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Introduzione

Argomento di questa tesi ¢ lo studio dell’ecologia e la simulazione della stagionalita di una
popolazione d’Artemia anfigonica in un lago ipersalino. A questo scopo ¢ stato elaborato un
modello matematico (APHEMO) in grado di simulare la stagionalita dell’Artemia, in piu cicli
annuali, nella vasca di cristallizzazione della Riserva Naturale delle Saline di Tarquinia, e in
ambiente semi-naturale confinato e controllato (mesocosmo sperimentale).

Un lago salino ¢ un ecosistema le cui acque sono caratterizzate da un'elevata concentrazione
di sali minerali, salinitd maggiore di 3 g// (basato sul sistema di classificazione di Hammer et al.,
1983). Questi laghi in base alla loro origine possono essere distinti tra laghi costieri e
dell’entroterra, sono presenti in tutto il mondo e la loro superficie ¢ molto variabile: si passa da
grandi laghi caratterizzati da una vasta superficie come il Mar Caspio (371000 Km?) ¢ il Grande
Lago Salato (GSL, 4400 Km?) a quelli di minori dimensioni come il lago Mono (150 Kn*) e il Lago
Didwana (16 Km?) fino a quelli di dimensioni minime (profondita minore di 1 metro, e ridotto
volume d’acqua) come il lago Krutoe (1,15 Km?, profondita media 0,3 m) e il lago Malyi Bagan
(1,32 Km?, profondita media 0,2 m) che risultano asciutti in particolari periodi dell’anno, detti laghi
temporanei (Hammer, 1986). In base alla loro salinita, solitamente si distingue tra laghi iposalini
(da 3 a 20 g/l), mesosalini (da 20 a 50 g//) e ipersalini (maggiore di 50 g//) (Hammer, et al., 1983).
Una ulteriore distinzione va fatta tra piccoli e grandi laghi. I piccoli laghi, a differenza di quelli
grandi come ad esempio il GSL nello Utah (USA), sono maggiormente influenzati dalle condizioni
meteo-climatiche locali (precipitazioni ed evaporazione); di conseguenza, essi sono caratterizzati da
ampie fluttuazioni di salinita (aperiodiche) e temperatura, e nei casi piu estremi si arriva anche al
loro essiccamento. Il valore di salinita ¢ in grado di caratterizzare le comunita presenti in questi
ecosistemi. Diverse ricerche sulle relazioni esistenti tra salinita e biodiversita in questi ambienti,
hanno messo in evidenza che maggiore ¢ la salinita minore ¢ la diversita delle specie e piu semplice
¢ la struttura delle comunita che colonizzano gli ambienti ipersalini (Borowitzka, 1981; Iberite,
1992; Evagelopoulos & Koutsoubas, 2008; Rodriguez & Valera, 1988). Individui del Genere
Artemia, rappresentano solitamente la specie dominante a salinita maggiori di 100 g// (Wurtsbaugh
& Gliwicz, 2001), e 1’alga Dunaliella spp, principale fonte di alimentazione dell’ Artemia, prevale

rispetto alle altre microalghe grazie alla capacita di tollerare alti valori di salinita (Rushforth &



Felix, 1982); insieme a queste specie bisogna includere anche i batteri alofili rossi, in grado di
sopravvivere in un ampio intervallo di salinita (Davis, 1993).

Una vasca di cristallizzazione (anche detta cristallizzatore) ¢ una vasca dove il sale
cristallizza per evaporazione (Korovessiss & Lekkas, 2008), e solitamente viene realizzata in
ambienti come le saline. Le saline sono ambienti artificiali creati in parte dall’uomo (Iberite, 1992)
per I’estrazione del sale. A partire dal 1997, anno in cui I’'impianto delle Saline di Tarquinia ¢ stato
dismesso, la vasca di cristallizzazione ¢ rimasta isolata e gli unici afflussi di acqua sono dovuti alle
precipitazioni atmosferiche. Questa vasca ¢ un sistema in cui le variazioni del livello d’acqua
dipendono solo da Precipitazione ed Evaporazione. Per le sue caratteristiche (ridotto volume
d’acqua, superficie di 1 ha, ampie fluttuazioni di salinita e temperatura) la comunita biologica di
questa vasca dipende dalle condizioni ambientali come avviene nei piccoli laghi ipersalini
(Capitolo 1).

Nel Capitolo 2 di questa tesi sono descritte la biologia e 1’ecologia dell’Artemia. Questo
piccolo crostaceo riveste grande importanza sia dal punto di vista scientifico (Biologia, Genetica,
Ecologia, ecc.), sia dal punto di vista economico (Acquacoltura, Acquariologia). Considerando che
viene utilizzato come dieta per 1’85% delle specie allevate in acquacoltura (Kinne, 1985), la
maggior parte degli studi si basa sullo sfruttamento economico di questo animale, pochi sono gli
studi ecologici su di esso (Persoone & Sorgeloos, 1980) e ancora meno quelli riguardanti la
modellistica. Dall’analisi di alcuni studi in natura, effettuati in diversi ambienti ipersalini, risulta
che la stagionalita dell’Arfemia (intesa come stagione di crescita) puo essere continua (assenza di
diapausa) o discontinua (intervallata da un periodo di diapausa) (Torrentera & Dodson, 2004;
Belowsky, 2011; Lenz & Dana, 1987; Newmark, 1991). La stagionalita cambia, a seconda del tipo
di lago considerato, in risposta alle variazioni dell’ambiente, e assicura la sopravvivenza della
specie durante periodi sfavorevoli (elevate salinita o basse temperature), attraverso la produzione di
cisti dormienti. A seconda dei casi, si pud avere diapausa (interruzione dello sviluppo) per basse
temperature, come avviene nel GSL (Belowsky, 2011), o diapausa per elevati valori di salinita
(Torrentera & Dodson, 2004; Newmark, 1991). Un limite di queste ricerche, per quanto riguarda lo
scopo di questa tesi, puo essere dovuto al fatto che o il periodo di studio era troppo breve (solo un
anno), o/e i campionamenti erano poco frequenti (bisettimanali o mensili). Inoltre, da quanto detto
finora, si puo affermare che ambienti ipersalini con salinita maggiore di 100 g// favoriscono studi
ecologici di tipo quantitativo di popolazioni di Artemia. Percio in questa ricerca ¢ stato elaborato un

protocollo sperimentale, basato su campionamenti settimanali (da Marzo 2010 a Luglio 2013), per



studiare I’ecologia dell’Arfemia in ambiente ipersalino (vasca di cristallizzazione) e ottenere dati
sufficienti da utilizzare come input in un modello in grado di simulare la stagionalita dell’ Artemia
in questo ecosistema (capitolo 2).

Nel capitolo 3 vengono riportate le misure effettuate nella vasca di cristallizzazione. Sono
state effettuate sia misure chimico-fisiche (temperatura dell’acqua, salinita e livello dell’acqua) che
di dinamica di popolazione dell’Artemia (conteggio del numero adulti e nauplii campionati).
Considerando che le variazioni del livello d’acqua in questo sito sono dovute alla differenza tra
precipitazione ed evaporazione, sono stati scaricati settimanalmente dalla rete 1 dati di
precipitazione della stazione ARSIAL (Agenzia Regionale per lo Sviluppo ed Innovazione
dell’Agricoltura nel Lazio) di Tarquinia che dista in linea d’aria circa 5 Km dalla vasca di
cristallizzazione. 1 dati raccolti in natura sono stati utilizzati per analizzare la stagionalita
dell’Artemia, e per la stima dei parametri del modello, in particolare del valore soglia di salinita.
Questo parametro assume un valore di salinita, 290 g//, caratteristico di questa popolazione. Al di
sopra di tale valore non sono stati campionati individui vivi, e I’Artemia ¢ presente nell’ambiente
solo sotto forma di cisti dormienti. Invece le misure chimico-fisiche sono state utilizzate come dati
di input del modello.

Nell’ultimo capitolo (4) si mostra I’analisi di alcuni lavori presenti in letteratura a cui ¢ stato
fatto riferimento per la costruzione del modello e ricavarne i parametri, la simulazione del modello
e sua validazione confrontando i1 dati simulati con quelli osservati (vasca di cristallizzazione e
mesocosmo sperimentale). Da una ricerca bibliografica sui modelli di Arfemia presenti in
letteratura, sono stati individuati solamente due lavori (Jia et al., 2010; Wear & Haslett, 1986)
analizzati in dettaglio in questa tesi, in cui ¢ stato elaborato un modello matematico. In questi due
lavori si utilizza un modello di Artemia come strumento per analizzare cid che avviene in natura, al
fine di una gestione sostenibile di questo Artropode e un suo migliore sfruttamento in natura e in
acquacoltura. Nonostante nel lavoro di Jia e colleghi (2010) venga costruito un modello matematico
per simulare il numero di generazioni di una popolazione d’Artemia di un lago ipersalino (Gahai),
su un ciclo annuale, il modello tiene conto solo dell’effetto della temperatura sullo sviluppo
tralasciando 1’effetto della salinitad. Anche il modello di Wear & Haslett (1986) ¢ stato utilizzato per
simulare il numero di generazioni su un ciclo annuale di una popolazione d’Artemia di un lago
ipersalino (Grassmere), ma tenendo conto dell’effetto combinato di salinita e temperatura. Le
caratteristiche chimico-fisiche di questo lago, fanno si che I’Artemia sia caratterizzata da un ciclo

stagionale continuo, contrariamente a quanto accade nella vasca di cristallizzazione (stagionalita



discontinua). Percio ¢ stato costruito un nuovo modello, basato sulla teoria della somma dei tassi
(Gutierrez, 1996), in grado di simulare la stagionalitd (discontinua) dell’Artemia, su piu cicli
annuali, nella vasca di cristallizzazione. Utilizzando i parametri del modello di Wear & Haslett
(1986), ricavati da esperimenti di laboratorio per simulare il tempo di generazione in funzione della
temperatura e salinita, ¢ stata elaborata una funzione tasso (polinomiale di terzo grado con otto
parametri) a due variabili per simulare la durata dei cicli stagionali, il numero di generazioni e loro
durata su piu cicli annuali. Questa funzione perd non permette da sola di simulare anche i periodi di
diapausa e la loro durata, per cui ¢ stato necessario introdurre nel modello la funzione di Heaviside,
detta anche funzione gradino, per completare il modello. Questa funzione si basa su un parametro,
caratteristico di questa popolazione d’Artemia, che ¢ il valore soglia di salinita. Utilizzando 1 dati di
temperatura e salinita misurati nella vasca di cristallizzazione (variabili forzanti del modello) e il
valore soglia di salinita (parametro del modello), sono stati simulati i cicli annuali nella vasca di
cristallizzazione senza soluzione di continuitad. La variabile di stato del modello ¢ I’indice di
sviluppo, 1 cui valori dipendono dal tempo, e restituisce il grado di avanzamento giornaliero della
popolazione di Artemia in generazioni successive durante i tre anni di campionamento. Dopo una
prima analisi di sensibilita, il modello ¢ stato validato facendo il confronto tra i dati osservati e
quelli simulati. Considerando che non ¢ possibile distinguere le generazioni in natura perché
tendono a sovrapporsi, la validazione ¢ stata fatta sulla durata dei cicli stagionali e dei periodi di
diapausa.

Infine per fare un ulteriore validazione del modello, ¢ stato deciso di realizzare un
mesocosmo sperimentale in ambiente semi-naturale confinato e controllato, in cui far crescere e
riprodurre 1’Artemia in generazioni successive, tenendo la salinita sempre al di sotto del valore
soglia (290 g/I) fissato nella funzione di Heaviside; in questo caso la salinita ¢ stata controllata
artificialmente e mantenuta sempre al di sotto di 170 g/l. Scopo dell’esperimento era quello di
verificare se si poteva evitare l’ingresso in diapausa dell’Artemia, verificando cosi anche la
possibilita di passare da una stagionalita discontinua (presenza di diapausa) ad una continua
(assenza di diapausa) in relazione alle condizioni meteo-climatiche locali. Sono stati effettuati
campionamenti settimanali (tra Giugno 2011 e Luglio 2013) allo stesso modo di quelli effettuati
nella vasca di cristallizzazione ¢ lo stesso giorno della settimana. Anche in questo caso il modello ¢
stato validato facendo un confronto tra dati simulati e osservati. Considerando che si tratta di un
modello fenologico, il modello ¢ stato indicato con 1’acronimo APHEMO, che sta per Artemia

salina PHEnolgical MOdel.



Capitolo 1 Gli ambienti iperalini

Gli ambienti salmastri sono ecosistemi acquatici detti ‘di transizione’ perché costituiscono il
passaggio naturale tra ecosistemi marini e terrestri. L’incontro delle acque continentali con quelle
marine determina condizioni di grande instabilita dei parametri fisico-chimici e, in primo luogo,
della salinita: da qui la denominazione di ambienti salmastri (Cognetti et al., 1999). Essi
comprendono bacini che possono avere diversa origine e differenti caratteristiche idrologiche e
topografiche come lagune costiere, stagni costieri, e saline (Genovese S., Magazzu G.,1969). Un
discorso a parte va fatto per i laghi salini.

