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1. Riassunto

I cambiamenti climatici stanno portando ad una perdita di biodiversita a livello globale e, nel
prossimo futuro, questa tendenza si pensa che possa aggravarsi. L’Artico e le quote elevate saranno
tra le zone piu gravemente colpite dal riscaldamento globale e dai relativi impatti, tra cui la
contrazione delle popolazioni di diverse specie vegetali di queste regioni. La conservazione ex situ
dei semi in banca del germoplasma delle specie artiche rappresenta una misura importante, seppur
complementare, di prevenzione dall’estinzione di queste specie. Tuttavia, questa pratica richiede
delle conoscenze sulla possibilita di mantenere vitali i semi di queste piante alle condizioni standard
di conservazione. A tale proposito, le conoscenze attuali mostrano che le specie di zone fredde e
umide producono semi meno longevi rispetto a quelle di ambienti piu caldi e aridi, suggerendo che
la conservazione ex situ delle specie artiche possa essere problematica. Pertanto, lo scopo di questo
studio ¢ stato quello di valutare la longevita dei semi di 17 specie di piante artiche, mettendola in
relazione con specie affini di zone alpine europee. Al fine di modellizzare la perdita di vitalita nel
tempo, 1 semi delle specie oggetto di studio sono stati sottoposti ad un trattamento standard di
invecchiamento accelerato (a 45°C e 60% RH), valutando la perdita di vitalita nel corso del tempo
tramite test di germinazione. I risultati mostrano che i semi delle specie artiche sono poco longevi,
risultando meno resistenti all’invecchiamento anche rispetto ad entita affini di zone alpine. Questo
risultato potrebbe trovare una spiegazione nel clima particolarmente rigido dell’ Artico, che non ha
portato le specie a dover sviluppare strategie di resistenza all’invecchiamento, dato che le basse
temperature rallentano le reazioni biochimiche che compromettono la vitalita del seme. Le specie
artiche hanno mostrato anche una bassa variabilita nella longevita dei semi, probabilmente dovuta
all’altrettanto bassa variabilitd microclimatica dei luoghi di crescita. Sono emerse, inoltre, delle
correlazioni significative tra la longevita dei semi e alcune variabili climatiche (temperatura media
annuale e precipitazioni totali annuali) relative alle stazioni di raccolta dei semi. Gia in altri studi
simili era stata evidenziata una correlazione positiva tra longevita dei semi e temperatura, mentre,
contrariamente a quanto presente in letteratura, questo studio ha messo in luce una correlazione
positiva anche con le precipitazioni. Tale risultato potrebbe essere spiegato dal carattere
prevalentemente nevoso delle precipitazioni artiche che susseguono la dispersione dei semi in
natura (autunno-inverno): nelle zone a maggior copertura nevosa (piul piovose), i semi potrebbero
aver sviluppato una maggiore resistenza all’invecchiamento come risposta ad un ambiente meno
adatto alla loro germinazione, che li porta a dover persistere nel suolo per piu tempo. I risultati di
questo studio evidenziano nuovi pattern nella longevita dei semi, poco o per nulla studiati, ed anche
importanti implicazioni sulla conservazione ex sifu dei semi artici che, secondo quanto osservato,

andrebbe monitorata con particolare attenzione.



2. Introduzione

2.1. La conservazione ex situ dei semi

La perdita di habitat naturali dovuta all’agricoltura e ad altri usi del suolo, I’invasione di specie
aliene e il riscaldamento globale costituiscono una minaccia per la biodiversita mondiale. Per
quanto riguarda il solo ambito floristico, secondo quanto riportato da Smith et al. (2011), il
Millenium Ecosystem Assessment ha stimato che tra le 60000 e le 100000 specie di piante,
equivalenti a circa un quarto di quelle conosciute, sono a rischio di estinzione. Questo dovrebbe
preoccuparci non poco, in quanto le piante costituiscono la base della catena trofica sulle terre
emerse e sono produttori di ossigeno e sequestratori di anidride carbonica. Le piante, inoltre,
possono svolgere molti altri servizi ecosistemici, come la regolazione climatica, il riciclo dei
nutrienti, prendono parte alla formazione del suolo. Sono anche utili all’uomo, non solo per quanto
gia detto, ma anche poiché proteggono dalle inondazioni e prevengono il crollo di frane in ambiente
montano. Alcuni organismi vegetali, inoltre, sono utilizzati anche per la produzione di prodotti
farmaceutici e di biocarburanti. Tuttavia, le piante, non suscitando la stessa empatia di molti
animali, sono state prese meno in considerazione dalla popolazione mondiale per quanto riguarda
gli sforzi di conservazione, nonostante rivestano un ruolo a dir poco fondamentale per la nostra
esistenza. Al giorno d’oggi, I’intera umanita si basa su una frazione decisamente esigua di specie
vegetali per poter sopravvivere (Smith et al., 2011), ma la diversita floristica deve essere preservata,
protetta e mantenuta, in quanto ecosistemi con una biodiversitd maggiore sono piu resilienti. A tal
proposito, sono quindi utilizzate diverse tecniche di conservazione, sia in situ che ex situ. La
conservazione in situ consiste in misure per salvaguardia delle specie nel loro areale di
distribuzione, attraverso azioni di ripristino o di mantenimento delle popolazioni di interesse svolte
direttamente su campo. Per quanto riguarda la conservazione ex situ, questa ¢ stata definita come
“la conservazione delle componenti che costituiscono la diversita biologica al di fuori del loro
habitat naturale” (Braverman, 2014). Lo IUCN (International Union for the Conservation of Nature)
definisce come conservazione ex situ “le raccolte di piante e animali interi, 1 parchi zoologici, gli
orti botanici, centri di ricerca naturalistici e banche del germoplasma di taxa domesticati e selvatici”
(IUCN, 2002). Le tecniche di conservazione ex situ, in particolare le banche del germoplasma,
rivestono un ruolo di fondamentale importanza, in quanto consentono di avere un “backup” della
biodiversita esistente (Smith et al., 2011). Le banche dei semi sono nate per rispondere alle esigenze
degli agricoltori, che necessitavano di risorse genetiche per 1’incrocio delle piante di interesse
agricolo, in modo tale da produrre e selezionare artificialmente nuove varieta, ma il successo delle

tecnologie adottate in tali strutture ha poi incoraggiato 1’'uso delle stesse anche a scopo



conservazionistico (Walters & Pence, 2021). I semi sono considerati il miglior tipo di germoplasma
da poter conservare in banca in virtu del fatto che sono interi organismi, e non gameti come il
polline, e che sono adattati a resistere in condizioni rigide e sfavorevoli entrando in uno stato di
quiescenza (Walters & Pence, 2021). Questo tipo di adattamento prende il nome di criptobiosi
(letteralmente ““vita nascosta) ed ¢ stata definita da Keilin nel 1959 come “lo stato che un
organismo assume quando non mostra visibili segni di vita e quando la sua attivita metabolica
diventa difficilmente misurabile o si arresta in modo reversibile” (Clegg, 2001). Questo adattamento
consente agli organismi che lo hanno sviluppato di sopravvivere a disidratazione, congelamento e
anossia (Clegg, 2001). Per quanto riguarda i semi, si parla piu propriamente di quiescenza dovuta
all’essiccamento e, quindi, questo adattamento ¢ una forma di tolleranza all’essiccamento. La
tolleranza all’essiccamento si sviluppa nel seme quando le riserve nutritizie vengono accumulate
nell’embrione e quando 1’acqua del citoplasma viene sostituita da materia secca che compatta la
cellula, mantenendo perd intatte le strutture cellulari (Walters & Pence, 2021). La tolleranza
all’essiccamento ¢ una tendenza molto diffusa nei semi delle piante e ci consente di poter
conservare una vasta diversita di embrioni in poco spazio e in modo relativamente semplice e poco
costoso (Walters & Pence, 2021). Tuttavia, questo adattamento non ¢ sinonimo di vita eterna ed
esiste un tempo limite in cui un seme puo rimanere vitale allo stato quiescente. Ogni seme ¢ dotato
intrinsecamente di una sua longevita e di una sua capacita pit o meno elevata di resistere
all’essiccamento. La longevita dipende dal genotipo dell’embrione, dalla specie di appartenenza, ma
anche dalle condizioni in cui il seme viene conservato, soprattutto per quanto riguarda I’'umidita
relativa e la temperatura (Walters & Pence, 2021). Nelle banche dei semi esistono, percio, degli
standard per 1l mantenimento dei semi alle condizioni che massimizzino la loro longevita ed inoltre
questi devono anche essere ripetutamente testati per verificare che la perdita di vitalita, in termini di
percentuale di germinazione di uno specifico lotto, non sia piu rapida del previsto (Solberg et al.,
2020). Le linee guida delle banche dei semi (FAO, 2014) affermano, infatti, che sia necessario un
“ricambio” dei lotti prima che questi scendano sotto ad una vitalita dell’85% rispetto al valore di
germinazione al momento di ingresso del lotto in banca (Solberg et al., 2020). Le medesime
istruzioni indicano anche le modalita di preparazione e di conservazione dei campioni: i semi
devono essere necessariamente asciugati all’equilibrio in un ambiente controllato con temperatura
tra 1 5°C e 1 20°C e umidita relativa (RH) del 10-25% a seconda delle specie, dopodiché il lotto di
semi viene inserito in un contenitore sigillato di materiale impermeabile e stoccato a -18+3°C e
15+3% RH (FAO, 2014). Questo deve essere svolto poiché le reazioni chimiche avvengono quando
nel seme c¢’¢ un buon contenuto d’acqua e le temperature non sono troppo basse: queste modalita di
conservazione consentono quindi di prolungare la longevita dei semi inibendo 1’invecchiamento

dovuto alle reazioni biochimiche (Solberg et al., 2020). Seguendo questo protocollo, infatti, il

4



citoplasma raggiunge uno stato solido definito come “vetroso” (Fig. 1) che inibisce la mobilita delle
molecole al suo interno, rallentando, cosi, I’avvenimento delle reazioni (Walters & Pence, 2021;
Nadarajan et al., 2023). Tali modalita di conservazione, pero, sono efficaci solo con i semi in grado
di tollerare il disseccamento, che sono stati definiti “ortodossi” (Murdoch & Ellis, 2000; Solberg et
al., 2020; Walters & Pence, 2021). Esistono, infatti semi, definiti come “recalcitranti” che, invece,
non tollerano la disidratazione e per i quali sono, quindi, necessarie altre modalita di conservazione
(Solberg et al., 2020; Walters & Pence, 2021). Le specie che producono semi “recalcitranti” sono
circa il 10% delle angiosperme conosciute e gran parte di queste provengono da habitat tropicali o
da habitat in cui il suolo ¢ molto bagnato durante gran parte dell’anno (Walters & Pence, 2021). Per
mantenere questi semi in banca ¢ necessario utilizzare tecniche di criopreservazione: poiché le
cellule sono in grado di sopravvivere solo ad una disidratazione parziale, i semi devono essere
sottoposti a temperature estremamente basse per raggiungere e mantenere uno stato citoplasmatico
solido (Walters & Pence, 2021). Alcune popolazioni, tuttavia, possono non produrre semi a causa di
problemi riproduttivi locali e alcuni organismi vegetali, come muschi e felci, non producono semi.
Per questi particolari casi, I’opzione migliore per la conservazione ¢ ricorrere a talee che poi
possono essere fatte propagare, solitamente in vitro. Da queste colture in vitro possono essere
prodotti dei germogli, 1 quali possono essere successivamente crioconservati; anche gli embrioni
somatici possono essere utilizzati per la conservazione in azoto liquido (Walters & Pence, 2021). Vi
sono, inoltre, semi che hanno un elevato contenuto lipidico, come quelli di alcune specie che
producono noci e di alcune piante tropicali e hawaiane che, pur tollerando il disseccamento,
possono subire danni se conservati a temperature comprese tra 1 -10°C e 1 -20°C. Tali danni possono
portare ad un invecchiamento piu rapido del previsto e sono associati alla formazione di cristalli di
triacilgliceroli (TAG), una classe di lipidi utilizzati come sostanze di riserva (Walters & Pence,
2021; Nadarajan et al., 2023). Questi acidi grassi saturi, 0 monoinsaturi, hanno un basso punto di
fusione e, quindi, cristallizzano a temperature non troppo basse. I cristalli possono alterare, da un
punto di vista fisico, lo stato vetroso assunto dal citoplasma solidificato alle temperature definite
dalle linee guida (Walters & Pence, 2021). La cristallizzazione da parte dei TAG pud essere
prevenuta attraverso un raffreddamento piu rapido, raggiungibile, per esempio, attraverso la
conservazione in azoto liquido. Per questo motivo, anche i semi ad elevato contenuto di TAG

possono essere conservati criogenicamente (Walters & Pence, 2021) (Fig. 2).
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Figura 1. Tolleranza al disseccamento grazie alla formazione di uno stato “vetroso” dei semi
“ortodossi”’, mentre 1 semi “recalcitranti”, non riuscendo a raggiungere tale stato, non sono in grado

di sopravvivere alla disidratazione (Fonte: Nadarajan et al., 2023).
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Figura 2. I semi “ortodossi” (estrema sinistra) sono in grado di sopravvivere allo stoccaggio a -
18+3°C attraverso la disidratazione e la solidificazione del citoplasma, mentre i semi ad alto
contenuto di TAG (mango), quelli “recalcitranti” (ghianda) e gli embrioni somatici (piantina)

necessitano dell’utilizzo di tecniche di crioconservazione (Fonte: Walters & Pence, 2021).



