INFORMATORE BOTANICO ITALIANO, 45 (1) 27-34, 2013

27

Osservazioni morfologiche e valutazione della germinazione dei semi

di alcune specie liguri

C. MASCARELLO, E. SAacco, E. Zarra, G.I. SUFFIA, M.G. MARIOTTI, B. RUFFONI

ABSTRACT - Notes on seed morphology and germinability of some Ligurian species - In the present study it was decided to
select, collect, preserve, characterize and evaluate the germination of the seeds of 41 Ligurian species, 18 of which are
included in the national or regional red lists according to IUCN rules. Strong differences in seed morphology were
observed for all the analyzed parameters (weight, colour, shape and size). Only 6 species (Echinops ritro, Limonium avei,
Lilium martagon, Limonium cordatum, Moricandia arvensis and Silene otites) showed a germination higher than 50% under

the standard conditions adopted for the screening.
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INTRODUZIONE

Lelevato livello di biodiversita del territorio ligure
dipende soprattutto dal contatto fra tre regioni bio-
geografiche, alpina, continentale e mediterranea, ma
anche da eventi paleogeografici e usi del territorio.
Ciod si manifesta soprattutto sul settore occidentale,
che, con le Alpi Liguri e Marittime, costituisce uno
dei pitt importanti hor spor di diversita vegetale del
Mediterraneo (MEDAIL, QUEZEL, 1997; CASAZZA et
al., 2007). Seppure si sia ancora lontani dal comple-
to risk assessment della flora ligure, diverse specie
vascolari, rare o endemiche, di questo settore risulta-
no a rischio e sono state considerate elementi giusti-
ficativi delle Important Plant Areas (MARIOTTI,
BARBERIS, 2010).

In attesa di portare a termine programmi recente-
mente intrapresi per la valutazione del livello di
rischio, ¢ di fondamentale importanza, anche per la
Liguria, il ruolo svolto nella conservazione ex situ
presso orti botanici e Banche dei semi (DE CUGNAC,
1953; S.B.1., 2001, 2004; BACCHETTA et al., 2006;
HAVENS ez al., 2006), affinché la conservazione ex
situ non sia alternativa ma complementare a quella iz
situ fondamentale per preservare gli habitat naturali
delle specie (FALK, 1990; CHIN, 1994; COCHRANE ¢¢
al., 2007). Per un’efficace azione di conservazione ex
situ ¢ fondamentale studiare le caratteristiche biolo-
giche del seme (dormienza, disseminazione, conser-
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vabilitd, ecc.), le strategie riproduttive, i processi
fisiologici e i fattori che condizionano la germinazio-
ne (BEWLEY, BLACK, 1994; BASKIN, BASKIN, 2001;
BACCHETTA et al., 2006; GODEFROID et al., 2010;
P1OTTO et al., 2010). Tali informazioni sono anche la
base per capire il ruolo ecologico della specie nell’ha-
bitat (BALDONI, 1998) e adottare le misure di con-
servazione pill appropriate.

Il contenimento della perdita di diversita genetica
necessita di valutare preliminarmente la potenzialita
germinativa intrinseca della specie, ricercando le
cause di una eventuale difficolta di germinazione e
attuando, in seguito, strategie per rafforzare e ricosti-
tuire le popolazioni (PIOTTO ez al., 2003; BACCHET-
TA et al., 20006).

