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Con riferimento all’ Accordo di ricerca collaborativa FEM - Parco di Paneveggio Pale di San
Martino, periodo 2017-2019 ( cod. ZD11D5106A), si relaziona su quanto svolto nel 2018
relativamente ai punti: a) Analisi dei trend pollinici e influenza delle variabili meteorologiche; b)
Studio del patogeno H. fraxineus: aspetti aerobiologici.
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Analisi dei trend pollinici e influenza delle variabili meteorologiche

Riassunto

| dati pollinici sono attendibili indicatori degli effetti dei cambiamenti climatici sulla vegetazione. Il
principale risultato che si evince dal caso studio, relativo a San Michele a/A e alla Val Canali, & la tendenza
ad un anticipo della data di arrivo del polline in aria, rilevata per sette taxa su nove, in entrambe i centri di
monitoraggio aerobiologico provinciale. Questo anticipo della data di inizio in cui si rileva la presenza di
polline in atmosfera & connesso con la fenologia della fioritura ed appare ben correlato (negativamente)
con le temperature medie invernali, per le quali si registra anche a scala locale un trend di aumento:
all’laumento delle temperature corrisponde un anticipo del giorno di inizio della pollinazione.

Le precipitazioni sembrano condizionare meno la data di inizio, ad eccezione di alcuni taxa a fioritura
primaverile per i quali in Val Canali si registra un ritardo nell’inizio in presenza di piogge nel periodo
precedente. | quantitativi pollinici sembrano riflettere maggiormente la situazione locale.

La durata temporale dell’intervallo considerato (2006-2016) & in molti casi non sufficiente ed individuare
trend statisticamente significativi. Proseguendo le attivita di monitoraggio tali indagini potranno essere
aggiornate.

| risultati di questo studio sono stati presentati al convegno internazionale di Aerobiologia (Parma 2018)
(http://hdl.handle.net/10449/46079)

Premessa

Il monitoraggio aerobiologico permette di disporre di dati sui pollini aerodispersi in atmosfera sia
relativamente ai quantitativi sia alla stagionalita. Questi dati ci forniscono quindi sia un’immagine dello
spettro di diversita della vegetazione di una zona sia utili informazioni sulla fenologia della fioritura.

In anni recenti i dati pollinici sono stati spesso usati come sistema indiretto per ricavare informazioni su
modificazioni in atto nella vegetazione nel contesto dei cambiamenti globali.

In bibliografia risulta ben documentato I'effetto dei cambiamenti climatici nel determinare un anticipo degli
eventi primaverili in generale e della fioritura in particolare; scopo del lavoro & analizzare se cio sia
evidenziato anche da trend di anticipo nella comparsa dei pollini e verificare I'influenza delle variabili
climatiche nel modificarne stagionalita e quantitativi.



Obiettivo del lavoro
1.Verificare se per i dati pollinici raccolti presso villa Welsperg in Val Canali vi siano dei trend analizzando i
principali descrittori della stagione pollinica (inizio, picco, durata, quantitativi)

2.Studiare le correlazioni tra i principali descrittori della stagione pollinica ed i parametri meteorologici
principali (temperature e precipitazioni)

Per entrambi gli obiettivi si mira a valutare la concordanza tra quanto analizzato a Villa Welsperg e i dati
pollinici disponibili presso il centro di San Michele a/A (figura 1). In questo modo sara possibile
discriminare tra effetti locali e risposte a scala pit ampia.

® SAN MICHELE all’ADIGE ® VAL CANALI
220 m a.s.l.

Figura 1 : Area di studio. Le due stazioni provinciali di monitoraggio aerobiologico: Val Canali e San Michele all’Adige

Metodi e Risultati

1. Analisi dei trend dei descrittori pollinici di stagionalita e quantitativi
Per questa analisi sono stati considerati 9 taxa: 7 arborei e due erbacei. | taxa sono stati selezionati per
essere ben rappresentati in entrambe le stazioni provinciali e con periodi di fioritura che interessano sia la
stagione invernale che primaverile. L'intervallo temporale considerato e dal 2006 al 2016.
Per I'analisi dei dati & stato utilizzato un approccio non parametrico (test Mann-Kendal; Sen’s slope).
L’analisi @ stata condotta per la data di inizio (definita come Day Of the Year (DOY), giorno in cui si
raggiunge il 2,5% della concentrazione annuale), la data di picco (DOY in cui viene raggiunta la massima
concentrazione annuale), la durata (intervallo temporale tra inizio e fine) e per il quantitativo totale
annuale di polline prodotto.