2.2. Fisiologia del seme

Anatomia e sviluppo

Il seme ¢ il risultato della riproduzione sessuale delle piante e si sviluppa a partire dall’ovulo in
seguito all’impollinazione: questa, infatti, porta alla fecondazione e alla successiva formazione di
un embrione diploide e di un endosperma triploide (Miintz, 1982). Il seme ¢ costituito da tre parti
principali (Fig. 3): il tegumento, I’endosperma e I’embrione. Il tegumento puod essere costituito da
uno o due tessuti: nel primo caso il seme ¢ detto unitegmico, mentre nel secondo ¢ detto bitegmico.
Nei semi bitegmici sono presenti due tegumenti, uno piu esterno (tegmen) € uno piu interno (testa),
ma entrambi presentano un’apertura, che nel caso del tegumento esterno ¢ detta esostoma, mentre
quella del tegumento interno ¢ chiamata endostoma. Endostoma ed esostoma formano il micropilo,
che ¢ presente come apertura singola anche nei semi con un solo tegumento, ed ¢ necessario per la
penetrazione del tubetto pollinico che trasporta i nuclei maschili, consentendo la fecondazione della
cellula uovo, per formare uno zigote diploide, e di quella che generera 1’endosperma triploide.
Prendono parte alla formazione del tegumento anche il rafe e la calaza, che hanno, pero, come
funzione primaria quella di permettere alla pianta madre di trasportare acqua e nutrienti verso il
seme, in modo simile al cordone ombelicale nei mammiferi placentati. Talvolta, all’interno della
porzione spaziale delimitata dal tegumento, ci possono essere dei rimasugli della nucella, il tessuto
principale dell’ovulo. Quando queste cellule sono presenti in modo relativamente abbondante e
contengono sostanze di riserva, esse prendono il nome di perisperma. L’endosperma ¢ un tessuto di
riserva che ¢ presente in molti semi, detti endospermici, ma che pud essere quasi del tutto
consumato in altri al termine dello sviluppo. In questi casi I’interno del seme ¢ sostanzialmente
occupato solo dal volume dell’embrione. L’embrione (Fig. 4) ¢ situato nella porzione piu interna del
seme ed ¢ orientato in senso opposto al micropilo, consentendogli cosi di poter penetrare piu
facilmente il tegumento del seme. L’embrione delle piante dicotiledoni ¢ dotato di due abbozzi
fogliari, detti cotiledoni, mentre in quello delle piante monocotiledoni ve ne ¢ solo uno. Quando un
seme ¢ privo di endosperma e perisperma, o comunque questi scarseggiano, le sostanze nutritive
sono contenute all’interno dell’embrione stesso. L’embrione ¢ costituito, oltre che dai cotiledoni,
anche da una porzione mediana detta ipocotile, alle cui estremita sono presenti due meristemi
apicali: quello orientato verso il micropilo andra a formare la radichetta, mentre quello situato nei
pressi dei cotiledoni andra a formare il fusto (Boesewinkel & Bouman, 1984). Durante il periodo di
maturazione, il seme riceve il nutrimento dalla pianta madre e in questo periodo acquisisce anche le
caratteristiche strutturali e fisiologiche che gli consentono di resistere nell’ambiente fino alla
germinazione. Cio che gli consente di sopravvivere non ¢ altro che uno stato di quiescenza in cui il

seme rallenta in modo drastico il suo metabolismo (Miintz, 1982).
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Figura 3. Rappresentazione schematica della struttura anatomica di un seme (Fonte: Boesewinkel

& Bouman, 1984).
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Figura 4. Rappresentazione schematica dell’anatomia dell’embrione (Fonte: Pasqua et al., 2015).

Dormienza e quiescenza

Per poter germinare, il seme deve trovarsi in adeguate condizioni ambientali e nel giusto stato
fisiologico e, affinché questo sia possibile, la germinazione deve essere impedita da uno stato di
dormienza o di quiescenza e il seme deve essere in grado di rimanere vitale per lungo tempo
(Murdoch & Ellis, 2000). Si parla di quiescenza quando il seme non germina a causa dell’assenza

delle adeguate condizioni ambientali (Murdoch & Ellis, 2000). Questa comporta un rallentamento
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nel metabolismo ed ¢ possibile grazie a meccanismi che consentono la resistenza al disseccamento

(Walters & Pence, 2021). La dormienza ¢, invece, una condizione che blocca la germinazione

nonostante il seme sia imbibito e vi siano condizioni di temperatura e umidita del suolo favorevoli

alla germinazione (Murdoch & Ellis, 2000). La dormienza ¢ di fondamentale importanza, in quanto

impedisce all’embrione, che potrebbe non essere ancora perfettamente sviluppato, di germinare

quando il seme ¢ ancora vincolato alla pianta madre o subito dopo la dispersione (Murdoch & Ellis,

2000). Al termine della dispersione, il seme pud perdere gradualmente la dormienza e questo

processo ¢ definito “post-maturazione” (“after-ripening”). Esistono diverse tipologie di dormienza:

Dormienza fisica: questa tipologia di dormienza ¢ caratterizzata dall’impossibilita del seme
di imbibirsi. Questo avviene a causa della presenza di un tegumento impermeabile duro che
riveste il seme (Baskin & Baskin, 2000). Tale condizione puo essere superata, in laboratorio,
attraverso la scarificazione, che consiste nel danneggiamento di tale tegumento
impermeabile al fine di consentire al seme di assorbire I’acqua e germinare (Long et al.,
2015). Questa tipologia di dormienza ¢ comune nei semi di molte Fabaceae e potrebbe
essere superata attraverso molteplici cicli di gelo e disgelo nelle piante artico-alpine
(Jaganathan et al., 2020).

Dormienza fisiologica: in questo caso la germinazione ¢ impedita dell’inadeguatezza del
bilancio di determinati fitormoni endogeni (Long et al., 2015). I due fitormoni principali che
sono coinvolti nel processo di germinazione e di dormienza fisiologica sono I’acido
gibberellico (GA) e ’acido abscissico (ABA). L’ABA ¢ noto per essere un repressore della
germinazione, mentre il GA la promuove (Feurtado & Kermode, 2007). Il rapporto tra questi
ormoni puo essere modificato da fattori ambientali come luce, temperatura e umidita del
suolo (Long et al., 2015). Nelle piante artico-alpine, 1 semi, per interrompere la dormienza,
devono essere sottoposti a condizioni di basse temperature (Baskin & Baskin, 2000). In
laboratorio questo processo prende il nome di stratificazione fredda e simula le condizioni
ambientali invernali: questo meccanismo di dormienza permette quindi al seme di
sincronizzare la germinazione con la primavera, in modo tale da evitare che la piantina
possa morire a causa di gelate improvvise a cui sarebbe sottoposta se germinasse all’inizio
dell’autunno, subito dopo la dispersione, quando, comunque, le condizioni di temperatura e
umidita potrebbero risultare idonee per la germinazione (Bernareggi et al., 2016; Mondoni et
al., 2018).

Dormienza morfologica: questa modalita di dormienza ¢ dovuta al fatto che al momento
della dispersione, gli embrioni contenuti nei semi di molte specie, non sono ancora
completamente sviluppati e, dunque, hanno bisogno di ulteriore tempo per completare il loro
sviluppo (Long et al., 2015). Vi sono semi in cui I’embrione, al momento della dispersione,
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possiede gia radichetta e cotiledoni ben distinguibili, ma che sono ancora troppo piccoli,
mentre in altre specie 1’embrione, durante la dispersione, appare ancora come una massa di
cellule non differenziate (Baskin & Baskin, 2000).

e Dormienza morfo-fisiologica: talvolta I’embrione puo essere ostacolato nella germinazione
sia a causa di un errato bilancio ormonale, che dallo stato del suo sviluppo morfologico,
rientrando quindi in questa categoria di dormienza (Baskin & Baskin, 2000; Long et al.,
2015).

e Dormienza combinata: in questo caso la germinazione ¢ impedita sia da cause ormonali che
dalla presenza di un tegumento duro ed impermeabile che ne impedisce 1’imbibizione.
Questa condizione ¢ dunque il risultato della combinazione di dormienza fisica e fisiologica
(Long et al., 2015). In alcune specie, la dormienza fisica viene interrotta prima di quella

fisiologica, mentre in altre accade 1’opposto (Baskin & Baskin, 2000).

Talvolta, in presenza di condizioni ambientali sfavorevoli alla germinazione, un seme che ha perso
la dormienza fisiologica, per via dell’assorbimento di acqua, pud riacquistarla e questa prende il
nome di dormienza secondaria (Murdoch & Ellis, 2000). La dormienza secondaria pud essere
acquisita da semi sottoposti a condizioni di anaerobiosi, con scarsa presenza di O e elevati livelli di
CO2, ma anche quando sono sottoposti a temperature piu alte di quelle ottimali per la loro
germinazione (Murdoch & Ellis, 2000). Tale fenomeno pud causare anche cicli annuali di

dormienza secondaria (Murdoch & Ellis, 2000; Long et al., 2015).

Germinazione

La germinazione ¢ un processo complesso durante il quale il seme deve recuperare lo stato di
idratazione dopo aver passato diverso tempo in uno stato di essiccamento, deve riprendere in fretta a
svolgere il proprio metabolismo e portare a termine gli eventi cellulari fondamentali al fine di far
emergere una radichetta da parte dell’embrione e consentire a questo di stabilirsi nel suolo
formando una piantina che poi potra crescere e riprodursi a sua volta (Nonogaki et al., 2010). La
germinazione avviene quando le condizioni ambientali sono adeguate allo stabilimento della
piantina e quando lo stato morfologico, fisico e fisiologico del seme consentono al processo di
avvenire (i.e. quando non vi ¢ dormienza). Le condizioni ambientali che piu influenzano la
germinazione sono la temperatura, I’umidita del suolo, la luce e I’ossigenazione (Long et al., 2015).
La germinazione inizia con I’imbibizione del seme, cio¢ con I’assorbimento di acqua da parte delle
cellule che formano il seme e si completa con la fuoriuscita dell’embrione che, nella maggior parte
delle specie, emerge dapprima con la protrusione della radichetta (Nonogaki et al., 2010).

Inizialmente, quindi, il seme assorbe una grande quantita d’acqua in un tempo relativamente
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ristretto, consentendo a tutte le matrici e alle cellule di idratarsi completamente (Phase I, Fig. 5). A
cio segue un periodo (Phase II, Fig. 5) in cui I’assorbimento di acqua ¢ minore e decisamente piu
lento. Se il seme, arrivato a questo punto, ¢ dormiente o ¢ morto, il suo contenuto d’acqua non
varia, mentre se ¢ vivo € non dormiente entra nell’ultima fase (Phase III, Fig. 5). In questa parte del
processo I’assorbimento di acqua aumenta nuovamente a causa dell’aumento del numero di cellule
della radichetta che sta crescendo e del loro accrescimento in volume (Nonogaki et al., 2010). Tutto
cio che ¢ necessario per la ripresa del metabolismo cellulare, soprattutto per quanto riguarda la
sintesi proteica, ¢ gia insito nel seme al termine della maturazione, ma le reazioni possono
ricominciare ad avvenire solo a seguito di un’adeguata imbibizione. I primi processi a dover essere
portati a termine sono il ripristino dei mitocondri, che durante I’essiccamento potrebbero essersi
ridotti in numero ed aver subito dei danni, e la riparazione del DNA, anch’esso soggetto a danni
durante la fase di essiccamento (Nonogaki et al., 2010). La conoscenza di questi meccanismi pre-
germinativi ha permesso di sviluppare delle tecniche che migliorino la qualita del seme durante lo
stoccaggio per lunghi periodi. Queste tecniche prendono il nome di “seed priming” e sfruttano una
imbibizione controllata che consenta al seme di eseguire questi processi riparativi, ma senza
consentirgli di germinare o di perdere la resistenza all’essiccamento (Paparella et al., 2015). Un
altro processo importante che deve avvenire all’inizio del processo di germinazione, subito dopo
I’idratazione, ¢ la ripresa del metabolismo energetico e per fare cio il seme deve possedere dei
mitocondri con degli enzimi funzionanti: a tale scopo, nelle cellule dell’embrione sono presenti
delle proteine che consentono il mantenimento delle strutture e delle membrane cellulari dette LEA
(Late Embryo Abundant proteins) (Nonogaki et al., 2010). Oltre al ciclo di Krebs e alla
fosforilazione ossidativa, due delle vie metaboliche piu attive nelle prime fasi della germinazione
sono la glicolisi e la via dei pentosi fosfati. La glicolisi ¢ utilizzata in caso di pseudo-anossia,
mentre, al contrario, la via dei pentosi fosfati ¢ piu utilizzata in caso di presenza di ossigeno
(Nonogaki et al., 2010). L’imbibizione, tuttavia, porta anche ad una rapida produzione di ROS
(reactive oxigen species) che possono essere dannose per la cellula. Vi sono, quindi, numerosi
enzimi che possono proteggere le diverse componenti cellulari da questi radicali particolarmente
reattivi (Nonogaki et al., 2010). Durante la fase di quiescenza le attivita di trascrizione e traduzione
sono pressoché nulle, quindi, affinché le cellule embrionali possano far fronte a queste
problematiche e soddisfino le esigenze principali all’inizio dell’imbibizione, durante la maturazione
dei semi sulla pianta madre, vengono prodotti degli mRNA che si conservano fino all’imbibizione e
che sono in grado di codificare sin da subito per delle proteine e degli enzimi essenziali a svolgere i
primi processi vitali. I processi di trascrizione tornano poi ad attivarsi alla fine della prima fase
(Nonogaki et al., 2010). Un’altra importante caratteristica del processo di germinazione ha a che

vedere con il rapporto tra specifici ormoni all’interno delle cellule embrionali: in particolare, 1 due
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ormoni che hanno un ruolo piu determinante per la germinazione sono 1’acido gibberellico (GA),
che la promuove, e 1’acido abscissico (ABA), che la inibisce (Feurtado & Kermode, 2007). La
presenza di condizioni termiche che eccedono quelle richieste per la germinazione, in Arabidopsis
thaliana stimolano la biosintesi di ABA e inibiscono quella di GA (Toh et al., 2008). L’ABA ¢
inoltre in grado di inibire, di per sé, la biosintesi di GA e ne promuove la disattivazione (Seo et al.,
2006). Il rapporto tra questi due ormoni puo essere alterato anche da altri fattori ambientali oltre alla
temperatura (Long et al., 2015). L’interazione tra i fattori ambientali e lo stato fisiologico
dell’embrione ¢ cio che determina o meno il passaggio alla terza fase, che conduce alla fine del
processo di germinazione (Nonogaki et al., 2010). L’espansione e la protrusione della radichetta
embrionale sono facilitate attraverso una combinazione tra I’allentamento della resistenza delle
pareti delle cellule che costituiscono i tessuti piu esterni del seme e 1’aumento del turgore delle
cellule embrionali. Questi due processi potrebbero coinvolgere enzimi come espansine, idrolasi e
cellulasi, che ammorbidiscono le pareti cellulari, e proteine intrinseche della membrana plasmatica
e del tonoplasto, che fungono da canali per il passaggio dell’acqua (Nonogaki et al., 2010).
L’allungamento della radichetta non ¢ dovuto all’attivita proliferativa del meristema apicale
radicale, bensi, in Arabidopsis thaliana, ¢ stato scoperto che ¢ dovuto all’espansione di alcune
cellule dell’ipocotile, una regione compresa tra i due meristemi apicali. L’allungamento non ¢
dovuto alla mitosi, bensi all’aumento in volume di queste cellule, il cui contenuto di DNA aumenta
a causa di processi di endoreduplicazione senza divisione cellulare. La mitosi ¢, infatti, un processo

che avviene in seguito al completamento della germinazione (Sliwinska et al., 2009).
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Invecchiamento