Un lago salino ¢ un ecosistema le cui acque sono caratterizzate da un'elevata concentrazione
di sali minerali, salinitd maggiore di 3 g// (basato sul sistema di classificazione di Hammer et al.,
1983). In questa tesi si fara riferimento alla classificazione di Hammer e colleghi (1983), per
distinguere le acqua saline. Per molto tempo 1 laghi salini dell’entroterra sono stati considerati come
estensione delle acque marine e salmastre e, inizialmente, classificati come queste, basandosi sulla
salinita. Successivamente Beadle (1959), e Bayly (1967) hanno proposto di trattare i laghi salini
dell’entroterra come una categoria a sé, colonizzati prevalentemente da una fauna di origine
terrestre o d’acqua dolce (Hammer, 1986). In generale, gli ambienti salmastri sono caratterizzati da
variazioni significative dei valori medi delle grandezze fisiche (temperatura, salinita, pH e ossigeno
disciolto); e va fatta una distinzione tra grandi bacini (piu stabili) e piccoli bacini (meno stabili). In
questi ultimi le fluttuazioni dei valori risultano di maggiore ampiezza e frequenza dei primi e,
soprattutto, assumono un carattere aperiodico, dipendente dall’erraticita delle piogge, delle
mareggiate, dell’evaporazione, ecc. (Carrada, 1990).

Essendo 1 piccoli bacini maggiormente influenzati dalla variabilita delle condizioni
climatiche a causa della modesta profondita e ridotto volume d’acqua, le ampie fluttuazioni delle
loro caratteristiche portano gli ecosistemi da essi ospitati ad essere altamente selettivi; solo poche
specie sono in grado di stabilirvisi permanentemente.

Altre caratteristiche degli ambienti salmastri sono 1’elevata produttivita (primaria e
secondaria), la “stabilita” dei popolamenti e la molteplicita delle interfacce e complessita
ambientale (Valentini, 1997).

L’elevato numero di classificazioni (Tab. 1.1) proposte per le acque salmastre dimostra
quanto sia difficile stabilire dei limiti intermedi tra ’acqua di mare e I’acqua dolce (Hammer,

1986). La misura maggiormente usata per classificare le acque di transizione ¢ la salinita espressa in



diverse unita: percento (%), per mille (%o), kilogrammi per metro cubo (Kg-m™), grammi per litro

(g™ ovvero (g/]), in questa tesi ci riferiremo sempre a quest’ultima unita.

Salinita | Redeke 1926 | Kolbe-Budde R§deke— Venice system Gistescu 1963 Beadle 1943a. Williams 194, Fan 1981
[N 1927, 1931 Valikangas 1959 Hammer 1978. 1968, 1981b
1933 Hammer et al.
1983
0 g/l
Oligohaline . . 0.5 Fresh water | 0.5 Fresh water 1.0 Fresh water 0.5 Fresh water Fresh water Fresh |Fresh water
3 ol 1glcl Oligohalobien - - : fauna
g 2g/1Cl Oligohaline Sub saline water
S ol Oligohaline Saline (lacuril
g salmastre)
.| a- Mesohaline saline
Mesohalobien Salt tolerant
Mesohaline Mesohaline
Salt
Hyposaline Fresh water lake
10 g/ fauna
6 g/1Cl B- Mesohaline Halop-
hilic
15 g/l Mesohalobien fauna
20 g/l 10 g/1 C1
Polyhaline Polyhaline
30/ Polyhaline
20 g/1 Cl
Sea water Euhaline Sal't fake
40 g/l Fuhalobien (lacuril sarate) Mesosaline
50 g/l
¢ . Saline
Hyperhaline lakes
60 g/l
Hypersaline Halobiont
50 g/1Cl fauna
>60 g/l -
Polyhalobien
80g/1 Cl

Tab. 1.1 Sistemi di classificazione rispetto alla salinita di acque saline (Hammer, 1986).

Osservando la tabella soprastante, ci si pud rendere conto dei numerosi sistemi di
classificazioni delle acque saline proposti nel tempo, € come essi variano uno rispetto all’altro. Una
classificazione basata sulla misura della salinita, risulta, da sola, poco rappresentativa della
dinamica dei piccoli bacini salmastri perché varia in relazione a tre fattori principali: evaporazione,
precipitazioni ¢ mescolamento delle acque stesse. Lunghi periodi di siccita nella stagione estiva,
con temperature elevate, causano un elevato grado di evaporazione che fara aumentare la salinita,
mentre un elevato apporto di acqua dolce con copiose piogge la fard scendere repentinamente
(Holland A. F. et al., 1987). A causa delle variazioni di salinitd nel tempo, un ambiente non pud
essere ascritto ad una precisa categoria, ma a varie categorie, che possono essere tanto pitt numerose

quanto piu piccolo (e instabile) ¢ il bacino. Per tentare di risolvere questi problemi, ulteriori



classificazioni sono state proposte in funzione della salinitd media annua, ma sono risultate
anch’esse poco applicabili perché troppo legate all’area geografica (Minelli et al., 2008). Infine,
sono state fatte classificazioni delle acque salmastre basate sulla presenza di determinati organismi
e definite eurialine le specie in grado di sopportare notevoli variazioni di salinita e stenoaline le
specie in grado di tollerare limitate variazioni di salinitd. Beadle (1959) affermo che una
classificazione biologica delle acque saline interne deve essere basata sullo studio dell’ingresso di
specie di acqua dolce in acque a maggiore salinita, sostenendo che specie d’acqua salina
dell’entroterra, derivano da specie d’acqua dolce che devono essersi adattate all’aumento della
salinita nei loro habitat. Non ¢ dunque possibile ascrivere tutti gli ambienti salmastri ad una
categoria unica.

Nei prossimi paragrafi, saranno presi in considerazione separatamente saline e laghi
ipersalini. Infine, analizzeremo le principali caratteristiche ambientali ed ecologiche della vasca di

cristallizzazione delle Saline di Tarquinia, e le comunita caratteristiche degli ambienti iperalini.

1.1 Le Saline

Le saline sono ambienti artificiali creati, almeno in parte, dall’'uomo (Iberite, 1992) per
I’estrazione del sale dall’acqua marina. Tutte le saline hanno una struttura simile, essendo tutte una
successione di vasche separate da terrapieni, diverse per numero ed estensione, e caratterizzate da
un gradiente di salinita (Fig. 1.1). Questa aumenta progressivamente a partire dalla prima vasca in
collegamento col mare aperto, attraverso una serie di vasche successive, fino all’ultima in cui il sale

solido si deposita e viene prelevato.

250-300 g/1

Fig. 1.1 Schema di funzionamento di una salina, in cui si nota come 1’acqua del mare raccolta nella prima
vasca viene fatta passare nelle vasche successive facendo aumentare la salinita fino a raggiungere il valore di

saturazione per far precipitare il cloruro di sodio sul fondo della vasca per evaporazione.

Nelle saline, la comunicazione con il mare ¢ solitamente assicurata da canali con chiuse

artificiali azionate manualmente o mediante pompe idrovore che permettono 1’ingresso di acqua



marina nell’impianto. Per poter sfruttare al massimo I’evaporazione dell’acqua marina, dovuta
principalmente alla radiazione solare e al vento, le vasche hanno profondita ridotta, intorno ai 40-50
cm al massimo, e ampia superficie d’interfaccia con 1’aria. La profondita va riducendosi quando ci
si allontana dai canali d’ingresso dell’acqua marina e la salinita cresce creando tra le vasche

successive dell’impianto un forte gradiente salino (Fig. 1.2 a, b).

Fig. 1.2 a) Foto aerea delle Saline di Margherita di Savoia b) raccolta di sale in una salina.

Tre sono i tipi di vasche presenti in una salina: le evaporanti, ossia le vasche in cui inizia ad
aumentare la salinitad e avviene il deposito dei materiali solidi, le servitrici, sono le vasche in cui
continua ad aumentare la salinita fin quasi alla saturazione e, infine, le salanti, nelle quali ha luogo
la precipitazione e deposizione del cloruro di sodio. L ultima di queste, quella in cui si raccoglie il
sale, ¢ detta vasca di cristallizzazione o cristallizzatore.

Le saline sono luoghi di grande interesse naturalistico e le loro vasche sono parte integrante
del paesaggio (Takekawa et al., 2006). Esse ricoprono un importante ruolo ecologico quali zone
umide da proteggere e conservare. Sebbene strutturalmente diverse rispetto ai luoghi naturali, esse
hanno la loro stessa funzione come aree per la conservazione della natura (Crisman, 1999). Le
saline sono anche luoghi di riproduzione e sorgenti di nutrimento per una gran quantita di uccelli
migratori come dimostrato in lavori effettuati nelle Saline della Camargue, (Thiery & Puente, 2002)
o in quelle della baia di San Francisco (Takekawa et al., 2006). In conclusione, questi ambienti
artificiali realizzati dall’uomo nel rigoroso rispetto delle leggi della natura sono ecosistemi integrati
che possono effettivamente fornire un prodotto economicamente sostenibile mentre conservano un
ruolo molto importante nella conservazione della natura e della biodiversita (Korovessis & Lekkas,

1999).



Nonostante in diverse parti del mondo le saline siano state dismesse, esse non sono cadute
completamente in disuso. Piuttosto, esse sono state destinate ad altri usi: alcune ospitano
allevamenti ittici di tipo estensivo, altre mantengono una ridotta attivita produttiva solo per evitarne
il degrado ambientale, altre recuperano e utilizzano i prodotti naturali rilasciati dall’acqua nelle
vasche (fanghi e sale) per sostenere centri di benessere € una fiorente industria cosmetica, ed altre,
infine, vengono utilizzate come aree vacanza con la costruzione di eco-alberghi promuovendo il
cosi detto ecoturismo.

Per quanto riguarda la ricerca scientifica nelle saline la maggior parte degli studi pubblicati
in letteratura ha i seguenti obiettivi:

v Ottimizzazione della qualita del sale prodotto attraverso un’adeguata gestione dei processi

fisici e biologici, interconnessi;

v' Salvaguardia dell’ecologia e, piu in generale, della funzione ambientale delle saline;

v Promozione di un’attivita economica e culturale integrata con la produzione del sale:
educazione ambientale, musei del sale, ecoturismo, utilizzo dei fanghi prodotti nelle saline,

acquacoltura.

Quindi le saline, in parallelo con il principale obiettivo che ¢ quello di produrre il sale,

funzionano come ambienti umidi e contribuiscono alla conservazione dell’ambiente.

1.2 Le Saline di Tarquinia

Le Saline di Tarquinia (Fig.1.3) sono un ecosistema umido di origine artificiale separato dal
mare da uno cordone sabbioso di modeste dimensioni; esse rappresentano un patrimonio di
straordinario interesse naturalistico ed ¢ per questo motivo che il 25 gennaio 1980, con decreto del
Ministero dell’ Agricoltura e delle Foreste e del Ministero delle Finanze, ¢ stata costituita la Riserva

Naturale di Popolamento Animale “Salina di Tarquinia”.



Fig. 1.3 Foto aerea della Riserva Naturale delle Saline di Tarquinia.

Le Saline di Tarquinia hanno rappresentato, fino a pochi anni fa (fine anni ’90),
I’ultima ed unica testimonianza, lungo la costa Tirrenica, dell’antica arte di produzione del
sale, mediante precipitazione in bacini salanti. Esse sono uno dei 168 impianti per la produzione
del sale, localizzati lungo le coste di 18 paesi mediterranei; di questi impianti 90 sono attivi, 64
dismessi ed 11 sono stati eliminati o riconvertiti per altri usi (Crisman, 1999). Le Saline di
Tarquinia appartengono al secondo gruppo, essendo state dismesse nel 1997. Con la dismissione
dell’impianto, il sito ¢ caduto in uno stato di abbandono e conseguente degrado, tale da
compromettere sia la stabilita strutturale degli opifici, che la funzionalita ecologica dell’intero
complesso lagunare.

Infatti ¢ stata osservata tra il 1997 e il 2005 una perdita di diversita passando da 21 Taxa del
1997 ai 13 del 2005. Successivamente ¢ stata registrata un inversione di tendenza in seguito ai
lavori di recupero effettuati nell’ambito di un progetto Life-Natura, con un incremento della
diversita: 23 Taxa registrati nel 2007 (Bramucci, Tesi di Dottorato XXI ciclo, 2009).

11 territorio della riserva si sviluppa pressoché a livello del mare (trai2ei4 m s.lm.)ed ¢
collocato poco piu a Sud del centro di Marina di Tarquinia, a valle di una vasta piana alluvionale

delimitata a Nord-Ovest dalla foce del fiume Marta, a Sud—Est dalla foce del fiume Mignone ed a
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Nord—-Est dalla zona collinare su cui si estende il comune di Tarquinia. La Riserva Naturale si
estende su un’area di circa 193 ha, dei quali circa il 70% sono occupati dai bacini dove avveniva la
produzione del sale. Le Saline di Tarquinia nascono in un’area a scarsa piovosita e spesso battuta da
venti tesi provenienti dal mare, che ne fanno un luogo ideale per la produzione del sale, a causa
della forte evaporazione dell’acqua determinata dai venti medesimi (oltre che dalla radiazione
solare). Sono strutturate secondo uno schema (Fig.1.4) che ricorda molto quello delle altre saline
del Mediterraneo. L’acqua di mare ¢ introdotta nelle Saline con una pompa idrovora, attraverso un
canale artificiale detto “Foce di Ponente” che collega il mare con la prima vasca. Il flusso
dell’acqua dalla “Foce di Ponente” procede, per scorrimento naturale, fino alle vasche adiacenti ad

un canale detto “Foce di Levante”.
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Fig. 1.4 Pianta delle Saline di Tarquinia: funzione dei bacini.
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Questo canale, utilizzato in passato per far uscire dall’impianto 1’acqua di scarto del
processo estrattivo, rappresenta il secondo punto di collegamento delle Saline col mare. All’altezza
della Foce di Levante ¢ installata una seconda pompa idrovora necessaria a far superare all’acqua il
dislivello altimetrico esistente tra due porzioni dell’impianto, quella a Nord della Foce di Levante e
quella a Sud. Nell’impianto esistono altre due pompe idrovore ubicate in uno degli edifici annessi
all’impianto e funzionali al mantenimento del flusso d’acqua nelle vasche dette “Partite Alte” e
nelle altre aree dell’impianto. Il perimetro esterno delle Saline, rappresentato dai lati Nord ed Est, ¢
percorso da un canale, detto “Circondario”, necessario a isolare 1’area delle Saline dalle immissioni
d’acqua dolce provenienti dai terreni agricoli circostanti. Le infiltrazioni d’acqua di mare invece
sono evitate dalla presenza di un canale, detto di “Bilanciamento”.

