 2006). Poiché la raccolta prevede il prelievo
dell’intera pianta o di porzioni di questa, i semi di S. patula, S. emerici
e S. veneta sono stati estratti dai segmenti fertili e puliti delicatamente

su un tappetino di gomma. Per la rimozione dei semi vuoti e delle
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impurita ¢ stato utilizzato un separatore gravimetrico (Agriculex CB1,
Column Seed Cleaner, TA Baxall e Co., Ltd). Tutti i semi sono stati
conservati a temperatura ambiente prima di effettuare i test e sono stati
essiccati in ambiente secco a 15° C e 15 % di umidita relativa la notte

precedente la pesatura.

Tabella 1 - Localita, date di raccolta e dei test di germinazione dei semi delle
popolazioni studiate. Specie: Salicornia patula Duval-Jouve (Sp), Salicornia emerici
Duval-Jouve (Se), Salicornia veneta Pign. et Lausi (Sv). Sistema di riferimento:
Datum WGS84.

SPECTE P](]]}P LOCALITA' DI RACCOLTA WGSE4 (%) RA?@E}- < cr_gﬂ:ﬂ-g;n
5p 1060 Blace (CR) 17356 4301 19102014 2710112613
Sp 1048  Riserva Regionale Naturale Sentina (IT) 1381 42,80 14/12:2013 27/01/2015
Sp 1061  Sant Pere Pascandor, Girona (ES) 311 4215 19112004 270112015
S 1053 Blaes (CR) 1756/ 43,01 19102014 27/01/2013
S 1046 Blace (CR) 17,56 43,01 270112013
S 1118 Rissrva Resionals Naturals Sentina (IT) 1391 4280 200112016
S 1115 Riserva Statale Naturale Salina ¢ Margherita di Savoia (IT) 1605 4138 12/01/2016
S 1047  Riserva Naturale Statale 8acca & Bellocchio (IT) 1226 4462 18122014 2740112015

2.6. Caratterizzazione macromorfologica dei semi

Le misurazioni effettuate ai fini della caratterizzazione
macromorfologica dei semi delle differenti popolazioni di S. patula e
della popolazione di S. emerici sono state condotte presso la Banca
del Germoplasma del Giardino Botanico dell'Universitd di Valencia.
Sono state effettuate fotografie di 100 semi delle suddette popolazioni
su carta millimetrata con un microscopio stereozoom (Nikon
SMZ800) e utilizzando un software di elaborazione digitale delle
immagini, Image] (Rasband, 1997 - 2012), sono state misurate

lunghezza e larghezza dei semi. Il peso dei semi di S. patula e S.
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emerici ¢ stato ottenuto pesando dieci lotti di dieci semi ciascuno (10
x 10) con una micro-bilancia (Orion Cahn C-33) che prevede
un'accuratezza di 1pg. Per le differenti popolazioni di S. veneta le
misurazioni sono state effettuate presso il laboratorio della Millenium
Seed Bank del Royal Botanic Gardens, Kew. Sono state misurate la
lunghezza e la larghezza di 100 semi di ciascuna popolazione con uno
stereoscopio Carl Zeiss Stemi SV11, fissato su AxioCam HRc. Il peso
dei semi di S. veneta ¢ stato ottenuto pesando dieci lotti di dieci semi
ciascuno con una bilancia a sette cifre decimali (Mettler Toledo
UMT?2, Beaumont Leys, UK) con un'accuratezza di 0,1 pg. La forma
del seme ¢ stata descritta secondo le linee della sezione longitudinale e
della sezione laterale utilizzando la terminologia di Harper et al.
(1970); Stearn (1980, 1992); Werker (1997) e Clopton (2004). 1l
colore dei semi ¢ stato descritto utilizzando il sistema di colori

Munsell (1976). I campioni sono stati scelti in maniera casuale.

2.7. Caratterizzazione micromorfologica dei semi

Al fine di confrontare gli aspetti morfologici del tegumento esterno
dei semi delle differenti popolazioni studiate provenienti dalle diverse
localita (Tab. 1) sono state effettuate delle foto della superficie
seminale al microscopio elettronico a scansione (SEM, Hitachi S-
4800) presso il Dipartimento SCSIE della sezione di Microscopia
Elettronica dell'Universita di Valencia. I campioni, preparati su nastro
biadesivo di carbonio, sono stati montati su un portaoggetti in
alluminio, rivestiti di uno strato polverizzato di palladio 100 - 200 A
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tramite polverizzazione catodica (Bio-Rad SC-500). I campioni sono
stati esaminati ad una tensione di accelerazione di Skv. Le micrografie
dei semi sono state effettuate a quattro diversi ingrandimenti: x70,
x600, x1000 e x20000 al fine di determinare i differenti modelli della
superficie seminale delle diverse specie. La terminologia descrittiva
usata per i vari aspetti della superficie seminale in relazione anche al
loro aspetto nei diversi ingrandimenti osservati al SEM, & quella

proposta da Barthlott (1984) e Werker (1997).

2.8. Analisi ai raggi X

Per ogni popolazione studiata sono stati analizzati 50 semi con una
macchina digitale a raggi X (Faxitron, Qados, Sandhurst, UK)
impostata secondo 1 parametri standard utilizzati presso la Millennium
Seed Bank per la radiografia a raggi X dei semi (22 kV e 0,3 mA per
20 s). I raggi X hanno restituito una chiara immagine della morfologia
interna dei semi e pertanto hanno consentito di rilevare quelli vuoti o

danneggiati. I campioni sono stati selezionati in modo casuale.

2.9. Analisi del contenuto di olio dei semi

Il contenuto di olio nei semi (OC) ¢ stata misurato mediante il metodo
di risonanza magnetica nucleare, Time Domain (TD-NMR). Per ogni
popolazione il contenuto di olio ¢ stato quantificato su una quantita
note di semi (Tab. 7, Par. 3.3.2.4, Tab. 24) pesati in mg,
immagazzinati a 15 % RH. I semi sono stati analizzati utilizzando un

MINISPEC Bruker mq20, con magnete 0,47 Tesla (20 MHz di
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frequenza di risonanza protonica) operando a 40° C. A causa della
piccola dimensione del campione, ¢ stato usato un gruppo sonda di 10
mm. [ campioni sono stati analizzati utilizzando una calibrazione
eseguita per 1 semi di Brassica oleracea (10 mm_sf oil
calibration_max seed mass 0,1 g). Il metodo prevede l'acquisizione di
16 scansioni con un ritardo di riciclo di 2 secondi. I campioni sono

stati scelti in maniera casuale.

2.10. Analisi dei dati della morfologia seminale

Per ogni popolazione sono stati misurate lunghezza e larghezza di 100
semi. Sono state calcolate medie e deviazione standard per ogni
misura. Il volume dei semi ¢ stato calcolato con la seguente equazione
presentata da Dias & Ganhdo (2012):

VOL,=0,56822 VOLyw + 0,05156 VOL?w
dove VOLw ¢ il volume di semi stimato da

VOLw=nLW?/6

utilizzando 1'equazione presentata da Casco & Dias (2008) in cui

L ¢ la lunghezza,

W ¢ la larghezza.
Sono stati calcolati per ogni popolazione il volume del seme, il peso
medio + deviazione standard. Tra le popolazioni studiate appartenenti
alla stessa specie sono state testate le differenze significative in
termini di volume (log trasformato) e di peso tramite ANOVA ad una

via.
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2.11. Test di germinazione

Per ogni temperatura e concentrazione salina sono state effettuate
quattro repliche di 25 semi di ciascuna delle popolazioni di Salicornia
investigate su piastre Petri di polietilene di 6 cm di diametro su
substrato con agar all’l % in acqua distillata. I campioni sono stati
selezionati in modo casuale. La risposta germinativa ¢ stata testata in
camere programmabili con temperatura ed illuminazione controllate
per 30 giorni. I semi sono stati considerati germinati con I'emergere
della radichetta. L'illuminazione, mediamente di 100 pmol-m_z-s_l, e
stata fornita per 12 ore al giorno con luci a fluorescenza bianche
fredde di 6500 °K. I test di germinazione sono stati condotti in un arco
di tempo compreso tra 1 e 13 mesi dopo la raccolta. Alla fine di ogni
prova di germinazione, i semi non germinati sono stati tagliati (test di
taglio) per determinare se fossero vitali (freschi), non vitali (presenza
di muffe) o vuoti. I risultati del test di taglio sono stati considerati

nella percentuale di germinazione finale.

2.11.1. Effetto della temperatura

L'effetto della temperatura sulla germinazione ¢ stato valutato a 7
temperature costanti comprese tra 5 e 35 °C e ad un regime alternato
di temperatura 25/15 °C (Tab. 1). Le temperature usate in questo
studio sono state selezionate in base ad alcuni precedenti lavori svolti

sulla germinazione di Salicornia (Khan & Weber, 1986) e altri generi
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della famiglia delle Amaranthaceae (Redondo et al. 2004; Qu et al.
2008a; b).

2.11.2. Effetto della salinita

La tolleranza al sale nella fase di germinazione & stata testata su 14
concentrazioni crescenti di NaCl di 0, 50, 100, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 1000 mM a temperatura costante
risultata ottimale di 25 °C con un fotoperiodo di 12/12 h (Tab. 1).
Mentre, per le popolazioni di S. veneta [ID1115: Riserva Naturale
Statale Salina di Margherita di Savoia (IT); ID1118: Riserva Naturale
Regionale Sentina (IT)] raccolte nell'inverno successivo sono state
testate cinque concentrazioni saline (0, 100, 200, 500, 1000 mM di
NaCl) a temperatura costante (25 °C) scegliendo le piu significative
tra le 14 concentrazioni precedenti.

I semi non germinati nella fase dei test di salinita sono stati trasferiti
previo lavaggio in acqua distillata su substrato con agar all'l % e
controllati per i successivi 30 giorni per verificarne la capacita di
recupero dopo il passaggio del sale. La percentuale di germinazione di
recupero ¢ stata calcolata sul numero totale di semi seminati per fare il
confronto grafico con le percentuali di germinazione dei semi
germinati in soluzione salina e le percentuali di germinazione di semi
germinati nella fase di recupero. Inoltre, le percentuali finali di
germinazione nella fase di recupero sono state anche calcolate usando

la seguente formula di Khan & Ungar (1984):
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(A-B)
(€ B)

]3100

dove A = numero di semi germinati in soluzione salina sommati a quelli
germogliati nella fase di recupero in acqua deionizzata; B = numero dei semi
germinati in soluzione salina; C = numero totale dei semi testati.

La percentuale di germinazione finale ottenuta con il test di salinita ¢

stata calcolata come (A/C) * 100.

2.12. Analisi dati ed indici utilizzati

Sono stati utilizzati i valori medi ottenuti dai test di germinazione ed
elaborati con pacchetto del software statistico SPSS 16.0. Le
percentuali finali di germinazione (PGF) sono state calcolate sui
conteggi finali trasformati in radice quadrata e poi in arcoseno. La
significativita delle differenze delle medie delle percentuali finali di
germinazione tra i trattamenti in ogni specie e delle velocita calcolate
con l'indice TMG ¢ stata testata con il test ANOVA (Khan & Rayner,
2003). L'ipotesi nulla ¢ stata rifiutata con P>0,05 ed ¢ stato utilizzato
un test post hoc di Tukey per stimare i gruppi omogenei. La differenza
tra temperatura alternata (25/15 °C) e temperatura costante (20 °C) e
tra test di salinita (salinitd e recupero) e controllo, sono state testate
tramite un test ANOVA ad una via. I test effettuati alle differenti
temperature e alle differenti concentrazioni di salinita hanno portato
alla determinazione di diversi indici di valutazione della velocita che

sono poi stati confrontati tra loro. In letteratura sono presenti, infatti,
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diversi indici di velocita basati sulla curva di germinazione
accumulata. Tra questi nel presente lavoro sono stati usati come indici
di velocita: I; Tsp e TMG. L'indice di velocita, I, pesa listante
temporale che assume ciascuno dei campioni sperimentali.
Matematicamente, ¢ il calcolo normalizzato del primo momento

(centro dell'area del trapezio) del grafico della germinazione

accumulata rispetto all'asse delle ordinate (Lopez Valiente, 2011).

200 | Bl e(k) -t (k1)) (g(k) +a(k- ) (- T,
I: T X Tl (k) - (k-1 (g(kp+e(k-10)

dove tf = durata totale del test; g(k) = numero cumulativo dei semi germinati nel
conteggio di k-esimo; t(k) = tempo trascorso dall'inizio della prova fino al

conteggio; k-esimo = numero dei giorni trascorsi da quando ¢ iniziato I'esperimento.

L'indice di velocita, Tso, rappresenta i giorni necessari per raggiungere
i1 50 % della germinazione sui semi totali e viene calcolato utilizzando

la formula di Thanos & Doussi (1995):
T50 = (N Nl) X (T2 -T1)+ o N1
\\z ' SN2

dove N = percentuale finale di semi germinati; N,= percentuale di semi germinati
poco prima di N/2 (conteggio piu vicino inferiore N/2); N, = percentuale di semi
germinati poco dopo di N/2 (conteggio pill vicino superiore a N/2); T, = numero di
giorni corrispondenti a N, T, = numero di giorni corrispondenti a N,

Il tempo medio di germinazione (TMG) ¢ stato calcolato utilizzando

I'equazione proposta da Ellis & Roberts (1980):
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dove n =numero di semi che sono germinati nel giorno d; N = numero totale di
semi germinati alla fine del test.

Il calcolo della temperatura base (T,) e del Thermal time (DD) si ¢
basato sulla relazione tipicamente lineare tra l'inversa del tempo
medio di germinazione (TMG) e la temperatura (Garcia-Huidobro et

al., 1982; Trudgill et al., 2005). La relazione si esprime come:

l _—
TMG T, =al+b
h
Th=—-
a
1
nn=-
a

dove come misura del tempo di germinazione ¢ stato utilizzato il
tempo medio di germinazione (TMG); T}, ¢ la temperatura base e DD
¢ la costante termica (Thermal time).

I dati della risposta germinativa delle diverse specie sono stati
analizzati tramite il modello lineare generalizzato (GLM) con una
funzione logit e una struttura di errore binomiale vincolata alla
temperatura e alla salinita e al sito di raccolta. E' stato effettuato un
modello completo di tutti i fattori principali (Temperatura, Salinita e
Sito di raccolta) e in seguito, le interazioni (Temperatura x Sito di
raccolta; Salinita x Sito di raccolta) sono state fissate nel medesimo

modello. Il modello completo ¢ stato analizzato con il test di rapporto
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di verosimiglianza (likelihood ratio test). Per tracciare le curve della
risposta germinativa ¢ stato utilizzato il pacchetto 'DRC' che
implementa tutte le funzioni necessarie per 1’analisi di regressione
non-lineare (Ritz & Streibig, 2005). Allo scopo di identificare i
principali gradienti della variazione di germinazione, sia in termini di
salinitd e di temperatura di valutare le differenze e le somiglianze tra
le popolazioni di S. patula e S. veneta, ¢ stata utilizzata un'analisi
standardizzata delle componenti principali (PCA) delle percentuali
medie finali di germinazione trasformati prima in radice quadrata e
poi in arcoseno. Inoltre, nel PCA biplot sono state fissate le medie
delle caratteristiche bioclimatiche e morfologiche. Tutte le analisi

descritte sono state effettuate in R (R Development Core Team, 2011).
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3. RISULTATI

3.1. Vegetazione a Salicornia patula
Nel sito di raccolta della Riserva Naturale Regionale Sentina (AP,

ITALIA), S. patula forma comunita attribuibili all’associazione

Suaedo maritimae-Salicornietum patulae (Fig. 38).

Ty

Fig. 38 - Suaedo maritimae-Salicornietum patulae nella Riserva Naturale Regionale
Sentina (AP, ITALIA) nell'estate del 2015.

Nella localita di Blace (Croazia), S. patula forma comunita dense
attribuibili all’associazione Suaedo maritimae-Salicornietum patulae
che si insediano in un' area retrodunale evidentemente ruderalizzata al
margine di un campeggio (Fig. 39). In Tab. 2 viene riportato il rilievo

fitosociologico effettuato.
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Tabella 2 - Suaedo maritimae-Salicornietum patulae (Brullo & Furnari, 1976) Géhu
& Géhu-Franck 1984 Rivas-Martinez 1990 corr. Sistema di riferimento: Datum
WGS84. Ril.1: Parte destra del retroduna ruderalizzato vicino al campeggio nella
baia di Blace,(CR) [43°01' N, 17°62' E], 14/10/2014.

Numero rilisve 1

Ricoprimento (%) 30
Superficie (m”) 10
Salicornia patula Duval-Touwve 23
Suaeda maritima (L) Dumort. 22

Nel sito di raccolta di Sant Pere Pescador, Girona (Spagna), sono
presenti pochi esemplari di S. patula attribuibili all’associazione
Suaedo maritimae-Salicornietum patulae subass. suaedetosum
splendentis, molto diffusa nei terreni salini argillosi nella pianura

costiera dell'Alt Emporada (Perich & Sais, 2002).
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3.2. Vegetazione a Salicornia emerici

Nella baia di Blace (Fig. 40) ¢ stato eseguito un rilievo fitosociologico
nelle formazioni dense a S. emerici (Tab. 3) e si conferma
Iattribuzione all’associazione Salicornietum emerici O. Bolos 1962
ex Brullo & Furnari 1976.