L’esito complessivo delle analisi € riportato nell’allegato 1; sono stati considerati per il confronto i dati della

Val Canali e di San Michele sia per il medesimo intervallo temporale sia per la serie completa (1990-2016).

Di seguito (figura 2) si riportano i grafici che analizzano i trend della data di inizio pollinazione; in blu i dati

della Val Canali ed in rosso i dati di San Michele. Ad eccezione di Alnus e Corylus si nota una tendenza

all’anticipo della data di inizio con andamento piuttosto simile nelle due stazioni, soprattutto per alcuni

taxa. L'intervallo temporale considerato non e cosi ampio ai fini statistici; si registra un unico

statisticamente significativo per Fraxinus excelsior in Val Canali.
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Figura 2: Analisi trend data di inizio (DOY 2,5%) rilevato nella stazione della Val Canali (in blu) e di San Michele (in

rosso). La linea continua rappresenta un trend statisticamente significativo (p<0,05); la linea tratteggiata rappresenta

una tendenza non significativa.

La figura 3 riporta le medesime analisi considerando la data in cui si raggiungono i quantitativi maggiori

durante la stagione (picco). Si nota una certa concordanza con gli andamenti precedenti ma la tendenza e

meno pronunciata.
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Figura 3: Analisi trend data di picco rilevato nella stazione della Val Canali (in blu) e di San Michele (in rosso)

| trend rilevati relativi ai quantitativi totali di pollini sono descritti in figura 4. Questo indicatore risulta,

come prevedibile, maggiormente dipendente dalla struttura vegetazionale dell’area di indagine. Nessun

trend risulta significativo nell’intervallo temporale di riferimento e si osserva, soprattutto per alcuni taxa,

un’elevata variabilita del dato. Inoltre i trend evidenziano nelle due stazioni segno opposto per Alnus,

Fraxinus, Pinus, Urticaceae.
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Figura 4: Trend dei quantitativi totali di polline rilevato nella stazione della Val Canali (in blu) e di San Michele (in
rosso)

2. Correlazioni con parametri meteorologici

Le variabili meteorologiche considerate per analizzare le correlazioni con i parametri pollinici sono le
temperature e le precipitazioni. Anche in questo caso abbiamo utilizzato la statistica non parametrica
calcolando il coefficiente di correlazione per ranghi di Spearman.

La tabella 1 riporta in modo riassuntivo solo le correlazioni significative riscontrate tra la data di inizio di
ogni taxa e le temperature medie stagionali e mensili (analisi completa in allegato 2).

Si nota come in entrambe le stazioni le temperature invernali siano ben correlate con la data di inizio, a
parte alcune eccezioni quali le Graminaceae, che in Val Canali sono meglio correlate con le temperature
primaverili ed il faggio, taxon Fagus, che non mostra correlazioni (probabilmente a causa della sporadica
presenza del polline). Infine per la betulla, Betula, in Val Canali non si evidenziano correlazioni significative
con temperature stagionali ma solo con le temperature medie del mese di marzo.

Relativamente alle temperature mensili si nota in genere una buona correlazione con le temperature medie
dei mesi piu prossimi alla fioritura.