Il passaggio dell’acqua da una vasca all’altra ¢ garantito da chiuse di legno e da canali
laterali. Le vasche sono di modesta profonditd e vanno progressivamente riducendosi sia in
superficie sia in profondita, passando da quelle evaporanti a quelle di cristallizzazione (Stazi, 1978),
per favorire il gradiente salino. Le vasche di prima evaporazione, sono di dimensioni € numero
maggiore delle altre. Qui avveniva I’iniziale concentrazione del cloruro di sodio, la precipitazione
delle particelle in sospensione nell’acqua marina e dei sali meno solubili, tra cui CaCO3, CaSO4.
In queste prime vasche la concentrazione salina delle acque pud raggiungere i 90 g//. L’acqua, in
seguito, era trasferita nelle stazioni di seconda e terza evaporazione. In queste vasche avveniva un
successivo aumento della concentrazione del cloruro di sodio fino a valori di circa 160—170 g/I. Da
queste, poi, I’acqua passava nelle vasche dette “Servitrici” o “Riserve”, la cui funzione era di
aumentare la densita dell’acqua e in queste vasche si ottenevano valori di salinita pari a 180-190 g/I.
Infine I’acqua era convogliata nella vasca di cristallizzazione e nei bacini salanti, dove avveniva la
precipitazione del sale e di qui la raccolta del sale.

Le vasche delle saline sono suddivise in dieci gruppi: le prime sono dette di Sterro, quindi
ci sono le Piscine, la Riserva grande, la Vasca passoni, i Giochi di mare, le Partite alte e le Riserve,
infine la I, I, e III Sezione. La diminuzione di biodiversita di una Salina, oltre all’abbandono per
dismissione degli impianti, puod essere causata anche ad eventi climatici estremi come ad esempio le
alluvioni. Diversi eventi alluvionali (1987, 2004, 2005, 2012) hanno colpito le Saline di Tarquinia
modificando la salinita e la natura delle vasche. L’alluvione del 1987 ha causato numerosi danni
all’impianto per la fuoriuscita d’acqua dal Canale Circondario, tali da determinare 1’interramento e

il mancato successivo ripristino di circa 16 ettari di Saline. In piu, in gran parte delle vasche, ¢
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avvenuta la sedimentazione di una gran quantita di fango che non ¢ stato piu rimosso, e questa
riduzione di volume delle vasche ha compromesso notevolmente il funzionamento dell’impianto.
Inoltre, sono stati danneggiati le chiuse e i canali, strutture per la circolazione dell’acqua. Un
secondo evento alluvionale ha interessato 1’area delle Saline alla fine del 2004 (nei giorni trail 6 e 8
dicembre). In pochi giorni sono caduti 204 mm di pioggia (320 mm in tutto il mese di Dicembre)
provocando nuovamente 1’esondazione del “Canale Circondario”.

L’intera area ¢ rimasta sommersa per alcuni giorni, determinando un aggravamento delle
condizioni. Un altro evento alluvionale si ¢ verificato esattamente un anno dopo, il Sdicembre del
2005, con conseguenze meno gravi e senza straripamento del fosso circondario. Un ultimo evento ¢
stato registrato 1’11 Novembre 2012, con circa 100 mm di pioggia caduti in poche ore.

A tal proposito, sono risultati molto utili 1 programmi di intervento finanziati dalla Comunita
Europea (Progetti Life-Natura) destinati al recupero ecologico e ambientale delle Saline di
Tarquinia, che hanno permesso di ridurre le minacce di degrado del sito dopo la dismissione
dell’apparato industriale, proponendo opere di controllo della sedimentazione nelle vasche e nei
canali, dell’efficienza delle paratie e delle idrovore, del consolidamento degli argini, ecc. Tra i
diversi interventi effettuati presso le Saline di Tarquinia nell’ambito del progetto Life-Natura va
considerata la realizzazione del Centro Ittiogenico Sperimentale Marino (CISMAR, Fig. 1.5 a, b)
per il ripopolamento faunistico della fascia costiera, € di un centro studi in cui sono presenti il
laboratorio di monitoraggio ambientale e il laboratorio di genetica molecolare applicato alla
maricoltura e acquacoltura. I processi di manutenzione delle caratteristiche naturali della Riserva ad
opera del Corpo Forestale dello Stato e dell’Universita degli studi della Tuscia, rendono questo un
sito di grande valore ambientale e paesaggistico, tale da poter essere considerato un macrocosmo

sperimentale naturale in cui effettuare le ricerche in campo ecologico.

13



Fig. 1.5 Immagini delle vasche d’allevamento del CISMAR.

1.3 I Laghi ipersalini

Il termine lago indica una raccolta d’acqua all’interno di una cavita nel terreno piuttosto
profonda ed estesa. In base alla loro diversa origine i laghi salini possono essere distinti tra laghi
costieri e dell’entroterra. A differenza dei laghi dell’entroterra la cui origine dipende principalmente
dalla presenza di bacini endoreici (bacini senza emissari), i1 laghi costieri, derivano
dall’avanzamento delle acque su spiagge abbandonate e possono essere racchiusi fra dune (piu
correttamente si parla di stagni retrodunali) o generati dalla formazione di depositi litorali detti
cordoni. Nella figura sottostante (Fig. 1.6 a, b) vengono mostrati due laghi costieri in cui € possibile

notare il cordone litoraneo che li divide dal mare.

a)

Lago costiero del parco nazionale del Circeo Lago di Varano

Fig. 1.6 a) Foto aerea del lago costiero del parco nazionale del Circeo b) Immagine da satellite del lago

costiero di Varano.
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I cordoni litorali possono avere la forma di un’isola allungata, di una penisola (presentando
quindi un collegamento con la terraferma, detto freccia litoranea) o essere collegati alla terraferma
ad ambedue le estremita. Nel caso in cui il cordone litoraneo vada a chiudere un’ampia insenatura,
si forma un bacino chiuso che contiene acqua marina. Se il cordone litoraneo richiude un bacino
piuttosto esteso e profondo si viene a formare un lago costiero, se invece la superficie e la
profondita sono ridotte si trattera di semplici stagni, come precedentemente detto. In generale,
comunque, possiamo considerare lago costiero una insenatura marina isolata da un cordone
litoraneo, che pud presentare limitate discontinuitd che permettono collegamenti, occasionali o
periodici, con il mare aperto (Minelli et al., 2008). Mentre i laghi costieri sono in contatto con le
acque marine, si definiscono laghi salini (dell’entroterra) atalassici quelli che non sono stati in
tempi geologicamente recenti a contatto con esse, o quelli che sono stati evaporati fino ad
essiccamento dopo inondazione con acque marine. Poiché non c¢’¢ contatto diretto con il mare il
termine salmastro non puo essere applicato a questi sistemi o ai loro organismi.

I laghi salini sono presenti in tutto il mondo e distribuiti a diverse altitudini, dai -417 m slm
del Mar Morto ai 4718 m sim del lago Namtso. Il volume totale dei laghi salini (104000 Km®) &
circa lo stesso dei laghi d’acqua dolce (125000 Km®) (Vallentyne, 1972). Per quanto riguarda la
loro superficie ¢ molto variabile, si passa dai grandi laghi come il Mar Caspio (il lago ipersalino piu
grande del mondo con i suoi 371000 Km?), il lago di Urmia (5200 Km?), il lago D’Aral (3300
Km?), ed il Grande Lago Salato (4400 Km?) a piccoli laghi come il lago Mono (150 Km?) il lago
Didwana (16 Km?) e il lago Laysan (1,3 Km?).

Tra i piccoli laghi vanno anche considerati quelli come il lago Krutoe (1,15 Km? profondita
0,3 metri) ¢ il lago Malyi Bagan (1,32 Km? profondita 0,2 metri) che per le loro modeste dimensioni
(profondita circa 1 metro, e ridotto volume d’acqua) risultano asciutti in particolari periodi
dell’anno e sono detti laghi temporanei (Hammer, 1986). In figura 1.7 in cui si mostrano le

immagini satellitari di alcuni laghi sopracitati, ¢ possibile notare le differenti dimensioni.
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d) Mar caspio

e) Grande lago salato f) Lago Urmiano g) Lago Didwana

Fig. 1.7 Immagine satellitare di diversi laghi ipersalini presenti nel mondo (fonte: Google earth).

I laghi ipersalini sono caratterizzati da determinate condizioni climatiche e geologiche, tra
cui evaporazione maggiore delle precipitazioni, bacini di drenaggio endoreico in cui i bacini lacustri
possono formarsi e presenza di sali solubili. La loro distribuzione risulta essere maggiore nelle
regioni con clima arido o sub-umido in cui ’evaporazione ¢ maggiore delle precipitazioni. Le
regioni aride non sono comunque molto idonee alla formazione di grandi laghi ipersalini a causa
della presenza effimera di acqua in superficie come avviene nei grandi deserti del mondo. I bacini
di drenaggio endoreico sono un requisito importante per la formazione dei laghi salini in quanto
permettono la ritenzione d’acqua nei bacini lacustri. I sali sono accumulati nei bacini lacustri
attraverso afflusso di sali nelle acque in entrata. Essi possono derivare dal suolo e dalle rocce dei

bacini di drenaggio, o attraverso le precipitazioni per ricaduta dei sali accumulati in atmosfera dagli
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spruzzi di mare o da materiale di origine terrestre trasportato dal vento. Alcuni laghi salini invece
sono derivati da antiche saline marine, ma sono meno comuni (Hammer, 1986).

Inizialmente, la maggior parte degli studi sui laghi salini sono stati effettuati da geologi per
analizzare la possibilita di sfruttarli come sorgente di minerali; successivamente, anche biologi ed
ecologi si sono interessati dei laghi salini. Gli studi ecologici hanno riguardato soprattutto le
biocenosi e le reti trofiche all’interno di questi ecosistemi, la tolleranza delle diverse specie alla
salinita, temperatura e pH, le relazioni tra biodiversita e salinita, e i meccanismi utilizzati dagli
organismi per vivere in ambienti ad elevata salinita (Hammer, 1986). Questi studi hanno messo in
evidenza I’importanza dei laghi salini come patrimonio naturale: sia per il loro valore scientifico
che per il loro valore economico ed ecologico (Javor, 1989). Gli ambienti ipersalini di origine
marina o continentale, sono parte integrante ¢ dinamica della biosfera, e i processi biogeochimici
che si verificano al loro interno hanno un considerevole valore ambientale sociale ed economico
(Shadrin, 2009). Infine, essi rappresentano un importante modello per studiare gli adattamenti degli
organismi acquatici ad ambienti estremi (Torrentera & Dodson, 2004).

I laghi salini sono categorizzati in tre gruppi in base alla salinita:

v' Laghi iposalini salinita da 3 a 20 g//
v Laghi mesosalini salinita da 20 a 50 g//
v" Laghi ipersalini salinita da 50 a >50 g//

I laghi sub-salini sono quelli con salinita tra 0,5 e 3g// e 1 laghi d’acqua dolce quelli con
500mg/1 o meno di sali dissolti (Hammer, 1986). Un’ulteriore distinzione va fatta tra laghi salini
grandi e piccoli. Questi ultimi, a causa della scarsa profondita e del ridotto volume d’acqua sono
caratterizzati da fluttuazioni molto ampie, in particolare di salinita, temperatura e livello d’acqua; e,
nei casi piu estremi, si arriva anche al loro totale essiccamento. In questi casi, le condizioni
climatiche hanno una maggiore influenza sia sulle caratteristiche fisiche che biologiche rispetto ai
grandi laghi. I piu importanti aspetti del clima in relazione ai laghi salini sono la radiazione e la
temperatura, il tasso di evaporazione, tasso di precipitazione e umidita, e il vento. Gli aspetti
climatici sono a loro volta influenzati da altri fattori come 1’altitudine, masse d’aria e loro

movimenti, superficie d’acqua e barrire montuose.
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1.5 La Vasca di cristallizzazione

I dati sperimentali utilizzati in questa tesi sono stati raccolti presso le Saline di Tarquinia,
effettuando campionamenti nella vasca di cristallizzazione (Fig. 1.8 a, b), allo scopo di analizzare la
dinamica di popolazione dell’ Artemia in ambiente ipersalino. Una vasca di cristallizzazione (anche
detta cristallizzatore) come detto, ¢ una vasca dove il sale cristallizza per evaporazione (Korovessiss
& Lekkas, 2008). Questa vasca ha una superficie quadrata di circa 1 ha, ricoperta lateralmente da

una parete di pietre.

Fig. 1.8 a) Pianta delle Saline di Tarquinia. Con il cerchio rosso ¢ stata evidenziata la vasca di

cristallizzazione b) Foto della vasca di cristallizzazione.

Dalla dismissione dell’impianto, la vasca di cristallizzazione, ¢ rimasta isolata dalle altre
vasche, sia dal punto di vista idrodinamico sia perché non comunicante con nessun’altra vasca. Da
quel momento in poi gli unici flussi in entrata e in uscita che provocano una variazione del /ivello
d’acqua sono dati dall’evaporazione e dalle precipitazioni. Considerando che I’impianto per la
produzione del sale a partire dal 1997 ¢ inutilizzato, la vasca continua ad essere caratterizzata da
elevati valori di salinita, poiché il sale da allora non ¢ stato piu rimosso; esso si deposita sul fondo
della vasca allo stato solido, formando uno strato molto duro e abbastanza spesso. Considerando le
sue ridotte dimensioni, ridotto volume d’acqua, gli elevati valori di salinita e 1’isolamento dalle altre
vasche del complesso delle saline, la vasca di cristallizzazione pud essere paragonata ad un piccolo

lago ipersalino dell’entroterra.