Tabella 3 - Salicornietum emerici O. Bolos 1962 ex Brullo & Furnari 1976. Sistema

di riferimento: Datum WGS84. Ril.1: Baia di Blace, (CR) [43°01' N, 17°62" E],
14/10/2014.

Numero rilisvo 1

Copertura (%) a3
Superficie (m") 10
Salicornia emerici Duval-Jouve 35
Spergularia marina (L.) Besser 12
Atriplex portulaceides L. 12

Limonium vulgare subsp. serotinum (Rehb) Gams. 1.1

. . e

Fig. 40 - Salicornietum emerici nella baa di Blace (CR) nell'ottobre 2014.

81



3.3. Vegetazione a Salicornia veneta

Nell’ambito delle ricerche effettuate, la vegetazione a S. veneta,
attribuibile all'associazione Salicornietum venetae Pignatti 1966, &
stata rinvenuta nella Riserva Naturale Regionale Sentina dove
colonizza la parte bassa e profonda di alcune piccole pozze nell'area

piu depressa dove vi & l'ingresso diretto d'acqua salata (rill. 3 - 4 in

Fig. 41 - Salicornietum venetae nella Riserva Naturale Regionale Sentina nel
dicembre del 2015.

Nella baia di Blace sono state osservate dense comunita di S. veneta
attribuibili all’associazione Salicornietum venetae come ¢ dimostrato
dal rilievo 1 riportato in Tab. 4.

Nella Riserva Naturale Statale Saline di Margherita di Savoia, nella
Vasca Paradiso, sul canale idrografico sinistro, nell'area in cui si
verificano delle esondazioni in piccole superfici direttamente collegate
con il canale e in cui il substrato argilloso-limoso consente la
permanenza dell’acqua per un lungo periodo, S. veneta forma
popolamenti densi ancora afferibili all’associazione Salicornietum

venetae (ril. 5 in Tab. 4). Presso la Riserva Naturale Statale Sacca di
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Bellocchio, infine, si riscontra la presenza di estesi popolamenti

riferibili alla stessa associazione Salicornietum venetae (ril. 2. in Tab.

4; Fig. 42).

Fig. 42 - Salicornietum venetae nella Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio
durante il periodo autunnale (Foto di Biondi).

Tabella 4 - Salicornietum venetae Pignatti 1966. Sistema di riferimento: Datum
WGS84. Ril. 1: Baia di Blace, (CR) [43°01' N, 17°62" E], 14/10/2014; Ril. 2: Sacca
di Bellocchio 2, Casalborsetti (RA) [44°62' N, 12°26' E], 18/12/2014; Rill. 3-4:
Riserva Naturale Regionale Sentina (AP) [42°90" N, 13°91' E; 42°87' N, 13°88' E |,
10/12/2015; Ril. 5: Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia (BAT)

[41°38'N, 16°05' E], 28/12/2015.

Numero rilisve

1 2 3 4 3
Copertura (%) 93 | 95 95 @3 B3
Superficie (m’) 10 10 10 10 20
Alter=a man v, (cm) - — | 50 0 -
Salicornia veneta Pign et Lausi T8 55 | £5 435 3.3
Aster tripoliom L. - - =+ 12 -
Suaeda maritima (L) Dumert. - - 23 :
Atriplex portulacoides L. - - - =

&3



3.4. Campionamento dei parametri ecologici

In tabella 5 vengono riportati i risultati delle misurazioni relative alla
conducibilita elettrolitica del suolo e della temperatura del suolo
effettuati nelle stazioni italiane di campionamento.

Tabella 5 - Media e deviazione standard dei valori di conducibilita elettrolitica e
temperatura del suolo dei siti di raccolta italiani: Riserva Naturale Statale Sacca di

Bellocchio (RA); Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia (BAT);
Riserva Naturale Regionale Sentina (IT).

Data di Conducibilita Tempera_rura suolo
Sito di Raccolta . A elettrolitica (uS/cm) (*C)
TUISUAZIONE | 0y odin + dev.st) (media + dev.st)
Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (RA) 02/12/2015 1086272 727£128
Riserva Naturale Satina di Margherita di Savoia (BAT) 28122013 764 £4.06 8580354
Riserva Naturale Regionale Sentina (AP) 104122015 461201 10,09 2048

Come si puo osservare, i suoli campionati presso la Riserva Naturale
Statale Sacca di Bellocchio risultano avere la conducibilita elettrolitica
piu elevata rispetto agli altri siti di raccolta (Tab. 5), mentre le
temperature del suolo piu elevate e la conducibilita elettrolitica
inferiore sono state riscontrate presso la Riserva Naturale Regionale

Sentina.
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3.5. Analisi seminale
3.5.1. Salicornia patula Duval-Jouve

3.5.1.1. Caratterizzazione macromorfologica dei semi
I semi di S. patula delle accessioni ID1048, ID1060 e ID1061 sono

ellittici e lateralmente compressi. Il colore dei semi & marrone, opaco
con una testa membranosa coperta da lunghi peli, appressati ed

uncinati all'apice (Fig. 43).

ecoe? ¢
¢S

a)
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Fig. 43 - Semi delle tre popolazioni di S. patula. 1: Riserva Naturale Regionale
Sentina (IT) [ID1048]; 2: Blace (CR) [ID1060]; 3: Girona (ES) [ID1061] a)
campione casuale di semi, x1.6 e b) seme centrale e seme laterale, x5.0.

I semi della popolazione ID1048 sono piu grandi di quelli delle
popolazioni ID1060 e ID1061. Infatti, mostrano medie
significativamente differenti sia in lunghezza [F(2, 297)=4,483;
P=0,012] sia in larghezza [F(2, 297)=116,59; P<0,001] (Tab. 6).
Inoltre, sia la media del volume [F(2, 296)=110,297; P<0,001] (Fig.
44) sia quella del peso [F(2, 27)=7,156; P=0,03] dei semi delle tre
popolazioni sono significativamente differenti. Si pud affermare che i
semi della popolazione ID1061 sono piu pesanti di quelli delle
popolazioni ID1048 e ID1060 (Tab. 6; Fig. 45).

Tabella 6 - Media e deviazione standard dei valori di lunghezza (n=100), larghezza
(n=100), volume (n=100) e peso (n=10 x 10) dei semi delle tre popolazioni di .
patula. Popolazione 1048: Riserva Naturale Regionale Sentina (IT), popolazione

1060: Blace (CR) e popolazione 1061: Girona (ES). Le lettere uguali indicano i
gruppi omogenei per ogni misurazione.
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POP Lunghezza Larghezza Volume Peso
(mm, media £ dvst) (mm.media £ dvst) (mm3,media =dvst) (pg, mediaz dvst)
1048 108031 3 0812013 a 0232008 a 20242368 b
1060 10520,12 ab 0602008 ab 0112003 b 0722332 )
1061 1032016 b 0602012 b 011:005 b 25342203 a
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Fig. 44 - Box plot dei volumi delle tre popolazioni di S. patula.
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Fig. 45 - Box plot dei pesi delle tre popolazioni di S. patula.
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3.5.1.2. Caratterizzazione micromorfologica dei semi

La superficie del seme di S. patula ¢ solitamente marrone, ben
sviluppata e dura, ¢ completamente liscia o presenta tutt’al pit delle
piccole protuberanze. La regione ventrale del seme ¢ piatta e liscia o
leggermente ruvida, mentre nella regione dorsale & presente in senso
longitudinale il solco radicolare (Fig. 46). I semi non sono ricoperti da
efflorescenza salina. La forma delle cellule epidermiche segue un
modello simile a quello dei tasselli di un puzzle (Fig. 47). Le cellule
epidermiche nei bordi del seme sono allungate e presentano dei peli
uncinati. L'embrione si presenta piegato e l'endosperma, o piu

precisamente il perisperma, ¢ assente.
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Fig. 46 - Immagini al SEM dei semi e di peli delle popolazioni studiate di S. patula.
1: Riserva Naturale Regionale Sentina (IT) [ID1048]; 2: Blace (CR) [ID1060]; 3:
Girona (ES) [ID1061] a) x70 e b) x600.
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Fig. 47 - Immagini al SEM della superficie delle cellule epidermiche delle
popolazioni studiate di S. patula. 1: Riserva Naturale Regionale Sentina (IT)
[ID1048]; 2: Blace (CR) [ID1060]; 3: Girona (ES) [ID1061] @) x1000 e b) x20000.

3.5.1.3. Analisi ai raggi X
I lotti dei semi delle tre popolazioni studiate, osservati ai raggi X,
mostrano un'elevata qualita ovvero sia assenza di semi vuoti 0 poco

sviluppati (Fig. 48).
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Fig. 48 - Semi delle popolazioni studiate di S. patula osservate ai raggi X. 1: Riserva
Naturale Regionale Sentina (IT) [ID1048]; 2: Blace (CR) [ID1060]; 3: Girona (ES)
[ID1061]

3.5.1.4. Analisi del contenuto di olio dei semi

Le tre popolazioni hanno differenti contenuti percentuali di olio. La
popolazione ID1048 ha una maggiore quantita di olio rispetto alla
popolazione ID1061 e ID1060 (Tab. 7).

Tabella 7 - Contenuto di olio (%) nei semi delle tre popolazioni studiate di S. patula.
[ID1048]: Riserva Naturale Regionale Sentina (IT); [ID1060]: Blace (CR);
[ID1061]: Girona (ES).
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Contenuto totale olio (%0)

POP Quantita di semi(g) Contenuto Olio (%)
1048 0,102 a1.19
1060 0.029 16.52
1061 0,011 1740

3.5.1.5. Test di germinazione

3.5.1.5.1. Effetto della temperatura sulla germinazione

I semi di S. patula ID1048 [F(6, 21)=13,907; P<0,001] e ID1060 [F(6,
21)=7,843; P<0,001] mostrano una percentuale di germinazione
significativamente influenzata dalla temperatura mentre la percentuale
di germinazione dei semi dell'accessione ID1061 non & influenzata
significativamente dalla temperatura (P>0,05). 11 test Tukey HSD
(P<0,05) effettuato per le tre popolazioni, mostra differenze
significative e divide i dati in gruppi omogenei (Tab. 8 [ID1048: a, b,
c]; Tab. 9 [ID1060: a, b]; Fig. 49).

Nel caso della popolazione ID1061, invece, il test Tukey non mostra
differenze significative (Tab. 10). Inoltre, la popolazione 1ID1048 e
ID1060 hanno un intervallo ottimale di germinazione tra 20 e 35° C,
mentre tra 5 e 15° C presentano i valori pill bassi di germinazione
(45,0 % nella popolazione ID1048 a 5° C; 22,3 % nella popolazione
ID1060 a 10° C). La popolazione ID1061 non mostra un regime
ottimale nella percentuale di germinazione e presenta un minimo di
germinazione (63,5 %) a 10° C (Fig. 49). Trattando i dati a 5° C ed

eliminando le prove con maggiore variabilita (Gasparri et al. 2016), la
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popolazione ID1061 sembra avere un comportamento simile a quello

delle altre due popolazioni studiate.

Tabella 8 - Percentuale finale di germinazione (PFG) e alcuni indici di velocita
(media e deviazione standard) dei semi della popolazione ID1048 alle differenti
temperature. Le lettere uguali indicano i gruppi omogenei per ogni temperatura.

Germinazione (%) Velocita
Gruppi L ™G  CTUPP

(mﬁii umog}:ei (media £ {gg. media umoigene (m:iti’a+

Temperatara °C) dev.st.) (p= 0,05) . =+ dev.st.)} (p=005)  devst)
3 450119 c 768 42 378 x14 c
10 J4lx44 ¢ 709+ 30 | 773220 be
15 425277 e 78807 010+92 c
20 570127 be 30417 858+08 [
25 837+04 a 87523 | 5310 b
30 7832101 ab 832228 739x11 be
33 867+71 a 048223 16609 a
25113 74070 = 187x28 B93x13 ¢

Tabella 9 - Percentuale finale di germinazione (PFG) e alcuni indici di velocita
(media e deviazione standard) dei semi della popolazione ID1060 alle differenti
temperature. Le lettere uguali indicano i gruppi omogenei per ogni temperatura.

Germinazione (%} Velocita
Gruppi 2 TMG Gruppi 3|
Tem?fé;ma (ml::iz Dnmgzpl;lei (media {gg. media + Dnmgzp:ei (m;:?a:
dev.st.} (p= 0.05) dev.st.) (p=0.05) dev.st)
dev.st)

3 247 £51 b 682 95 | 137 236 c 10535
10 2232 131 b 162+ 42 83515 ab 38+351
15 4172173 ab 734231 10508 abe o e B
20 616+82 3 72270 11026 be 62+30
23 684 +03 a 786 £52 8620 ab 76230
30 640+122 3 709+38 34209 ab 60=13
33 720+183 a 6216 55208 a 4715
25113 590+162 s 186+79 2328 ab 6630
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Tabella 10 - Percentuale finale di germinazione (PFG) e alcuni indici di velocita
(media e deviazione standard) dei semi della popolazione ID1061 alle differenti

temperature. Le lettere uguali indicano i gruppi omogenei per ogni temperatura.

Germinazione (%) Velocita
PFG Gruppi L TMG Gruppi 50
(;med.iai omogenei  ipegizz (g media:  omogenei (media +
.5k, W5t i
Temperatura C) ev.st) (p=0,05) A dev.st.) (p=0,05) devst)
5 78.0+232 a 846 12 | 734 208 be 43+08
10 635 7.7 a 812236 | 820x10 B 52+24
15 Mn8x70 a 872+351 | 603223 abe 28+23
20 70.5+15.6 a WH+3T | 47315 ab 18%15
25 T8.0+40 a 901 £33 | 474215 ab ESF12
30 64.0+13.8 a 801+29 | 501+19 abe 1L7+£01
335 85738 a 30120 3010 a 22+07
25015 T0.7+12 = 88,740 439220 ab 23218
1D 1048 1D 1060
10 a ab L a
« [l & 8 voe
= - l; ’ , ! _]j ﬁ |
£ g | g * g 4
: RS i | 8 ° W 7
i B E ;) b L
I
I
& i H i
i [
A RN TR S THEE T TR —

Temperatura CC)

Gerinazione (%)

¢ T E3 5 ) 3 Ey
Temperatura (°Cy

5 EY E

Temperatura (:C)

Fig. 49 - Box plot della percentuale di germinazione di S. patula. A) Riserva
Naturale Regionale Sentina (IT) [ID1048]; B) Blace (CR) [ID1060] e C) Sant Pere
Pescador, Girona (ES) [ID1061] ai differenti regimi di temperatura.
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Le tre popolazioni non mostrano differenze significative nella

percentuale di germinazione a temperatura costante (20 °C) rispetto a

quella alternata (25/15 °C) [P>0,05] (Fig. 50).

1 1048

Germinazione (%)
B § g 5 8 R o5y 3F

1D 1060

Germinazione (%)

Z w oWy = ® o

Temperatura ('C)

Temperatura (°C)

Fig. 50 - Box-plot di confronto tra le percentuali di germinazione a temperatura
costante (20° C) e a quella alternata (25/15° C). A) Riserva Naturale Regionale
Sentina (IT) [ID1048]; B) Blace (CR) [ID1060] e C) Girona (ES) [ID1061].

I semi delle tre popolazioni studiate di S. patula hanno iniziato a

germinare contemporaneamente a tutte le temperature (Fig. 51).
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Fig. 51 - Percentuale di germinazione cumulativa dei semi di S. patula. A) Riserva
Naturale Regionale Sentina (IT) [ID1048]; B) Blace (CR) [ID1060] e C) Girona
(ES) [ID1061] alle temperature comprese tra 5 e 35 °C.

La velocita di germinazione dei semi della popolazione 1D1048,
cresce all'aumentare della temperatura anche se non segue un
andamento strettamente lineare. Il test ANOVA ad una via (P<0,05)
eseguito sui dati del Tempo Medio di Germinazione mostra differenze
significative [F(7, 24)=17,598; P<0,001]. La velocita di germinazione
¢ massima a 35 °C e minima a 5 °C (Tab. 8). Analogamente alla
popolazione italiana di S. patula studiata, anche nei semi della
popolazione ID1060, la velocitd di germinazione non mostra un
andamento strettamente lineare. L' ANOVA effettuata sui dati del

TMG evidenzia differenze significative [F(7, 24)=5,04; P=0,001] dove
il valore massimo ¢ rappresentato a 35 °C e quello minimo a 5 °C

(Tab. 9). Anche la velocita di germinazione della popolazione ID1061
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ha un andamento simile alle altre popolazioni studiate. II TMG
sottolinea differenze significative [F(7, 24)=5,103; P=0,001]. La
velocita di germinazione ¢ massima a 35 °C e minima a 10 °C (Tab.
10). 11 grafico in Fig. 52 rappresenta l'inversa del TMG vs. la
temperatura calcolata per le tre popolazioni studiate. Il valore ottenuto
per la Temperatura base, Ty, ¢ 2 °C per la popolazione ID1048, -
31,5°C per la popolazione ID1060, - 16,8 °C per la popolazione
ID1061. Il valore di Thermal Time, costante termica o tempo termico,
DD, ¢ di 90,9 °C giorni per la popolazione ID1048, 500 °C giorni per
la popolazione ID1060 e 200 °C giorni per la popolazione ID1061.