Per tali finalitd, nel’ambito di una collaborazione tra
I'Unita di Ricerca per la Floricoltura e le Specie
Ornamentali di Sanremo (CRA-FSO) e il
Laboratorio per la Conservazione della Diversita
vegetale ligure dei Giardini Botanici Hanbury di
Ventimiglia (GBH), dal 2008, sono stati raccolti semi
di entita di interesse fitogeografico, rare o minacciate
della Liguria, su cui sono state effettuate osservazioni
morfologiche preliminari e la caratterizzazione mor-
fometrica, indagini spesso molto utili in quanto, nel-
I'ambito della stessa specie, semi di peso e dimensio-
ni maggiori hanno maggiori probabilitd di sopravvi-
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venza (PACINI et al., 2001). Parallelamente sono stati
condotti studi preliminari volti a determinare la ger-
minazione del seme in condizioni standard senza
adottare alcun trattamento che potesse alterare in
qualsiasi modo la germinabilita intrinseca del seme.
In questo lavoro si presentano i risultati ottenuti su
41 specie appartenenti a 22 famiglie differenti (di cui
le Fabaceae ¢ le Asteraceae sono le pil rappresentate
con 5 e 4 specie rispettivamente) e 34 generi; i taxa
studiati appartengono a specie endemiche e/o rare in
Italia o in Liguria, al limite di areale, specie di habi-
tat costieri minacciati, o inserite negli allegati II, IV
e V della direttiva CE 43/92 o specie protette dalla
legge regionale della Liguria n. 28/2009 (ZAPPA e.
al., 2010); 18 di esse sono incluse nelle red list nazio-
nali o regionali (CONTI ef al, 1997). La maggior
parte di questi zxa sono inseriti nell“Atlante delle
specie a rischio di estinzgione” (SCOPPOLA, SPAMPINA-
TO, 2005). Alcuni, come Convolvulus sabatius Viv.
ssp. sabatius, Crithmum maritimum L., Lagurus ova-
tus L., Limonium cordatum (L.) Mill. e Silene otites
(L.) Wibel, sono specie guida di habitat inclusi
nell’Allegato I della direttiva CE 43/92 e oggetto di
un progetto di conservazione e reintroduzione della
flora costiera finanziato dalla Provincia di Savona.

MATERIALI E METODI

Lattivitd sperimentale ¢ iniziata con la raccolta di
informazioni sulla localizzazione delle specie; si ¢
provveduto quindi alla scelta delle stazioni e infine
alla raccolta dei semi secondo le linee guida interna-
zionali (GENMEDOC, 2005; BACCHETTA et al., 20006;
ENSCONET, 2009) in modo da conservare campioni
rappresentativi delle diverse popolazioni. Il seme rac-
colto ¢ stato portato presso la banca del germoplasma
dove si ¢ proceduto alla registrazione dell’accessione
con codice (BACCHETTA et al., 2006) e mantenuto in
quarantena in locale arieggiato a temperatura
ambiente; durante tale periodo si ¢ potuto accertare
lo stato fitosanitario del materiale raccolto, si & prov-
veduto alla pulizia del seme dai residui dei frutti e
dalle impurita con tecniche manuali e/o meccaniche
cercando di evitare qualsiasi danneggiamento al seme
che potesse modificare la conservabilitd (PROBERT e#
al., 2007). I semi puliti sono stati quindi fotografati,
conteggiati e pesati. Per mantenere un’elevata vitalita
senza danneggiare 'embrione, i semi puliti sono stati
portati nella camera di deidratazione, conservati a
condizioni ottimali con temperatura (15 °C) e umi-
dita (15%) costanti (FAO/IPGRI, 1994; TERRY et al.,
2003) finché non hanno raggiunto un livello di umi-
ditd in equilibrio con i parametri ambientali
(LINNINGTON, 2003) pronti per la conservazione a
lungo termine a basse temperature (ROBERTS, 1973).
Una parte di questi semi ¢ stata consegnata al perso-
nale del CRA-FSO e utilizzata per i test di germina-
zione, mentre la maggior parte di essi ¢ stata posta in
contenitori di vetro Vials, sigillati e ulteriormente
conservati in vasi di vetro a chiusura ermetica a
-20 °C presso i GBH (FAO/IPGRI, 1994; GODEFROID
et al., 2010). All'interno dei vasi di vetro ¢& stato
posto anche un Vial sigillato contenente gel di silice
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granulare autoindicante per il monitoraggio dell’'u-
midita e quindi delle corrette condizioni di conser-
vazione del campione (BACCHETTA ez al., 2006).