18



La vasca di cristallizzazione per via degli elevati valori di salinita, si presta molto bene ad
ospitare popolazioni isolate di Artemia (assenza di predatori), e quindi allo studio di dinamica di
popolazione in natura. Non sempre questa vasca ¢ caratterizzata dalla presenza di acqua: infatti in
caso di stagioni poco piovose e secche (evaporazione molto maggiore delle precipitazioni), ’acqua

evapora completamente e rimane solo uno strato di sale allo stato solido.

1.6 Comunita degli ambienti iperalini

Dal punto di vista ecologico, gli organismi che colonizzano le acque salmastre, sono sia
specie tipiche di questi ambienti, sia specie marine o dulciacquicole adattate alle particolari
condizioni di queste acque. L’elevata variabilita delle caratteristiche chimico-fisiche dei vari
biotopi, rende questi ambienti imprevedibili, oltre che altamente selettivi, tanto da presentare
analogie con gli ambienti inquinati (Cognetti, 1992). Solo poche specie ad ampia valenza ecologica,
eurialine ed euriterme, capaci di sopportare bene gli stress (termici e salini), riescono a colonizzarli.
L’ampia valenza ecologica di queste specie, ¢ un mezzo per sfuggire alle interazioni di tipo
predatorio o competitivo tipiche delle comunita diversificate delle acque marine costiere (Herbst,
2001).

In generale, gli ambienti ipersalini non sono caratterizzati da elevata biodiversita, ma lungi
da essere privi di vita, ospitano produttori primari, consumatori primari e secondari seppur presenti
con un numero di specie limitato se confrontato con le aree marine o dulciacquicole. D’altra parte,
ciascuna specie ¢ solitamente rappresentata da un numero consistente di individui, questo perché la
competizione ¢ bassa e le specie presenti riescono a utilizzare al massimo le risorse disponibili. La
presenza di un numero ridotto di specie dipende anche dall’origine piuttosto recente degli ambienti
ipersalini attuali e dalla loro natura effimera, dato che essi nascono e scompaiono in un arco di
tempo relativamente breve. Le comunita di questi ambienti, sottoposte a un forte impatto dei fattori
fisici dell’ambiente, in cui salinita e temperatura raggiungono valori estremi sono dette ‘fisicamente
condizionate’ (Cognetti, 1999). Velasco e colleghi (2006) studiando I’effetto dei cambiamenti di
salinita sulle comunita biotiche in un ambiente ipersalino del Mediterraneo, trovarono che il numero
di Taxa, I’Indice di Shannon e I’indice di Margalef diminuiva con I’aumentare della salinita. Dai
loro risultati ipotizzarono che la diluizione provoca un aumento della ricchezza e della diversita
biotica, ma una minore abbondanza. In altre parole, maggiore ¢ la salinita minore ¢ la diversita di
specie e piu semplice ¢ la struttura delle comunita che colonizzano gli ambienti ipersalini

(Borowitzka, 1981; iberite, 1992 Evagelopoulos e Koutsoubas, 2008 Rodriguez-Valera, 1988).
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Gli ambienti ipersalini chiusi e di piccole dimensioni, le caratteristiche idrologiche e
morfologiche, 1 processi di riciclo dei materiali, la disponibilita dei nutrienti e le condizioni
climatiche influenzano al massimo grado le fluttuazioni di temperatura e salinitda dell’acqua. Di
conseguenza, essi finiscono col determinare le variazioni delle condizioni trofiche e di produzione
biologica attraverso il controllo della dinamica di tutte le specie della catena alimentare a partire da
quelle fitoplanctoniche. In questi ambienti, le Diatomee e i Dinoflagellati rappresentano la
componente dominante del fitoplancton. L’altra componente planctonica ¢ rappresentata dallo
zooplancton, costituito da una grande varieta di organismi che possono condurre vita pelagica per
tutta la loro esistenza (oloplancton) o solo per una parte di essa (meroplancton) (Lardicci, 2001).

Le saline possono essere classificate, dal punto di vista ecologico, come ambienti estremi
(Picard, 1985) in quanto influenzati dalle variazioni pit 0 meno evidenti delle condizioni climatiche
ed edafiche. Sono definite anche come ambienti marginali (Cognetti, 1999) in quanto sono
ecologicamente transitori e le loro condizioni consentono solo a pochissime specie la
colonizzazione. In effetti 1’ecosistema risulta semplificato ad ogni livello trofico con un basso
numero di specie e un alto numero di individui (Ferronato et al., 2000). Gli organismi in grado di
vivere in questi ecosistemi sono caratterizzati da un efficiente sistema di osmoregolazione che le
permette di tollerare alti valori di salinita.

Analizzando la comunita di una salina, si possono notare i suoi cambiamenti in funzione del
gradiente di salinita, dalle vasche evaporanti fino alle vasche salanti, e questo aspetto risulta
fondamentale per gestire 1 processi biologici e chimico-fisici, interconnessi tra loro, che avvengono
in questi siti (Davis, 2006; Burnard, 1993). Passando dalle vasche a bassa salinita a quelle ad alta
salinita succede che la composizione delle comunita planctoniche gradualmente passa da bassi
livelli di diversi gruppi di specie, ad alte concentrazioni di poche specie ad alta salinita, la
produzione fotosintetica di nuove sostanze organiche gradualmente diventa minore del loro
consumo, e la concentrazione di particolato e sostanze organiche dissolte tende ad aumentare
(Davis, 2008).

In genere una salina per convenienza pud essere vista come un sistema di vasche
interconnesse caratterizzate da bassi, intermedi ed alti valori di salinita. Le vasche a bassa salinita
(35-90¢/]) possiedono numerose specie di alghe, protozoi, batteri, molluschi, piante vascolari e
pesci; la produttivita biologica primaria ¢ alta ma la materia organica dissolta ¢ bassa. Le vasche a
salinita intermedia (90-180g//) sono caratterizzate da poche specie, bassa produttivitd biologica

primaria e materia organica dissolta in acqua relativamente alta. I principali organismi planctonici
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sono alghe verdi e crostacei. Infine le vasche ad alta salinita (190-290g//) sono quelle con il minor
numero di specie, ma gli individui che vivono in queste vasche consumano piu materia organica di
quella che producono e la materia organica dissolta ¢ molto alta (Davis, 1980; 2008). Le specie in
grado di vivere a queste salinita sono batteri alofili rossi (Halobacterium, Halococcus) microalghe
alotolleranti (Dunaliella) e individui del Genere Artemia. In figura 1.9 si pud apprezzare ancora

meglio come varia la biodiversita in una salina in relazione alla salinita (Davis, 1993).
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Fig. 1.9 Stima della successione dei principali organismi in una salina in funzione della salinita

(Davis, 1993).

La diversita del sistema biologico di una salina, con vasche di evaporazione e
cristallizzazione, e con microrganismi fototrofici, planctonici e bentonici, la rendono un sistema
modello per lo studio della produzione primaria e dei processi microbici (Oren, 2009).

I processi biologici dipendono dalla qualita dell’acqua di mare, e dalle condizioni prevalenti
nelle vasche come temperatura dell’acqua, profondita, torbidita e concentrazione, controllo dei
processi chimico-fisici durante la produzione di sale, e progettazione complessiva della salina
(Davis, 1980; McArthur, 1980). Attraverso i processi biologici sono prodotte elevate quantita di
materia organica, che ¢ una sorgente di energia per gli organismi e riduce la permeabilita del fondo
delle vasche evitando la percolazione e perdita di acqua salata, rendono rossa 1’acqua nelle vasche

di cristallizzazione evitando la riflessione della radiazione e infine creano € mantengono appropriate
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condizioni, specialmente nel cristallizzatore, per produzione di sale ad alta qualita (Davis, 1993;
Korovessiss & Lekkas, 2008). Gli organismi chiave comuni nei processi biologici di una salina,
sono Aphanothece Alophytica, Dunaliella salina, Artemia salina e Archea. La loro presenza o
assenza ¢ fondamentale per la produzione e la qualita del sale (Davis, 2009a)

I processi fisici contribuiscono al mantenimento della biodiversita delle comunita
planctoniche in ogni range di salinita, che alimenta e controlla gli organismi vivi ai livelli desiderati
e aumenta il tasso di evaporazione (Davis, 2000). Ovviamente i processi biologici coinvolgono i
processi fisici e viceversa (Korovessiss, 2009)

La comunita di questi ecosistemi ¢ soggetta a cambiamenti nel tempo che possono dipendere
dal clima, da dismissione ¢ abbandono dell’impianto e nuovo uso del suolo. In caso di eventi come
ad esempio alluvioni o uragani, quello che avviene ¢ una perdita o abbassamento del gradiente di
salinita a causa di una dolcificazione di tutto il sistema, con conseguenze sulla produzione e sulla
comunita del sistema. Un caso studiato ed esaminato fa riferimento ad una salina in Messico nello
Yucatan colpita da un uragano. I gradienti di salinita sono stati modificati cosi come la componente
biologica delle vasche di evaporazione; inoltre si ¢ verificato 1’aumento di popolazioni di
microalghe Aphanothece halophytica che formano sostanze mucillaginose con conseguente
riduzione della qualita del sale (Ortiz-Milan, 2008). Altri studi effettuati in diverse saline della
Grecia, in seguito alla dismissione, documentano un loro recupero dal punto di vista biologico ed
anche di nuovo uso del suolo ad esempio loro riutilizzo per ecoturismo o centri benessere (Crisman
et al., 2008; Petadinou & Dalaka, 2009; Sovinc, 2008).

I laghi ipersalini solitamente non hanno pesci e sono caratterizzati da comunitda molto
semplici che li rende relativamente facili da studiare. A salinita intermedie 1 predatori invertebrati
diventano abbondanti nei laghi ipersalini e sono importanti nel controllare la struttura della
comunita (Herbst 1988; Williams et al., 1990). Di particolare importanza ¢ ’effetto dei predatori,
rappresentati dall’artropode Artemia, sugli erbivori dominanti in questi sistemi. Questi invertebrati,
sono frequentemente il macrozooplancton dominante nella regione pelagica di questi laghi
ipersalini. Oltre ad essere importanti nello strutturare le reti trofiche, sono anche economicamente
importanti per la produzione di cisti usate nell’industria dell’acquacoltura.

Nei laghi ipersalini, la salinita agisce come parametro dominante nel determinare la diversita
e composizione di specie fitoplanctoniche. Nella maggior parte di questi laghi la Dunaliella spp
prevale rispetto alle altre microalghe grazie alla capacita di tollerare alti valori di salinita. Nel

grande lago salato ¢ stato trovato che a valori di salinita 200 g// la comunita di fitoplancton era
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principalmente una monocoltura di Dunaliella viridis E.C. Teodoresco, 1905, e 1’azoto fissato dai
cianobatteri era molto basso o assente nella regione pelagica del lago (Rushforth & Felix, 1982), ma
quando la salinita diminuisce fino a 50 g// la densita di fitoplancton aumenta cosi come 1’azoto
fissato per via di Nodularia sp rilevata nel lago (Wurtsbaugh & Berry, 1990). Altre alghe come le
Diatomee Aphanothece e Coccochloris con la Dunaliella spp e una dozzina di specie di Batteri
costituiscono la dieta dell’Artropode Artemia (Mohebbi, 2010) che, come detto, rappresenta
I’organismo zooplanctonico dominante a questi valori di salinita.

Anche nel lago Urmiano ¢ stata riscontrata una comunita fitoplanctonica simile a quella del
GSL, che consiste principalmente di individui del Genere Dunaliella, con un importante frazione
delle Diatomee Nitzschia e Navicula (Sorgeloos, 1997); ¢ stata rilevata anche la presenza di
Cianobatteri. Inoltre confrontando gli studi effettuati da Mohebbi e colleghi (2006) con quelli di
Reyahi e colleghi (1994) mettendo a confronto le specie campionate (alghe verdi, cianobatteri e
diatomee) in questo lago, sono state trovate delle differenze che possono essere dovute a
campionamenti limitati e irregolari o aumento di salinita del lago tra il 1994 e il 2006 che ha
eliminato alcune specie non tolleranti (Eimanifar & Mohebbi, 2007). Essendo sistemi a bacino
chiuso, i laghi salini sono soggetti a fluttuazioni (in brevi o lunghi periodi di tempo) di livello e
salinita che possono essere dovuti a cambiamenti climatici e variazioni idrologiche. La perdita di
molto bacini lacustri ¢ da imputare alla deviazione di affluenti per uso agricolo e urbano (Herbst &
Blinn 1998). Un caso studio analogo ai precedenti ¢ stato fatto da Wurtsbaugh (1992) nel GSL.
Durante un anno insolitamente piovoso la salinita del grande lago salato ¢ scesa da 100 g// a 50 g/I,
questo abbassamento ha consentito all’insetto Trichocorixa verticalis di invadere la zona pelagica
del lago, portando alla diminuzione della precedente specie dominante Artemia franciscana. Altre
tre specie zooplanctoniche hanno invaso il lago provocando un aumento di clorofilla a, diminuzione
in chiarezza dell’acqua e di nutrienti solubili. L’abbondanza di Trichocorixa verticalis era

inversamente correlata con la densita dell’Arfemia lungo un gradiente di salinita (Fig. 1.10).

23



v 16 f ’ ' ‘ ' 8,
= | -
3 2 ARTEMIA oo Lo =
~ o &
E 08 H Fa - 4 E
(=4

2
5 i
B 0.4+ Ly -
: - ?:z

0.0 T T T T T 0
0 20 40 60 40 100 120

SALINITY (GRAMS / LITER)

Fig. 1.10 Variazione delle densita di Arfemia e Corixidi in relazione alla salinita. Con 1 triangoli bianchi sono
rappresentati il numero di artemie per litro e con i quadrati neri il numero di Corixidi per litro

(Wurtsbaugh, 1992) .