050 Thermal time
_ # Sentina ¥
0.70
0.60 v=10,002x+ 0,063 i
o O || | RI=0617
o 030
£ ¥=0,005x+ 0,084
.Ec 0.40 RI=0.771
2 030
=
= 020
0,10
0.00 4 : : . : : : : ;
0 5 10 15 20 25 30 35 40

T (°C)

Fig. 52 - Inversa di 1/TMG: rette di regressione per il calcolo della Temperatura
base (T},) e il Thermal time (DD) delle popolazioni studiate di S. patula: Riserva
Naturale Regionale Sentina (IT) [ID1048]; Blace (CR) [ID1060] e Sant Pere
Pescador, Girona (ES) [ID1061].

La GLM mostra un effetto significativo dei fattori, Temperatura (T) e
Sito di raccolta (SC) e loro interazione (T x SC). L'analisi della
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devianza ha permesso di testare le relazioni e quantificare il contributo
dei diversi fattori alla risposta germinativa (Tab. 11). L'interazione
significativa in termini di relazione tra la risposta germinativa di S.
patula e la temperatura si differenzia a seconda del sito di raccolta.
Infatti, la popolazione di Girona mostra un differente modello (Fig.
53). Le altre due curve di risposta germinativa, invece, sono simili
nella forma e nell'andamento ma si differenziano su livelli germinativi
differenti. Questo andamento ¢ dovuto all'effetto significativo che ha il
sito di raccolta dei semi sui test di germinazione. Infatti, la
popolazione ID1048 ha una germinazione mediamente pil elevata (la
sua curva ¢ piu alta) rispetto alla popolazione ID1060 (Fig. 53).

Tabella 11 - Analisi della devianza della GLM binomiale fittata sulla germinazione

dei semi di Salicornia patula vincolata alla temperatura e al sito di raccolta (Codici
Sign.: 0 "##*';. 0,001 **'; 0,05 "*'; 1).

Tabella analisi della devianza

Fonte Df Devianza Devianza (%) Resid. Df Resid. Dev. valorep
Devianza Tot. 80,0 37152
Temperatura (T) 1 1690 450 790 206.2 0001 **=
Sito di Raccolta (5C) 2 491 130 770 1371 0,001 |***
Tx3C 2 11.8 3.0 73.0 1453 005 |*
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Fig. 53 - Curve binomiali GLM di risposta germinativa fittate sulla germinazione di
Salicornia patula (Germinazione) vincolata alla Temperatura (T) e al Sito di raccolta
dei semi (SC). (Siti di raccolta: ID1048: Riserva Naturale Regionale Sentina;
ID1060: Blace (CR); ID1061: Sant Pere Pescador, Girona (ES).

3.5.1.5.2. Effetto del sale sulla germinazione

La percentuale di germinazione finale dei semi delle popolazioni
studiate di S. patula ottenuta su substrato neutro alla temperatura di 25
°C ¢ di 84,0 % [ID1048]; di 68,4 % [ID1060]; di 78,0 % [ID1061]
(Tab. 8; Tab. 9; Tab. 10). 1l test Tukey HSD (P<0,05) eseguito sui dati
di germinazione ai diversi livelli di salinitd ha dimostrato che non ci
sono differenze significative tra la germinazione su substrato neutro e
la germinazione a concentrazioni di sale di: 50, 100, 150, 200 e 350
mM nei semi della popolazione ID1048 (Tab. 12); di 50, 100; 150;
200; 250; 450 e 500 mM nei semi della popolazione ID1060 (Tab.
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13); di 50, 100, 150, 200, 250, 350 e 400 mM nei semi della
popolazione ID1061 (Tab. 14).

Tabella 12 - Percentuale finale di germinazione (PFG) nei test di salinita e alcuni
indici di velocita (media e dev. st.) dei semi di S. patula della popolazione ID1048
alle differenti concentrazioni di sale alla temperatura di 25 °C. Le stesse lettere
indicano i gruppi omogenei per ogni concentrazione di sale.

Germinazione (%) Velocita
PrG Gruppi i, MG Gruppi 50
(media+ = omogenei - (gg, media+ omogenei (mediaz
Salinita (mM)}  dev.st) (p=:0,05)  (media  dev.st) dev.st.) (p= 0,05) dev.st.}
] 3402046 ab 875 £23 iZ =10 a 2721
50 770£139 abe 88,9224 46212 a 2911
100 210274 a 842260 8.6+32 a 38=30
150 680257 abede 807233 61+22 a
200 740+108 abed 381 £50 4716 a
250 480116 cdef 30,1238 54+3:1 a
300 30,0292 edef 876276 2800 a 4
350 5802690 bedaf 8835230 39+45 a 3,
400 430161 daf 8435200 6019 a 0,
4350 36,0+160 ef 808239 683+35 a 47+33
300 20192 def 800237 2712 a 9.5+93
600 320£1538 £ 869246 46226 a 2018
700 205+138 f 88,3233 23 a 3:
300 41=+51 f 210271 55+34 a | 5
1000 244+84 f 022+30 33219 a 0,

Tabella 13 - Percentuale finale di germinazione (PFG) nei test di salinita e alcuni
indici di velocita (media e dev. st.) dei semi di S. patula della popolazione ID1060
alle differenti concentrazioni di sale alla temperatura di 25 °C. Le lettere uguali
indicano i gruppi omogenei per ogni concentrazione di sale.
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Germinazione (%) Velocita
PFG Gruppi I TMG  Gruppi 45
media+  omogenei .media + omogenei i
Salinita (mAf) (ﬂmt-) (p= %.-05) M {ggﬂervst) (p=0.05) (::fsl:)t
0 684:05 3 786 £32 8721 a T6+30
30 300+71 ab 8935+ 23 47=+18 a 2608
100 68352142 3 348272 68+34 a 34+08
130 34066 ab 8390+383 T1+42 a
200 3322140 ab 819 £24 85+17 a
230 490+43 ab 815+838 a
300 350283 be 342+45 a
330 300265 bede 832+100 a
400 3204177 bed 329:76 a
430 4302191 ab 836+17 a
300 440=43 abe 75,6+102 a
600 3802165 be 858+72 a
700 71237 e 73+129 a
300 188204 cde 910+30 a
1000 904+82 de 940+33 a

Tabella 14 - Percentuale finale di germinazione (PFG) nei test di salinita e alcuni
indici di velocita (media e dev. st.) dei semi di S. patula della popolazione ID1061
alle differenti concentrazioni di sale alla temperatura di 25 °C. Le lettere uguali

indicano i gruppi omogenei per ogni concentrazione di sale.

Germinazione (%) Velocita
PFG Gruppi iz T™MG Gruppi 15‘:.’
{media + omogenei {gg, media+ omogenei (mediat
Salinita (mM} der.st.) (p= 0.05)  (mediatdevst)  dev.st)  (p=0,05) devst)
0 730+ 40 ab 901 £33 5019 a 25+12
i 670+33 ab NH£22 a 1405
100 60033 abe 89.6+3,1 a 47+10
150 51.0+90 abe 90.0+33 a
200 458 = 182 abed 014 £39 a
250 430104 abe 877+52 a
300 310+118 ed 875+84 a
350 3752201 ab 910+21 a
400 51,0177 b 80,6248 -
450 404145 bed 902+42 a
300 420+358 bed 84881 a
600 3102134 cd 94516 a
00 282234 cd 862+44 a
800 1712147 e 968+19 i
1000 151351 = 021+32 a
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La germinazione dei semi di S. patula ¢ influenzata dall'effetto del
ID1048: [F(14, 45)=12,532; P<0,001]; ID1060: [F(14,
45)=12,002, P<0,001]; ID1061: [F(14, 45)=8,030; P<0,001]. La

massima percentuale di germinazione raggiunta ¢ di 91,0 % per la

sale

popolazione ID1048 e 68,5 % per la popolazione ID1060 alla
concentrazione di 100 mM e di 67,0 % per la popolazione ID1061 alla
concentrazione di 50 mM (Fig. 54). II minimo di germinazione
registrato ¢ di 24,1 % alla concentrazione di 800 mM per la
popolazione italiana ID1048, di 7,1 % alla concentrazione di 700 mM
per la popolazione croata ID1060 e 15,0 % alla concentrazione di

1000 mM per la popolazione spagnola ID1061 (Fig. 54).
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Fig. 54 - Box plot della percentuale di germinazione di S. patula A) ID1048: Riserva
Naturale Regionale Sentina (IT); B) ID1060: Blace (CR) e C) ID1061: Sant Pere
Pescador, Girona (ES) ai differenti livelli di salinita.
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I semi delle tre popolazioni studiate di S. patula iniziano a germinare
contemporaneamente a tutte le salinita non mostrando ritardi

nell'inizio della loro germinazione (Fig. 55).
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Fig. 55 - Percentuale di germinazione cumulativa dei semi di S. patula A): Riserva
Naturale Regionale Sentina (IT) [ID1048]; B) ID1060: Blace (CR) [ID1060] e C)
Sant Pere Pescador, Girona (ES) [ID1061] alle concentrazioni di salinita riportate in
legenda.

La velocita di germinazione, in particolare calcolata con 1'indice del

TMG, non mostra differenze significative [P>0,05] nelle tre
popolazioni studiate (Tab. 12; Tab. 13; Tab. 14) in relazione alle
differenti concentrazioni saline testate. Non si puo dedurre, percio, né
un potenziale osmotico di base né una costante idrotermica che
descriva un valore di potenziale idrico correlato ai giorni di
germinazione per le tre popolazioni di S. patula studiate. I semi delle
tre popolazioni studiate mostrano una buona percentuale di
germinazione nella fase di recupero dopo il passaggio di NaCl a tutte
le differenti concentrazioni (Fig. 56). La percentuale piu alta di
recupero calcolata sul numero totale di semi seminati, ¢ stata registrata

a 700 mM sia dalla popolazione ID1048 (42,6 %; Fig. 56) sia dalla
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popolazione ID1060 (27,6 %; Fig. 56) mentre per la popolazione
ID1061 la percentuale piu alta di recupero calcolata sul numero totale
di semi seminati si verifica a 400 mM (32,0 %; Fig. 56). Calcolando la
percentuale di recupero con la formula di Khan & Ungar (1984), le
percentuali pil alte ottenute sono di 72,0 % per la popolazione ID1048
alla concentrazione salina di 200 mM; di 35,7 % per la popolazione
ID1060 alla concentrazione di 450 mM e di 72,5 % per la popolazione
ID1061 alla concentrazione di 400 mM (Tab. 15). Il tasso di recupero
di germinazione sembra pertanto essere influenzato dalla

concentrazione di NaCl.

Tabella 15 - Percentuale finale di germinazione di recupero (RPGF) calcolata con la
formula di Khan & Ungar (1984) delle tre popolazioni di S. patula studiate alle
differenti concentrazioni di sale alla temperatura di 25 °C: [ID1048] Riserva
Naturale Regionale Sentina (IT); [ID1060] Blace (CR); [ID1061] Sant Pere
Pescador, Girona (ES).

NaCl (mM) Jrer B9
ID1048  ID1060 ID1061
0 0 0 0
30 201 0 17.0
100 62 87 113
130 240 12.7 20
200 720 336 227
250 368 133 311
300 62.0 20,8 243
350 646 309 270
400 14 221 725
450 36,1 33,8 E3 R
300 63,7 337 312
600 336 312 56.8
700 58,7 253 187
300 43,4 15,7 243
1000 373 20,8 344
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L' ANOVA ad una via (P<0,05) eseguita sulla percentuale di
germinazione finale ottenuta nei test di salinita e la percentuale di
germinazione finale ottenuta sul substrato neutro, mostra che la
germinazione dei semi di S. patula sia della popolazione ID1048 sia
della popolazione ID1061, non sono permanentemente inibiti dalla
salinita (P>0,05) mentre la germinazione dei semi di S. patula
[ID1060] ¢ permanentemente inibita dalle alte salinita (700, 800 e
1000 mM). L'inibizione permanente, sebbene non sia presente su tutti
i semi seminati, indica una significativa diminuzione nella

germinazione [F(14, 45)=4,470, P<0,001].
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I

o L L1 L L —4 F 3 | -

[ 50 00 150 2000 250 300 350 400 450 500 600 700 800 1000

A ID1048 Sentina (AP) (ITALIA) Salinita (mM)

O Sale © Recovery

Germinazione (%)

?: il

0 b 100 130 200 0 300 330 400 450 500 00 700
B ID1060 Blace (CR) Salinith (mM)

g Sale © Recovery

107



2

Germinazione (%)
s 8 8 & 2

o
50 190 150 200 250 300 358 400 50 500 609 700 30 1000

¢ ID1061 Sant Pere Pescador (ES) Salinita (mM)

o0 Sale © Recovery

Fig. 56 - Effetto della salinitd sulle percentuali di germinazione (bianco) e la
germinazione totale (grigio chiaro) dopo la fase di recupero nelle tre popolazioni di
S. patula studiate a 25 °C: A) Riserva Naturale Regionale Sentina (IT) [ID1048]; B)
Blace (CR) [ID1060]; C) Sant Pere Pescador, Girona (ES) [ID1061].

La GLM mostra un effetto significativo dei fattori "Salinita" e "Sito di
raccolta dei semi" (l'interazione tra i due fattori non ¢ significativa).
L'analisi della devianza quantifica il contributo dei diversi fattori alla
risposta germinativa (Tab. 16). Le curve di risposta germinativa dei tre
siti di raccolta hanno una relazione simile con le concentrazioni di
salinita, con un graduale decremento nei diversi livelli medi di
germinazione (Fig. 57; Tab. 16).

Tabella 16 - Analisi della devianza della GLM binomiale fittata sulla germinazione

dei semi di S. patula vincolata alla salinita e ai siti di raccolta (Codici sign.: 0 '***';
0,001 "*#*';0,05 "*'; 1).

Tabella analisi della devianza

Fonte Df Deviazione Deviazione (%) Resid.Df Resid. Dev. valore-p
Deviazione Tot. 1790 8773
Sale (3) 1 3437 56,0 1780 2062 0001 [#=*
Sito di raccolta (SC) 2 459 3.0 176.0 3829 0,001 |***
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Fig. 57 - Curve binomiali GLM di risposta germinativa fittate sulla germinazione di
S. patula (Germinazione) vincolata alla Salinitd (NaCl) e al Sito di raccolta dei semi
(SC). (Siti di raccolta: 1: Riserva Naturale Regionale Sentina (IT); 2: Blace (CR); 3:
Sant Pere Pescador, Girona (ES).

La PCA identifica i principali gradienti che determinano il
comportamento germinativo di S. patula. PC1 e PC2 totalizzano il
52,0 % della variazione totale e sottolineano chiaramente le principali
differenze tra i tre siti di raccolta (Fig. 58). Il primo gradiente (PC1) ¢
principalmente determinato e direttamente collegato alla germinazione
alle basse temperature (T5, T10, T15) e separa chiaramente il sito 1 di
Sant Pere Pescador dagli altri due (Blace e Sentina). Il secondo
gradiente PC2 ¢ principalmente determinato da S100, S300 e S50 ed ¢
inversamente correlato con T20, T15, S450, T25/15 e separa il sito di
raccolta Riserva Naturale Regionale Sentina dagli altri due. La
successiva correlazione tra i fattori bioclimatici (Fig. 7; Fig. 19; Fig.
30) e le caratteristiche morfologiche dei semi (Tab. 2) ai siti nel biplot

PCA descrive una relazione diretta tra peso (We) e PC1 e un'inversa

11Uy



tra l'indice annuale ombrotermico (Io) e PC1. Al contrario, PC2 ¢

direttamente correlato con l'indice ombrotermico bimensile estivo

(Iosy), il volume del seme (V) e la lunghezza del seme (L) ed ¢

inversamente correlato con la temperatura media annuale (T; Fig. 58).

PC2 (16.88%)
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-0.04

5100

5450 T20;

T ] T T
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Fig. 58 - A) Plot dei punteggi di temperatura e salinita sugli assi 1 e 2 della di PCA.
B) Plot dei tre siti di raccolta di S. patula con la sovrapposizione delle caratteristiche
bioclimatiche e morfologiche. La percentuale della varianza dei dati considerati
spiegata dall' asse 1 e 2 della PCA sono rispettivamente: 35,4 e 16,8 %.

Etichette: Concentrazioni saline: S50, 50 mM; S100, 100 mM; S150, 150 mM;
$200, 200 mM; S250, 250 mM; S300, 300 mM; S350, 350 mM; S400, 400 mM;
S450, 450 mM; S500, 500 mM; S600, 600 mM; S700, 700 mM; S800, 800 mM;
S1000, 1000 mM; Temperature: TS, 5 °C; T10, 10 °C; T15, 15 °C; T20, 20 °C; T25,
25 °C; T30, 30 °C; T35, 35 °C; T25/15, la temperatura alternata a 25/15 °C. Indici
bioclimatici dei siti di raccolta: Io, indice ombrotermico annuale, Ios,, indice
ombrotermico bimestrale estivo; T, temperatura media annua; P, precipitazione
media annua. 1 valori medi delle caratteristiche morfologiche del seme: L,
lunghezza; We, Peso; V, Volume. Siti di raccolta: 1, Girona; 2, Sentina; 3, Blace.
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3.5.2. Salicornia emerici Duval-Jouve

3.5.2.1. Caratterizzazione macromorfologica dei semi
I semi di S. emerici (ID1053) della popolazione di Blace (CR)
presentano la stessa forma e lo stesso colore delle popolazioni studiate

di S. patula (Fig. 59).