Per la caratterizzazione morfologica su 100 semi per
specie sono stati registrati colore, forma, peso (con
bilancia analitica), dimensioni (lunghezza e larghez-
za) (Fig. 1) e superficie (con analizzatore d’immagi-
ne); dai valori morfometrici oggettivi si ¢ ricavato il
fattore di rotondita [= (4 x area)/(diametro massimo?
x 7)] che indica la perfetta circolaritd dei semi con
valori che variano da 0 a 1 (dove il valore 1 corri-
sponde al cerchio), o il rapporto tra diametri (diame-
tro minimo/diametro massimo) dove 1 indica che i
due diametri sono identici (VENORA et al., 20006;
BACCHETTA et al., 2008). Con tale tecnologia si pos-
sono superare quindi i limiti determinati dalla sog-
gettivitd e non ripetibilicd dei rilievi (BACCHETTA ez
al., 2006) consentendo di confrontare materiali di
diverse accessioni.

Fig. 1
Registrazione delle accessioni e dei dati morfometrici.
Accessions and morphometrical data registration.

Successivamente sono stati determinati, attraverso i
test di germinazione, la facoltd germinativa (%)
(WANG, 1999; BACCHETTA et al., 20006) e il Tempo
Medio di Germinazione (T.M.G.) (ELLIS, ROBERTS,
1981). Su Eryngium spinalba si ¢ anche determinata
la vitalita del seme sia con la prova del taglio sia con
il test al tetrazolio (1% di 2,3,5-trifeniltetrazolio clo-
ruro) (BASRA, 1995; BACCHETTA et al., 20006).

Per valutare la facolta germinativa di ciascuna specie
¢ stato effettuato uno screening alle seguenti condi-
zioni standard: semi non trattati, temperatura
costante a 23x1 °C, fotoperiodo di 16 ore di luce,
capsule Petri sterili da 9 cm di diametro contenenti
un doppio strato di carta filtro sterile mantenuta
umida con acqua distillata sterile (HARTMANN,
KESTER, 1965; BACCHETTA ez al., 2006) (Fig. 2). 1
rilievi sono stati effettuati ogni 3 giorni per 60 gior-
ni dalla semina; il seme ¢ stato considerato germina-
to quando si rendeva visibile la radichetta. I dati sono
stati elaborati statisticamente valutando l'errore stan-
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Fig. 2
Capsule Petri contenenti i semi delle specie in prova.
Petri dishes with tested seeds.

dard della media.

Limpiego di seme di specie minacciate per I'esecu-
zione di test di germinazione o che implichino la
distruzione del materiale richiede particolare atten-
zione trattandosi di materiale molto prezioso
(P1OTTO et al., 2010); per tale motivo sono stati uti-
lizzati campioni di numero minimo per avere dati
sperimentalmente validi (100 semi per specie suddi-
visi in 4 piastre Petri da 25 semi ciascuna) e, inoltre,
il materiale germinato non ¢ stato eliminato ma tutte
le plantule sono state portate in serra di ambienta-
mento, trapiantate in alveolari con terriccio per semi-
ne addizionato con sabbia, leggermente ricoperti con
sabbia pura e, a cadenza, sono stati eseguiti i rilievi di
sopravvivenza. Raggiunta una dimensione idonea al
rinvaso si ¢ provveduto a trasferirle in vasetti del dia-
metro di 11 cm; esse sono state portate in pienaria,
a disposizione per eventuali interventi di reintrodu-
zione in natura.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Le osservazioni morfologiche (Tab. 1) hanno portato
a distinguere un gruppo di specie con semi di super-
ficie ridotta (minori di 1 mm?) (Gentiana ligustica,
Limonium cordatum e Spergularia marina) e uno con
semi di peso molto ridotto (inferiore a 0,5 g per
1000 semi) (Campanula sabatia e C. isophylla,
Hyosciamus niger, Lagurus ovatus, Limonium avei,
Pinguicula reichenbachiana, Moricandia arvensis e
Santolina ligustica), mentre semi decisamente pil
pesanti e grandi sono stati riscontrati per Anagyris
foetida. Per quanto riguarda la forma, sono stati
osservati semi piatti (Lilium martagon, L. pompo-
nium, Fritillaria involucrata, Gentiana lutea e
Spergularia marina), cilindrici (Santolina ligustica e
Gentiana ligustica), perfettamente rotondi (Brassica
montana, Hyosciamus niger, Lotus commutatus,
Romulea bulbocodium, Romulea ligustica e Silene oti-
tes) o reniformi (Anagyris foetida e Lavatera mariti-
ma). Si sono riscontrate anche forme particolari fina-
lizzate a imitare insetti (es. Silene otites ed Fuphorbia
wulfenii) (Fig. 3) per aumentare le possibilita di dis-
seminazione a opera di predatori entomofagi.
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Fig. 3
Semi di Euphorbia characias ssp. wulfenii.
Seeds of Euphorbia characias ssp. wulfenii.