Osservando il grafico soprastante si puod infatti osservare come all’aumentare della salinita
si ha un aumento della densitda di Artemia a cui corrisponde una diminuzione della densita di
Corixidi e viceversa. Un altro interessante studio per vedere i cambiamenti di fitoplancton e
zooplancton in relazione alla salinita nei laghi salini, ¢ stato fatto in India nel lago Sambhar (Jakher
et al,, 1990) basandosi su campionamenti mensili. Nei grafici sottostanti sono stati riportati
I’intervallo di salinita in cui sono stati campionati i differenti Taxa fitoplanctonici presenti nel lago
(Fig. 1.11) e I’andamento totale della clorofilla, del fitoplancton e la produttivita primaria lorda in

questo ecosistema in relazione alla salinita (Fig. 1.12).
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Fig. 1.11 Taxa fitoplanctonici rilevati nel lago Shambar, e intervallo di salinita entro il quale sono stati

campionati (Jakher et al., 1990).
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Fig. 1.12 Andamento nel tempo del fitoplancton totale (cerchi bianchi uniti da linea bianca continua), della
clorofilla totale (cerchi neri uniti da linea nera tratteggiata), e produttivita primaria lorda (cerchi neri uniti da
linea nera continua) in relazione alla salinita (triangoli bianchi uniti da linea bianca continua)

(Jakher et al., 1990).
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Osservando la figura 1.11 si pud notare che il fitoplancton ¢ caratterizzato da taxa
campionati in un ristretto intervallo di salinita e altri caratterizzati da un intervallo piu ampio;
inoltre solo alcuni di questi sono stati campionati a valori superiori a 100 g//. Osservando invece la
figura 1.12, si puo notare che la salinita tende costantemente ad aumentare fino a Maggio del 1985
per poi crollare nei due successivi mesi e risalire rapidamente nei mesi di Agosto e Settembre.
Quando la salinita diventa >50g//, si ha un abbassamento del fitoplancton totale e
conseguentemente della clorofilla totale; successivamente anche la produzione primaria lorda si
abbassa notevolmente. Infine in figura 1.13 viene mostrato 1’andamento del numero di individui
totali (per litro) dello zooplancton in funzione della salinita nel periodo Aprile 1984 Febbraio 1985.
In questo caso dopo un periodo in cui si hanno oscillazioni dello zooplancton per salinita compreso
piu o meno tra 10 g// e 30 g/l lo zooplancton tende a diminuire fino a scendere quasi a zero ad una

salinita del 60 g/I.
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Fig. 1.13 Variazioni mensili del numero di individui totali dello zooplancton presente durante il

campionamento (colonne bianche), in funzione della salinita (cerchi neri) (jakher et al., 1990).

Questi risultati sono simili a quelli effettuati in diverse laghi salini del mondo (Fott, 1971;
Geddes et al., 1981; He et al., 1981, 1989, 1993, 1994; Hammer et al., 1983; Ehrlich & Dor, 1985;
Hammer, 1986; Colbur, 1988; Wood & Tailing, 1988; Jakher et al., 1990; Servant-Vildary & Roux,
1990; Zhao, 1992; Zhao et al., 1993; Ma, 1995; Ren et al., 1996; Zhao & He, 1999) nei quali per

26



valori di salinita superiori a 50g// si ha un notevole calo della biodiversita. Sebbene la salinita non
sia relativamente importante nel determinare quali specie siano presenti in un lago salino, tuttavia la
ricchezza in specie e composizione ¢ altamente correlata con la salinita; questa relazione diventa
insignificante al di sopra di un range intermedio di salinita (Williams et al., 1990; Colburn, 1988;
Hammer, et al. 1990; Wood & Talling, 1988; He et al., 1989; Zhao, 1991). Oltre alla salinita anche
la composizione ionica, il pH, 1’alcalinita e fattori biologici possono contribuire nel determinare la
composizione in specie (Zhao Wen et al., 2005).

Essendo i piccoli laghi maggiormente esposti a fluttuazioni di salinita (anche in tempi
brevi), le comunita varieranno piu frequentemente nei piccoli bacini, rispetto ai grandi bacini (piu
stabili). Oltre alla salinita, anche la temperatura (forse in minor parte) influisce sulla comunita dei
laghi salini, determinandone la presenza/assenza entro un certo range. A tal proposito alcuni
ricercatori hanno analizzato 1’influenza dei fattori ambientali sulla biocenosi di una ventina di laghi
salini nella Siberia occidentale (Livinenko et al., 2013). I piu alti valori di diversita di specie della
biocenosi erano stati rilevati in estate con temperature al di sopra di 12°C; in inverno con
temperature al di sotto di 0°C la fauna era rappresentata solo da cisiti di Artemia e in piccola parte

da larve di chironomidi ed ephippiums di Moina (Litvinenko et al., 2013).
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Capitolo 2

Caratteristiche del Genere Artemia

2.1 Classificazione Tassonomica

Gli individui del Genere Artemia rappresentano il macrozooplancton dominante presente in
molti ambienti ipersalini di tutto il mondo (Triantaphillidis et al., 1998; Wurtsbaugh & Gliwicz,
2001) eccetto I’antartico (Browne & MacDonald 1982). Questo crostaceo appartiene all’Ordine
degli Anostraci, i quali sono considerati tra le forme piu primitive di crostacei. E’ caratterizzato da
un corpo allungato, privo di carapace, di colore rosso o arancione per la presenza di emoglobina
nell’emolinfa, (Cicero A.M. et al., 2005). Si tratta di una specie in grado di colonizzare ambienti
ostili, situati in zone dal clima temperato o tropicale dove, per mancanza di competitori e predatori,

raggiunge densita elevate. La sua classificazione tassonomica ¢ la seguente:

Phylum Arthropoda
Classe Crustacea
Sottoclasse Branchiopoda
Ordine Anostraca
Famiglia Artemidae
Genere Artemia (Leach, 1819)

Linneaus nel 1758 coniod il nome Artemia salina non piu valido (Bowen & Sterling, 1978)
per la Specie, ormai estinta, alla quale si pensava che tutti gli individui del Genere Artemia
appartenessero. Nonostante tutto, oggi la denominazione di Artemia salina viene utilizzata come
sinonimo per indicare la specie anfigonica Artemia tunisiana (Bowen & Sterling, 1978); mentre in
un successivo lavoro Gliwicz e colleghi (1995) affermano che Artemia salina (L.) € oggi nota come
Artemia franciscana. Attualmente grazie alle tecniche di ricombinazione genetica si ¢ potuto
mettere in evidenza I’isolamento riproduttivo tra alcune popolazioni di Artemia (Barigozzi, 1974;
Clark & Bowen, 1976), portando al riconoscimento di specie sorelle ’sibling species” e
"superspecies’ (Bowen et al., 1978). La distribuzione globale di questo crostaceo in una varieta di
habitat isolati, ognuno caratterizzato dalle proprie condizioni ecologiche, risulta nell’esistenza di
numerose specie geografiche o popolazioni geneticamente differenti all’interno delle stesse sibling

species; in particolare I’ Artemia parthenogenetica con le sue popolazioni di, tri, tetra, e pentaploidi
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mostra una grande variazione genotipica (Lavens, & Sorgeloos, 1996). All’interno del Genere
Artemia ¢ stato possibile riconoscere cinque specie sessuate € una partenogenetica, come mostrato

nella seguente tabella, con un’ampia distribuzione geografica:

Specie Area geografica di provenienza

Artemia salina (Linnaeus 1758) Inghilterra (estinta)

Artemia tunisiana (Bowen e Sterling 1978, sinonimo
di 4. salina)

Mar Mediterraneo

Artemia franciscana (Kellog 1906) America (Nord, Centrale e Sud)
Artemia persimilis (Piccinelli e Prosdocimi 1968) Argentina

Artemia urmiana (Gunther 1900) Iran

Artemia sinica (Yaneg 1989) Asia (Centrale e Orientale)

Artemia parthenogenetica (Barigozzi 1974, Bowen e

Sterling 1978) Europa, Africa, Asia e Australia

Tabella 2.1 Distribuzione geografica delle specie del Genere Artemia.

Considerando che il Genere Artemia ¢ un complesso di sibling species e superspecies,
durante il Primo Simposio Internazionale sull’Artemia (Corpus Christi, TX-USA, 1979; vedi nota
editoriale in Persoone et al., 1980) ¢ stato suggerito di utilizzare solamente la denominazione di
Genere Artemia. Infatti, poiché nuove popolazioni vengono caratterizzate costantemente, ¢ stato
consigliato di utilizzare la denominazione Artemia sp. a meno che non si abbia evidenza
biochimica, citogenetica o morfologica sufficiente per identificare il nome della specie (Sorgeloos
et al., 1986). Come si puo notare da questa breve descrizione sulla tassonomia di questo crostaceo, i
tassonomisti sono ancora oggi confusi riguardo la sistematica e le relazioni filogenetiche delle
specie di Artemia (Triantaphyllidis et al., 1997) e ci sono differenti opinioni sulla biosistematica

(Alireza-Asem et al., 2010).

2.2 Ciclo vitale

Lo sviluppo degli Anostraci ¢ anamorfo, caratterizzato da un embrione che si sviluppa in
larva (detta nauplio) e, dopo una serie di modifiche graduali della morfologia corporea dovute
all’aggiunta di nuovi segmenti ed appendici, in adulto (Brusca & Brusca, 1996). Le popolazioni di
Artemia sono in grado di vivere nei laghi salati e bacini ipersalini di tutto il mondo riuscendo a

sopportare ambienti ostili per la maggior parte degli esseri viventi. Il suo sistema di
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osmoregolazione, uno dei piu efficienti nel mondo animale (Crogahn 1958), le permette di
colonizzare ambienti caratterizzati da una elevata salinita, rappresentando quindi un efficiente
metodo di difesa ecologica contro i predatori, non avendo alcun mezzo di difesa contro essi. La
colonizzazione ¢ facilitata inoltre, dalla capacita di sintetizzare un’emoglobina fortemente efficace
nel legare le basse quantita di ossigeno presenti in ambienti ipersalini (Gilchrist, 1954) e dall'abilita
di produrre cisti dormienti quando le condizioni ambientali diventano inadatte per la sopravvivenza
della specie (Van Stappen, 1997a).

11 ciclo vitale dell’Artemia (Fig. 2.1) ha inizio con lo sviluppo dell’embrione nell’ovisacco
della femmina. La riproduzione puo essere sessuale (per le specie anfigoniche), o partenogenetica (
per la specie A. parthenogenetica), inoltre puod realizzarsi in due diversi modi: ovovivipara (lo
sviluppo embrionale avviene nell’ovisacco fino al rilascio della larva) e ovipara (I’embrione
nell’ovisacco si incista, interrompendo le funzioni vitali, e viene rilasciato nell’ambiente).

Nelle cisti si ha la disidratazione dell’embrione e I’interruzione del ciclo vitale che si riattiva
in seguito ad una successiva idratazione in condizioni ambientali favorevoli per la schiusa. Dopo
I’idratazione, 1’embrione riprende a svilupparsi in modo identico a quello della riproduzione
ovovivipara. Con la rottura dell’'uovo all’interno dell’ovisacco della femmina o della ciste
nell’ambiente esterno si ha lo sgusciamento della larva. I meccanismi di induzione/inibizione delle
cisti nello/dallo stato di diapausa, sono ancora oggi poco chiari. Nel paragrafo 2.2.5 verra
approfondito questo tema.

Durante lo stadio larvale I’Artemia ¢ in grado di muoversi in acqua, procurarsi il cibo
dall’ambiente in cui vive e accrescersi attraversando numerose mute. Lo stadio larvale termina

quando I’animale ¢ in grado di riprodursi.
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Figura 2.1 Rappresentazione del ciclo vitale dell’Artemia.

2.2.1 Stadio embrionale

Durante lo stadio embrionale le cellule dell’organismo subiscono successive duplicazioni, a
cui fa seguito un processo di differenziazione che porta alla formazione di una specie di tubo
(gastrula); da questo tubo ha inizio la formazione del canale intestinale alla cui apertura si formera
la bocca della larva (Criel, 1985). Generalmente gli embrioni nelle femmine mature si trasformano
in cisti, quando ’ambiente che le ospita si sta per prosciugare. In queste situazioni, infatti, si ha un
aumento della salinitd e una diminuzione della tensione di ossigeno disciolto in acqua, che
stimolano la produzione di emoglobina (Gilchrist, 1954). In seguito I’emoglobina, in
decomposizione, da ematina, la quale forma le lipoproteine che vanno ad ispessire il guscio delle

cisti che proteggono gli embrioni.
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Le cisti (Fig. 2 a, b) sono strutture proteiche complesse che racchiudono 1’embrione e lo
conservano in uno stadio di vita latente anche per lunghi periodi, per consentire la sopravvivenza
della progenie in condizioni ambientali non adatte allo sviluppo embrionale. I guscio della ciste ¢
caratterizzato da 3 strutture:

1) Il Corion, uno strato che consiste di lipoproteine impregnato con chitina ed ematina. La
principale funzione del corion ¢ quella di proteggere I’embrione da stress di tipo meccanico e dalle
radiazioni (raggi UV). Questo strato pud essere completamente rimosso mediante un trattamento
ossidativo con ipoclorito.

2) La Membrana cuticolare esterna, la quale protegge 1’embrione dalla penetrazione di
molecole piu grandi della CO,.

3) La Cuticola embrionale, uno strato trasparente elastico separato dall’embrione per mezzo
della membrana cuticolare interna (Sorgeloos et al., 1986).