Il seme, durante il suo periodo di persistenza nel suolo, per poter sopravvivere fino all’avvento di
condizioni favorevoli alla sua germinazione, non puod fare affidamento solo sul rallentamento del
metabolismo dovuto alla quiescenza, ma deve essere anche in grado di preservare la sua vitalita: la
resistenza all’invecchiamento consente, quindi, al seme di poter rimanere vitale piu a lungo nel
suolo (Long et al., 2015). L’invecchiamento, attraverso reazioni di deterioramento, porta, infatti, ad
una perdita di vitalita che, in ultimo luogo, si traduce nella perdita della capacita di germinazione e,
quindi, alla morte dell’embrione (Murdoch & Ellis, 2000). La maggior parte delle specie di
angiosperme conosciute produce semi in grado di resistere al disseccamento e questo gli consente di
migliorare la loro capacita di resistere all’invecchiamento, in quanto un minore contenuto in acqua
rallenta le reazioni biochimiche di deterioramento (Nadarajan et al., 2023; Corbineau, 2024). I semi
in grado di tollerare il disseccamento sono stati definiti come “ortodossi” e questa loro capacita ¢
ampiamente sfruttata in termini conservazionistici. Tale abilita ¢ possibile grazie ad una serie di
adattamenti, che consentono al citoplasma di passare da uno stato liquido/gelatinoso, ad uno solido
amorfo, meglio definito come vetroso, in quanto non sono presenti strutture cristalline (Nadarajan et
al., 2023). Lo stato vetroso impedisce la mobilita alle molecole, rallentando, di conseguenza,
I’avvenimento delle reazioni chimiche, tra cui quelle associate alla perdita di vitalita del seme
(Long et al., 2015; Nadarajan et al., 2023). La capacita delle membrane di resistere allo stress
idrico, che porterebbe alla loro deformazione e a conseguente danneggiamento, ¢ possibile grazie ad
alcune proteine chiamate LEA (Late Embryo Abundant), mentre la formazione della matrice
vetrosa ¢ consentita dall’accumulo di zuccheri non riducenti (Long et al., 2015). Oligosaccaridi
come il raffinosio, inoltre, sono in grado anche di proteggere proteine e fosfolipidi da danni dovuti
al calore e al disseccamento e sono importanti mediatori che regolano la fluidita e la stabilita delle
membrane (Long et al., 2015). Altre molecole che possono essere implicate in meccanismi di
resistenza all’invecchiamento sono gli heat-shock factors (HSF) e le heat-shock proteins (HSP)
(Mondoni et al., 2014; Long et al., 2015). Alcune proteine, inoltre, potrebbero risultare utili non
tanto in quanto riparatrici attive, ma perché potrebbero tamponare la degradazione di altre
macromolecole pitt importanti sostituendosi a queste come bersaglio dei danni (Long et al., 2015).
Questi danni potrebbero essere dovuti anche alla presenza di specie reattive dell’ossigeno (ROS),
che sono, infatti, alla base di diverse reazioni di degradazione nei semi (Long et al., 2015;
Nadarajan et al., 2023). L’accumulo di antiossidanti incrementa, quindi, la capacita di resistenza
all’invecchiamento dei semi: molecole come il glutatione, 1’acido ascorbico, e il tococromanolo ed
enzimi quali la catalasi e la superossido-dismutasi sono biomarker di resistenza al deterioramento
(Long et al., 2015; Nadarajan et al., 2023). La longevita dei semi puo essere inoltre modulata in

modo epigenetico dall’ambiente: diversi studi hanno dimostrato che le condizioni ambientali, in
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particolar modo temperatura e precipitazioni, in cui si trova la pianta madre durante il periodo pre-
zigotico hanno un’influenza sulla longevita dei semi che produce (Kochanek et al., 2010; Kochanek
et al., 2011; Mondoni et al., 2014). Nel momento in cui il seme si separa dalla pianta madre, i
principali fattori ambientali che influenzano la sua longevita sono la temperatura, il suo contenuto
d’acqua e I’ossigenazione (Ellis, 2022; Nadarajan et al., 2023). L’equazione di vitalita definita da
Ellis & Roberts (1980) mostra come o, che ¢ inversamente proporzionale alla pendenza della curva
di longevita (-1/ o), sia dipendente da temperatura e contenuto in acqua. Secondo 1’equazione a
temperature maggiori € a maggiori contenuti d’acqua, il seme perde vitalitd piu rapidamente.
Questo ¢ dovuto al fatto che queste due condizioni facilitano 1’avvenimento delle reazioni di
degradazione (Nadarajan et al., 2023; Corbineau, 2024). Tuttavia, questa equazione presenta dei
limiti: la formula sembra, infatti, fittare bene con un ampio intervallo di temperature, da 90°C a -
13°C. Al di sotto di questo valore la longevita non incrementa piu in modo considerevole e per
questo, Dickie et al. (1990) affermano che 1’equazione non possa essere utilizzata con temperature
inferiori ai -20°C. In modo simile, esistono dei limiti anche per quanto riguarda il contenuto
d’acqua: anche in questo caso, infatti, al di sotto di un contenuto d’acqua parti al 2-6% (la
percentuale varia a seconda del contenuto in oli nel seme) la longevita non incrementa ulteriormente
(Ellis, 2022). Per quanto riguarda il limite superiore della formula considerando il contenuto
d’acqua, questo si trova tra il 15 e il 28% a seconda del contenuto di oli (Ellis, 2022). Al di sopra di
questa soglia, il comportamento ¢ duplice e dipende dalla concentrazione di ossigeno: se
I’ossigenazione ¢ sufficiente a consentire la respirazione, la longevita tende ad aumentare,
probabilmente per via del fatto che il seme, aumentando il suo contenuto d’acqua, pud avviare
alcuni meccanismi di riparazione dei danni. Se, invece, le condizioni di ossigenazione sono scarse,
la longevita potrebbe diminuire fino a raggiungere un valore minimo (Ellis, 2022). Sia il protocollo
di invecchiamento accelerato utilizzati negli esperimenti di valutazione di longevita, sia i protocolli
di trattamento e conservazione dei semi utilizzati nelle banche del germoplasma, sono basati su

queste conoscenze (Nadarajan et al., 2023).

2.3. 1l corotipo artico-alpino

In biogeografia, con il termine “corotipo”, o, piu propriamente, “corotipo globale”, si indica un
gruppo di specie che possiedono una simile distribuzione geografica, indipendentemente dalla loro
storia biogeografica (Fattorini, 2016). Il corotipo artico-alpino comprende, quindi, specie che si
trovano nella regione artica o in aree montane a quote particolarmente elevate (e.g. sulle Alpi). Le
piante che abitano questi ambienti sono adattate a resistere a temperature molto rigide, che possono

minacciare la loro vita in modo piu o meno diretto. Il modo piu efficace per superare un problema ¢
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quello di evitarlo, quindi, I’evitamento ¢ la prima opzione per rispondere al clima che le piante che
abitano questi luoghi adottano. Questo pud essere ottenuto attraverso tre principali modalita:
adattamenti nella fenologia, nella morfologia oppure attraverso la “scelta” di microhabitat con
condizioni meno avverse (Komer & Keorner, 1999). Gli adattamenti fenologici consistono nella
sincronizzazione delle diverse fasi vitali con la durata della stagione estiva, unica stagione con un
clima favorevole alla sopravvivenza, soprattutto nell’Artico. Nella regione artica, la stagione
vegetativa ¢ decisamente breve e questo comporta che le piante debbano completare il loro ciclo
vitale spesso in meno di tre mesi (Peterson, 2014). Tuttavia, proprio a causa della brevita della
stagione favorevole, sia nell’Artico che in alta montagna, ¢ raro imbattersi in specie annuali ed ¢
molto pit comune trovare specie perenni. Queste ultime, soprattutto nella regione artica, sfruttano
piu stagioni per ottenere sufficienti risorse per completare il loro ciclo riproduttivo, data la limitata
durata annuale che I’ambiente gli consente per lo svolgimento della fotosintesi (Peterson, 2014).
Alcune specie, inoltre, hanno superato il problema eliminando la fase di germinazione, ricorrendo a
pseudoviviparia o alla produzione di bulbilli. Nell’Artico, inoltre, vi sono diverse specie che danno
la priorita alla riproduzione vegetativa, in quanto questa richiede un minore investimento energetico
ed ¢ meno rischiosa rispetto a quella sessuale (Korner & Kéorner, 1999; Peterson, 2014). Molte
specie, inoltre, formano anche delle gemme al termine della stagione vegetativa che poi serviranno
all’inizio della successiva estate, consentendo alla pianta di sfruttare da subito la luce solare e di
poter fiorire prima, senza dover accumulare risorse nella stagione corrente, ma sfruttando quelle
accumulate nell’estate precedente (Billings & Mooney, 1968; Peterson, 2014). Questo adattamento
morfologico si accompagna spesso a forme biologiche prostrate, o comunque, non molto rialzate
rispetto al livello del suolo. Le gemme, infatti, spesso si trovano poco al di sotto della superficie del
suolo, dove possono essere maggiormente protette dalle temperature fredde che caratterizzano
I’ambiente artico e quello alpino (Koérner & Keorner, 1999; Peterson, 2014). Alcune specie
formano, inoltre, dei “cuscinetti” che aiutano a trattenere il calore assorbito dal suolo, ed evitano
che la pianta subisca danni gravi a causa del forte vento gelido. Le forme prostrate, oltre ad essere
piu vicine al suolo, e, dunque, a beneficiare del calore che questo emana, sono avvantaggiate anche
durante I’inverno, in quanto il manto nevoso, anche se non eccessivamente spesso, riesce a
proteggere le loro gemme e i loro meristemi dal vento e li isola dalle basse temperature dell’aria
(Korner & Kéorner, 1999; Peterson, 2014). Le piante che abitano in aree con manti nevosi spessi,
tuttavia, si trovano davanti ad una trade-off, in quanto la neve le protegge si dal freddo, ma ritarda
anche D’inizio della stagione estiva, dato che, affinché la pianta cominci a svolgere attivita
metaboliche, questa si deve sciogliere (Peterson, 2014). Un ulteriore adattamento morfologico che
alcune specie presentano ¢ la presenza di pubescenza. I peli sono, infatti, in grado di intrappolare

uno strato d’aria che puo isolare la superficie della pianta dalle temperature rigide dell’aria
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circostante ed evita che questa possa perdere calore per convezione, soprattutto quando c¢’¢ vento
(Peterson, 2014). La pubescenza puo presentarsi anche sui fiori, dove svolge non solo una funzione
di protezione dal freddo per le parti sessuali, ma pud risultare anche attrattiva per alcuni
impollinatori che cercano un po’ di calore (Peterson, 2014). In ambiente alpino, la pubescenza puo,
inoltre, avere un effetto protettivo dalle radiazioni UVB solari nel periodo estivo (Korner &
Kéorner, 1999). 1l freddo ha un impatto anche sui processi biochimici che la pianta svolge, in
quanto le basse temperature possono alterare la funzionalita o ’efficienza di alcuni enzimi e, in
alcuni casi, le piante possono rispondere incrementando la quantita di enzima prodotto (spesso
succede con I’enzima RuBisCO) (Peterson, 2014). Tuttavia, questa risposta richiede piu azoto e,
poiché, soprattutto nell’Artico, i nutrienti sono scarsi a causa del basso tasso di decomposizione
dovuto al freddo (Nemergut et al., 2005), questo potrebbe generare stress. Per sopperire al
problema, quindi, le piante artiche sono in grado di aumentare la fluidita di membrana
incrementando il numero di doppi legami nelle code degli acidi grassi che costituiscono le
membrane plasmatiche (Peterson, 2014). In tal modo, le piante riescono ad assorbire piu facilmente
1 nutrienti non appena il ghiaccio del suolo si scioglie. Per facilitare 1’assunzione di nutrienti, spesso
le piante si avvalgono di associazioni con micorrize (Peterson, 2014). Inoltre, per evitare di dover
competere con altre specie per i nutrienti del suolo, le piante artiche possono contare su un ottimo
sistema di economia circolare: sono, infatti, in grado di recuperare gran parte dei nutrienti dai
tessuti in senescenza (Peterson, 2014). In aggiunta, ¢ stato scoperto che le piante che abitano
I’Artico sono, talvolta, in grado di assimilare direttamente gli amminoacidi dal suolo, evitando
quindi di dover aspettare che questi vengano mineralizzati dai microrganismi e di doverli
sintetizzare nuovamente spendendo energie preziose (Peterson, 2014). Le radici delle piante artiche
sono sottoposte, inoltre, ad un altro stress all’inizio della stagione estiva: quando il ghiaccio del
suolo e la neve si sciolgono, I’acqua forma spesso uno strato che ricopre il suolo, allagandolo.
Questo avviene a causa del ghiaccio e del permafrost degli strati inferiori, che rallenta
considerevolmente 1l drenaggio dell’acqua verso gli strati inferiori (Nemergut et al., 2005).
L’accumulo di acqua impedisce alle radici di ricevere sufficiente ossigeno e, dunque, molte specie
che abitano le cosiddette “wetlands” sono dotate di aerenchima nelle radici (Peterson, 2014). Nel
momento in cui provare ad evitare il gelo non risulta piu sufficiente, le piante artico-alpine sono
costrette ad attuare dei meccanismi per sopravvivere alle basse temperature. Le principali strategie
adottate sono principalmente tre: il controllo della posizione della pianta in cui far formare il
ghiaccio, I’aumento di soluti nel citoplasma per diminuire ulteriormente il punto di congelamento
ed, infine, il “super-raffreddamento” (Korner & Keéorner, 1999; Peterson, 2014). Evitare che si
formi il ghiaccio nelle cellule ¢ di fondamentale importanza, in quanto la trasformazione dell’acqua

in ghiaccio ¢ caratterizzata da un aumento in volume, contrariamente a quanto accade per altre