Data di inizio (2,5%) vs Temperature medie stagionali e mensili

Correlazioni di Spearman significative (p<0,05)

SAN MICHELE VAL CANALI SAN MICHELE VAL CANALI
Alnus Inverno Inverno Gen, Feb Gen, Feb
Corylus Inverno Inverno Gen, Feb Gen, Feb
Betula Inverno null Gen, Mar Mar
Ostrya Inverno Inverno Gen, Mar Apr
Fraxinus excelsior Inverno Inverno Feb, Mar, Apr Mag
Fagus null null Mar Apr
Pinus Inverno Inverno Feb, Mar, Apr Feb, Mar, Apr
Graminaceae Inverno Primavera Gen, Feb,Mar, Apr Mar
Urticaceae Inverno Inverno Feb, Mar, Apr Mar, Apr

Tabella 1: Si riportano in tabella le stagioni ed i mesi le cui temperature medie hanno mostrato correlazione
significativa (p<0.05) con la data di inizio della stagione pollinica (2,5% doy)

L’analisi con le precipitazioni mira ad evidenziare I'influenza di questo parametro sia nel fornire I'apporto
idrico necessario alla pianta sia per valutare I'eventule effetto fisico di dilavamento che elevate
precipitazioni possono determinare sulle concentrazioni di polline in aria.

Con queste finalita la tabella 2 riporta le correlazioni significative rilevate (valore di rho). Nella prima
colonna tra data di inizio e le precipitazioni cumulate nei 30 giorni precedenti. Si notano solo per le
Graminaceae correlazioni significative in entrambe le stazioni ma di segno contrario; in Val Canali anche
per Fagus, Pinus ed Urticaceae si osserva un ritardo della data di inizio in presenza di precipitazioni.

L’Indice pollinico -che esprime il quantitativo di polline rilevato tra data di inizio e fine- non sembra essere
particolarmente condizionato né dalle precipitazioni cumulate né dal numero di giorni di pioggia. Le
correlazioni si presentano positive per Alnus, Betula ed Ostrya a San Michele, mentre per la Val Canali si
osserva un’unica correlazione negativa per le Urticaceae.

Infine nell’ultima colonna si nota come la durata della stagione pollinica sia positivamente correlata in Val
Canali per tutti i taxa (Urticaceae escluse) con il numero di giorni di pioggia.



SAN MICHELE VAL CANALI
= =
TAXA § §
N @ ap N @ ap
£5 S8l 25 S
SE E¥ BE £
53 28| 53 212
Alnus (non viridis doy 1-120)
Betula
o Corylus
c Fagus 0,853
° Fraxinus excelsior
% Graminaceae -0,472 0,624
- Ostrya
Pinus 0,706
Urticaceae 0,702
Alnus (non viridis doy 1-120) 0,404
Betula 0,610 0,597
3 Corylus
£ Fagus
& Fraxinus excelsior
% Graminaceae
£ Ostrya 0,411 0,434
Pinus
Urticaceae -0,627
Alnus (non viridis doy 1-120) 0,954 0,874
Betula 0,750
Corylus 0,722
o Fagus 0,809 0,891
g Fraxinus excelsior 0,800
e Graminaceae 0,610 0,641 0,738 0,766
Ostrya -0,384 0,827 0,936
Pinus 0,697
Urticaceae 0,422

Tabella 2: Siriportano i valori della correlazione non parametrica di Spearman tra data di inizio, Indice Pollinico e
durata e le precipitazioni cumulate ed il numero di giorni di pioggia rispettivamente dei 30 gg precedenti e relative
all'intervallo considerato (inizio-fine)
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Studio del patogeno H. fraxineus: aspetti aerobiologici
Nel corso del 2018 si & portato avanti lo studio relativo al deperimento del frassino (Figura 5) sia
concentrandosi sulla dispersione del patogeno sia sulla risposta dei popolamenti di frassino in termini di

potenziale capacita riproduttiva.

Figura 5. Esemplare di frassino maggiore colpito da forte deperimento dovuto al fitopatogeno Hymenoscyphus
fraxineus.

In particolare, durante la stagione estiva, sono state effettuate le raccolte di corpi fruttiferi di
Hymenoscyphus fraxineus da materiale vegetale al suolo, i campionamenti passivi aerobiologici a cadenza
settimanale e la raccolta del polline da piante di frassino per effettuare dei test di vitalita.