Nello stadio di cisti gli embrioni possono sopravvivere per molto tempo sopportando delle
temperature in un intervallo che va da -273°C a +60°C (Van Stappen, 1997 b). Le cisti possono
essere trasportate dal vento fino in alta atmosfera, dalle onde, oppure possono essere mangiate dagli
uccelli (in particolare dai fenicotteri) con la possibilita di rimanere intatte nel loro tratto digestivo.
Tutto cio favorisce la dispersione della specie e la colonizzazione di nuove aree. Come abbiamo gia
detto, quando I’embrione s’incista il ciclo vitale s’interrompe e 1’ Artemia entra in un periodo di vita
latente e in cui il tasso metabolico dell’embrione pud scendere fino al 10% del tasso normale
(Brusca & Brusca, 1996). Successivamente ’accrescimento dell’embrione comporta un aumento
della massa e delle dimensioni, e la ciste (o I’uovo) che 1’ha ospitato diventa troppo stretta. Come
conseguenza la ciste (o 1’uovo) si rompe lasciando uscire I’embrione, e questo processo prende il
nome di schiusa (Fig. 2.2 ¢, d). La schiusa richiede tempo (24-36 ore) per compiersi, e la larva non
lascia la ciste immediatamente (stadio ombrello).

L’ultimo stadio dello sviluppo embrionale, con la formazione del nauplio, ¢ caratterizzato
dallo sviluppo delle prime appendici che provocano la rottura della membrana di schiusa.

La durata dello stadio varia al variare delle condizioni ambientali: all’aumentare della
temperatura lo sviluppo risulta piu rapido mentre all’aumentare della salinitd osserviamo maggiori

tempi di schiusa (Zein-Eldin, 1963; Von Henting, 1971).
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Figura 2.2 a) Immagine di ciste disidratata b) Immagine di cisti idratate c) Ciste al momento della schiusa:
1) particolare dell’occhio naupliare (Van Stappen, 1997 a), d) Embrione nello stadio “ombrello” (a sinistra) e

larva di Artemia nella fase “instar I’ (a destra). 1) occhio naupliare, 2) antennula, 3) antenna, 4) mandibola.

2.2.2 Stadio larvale

Durante lo stadio larvale gli organismi crescono e si differenziano attraverso 15 mute fino a
raggiungere lo stadio adulto entro 2 o 3 settimane. Nelle prime fasi la larva (instar I, lunghezza 0.4-
0.5mm) ha un colore marrone-arancio, un occhio naupliare rosso nella zona della testa e tre paia di
appendici: le prime antenne (dette anche antennule con funzioni sensoriali) le seconde antenne (con
funzioni di filtro e locomozione) e le mandibole (con funzione di assorbimento degli alimenti). Il
lato ventrale ¢ coperto da un grande labbro che gioca un ruolo importante nell’alimentazione e nel
trasferimento di particolato alla bocca. Durante questa fase 1 nauplii non possiedono ancora il tratto
digestivo completo e sopravvivono grazie alle riserve rilasciate dalla ciste o dall’embrione. Dopo

circa 12 ore si ha il passaggio al successivo stadio larvale (instar II); ora la larva libera di muoversi
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ad impulsi, ¢ ormai in grado di procurarsi il cibo dall’ambiente in cui vive. Si nutre principalmente
di microalghe, batteri e detriti, filtrando tutto cid che ha un diametro compreso tra 1-50 um.
Attraverso ulteriori mute che si hanno in circa otto giorni la larva si accresce ed inizia a sviluppare
gli organi necessari alla riproduzione (gonadi). Nella regione del tronco appaiono strutture lobulari
che daranno forma ai toracopodi, mentre nella parte anteriore si ha la formazione di occhi
complessi. I cambiamenti morfologici e funzionali principali si hanno attorno alla decima muta, ad
esempio le antenne perdono la loro funzione di locomozione e risultano importanti per la
differenziazione sessuale nello stadio adulto.

I toracopodi sono ora suddivisi dal punto di vista funzionale in 3 parti: i telopoditi ed
endopotidi che hanno la duplice funzione di filtraggio e di locomozione e gli exopoditi che
ricoprono la funzione branchiale (Fig. 2.3 a, b).

Gli individui passano quindi nello stadio di meta-nauplio (o sub-adulto) e sono caratterizzati

da una lunghezza di circa 0.6-0.7 mm (Sorgeloos et al., 1986).

Figura 2.3 a) Larva di Artemia in fase “instar V”’ 1) occhio naupliare, 2) occhi laterali composti, 3) antenna,
4) labro, 5) toracopodi, 6) tratto digerente (Van Stappen, 1997 a, b). Regione toracica anteriore di larva di
Artemia in fase “instar XII” 1) ochhio naupliare 2) complesso laterale degli occhi 3) antennula 4) antenna 5)

exopodite 6 telopodite 7 endopodite.

2.2.3 Stadio adulto

Una volta che 1’Artemia ¢ diventata adulta la sua biomassa ¢ circa 500 volte maggiore
rispetto a quando si trovava nello stadio larvale, la sua lunghezza varia dai 10 mm nelle popolazioni
anfigoniche fino a 20 mm in quelle partenogenetiche poliploidi, e la sua vita pud durare anche fino a

cinque mesi. Gli adulti sono caratterizzati da un corpo allungato con due occhi complessi, un tratto
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digestivo lineare, antenne sensoriali e 11 paia di toracopodi. Nel maschio si hanno due protuberanze
laterali dei peni, mentre nella femmina compare una sola protuberanza centrale, 1’ovisacco.

Quando le artemie sono mature sessualmente, nelle specie anfigoniche si osserva un
notevole dimorfismo (Fig. 2.4 a, b), le antenne maschili e femminili ad esempio assumono forma e
funzionalita differenti: nei maschi diventano chele prensili mentre nelle femmine diventano
appendici sensoriali. Queste caratteristiche rendono distinguibili il maschio (Fig. 2.4 c¢) dalla
femmina (Fig. 2.4 d) anche ad occhio nudo. Le uova si sviluppano in due ovari tubulari presenti
nell’addome della femmina ed una volta mature, divengono sferiche e migrano attraverso due

ovidotti nell’utero (Sorgeloos et al., 1986).

a)

d)

Figura 2.4 a) Adulto femmina b) Adulto maschio c) Adulto maschio 1) antenna 2) antennula 3) complesso

laterale degli occhi 4) mandibola d) Regione toracica posteriore addome e utero fertile di femmina 1) uova in

ovario.

2.2.4 Riproduzione

Come detto precedentemente la riproduzione si distingue in ovipara e ovovivipara, ¢ le
femmine sono in grado di rilasciare in condizioni ottimali 300 nauplii o cisti ogni 4 giorni (Fig. 2.5

a-c). Le femmine possono rilasciare contemporaneamente sia cisti che nauplii liberamente natanti
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La prevalenza di riproduzione ovipara o ovovivipara ¢ influenzata da diversi parametri:

temperatura, salinita, fotoperiodo e disponibilita di risorse.

a) b) c)

Figura 2.5 a) Utero di adulto femmina 1) ovario con cisti b) Utero di adulto femmina 1) ovario con uova

¢) Fase di accoppiamento 1) ovisacco 2) peni laterali.

La precopula delle artemie ha inizio quando il maschio aggancia la femmina con le sue chele
(antenne modificate) e nuotandovi insieme ne feconda le uova contenute nell’ovisacco. Le uova
sono successivamente depositate all’altezza della coda e si sviluppano fino allo stadio di gastrula.
Dopo uno o piu giorni le uova vengono rilasciate dalla femmina (oviposizione) e possono essere
rilasciate a intervalli per piu giorni.

Per quanto riguarda la riproduzione partenogenetica, la fecondazione non avviene e lo
sviluppo embrionale incomincia non appena le uova raggiungono [’utero. In questo tipo di
riproduzione la cellula riproduttiva ¢ diploide e quindi ha gia tutto il corredo cromosomico delle
cellule somatiche percio puo dare luogo ad un nuovo nato senza il contributo del gamete maschile.
Invece nella riproduzione sessuale 1’ovulo (gamete femminile) ¢ apolide, e ha un corredo
cromosomico (42 cromosomi) pari alla meta di quello delle altre cellule somatiche (84 cromosomi).
Una volta che I’ovulo ¢ stato fecondato da uno spermatozoo (gamete maschile) anch’esso apolide,
da luogo a una cellula uovo (zigote) diploide, con un numero di cromosomi uguale a quello delle

cellule somatiche.

2.2.5 Diapausa

Tutt’oggi non sono del tutto chiari i meccanismi (cosidetti di “triggering”) responsabili
dell’induzione/inibizione che intervengono nella diapausa. L’abilita degli organismi di indurre uno

stato di criptobiosi durante il ciclo vitale ¢ uno dei maggiori meccanismi di sopravvivenza di
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popolazioni che vivono in biotopi caratterizzati da condizioni ambientali instabili; infatti individui
femmine di Artemia sono in grado di passare facilmente dalla produzione di cisti (oviparita) alla
produzione di nauplii (ovoviviparitd) e viceversa. I meccanismi biochimici che favoriscono i diversi
modi di riproduzione non sono del tutto noti. Esperimenti di laboratorio (Versichele & Sorgeloos,
1980; Lavens & Sorgeloos, 1984) hanno mostrato che la produzione di cisti puo essere indotta con
stress di ossigeno e aggiunta di Fe-EDTA nel mezzo di coltura. Al fine di comprendere i differenti
stati di sviluppo arrestato o ritardato in cisti di Artemia, bisogna fare una distinzione tra criptobiosi,
dormienza e quiescenza.

La criptobiosi, come indicato da Keilin (1959), indica uno stato in cui nell’organismo non
sono presenti segni di vita o I’attivita metabolica ¢ estremamente bassa. La dormienza ¢ una
specifica forma di criptobiosi in cui si ha un controllo endogeno del metabolismo e dello sviluppo,
mentre nello stato di quiescenza si ha un controllo esogeno (regolato dalle condizioni ambientali)
del metabolismo e dello sviluppo; ad esempio temperature estreme, ossigeno, essiccazione, ecc.
inducono uno sviluppo ritardato (Crowe et al., 1987).

Il termine diapausa in riferimento all’Artemia, indica lo stato di dormienza dell’embrione in
cui si ha un arresto dello sviluppo, inizialmente dovuto a fattori interni, prima che le condizioni
ambientali diventino sfavorevoli. Nella riproduzione ovipara si ha un arresto dello sviluppo
embrionico allo stadio di gastrula all’interno dell’utero. L’inizio della dormienza ¢ rigidamente
programmato nello sviluppo di questo Anostraco, indifferentemente dalle origini geografiche e dalle
condizioni ambientali (Olson & Clegg, 1976). Gli embrioni dormienti sono rilasciati dall’ovisacco
nell’ambiente, sotto forma di cisti; le cisti in stato di dormienza non schiuderanno nemmeno in
condizioni ambientali favorevoli. Percio lo sviluppo ad una fase quiescente (I’uscita dalla
dormienza e quindi D’entrata in uno stato di quiescenza) pud essere raggiunto solo quando i
meccanismi endogeni responsabili per 1’induzione in diapausa sono disattivati. Nella maggior parte
dei casi la disattivazione della diapausa (passaggio da dormienza a quiescenza) ¢ realizzato dalla
disidratazione delle cisti. Terminata la fase di dormienza lo sviluppo embrionico ed il metabolismo,
sono controllati da fattori esterni (quiescenza) e le cisti schiuderanno al ripresentarsi di condizioni
favorevoli allo sviluppo embrionale. In figura 2.6 si mostra la successione delle fasi, dall’induzione
all’inibizione e successiva schiusa, coinvolte nella diapausa. Tuttavia, in alcuni casi pud capitare
anche che le femmine rilascino cisti quiescenti che si schiudono senza andare incontro a un periodo
di dormienza, a causa di un malfunzionamento dei meccanismi di induzione di diapausa (Mathias,

1937; Lochhead, 1941; Dutrieu, 1960; Versichele, 1983; Amat et al., 1987).
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Gastrula

Induzione in diapausa

Embrioni incistati

Rilascio di cisti

Cisti dormienti

Disattivazione diapausa

Cisti quiescenti

Schiusa in condizioni ambientali favorevoli

Nauplii

Fig. 2.6 Diagramma schematico della successione delle fasi da induzione a inibizione dalla diapausa

(Laevens & Sorgeloos, 1987).

Da un punto di vista ecologico la strategia piu appropriata in biotopi con stress ambientali
ciclici pit 0 meno prevedibili dovrebbe essere rappresentata dalla dormienza, invece la quiescenza
dovrebbe essere ottimale in condizioni non cicliche (Belk & Cole, 1975).

Lavens e Sorgeloos (1987) hanno provato a raggruppare i fattori (e le loro interazioni) che operano

nelle diverse fasi della diapausa partendo dal rilascio delle cisti fino alla loro schiusa (Fig. 2.7).
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Figura 2.7 Meccanismi responsabili nell’induzione/inibizione della diapausa (Laevens & Sorgeloos, 1987).