16



sostanze. Questo causerebbe quindi uno stress meccanico alla cellula, che rischierebbe di rompersi
in modo irreversibile (Peterson, 2014). La formazione del ghiaccio, inoltre, causa stress idrico, che
ha importanti ripercussioni sulla funzionalita di diverse proteine, la cui struttura terziaria e le cui
attivita sono strettamente legate alla presenza di acqua nella cellula (Peterson, 2014). Le piante sono
in grado di spostare 1’acqua negli spazi intercellulari (apoplasto), evitando cosi la formazione di
ghiaccio intracellulare, che sarebbe letale per le cellule (Korner & Keéorner, 1999; Peterson, 2014).
Questa pratica, tuttavia, richiede comunque un certo grado di tolleranza allo stress idrico da parte
del protoplasto, soprattutto per quanto riguarda il mantenimento della stabilita delle membrane, che
puo essere ottenuto grazie a una particolare composizione fosfolipidica delle membrane stesse € con
I’aiuto di sostanze adesive come il raffinosio e il trealosio (Korner & Keorner, 1999). Per evitare la
formazione del ghiaccio nelle cellule, un secondo meccanismo utilizzato dagli organismi vegetali €
I’accumulo di soluti, in particolar modo di proteine e zuccheri, all’interno del citoplasma, in modo
da abbassare il punto di congelamento della soluzione (Peterson, 2014). Uno dei meccanismi piu
interessanti per opporsi al congelamento ¢ sicuramente il cosiddetto “super-raffreddamento’: questo
adattamento consiste nell’evitare che possa avvenire il processo di nucleazione (Korner & Kéorner,
1999; Peterson, 2014). La nucleazione ¢ il processo che da inizio alla formazione di un cristallo (in
questo caso di ghiaccio) e necessita di un punto di partenza in termini spaziali e molecolari, detto
agente nucleante (Peterson, 2014). Rimuovendo eventuali agenti nucleanti attorno a cui puo iniziare
la cristallizzazione, si ritarda la formazione del ghiaccio, fino a che non vengono raggiunte
temperature estremamente basse, per le quali la formazione dei cristalli ¢ inevitabile. Lo stato di
super-raffreddamento pone, pero, la pianta in una situazione molto rischiosa, in quanto ¢ sufficiente
che venga introdotto un agente nucleante o che le temperature scendano al di sotto del punto di
super-raffreddamento affinché la cristallizzazione possa iniziare e procedere a ritmi rapidi, prima
che le cellule siano in grado spostare 1’acqua nell’apoplasto (Kdrner & Kéorner, 1999; Peterson,
2014). Questi meccanismi, uniti alla posizione strategica dei meristemi, che, in ambiente alpino, si
trovano tanto piu vicini al suolo tanto piu si sale di quota e, nell’Artico, possono trovarsi anche
alcuni centimetri al di sotto della superficie (Korner & Kéorner, 1999), sono in grado di permettere
alle piante che abitano in territori molto freddi di resistere alle drastiche condizioni climatiche
invernali e di poter vegetare nuovamente nella stagione successiva. Anche i semi presentano
adattamenti contro la formazione del ghiaccio nelle cellule che costituiscono 1’embrione e che,
quindi, sono di fondamentale importanza per garantire il successo riproduttivo in zone come
I’Artico o le quote elevate, in cui le temperature, soprattutto invernali, sono decisamente rigide. Il
primo adattamento contro il gelo ¢ la dormienza fisica, che impedisce al seme di ricevere
fisicamente acqua dall’ambiente fino a che il duro tegumento esterno, che ¢ impermeabile, non

viene scalfito: in questo modo si impedisce la formazione del ghiaccio nell’embrione grazie alla
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prevenzione dell’imbibizione, mantenendo il seme asciutto internamente (Jaganathan et al., 2020).
Il tegumento pud essere penetrato dall’acqua in seguito a cicli di scioglimento e congelamento
(Baskin et al., 2000), che sono comuni alla fine dell’inverno, anche se il numero di cicli richiesto
puo variare da specie a specie e alcuni semi possono dover aspettare piu stagioni invernali per
germinare (Jaganathan et al., 2020). Oltre a questo, il super-raffreddamento puo essere raggiunto
anche dai semi, anche se la formazione di ghiaccio ¢ inevitabile al sotto dei -41,15°C per via della
formazione omogenea di ghiaccio (Jaganathan et al., 2020). Un ulteriore meccanismo ¢ lo
spostamento di acqua negli spazi extracellulari, soprattutto nei tessuti piu esterni del seme: in questo
modo, I’eventuale formazione di ghiaccio ¢ extracellulare ed ¢ limitata a questi tessuti, a meno che
vi siano temperature particolarmente rigide, preservando cosi I’embrione dai danni dovuti alla
formazione di ghiaccio nelle sue cellule (Jaganathan et al., 2020). La formazione di ghiaccio
extracellulare, che segue, comunque, il superamento del limite di temperatura del super-
raffreddamento, richiama acqua dall’interno delle cellule, che quindi migra verso ’esterno per via
del gradiente di pressione di vapore che si ¢ sviluppato tra I’interno e 1’esterno della cellula
(Jaganathan et al., 2020). Questo implica, quindi, anche una certa tolleranza al disseccamento da
parte delle cellule dell’embrione. Tuttavia, I’embrione ¢ ulteriormente preservato dalla formazione
di ghiaccio grazie a questo meccanismo, perché la formazione di ghiaccio nei tessuti esterni ¢ un
processo esotermico (I’entropia dell’acqua diminuisce quando passa allo stato solido, quindi il
processo deve liberare calore per via del secondo principio della termodinamica) aumentando la
temperatura dell’embrione. In questo modo I’embrione ha un intervallo di temperature che gli
consentono di sopravvivere aumentato (Jaganathan et al., 2020). Questo adattamento ¢ strettamente
legato alla capacita del seme di spostare il suo contenuto d’acqua verso 1 tessuti piu periferici
(perisperma) e, di conseguenza, risulta inefficace nel momento in cui il tasso di raffreddamento
imposto dalle temperature ambientali eccede la velocita del seme nello svolgere tale processo: con
velocita di raffreddamento inferiori ai 4°C/h (ogni ora la temperatura diminuisce di 4°C o meno) il
seme ¢ in grado di sopravvivere, mentre se la velocita di raffreddamento aumenta, la formazione di
ghiaccio nelle cellule embrionali diventa inevitabile (Jaganathan et al., 2020). Alcune specie artiche,
inoltre, hanno sviluppato un adattamento per il quale la dispersione dei semi non avviene in
autunno, ma alla fine dell’inverno, evitando quindi che il seme sia direttamente esposto a condizioni

termiche molto drastiche potendo contare sulla protezione da parte del frutto. (Bell & Bliss, 1980).
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2.4. Longevita dei semi artico-alpini

La diversita floristica della regione artica e di quella alpina sono entrambe messe a rischio a causa
del riscaldamento globale (Parolo & Rossi, 2008; Niskanen et al., 2019). La conservazione ex situ
dei semi delle specie vegetali che abitano queste aree risulta, quindi, necessaria per poter preservare
da eventuali estinzioni tali piante. Il principale problema legato a questa pratica risiede nell’assenza
di sufficienti conoscenze sul tempo in cui questi semi possono rimanere vitali all’interno delle
banche. A tal proposito ¢ stato sviluppato un protocollo di invecchiamento accelerato (Davies &
Probert, 2004; Newton et al., 2014) per stimare la longevita dei semi, anche grazie a studi sul
processo di invecchiamento e sui fattori che lo influenzano: Ellis & Roberts (1980) hanno, infatti,
definito un’equazione in grado di stimare I’andamento della vitalita dei semi “ortodossi” nel corso
del tempo e hanno affermato che la longevita dei semi dipende dalla temperatura in cui sono
stoccati ¢ dal loro contenuto interno d’acqua. Il protocollo di invecchiamento prevede, infatti,
elevate temperature (45°C) e umidita relativa del 60%, la quale dovrebbe consentire al seme di
mantenere un buon contenuto d’acqua (Nadarajan et al., 2023), entrambi fattori che, favorendo
I’avvenimento delle reazioni biochimiche, accelerano il processo di invecchiamento. Il contenuto
d’acqua di un seme, data una specifica temperatura ¢ uno specifico contenuto in oli, puo essere
stimato misurando I’umidita relativa dell’ambiente in cui si trova seguendo delle isoterme (Bradford
et al., 2016) (Fig. 6). Lo studio di invecchiamento accelerato condotto da Probert et al. (2009) sui
semi di 195 specie di piante provenienti da svariate regioni del mondo, ha mostrato che 1 semi di
piante provenienti da zone piu calde e aride sono piu longevi di quelli raccolti in aree fredde e
umide. I modelli presentati da Probert et al. (2009) spiegano solo una piccola parte della variabilita
dei dati, ma sono comunque statisticamente significativi. Questa relazione si ¢ dimostrata essere
vera, nello specifico, anche per 1 semi delle piante alpine: nello studio di Mondoni et al. (2011) ¢
emerso, infatti, che i semi delle piante alpine erano poco longevi, soprattutto se confrontati con semi
provenienti dalla Pianura Padana; in alcuni casi, peraltro, ¢ stato possibile svolgere il confronto
anche tra semi appartenenti alle stesse specie diffuse in entrambi le aree. La differenza nella
longevita ¢ stata attribuita al fatto che i semi delle piante di pianura avevano una vitalita iniziale piu
elevata, un tasso di deterioramento piu lento o entrambe le cose. Osservazioni piu recenti hanno
riscontrato la stessa tendenza anche in altre catene montuose (Seglias, 2022). Contrariamente a
quanto constatato da Probert et al. (2009), nel lavoro di Mondoni et al. (2011) la presenza o
I’assenza di endosperma non ha avuto un’influenza sulla longevita, mentre 1 principali fattori che
hanno determinato differenze nella resistenza all’invecchiamento sono stati la temperatura media
annuale, le precipitazioni totali annuali e le precipitazioni durante il periodo riproduttivo.

Nonostante 1 semi delle piante alpine si siano dimostrati poco longevi in termini generici, ¢ stata
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riscontrata una variabilita piuttosto ampia nell’intervallo di pso (il pso € una variabile molto
utilizzata per stimare la longevita dei semi e indica il tempo impiegato da un lotto di semi per
raggiungere il 50% di germinazione): i valori variano, infatti, tra 4,7 e 95,4 giorni, suggerendo
quindi che vi siano anche ulteriori fattori, oltre a clima e tassonomia, a determinare differenze nella
longevita. Per quanto riguarda le specie di piante che abitano I’Artico, in letteratura non sono
presenti studi che abbiano testato la longevita dei loro semi. Uno studio di Mondoni et al. (2018) ha
pero testato la longevita di diversi lotti di semi di Silene suecica, provenienti da diverse parti
d’Europa, tra cui anche stazioni in Svezia e Norvegia, entrambe piu a nord del 60° parallelo e,
quindi, nella regione subartica. Il lotto di semi raccolto in Norvegia ha mostrato il tasso di
deterioramento piu veloce e quindi i semi sono risultati essere poco longevi; diversa, invece, la
situazione per i semi svedesi, che non hanno mostrato grandi differenze per quanto riguarda la
resistenza all’invecchiamento con semi raccolti in Spagna e sulle Alpi. La longevita dei semi delle
specie abitanti la regione artica necessita, quindi, di approfondimento, soprattutto in virtu del fatto
che, secondo le stime, I’artico sara una delle parti del pianeta in cui il riscaldamento globale avra

ripercussioni maggiori (Koenigk et al., 2020).
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Figura 6. Curve che definiscono la dipendenza del contenuto d’acqua del seme dall’'umidita
relativa. A sinistra la temperatura rimane invariata e le isoterme mostrano la variazione del rapporto
di dipendenza al variare del contenuto in oli; a destra il contenuto in oli ¢ costante e le diverse

isoterme mostrano la variazione del rapporto di dipendenza al variare della temperatura (Fonte:

Nadarajan et al., 2023).
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3. Scopo del lavoro

Lo scopo di questo studio ¢ stato quello di valutare la longevita dei semi di 17 piante artiche prese
in esame al fine di verificarne il tempo di persistenza durante la conservazione ex situ. Questo
studio contribuisce a migliorare le conoscenze sullo stato di conservazione del patrimonio floristico
della regione artica, soprattutto in vista dei cambiamenti climatici che stanno causando perdite di
biodiversita a livello globale (Malcolm et al., 2006; Habibullah et al., 2022). La correlazione tra
longevita dei semi e fattori climatici ¢ stata suggerita da diversi studi (Probert et al., 2009; Mondoni
et al.,, 2011; White et al., 2023) e, dunque, con questo studio si ¢ verificato se i1 dati raccolti in
ambiente artico fossero coerenti con quanto gia riscontrato in lavori simili su specie provenienti da
altri ecosistemi. Confrontando 1 dati di longevita dei semi artici, con quelli riscontrati in ambiente
alpino (Mondoni et al., 2011), ¢ stato, inoltre, verificato se vi erano differenze nella longevita tra
piante appartenenti al medesimo elemento corologico e, quindi, con simili esigenze ecologiche e

pressioni selettive, ma con diversa distribuzione.
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4. Materiali e metodi
4.1. Area di studio