Semi visivamente valutati di forma rotonda all’anali-
si oggettiva del fattore di rotonditd (BACCHETTA ez
al., 2008) sono risultati pitt simili a una forma ellit-
tica. Cid evidenzia I'importanza di adottare metodi
di rilievo oggettivi e non soggettivi. Su alcuni semi
sono presenti strutture atte alla dispersione come ali
(Spergularia e Lilium) (Fig. 4), elaiosomi (Moehrin-
gia, Leucojum ed Euphorbia) (Fig. 5) o aculei (Eryn-
gium spinalba) (Fig. 6).

Fig. 4
Semi di Spergularia marina.
Seeds of Spergularia marina.

La gamma cromatica varia dal nero intenso fino al
grigio, passando attraverso tonalita del marrone.

La caratterizzazione morfologica, oltre alle importan-
ti informazioni sopra descritte, puo essere utile anche
per uno screening del materiale vitale. In Eryngium
spinalba, per esempio, sono state trovate due tipolo-
gie di achenio: uno, bianco, di dimensioni ridotte
(6,7 £ 0,2 mm) e uno, grigio, di dimensioni signifi-
cativamente maggiori (11,7 + 0,4 mm). Si ¢ accerta-
to, con il test al tetrazolio, che solo gli acheni grigi
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TABELLA 1

Dati inerenti la caratterizzazione del seme delle 41 specie selezionate.
Data concerning the characterization of the seed of the 41 selected species.
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*: per la nomenclatura cfr. Tab. 2.
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Abbreviazioni. nr: non rilevabile in quanto di dimensioni inferiori a 1 mm?; ac: aculei; al: ali; el: elaiosoma.

*: for the nomenclature see Table 2.

Abbreviations. nr.: not detectable as smaller than 1 mm?; ac: prickles; al: wings; el: elaiosome.

Fig. 5
Semi di Moehringia sedoides.
Seeds of Moehringia sedoides.

avevano embrioni vitali (100% di vitalita) e pertanto
la selezione di acheni grigi e di dimensioni superiori
al cm consente, per questa specie, di selezionare il
materiale vitale visivamente.

La scelta di non applicare alcun trattamento di disin-
fezione al seme (compresa la sterilizzazione con ipo-
clorito di sodio) deriva da quanto verificato in lette-
ratura per cui tale composto, se pur utile per la rimo-
zione delle spore fungine (CHUN ez al., 1997), puo,
in alcune specie, alterare la germinabilita interrom-

Fig. 6
Acheni di Eryngium spinalba.
Achenes of Eryngium spinalba.

pendo la dormienza (MACIT, 1981) o, diversamente,
causare danni irreversibili (Hs140, 1979). Leffetto di
tale composto evidenzia, inoltre, stretta correlazione
tra concentrazione e temperatura (YILDIZ, ER, 2002).
Pertanto i risultati di test di germinazione con impie-
go di ipoclorito di sodio devono essere interpretati
con cautela (DITOMMASO, NURSE, 2004).

Dai test di germinazione emerge che, tra le specie
analizzate, alle condizioni di prova, solo sei [Echinops
ritro (Fig. 7), Limonium avei (Fig. 8), L. cordatum,
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Lilium martagon, Moricandia arvensis e Silene otites]
hanno evidenziato una germinabilita maggiore del
50%, 20 specie hanno presentato una germinabilita
nulla (0%) e 15 compresa tra 1 e 50% (Tab. 2).