Dal diagramma mostrato nella figura soprastante, si pud notare che passando dal rilascio di
cisti dormienti fino alla loro schiusa, sono coinvolti numerosi fattori. In particolare nella produzione
e rilascio di cisti dormienti si ipotizza un coinvolgimento di fattori genetici (Vanhaecke &

Sorgeloos, 1982; Tackaert et al., 1987; Gilbert, 1974) e delle condizioni di coltura (Lavens et al.,
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1986 b; Lavens & Sorgeloos, 1984; Versichele, 1983) con riferimento alla disponibilita di risorse e
valore della salinita. Le condizioni che portano alla disattivazione della dormienza (passaggio da
cisti dormienti a cisti quiescenti), sono state oggetto di diverse ricerche, per comprendere i
meccanismi coinvolti nell’uscita dalla dormienza. 1 diversi fattori individuati in questo processo
sono la disidratazione delle cisti (Voronov, 1974; Sorgeloos et al., 1976), ripetuti cicli
idratazione/disidratazione (Morris, 1971; Metalli & Ballardin, 1972, Browne et al., 1984),
ibernazione (Dana & Lenz, 1986, Thun & Starrett, 1987) trattamento delle cisti con perossido di
idrogeno (Bogatova & Shmakova, 1980; Bogatova & Erofeeva, 1985). Inoltre ci si ¢ interrogati
sulla possibilita che la diapausa sia un processo specie-specifico. La dormienza gioca un ruolo
fondamentale nella persistenza delle specie in ambienti con condizioni temporaneamente avverse, €
la strategia del ciclo vitale ¢ sincronizzata con lo sviluppo della popolazione a variazioni del loro
ambiente specifico. Quindi il processo di diapausa e la sua inibizione sono adattati alle condizioni
locali. Tali adattamenti climatici possono aver contribuito a differenze specie-specifiche, ad
esempio differenze tra popolazioni nella disattivazione della diapausa. A tal proposito diverse
ricerche (Browne et al.,1984; Tackaert et al., 1987; Lavens et al., 1986 b) sono state effettuate per
verificare questo aspetto, arrivando a concludere che differenze tra specie di Artemia nella
disattivazione della diapausa possono essere relazionate a specifiche variazioni delle condizioni
dell’ambiente. Un esempio pratico del significato ecologico dei processi di disattivazione della
diapausa ¢ mostrato da Vu Do Quynh e colleghi (1987), ipotizzando che la scomparsa della
popolazione di Artemia nelle saline di Macau e la persistenza dell’ Artemia del GSL in una salina del
Vietnam durante le stagioni piovose, erano causate dalla differenza nei meccanismi di
disattivazione della diapausa.

Infine le cisti quiescenti si schiuderanno in condizioni ambientali favorevoli, in relazione
alla temperatura, salinita, pH, ossigeno, illuminazione (fotoperiodo) e decapsulazione (Von Hentig,
1971; Sorgeloos et al., 1983; Lavens et al., 1986 a; Sorgeloos & Persoone, 1975; Vanhaecke et al.,
1981).

2.3 Parametri chimico-fisici

Dallo studio della letteratura si deduce che i parametri chimico-fisici che influiscono
maggiormente sulla distribuzione di individui del Genere Artemia e sul loro sviluppo sono la
temperatura (Browne et al., 1988; Vanhaecke & Sorgeloos, 1989; Barata et al., 1996 a,b; Saygi &
Demirkalp, 2002) e la salinita (Triantaphyllidis et al., 1995; El-Bermawi et al., 2004) che a loro
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volta influenzano le quantita di ossigeno disciolto; mentre il fotoperiodo sembra condizionare il tipo
di riproduzione (ovipara o ovovivipara) (Provazoli & Pintner, 1980; Noori, 2001; Nambu et al.,
2004).

Temperatura e salinita sono strettamente correlati tra loro tanto che la temperatura ¢ in grado
di modificare la tolleranza alla salinita del crostaceo e viceversa (Kinne, 1963; Williams & Geddes,
1991). Per questo motivo, in alcuni lavori si analizzano gli effetti combinati di temperatura e
salinita su una o piu specie (Vanhaecke et al., 1984; Wear & Haslett, 1986; Wear et al., 1986;
Vanhaecke & Sorgeloos, 1989; Triantaphyllidis et al., 1995; Browne e Wanigasekera, 2000).

Questo crostaceo possiede diverse caratteristiche biologiche che risultano essere vantaggiose
per un suo utilizzo nella ricerca di base in biologia animale come sistema modello:

1) possibilita di essere allevata in condizioni sperimentali utilizzando diverse fonti di
alimentazione e utilizzando un apparato sperimentale molto semplice (Verschuere et al., 1999,
2000a, b);

2) tempo di generazione piuttosto breve (2-3 settimane); in condizioni ottimali un adulto di
Artemia puo sopravvivere per diversi mesi, (Van Stappen, 1996);

3) disponibilita di grandi quantita di cisti di diverse specie € ceppi provenienti da tutti 1
continenti (background genetico differente) (Bossier et al., 2004);

4) piccole dimensioni dell’organismo che permettono una sua coltura ad alta densita, usando

sistemi molto semplici (Van Stappen, 1996).

Temperatura e salinita

La durata del ciclo vitale dell’Artemia, come di molti altri animali marini, dipende dalla
temperatura dell’ambiente in cui vivono (Kinne, 1970). In questo crostaceo la temperatura
interagisce sulla percentuale e tasso di schiusa (Von Hentig, 1971; Sorgeloos, 1975; Royan, 1975)
sul tasso di sviluppo dei naupli (Hentschel, 1968; Sorgeloos et al., 1976) tasso di crescita (Reeve,
1963; Von Hentig, 1971), tasso di sopravvivenza (Vanhaecke et al., 1984) e capacita riproduttiva
(Hiwasaki, 1976; Von Hentig, 1971). In generale, la durata del ciclo vitale di questi organismi
diminuisce all’aumentare della temperatura, ¢ aumenta al diminuire della temperatura. La
temperatura non controlla soltanto la durata dell’intero ciclo vitale, ma anche 1 tempi impiegati
dagli individui per passare da uno stadio al successivo (Allee et al., 1949), il cosi detto “timing”.
Questo Anostraco deve essere quindi annoverato tra gli organismi pecilotermi, quelli il cui tasso di

sviluppo ¢ funzione della temperatura (Cury & Feldman, 1987), e la cui temperatura corporea ¢
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praticamente la stessa di quella dell’ambiente in cui vivono; percid la temperatura di questo
organismi varia durante I’anno con il variare della temperatura dell’ambiente. Per questi animali la
temperatura rappresenta il motore che li spinge a transitare attraverso gli stadi di sviluppo,
determinandone i tempi di passaggio (Severini et al., 2006). Le differenti specie di Artemia sono
adattate a fluttuazioni di temperatura comprese tra i 6 ed 1 35 °C (Van Stappen, 1997 a).

L’Artemia ¢ un organismo eurialino in grado di vivere e riprodursi in un ampio range di
salinitd compreso tra 5 e 300 g// (Browne & Wanigasekera, 2000). Gli adattamenti che le
permettono di vivere ad alte salinita, portano ad un dispendio energetico notevole che riduce
I’energia per la crescita e lo sviluppo, anche a salinita non letali. Nell’esperimento di Abatzopoulos
e colleghi (2003) si osserva, ad esempio, un ritardo dello sviluppo di 4. parthenogenetica ed un
aumento significativo del numero di embrioni incistati al crescere della salinita (50, 80 e 120 g//).
Dall’analisi contemporanea degli effetti di temperatura e salinita sulla sopravvivenza e riproduzione
dell’Artemia si deduce che quello della temperatura ¢ preminente (Van Stappen, 1997; Browne &
Wanigasekera, 2000). Vanhaecke e Sorgeloos (1989) esaminarono popolazioni di Artemia per
determinare gli effetti di temperatura e salinita sulla schiusa delle cisti, resistenza delle larve e
produzione di biomassa. Usando due diverse salinita (35 ¢ 120 g//) essi trovarono che per alcune
popolazioni la tolleranza alla temperatura (25, 30, 34 e 37°C) era chiaramente influenzata dalla
salinita. Ma D’esperimento si protraeva solo per nove giorni, periodo troppo breve per valutare

I’influenza sui tassi di accoppiamento e sul tipo di riproduzione.

Ossigeno

Uno degli adattamenti fisiologici piu efficienti dell’Artemia ¢ la capacita di sintetizzare una
particolare emoglobina che riesce a legare 1’ossigeno anche in condizioni di ipersalinita (Gilchrist,
1954). Alcuni lavori (Bowen et al. 1978; Moens & Kondo 1976; Heip et al. 1979) hanno mostrato
che I’Artemia ¢ in grado di sintetizzare almeno 4 emoglobine e che la loro sintesi dipende dai livelli
di ossigeno nell’ambiente.

Nell’esperimento di  Sorgeloos e Persoone (1975) ¢ stato osservato come basse
concentrazioni di ossigeno 2 mg// inducano la formazione di emoglobina con conseguente cambio
della strategia riproduttiva, passando cio¢ da quella ovovivipara a quella ovipara. La teoria proposta
¢ che durante 1 vari momenti dell’anno, la salinita dei laghi salati considerati tenda a crescere in
maniera drastica. La concentrazione di ossigeno disciolto, in base alla legge fisica di Henry,

decresce al crescere della salinita diventando un fattore limitante per la popolazione, soprattutto per
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1 nauplii che non sono provvisti di pigmenti respiratori. Questa condizione di ipossia determina un
aumento di produzione di emoglobina e il successivo passaggio da ovoviviparita a oviparita da parte

delle femmine di Artemia con deposizione di cisti.

Fotoperiodo.

I fattori ambientali che determinano 1’oviparitd e 1’ovoviviparita nell’Arfemia non sono
ancora completamente noti, tra questi il fotoperiodo sembra intervenire in questi processi (Provazoli
& Pintner, 1980; Noori, 2001; Nambu et al., 2004). Secondo Provazoli e Pintner (1980)
I’illuminazione continua favorisce 1’ovoviviparita, mentre il buio continuo I’oviparitd. Gli
esperimenti eseguiti da Nambu e colleghi nel 2004 vanno oltre, mostrando come cambia il tipo di
riproduzione al variare del fotoperiodo (24, 14, 12, 10 /) e della temperatura (20 e 28°C), tenendo
costante la salinita (20 g//). Ad entrambe le temperature, I’oviparita aumenta quando il fotoperiodo
diventa piu corto, mentre 1’ovoviviparita aumenta quando il fotoperiodo diventa piu lungo. Per tutti
1 fotoperiodi esaminati il grado di oviparita ¢ piu alto a 28°C che a 20°C. Per cui lunghe giornate
fredde favoriscono il rilascio delle larve, mentre giornate brevi e calde favorirebbero la produzione
di cisti. Cido ¢ confermato dalle osservazioni sul ciclo vitale dell’A. monica, appartenente alla
superspecie A. franciscana (Van stappen, 1997 a), nel lago Mono, dove in primavera si schiudono
le cisti svernanti (Lenz, 1984) e gli adulti si riproducono rilasciando nauplii fino a Giugno. In piena
estate le femmine cambiano tipo di riproduzione favorendo I’oviparita e producendo cisti che si
depositano sul fondo fino all’anno seguente (Jellison et al., 1989b). Generalmente, sono presenti
due 'esplosioni' per anno del popolamento di Artemia: una primaverile originata dalle cisti svernanti
prodotte 1’estate precedente ed una estiva dovuta alle larve rilasciate dagli adulti della fioritura
primaverile. In alcuni anni ¢ stata osservata una terza fioritura di artemie in autunno di cui non si

conosce ’origine, se ovipara o ovovivipara (Jellison et al., 1989a, 1991).

2.4 Biogeografia e naturale distribuzione dell’ Artemia

L’Artemia ¢ il principale organismo zooplanctonico presente negli ambienti ipersalini di
tutto il mondo (Triantaphlylliddis et al., 1998) eccetto I’ Antartico (Browne & MacDonald, 1982),
ed ¢ caratterizzata da una distribuzione discontinua (Fig.2.8): non tutti i biotopi con elevate salinita
sono caratterizzati dalla presenza di questo Anostraco (Lavens & Sorgeloos, 1987). Una prima lista
di siti in cui sono state rilevate popolazioni di Artemia, ¢ stata fatta da Persoone e Sorgeloos (1980)

con 244 siti in cui ¢ stata riscontrata la presenza di questo crostaceo. Successivamente Vanhaecke e
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colleghi (1987) hanno aggiornato questa lista con 360 aree, geograficamente distinte, in cui ¢
presente 1’Artemia. Recenti ricerche sulla biogeografia dell’Artemia sono state fatte da
Triantaphyllidis e colleghi (1998) riportando 505 siti con Artemia, e da Van stappen (2002) con 598
siti di Artemia distribuiti in tutto il mondo (Ben Naceur et al., 2012). Questa lista deve essere
periodicamente aggiornata in quanto le popolazioni possono estinguersi non solo a causa
dell’intervento dell’'uomo ma anche per cause naturali dovute ad esempio a cambiamenti climatici
come avvenuto nella ex Jugoslavia a Capodistria (Vanhaecke et al., 1987).

La biodiversita delle popolazioni di Artemia ha subito dei cambiamenti dopo I’introduzione
della specie invasiva A.franciscana in tutto il mondo: in un isola del Pacifico e in Brasile (Persoone
& Sorgeloos, 1980), in Australia (Geddes, 1980), nella Repubblica popolare Cinese
(Triantaphyllidis et al., 1995), in Egitto (Triantaphyllidis et al., 1998), in Portogallo (Tria-
ntaphyllidis et al., 1998; Amat et al., 2005), in Marocco (Amat et al., 2005), in Francia (Thiéry &
Robert, 1992), nelle Filippine (De Los Santos et al., 1980), in Tailandia (Tarnchalanukit &
Wongrat, 1987), in Vietnam (Vu Do & Nguyen Ngoc, 1987), nello Sri-Lanka e in Madagascar
(Triantaphyllidis et al., 1998).