4.1.1. Inquadramento geografico e climatico

L’area oggetto di studio ¢ la porzione di Europa attorno al Circolo Polare Artico, in latitudini
comprese tra 1 63°N e 1 78°N e longitudini che spaziano dai -22°E ai 27°E. In particolare, 1 semi
provengono da stazioni situate in Islanda, nella regione piu settentrionale della Finlandia e nelle
Isole Svalbard (Fig. 7). In questo range di latitudini, tra le stagioni, si assiste ad una profonda
differenza tra le ore di luce e quelle di oscurita: al di sopra del Circolo Polare Artico la differenza
tra ore di luce estive e invernali ¢ estremamente polarizzata. Durante gli equinozi, in particolare, si
registra il massimo divario: a Nord del Circolo, durante I’equinozio estivo, il sole illumina la
superficie terrestre per la totalita del giorno e, viceversa, all’equinozio d’inverno si hanno 24 ore di
totale oscurita (McKnight et al., 2005). Le elevate latitudini sono caratterizzate inoltre da angoli di
incidenza solare estremamente ridotti: i raggi solari sono poco inclinati rispetto alla superficie
terrestre e ai poli, questo angolo ¢ addirittura nullo. Questo comporta che la stessa quantita di
energia venga trasferita ad una superficie maggiore, riscaldando meno ciascuna unita di superficie
rispetto a quanto avviene a latitudini inferiori. Oltre a quanto appena detto, 1 raggi solari devono
anche percorrere una maggiore distanza all’interno dell’atmosfera prima di colpire la Terra,
disperdendo cosi ulteriore energia prima di giungere al suolo (McKnight et al., 2005). Tutte queste
condizioni determinate dall’assetto astronomico del nostro pianeta, fanno si che nella regione piu a
Nord del Circolo Polare Artico gli inverni siano estremamente bui e freddi, mentre le estati abbiano
molte ore di luce, ma temperature relativamente basse. L’area di studio, in generale ¢, quindi,
caratterizzata da inverni lunghi, bui e con temperature rigide, brevi stagioni di transizione e un
periodo estivo freddo con temperature che raramente superano i 10°C di media nel mese piu caldo
(Peterson, 2014; McKnight et al., 2005). Le precipitazioni sono scarse € questo ¢ dovuto alla
limitata evaporazione, che fatica ad avvenire a causa delle basse temperature, e sono piu abbondanti
nella stagione calda, specie nelle zone costiere, ma le differenze tra i diversi mesi spesso non sono
molto marcate (McKnight et al., 2005). Oltre a questo fattore, il suolo ¢ ghiacciato per gran parte
dell’anno, con lo scioglimento dello strato piu superficiale nei soli mesi estivi e, dunque, la
disponibilita di acqua ¢ abbastanza limitata per gran parte dell’anno. Tuttavia, con lo scioglimento
delle nevi e del ghiaccio in estate, questa puod essere nuovamente disponibile, anche grazie al fatto
che il permafrost degli strati di suolo piu bassi puo limitare il drenaggio dell’acqua (Weintraub &
Schimel, 2005; Nemergut et al., 2005), formando le cosiddette “wetlands” che dominano gran parte
della superficie dell’artico (Peterson, 2014). La zona ¢ anche caratterizzata da venti abbastanza forti

che consentono, percid, la sopravvivenza solo di specie vegetali erbacee o di piccoli arbusti
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(Billings & Mooney, 1968), tant’¢ che, secondo la classificazione di Koppen, si parla di clima della
tundra (codice di Koppen: ET) (McKnight et al., 2005). La tundra ¢, infatti, una zona semi-desertica
o una prateria fredda in cui I’'umidita ¢ scarsa e le estati sono corte e fredde e questo comporta che
I’habitat non possa essere colonizzato da specie arboree. Questo habitat, inoltre, essendo
caratterizzato da temperature molto rigide per gran parte dell’anno, ha un basso tasso di
decomposizione durante le stagioni fredde e quindi il suolo risulta essere povero di materia organica
sfruttabile dalle piante (Schimel et al., 1996; Nemergut et al., 2005). Ad abitare questo ambiente
particolarmente inospitale vi sono licheni, muschi, specie erbacee e piccoli arbusti. Questi
organismi completano il loro ciclo vitale molto velocemente durante 1’estate, stagione in cui non
mancano 1 fattori essenziali per la loro crescita: luce, temperature superiori agli 0°C, nutrienti e
acqua. All’interno dell’area di studio, pero, vi sono alcune regioni in cui il clima pud essere di tipo
subartico (codice di Koppen: Dfc), con temperature meno rigide, soprattutto in estate, e con venti
meno forti che consentono la formazione di foreste: questo clima, infatti, viene anche
soprannominato come clima della taiga (McKnight et al., 2005). La taiga, o foresta boreale, ¢ un
habitat caratterizzato dalla massiccia presenza di conifere, ma in cui possono crescere anche alcune
forme arboree decidue come betulle e pioppi (McKnight et al., 2005). Abitano questo ambiente
anche briofite, licheni, alcune specie erbacee e piccoli arbusti. L’umidita del suolo ¢ garantita,
anche in questo caso, non tanto dalle precipitazioni, ma dal basso tasso di evaporazione, dal
congelamento dell’acqua nel suolo durante I’inverno (McKnight et al., 2005), nonché dallo
scioglimento delle nevi e del ghiaccio superficiale nei mesi estivi e dal permafrost, che puo
impedire il drenaggio dell’acqua verso strati piu profondi del suolo (Weintraub & Schimel, 2005;
Nemergut et al., 2005; Peterson, 2014). Anche in questo caso, dunque, la stagione piu umida ¢
’estate, ma le piante possono compiere il loro ciclo vitale in tempi relativamente piu lunghi rispetto
a quelle dei climi artici per via della presenza di temperature pit miti anche in altre settimane che

precedono o seguono quelle estive.
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Stazioni di raccolta dei semi

9 Adventdalen

Kevo Subarctic Research
Institute

Q@ Kilpisjarvi Biological Station
@ odindalen, Svalbard

9 Hornsund

9 Sudurnes

Audkuluheidi Fences, Iceland

Figura 7. Mappa dell’area di studio. La legenda (sinistra) riporta i nomi delle stazioni e i colori

associati al simbolo con cui sono indicate sulla mappa.

4.1.2. Raccolta dei semi

I semi di Silene acaulis sono stati raccolti nella stazione di Audkuluheidi Fences (N
65,19794119; E -19,74052797), vicino al lago di Blonduldn, in una prateria a circa 500 m di
quota. I dati climatici relativi a questa stazione, che mi sono stati forniti dall’Universita di
Copenaghen, mostrano una temperatura media annuale di poco inferiore agli 0,1°C e
precipitazioni totali annuali vicine ai 600 mm (Tab. 1).

Sempre in una prateria islandese sono stati raccolti i semi di Rumex acetosa e di Cerastium
fontanum, questa volta, pero, nella regione di Sudurnes, a poco meno di 10 Km a Nord di
Grindavik, ad un’altitudine intorno ai 200 m. I dati meteorologici relativi a questa stazione
(N 63,95534162; E -22,22667439) sono quelli che riportano i valori piu elevati sia per
quanto riguarda la temperatura media annuale, che si aggira attorno agli 0,4°C (Tab. 1), sia
per le precipitazioni totali annuali (1032 mm). Questa stazione ¢ 1’unica ubicata al di sotto
del Circolo Polare Artico (66,5°N) e, di conseguenza, non ¢ soggetta alla drastica assenza di
luce nei mesi invernali e di oscurita in quelli estivi. Oltre a questo, la stazione differisce
dalle altre anche per quanto riguarda il clima che la contraddistingue: secondo McKnight et
al. (2005), infatti, la regione di Sudurnes ha un clima influenzato dall’Oceano Atlantico
(definito come “oceanico delle coste occidentali”, sigla secondo il sistema di Koppen: Cfc) e
questo spiega le temperature relativamente piu miti e 1’elevato tenore delle precipitazioni in

confronto ai dati delle altre stazioni.
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Per le due stazioni islandesi non ho avuto modo di ottenere dati riguardanti gli andamenti di

temperatura e precipitazioni nei diversi mesi, ma ho invece reperito quelli generalizzati di tutta

I’isola (Fig. 8) (https://climateknowledgeportal.worldbank.org/country/iceland/climate-data-

historical).

I semi di Phyllodoce caerulea sono stati prelevati dalla Kilpisjarvi biological station (N
69,06734651; E 20,88257398), nella Lapponia finlandese, al confine con la Svezia. La
stazione si trova vicino al lago di Kilpisjérvi, situato a poco meno di 500m di quota. Qui le
temperature medie annuali sono di poco inferiori agli 0°C e le precipitazioni totali annuali
non raggiungono i 600 mm (Tab. 1). Dalle immagini satellitari la zona appare caratterizzata
anche da vegetazione arborea, escludendo, di fatto, che si tratti di una tundra. In questo caso
sono riuscito a reperire i dati riguardanti I’andamento mensile negli ultimi 5 anni (2020-
2024) di temperatura e precipitazioni, registrati dalla stazione meteorologica di Kilpisjarvi,

dal sito web dell’istituto meteorologico finlandese (https://en.ilmatieteenlaitos.fi/download-

observations) (Fig. 9-a).

Sempre nella porzione settentrionale della Finlandia, questa volta piu a Est, nei pressi di
Kevo si trova un’altra stazione (Kevo Research Station, N 69,76700347; E 27,10170852) in
cui sono stati raccolti i semi di Vaccinium myrtillus, Vaccinium vitis-idaea, Kalmia
procumbens, Pedicularis sceptrum-carolinum e Betula pubescens ssp. czerepanovii. La
stazione si trova a circa 100 m di quota, accanto ad un piccolo lago ed anche in questo caso
la vegetazione dominante sembra essere di tipo arboreo, suggerendo che I’habitat di
riferimento sia una taiga. I dati climatici che mi sono stati forniti riportano una temperatura
media annuale di poco inferiore agli 0°C e 440 mm di precipitazioni totali annuali (Tab. 1).
Al fine di ottenere 1 dati relativi agli andamenti mensili di temperatura e precipitazioni, ho
estratto dal sito web dell’istituto meteorologico finlandese

(https://en.ilmatieteenlaitos.fi/download-observations) 1 dati relativi agli ultimi 5 anni (2020-

2024) registrati dalla stazione di Kevo (Fig. 9-b).

I semi di Cerastium arcticum, Saxifraga cespitosa € Micranthes nivalis sono stati raccolti
nel fiordo di Hornsund alla Polish Polar Station (N 77,00240627; E 15,53563388), nelle
isole Svalbard. La stazione si trova sulla costa del fiordo, ai piedi di un ghiacciaio. I dati
climatici che mi sono stati forniti per questa stazione riportano una temperatura media

annuale di circa -0,4°C e precipitazioni totali annuali vicine ai 440 mm (Tab. 1). Sul sito

web dell’istituto meteorologico norvegese (https://seklima.met.no/) sono riuscito a reperire
dei dati che indicano le fluttuazioni nei diversi mesi dei due parametri climatici di interesse

negli ultimi 5 anni (2020-2024) (Fig. 10-a).
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Anche 1 semi di Silene furcata, Taraxacum brachyceras, Cochlearia groenlandica e Oxyria
digyna sono stati raccolti nelle isole Svalbard, questa volta, pero, piu a Nord, nella stazione
di Odindalen (N 78,6544561; E 16,1004822) a circa 200 m di quota. I dati meteorologici
relativi ai valori annuali del sito si avvicinano ai -0,7°C per quanto riguarda la temperatura,
mentre le precipitazioni sono inferiori ai 300 mm (Tab. 1). Al fine di osservare le
fluttuazioni mensili di questi due parametri, ho utilizzato i1 dati relativi al villaggio di
Pyramiden, situato a circa 5 Km da Odindalen, riportati sul sito web dell’istituto

meteorologico norvegese (https://seklima.met.no/), in cui, perd, non sono state misurate le

precipitazioni (Fig. 10-b).

Sempre nell’arcipelago delle Svalbard, nella stazione di Adventdalen (N 78,18040124; E
16,28239971) sono stati campionati i semi di Eriophorum scheuchzeri. La stazione si trova
in una valle semi-desertica, a pochi metri sopra il livello del mare, ¢ la sua temperatura
annuale media ¢ di circa -0,6°C e le precipitazioni totali si aggirano attorno ai 300 mm (Tab.
1). Anche in questo caso ho utilizzato il sito web dell’istituto meteorologico norvegese

(https://seklima.met.no/) per osservare le fluttuazioni mensili dei due parametri climatici, ma

1 dati sono carenti per quanto riguarda le osservazioni delle precipitazioni in alcuni mesi del

periodo selezionato (2020-2024) (Fig. 10-c).

Species Site Latitude Longitude Mean Annual Total Annual
Temperature Precipitation
°C) (mm)
Eriophorum Adventdalen, 78,18040124 | 16,28239971 -0,5808333397 296
scheuchzeri Svalbard
Silene acaulis Audkuluheidi Fences, | 65,19794119 | -19,74052797 | 0,09833333492 598
Icleland
Vaccinium myrtillus Kevo Research 69,76700347 | 27,10170852 -0,2166666746 440
station, Finland
Vaccinium vitis-idaea | Kevo Research 69,76700347 | 27,10170852 | -0,2166666746 440
station, Finland
Kalmia procumbens | Kevo Research 69,76700347 | 27,10170852 | -0,2166666746 440
station, Finland
Pedicularis Kevo Research 69,76700347 | 27,10170852 | -0,2166666746 440
sceptrum-carolinum station, Finland
Betula pubescens ssp. | Kevo Research 69,76700347 | 27,10170852 -0,2166666746 440
czerepanovii station, Finland
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Phyllodoce caerulea | Kilpisjarvi biological | 69,06734651 | 20,88257398 -0,2912499905 571
station

Silene furcata Odindalen, Svalbard 78,6544561 16,1004822 -0,6791666508 289

Taraxacum Odindalen, Svalbard 78,6544561 16,1004822 -0,6791666508 289

brachyceras

Cochlearia Odindalen, Svalbard 78,6544561 16,1004822 -0,6791666508 289

groenlandica

Oxyria digyna Odindalen, Svalbard 78,6544561 16,1004822 -0,6791666508 289

Cerastium arcticum Polish Polar Station, 77,00240627 | 15,53563388 -0,3133333206 439
Hornsund, Svalbard

Saxifraga cespitosa Polish Polar Station, 77,00240627 | 15,53563388 -0,3133333206 439
Hornsund, Svalbard

Micranthes nivalis Polish Polar Station, 77,00240627 | 15,53563388 -0,3133333206 439
Hornsund, Svalbard

Cerastium fontanum Sudurnes, Iceland 63,95534162 | -22,22667439 0,3962500095 1032

Rumex acetosa Sudurnes, Iceland 63,95534162 | -22,22667439 0,3962500095 1032

Tabella 1. Elenco delle specie prese in considerazione in questo esperimento e relative stazioni di

raccolta dei semi. Per ogni stazione sono riportati anche le coordinate geografiche in gradi decimali,

le temperature medie annuali in °C e le precipitazioni totali annuali in mm.
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Monthly Climatology of Average Minimum Surface Air Temperature, Average
Mean Surface Air Temperature, Average Maximum Surface Air Temperature &
Precipitation 1991-2020; Iceland
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Figura 8. Andamento di temperatura e precipitazioni per mese tra il 1991 e il 2020 in Islanda.

Fonte: https://climateknowledgeportal.worldbank.org/country/iceland/climate-data-historical.
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Figura 9. Andamento di temperatura (sx) e precipitazioni (dx) per mese negli ultimi 5 anni (2020-
2024) nelle due stazioni finlandesi. I grafici sono stati ottenuti usando i dati estrapolati dal sito web

dell’istituto meteorologico finlandese (https://en.ilmatieteenlaitos.fi/download-observations).
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Figura 10. Andamento di temperatura e precipitazioni per mese negli ultimi 5 anni (2020-2024)

nelle stazioni di Hornsund (a), Pyramiden (b) e Adventdalen (c). Per la stazione di Pyramiden non
sono disponibili i dati della temperatura del 2024 e delle precipitazioni. Per quanto riguarda la
stazione di Adventdalen, invece, sono assenti i1 dati delle precipitazioni di gran parte del 2021.