Campionamento di spore da corpo fungino

Dopo una ricerca bibliografica per il riconoscimento dei corpi fruttiferi di H. fraxineus, sono state
organizzare una serie di raccolte mirate. In primis si € proceduto ad una uscita sul territorio nella quale,
grazie al confronto con un esperto fitopatologo (Giorgio Maresi), ed alle indicazioni di presenza di frassino
maggiore da parte dell’esperto locale (Maurizio Salvadori) & stato possibile identificare con precisione i
corpi fruttiferi portati dalle rachidi di foglie di frassino al suolo (Figura 6). La raccolta e continuata durante i
mesi estivi, ed i corpi fruttiferi sono stati portati in seguito presso il laboratorio biologico della FEM. Qui
sono state effettuate prove di raccolta delle spore dai corpi fruttiferi, che perd non hanno permesso di
ottenere risultati quantitativamente soddisfacenti per poter addestrare al riconoscimento delle spore pure
strumenti di campionamento automatici (es. Rapid-E a scansione ottica).
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Figura 6. Corpi fruttiferi di Hymenoscyphus fraxineus su rachide di frassino maggiore raccolta dal terreno (a sn); a
destra rachidi con corpi fruttiferi poste su setaccio peritest di.

Campionamento di spore disperse in atmosfera

Nel periodo luglio-ottobre sono stati effettuati dei campionamenti passivi su nastro con strumento Sigma-2,
a cadenza settimanale, presso il parco di Villa Welsperg. | nastri sono stati colorati con apposita soluzione di
fucsina acida (in gelvatol) ed osservati al microscopio per la conta delle spore di H. fraxineus presenti. Per
ogni vetrino é stata fatta una lettura campionaria casuale di 8 strisciate per una lunghezza di 5 cm ad un
ingrandimento 400x. Le conte sono state poi trasformate in concentrazioni di spore per cm?’.

L’'osservazione al microscopio ottico dei campioni ha permesso di rilevare la presenza di spore di H.
fraxineus, dimostrando che il sito ed il tipo di campionamento sono adatti allo studio (Figura 7).

Figura 7: Spora di H. fraxineus su nastro campionato, colorata con fucsina acida. E’ visibile la caratteristica banda
centrale colorata e la forma a virgola su un’estremita. Foto al microscopio ottico, ingrandimento 400x.

L’analisi dell’andamento delle concentrazioni lungo il periodo di campionamento ha permesso inoltre di
osservare come le concentrazioni pil alte siano presenti tra luglio e prima meta di agosto, per poi
raggiungere valori molto bassi dopo la meta di settembre (Figura 8).
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Figura 8: Andamento della concentrazione di spore di H. fraxineus durante la stagione estiva, come rilevato attraverso
il campionatore passivo Sigma-2 posto presso Villa Welsperg.

Individuazione spore e pollini su vetrini di monitoraggio aerobiologico

Dopo le prove di ricolorazione dei vetrini di monitoraggio aerobiologico effettuate nel 2017, e dimostrato
che il sistema era in grado di evidenziare le caratteristiche distintive delle spore in oggetto, é stato deciso di
ricolorare i vetrini di monitoraggio per poter individuare il momento d’arrivo del patogeno nell’area di
studio, presumibilmente attorno al 2012, e le variazioni quantitative della spora in aria nel corso degli anni
e delle stagioni. Dopo una prima fase di verifica, & stato deciso di rimandare questa analisi ad un momento
successivo, dopo aver ottenuto i risultati relativi ai campionamenti passivi dedicati, svolti durante 'estate
2018. In base a questi risultati € ora possibile ottimizzare le energie e indirizzare le analisi di ricolorazione
dei vetrini di monitoraggio aerobiologico sul periodo reale di dispersione delle spore di H. fraxineus
nell’area di studio. Sara quindi possibile, in base ai risultati esposti nella sezione precedente, ricolorare i soli
vetrini del periodo di interesse, orientativamente tra luglio e meta agosto.

Test di vitalita pollinica
Per affrontare questo aspetto sono stati raccolti dei campioni pollinici da fiori maschili di piante di Fraxinus
excelsior all’apparenza sia sane sia colpite dal patogeno.