Cio ha indicato che solo poco piti del 14% delle spe-
cie saggiate non presentava fenomeni di dormienza o
importanti influenze dei fattori esterni sulla germi-
nazione; per tale motivo sono in atto, sulle 35 specie
che hanno manifestato tali problemi, test per ricerca-
re le condizioni ottimali per ottenere 'espressione
massima della facoltd germinativa della specie.
Eccetto Lilium martagon, le altre 5 specie con buona

TABELLA 2

Analisi delle germinabilita del seme di alcune specie liguri.
Analysis of the germination of some Ligurian species.
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germinabilitd allo screening hanno evidenziato un
T.M.G. inferiore alla settimana che indica la presen-
za di seme dotato di prontissima germinazione. Da
segnalare che, nonostante in letteratura sia riportato
che L. martagon ¢ una specie a germinazione ipogea
ritardata (PELKONEN, 2005) e che, come tale, richie-
da lapplicazione di trattamenti di estivazione e/o
vernalizzazione (KEDRA, BACH, 2005), in questo test
si ¢ potuto appurare che il seme ¢ germinato ad ele-
vate percentuali (93,3%) senza l'applicazione di
alcun trattamento, a conferma di osservazioni prece-
denti (MASCARELLO et al., 2011).

*: LR= a minor rischio di estinzione, VU= vulnerabile, EN= minacciato, CR= gravemente minacciato.

*: LR= Lower risk, VU= Vulnerabile, EN= Endangered, CR= Critically endangered.
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Fig. 7
Semi di Echinops ritro in germinazione.
Germination of Echinops ritro seeds.

Alcune plantule ottenute dai test di germinazione di
queste sei specie hanno manifestato un’alta sopravvi-
venza al trapianto in serra (88,1% e 72,7% per
Echinops e Moricandia rispettivamente), mentre per
altre ¢ risultata piuttosto scarsa (Lilium martagon,
Limonium avei, L. cordatum e Silene otites). Lespe-
rienza personale porta a ritenere quindi piu utile
provvedere alla semina diretta 7z vivo (qualora non
sia necessario studiare la germinazione della specie)
piuttosto che a una semina iz vitro che comprende
anche la fase di trapianto, spesso accompagnata da
uno stress eccessivo per le giovani plantule.

Tra le 18 specie che fanno parte delle liste rosse solo
due [Limonium cordatum e L. avei (Fig. 8)] hanno
manifestato un’elevata germinabilita; le altre 16 sono

Fig. 8
Semi di Limonium avei in germinazione.
Germination of Limonium avei seeds.
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risultate tutte con germinabilita ridotta o nulla. Cio
potrebbe suggerire una correlazione tra la perdita dei
fattori condizionanti dispersione e germinazione e la
modificazione dell’habitat naturale.

CONCLUSIONI

In questo lavoro vengono riportati nuovi dati origi-
nali sulla morfologia e sulla germinabilita dei semi di
molte specie liguri.

Si pud affermare che esiste una grande variabilita
morfologica e germinativa tra le specie studiate e per
molte sono presenti fattori interni ed esterni che ne
limitano una pronta diffusione nell’habitat; infatti
ben 35 specie, alle condizioni di screening, hanno
manifestato una germinazione inferiore al 50%, e su
queste sono in corso ulteriori studi finalizzati a iden-
tificare le cause della mancata germinazione al fine di
elevare la germinabilita a valori oltre la soglia ritenu-
ta sufficiente.
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RIASSUNTO - In questo lavoro si riportano i risultati di
un’attivitd di selezione, raccolta, conservazione e caratte-
rizzazione e studio del seme e della germinazione di 41
specie liguri di cui 18 sono inserite nelle liste rosse TUCN.
Sono emerse grandi differenze morfologiche tra i semi in
tutti i parametri analizzati (peso, colore, forma e dimen-
sione). Solo 6 specie (Echinops ritro, Limonium avei,
Lilium martagon, Limonium cordatum, Moricandia arven-
sis e Silene otites), alle condizioni di screening adottate,
hanno manifestato una germinabilita superiore al 50%.
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