Fonte: sito web dell’istituto meteorologico norvegese (https://seklima.met.no/).

4.2. Protocollo di invecchiamento

I semi delle 17 specie oggetto di studio sono stati donati nel marzo del 2024 dall’Universita di
Copenaghen (Danimarca) grazie ad una collaborazione con il prof. Sergey Rosbakh. I semi sono
stati puliti dai rimasugli di frutti, infruttescenze e di altre parti della pianta madre e ho posizionati in
contenitori di vetro aperti. Il giorno antecedente all’inizio dell’esperimento di invecchiamento ¢
stata preparata, in un box di plastica a chiusura ermetica, una soluzione non satura di cloruro di litio
(LiCl), la cui funzione ¢ stata quella di stabilizzare il valore dell’umidita relativa nel box (Fig. 11-
a). La soluzione di LiCl ¢ stata preparata, quindi, per mantenere una condizione di RH del 60%
seguendo il protocollo di Hay et al. (2008). Il box contenente la soluzione di LiCl ¢ stato poi
posizionato in una stufa senza luce (Stufa a ventilazione forzata ArgoLab TCF 50; Fig. 11-b), in
modo tale che 1 semi si trovassero gia alle condizioni stabilite dal protocollo nel momento in cui
questi sarebbero stati inseriti nel box. Il protocollo di invecchiamento accelerato dei semi prevede,
infatti, una temperatura di 45°C e un’umidita relativa (RH) del 60% (Davies & Probert, 2004;
Newton et al., 2014). Nel giorno di inizio dell’esperimento sono stati, quindi, inseriti nel box tutti i
contenitori di vetro contenenti i semi e, dopo averlo chiuso ermeticamente, questo & stato
posizionato nuovamente nella stufa dando inizio al processo di invecchiamento accelerato dei semi.
I valori di temperatura e RH all’interno del box sono stati poi monitorati ripetutamente nel corso
dell’esperimento attraverso un termoigrometro. La vitalita dei semi durante il processo di
invecchiamento ¢ stata valutata attraverso dei test di germinazione, utilizzando piastre Petri con un
terreno Agar 1% (Probert et al., 2009; Mondoni et al., 2011) (Fig. 12-a). A tal fine, sono stati svolti
diversi prelievi per ciascuna specie: in particolare dopo 2, 5, 9, 20, 30 e 50 giorni dall’inizio
dell’esperimento (Probert et al., 2009; Mondoni et al., 2011). Ad ogni prelievo sono stati seminati

50 semi per ciascuna specie. Per due specie (Cerastium fontanum e Cerastium arcticum) € stato
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utilizzato un terreno diverso, sempre a base di Agar 1%, ma contenente anche Acido Gibberellico
(GA3) ad una concentrazione di 250 mg/L. L uso di questo particolare terreno ¢ stato suggerito da
risultati ottenuti con test preliminari svolti presso 1’Universita di Copenaghen (dati non pubblicati).
Dopo ogni prelievo, in seguito alla semina, le piastre contenenti i semi sono state poste in
un’incubatrice alle condizioni di 25°C per 12 ore (con luce) e di 15°C per le rimanenti 12 (al buio).
La germinazione ¢ stata monitorata con cadenza settimanale per 4 settimane dopo il prelievo. Come
criterio di avvenuta germinazione, ¢ stato considerato sufficiente lo sviluppo della radichetta, senza,
quindi, aspettare che I’embrione emettesse anche 1 cotiledoni; la radichetta doveva essere lunga
circa 2 mm (Probert et al., 2009; Mondoni et al., 2011). Terminato il mese di verifica della
germinazione, i semi non germinati di ciascun prelievo sono stati sottoposti ad un cut test (Fig. 12-
b) al fine di accertare ’effettiva presenza di un embrione all’interno di ciascun seme. Il cut test
implica D’apertura forzata del seme attraverso un bisturi; se ’embrione ¢ presente, questo si
manifesta come una massa solida bianca, ben distinta dall’eventuale endosperma presente. Nel caso
di risultato negativo al cut test (assenza dell’embrione), il numero dei semi vuoti ¢ stato rimosso dal
conteggio totale dei semi della specie presa in considerazione prelevati e seminati in quel prelievo,

evitando cosi che la percentuale di germinazione del prelievo risultasse minore di quella effettiva.

Figura 11. a) box a chiusura ermetica contenente la soluzione di LiCl. b) Stufa a ventilazione

forzata ArgoLab TCF 50.
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Figura 12. a) piastra Petri con terreno Agar 1% utilizzata per i test di germinazione. b) semi
sottoposti a cut test; il cerchio verde indica un seme contenente 1’embrione, mentre quello giallo

evidenzia un seme vuoto.

4.3. Analisi dei dati

La variabile utilizzata in tutta la letteratura per stimare piu correttamente la longevita dei semi ¢ il
pso (Probert et al., 2009; Mondoni et al., 2011; Merritt et al., 2014). Questa variabile rappresenta il
tempo stimato che un lotto di semi impiega per raggiungere una vitalita del 50% e puo essere
stimata facendo un’analisi probit dei dati risultanti dall’esperimento di invecchiamento (i.e. le
percentuali di germinazione di una determinata specie ad ogni prelievo). In questo caso ¢ stato
utilizzato il software GenStat (VSN International Ltd, Oxford, UK) per condurre 1’analisi probit
applicando I’equazione della vitalita di Ellis & Roberts (1980):
v=Ki—(p/o)

dove v rappresenta la vitalita, in deviati equivalenti normali (NED), di un lotto di semi dopo un
tempo p (in giorni) in stoccaggio, Ki ¢ la vitalita iniziale del lotto di semi e ¢ il tempo (in giorni) che
il lotto impiega per diminuire la sua vitalita di 1 NED (i.e. la deviazione standard della distribuzione
normale della mortalita nel tempo) (Probert et al., 2009; Mondoni et al., 2011). Una volta ottenuti i
valori di pso, Ki e pendenza (-1/ o) per ciascuna specie (Tab. 3), ¢ stato utilizzato il software
OriginPro 2025 per rappresentare graficamente le curve di longevita (Fig. 13). Oltre a queste
variabili, sono stati forniti anche i dati climatici relativi alle stazioni in cui sono stati raccolti 1 semi,
in particolare, sono stati considerati due parametri climatici: temperatura media annuale (T mean) e

precipitazioni totali annuali (Total P). Queste due variabili, secondo quanto riportato in diversi
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studi, possono influenzare la longevita dei semi (Probert et al., 2009; Mondoni et al., 2011; White et
al., 2023). Successivamente, utilizzando il software R, ¢ stata condotta un’analisi preliminare per
confrontare la distribuzione dei valori di pso, temperatura e precipitazioni raccolti in questo
esperimento, con quelli trovati da Mondoni et al. (2011) durante un esperimento di invecchiamento
condotto su semi di specie distribuite sulle Alpi (Tab. 2, Fig. 14). Avendo constatato con un Test di
Shapiro la non normalita della distribuzione dei p50 nei due dataset (piante artiche e alpine), i valori
sono stati, quindi, convertiti in logio(pso) € ne ¢ stata verificata nuovamente la distribuzione tramite
il medesimo test, ottenendo, questa volta, una distribuzione normale dei dati per questa variabile. E
stato poi svolto un test ANOVA sui valori di logio(pso) tra i due gruppi (piante artiche e alpine) al
fine di verificare se tra loro vi fosse una differenza statisticamente significativa. Per verificare le
assunzioni di questo test sono stati utilizzati il Test di Shapiro e il Test di Levene; per svolgere
quest’ultimo ¢ stato installato il pacchetto “car” di R (Fox et al., 2012). Al fine di approfondire
I’entitd e la direzione di un’eventuale differenza significativa tra i due gruppi, ¢ stata svolta
un’analisi post-hoc Tukey. In seguito, sono stati applicati dei modelli di regressione lineare (Fig.
15; Fig. 16) che mettessero in relazione i logio(pso) con le variabili climatiche (temperatura media
annuale e precipitazioni totali annuali); in particolare, i modelli sono stati applicati prima
separatamente per i due gruppi e poi ’operazione ¢ stata replicata unendoli. Durante la costruzione
dei modelli, qualora si rivelassero significativi, ¢ stata sempre verificata la normalita,
I’omoschedasticita e 1’assenza di autocorrelazione nei residui rispettivamente con il Test di Shapiro,
con il Test di Breusch-Pagan e con il Test di Durbin-Watson. Per poter svolgere questi ultimi due

test € stato necessario installare il pacchetto “Imtest” di R (Hothorn et al., 2015).
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Species Family P50 Mt. Range | T mean | Total P
Achillea clavenae L. Asteraceae 14,5 | Alps 1,141667 998
Achillea ligustica All. Asteraceae 18,2 | Alps 9,116667 655
Achillea millefolium L. Asteraceae 27,4 | Alps 3,391667 1343
Achillea moscata Wulfen Asteraceae 19,3 | Alps 0,083333 1082
Artemisia glacialis L. Asteraceae 26,4 | Alps 0,908333 1900
Artemisia umbelliformis Lam. Asteraceae 10,9 | Alps -3,86667 1434
Centaurea scabiosa L. Asteraceae 27,3 | Alps 3,408333 787
Cirsium spinosissimum (L.) Scop. Asteraceae 15,3 | Alps -1,875 1109
Senecio incanus L. ssp. carniolicus (Willd.) Br.-Bl. | Asteraceae 10,3 | Alps -2,34167 1364
Taraxacum alpinum (Hoppe) Hegetschw. Asteraceae 7,1 Alps 1,125 1069
Campanula barbata L. Campanulaceae | 13,2 | Alps 0,65 1110
Campanula scheuchzeri Vill. Campanulaceac | 13 Alps 3,391667 1343
Dianthus carthusianorum L. Caryophyllaceae | 37,5 | Alps 4,058333 1343
Dianthus glacialis Haenke Caryophyllaceae | 10,9 | Alps -1,69167 1285
Dianthus sylvestris Wulfen Caryophyllaceae | 34,2 | Alps 4,058333 1343
Silene acaulis (L.) Jacq. Caryophyllaceae | 13,8 | Alps -0,64167 1253
Silene dioica (L.) Clairv. Caryophyllaceae | 15,5 | Alps 0,65 946
Silene nutans L. Caryophyllaceae | 15,4 | Alps 0,833333 982
Silene rupestris L. Caryophyllaceae | 11,5 | Alps 0,35 1216
Silene saxifraga L. Caryophyllaceae | 21,7 | Alps 1,825 1275
Silene suecica (Lodd.) Greuter & Burdet Caryophyllaceae | 18,2 | Alps 0,183333 1877
Silene vallesia L. Caryophyllaceae | 26,5 | Alps 1,408333 1486
Silene vulgaris (Moench) Garcke Caryophyllaceae | 15,1 | Alps 0,65 982
Silene vulgaris (Moench) Garcke ssp. glaerosa Caryophyllaceae | 11,5 | Alps -2,34167 1364
(Jordan) Marsd.- J. et Turrill

Hypericum maculatum Crantz Guttiferae 30,6 | Alps 7,15 840
Hypericum richeeri Vill. Guttiferae 9,3 Alps 7,208333 1023
Epilobium alpestre (Jacq.) Krocker Onagraceae 13,1 | Alps 1,541667 1025
Plantago serpentina All. Plantaginaceae 26,2 | Alps 0,908333 1900
Armeria alpina Willd. Plumbaginaceae | 9,6 Alps -1,69167 1285
Festuca alpina Suter Poaceae 15,2 | Alps 1,141667 998
Sesleria varia (Jacq.) Wettst. Poaceae 12,1 | Alps 1,141667 998
Rumex alpestris Jacq. Polygonaceae 26,2 | Alps 0,65 1110
Rumex alpinus L. Polygonaceae 25,5 | Alps 0,65 1110
Verbascum alpinum Turra Scrophulariaceae | 25,1 | Alps 4,366667 988
Verbascum thapsus L. Scrophulariaceae | 32,7 | Alps 3,925 1199
Veronica alpina L. Scrophulariaceae | 4,7 Alps 0,416667 1047
Taraxacum brachyceras Dhalst. Asteraceae 13,02 | Arctic -0,67917 289
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Betula pubescens Ehrh. ssp. czerepanovii Betulaceae 18,96 | Arctic -0,21667 440
(N.L.Orlova) Haimet-Ahti

Cochlearia groenlandica L. Brassicaceae 3,01 | Arctic -0,67917 289
Cerastium arcticum Lange Caryophyllaceae | 8,6 Arctic -0,31333 439
Cerastium fontanum Baumg. Caryophyllaceae | 24,17 | Arctic 0,39625 1032
Silene acaulis (L.) Jacq. Caryophyllaceae | 12,03 | Arctic 0,098333 598
Silene furcata Raf. Caryophyllaceae | 11,78 | Arctic -0,67917 289
Eriophorum scheuchzeri Hoppe Cyperaceae 3,57 | Arctic -0,58083 296
Kalmia procumbens (L.) Gift, Kron & P.F.Stevens Ericaceae 23,99 | Arctic -0,21667 440
ex Galasso, Banfi & F.Conti

Phyllodoce caerulea (L.) Bab. Ericaceae 7,55 | Arctic -0,29125 571
Vaccinium myrtillus L. Ericaceae 8,52 | Arctic -0,21667 440
Vaccinium vitis-idaea L. Ericaceae 9.5 Arctic -0,21667 440
Pedicularis sceptrum-carolinum L. Orobanchaceae 6,18 | Arctic -0,21667 440
Oxyria digyna (L.) Hill Polygonaceae 4,47 | Arctic -0,67917 289
Rumex acetosa L. Polygonaceae 19,11 | Arctic 0,39625 1032
Micranthes nivalis (L.) Small Saxifragaceae 6,45 | Arctic -0,31333 439
Saxifraga cespitosa L. Saxifragaceae 9,44 | Arctic -0,31333 439

Tabella 2. Specie utilizzate da Mondoni et al. (2011) nell’esperimento di invecchiamento sulle
specie alpine (Mt. Range “Alps”) e specie utilizzate in questo esperimento (Mt. Range “Arctic”).
Per ogni specie sono riportati famiglia, valore stimato del pso, temperatura media annuale (T mean)

e precipitazioni totali annuali (Total P).
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5. Risultati