Fig. 59 - Semi della popolazione di S. emerici proveniente Blace (CR). @) campione
casuale di semi x1.6 e b) seme intero x5.0.

La media del volume dei semi ¢ di 0,20 mm’ e il peso medio ¢ di
262,50 g (Tab. 17; Fig. 60).

Tabella 17 - Media e deviazione standard dei valori di lunghezza (n=100), larghezza
(n=100), volume (n=100) e peso (n=10 x 10) dei semi della popolazione ID1053 di
S. emerici proveniente da Blace (CR).

Lunghezza Larghezza Volume Peso
e (mm, media + dvst) (mm, media + dvst) (m.ma_. media = dvst} (pg. media + dvst)
1053 124014 072007 020+0035 262,30 +48.6
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Fig. 60 - Box plot del peso (sinistra) e volume (destra) dei semi della popolazione
ID1053 di S. emerici.

3.5.2.2. Caratterizzazione micromorfologica dei semi

La superficie del seme di S. emerici ¢ simile a quella delle popolazioni
studiate di S. patula. E' di color marrone e presenta dei piccoli rilievi.
La regione ventrale e quella dorsale si differenziano per la presenza in
senso longitudinale di un rigonfiamento (Fig. 61). La testa del seme
mostra cellule epidermiche allungate con dei peli uncinati che

formano un modello simile a quello dei pezzi di un puzzle (Fig. 62).

Fig. 61 - Immagini al SEM dei semi e dei peli della popolazione- studiata di S.
emerici di Blace (CR) a) x70 e b) x600.
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popolazione studiata di S. emerici. a) x1000 e b) x20000.

3.5.2.3. Analisi ai raggi X

La qualita dei semi osservati ai raggi X ¢ elevata, non sono infatti

‘

visibili semi vuoti o poco sviluppati (Fig. 63).

Fig. 63 - Semi della popolazione studiata di S. emerici osservata ai raggi X.

3.5.2.4. Analisi del contenuto di olio dei semi
Il lotto dei semi analizzati (0,056 g) della popolazione di Blace
(ID1053) mostra 16,72 % di contenuto di olio.
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3.5.2.5. Test di germinazione

3.5.2.5.1. Effetto della temperatura sulla germinazione

La germinazione di S. emerici [ID1053] ¢ influenzata dalla
temperatura [F(6, 21)=6,834; P<0,001] e non mostra una differenza
significativa tra la temperatura costante (20 °C) ed alternata (25/15

°C) [P>0,05] (Fig. 64).
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Fig. 64 - Box-plot di confronto tra le percentuali di germinazione a temperatura
costante (20 °C) e a quella alternata (25/15 °C).

I dati delle medie percentuali presentano differenze significative
evidenziate in tre gruppi omogenei [Tukey Test HSD (P<0,05)] (Tab.
18).

Tabella 18 - Percentuale finale di germinazione (PFG) e alcuni indici di velocita
(media e deviazione standard) dei semi della popolazione ID1053 alle differenti
temperature. Le lettere uguali indicano i gruppi omogenei per ogni temperatura.
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Germinazione (%) Velocita

L

PFG Gruppi TMG Gruppi 0
Temperatura (media * omogenei (mediaz  (gg.media+ omogenei Gmediali
C) dev.st.) (p=10,05) s dev.st.) (p=0.,05) der.st)
5 490 £183 c 832 £35 | 77232 b 38=07
10 611+ 109 be 824+ 59 | 75+ 189 b 46+19
15 6832102 abe 863226 56£092 ab 38=11
20 769213 ab 370221 56086 ab 3203
23 880 266 a 909 x16 42 2062 a 2505
30 8340+46 ab 20516 43:063 a 24402
33 83437 ab 911x11 322047 a 1.6+03
2513 842272 -~ 856230 61142 ab 42+19
1004 a
ab ab
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abce E'
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Fig. 65 - Box plot della percentuale di germinazione di S. emerici di Blace (CR) ai
differenti regimi di temperatura.

116



L'intervallo di temperature con le percentuali di germinazione pil
elevate ¢ tra 25 e 35 °C (88,9 % a 25 °C) e 25/15 °C (84,2 %) mentre
la germinazione inferiore si osserva tra 5 e 10 °C (49,0 % a 5 °C; Fig.
65). I semi non presentano ritardi e germinano simultaneamente a tutte

le temperature testate (Fig. 66).
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Fig. 66 - Percentuale di germinazione cumulativa dei semi della popolazione ID1053
alle temperature comprese tra 5 e 35 °C.

La velocita di germinazione dei semi della popolazione ID1053 non
segue un andamento strettamente lineare. Il test ANOVA ad una via
(P<0,05) eseguito sui dati del TMG mostra differenze significative
[F(7, 24)=5,903; P<0,001]. La velocita di germinazione ¢ massima
nell'intervallo compreso tra 35 e 25 °C e minima tra 5 e 10 °C (Tab.
18).

117



Dalla retta dell'inversa del TMG vs. la temperatura (Fig. 67) il valore
di temperatura base, Ty, ottenuto ¢ - 17 °C per la popolazione studiata.

1l valore di Thermal Time, DD, ¢ di 200 °C giorni.

Thermal time
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Fig. 67 - Inversa di 1/TMG: retta di regressione per il calcolo della Temperatura
base (Ty) e il Thermal time (DD) della popolazione studiata di S .emerici ID1053.

La GLM ha evidenziato una relazione significativa tra la germinazione
e la temperatura (Fig. 68). I fattore temperatura spiega il 59,0 % della
devianza totale spiegata (Tab. 19).

Tabella. 19 - Analisi della devianza della GLM binomiale fittata sulla germinazione

dei semi di S. emerici vincolata alla temperatura (Codici Sign.: 0 "#**'; 0,001 "**';
0,05 "*'; 1).

Tabella analisi della devianza

Fonte Df Devianza Devianza (%) Resid. Df. Resid, Dev, valore-p
Devianza Tot. 270 813
Temperatura (T) 1 372 39.0 26.0 403 0001 |*+F
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Fig. 68 - Curva binomiale GLM di risposta germinativa fittata sulla germinazione di
S. emerici (Germinazione) vincolata alla temperatura (T).

3.5.2.5.2. Effetto del sale sulla germinazione

La percentuale finale di germinazione dei semi della popolazione
ID1053 ottenuta su substrato neutro alla temperatura di 25 °C & di
89,0 %. 11 test Tukey HSD (P<0,05) eseguito sui dati di germinazione
ai diversi livelli di salinita ha dimostrato che non ci sono differenze
significative tra la germinazione su substrato neutro e la germinazione
a concentrazioni di sale di 50, 100 e 200 (Tab. 20). La germinazione
mostra una relazione significativa con l'effetto del sale [F(14,
45)=16,007; P<0,001].

Tabella 20 - Percentuale finale di germinazione (PFG) nei test di salinita e alcuni
indici di velocita (media e dev. st.) dei semi di S. emerici (ID1053) alle differenti
concentrazioni di sale alla temperatura di 25 °C. Le lettere uguali indicano i gruppi
omogenei per ogni concentrazione di sale.
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Germinazione (%) Velocita

FIG Gruppi L TMG Gruppi 50
{(mediat omogemei  (yegip+ (g2 media = omogenei fiiailia s

Salinita (mM) dev.st) (p=10,05) o dev.st.) (p=0,05) dev.st)
0 88066 a 909 £16 42206 a 235=03
30 30,030 ab 889+ 38 54x26 a 35+13
100 68388 abe 873270 49+29 a 40+30
150 60092 be T 3613 a 2312
200 800+33 ab 802 206 48+11 a 2816
250 540+ 1438 be 86833 68+13 a 44=138
300 500+96 be 141%63 5617 a 27+14

350 580+69 be 844+353 T3x30 a 3013
400 582287 be 852+24 64208 a 44+16
450 418+230 cde 835+86 B3:£32 a 3322
500 4201192 od 862432 5515 a 3310
600 324+159 be 876+40 | 59+32 a 4125
700 28+84 de 802+30 | 63241 a 21%13
200 17481 & 050+36 18=+138 a 28+£22
1000 170+£104 & 01251 JE+33 a 18+1.1

Le massime germinazioni raggiunte nei test di salinita dalla
popolazione ID1053 sono di 80,0 % alla concentrazione di 50 e 200
mM mentre le minime germinazione registrate sono di 17,4 % alla
concentrazione di 800 mM e 17,0 % alla concentrazione di 1000 mM

(Fig. 69).
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Fig. 69 - Boxplot della percentuale di germinazione di S. emerici [ID1053] ai
differenti livelli di salinita.

I semi germinano contemporaneamente a tutte le salinita e non
presentano ritardi (Fig. 70). I vari indici di velocita calcolati
sottolineano come la velocita di germinazione della popolazione
ID1053 non sembrerebbe avere una tendenza correlata all'aumentare

della concentrazione di sale (Tab. 20).
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Fig. 70 - Percentuale di germinazione cumulativa dei semi di S. emerici (ID1053)
alle concentrazioni di salinita riportate in legenda.

Infatti, 'ANOVA (P<0,05) eseguita sui dati di velocita ricavati
dall'indice del TMG, non mostra differenze significative [P>0,05].
Pertanto non si evidenzia né un potenziale osmotico di base né una
costante idrotermica che descrivano un valore di potenziale idrico
correlato ai giorni di germinazione per la popolazione ID1053. Nella
fase di recupero, dopo il passaggio di NaCl a tutte le differenti
concentrazioni, i semi di S. emerici [ID1053] mostrano una buona

percentuale di germinazione (Fig. 71).
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Fig. 71 - Effetto della salinita sulle percentuali di germinazione (bianco) e la

germinazione totale (grigio chiaro) dopo la fase di recupero nella popolazione di S.
emerici [ID1053] a 25 °C.

La percentuale piu alta di recupero calcolata sul numero totale di semi
seminati € di 24,6 % alla concentrazione di 1000 mM mentre
utilizzando la formula di Khan & Ungar (1984), la percentuale di

recupero piu elevata di 41,5 % viene registrata a 600 mM (Fig. 71;
Tab. 21).

Tabella 21 - Percentuale finale di germinazione di recupero (RPGF) calcolata con la
formula di Khan & Ungar (1984) della popolazione di S. emerici studiata alle
differenti concentrazioni di sale alla temperatura di 25 °C.

123



] RPGF (%)
NaCl (mM) ————

ID1053
0 o
50 83
100 8.1
150 104
200 216
230 115
300 213
350 383
400 185
450 348
300 326
600 413
700 318
800 172
1000 293

Il tasso di recupero di germinazione sembra essere influenzato dalla
concentrazione di NaCl. L'ANOVA (P<0,05) eseguita sulla
percentuale di germinazione finale ottenuta nei test di salinita e la
percentuale di germinazione finale ottenuta sul substrato neutro,
mostrano che la germinazione dei semi di S. emerici [ID1053] sia
permanentemente inibita dal fattore salinita alle concentrazioni di 250
e 450 mM e alle alte concentrazioni di salinita (700, 800 e 1000 mM).
L'inibizione permanente, sebbene non si verifichi su tutti i semi, indica
una significativa diminuzione della germinazione [F(14, 45)=6,787
P<0,001]. La GLM ha evidenziato una relazione significativa tra la
germinazione e la salinita (Fig. 72). Il fattore salinita spiega il 68,0 %

della devianza totale spiegata (Tab. 22).

Tabella 22 - Analisi della devianza della GLM binomiale fittata sulla germinazione
dei semi di S. emerici vincolata alla salinita (Codici sign.: 0 "***'; 0,001 "**'; 0,05 "*';

D).
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Tabella analisi della devianza

Fonte Df Devianza Devianza (%) Resid, Df Resid. Dev, valore-p
Devianza Tot. 470 2526
Sale () 1| 1738 68,0 460 79.0 0001 [+
100

Germinazione (%)

| T T T T
0 200 400 600 800 1000
NaCl (nM)

Fig. 72 - Curva binomiale GLM di risposta germinativa fittata sulla germinazione di
S. emerici (Germinazione) vincolata alla Salinita (NaCl).
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3.5.3. Salicornia veneta Pign. et Lausi

3.5.3.1. Caratterizzazione macromorfologica
I semi di S. veneta delle accessioni ID1046 di Blace (CR); ID1047

della Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (IT), ID1115 della
Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia (IT) e ID1118
della Riserva Naturale Regionale Sentina (IT) sono ellittici e
lateralmente compressi. Il colore dei semi ¢ marrone, con una testa
membranosa coperta da lunghi peli appresati e uncinati all'apice (Fig.

73).
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Fig. 73 - Semi delle quattro popolazioni di S. veneta. (1) Blace (CR) [ID1046]; (2)
Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (IT) [ID1047], (3) Riserva Naturale
Statale Salina di Margherita di Savoia (IT) [ID1115] e (4) Riserva Naturale
Regionale Sentina (IT) [ID1118]. (a) x1.6 e (b) x5.0.

I semi della popolazione ID1047 sono piu grandi dei semi delle
popolazioni ID1046, ID1115 e ID1118 in base a quanto risulta dalla
comparazione delle medie delle Ilunghezze [F(3,396)=354,18;
P<0,001], larghezze [F(3,396)=214,57; P<0,001] e volume
[F(3,396)=268,23; P<0,001] (Tab. 23; (Fig. 74). Inoltre, i semi della
popolazione ID1047 sono piu pesanti [F(3,36)=287,44; P<0,01] di
quelli delle popolazioni ID1046, ID1115 e ID1118 (Tab. 23; Fig. 75).

Tabella 23 - Media e deviazione standard dei valori di lunghezza (n=100), larghezza
(n=100), volume (n=100) e peso (n=10 x 10) dei semi delle quattro popolazioni.
Popolazione ID1046 proveniente da Blace (CR), popolazione ID1047 proveniente
dalla Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (IT), popolazione ID1115
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proveniente dalla Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia (IT) e
popolazione ID1118 proveniente dalla Riserva Naturale Regionale Sentina (IT). Le
lettere uguali indicano i gruppi omogenei per ogni misurazione.

POP Lunghezza Larghezza Volume Peso
mm, media * dvst mm, media * dvst mm3, media = dvst . media * dvst
edia + dvst) edia +d 3, media =d pg. media +d
1046 1280110 0,742005 b 020+008b 2352+408¢
1047 1542016a 092+013a 0,72+046a 4582+180a
1115 0.962025¢ 03562017 ¢ 0.1420,16¢ 28682060
1118 0.8520,004d 0,58 20,07 ¢ 010004 ¢ 108922224
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Fig. 74 - Boxplot dei volumi dei semi delle quattro popolazioni di S. veneta.
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Fig. 75 - Boxplot dei pesi dei semi delle quattro popolazioni di S. veneta.

3.5.3.2. Caratterizzazione micromorfologica

La superficie del seme di S. veneta ¢ pelosa e smussata. Le cellule
epidermiche esterne della testa sono allungate e mostrano peli
uncinati. L'embrione si presenta piegato. Il perisperma ¢ assente. Non
sono ricoperti da efflorescenza salina. La regione ventrale e quella

dorsale ¢ del tutto simile a quella di S. patula e di S. emerici (Fig. 76).
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Fig. 76 - Semi e peli delle popolazioni studiate di S. veneta osservate al SEM: (1)
Blace (CR) [ID1046]; (2) Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (IT)
[ID1047]; (3) Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia (IT) [ID1115];
(4) Riserva Naturale Regionale Sentina (IT) [ID1118]. (a) x70 e (b) x180.
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La superficie del seme ¢ ben sviluppata e presenta piccole cellule

epidermiche che esibiscono un modello a puzzle (Fig. 77).

Fig. 77 - Superficie delle cellule epidermiche delle popolazioni studiate di S. veneta
osservate al SEM: (1) Blace (CR) [ID1046]; (2) Riserva Naturale Statale Sacca di
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Bellocchio (IT) [ID1047]; (3) Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di
Savoia (IT) [ID1115]; (4) Riserva Naturale Regionale Sentina (IT) [ID1118]. (@)
x1000 e (b) x20000.

3.5.3.3. Analisi ai raggi X

I lotti di semi delle quattro popolazioni analizzate sono tutti di buona

qualita. Assenza di semi vuoti o danneggiati (Fig. 78).

.

Fig. 78 - Semi delle popolazioni studiate di S. veneta osservate ai raggi X. (1) Blace
(CR) [ID1046]; (2) Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (IT) [ID1047]; (3)
Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia (IT) [ID1115]; (4) Riserva
Naturale Regionale Sentina (IT) [ID1118].
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3.5.3.4. Analisi del contenuto di olio dei semi

Le quattro popolazioni hanno differenti contenuti percentuali di olio.
La popolazione ID1115 (Margherita di Savoia) ha una maggiore
quantita di olio rispetto alle altre popolazioni (Tab. 24).

Tabella 24 - Contenuto di olio (%) nei semi delle quattro popolazioni di S. veneta.
[ID1046] Blace (CR); [ID1047] Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (IT);
[ID1115] Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia (IT); [ID1118]
Riserva Naturale Regionale Sentina (IT).