Al fine di valutare la vitalita del polline si esegue un test che valuta la capacita di “respirazione” del
polline. Si utilizza una soluzione di TTC ove il principio attivo incolore (sali di tetrazolio) in seguito a
riduzione in presenza di deidrogenasi si trasforma in una sostanza rossa insolubile (formazano).

Sfortunatamente all’osservazione microscopica nessun campione si € mostrato reattivo.
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Considerato altamente improbabile che nessun polline sia vitale, possiamo supporre che la tempistica di
raccolta a fioritura avanzata non fosse ottimale oppure che il tempo intercorso tra la raccolta e
I'allestimento del test (2 gg) ne abbia compromesso I’esito.

Possiamo prospettare di ripetere I'analisi il prossimo anno allestendo i preparati sul campo.

Analisi del trend dei quantitativi pollinici

L'analisi dei quantitativi pollinici annuali di Fraxinus excelsior come misura indiretta dell’'impatto del
patogeno sulla popolazione di frassino presente nell’area di studio e stata presentata al convegno
internazionale di Aerobiologia svoltosi a Parma 3-7 settembre 2018.

Si riporta di seguito I'immagine del poster presentato (fig. 5).
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Does Fraxinus excelsior pollen load reflect Hymenoscyphus fraxineus
infection? First insights from an aerobiological study in Parco di
Paneveggio Pale di San Martino (Trentino, north Italy)

Elena Gottardini*, Fabiana Cristofolini, Antonella Cristofori,
Maurizio Salvadori?, Claudio Varotto!

@ Eﬂ‘oi\k‘é%ﬁﬂf“: 1 Department of Biodiversity and Molecular Ecology, Research and Innovation Centre, Fondazione Edmund Mach,
Via E. Mach 1, 38010 San Michele all'Adige (TN), Italy

4
“J 2Parco Naturale Paneveggio - Pale di San Martino, Villa Welsperg, loc. Castelpietra 2, 38054 Primiero, San
auege o Martino di Castrozza (TN), Italy

Aims of this study are (i) to understand if Hymenoschypus fraxineus (ash dieback) detrimental effects
on Fraxinus excelsior (ash) population are detectable through its airborne pollen load and (ii) to verify
the potential of aerobiological monitoring in the surveillance of pathogen spreading.

Background. Ash dieback is a pathogen involved in a severe
decline and mortality of ash across Europe. In 2009 ash
dieback was first detected in Italy, and in 2012 it was
recorded also in Trentino, north Italy (Fig. 1).

Methods. Pollen sampling was performed in the natural park
of Paneveggio - Pale di San Martino (Trentino, North Italy)
using a Hirst type sampler, according to the UNI CEN/TS
16868 protocol. Annual pollen index (Pl) of F. excelsior was

calculated from 2006 to 2017. The non-parametric Mann- (- ________'____‘__-_o:o M. Salyadori
Whitney U test was applied to detect the changing point in

Figure 1. F. excelsior affected by ash
the temporal Pl dataset. dieback in the natural park Paneveggio.

Results. The changing point in Pl dataset was between 2011 and 2012, consistently with the pathogen
appearance. The 2012-2017 averaged Pl was significantly lower than the 2006-2011 one (P=0.002;
Wald-Wolfowitz Runs Test) (Fig. 2).

In addition, it was possible to identify the pathogen spores on the aerobiological samples by an
appropriate re-staining of monitoring slides (Fig. 3).
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Figure 2. F. excelsior pollen indexes (bars); 2006-11 Figure 3. Ash diedack spore collected in
and 2012-17 averaged values (lines). an aerobiological sample.

Conclusions. F. excelsior pollen load seems to reflect H. fraxineus infection. Further studies would be
needed to uncover if the pollen decline is related to an effect on the reproductive apparatus or
depends on the ash population decline and mortality. The aerobiological monitoring has turned out to
be useful also in pathogen spread detection.

Fig 5: poster presentato al convegno ICA 2018
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