5.1. Longevita dei semi artici

La vitalita dei semi ¢ diminuita progressivamente col passare dei giorni alle condizioni sperimentali
in tutte le specie prese in considerazione (Fig. 13), seppur in modo variabile tra di esse nel
raggiungere il 50% di germinazione (il range dei pso va da 3,01 giorni a 24,17 giorni). Tra le specie
piu resistenti all’invecchiamento troviamo Cerastium fontanum (pso = 24,17 giorni) e Kalmia
procumbens (pso = 23,99 giorni), entrambe con un valore di pso nettamente superiore a quello
registrato in altre specie delle rispettive famiglie (Tab. 2). Altre due specie con valori di pso
relativamente elevati sono Rumex acetosa € Betula pubescens ssp. czerepanovii. Le specie che
hanno mostrato scarsa longevita sono, invece, Cochlearia groenlandica, Eriophorum scheuchzeri e
Oxyria digyna, tutte con valori di pso inferiori a 5 giorni. In generale, 1 dati ottenuti in questo
esperimento mostrano come i semi delle piante artiche sembrino essere poco longevi: facendo una
stima della media dei logio(pso) si ottiene infatti un valore molto vicino a 1 (0,97+ 0,11), vale a dire
circa 10 giorni in condizioni di invecchiamento accelerato. L’aumento della temperatura media
annuale ha generalmente avuto un impatto positivo (b = 0,5098) e statisticamente significativo
(p<0,05) sulla longevita dei semi (Fig. 15-a), ma la regressione lineare spiega solo il 40,5% della
varianza totale dei dati (Tab. 4). E emersa, inoltre, una correlazione positiva, seppur di debole
intensita (b = 0,0007) anche tra le precipitazioni totali annuali e la longevita (Fig. 15-b). Anche in
questo caso la regressione lineare non riesce a spiegare gran parte della varianza dei dati (R? =
0,347) ma ¢ risultata essere comunque significativa (p<0,05) (Tab. 4). Il modello di regressione
lineare multipla, calcolato prendendo in considerazione entrambi i1 parametri climatici, € risultato
avere p<0,05, ma anche coefficienti con p>0,05 (statisticamente non significativi). Considerando
anche I’interazione tra T mean e Total P, il modello perde completamente di significativita statistica

(p>0,05).

5.2. Analisi comparativa tra specie alpine e artiche

Confrontando 1 dati di questo esperimento con quelli estrapolati dallo studio di Mondoni et al.
(2011) riguardanti i semi delle specie alpine, si puo evincere che le specie artiche producono semi
ancora meno longevi delle specie alpine (Fig. 14-c): svolgendo, infatti, il test ANOVA tra i valori di
logio(pso) e 1’analisi post-hoc Tukey emerge una differenza significativa (Fi= 13,41; p<0,001) tra 1
due gruppi, che vede le alpine avere un valor medio maggiore per quanto concerne la longevita dei

semi (“Alps” — “Arctic” = 0,246). Un’ulteriore differenza nella longevita dei semi provenienti dai
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due diversi areali sta nella distribuzione dei loro valori: 1 semi delle piante artiche hanno infatti un
range di pso molto piu ridotto di quello dei semi delle piante alpine e i valori sono molto piu ristretti
attorno alla mediana (Fig. 14-c). L’Artico appare, inoltre, un ambiente con una minore variabilita
climatica in termini di temperatura media annuale e di precipitazioni totali annuali rispetto a quello
alpino (Fig. 14-a, Fig. 14-b). Applicando 1 modelli di regressione lineare sui dati di Mondoni et al.
(2011) ¢ possibile fare diverse osservazioni: quando i modelli di regressione che correlano i
logio(pso) a T mean e a Total P (separatamente) sono limitati alle piante alpine, questi sono
complessivamente non significativi (il modello con Total P ha p>0.05) oppure non rispettano le
assunzioni del modello (nello specifico la normalita dei residui nel modello con T mean).
Calcolando, invece, il modello di regressione multipla, prendendo in considerazione entrambi i
parametri climatici, si ottengono coefficienti statisticamente significativi ¢ un modello con p<0,05.
Tuttavia, questo modello viola 1’assunzione di normalita dei residui, calcolata con il Test di
Shapiro. Svolgendo la stessa operazione, ma considerando anche 1’interazione tra T mean e Total P,
si ottiene un modello con p<0,05, ma in cui i coefficienti delle variabili esplicative non sono
statisticamente significativi. Peraltro, quest’ultimo modello non rispetta, nuovamente, I’assunzione
di normalita dei residui. Nel momento in cui vengono presi in considerazione anche i dati relativi
alle piante artiche il modello lineare con T mean risulta essere significativo, ma non rispetta
I’assunzione di normalita dei residui; Il modello con Total P (Fig. 16), invece, risulta statisticamente
significativo (p<0,0001), seppur la correlazione abbia debole intensita (b = 0,003) e una ridotta
adattabilita ai dati ( R? = 0,255) (Tab. 4). In questo caso, inoltre, le assunzioni del modello risultano
essere tutte ampiamente rispettate. Calcolando il modello di regressione multipla con entrambe le
variabili climatiche, si ottiene un modello con p<0,000001, in cui tutti e due 1 coefficienti dei
predittori risultano ampiamente significativi (p<0,001). Secondo questo modello, la temperatura
avrebbe un effetto di intensita maggiore (b = 0,042) rispetto alle precipitazioni (b = 0,0003);
tuttavia, anche questa volta, R? ¢ abbastanza basso (0,408). Se nel modello si considera, invece,
anche I’interazione tra i due predittori, si ottiene nuovamente un modello ampiamente significativo
(p<0,00001) ma in cui I’unico coefficiente significativo ¢ quello di Total P presa singolarmente
(p<0,0001). Anche questa volta I’effetto delle precipitazioni ¢ di debole intensita (b = 0,0003) e il

modello spiega solo il 40,1% della deviazione totale dei dati.
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Figura 13. Curve di longevita. Sull’asse delle ascisse sono riportati i giorni di invecchiamento nella

stufa; sull’asse delle ordinate la percentuale di germinazione.

Species ki -1/o p50 stimato (giorni)
Betula pubescens ssp. czerepanovii 1,32 0,06979 18,96
Cerastium arcticum 2,28 0,2646 8,0
Cerastium fontanum 3,60 0,1489 24,17
Cochlearia groenlandica 3,06 1 3,01
Eriophorum scheuchzeri 2,53 0,709 3,57
Kalmia procumbens 1,59 0,06642 23,99
Micranthes nivalis 3,94 0,6104 6,45
Oxyria digyna 1,22 0,2736 4.47
Pedicularis sceptrum-carolinum 0,98 0,1589 6,18
Phyllodoce caerulea 5,19 0,687 7,55
Rumex acetosa 2,23 0,1165 19,11
Saxifraga cespitosa 2,81 0,297 9,44
Silene acaulis 3,44 0,2863 12,03
Silene furcata 1,91 0,1619 11,78
Taraxacum brachyceras 1,35 0,1039 13,02
Vaccinium myrtillus 2,22 0,261 8,52
Vaccinium vitis-idaea 1,92 0,2016 9,5

Tabella 3. Variabili utilizzate per la costruzione delle curve di longevita riportate in Fig. 13.
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Figura 14. Confronto tra la distribuzione dei dati di T mean (a), Total P (b) e pso (c) nei due gruppi
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Figura 15. a) Regressione lineare tra logio(pso) € T mean (in °C) nelle specie artiche. b)

Regressione lineare tra logio(pso) € Total P (in mm) nelle specie artiche.
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Figura 16. Regressione lineare tra logio(pso) € Total P (in mm) utilizzando i dati da me raccolti (in

blu) e quelli estrapolati da Mondoni et al. (2011) riguardanti le specie alpine (in rosso).

b R? p
Artiche
T-mean 0,5098 0,405 <0,05
Total-P 0,0007 0,347 <0,05
Ariche+Alpine
Total P 0,003 0,255 <0,0001

Tabella 4. Tabella riassuntiva dei valori dei coefficienti delle variabili esplicative (b), del
coefficiente di determinazione (R?) e della significativita statistica dei modelli di regressione lineare
tra 1 valori di logio(pso) e le variabili climatiche (T-mean e Total P). Non sono riportati i modelli
privi di significativita statistica (p>0,05) o che non rispettano le assunzioni. Non sono riportati,

inoltre, 1 parametri dei modelli delle regressioni lineari multiple.
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6. Discussione e conclusioni

I semi delle piante artiche hanno mostrato una longevita relativamente effimera, con un valore
medio stimato di Logio(pso) pari a 0,97+0,11, complessivamente inferiore a quelli riscontrati in altre
specie in diversi studi simili (Probert et al., 2009; Merritt et al., 2014, Mondoni et al., 2018) e da
Mondoni et al. (2011) nelle specie alpine, gia di per sé poco longeve. Questo risultato ¢ in accordo
con quanto presente in letteratura (Probert et al., 2009; Mondoni et al., 2011; Merritt et al., 2014)
poiché I’ambiente artico ¢ caratterizzato da temperature molto rigide e quindi 1’invecchiamento
procede in modo lento, dato che le basse temperature rallentano le reazioni biochimiche che
compromettono la vitalita del seme (Nadarajan et al., 2023; Corbineau, 2024). Tuttavia, ’ambiente
artico non ¢ caratterizzato da elevata umidita, che rappresenta un altro fattore che influenza
negativamente la longevita del seme. Negli studi di Probert et al (2009) e di Mondoni et al (2011),
gli autori affermano che piante di ambienti freschi e umidi producono semi meno longevi. Le
precipitazioni nella regione artica sono scarse per via della ridotta evaporazione e 1’acqua, che si
pud accumulare nel suolo, a causa del permafrost che ne ostacola il drenaggio (Weintraub &
Schimel, 2005; Nemergut et al. 2005), durante l’inverno ghiaccia. I semi, quindi, dopo la
dispersione, non si trovano in condizioni umide, ma, anzi, sono, per certi aspetti, sottoposti a stress
idrico, in quanto 1’acqua non puo essere assorbita dai semi fino allo scioglimento estivo. I semi,
pero, quando sottoposti a temperature particolarmente fredde, sono in grado spostare il proprio
contenuto interno di acqua verso 1 tessuti piu esterni o0 comunque meno vitali, in modo da evitare la
formazione di ghiaccio intracellulare nelle cellule dell’embrione (Jaganathan et al., 2020). Cosi
facendo, I’invecchiamento potrebbe decelerare ulteriormente (Nadarajan et al., 2023; Corbineau,
2024), portando quindi le specie artiche a non dover sviluppare strategie per la resistenza
all’invecchiamento dei semi, che, quindi, giustificherebbe la bassa longevita di questi ultimi. Per
quanto concerne la variabilita ambientale riscontrata nei due ambienti (artico e alpino) € necessario
fare diverse considerazioni. Innanzitutto, le condizioni termiche della regione artica, per quanto
estreme, sono relativamente stabili e circoscritte a bassi valori di temperatura. La stagione
vegetativa ¢ molto breve proprio perché € breve il periodo in cui le temperature e la luce consentono
I’attivita vitale delle piante. Con ’arrivo dell’estate, inoltre, 1’acqua torna ad essere disponibile
grazie allo scioglimento del ghiaccio e della neve presente al suolo: questo, accompagnato da
temperature e luminositd maggiori e piu durature, consente la germinazione, impedendo cosi che i
semi rimandino la germinazione a causa della siccita del terreno come avviene in altre regioni del
globo. L’ambiente alpino, invece, ¢ caratterizzato, nel complesso, da escursioni termiche maggiori
nel corso dell’anno, poiché la stagione vegetativa ¢ piu lunga, se paragonata a quella della regione

artica, ed ¢ accompagnata da temperature diurne maggiori. Anche I’escursione termica giornaliera ¢
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molto piu ampia sulle Alpi: durante I’estate, i raggi solari riscaldano notevolmente il suolo,
soprattutto ad alta quota, dovendo attraversare una porzione di atmosfera meno spessa e con angoli
di incidenza decisamente maggiori rispetto a quelli che arrivano alle latitudini artiche, ma durante la
notte, il sole ¢ assente per molte piu ore e questo fa in modo che nelle prime notti della stagione
vegetativa possano esserci temperature molto basse, mentre nella regione artica il periodo
giornaliero di oscurita ¢ piu limitato. Oltre a questo, in ambiente montano, ¢ importante considerare
anche la topografia e la morfologia del territorio, e, in particolare, oltre all’altitudine, che modifica
soprattutto la temperatura (Barry & Van Wie, 1974; Korner & Kéorner, 1999), assume un ruolo
importante anche 1’esposizione solare dei versanti: la superficie rivolta verso Nord, infatti, non
riceve quasi mai i raggi solari diretti e questo comporta che le temperature, sia del suolo che
dell’aria, siano inferiori alle controparti rivolte verso Sud (Barry & Van Wie, 1974), con
conseguenze dirette anche sull’umidita del suolo dovuta a diversi tassi di evaporazione. Anche
I’inclinazione del versante e il vento sono fattori determinanti per il microclima: differenze
nell’inclinazione, infatti, possono portare a una diversa distribuzione della neve e al suo tempo di
scioglimento, dovuto anche alla differenza tra gli angoli di incidenza con cui i raggi solari
colpiscono la superficie del suolo (Korner & Keorner, 1999). Una maggiore inclinazione puo poi
portare a un ruscellamento piu rapido delle acque meteoriche, con conseguente riduzione della
quantita d’acqua che puo essere adsorbita dal suolo (Chatterjee & Murali Krishna, 2019). II vento,
inoltre, se particolarmente forte, puo assottigliare lo strato nevoso diminuendo il tempo richiesto per
il suo scioglimento, ma anche 1’acqua disponibile durante la stagione estiva (Rosbakh et al. 2022).
Venti di forte intensita possono inoltre accelerare il tasso di evaporazione dell’acqua, causando
ulteriore stress idrico e possono aumentare la perdita di calore del suolo per convezione (Korner &
Kéorner, 1999). La varieta dei microclimi, dovuta a tali fattori topografici e morfologici, si puo
riflettere in uno sfasamento nella germinazione delle piante e, in generale, nella rigenerazione della
flora (oltre che nella sua composizione in termini di specie) tra una localita e I’altra nella stessa
zona geografica per via della variabilita di microhabitat presenti in ambiente montano. Tutto questo
spiega, dunque, quanto emerso nell’analisi della distribuzione dei dati di temperatura media annuale
e di precipitazioni totali annuali nelle due regioni (Fig. 14-a, Fig. 14-b). Queste differenze nella
variabilita climatica si riflettono, di conseguenza, anche nella diversa variabilita nei valori di pso che
presentano 1 due gruppi dei due diversi areali (Fig. 14-c). I semi di molte specie alpine sono anche
caratterizzati dalla dormienza fisiologica (Fernandez-Pascual et al., 2021), che gli impedisce di
germinare subito dopo la dispersione, durante stagioni autunnali con temperature e precipitazioni
potenzialmente idonee, evitando alle piante neonate la morte per congelamento nei mesi successivi
(Bernareggi et al., 2016; Mondoni et al., 2018). La dormienza, tuttavia, potrebbe non essere