Contenuto totale olio (%0}
POP Quantita di semi (g) Contenuto Olio (%)

1046 0.004 26.36
1047 0,002 12,62
1115 0.1498 2791
1118 0,069 13,08

3.5.3.5. Test di germinazione

3.5.3.5.1. Effetto della temperatura sulla germinazione

Le quattro popolazioni non mostrano differenze significative nella
percentuale di germinazione a temperatura costante (20 °C) rispetto a
quella alternata (25/15 °C) [P>0,05]. Sebbene la popolazione ID1118
sembrerebbe mostrare un differente comportamento anche se non &

significativo (P=0,064; Fig. 79).
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Fig. 79 - Box-plot delle percentuali di germinazione di S. venefa a temperatura
costante (20 °C) ed alternata (25/15 °C) a confronto. A) Blace (CR) [ID1046]; B)
Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (IT) [ID1047]; C) Riserva Naturale
Statale Salina di Margherita di Savoia (IT) [ID1115]; D) Riserva Naturale Regionale
Sentina (IT) [ID1118].

I semi delle popolazioni studiate di S. vemefa mostrano una
percentuale di germinazione significativamente influenzata dalla
temperatura (ID1046: [F(6, 21)=12,006; P<0,001]; ID1047: [F(6,
21)=8,738; P<0,001]; ID1115: [F(6, 21)=4,790; P=0,003]; ID1118
[F(6, 21)=6,287; P=0,001]. 1l test Tukey HSD (P<0,05) mostra
differenze significative e separa i dati in gruppi omogenei: Tab. 25
[ID1046: a,b,c,d]; Tab. 26 [ID1047: a,b]; Tab. 27 [ID1115: a,b.c];
Tab. 28 [ID1118: a,b,c].

134



Tabella 25 - Percentuale finale di germinazione e diversi indici di velocita (media e
deviazione standard) dei semi della popolazione ID1046 alle differenti temperature.
Le stesse lettere indicano i gruppi omogenei per ogni temperatura.

Germinazione (%) Velocita

PFG Gruppi L T™MG Gruppi 50
(media + omogenei (mediax (g8 media omogenei (media +
Temperatura {°C) dev.st.) (p=0.05) - dev.st.} (p=0,0%5) dev.st)
5 457213 d 81067 98+07 d 59+28
10 330+ 154 cd 80729 78207 ed 6009
15 683+118 bed 8356+33 6313 be 4017
2 828 +6.13 abe 83135 T5+12 ed 51214
23 980+23 a 911210 40+03 a 1512
30 880+68 ab 4504 ab 2607
35 850+113 ah : 25+10 a 162035
2515 318+116 = 82906 6604 ¢ FP+£12

Tabella 26 - Percentuale finale di germinazione e diversi indici di velocita (media e
deviazione standard) dei semi della popolazione ID1047 alle differenti temperature.
Le stesse lettere indicano i gruppi omogenei per ogni temperatura.

Germinazione (%) Velocita
PFG Gruppi 1 MG Gruppi t50

(media+ omogenei {gg, media + omogenei (media+
Temperatura (°C)  dev.st)  (p=0,05) (mediazdevst)  dev.st)  (p=0,05)  dewst)
3 710£3.8 b 366+33 635 2138 bed 3113
10 40+ 95 b 830+39 68212 cd 48116
15 91.0+103 a 332+40 73917 d 16+1.8
20 040£69 a 84125 694211 ed 4411738
23 950£20 a 801+32 462+11 abe 2208
30 965.0£0,0 a 028+14 364205 ab 24106
35 93.0£23 3 954+ 1.0 295203 a 09101
25113 03.0£38 2 9112190 335206 F 2510

Tabella 27 - Percentuale finale di germinazione e diversi indici di velocita (media e
deviazione standard) dei semi della popolazione ID1115 alle differenti temperature.
Le stesse lettere indicano i gruppi omogenei per ogni temperatura.
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Germinazione (%) Velocita

PFG Gruppi 2 ™G Gruppi 50
(media + omogenei (mediaz  (gg. media+ omogenei (media +
S——— i ML L devst)  @=<005)  gerar)
3 ¢ 346291 | 112384 ¢ 66267
10 be 799:36 | 792152 be 64208
15 abe 51051 ab 31=+13
20 ab 392075 ab 42217
25 abe 32+083 b 17203
30 abe 22+121 a 33203
33 3 0.72 ] 12203
25i13 - 203 ab 15208

Tabella 28 - Percentuale finale di germinazione e diversi indici di velocita (media e
deviazione standard) dei semi della popolazione ID1118 alle differenti temperature.
Le stesse lettere indicano i gruppi omogenei per ogni temperatura.

Germinazione (%) Velocita
x L :

(ml:(iit m{:‘;:z:lei (media * (ggﬁigiai ngggl:ﬂ' (m:ﬂ.h +
Temperatura ¢C) dev.st.) (p=0.05) devsty dev.st.) (p=10.05) daeian
5 384=124 be 76635 926 +14 < 71138
10 249+ 79 © 80317 452092 ab 3305
15 63422390 ab 872227 21,94 b 2606
20 622181 ab %006=30 36+116 ab 2114
23 378297 be 934229 462:112 E 1125
30 311131 be 91833 24+142 a 22+10
33 7642111 a 01013 22+121 a 16204
25115 393264 = 861243 212072 ab 4422

In generale, le popolazioni ID1047, ID1115 e ID 1118 hanno un
intervallo di temperatura ottimale compreso tra 15 e 35 °C (Tab. 26;
Tab. 27; Tab. 28; Fig. 80). Mentre, la popolazione ID1046 ha un
intervallo ottimale di temperatura compreso tra 20 e 35 °C con la
massima percentuale di germinazione a 25 °C con il 98,0 % e il

minimo a 5 °C con il 45,7 % (Tab. 25; Fig. 80). Le altre popolazioni
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raggiungono il massimo a 35 °C: ID1047 98,0 %; ID1115 90,0 %;
ID1118 76,4 %. Le percentuali di germinazione piu basse si verificano
a5 °Ccon 71,0 % (ID1047) e 45,7 % (ID1115) e a 10 °C con il 24,9
% (ID1118).
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Fig. 80 - Box-plot della percentuale di germinazione di S. veneta. A) Blace (CR)
[ID1046]; B) Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (IT) [ID1047]; C)
Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia (IT) [ID1115]; D) Riserva
Naturale Regionale Sentina (IT) [ID1118] a differente regime di temperature.

I semi della quattro popolazioni studiate non hanno mostrato ritardi
germinativi e hanno iniziato a germinare contemporaneamente a tutte

le temperature (Fig. 81).
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Fig. 81 - Percentuale di germinazione cumulativa dei semi di S. veneta A) Blace
(CR) [ID1046]; B) Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (IT) [ID1047]; C)
Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia (IT) [ID1115]; D) Riserva
Naturale Regionale Sentina (IT) [ID1118] alle temperature tra 5 e 35 °C.

Il tasso di germinazione delle quattro popolazioni studiate ¢ elevato

alla temperatura di 35 °C (Tab. 25; Tab. 26; Tab. 27; Tab. 28).
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L'andamento del tasso di velocita, in generale, ¢ lineare e cresce
all'aumentare della temperatura. Il test ANOVA ad una via (P<0,05)
eseguito sui dati del TMG mostra differenze significative: ID1046
[F(7, 24)=32,344; P<0,001]; ID1047 [F(7, 24)=9,407; P<0,001];
ID1115 [F(7, 24)=7,052; P<0,001]; ID1118 [F(7, 24)=13,561;
P<0,001] (Tab. 25; Tab. 26; Tab. 27; Tab. 28). Le velocita di
germinazione massime registrate sono per la popolazione ID1046 a 25
e 35 °C (Tab. 25); per la popolazione ID1047 a 25/15 e 35 °C (Tab.
26); per la popolazione ID1115 a 30 e 35 °C (Tab. 27) e per la
popolazione ID1118 nell'intervallo tra 25 e 35 °C (Tab. 28). Mentre, le
velocitd minime di germinazione sono state annotate a 5 °C nelle
popolazioni ID1046, ID1115 e ID1118 (Tab. 25; Tab. 27; Tab. 28)
mentre a 15 °C nella popolazione ID1047 (Tab. 26).

Il grafico in Fig. 82 rappresenta l'inversa del TMG vs. la temperatura
calcolata per le quattro popolazioni studiate. Il valore ottenuto per la
Temperatura base, Ty, ¢ - 0,07 °C per la popolazione ID1047, - 0,25
°C per la popolazione ID1046, 6,5 °C per la popolazione ID1115, T,
¢ - 0,08 °C per la popolazione ID1118. 11 valore di Thermal Time,
DD, ¢ di 166 °C giorni per la popolazione 1ID1047, 125 °C giorni per
la popolazione ID1046, 76,9 °C giorni per ID1115, 125 °C giorni per
la popolazione ID1118.
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Fig. 82 - Inversa di 1/TMG: rette di regressione per il calcolo della Temperatura
base (T,) e il Thermal time (DD) delle popolazioni studiate di S. veneta: ID1047
(Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio, IT), ID1046 (Blace, CR), ID1115
(Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia, IT), ID1118 (Riserva
Naturale Regionale Sentina, IT).

La GLM ha evidenziato una significativa relazione tra la risposta
germinativa delle quattro popolazioni studiate di S. veneta e i fattori
temperatura (T) e sito di raccolta (SC) e loro interazione (T x SC)
(Fig. 83). L’analisi della devianza ha permesso di testare le relazioni e
quantificare il contributo dei diversi fattori alla risposta germinativa
(Tab. 29). L’interazione si esprime nelle curve germinative differenti
(Fig. 83). Infatti, le popolazioni della Riserva Naturale Statale Sacca
di Bellocchio (ID1047) e di Blace (ID1046) presentano un pattern e
dei livelli germinativi differenti dalle curve delle popolazioni della
Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia (ID1115) e
della Riserva Naturale Regionale Sentina (ID1118; Fig. 83). Questo

andamento ¢ dovuto all'effetto significativo che ha il sito di raccolta
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dei semi sui test di germinazione. Infatti, la popolazione ID1047 ha
una germinazione pill elevata rispetto alla popolazione 1ID1046, alla

popolazione ID1115 (3) e alla popolazione ID1118 (Fig. 83).

Tabella 29 - Analisi della devianza della GLM binomiale fittata sulla germinazione
dei semi di S. veneta vincolata alla temperatura e al sito di raccolta (Codici Sign.: 0
0,001 50,05 ;5 1).

Tabella analisi della devianza

Fonte Df Devianza Devianza (%) Resid. Df Resid. Dev, valore-p
Devianza Tot. 1110 7774
Temperatura (T) 1 160,3 210 1100 6171 Lopy |*==*
Sito di Raccolta (SC) 3 2871 370 107.0 3300 0,001 |***
TxSC 3 33,7 40 104.0 294.3 001 |**
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Fig. 83 - Curve binomiali GLM di risposta germinativa fittate sulla germinazione di
S. veneta (Germinazione) vincolata alla Temperatura (T) e al Sito di raccolta dei
semi (SC). (Siti di raccolta: ID1046: Blace (CR); ID1047: Riserva Naturale Statale
Sacca di Bellocchio (IT); ID1115: Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di
Savoia (IT); ID1118: Riserva Naturale Regionale Sentina (IT)).
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3.5.3.2. Effetto del sale sulla germinazione

La germinazione finale dei semi delle popolazioni studiate ottenuta su
substrato neutro alla temperatura di 25 °C ¢ di 98,0 % (ID1046), di
95,0 % (ID1047), di 67,7 % (ID1115) e di 37,8 % (ID1118). I dati di
germinazione ai diversi livelli di salinita mostrano che non ci sono
differenze significative tra la germinazione su substrato neutro e la
germinazione a concentrazioni di sale [test Tukey HSD (P<0,05)]: 100
mM per ID1046 (Tab. 30); da 50 a 500 mM per ID1047 (Tab. 31); a
100 e 200 mM per ID1115 (Tab. 32) e a 100, 200 e 500 mM per
ID1118 (Tab. 33).

Tabella 30 - Percentuale finale di germinazione (PFG) nei test di salinita e alcuni
indici di velocita (media e dev. st.) dei semi di S. veneta della popolazione ID1046
alle differenti concentrazioni di sale alla temperatura di 25 °C. Le stesse lettere
indicano i gruppi omogenei per ogni concentrazione di sale.

Germinazione (%) Velocita
PFG Gruppi L T™MG Gruppi 150

(media+ omogenei {media {gg, media = omogenei (media +
Salinita (mAD) dev.st.) (p= 0,05 PR dev.st.} (p= 0,05} diviat)
0 98,0223 z 91110 40 203 EY 1512
30 b 54210 ab 33+10
100 ] E 66+43 ab 46£33
150 6312126 be 6127 ab 3817
200 577+ 189 be 3615 Y 24212
230 6482123 be 70£13 ab 3.1+10
300 41089 cd 60+32 ab 3118
330 3902116 cd 58=+1% ab 42%15
400 cd 43209 EY 36217
430 bed T1x14 ab 48£190
300 cd 113223 b 9.0£37
600 cd 80+28 ab 45£38
700 25030 4 31x31 a 1900
300 220+183 82038 ab 23220
1000 216283 4 4819 sh 1010

Tabella 31 - Percentuale finale di germinazione (PFG) nei test di salinita e alcuni
indici di velocita (media e dev. st.) dei semi di S. veneta della popolazione ID1047
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alle differenti concentrazioni di sale alla temperatura di 25 °C. Le stesse lettere
indicano i gruppi omogenei per ogni concentrazione di sale.

Germinazione (%) Velocita
PFG Gruppi L TMG Gruppi 50
(mediat  omogenei  gugm: (ggmediat omogemei . .
Salmitidy | o | Ry | o) | 62089 |
1] 950220 ab 801232 46 =11 abc
0 940223 ab 939206 23205 abe
100 100000 a 026405 | 28202 abe
130 930+ 68 ab 93611 22205 abe
200 940+69 ab 946+11 L7+04 a
230 88.0=908 abc 92814 35510 abc
300 7302136 bed ab
330 751482 bed ; . abe
400 300=68 abe 801+10 abe
430 bod 91213 abe
300 abc ahe
600 ede [
00 de 94631 ab
800 3702133 e 644222 abe
1000 36189 s 799549 i

Tabella 32 - Percentuale finale di germinazione (PFG) nei test di salinita e alcuni
indici di velocita (media e dev. st.) dei semi di S. veneta della popolazione ID1115
alle differenti concentrazioni di sale alla temperatura di 25 °C. Le stesse lettere
indicano i gruppi omogenei per ogni concentrazione di sale.

Germinazione (%5) Velocita
PFG Gruppi L TMG Gruppi 50
(media + omogenei (mediat (g2, media+ omogenei (media+
dev.st, .5t =)
salmii@p | ST @009 dest) <009 geva)
] 677119 a 928138 a 1,703
100 09263 a 9235213 a 17204
200 585133 ab 936203 a 1904
500 378£37 b 91610 a 20+01
1000 1222905 ¢ 3 84+01

Tabella 33 - Percentuale finale di germinazione (PFG) nei test di salinita e alcuni
indici di velocita (media e dev. st.) dei semi di S. veneta della popolazione ID1118
alle differenti concentrazioni di sale alla temperatura di 25 °C. Le stesse lettere
indicano i gruppi omogenei per ogni concentrazione di sale.
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Germinazione (%) Velocita

PFG Gruppi L ™G Gruppi 55
(media + omagenei (media £ (gg. mediat omogenei Cmadia &
Salinimpp | 00 @<00 devist)  (p=0.0%)  geviary
0 378297 a 934229 462+1,12 b 1,125
100 46,1£15,1 a 81,5£¢32 | 1096 £1,18 b 54445
200 26,3293 ab 91,2241 325188 ab 23208
500 223+56 ab 95,7+19 1282092 a 09=04
1000 13283 b 734313 10,88 £ 8,68 b 36%33
B 1D 1046 B 1D 1047
a a ab ab abe abe
2] wel  ab ab 2 A
o F o TE H bl abepe
bed ok §
10 be be o : H c]de
— 1 )
g1 | \ B a ] ae,
P el 2
g | ey 5
: | ﬁ a ' 5. :
= ; j 2 o]
H L d d &
3 o 1 d & o
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Fig. 84 - Boxplot della percentuale di germinazione di S. veneta. A) Blace (CR)
[ID1046]; B) Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (IT) [ID1047]; C)
Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia (IT) [ID1115]; D) Riserva
Naturale Statale Sentina (IT) [ID1118] ai differenti livelli di salinita.

La germinazione delle popolazioni studiate di S. veneta ha mostrato
una relazione significativa con le concentrazioni di sale poiché

diminuisce con leffetto del sale (ID1046: [F(14, 45)=25,984;
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P<0,001]; ID1047: [F(14, 45)=13,314; P<0,001]; ID1115: [F(14,
45)=25,165; P<0,001]; ID1118: [F(15, 19)=6,513; P=0,003]). Le
quattro popolazioni studiate raggiungono il massimo della
germinazione alla concentrazione salina di 100 mM: 95,0 % (ID1046);
100,0 % (ID1047); 70,9 % (ID1115) e 46,1 % (ID1118) (Tab. 30;
Tab. 31; Tab. 32; Tab. 33; Fig. 84). Il minimo di germinazione
registrato per le quattro popolazioni ¢ alla concentrazione di 1000
mM: 21,6 % (ID1046); 36,1 % (ID1047); 12,2 % (ID1115) e 13,2 %
(ID1118) (Tab. 30; Tab. 31; Tab. 32; Tab. 33; Fig. 84). I semi delle
quattro popolazioni iniziano a germinare contemporaneamente a tutte
le salinita, non mostrando ritardi nell'inizio della loro germinazione

(Fig. 85).
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Fig. 85 - Percentuale di germinazione cumulativa dei semi di S. veneta. A) Blace
(CR) [ID1046]; B) Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (IT) [ID1047]; C)
Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia (IT) [ID1115]; D) Riserva
Naturale Regionale Sentina (IT) [ID1118] alle concentrazioni di salinita riportate in
legenda.

Il test ANOVA (P<0,05) eseguito sui dati del TMG mostra differenze
significative nella popolazione ID1046 [F(14,45)=2,35; P=0,015];
nella popolazione ID1047 [F(14, 45)=3,49; P<0,001] e nella
popolazione ID1118 [F(4, 15)=5,47; P=0,006] (Tab. 30; Tab. 31; Tab.
33). Mentre, nel TMG della popolazione ID1115 non emergono
differenze significative [P>0,05] (Tab. 32). Le velocita di
germinazione massime registrate sono per la popolazione ID1046 alla
concentrazione salina di 0, 200, 400 e 700 mM (Tab. 30); per la
popolazione ID1047 a 200 mM (Tab. 31) e per la popolazione ID1118
a 500 mM (Tab. 33). Mentre, le velocita minime di germinazione sono
state annotate a 500 mM nella popolazione ID1046 (Tab. 30); a 600
mM nella popolazione ID1047 (Tab. 31) e sia 100 sia 1000 mM nella
popolazione ID1118 (Tab. 33). Gli andamenti non strettamente lineari
delle quattro popolazioni non permettono di dedurre un potenziale
osmotico di base né una costante idrotermica che descriva un valore di
potenziale idrico correlato ai giorni di germinazione. I semi delle
popolazioni studiate mostrano una buona percentuale di germinazione
nella fase di recupero dopo il passaggio di NaCl alle differenti

concentrazioni (Fig. 86).

148



Germinazione (%)

0 0 100 130 200 250 300 350 400 450 500 600 700 800 1000
A ID1046Blace (CR) Salinita (mM) R T —
100 — ‘o] -
« [ A A g = W A
80 =
- L
E’ 7
g o ]
=]
N30
g
-
|
o w0
4]
0
10
0
o 50 100 150 200 250 300 350 406 450 500 600 700 800 1000
B ID1047 Sacca di Bellocchio (RA) Salinita (mM) Gl EREER
100 100
20 o
80 20
5 =
2 0| |~
5 e "
F] —
g @ / o 60
= a2 =
N s 2
& 30
£ E -
E w0 || g w
é 1
L
30
w 30
20 20
10 [ 10
0 0
0 100 200 3500 1000 D 0 100 200 500 1000
Salinita (mM) Salinita (mM)
o Sale o Recovery o Sale o Recovery

ID1115 Margherita di Savoia (BAT)

ID1118 Sentina (AP)

149



Fig. 86 - Effetto della salinita sulle percentuali di germinazione (bianco) e la
germinazione totale (grigio chiaro) dopo la fase di recupero nelle popolazioni
studiate di S. veneta a 25 °C: A) Blace (CR) [ID1046]; B) Riserva Naturale Statale
Sacca di Bellocchio (IT) [ID1047]; C) Riserva Naturale Statale Salina di Margherita
di Savoia (IT) [ID1115]; D) Riserva Naturale Regionale Sentina (IT) [ID1118].

Le percentuali piu alte di recupero calcolate sul numero totale di semi
seminati sono di 50,0 % alle concentrazioni saline di 500 e 600 mM
per la popolazione ID1046, di 39,0 % alla concentrazione salina di
800 mM per la popolazione ID1047, di 56,2 % alla concentrazione
salina di 1000 mM per la popolazione IDI1115 e di 20,1 % alla
concentrazione salina di 500 mM per la popolazione ID1118 (Fig. 86).
Con il calcolo della percentuale di recupero con la formula di Khan &
Ungar (1984), le percentuali pil elevate si sono registrate per la
popolazione ID1046: 72,2 % a 200 mM, per la popolazione ID1047:
87,9 % a 600 mM, per la popolazione ID1115: 64,0 % a 1000 mM e
per la popolazione ID1118: 26,2 % a 600 mM (Tab. 34).

Tabella 34 - Percentuale finale di germinazione di recupero (RPGF) calcolata con la
formula di Khan & Ungar (1984) delle popolazioni di S. veneta studiate alle
differenti concentrazioni di sale alla temperatura di 25 °C. ID1046: Blace (CR);
ID1047: Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (IT); ID1115: Riserva
Naturale Statale Salina di Margherita di Savoia (IT); ID1118: Riserva Naturale
Regionale Sentina (IT).
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RPGF (%)

NaCl (M) 71546 101047 ID1115 IDILLS
] 0 0 0 Q
30 230 69.5
100 125 0 24 7.8
130 215 125 =

200 473 62.3 43 43
250 160 21

300 367 316

350 389 62.0

400 380 718

450 673 736 =
300 874 437 336 262
600 79.1 879

T00 616 70,0

800 413 7

1000 510 501 640 214

Il tasso di recupero di germinazione sembra essere influenzato dalla
concentrazione di NaCl. L'ANOVA ad una via (P<0,05) eseguita sulla
percentuale di germinazione finale ottenuta nei test di salinita e la
percentuale di germinazione finale ottenuta su substrato neutro mostra
che la germinazione dei semi ¢ permanentemente inibita sebbene non
si verifichi in tutti i semi seminati ad elevate concentrazioni saline
(700, 800 e 1000 mM) e a 300 e 350 mM [F(14,45)=8,955, P<0,001]
nei semi della popolazione ID1046 e a 1000 mM [F(14,45)=5,321,
P<0,001] nei semi della popolazione ID1047. Non mostra invece
inibizione permanente [P>0,05] nei semi della popolazione ID1115 né
in quelli della popolazione ID1118. La GLM ha mostrato una
significativa relazione tra la risposta germinativa con i fattori salinita
(S) e sito di raccolta (SC). Le risposte germinative delle differenti
popolazioni sono presentate in Fig. 87. L’analisi della devianza ha
permesso di testare le relazioni e quantificare il contributo dei diversi

fattori alla risposta germinativa (Tab. 31). Le curve di risposta
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germinativa dei quattro siti di raccolta hanno diversi comportamenti in
risposta alle concentrazioni saline, con un graduale decremento nei
diversi livelli medi di germinazione (Fig. 87; Tab. 32). Infatti le
popolazioni ID1047 e ID1115 mostrano una maggior tolleranza
all'aumento delle concentrazioni saline, mentre le popolazioni ID1046
e ID1118 diminuiscono la germinazione in maniera pill rapida
all'aumentare delle concentrazione saline.

Tabella 32 - Analisi della devianza della GLM binomiale fittata sulla germinazione

dei semi di S. veneta vincolata alla salinita e ai siti di raccolta (Codici sign.: 0 '***';
0,001 "**';.0,05 "*'; 1).

Tabella analisi della devianza

Fonte Df Deviazione Deviazione (%i) ResidDf Resid. Dev. valore-p
Deviazione Tot. 8.0 8064
Sale (3) 1 33438 37.0 780 3716 0.001 S
Sito di raccolta (SC) 3 380.4 420 750 1913 0.001 o
Sx8C 3 313 34 720 1600 0,01 *=*

100 -

Germinazione (%)

20+

0 200 400 600 sbo 1000
NaCl (mM)
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Fig. 87 - Curve binomiali GLM di risposta germinativa fittate sulla germinazione di
S. veneta (Germinazione) vincolata alla Salinita (NaCl) e al Sito di raccolta dei semi
(SC). (Siti di raccolta: ID1047- Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (IT);
ID1046 - Blace (CR); ID1115- Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di
Savoia (IT); ID1118-Riserva Naturale Regionale Sentina (IT).

La PCA delle germinazioni ottenute per le quattro differenti
popolazioni nei test di temperatura e salinita , ha identificato i
principali gradienti di variazione nelle risposte germinative e i livelli
di salinita e temperatura che pitt hanno contribuito a tali gradienti (Fig.
88). I primi due gradienti spiegano 1’80 % della variazione totale (PC1
=69 %, PC2 =11 %). 1l primo gradiente (PC1) oppone la popolazione
ID1047 della Sacca di Bellocchio con le piu alte risposte germinative
alla popolazione ID1118 della Sentina con le pil basse risposte
germinative. Il secondo gradiente (PC2) cattura la variazione delle
risposte germinative interna alle popolazioni. Le correlazioni
significative tra i PC site scores e le variabili morfologiche e
bioclimatiche sono state sovraimposte al PCA biplot e rappresentate
come frecce con lunghezza proporzionale alla correlazione (Fig. 88).
PC1 ¢ principalmente e direttamente correlato al peso (WE) ed in
parte al contenuto di olio (OIL). PC2 ¢ direttamente correlato alle
precipitazioni medie annue (P), all'indice ombrotermico annuale lo, e
inversamente alla temperatura annuale media (T) e salinita (SAL)

(Fig. 88).
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Fig. 88 - Plot dei quattro siti di raccolta di S. veneta con la sovrapposizione delle
caratteristiche bioclimatiche e morfologiche. La percentuale della varianza dei dati
considerati spiegata dall' asse 1 e 2 della PCA sono rispettivamente: 69,0 e 11,0 %.
Etichette: concentrazioni saline: S50, 50 mM; S100, 100 mM; S150, 150 mM; S200,
200 mM; S250, 250 mM; S300, 300 mM; S350, 350 mM; S400, 400 mM; S450, 450
mM; S500, 500 mM; S600, 600 mM; S700, 700 mM; S800, 800 mM; S1000, 1000
mM. Temperature: TS, 5 °C; T10, 10 °C; T15, 15 °C; T20, 20 °C; T25, 25 °C; T30,
30 °C; T35, 35 °C; T25/15, la temperatura alternata a 25/15 °C. Indici bioclimatici
dei siti di raccolta: Io, indice ombrotermico annuale, Ios,, indice ombrotermico
bimestrale estivo; T, temperatura media annua; P, precipitazione media annua. I
valori medi delle caratteristiche morfologiche del seme: L, lunghezza; We, Peso; V,
Volume; Oil, contenuto di olio.

Siti di raccolta: A, Sacca di Bellocchio; B, Blace, C, Salina di Margherita di Savoia;
D, Sentina.
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4. DISCUSSIONI

4.1. Vegetazione iperalofila pioniera a Salicornia
Da un punto di vista sintassonomico, in linea con il Prodromo della
Vegetazione Italiana, S. patula, S. emerici e S. veneta sono specie
caratteristiche dell'alleanza Salicornion patulae Géhu & Géhu-Franck
ex Rivas-Martinez 1990 (Holotypus: Suaedo maritimae-Salicornietum
patulae (Brullo & Furnari, 1976) Géhu & Géhu-Franck 1984 Rivas-
Martinez 1990 corr.), dell'ordine Thero-Salicornietalia Tiixen in
Tiixen & Oberdorfer ex Géhu & Géhu-Franck 1984 e della classe
Thero-Suaedetea splendentis Rivas-Martinez 1972 (Biondi et al.,
2014a). In Italia, queste comunita annuali si sviluppano in contatto
catenale, all'interno delle chiarie delle formazioni alofile perenni, con
la classe Sarcocornietea fruticosae. L'alleanza Salicornion patulae &
in rapporto catenale con formazioni emicriptofitiche dell'ordine
Juncetalia maritimi 12 dove diminuisce la presenza di sale. In alcune
situazioni, queste comunita annuali si trovano anche in contatto con la
vegetazione delle scogliere e delle comunita vegetali delle spiagge
sabbiose.
Suaedo maritimae-Salicornietum patulae rilevato nelle diverse localita
di raccolta dei semi di S. patula (Tab. 2) ¢ similmente diffuso in
diverse localita italiane sia lungo le coste tirreniche (Arcipelago
Toscano e Isola d'Elba, Foggi et al., 2006; Salina di Tarquinia, Porto
di Civitavecchia, Iberite, 1992; Parco Nazionale del Circeo, Frondoni
& Iberite, 1997; Foce del Fiume Crati, Maiorca et al., 2005) sia
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adriatiche (Golfo di Trieste; Kaligaric & Skornik, 2006; Salina di
Comacchio; Pellizzari et al., 2007; Foce del Po, Gargano; Géhu et al.,
1984; Foce del Candelaro, Biondi & Casavecchia, 2010; Saline di
Margherita di Savoia, Corbetta et al, 2006). Attualmente,
l'associazione presente nella Sentina risulta I'unica stazione stabile di
S. patula nella Regione Marche ed ¢ presente anche nella sua
subassociazione crypsidetosum aculeati (Tab. 4 in Biondi et al.,
1988). Si tratta di una vegetazione terofitica aperta e pioniera che si
sviluppa sui substrati sabbiosi-limosi, ricoperti d'acqua durante
I'inverno e che si screpolano nella stagione calda a seguito delle forti
evaporazioni. Inoltre, sempre, presso la Riserva Naturale Regionale
Sentina (AP, IT) S. patula si inserisce nelle piccole radure che si
formano  nell’ambito  delle  formazioni  perenni riferibili
all’associazione Spergulario-Puccinellietum distantis Freekes 1934
(Biondi et al., 1989) creando con Aster tripolium e Crypsis aculeata,
una variante relazionata alla morfologia del bacino e alla presenza di
un alto contenuto di sali. Nello studio sulla vegetazione del litorale
marchigiano, Biondi ef al. (1989) hanno rinvenuto l'associazione
Suaedo maritimae-Salicornietum patulae anche presso il porto
turistico di Ancona, ma tale stazione ¢ scomparsa nel corso degli anni.
La comunitd monospecifica di S. emerici rilevata nella baia di Blace
(Tab. 3) e attribuita all'associazione Salicornietum emerici, presenta
caratteristiche simili rispetto le altre comunita descritte lungo le coste

mediterranee ed atlantiche. Dal punto di vista fitosociologico,
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Salicornietum emerici O. Bolos 1962 ¢ la prima associazione descritta
per le comunita dominate da S. emerici della Spagna meridionale.
L'associazione spagnola Salicornietum emerici O. Bolos 1962, in
seguito, fu utilizzata anche per descrivere le comunitd di salicornie
annuali localizzate soprattutto nella parte occidentale della Sicilia
(Trapani e Mazara del Vallo; Brullo & Furnari, 1976). Géhu et al.
(1978), in seguito, riprendono il concetto collettivo dell'associazione
Salicornietum emerici O. Bolos 1962 ex Brullo & Furnari 1976
individuandone due aspetti che rappresentano due varianti territoriali.
Infatti, per la costa atlantica francese descrivono I’associazione
Puccinellio maritimae-Salicornietum emerici Géhu et Géhu-Franck
1979 mentre per la costa mediterranea francese l'associazione
Arthrocnemo  glauci-Salicornietum emerici (Francia, Camarque,
Catalogna e Sicilia). In Italia, Croazia e Slovenia Salicornietum
emerici O. Bolos 1962 ex Brullo & Furnari 1976 ¢ diffuso lungo le
coste adriatiche (Golfo di Trieste, nelle saline di Nin, Rtina, nelle
saline di Dinjiska, Pag e nella laguna costiera di Zr&e, Pag, Sajna et
al., 2013; Kaligari¢ & Sajna, 2014; Isola di Olib; Jasprica et al., 2016,
Piana del fiume Buna, Albania; Fanelli et al., 2015; Saline di
Margherita di Savoia, Foce Carapelle, Sciandrello & Tomaselli,
2014).

La vegetazione dominata da S. venefa rilevata in diverse localita (Tab.
4) si presenta in popolamenti mono o paucispecifici ed ¢ afferibile

all’associazione Salicornietum venetae Pignatti 1966.
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Questa cenosi, considerata per molti anni endemica del Nord
Adriatico, si sviluppa in depressioni coperte d'acqua per la maggior
parte della stagione estiva e negli anni successivi alla sua descrizione
¢ stata rinvenuta in diverse stazioni italiane e croate (paragrafo 2.4.3).

Inoltre, presso la Foce del Candelaro, S. veneta forma popolamenti
con Suaeda splendens afferibili all'associazione Suaedo splendentis-

Salicornietum venetae (Biondi & Casavecchia, 2010).