interrotta all’inizio della stagione estiva successiva alla dispersione, portando il seme a dover
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persistere nel suolo per piu tempo. Oltre a ci0, nonostante le temperature diurne possano consentire
la germinazione, la dormienza pud prevenire morti a causa di gelate, soprattutto notturne, all’inizio
della stagione vegetativa. La germinazione, talvolta, pud essere impedita dalla dormienza anche per
anni e questo potrebbe implicare che, per persistere nel suolo rimanendo vitale fino al termine della
dormienza, il seme debba avere comunque una certa capacita di resistenza all’invecchiamento. Tale
aspetto ¢ stato investigato in letteratura e i risultati sono spesso contrastanti, ma una correlazione
positiva ¢ emersa nello studiare piante mutanti per quanto riguarda i pathway metabolici dell’acido
abscissico (ABA), un fitormone coinvolto sia nel processo di dormienza, sia nella prevenzione
dell’invecchiamento (Rehmani et al., 2022). La maggiore variabilita microclimatica e il possesso
della dormienza potrebbero dunque stare alla base della maggiore variabilita nella distribuzione dei
valori di pso nelle specie alpine. Questo potrebbe essere un ulteriore motivo per cui i semi delle
piante alpine si sono dimostrati essere piu longevi di quelli delle specie diffuse nella regione artica:
1 semi delle piante artiche, infatti, sono in gran parte privi di dormienza fisiologica, in quanto non
possono germinare subito dopo la dispersione a causa delle basse temperature, ¢ dunque sono
costretti ad attendere inevitabilmente almeno la stagione estiva successiva (Billings & Mooney,
1968; Bell & Bliss, 1980). Tale risultato ¢ in accordo con quanto evidenziato anche da uno studio di
Mondoni et al. (2018), in cui ¢ stato dimostrato che popolazioni subartiche di Silene suecica
mostravano un grado di dormienza fisiologica decisamente inferiore rispetto alle popolazioni
conspecifiche provenienti da zone montane situate a latitudini inferiori. Questo puo essere dovuto
anche a esigenze diverse per la germinazione dei semi: i semi delle piante artiche mostrano migliori
percentuali di germinazione a temperature piu alte rispetto alle alpine (Billings & Mooney, 1968;
Mondoni et al., 2018) e dunque, non potendo germinare in autunno a causa delle basse temperature,
non necessitano di dormienza fisiologica per impedire che ci0 accada, contrariamente a quanto
avviene, invece, nelle popolazioni alpine.

Come gia riscontrato in altri studi (Probert et al., 2009; Mondoni et al., 2011; Merritt et al., 2014),
analizzando 1 dati, ¢ emersa una correlazione positiva tra la longevita dei semi e le temperature
medie annuali (Fig. 15-a) del sito di crescita. Questo risultato ¢ in accordo con la letteratura
esistente, dato che maggiori temperature accelerano le reazioni chimiche di degradazione
(Nadarajan et al., 2023; Corbineau, 2024) e, quindi, piante che si trovano in ambienti piu caldi
hanno una maggiore necessita di sviluppare strategie per far fronte a questo problema.
Diversamente, in controtendenza con quanto riscontrato in letteratura (Probert et al., 2009; Mondoni
et al., 2011), questo studio ha evidenziato una correlazione positiva tra la longevita dei semi e le
precipitazioni totali annuali dei luoghi di provenienza (Total P) (Fig. 15-b; Fig. 16): un maggior
livello di precipitazioni implica, teoricamente, una maggiore umidita del suolo e dell’aria e, come

detto in precedenza, ambienti umidi dovrebbero portare alla produzione di semi meno longevi. La
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correlazione negativa tra precipitazioni e invecchiamento osservata negli studi precedenti ¢ stata
spiegata dagli autori, questa volta, non tanto visualizzando 1’umiditd come una pressione selettiva
che accelera I’invecchiamento, ma come fattore ambientale che consente al seme di germinare. Di
conseguenza, i semi delle piante che occupano territori secchi tenderanno ad essere piu longevi, per
via delle scarse opportunita di germinazione dopo la dispersione. Secondo questo ragionamento,
questi semi dovrebbero restare vitali piu a lungo per poter raggiungere le condizioni necessarie per
la germinazione (es: sufficiente umidita del suolo). Tuttavia, considerando il contenuto d’acqua nei
semi, la correlazione tra resistenza all’invecchiamento e precipitazioni dovrebbe essere positiva, a
causa dell’aumento delle reazioni biochimiche di deterioramento dei semi che si verificano
all’aumentare del loro contenuto in acqua dovuto ad una maggiore umidita del suolo (Nadarajan et
al., 2023; Corbineau, 2024). Questo potrebbe verificarsi negli ambienti in cui ’acqua non
costituisce un fattore limitante per la germinazione: nell’artico I’umidita del suolo nella stagione
vegetativa ¢ garantita dallo scioglimento delle nevi e dal drenaggio rallentato a causa del suolo
ghiacciato degli strati inferiori (Weintraub & Schimel, 2005; Nemergut et al. 2005), mentre la
temperatura potrebbe essere troppo bassa per stimolare la germinazione. Lo scioglimento della
neve, inoltre, abbassa ulteriormente la temperatura del suolo (Zhang, 2005), ritardando
potenzialmente ancora di piu la germinazione. Di conseguenza, i semi delle specie artiche
provenienti dalle zone piu piovose, per sopravvivere, potrebbero aver sviluppato un’intrinseca
maggior resistenza all’invecchiamento. D’altra parte, precipitazioni annuali piu intense potrebbero
indicare manti nevosi piu spessi e, dunque, tempi di attesa piu lunghi per il raggiungimento delle
condizioni adatte alla germinazione. Un accumulo eccessivo di neve potrebbe portare inoltre alla
formazione di “patches” nevose permanenti anche per diversi anni sul suolo (Zhang, 2005). Oltre a
questo, la neve isola fisicamente e termicamente il suolo dall’ambiente circostante, impedendo
quindi che la superficie del suolo raggiunga temperature estremamente basse durante 1’inverno
(Zhang, 2005): il seme, in questo modo, puo trovarsi a temperature che rallentano in misura minore
il suo invecchiamento rispetto a quelli che si trovano in suoli senza copertura nevosa, che
raggiungono temperature piu basse soprattutto in superficie. Manti nevosi poco spessi, o addirittura
assenti, contribuiscono, dunque, a creare condizioni che naturalmente favoriscono la conservazione
dei semi: trovandosi a temperature piu basse, 1’invecchiamento rallenta e, inoltre, il gelo potrebbe
costringere il seme a dover spostare parte del suo contenuto d’acqua verso 1 tessuti piu esterni per
evitare la formazione di ghiaccio intracellulare nell’embrione (Jaganathan et al., 2020), decelerando
ulteriormente le reazioni di degradazione del seme (Nadarajan et al., 2023; Corbineau, 2024).
Tuttavia, al fine di verificare I’ipotesi dell’impatto della copertura nevosa sull’invecchiamento sei
semi, sono necessari ulteriori studi. Certo ¢ che la neve riveste un ruolo ecologico tutt’altro che

indifferente nell’ambiente artico, isolando termicamente il suolo, proteggendo le piante dal vento
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gelido invernale e garantendo un buon livello di umidita del suolo all’inizio della stagione estiva,
ma anche ritardando 1’inizio della stagione vegetativa (Peterson, 2014). La copertura nevosa ¢,
insieme al vento e alla topografia, responsabile, quindi, della distribuzione delle specie artico-alpine
nei loro areali (Billings & Mooney, 1968).

L’artico ¢ una delle regioni globali piu in pericolo a causa del cambiamento climatico (Koenigk et
al., 2020) e la conservazione ex sifu dei semi delle specie vegetali che lo abitano ¢ di vitale
importanza per contrastare la perdita di biodiversita che ne pud derivare. In questa tesi abbiamo
evidenziato che i semi delle piante artiche sono poco longevi, anche confrontandoli con i semi delle
piante alpine, che sono gia stati classificati come poco longevi da Mondoni et al. (2011). Tale scarsa
resistenza all’invecchiamento puo essere dovuta all’ambiente che, nei mesi invernali, favorisce la
conservazione dei semi, rallentando gia di per sé¢ I’invecchiamento di questi. I semi, di conseguenza,
non sarebbero sottoposti a pressioni selettive che favoriscono la selezione per tratti genetici che
migliorino la loro capacita di resistere all’invecchiamento. L’Artico ¢ inoltre un ambiente,
generalmente, piu uniforme da un punto di vista climatico rispetto alle Alpi, e questo potrebbe stare
alla base della maggiore variabilita nei valori di pso riscontrati nelle piante alpine rispetto alle
artiche. Le condizioni climatiche sono, infatti, note per avere un’influenza sulla resistenza
all’invecchiamento e, di conseguenza, sulla longevita dei semi: come riscontrato in altri studi simili,
¢ emersa una correlazione positiva tra la longevita stimata dei semi e la temperatura media annuale.
Un risultato piu anomalo ¢ stato, invece, riscontrato nella correlazione positiva tra precipitazioni
totali annuali e longevita dei semi: tale tendenza ¢ sempre stata riportata come negativa in
letteratura. Una possibile spiegazione a tale risultato, seppur molto speculativa, potrebbe risiedere
nel fatto che nell’area di studio, le precipitazioni invernali sono da intendere come nevose: manti
nevosi piu spessi potrebbero isolare termicamente il seme, impedendogli di raggiungere temperature
molto basse che ne aiuterebbero la conservazione, ed inoltre ritarderebbero la sua germinazione,
portando il seme a dover sviluppare una maggiore resistenza all’invecchiamento rispetto a semi non
coperti da manti nevosi particolarmente spessi. Il riscaldamento globale ¢ stato previsto avere
un’influenza maggiore sulle aree montane e nella regione artica (Parolo & Rossi, 2008; Koenigk et
al., 2020). I cambiamenti climatici previsti dai modelli hanno come denominatore comune un
aumento delle temperature: estati piu calde potrebbero accelerare la germinazione dei semi delle
piante artico-alpine (Graae et al., 2008; Milbau et al., 2009), ma temperature invernali piu elevate
potrebbero, invece, risultare dannose per i semi: secondo Graae et al. (2008) ci potrebbero essere
piu attacchi fungini, mentre secondo Jaganathan et al. (2020) queste si tradurrebbero in una
riduzione dei manti nevosi, esponendo, cosi, le piante e i semi ad un maggiore rischio di
congelamento mortale. Oltre a questo, I’aumento delle temperature potrebbe portare alla migrazione

di specie meno psicrofile verso ambienti che prima erano troppo freddi per loro (Parolo & Rossi,
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2008; Niittynen et al. 2018; Jaganathan et al., 2020), portando potenzialmente a restringimenti delle
popolazioni autoctone attuali e, nel peggiore dei casi, a estinzioni locali di alcune specie poco
competitive rispetto a quelle di recente migrazione. In uno studio di Niittynen et al. (2018), gli
autori affermano, inoltre, che il riscaldamento globale diminuirebbe la durata del manto nevoso e
questo porterebbe a un aumento delle estinzioni locali. Mohammadzadeh Khani et al. (2022)
affermano che, nonostante nei prossimi anni sia previsto un aumento delle precipitazioni
nell’Artico, la durata dei manti nevosi sara destinata a ridursi sempre di piu. Tuttavia, White et al.
(2023) hanno riscontrato un aumento nella longevita dei semi di piante alpine raccolti negli ultimi
20 anni, specialmente negli anni piu caldi: di conseguenza, un aumento delle temperature potrebbe
portare a un aumento della resistenza all’invecchiamento anche nei semi delle piante artiche. Questo
potrebbe essere dovuto anche a plasticita fenotipica indotta da un’influenza materna: la pianta
madre, mentre produce i semi, pud modulare alcuni tratti della progenie in modo tale che questa
risulti piu adatta ad affrontare determinate condizioni ambientali sfavorevoli a cui lei stessa ¢
sottoposta al momento della produzione dei semi e la longevita ¢ stata dimostrata essere uno di
questi tratti (Kochanek et al., 2010; Mondoni et al., 2014). E bene, pero, ricordare che i test di
invecchiamento prescindono dalle reali condizioni ambientali, ¢ dunque non ¢ detto che in natura
questi semi siano in grado di sopravvivere a inverni senza neve a proteggerli dalle temperature
rigide (Jaganathan et al., 2020). Jaganathan et al. (2020) affermano, infatti, che, paradossalmente, 1
semi provenienti da zone meno fredde possiedono una maggiore tolleranza nei confronti delle basse
temperature, probabilmente perché non protetti dalla neve come accade, invece, per i semi artico-
alpini. Il rischio di estinzioni locali, dovuto direttamente ai cambiamenti climatici o, piu
indirettamente, alla migrazione di specie piu competitive, risulta essere ancora piu elevato se
pensiamo che, a causa delle drastiche condizioni termiche di questi ambienti, le specie artico-alpine
sfruttano molto la riproduzione asessuata (Korner & Keorner, 1999; Peterson, 2014; Mondoni et al.,
2022): questo significa che vi ¢ una bassa diversita genetica all’interno delle popolazioni e tale
fattore rende ancora piu critica la situazione, poiché diminuisce la capacita di resilienza di una
popolazione.

La conservazione ex situ dei semi delle piante che abitano questa regione ¢, dunque, di
fondamentale importanza per preservare la biodiversita e poter ripopolare zone in cui potrebbero
avvenire contrazioni delle popolazioni naturali, se non addirittura estinzioni locali. Comprendere
quanto i semi delle piante artiche possano rimanere vitali in condizioni di conservazione ex situ ¢
quindi d’obbligo per rendere efficiente questa importante, seppur complementare, strategia di

conservazione delle piante.
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