4.2. Salicornia patula Duval-Jouve

S. patula colonizza le zone di transizione instabili tra i fanghi
stabilmente allagati e la vegetazione perenne. In queste condizioni
ambientali estremamente variabili, il fenomeno del dimorfismo &
un'importante strategia per la sopravvivenza ed offre molteplici
opportunita ad una popolazione di mantenere la sua continuita
(Philipupillai & Ungar, 1984; Berger, 1985; Khan & Ungar, 1986). In
linea con studi precedenti (Grouzis et al., 1976; Berger, 1985; §ajna et
al., 2013) i semi delle popolazioni studiate di S. patula mostrano un
accentuato eteromorfismo: semi centrali grandi e semi laterali piccoli.
I semi di tali popolazioni non sono stati separati e selezionati
casualmente durante i test di germinazione con il fine di analizzare la
risposta e la versatilita di queste piante di breve durata nel loro
ambiente naturale. Infatti, in questo studio non € stata rinvenuta
nessuna differenza nella risposta germinativa tra semi piccoli e grandi
e in accordo con Sajna et al. (2013) le popolazioni studiate non
necessitano nessun pretrattamento per germinare in condizioni saline.
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Questo dato ¢ in contrasto con alcuni protocolli reperibili in letteratura
che prevedono per la germinazione dei semi di S. patula in condizioni
saline trattamenti per favorire la germinazione quali scarificazione e
stratificazione fredda (Grouzis et al., 1976) o variazione giorno notte
(Philipupillai & Ungar, 1984). Da quanto ¢ emerso dalle analisi
condotte, i semi delle popolazioni di S. patula studiate presentano
un'elevata capacita germinativa in un ampio intervallo sia per quanto
riguarda le differenti temperature sia le concentrazioni saline (Tab. 8;
Tab. 9; Tab. 10; Tab. 12; Tab. 13; Tab. 14). Il peso dei semi
riscontrato nella popolazione di Sant Pere Pescador risulta
significativamente differente rispetto a quello delle popolazioni della
Riserva Naturale Regionale Sentina e di Blace (Tab. 6; Fig. 44; Fig.
45). Inoltre, nella PCA, l'asse PC1 & correlato con il peso del seme
riaffermando la diversita germinativa di Girona collegata al peso del
seme piu grande (Fig. 58). Tali valori sono stati confrontati con quelli
disponibili in letteratura per semi della stessa specie. I valori di 390 e
450 pg indicati da Sajna er al. (2013), sono considerevolmente piit
grandi di quelli registrati per le tre popolazioni studiate. Il peso del
seme & una caratteristica morfologica fortemente collegata alla
germinazione (Harper, 1977; Baskin & Baskin, 1998; Tremayne &
Richards, 2000; Ellison, 2001) tradizionalmente considerata costante
in una specie (Harper et al., 1970; Harper, 1977). Tuttavia, numerosi
studi hanno dimostrato che il peso del seme nell’ambito della specie, o

anche in un singolo individuo, ¢ in grado di variare notevolmente
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(Hendrix, 1984; Wolfe, 1995; Li et al., 2015) a causa di differenze di
temperatura (McWilliams et al., 1968; Santamaria et al., 2003), di
fotoperiodo (Cook, 1975), d'umidita (Dyuryagina, 1975; Schimpf,
1977) e di stagionalita (Pluess et al., 2005). Vi ¢ una variazione
significativa tra il volume medio calcolato per la popolazione della
Sentina e quello delle altre popolazioni (Tab. 6). Questa variazione ¢
inoltre, identificata dall'asse PC2 che ¢ fortemente correlato al volume
(Fig. 58). La differenza di volume potrebbe essere influenzata dalle
caratteristiche delle piante al momento della raccolta dei semi (Khan,
2004) e dalle condizioni ambientali in cui la pianta si & sviluppata
(Winn, 1988). Le ornamentazioni dei semi delle tre popolazioni sono
simili a quelle della popolazione di S. europea studiata da Gul &
Weber (1999) e Sherpherd et al. (2005). Per quanto concerne la
morfologia dell’embrione, in base alla caratterizzazione proposta da
Martin (1946), puo essere descritto come grande, ricurvo e senza un
perisperma amilaceo. In accordo con lo studio di Sherpherd et al.
(2005) l'assenza di un perisperma amilaceo fa si che i semi, durante le
fasi iniziali della germinazione, debbano affidarsi unicamente alle
riserve di energia contenute nei cotiledoni. Pertanto, la presenza di un
embrione avente spessore doppio rispetto alla lunghezza del seme
sembra conferire un vantaggio, facilitando la rapida germinazione ed
avviando una crescita ottimale della pianta prima della fioritura e la
formazione dei semi. Le tre popolazioni presentano un quantitativo

percentuale in olio al loro interno molto elevato rispecchiando il loro
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andamento germinativo molto alto (Tab. 7). I valori percentuali di
contenuto in olio dei semi di S. patula delle popolazioni indagate sono
simili a quelli reperibili in bibliografia per altre specie dello stesso
genere (27 - 32%; Anwar et al., 2002; 22,4 %; Eganathan et al.,
2006). Infatti, soprattutto nelle specie annuali, la quantita e la qualita
delle riserve nei semi svolgono un ruolo importante nella
germinazione e spesso determinano il successo riproduttivo (fitness)
nella pianta stessa (Linder Randal, 2000). II loro grado di
competitivita spesso & stabilito dal tempo di germinazione e dal loro
tasso di crescita durante la prima fase di sviluppo (Weiner, 1985;
Weiner & Thomas, 1986; Silvertown, 1988) che sono influenzati, a
loro volta, dalla presenza di una componente di oli saturi ed insaturi al
loro interno che provvedono a rendere pill precoce e rapida la crescita
(Linder Randal, 2000). Le diverse percentuali di germinazione a
differenti livelli di temperature delle tre popolazioni sembrano essere
legate principalmente alla differenti caratteristiche bioclimatiche dei
siti di raccolta, in particolare, all'indice ombrotermico annuale (Io).
Infatti, nella PCA, l'asse PC1 ordina 1 tre siti di raccolta secondo un
gradiente decrescente di umidita: Blace (Io=6,18), Riserva Naturale
Regionale Sentina (Io=4,21) e la localita piu secca Sant Pere Pescador
(I0=3,02) (Fig. 28; Fig. 29; Fig. 30). Inoltre, I'analisi della varianza
identifica l'effetto dei "siti di raccolta dei semi" come un fattore
importante nei test alle diverse temperature (Fig. 53; Tab. 11). Come

prevedibile, I'effetto "sito" & importante nella risposta di germinazione
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di questa specie (Baskin & Baskin, 1973; Bewley & Black, 1994;
Estrelles et al., 2010, 2015; Liu et al., 2014), anche se la germinazione
dei semi delle specie alofite ¢ regolata da numerosi altri fattori come
acqua, temperatura, luce, salinita del suolo e le loro interazioni (Noe
& Zedler, 2000). Vi & una notevole variazione nella risposta della
germinazione dei semi delle alofite e nei diversi fattori coinvolti. Luce
e temperatura sono insufficienti, in alcuni casi, a spiegare le differenze
di germinazione registrate anche in specie correlate molto strettamente
percio si ritiene che la risposta fisiologica della germinazione dei semi
delle alofite si sia evoluta adattandosi alle specifiche condizioni
ambientali (Khan & Gul, 2006; Estrelles et al., 2015). Infatti, la
germinazione dei semi della popolazione di Sant Pere Pescador mostra
una strategia di germinazione 'opportunistica' (Gutterman, 1993),
presentando un differente comportamento nella germinazione rispetto
alle altre due popolazioni in quanto raggiunge immediatamente un'alta
percentuale di germinazione a basse temperature (5, 10 e 15 °C)
mentre le altre popolazioni (Riserva Naturale Regionale Sentina e
Blace) mostrano un andamento molto piu graduale (Fig. 53). La rapida
risposta germinativa riportata nel breve periodo di condizioni di
umidita del terreno potrebbe essere un adattamento alle condizioni
ambientali aride (Estrelles et al., 2015). I semi sono pronti a germinare
quando si verificano condizioni favorevoli per la germinazione, dando
alla popolazione un vantaggio competitivo attraverso la germinazione

precoce (Ross & Harper, 1972; Zia & Khan, 2004). Cio indica che il
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fattore limitante per la germinazione non ¢ la temperatura ma la
disponibilita di acqua (Estrelles et al., 2015). Secondo Shaikh et al.
(2013) questo comportamento & necessario in particolare nelle specie
annuali che devono avere semi vitali e pronti per germogliare.
Pertanto, come accade per i semi della popolazione di Suaeda
corniculata subsp. mongolica studiata da Cao et al. (2012) in cui la
germinazione avviene sia in primavera (basse temperature, basse
precipitazioni, moderate salinita) sia a meta-fine estate (alte
temperature, elevate precipitazioni, basse salinita) i semi della
popolazione di Girona potrebbero avere un comportamento simile. In
generale, per i semi di S. patula possiamo confermare che l'intervallo
di temperatura ottimale ¢ compreso tra 25 e 35 °C come riportato in
studi effettuati su semi di una popolazione di S. europea del Nord
America per i quali si & registrata la massima germinazione a 25 °C e
la minima a 10 °C (Ungar, 1977). La germinazione aumenta con
l'aumentare della temperatura conformemente a quanto riportato in
diversi studi sulla germinazione di Salicornia rubra e S. pacifica var.
utahensis, alofite del deserto del Gran Bacino, a differenti regimi di
temperature (Khan & Weber, 1986; Khan et al., 2001). I semi di S.
patula non hanno mostrato differenze significative tra le percentuali di
germinazione a temperatura costante (20 °C) e quelle a temperatura
alternata (25/15 °C; Fig. 50). Questo dato ¢ in linea con gli studi
effettuati da Berger (1985) sui semi di una popolazione di S. patula

raccolti ad Etang de Vaccares, Camargue (Francia meridionale), dove
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non si ¢ evidenziata una differenza significativa tra la percentuale
massima di germinazione ottenuta a temperatura costante ottimale di
23 °C e quella ottenuta a temperatura alternata di 25/12 °C. Questo
dato ¢ in contrasto con i risultati ottenuti da diversi autori per molte
alofite che hanno indicato come ottimale la temperatura alternata in
Salicornia bigelovii (25/30 °C; Rueda-Puente et al., 2007), S. rubra
(25/35 °C; Khan et al., 2000), S. pacifica var. utahensis (25/5 °C;
Khan & Weber, 1986) e S. europea (5/15 °C e 15/25 °C (Philipupillai
& Ungar, 1984). La velocita di germinazione in rapporto alla
temperatura nelle tre popolazioni di S. patula studiate evidenzia come
la popolazione di Sant Pere Pescador (R2=O,76; P>0,001) sia
maggiormente performante rispetto alle altre. I semi delle tre
popolazioni studiate di S. patula, in particolare la popolazione di
Girona, hanno velocita di germinazione molto alte e aumentano il loro
tasso di velocita di germinazione in condizioni saline in linea con lo
studio di germinazione di S. ramosissima (Rubio-Casal et al., 2003).
Cio appare in contraddizione con le ricerche di altri autori che
indicano come 1'esposizione ad alte concentrazioni di salinita provochi
una diminuzione della velocitd di germinazione (Kaufman, 1969;
Ungar, 1991). In linea con Keifer & Ungar (1997), la tolleranza alla
salinitd nei semi delle piante annuali, durante la fase di germinazione,
¢ legata soprattutto alle condizioni ambientali del sito al momento
della germinazione stessa, mentre la risposta dei semi che fanno parte

della banca dei semi del suolo ¢ strettamente legata all'esposizione al
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sale durante il periodo di dormienza del seme. I risultati riportati
sembrano dimostrare che i semi delle tre popolazioni di S. patula
studiate hanno mostrato un carattere comune: le condizioni ottimali
per la germinazione si presentano in assenza di sale o in substrato
salino con concentrazioni medio-elevate fino a 500 mM di NaCl (Tab.
8; Tab. 9; Tab. 10; Tab. 12; Tab. 13; Tab. 14). Questi dati confermano
la regola quasi generale sulla germinazione delle specie alofite
(Langlois, 1966; Grouzis et al., 1976; Ungar, 1991; Khan & Gul,
2006). In generale, questo comportamento suggerisce che S. patula sia
una specie molto tollerante ad alte concentrazioni di NaCl e mostri un
comportamento germinativo simile alle altre specie del genere
Salicornia quali: S. herbacea (1700 mM; Chapman, 1960); S. pacifica
var. utahensis (680 mM; Khan & Gul, 20006); S. patula (340 mM,;
Berger, 1985; Sajna er al, 2013); S. dolichostachya e S.
brachystachya (240 mM; Huiskes et al., 1985); S. brachiata (600
mM; Joshi & Iyengar, 1982); S. rubra (1000 mM; Khan et al., 2000);
S. bigelovii (1000 mM, Rivers & Weber, 1971) e S. europea (850
mM; Ungar, 1962). In particolare, i semi della popolazione di Blace
sono meno tolleranti al sale (9,9 % a 1000 mM) rispetto a quelli delle
popolazioni della Sentina (24,3 % a 1000 mM) e di Sant Pere
Pescador (15,1 % a 1000 mM). Nella fase di recupero, le tre
popolazioni studiate si sono tra loro ben differenziate (Fig. 56).
Secondo Noe & Zedler (2000) e Estrelles et al. (2015), una variazione

annua nella quantita e nella distribuzione delle precipitazioni provoca
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significativi cambiamenti stagionali nelle concentrazioni saline e
modifica il grado di umidita e, di conseguenza, la germinazione dei
semi. Il rapporto tra la copertura vegetale, I'umidita del terreno e la
salinita pud cambiare durante l'anno (Alvarez Rogel et al., 2000).
Questo potrebbe avere grandi effetti sia sull'arco temporale di
germinazione sia sulle dinamiche di comunita (Harper, 1977). Le
curve di risposta germinativa al fattore salinita delle tre popolazioni
sono molto simili tra loro (Fig. 57). La variabilita di germinazione nei
test di salinita indotta dal fattore "sito di raccolta" pud spiegare un
adattamento alla siccita estiva della specie (Tab. 15; Fig. 57). Infatti,
nella PCA, l'asse PC2 separa il sito della Riserva Naturale Regionale
Sentina (los;=2,02, T=15 °C) dagli altri due (Blace los,=1,7, T=16,1;
Sant Pere Pescador, los;=1,36, T=15,9 °C). I semi della popolazione
ID1048 della Riserva Naturale Regionale Sentina, dove si registrano
precipitazioni medie annuali di 757 mm, distribuite prevalentemente
in autunno e si verificano quattro mesi consecutivi di deficit idrico
(Fig. 8), los, pari a 2,02 e Io a 4,21, non sembrano affetti da
un'inibizione permanente mostrando inoltre un'ottima germinazione
nella fase di recupero. Similmente, i semi della popolazione ID1061 di
Sant Pere Pescador, stazione in cui si osservano precipitazioni medie
annuali di 579 mm, prevalentemente distribuite in autunno con quattro
mesi di deficit idrico (Fig. 30), los, pari a 1,36 e Io a 3,02, non
mostrano un'inibizione permanente dopo la rimozione del sale. Al

contrario, i semi della popolazione ID1060 proveniente da Blace, dove
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le precipitazioni medie annuali ammontano a 1194 mm, distribuite
prevalentemente in autunno e in primavera con tre mesi di deficit
idrico (Fig. 20), los, di 1,7 e Io di 6,18, hanno un'inibizione
permanente nella fase di recupero ad alte concentrazioni di sale

(700/800/1000 mM).
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4.3. Salicornia emerici Duval-Jouve

S. emerici & una specie tipica delle saline (Sajna et al. 2013) e
colonizza le zone costiere con terreni argillosi o limoso-argillosi
finemente strutturati dove la salinita ¢ relativamente alta e vi & una
diretta esposizione alle fluttuazioni dell'acqua di mare e dei nutrienti e
delle maree (Géhu et al., 1978; Biondi et al., 2004).

Le condizioni ottimali di germinazione si verificano a fine inverno,
dopo l'interruzione della dormienza grazie al freddo (Grouzis et al.,
1976). In accordo con diversi studi reperibili in letteratura (Grouzis et
al., 1976; §ajna et al., 2013), 1 semi di S. emerici della popolazione
studiata hanno semi centrali e laterali simili non evidenziando pertanto
un eteromorfismo come si osserva invece in S. patula.

Il peso dei semi della popolazione studiata (Tab. 16), confrontato con i
dati reperibili in bibliografia relativi a semi della stessa specie, ¢
simile a quello della popolazione registrata nel database del Royal
Botanic Gardens Kew (2016; 274,8 ng), mentre presentano un peso
inferiore rispetto alla popolazione croata studiata da Sajna et al.
(2013; 380 pg). La media della lunghezza dei semi della popolazione
studiata (Tab. 16) ¢ simile alla lunghezza media dei semi di S. emerici
(1,28 mm) analizzati da Grouzis et al. (1976) raccolti lungo le coste
della Linguadoca e della Camargue. Le ornamentazioni dei semi e
I'embrione di S. emerici sono simili a quelli descritti per le popolazioni
di S. patula (Gasparri et al., 2016) e di S. europea (Martin, 1946; Gul
& Weber, 1999; Sherpherd et al., 2005). Come gia si ¢ commentato
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per le popolazioni di S. patula, la presenza di un embrione grande
conferisce un vantaggio sia nella fase di germinazione sia nella fase di
crescita della plantula (Sherpherd et al., 2005). I valori percentuali di
contenuto in olio dei semi di S. emerici sono simili a quelli presenti in
bibliografia per altre specie dello stesso genere (27,0 - 32,0 %; Anwar
et al., 2002; 22,4 %; Eganathan et al., 2000).

I semi della popolazione di S. emerici studiata presentano un'elevata
capacita germinativa in un ampio intervallo di temperature e di
concentrazione salina (Tab. 17; Tab. 19). Mostrano il loro range
ottimale tra 20-35 °C. In linea con lo studio affrontato da Sajna ef al.
(2013) i semi non necessitano di alcun pretrattamento per germinare.
Questo dato ¢ in contrasto con quanto registrato per i semi di S.
emerici delle coste della Linguadoca e della Camargue (Grouzis et al.,
1976) che necessitano di una stratificazione fredda a 5 °C per 30
giorni. La germinazione dei semi della popolazione ID1053 aumenta
con l'aumentare della temperatura in linea con i diversi studi effettuati
sulla germinazione di Salicornia sp.pl. (Khan & Weber, 1986; Khan et
al., 2001). La capacita di S. emerici di germinare rapidamente a
temperature alte ¢ probabilmente un vantaggio ecologico che mantiene
alto il successo riproduttivo della popolazione, come osservato da
Khan et al. (2000) in S. rubra e nelle popolazioni studiate sia di S.
patula sia di S. veneta. Inoltre, oltre al calcolo delle percentuali di

germinazione e della velocita sono stati verificati altri parametri, come
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la temperatura base (Tb) e il thermal time (DD) che indicano come la
specie si adatti all'aumentare della temperatura (Fig. 67).

I semi della popolazione studiata di S. emerici tollerano elevate
concentrazioni saline (Fig. 69; Tab. 20) e presentano un graduale
decremento nella percentuale media di germinazione all'aumentare
della concentrazione salina (Fig. 72). Pertanto, S. emerici ¢ una specie
molto tollerante all'effetto del sale e mostra un comportamento simile
alle altre alofite presenti in letteratura e riportate nel paragrafo
precedente.

Nella fase di recupero, i semi di S. emerici hanno una buona
germinazione e presentano un'inibizione permanente nella fase di
recupero a concentrazioni saline elevate (700/800/1000 mM; Fig. 71).
Questo potrebbe suggerire una risposta germinativa legata alle
precipitazioni annuali della localita croata (paragrafo 4.2. S. patula). 1
semi di S. patula di Blace hanno lo stesso comportamento nella fase di
recupero, sebbene siano maggiormente tolleranti al sale, dei semi di S.
patula dalla stessa localita. In generale, i risultati suggeriscono che il
diverso comportamento germinativo dei semi delle due specie in
condizioni di elevate concentrazioni saline possa essere dovuto alla
loro diversa posizione ecologica e alla loro diversa biologia.

Infatti, S. emerici e S. patula occupano diversi microhabitat e
raramente co-abitano. S. patula colonizza i livelli superiori delle
pianure alluvionali o dei terreni sabbiosi che sono asciutti e poveri di

nutrienti durante l'estate (Grouzis et al., 1976; gajna et al., 2013) e
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forma mosaici con altre formazioni perenni (Biondi et al., 2004). Al
contrario, S. emerici forma comunita pioniere, omogenee, dense e
monospecifiche, che si localizzano in depressioni a lungo allagate,
generalmente aperte verso il mare dove la concentrazione salina &
superiore (Géhu et al., 1978; Biondi et al., 2004).

Inoltre, dal punto di vista biologico, il diverso numero cromosomico
di S. emerici, tetraploide, rispetto a quello diploide di S. patula, pud
suggerire un vantaggio in termini di resistenza agli stress. Secondo
alcuni autori, infatti, le specie tetraploidi sono pil tolleranti allo stress
salino rispetto alle specie diploidi (Citrus rootstocks, Saleh et al.,
2008; Gossypium sp.pl., Gorham et al., 2009; Oryza sativa, Tu et al.,
2014; Solanum sp.pl.; Shateriana et al., 2005). Questo comportamento
¢ stato dimostrato anche con lo studio sulla risposta ecofisiologica di
S. dolichostachya e S. brachystachya effettuato da Rozema et al.
(1987) in cui S. dolichostachya (specie tetraploide) ¢ risultata essere

piu tollerante al sale rispetto a S. brachystachya (specie diploide).
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4.4. Salicornia veneta Pign. et Lausi

S. veneta ¢ dotata di un notevole macrosomatismo sia per quanto
riguarda le dimensioni generali della pianta sia per quelle fiorali
(perigonio, antere e polline). Anche le dimensioni dei semi risultano
significativamente pit grandi e il rivestimento tricomatoso pil
sviluppato (Lausi, 1969; Iberite, 1996; Kaligari€ et al., 2008). In linea
con altri studi (Lausi, 1969; gajna et al., 2013) 1 semi delle
popolazioni studiate di S. veneta non presentano eteromorfismo.

Il peso e il volume della popolazione ID1047 della Riserva Naturale
Statale Sacca di Bellocchio sono significativamente differenti rispetto
a quelli delle altre popolazioni (Tab. 21). I valori pubblicati in
letteratura per semi della stessa specie, 415 ug (Sajna er al., 2013),
sono simili a quelli registrati per le quattro popolazioni studiate. Le
ornamentazioni dei semi e Il'embrione dei semi delle quattro
popolazioni sono simili a quelli descritti nei semi delle popolazioni di
S. patula (Gasparri et al., 2016) e S. emerici studiate. Le quattro
popolazioni presentano un quantitativo di olio percentuale al loro
interno elevato simile ai valori presenti in bibliografia (27 - 32 %;
Anwar et al., 2002; 22,4 %; Eganathan et al., 2006), rispecchiando il
loro andamento germinativo (Tab. 22). Infatti, la popolazione ID1118
della Sentina rispetto alle altre popolazioni mostra un seme di taglia e
di peso pilu ridotto che presenta un basso contenuto in olio al suo
interno. Queste caratteristiche determinano una germinazione pil

bassa agli stessi intervalli di temperature e alle stesse concentrazioni
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di NaCl rispetto a quella riscontrata nelle altre popolazioni di S. veneta
studiate. Come si evince anche dalla PCA, le diverse percentuali di
germinazione a diversi livelli di temperature delle quattro popolazioni
sembrerebbero essere legate principalmente alle diverse caratteristiche
morfologiche dei semi, in particolare, al peso e al contenuto di olio
(Fig. 88). Le caratteristiche dei semi, inclusi taglia e peso del seme,
sono importanti parametri per il successo riproduttivo di una pianta ed
influenzano profondamente il suo processo rigenerativo (Harper,
1977; Baskin & Baskin, 1998; Bond ef al., 1999; Ellison, 2001). La
variazione nel volume e nel peso dei semi nella stessa specie ¢ il
risultato di differenze genetiche dovute alle piante madri (Gutterman,
1992), alle differenze ambientali nei micro siti (temperatura, luce,
acqua e livelli di nutrienti, Susko & Lovett-Doust, 2000), alla
riduzione delle risorse disponibili durante la fase di crescita (Cavers et
al., 1979; Winn, 1988) e alle caratteristiche delle piante nel momento
della raccolta dei semi (Khan, 2004). In linea con lo studio di Xu et al.
(2014) i semi piu pesanti, che dovrebbero presentare embrioni pil
grandi ed endosperma con pill nutrienti (LOopez-Castafieda et al.,
1996), hanno mostrato una percentuale di germinazione piu alta (Tab.
23; Tab. 24; Tab. 25; Tab. 26; Tab. 27; Tab. 28; Tab. 29; Tab. 30). In
generale, i semi delle quattro popolazioni studiate di S. veneta
mostrano un'elevata capacita germinativa e presentano un intervallo di
temperatura ottimale tra 25 e 35 °C come riportato in altri studi

effettuati sui semi di una popolazione di S. europea (Ungar, 1977) e di
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S. patula (Gasparri et al., 2016). La germinazione aumenta con
l'aumentare della temperatura conformemente a quanto riportato in
diversi studi sulla germinazione di Salicornia sp.pl. (Khan & Weber,
1986; Khan et al., 2001). I semi di S. veneta non hanno mostrato una
differenza significativa tra le percentuali di germinazione a
temperatura costante (20 °C) e quelle a temperatura alternata (25/15
°C). Questo dato ¢ in linea con gli studi effettuati da Rojas-Aréchiga
et al. (2001); Mattana et al. (2010); Cogoni et al. (2012); De Vitis et
al. (2014) che ritengono che i semi pill piccoli di 2 mg non risentano
delle temperature alternate. La risposta germinativa delle quattro
popolazioni di S. veneta si differenzia in relazione all'effetto dei "siti
di raccolta" (Fig. 83). Infatti, i semi della popolazione ID1047
mostrano un comportamento pill performante raggiungendo
immediatamente un'alta percentuale di germinazione alle basse
temperature rispetto le altre popolazioni (Tab. 27; Fig. 83). Questa
distanza & ben identificata anche nella PCA dove spazialmente
secondo l'asse PC1 le popolazioni pill simili in peso e in contenuto di
olio sono quella della Riserva Naturale Statale Salina di Margherita di
Savoia e quella della Sentina (Fig. 88). La velocita di germinazione
analizzata in funzione della temperatura nelle quattro popolazioni
studiate di S. veneta evidenzia come siano specie performanti (Fig.
82). Questo comportamento ¢ giustificato dall'ambiente ipersalino in
cui le piante si sviluppano che fa si che il fattore limitante per la

germinazione non sia la temperatura ma la disponibilita idrica. Infatti,
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i suoli campionati presso le stazioni italiane utilizzate come serbatoio
di raccolta dei semi di S. veneta, hanno una conducibilita elettrolitica
elevata (Tab. 5) e questo parametro ¢ fortemente correlato con la
disponibilita d'acqua e il suo assorbimento. S. veneta ¢ una specie
molto tollerante ad alte concentrazioni di NaCl e mostra un
comportamento germinativo simile alle altre alofite del genere
Salicornia presentando ottime percentuali di germinazione anche nei
test di salinita in linea con gli altri risultati ottenuti nei test effettuati
sui semi delle popolazioni di S. patula e S. emerici (Tab. 23; Tab. 24;
Tab. 25; Tab. 26; Tab. 28; Tab. 29; Tab. 30; Tab. 31). Le risposte
germinative delle differenti popolazioni hanno diversi comportamenti
in risposta alle concentrazioni saline, con un graduale decremento nei
diversi livelli medi di germinazione e presentano un'interazione
significativa tra il fattore salinita ed 1' effetto del sito di raccolta (Fig.
87) come descritto anche nel paragrafo 4.1. Nella fase di recupero, le
quattro popolazioni studiate si sono differenziate tra loro presentando
un comportamento analogo alle popolazioni studiate di S. patula
(Gasparri et al., 2016), principalmente legato alla variazione nella
quantita e nella distribuzione delle precipitazioni annue e percid nelle
concentrazioni saline, con il grado di umidita e la germinazione dei
semi (Noe & Zedler, 2000; Estrelles et al., 2015; Fig. 86). Infatti, i
semi della popolazione ID1115 della Riserva Naturale Statale Salina
di Margherita di Savoia (caratteristiche bioclimatiche descritte nel

paragrafo 4.1.), e quelli della popolazione ID1118 (caratteristiche
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bioclimatiche descritte nel paragrafo 4.1.), non mostrano un'inibizione
permanente dopo la rimozione del sale; inoltre mostrano un'ottima
germinazione nella fase di recupero (Fig. 86). Al contrario, i semi
della popolazione ID1046 proveniente da Blace (caratteristiche
bioclimatiche descritte nel paragrafo 4.1.) hanno un'inibizione
permanente, sebbene non sia presente su tutti i semi seminati, nella
fase di recupero ad alte concentrazioni di sale (700/800/1000 mM).
Similmente, anche i semi della popolazione ID1047 proveniente dalla
Riserva Naturale Statale Sacca di Bellocchio (caratteristiche
bioclimatiche descritte nel paragrafo 4.1.) hanno un'inibizione
permanente, sebbene non sia presente su tutti i semi seminati, nella
fase di recupero a 1000 mM. I risultati riportati sembrano dimostrare
che i semi della popolazione di Blace, cosi come osservato in S. patula
proveniente dalla stessa localita, siano meno tolleranti al sale rispetto

alle altre popolazioni studiate.
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5. CONCLUSIONI

Sono state indagate le risposte germinative di S. patula, S. emerici e S.
veneta in relazione alla temperatura, alla concentrazione salina e al
macroclima delle localita di raccolta dei semi.

Tutte le specie hanno dimostrato elevate percentuali medie di
germinazione finale in un ampio intervallo di temperature e di
concentrazioni saline in tempi relativamente brevi.

In sintesi, 1'epoca di raccolta, in relazione alle condizioni climatiche &
variabile di anno in anno ma si pud affermare che il periodo migliore
si concentri tra le ultime due settimane di novembre e le prime di
dicembre.

I principali risultati ottenuti con lo studio delle tre diverse specie di
salicornie hanno evidenziato che il modello germinativo di S. patula
sembrerebbe rispecchiare un buon adattamento delle diverse
popolazioni alle condizioni ambientali tipiche delle varie localita
indagate. In particolar modo, il comportamento germinativo delle tre
popolazioni di S. patula si caratterizza e si diversifica in relazione alle
caratteristiche bioclimatiche delle localita di raccolta e al peso dei
semi. Per quanto riguarda S. emerici, questa si dimostra un'ottima
specie alofila da impiegare nei progetti di recupero degli ambienti
ipersalini in quanto presenta alte percentuali finali di germinazione in
intervalli di temperature e concentrazione salina molto ampi.

Lo studio del comportamento germinativo dei semi di S. veneta
provenienti da quattro differenti localita adriatiche ha permesso di

ottenere un protocollo di facile applicazione per la germinazione di
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questa specie rara e rigorosamente protetta per la quale i fattori che ne
determinano il successo germinativo sono risultati essere il volume e il
peso del seme.

La temperatura ottimale di germinazione delle tre specie studiate ¢ di
25 °C soprattutto nella fase di sviluppo e per mantenimento delle
plantule.

I parametri di temperatura base e di costante termica, fondamentali per
fornire indicazioni agronomiche, dimostrano una forte capacita di
adattamento in queste specie al fine della germinabilita del seme.
Infatti, la maggior parte dei semi ¢ germinata molto velocemente nei
primi giorni. In eventuali prove future i controlli dei semi germinati
potrebbero essere effettuati a distanza di poche ore I'uno dall’altro
cosi da ottenere una maggiore precisione nel dato.

I semi delle specie studiate sono molto tolleranti e hanno un
comportamento germinativo simile ai semi delle altre alofite. Infatti,
mostrano germinazione anche alla concentrazione salina di 1000 mM
di NaCl. Nelle ricerche che seguiranno ci si orientera a testare la
capacita colonizzatrice in tali specie valutando i limiti di tollerabilita
delle specie alla variazione di temperatura e salinita.

I risultati qui ottenuti rappresentano un punto di partenza per la
'conoscenza germinativa' di tali specie e pertanto rappresentano un
valido contributo alla redazione di protocolli di germinazione che
possano essere facilmente utilizzati per la moltiplicazione di queste

specie iperalofile. Tale conoscenza ¢ di fondamentale importanza per
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le applicazioni in campo ambientali e agronomico (es. in progetti di
recupero ambientale e produzione di piante a scopi alimentari e
industriali). Al fine di aumentare le conoscenze utili per progetti di
conservazione e recupero ambientale degli ambienti ipersalini, inoltre,
¢ importante conoscere approfonditamente le esigenze ecologiche
delle diverse cenosi a cui le differenti specie di salicornie
appartengono. Come si ¢ detto, S. patula ¢ la specie dominante
dell’associazione Suaedo maritimae-Salicornietum patulae che si
sviluppa in terrazzi limoso-argillosi allagati per brevi periodi dell'anno
dove l'acqua del mare arriva meno frequentemente e la salinita,
pertanto, ¢ inferiore rispetto a quella presente negli altri biotopi
indagati. Le comunita di S. emerici (Salicornietum emerici) e di S.
veneta (Salicornietum venetae) colonizzano al contrario suoli limoso-
argillosi, pit bassi, a contatto diretto con l'acqua di mare. Le
condizioni ecologiche in cui le diverse specie si sviluppano devono
essere ben conosciute soprattutto, nella fase preliminare della
preparazione dell'area d'intervento in previsione di scavi e livellamenti

del terreno e nella semina o messa a dimora di queste specie.
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Abstract
Salicornia patula Duval-Touve 1s a diploid species that usually shows a small bushy growth form. It 1s an important component of the halophytic
annual pioneer vegetation of salt marshes. This hyper-saline vegetation is rare and threatened by a wide vaniety of pressures (tourist and industrial
practices, coast management, invasive species) in the European Mediterranean area. §. paru/a is a characteristic species in the habitat 1310 "Salicor-
nia and other annuals colonizing mud and sand". This paper shows an analysis (by GLM and PCA) on the germination response to temperature and
salimity of three populations of 5. pafula from different localities (Italy, Spain and Cmaﬂa} in order to :dennfy the kcv factors controlling permmation
phases for the implementation of projects on conservation and envi of the - We assessed the inter-
specific competitiveness of species related to several localities. The germination of . patula was mainly influenced by temperature and salinity and
secondly by the site of ccllection of seeds. In fact. even though . patula optimal temperature range was between 25 and 35° C. the pattern of the
permination response curve shows three distinet levels induced by the site of collection of seeds. For salinity. 5. patula showed the ability to germi-
nate at high salinities even in this case with distinet levels induced by the site of collection of seeds. This might suggest an adaptation of S. pania
to the different sites blochmauc conditions here estimated by summer and annual aridity. The population of Sentina Natural Regional Reserve had
higher p ges of under saline than the other The seeds of the population from Bface were less salt tolerant
than those of the populations from Sentina and Girona in the recovery resp -In lusion, the local envi lly o
and Tos,, are important variables to characterize and diversify the seed germination behavior in the three populations. In addition, §. pnm{a seeds are
able to germinate in high percentages in a rather wide range of temperature and salt concentration. Thus, it can be stated that the 5. pa!idu popllla—
tions studied can be easily multiplied and successfully used for projects on conservation and of .

Download articolo completo
http://www.scienzadellavegetazione.it/sisv/documenti/Articolo/pdf/431.pdf
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