Fig. 2.8 Distribuzione dell’Artemia nel mondo (Vanhaecke et al., 1987).
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Questi individui riescono a colonizzare nuovi ambienti grazie all’azione di trasporto del
vento sulle cisti ed all’azione degli uccelli che non riuscendo a digerire le cisti, le rilasciano
completamente intatte in nuovi siti. Tuttavia I’inoculazione di Artemia in diverse ambienti ipersalini
del mondo, rappresenta un’alternativa alla dispersione naturale delle cisti. Dagli anni *70 1’'uomo ¢
stato responsabile per 1’introduzione di Artemia in Sud-America e in Australia, per aumentare la
produzione del sale o per utilizzo in acquacoltura. Inoltre popolazioni temporanee di Artemia si
trovano in aree tropicali con una distinta stagione umida o secca (clima monsonico) mediante
inoculazioni stagionali in America Centrale e nel Sud-Est Asiatico (Lavens & Sorgeloos, 1996).

Caratteristica comune dei Biotopi di Artemia ¢ ’alta salinita, senza dubbio il fattore abiotico
predominante nel controllare la presenza di Artemia e conseguentemente nel limitarne la sua
distribuzione geografica. Hammer (1978) che studio la salinita e la presenza di Artemia in 60 laghi
salati nella regione del Saskatchewan, verifico la presenza di questi individui solamente in 5 laghi
con salinita maggiore di 94 g/I. Un’analoga distribuzione dell’Artemia in relazione alla salinita ¢
stata riportata da McCaraher (1970) per 1 laghi del Nebraska. Sebbene la salinita sia il principale
fattore nel determinare la biogeografia dell’Artemia, non tutti i laghi salati o biotopi altamente
salati, come detto, sono popolati da questo crostaceo. Infatti alcuni studi (McCarrher, 1972;
Williams, 1992) hanno verificato I’assenza dell’ Artemia in alcuni laghi salati con salinita superiore
a 100 g/l. Sebbene 1I’Artemia sia distribuita in tutto il mondo, questi studi dimostrano che non si
tratta di una specie cosmopolita perché non presente in tutti i biotopi disponibili che presentano
condizioni di salinita adatte allo sviluppo.

L’impatto di altri parametri come la temperatura, intensita della luce, produzione primaria di
cibo, ecc. sulla distribuzione di Artemia ¢ limitato allo sviluppo quantitativo della popolazione,
oppure ¢ solamente causa di una temporanea assenza della popolazione. La distribuzione geografica
dell’Artemia ¢ relazionata a differenti tipi di clima (Vanhaecke et al., 1987). Considerando che la
salinita degli ecosistemi in cui vive varia in relazione dei flussi di precipitazione ed evaporazione, ¢
ovvio che il clima, ed i suoi cambiamenti hanno un importante effetto sulla distribuzione di

individui del Genere Artemia nel mondo.

2.5 L’ Artemia negli ambienti ipersalini

Sebbene 1I’Artemia possa tollerare bassi valori di salinitd come quelli del mare (35 g//), in
natura questi organismi sono raramente presenti a salinita minori di 50 g// e alcuni ricercatori hanno

ipotizzato che vertebrati o invertebrati predatori ne possono limitare il loro piu basso range di
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salinita (Edmondson 1966; Kristensen & Hulscher-Emeis 1972; Persoone & Sorgeloos 1980;
Bhargava et al. 1987, Hammer & Hurlbert 1990). A salinita minori di 100 g// i predatori e
competitori possono sopravvivere e ridurre notevolmente la densita di popolazione di questi
crostacei (Persoone & Sorgeloos, 1980; Wurtsbaugh, 1992), inoltre i cambiamenti nella struttura del
fitoplancton e la presenza di patogeni possono influenzarne la sopravvivenza. L’alta salinita
rappresenta dunque 1’unico mezzo di difesa da predatori e competitori. La maggior parte degli studi
effettuati sull’Arfemia, riguardano il settore dell’acquacoltura, considerando che 1’85% degli
organismi allevati in acquacoltura utilizza nauplii d’Artemia nella sua dieta (Kinne, 1985). Per
questo molte ricerche si basano su studi di laboratorio per comprendere ed ottimizzare i processi di
schiusa ed aumentare il valore energetico/nutritivo delle larve nei primi giorni di vita. Paragonati
alle ricerche che analizzano la biologia dell’Artemia, gli studi sull’ecologia sono pochi in numero
(Persoone & Sorgeloos, 1980) e solo una parte di essi si basano sullo studio della dinamica di
popolazione in natura; inoltre per analizzare questo aspetto servirebbero dati presi con una certa
continuita e frequenza. Infatti in alcuni casi o sono disponibili dati presi con buona frequenza ma
per un periodo di tempo breve, oppure si trovano lunghe serie di dati, ma presi con minor frequenza
(campionamenti mensili o bimensili) e in modo discontinuo.

Gli studi in natura realizzati sull’Arfemia sono stati fatti in diversi ambienti ipersalini del
mondo: in California (Lenz, 1984; Dana & Lenz, 1986; Melack & Jel-lison, 1998), in Australia
(Savage & Knott, 1998), in Nuova Zelanda (Wear & Haslett, 1987), alle Hawai (Lenz & Dana,
1987), in Messico (Torrentera, 1993) in Sri Lanka (Kuruppu & Ekaratne, 1995) e nello Utah
(Wirick,1972; Stephens & Gillespie, 1976; Montague et al., 1982). Tra tutti i laghi ipersalini, il
lago Mono e il Grande Lago Salato, sebbene non rappresentativi di tutti gli habitat naturali
dell’Artemia, racchiudono una grande varieta di aspetti ecologici. Per quanto riguarda il grande
Lago Salato oltre che dal punto di vista ecologico ¢ preso in considerazione anche per il suo valore
economico, per la raccolta di cisti di A. franciscana, distribuite in tutto il mondo.

In condizioni ipersaline, a salinita >100 g//, I’ Artemia pud essere studiata in natura come una
popolazione isolata, senza 1’influenza di predatori o competitori; in questo caso la dinamica di
popolazione dell’Artemia dipende principalmente da parametri abiotici. Considerando la relativa
semplicita di questi ecosistemi ipersalini, essi si prestano bene ad analisi ecologiche di tipo
quantitativo. Allo stesso tempo 1’ampio range di caratteristiche dell’habitat in cui I’Artemia vive,
fornisce una varieta di risposte ecologiche che possono essere studiate al livello di Genere. Percio

una maggiore conoscenza della sua ecologia, risulta importante nell’ottimizzare la produzione di
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Artemia in acquacoltura (Lenz, 1987). I fattori abiotici, specialmente quelli che regolano le
fluttuazioni stagionali, hanno un impatto particolarmente importante sulla dinamica di popolazione;
I’effetto dei fattori biotici ¢ particolarmente ridotto a causa della bassa diversita di specie nelle
comunita ipersaline. La dinamica di popolazione di questo artropode dipende dalle condizioni
dell’ambiente in cui si trova (un lago, una salina, o un ambiente temporaneo), e cio¢ se sono tali che
gli organismi possono sopravvivere con continuita per tutto 1’anno, e dalla stagionalita
dell’ambiente, se ¢ prevedibile o no; si usa in questo contesto il termine stagionalita in riferimento
alla stagione di crescita (ciclo stagionale) dell’ Artemia, che pud essere continua per tutto 1’anno o
discontinua. Mentre nel primo caso si ha presenza initerrotta di artemie vive per tutto 1’anno, in caso
di stagionalita discontinua la popolazione ¢ caratterizzata da un periodo di diapausa in cui ¢
presente nell’ambiente solo sotto forma di cisti dormienti. I fattori principali che possono indurre un
ciclo discontinuo sono la temperatura e la salinita; questi due fattori agiscono diversamente a
seconda degli habitat in cui si trovano le popolazioni di Arfemia. Infatti ’interruzione della stagione
di crescita (e quindi I’entrata in diapausa) nei grandi laghi, caratterizzati da piccole fluttuazioni di
salinita e basse temperature invernali, dipende dalla temperatura, mentre dipende dalla salinita nei
piccoli laghi caratterizzati da elevate fluttuazioni di salinita. Un nuovo ciclo stagionale iniziera in
presenza di condizioni favorevoli per la schiusa delle cisti.

Dai diversi studi effettuati in natura e presenti in letteratura, ¢ stato possibile analizzare la
dinamica di popolazione dell’Artemia, e gli adattamenti delle diverse popolazioni in base al loro
habitat. Nei grandi laghi temperati come il Grande Lago Salato e il lago Mono, le fluttuazioni
annuali di salinita sono piccole e la stagionalita ¢ determinata principalmente dalla temperatura. La
dinamica di popolazione in questi due laghi ¢ stata studiata tra gli altri da Mason (1967), Wirick
(1972), Lenz (1980, 1982, 1984) e Belovsky e colleghi (2011). Le temperature fredde riscontrate
durante I’inverno precludono la sopravvivenza dell’Artemia e il ciclo inizia in primavera con la
schiusa delle cisti in diapausa (Lenz, 1987). Analizzando le ricerche effettuate da Belovsky e
colleghi (2011) nel Grande Lago Salato, ¢ possibile riscontrare quanto appena detto. Questo studio
mette insieme una lunga serie di dati raccolti tramite campionamenti effettuati nel bacino Sud del
lago tra il 1994-2006. Dal 1959 a causa della costruzione di una ferrovia sopraelevata che attraversa
il lago e lo divide in due bacini (Fig. 2.9) il bacino Nord ha una salinita mediamente piu alta (che
raggiunge anche valori di saturazione) del bacino Sud, poiché il 95% degli influssi superficiali di

acqua vanno a finire nel bacino Sud.
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Fig. 2.9 Immagine satellitare del Grande Lago Salato in cuini cerchi blu rappresentano le stazioni di

campionamento (Belovsky et al., 2011).

Sono state effettuate misure sia sui parametri abiotici (temperatura, salinita) che biotici
(dinamica di popolazione dell’Artemia). Osservando 1 valori medi di salinita mensile (Fig. 2.10 a),
si nota che si hanno piccole fluttuazioni durante 1’anno; questo ¢ dovuto alle grandi dimensioni del
lago che risente poco dei cambiamenti stagionali durante 1’anno. Invece dal grafico 2.10 (b) ¢
possibile notare che i1 valori medi annuali di salinita durante il periodo di studio (1994-2006), sono
caratterizzati da maggiori fluttuazioni rispetto ai valori medi mensili, ma comunque dentro un
intervallo (100-160 g//) tollerabile per la sopravvivenza dell’ Artemia. Le variazioni tra i valori medi
annuali possono essere dovute a stagioni particolarmente calde (la salinita aumenta) o piovose (la
salinitd diminuisce) senza comunque influire particolarmente sulla media mensile che tende a
rimanere quasi costante. A partire dal 1994 si ha una continua diminuzione di salinita fino al 2000,

seguita da una risalita fino al 2004, poi comincia una nuova discesa; questo trend sembra avere un
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andamento abbastanza periodico il che sta a significare una certa stabilita di questo ecosistema
caratteristica di laghi di grandi dimensioni, e che in questi laghi variazioni dei parametri abiotici per
via di cambiamenti climatici si verificano ai tempi lunghi (molto piu lentamente di quanto avviene

nei piccoli bacini).

200 T T T T T TTTT T T T T T T T T T T T T T
s

A 150 | . 2 .
<
H
z

S 100} - . <
]
<
n

50 [N Y TN SO TN ORI OO N N T S

ONMS P2 OCPOVOZ0O 2SS DN NDNN

o @ = c o = = b Qouowowovwowooooo 9o

M 5EE¥REEEGRALS ) BE88888888858

MESI ANNI

Fig. 2.10 a) Valori medi mensili di salinita b) Valori medi annuali di salinita del Grande lago salato (bacino

Sud) durante il periodo di studio 1994-2006 (Belovsky et al., 2011).

Per quanto riguarda le temperature medie mensili (Fig. 2.11 a), queste oscillano tra gli 0°C
(Genaio-Febbraio) e circa 30°C (Luglio-Agosto), con variazioni minime dei valori medi annuali per
tutto il periodo di studio (Fig. 2.11 b). Le misure di temperatura come quelle della salinita sono state

effettuate sulla superficie dell’acqua ad 1 metro di profondita.
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Fig. 2.11 a) Temperature medie mensili b) Temperature medie annuali nel Grande Lago Salato (bacino Sud)

1994-2006 (Belovsky et al., 2011).
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Per quanto riguarda la Dinamica di popolazione (Fig. 2.12 a-f), viene confermato quanto
detto sopra, che il ciclo stagionale comincia a Marzo con la schiusa dei nauplii (Fig. 2.12 a) ¢
termina a Dicembre quando i nauplii ¢ metanaupli sono praticamente assenti (2.12 a-b), e gli adulti
hanno una densita media <1 ind// (2.12 c). Questa popolazione sembra essere caratterizzata da un
singolo picco (sia per 1 nauplii, per 1 metanauplii e gli adulti) in primavera (a Maggio). Invece
osservando le distribuzioni della densitda media mensile della popolazione sui 13 anni esaminati
(Fig. 2.12 d-f) si pud notare che questa cambia di anno in anno e che i picchi caratterizzati da
densita elevate sono seguiti da un crollo in termini di densita di popolazione.

Anche se in questo studio si presenta una serie di dati molto lunga, 13 anni, inizialmente su
10 stazioni fino ad arrivare successivamente a 20 stazioni di campionamento, ¢ stato notato che 1
campionamenti non sono stati effettuati sempre con la stessa frequenza passando da campionamenti
settimanali a mensili e bimensili in alcuni periodi dell’anno. Inoltre considerando che per
campionare le 20 stazioni venivano impiegati pi 0 meno 3 giorni, il valori medio della densita di
popolazione, calcolato come valore medio sui 20 siti, era considerato come un valore medio
settimanale della densita di popolazione; infine per ricavare i valori medi mensili, ¢ stata fatta una
media tra le densita di popolazione medie settimanali, del mese cui veniva fatto riferimento, su tutto

il periodo di studio.
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Fig. 2.12 Densita medie mensili di nauplii (a), metanauplii (b), Adulti (¢c) e andamento nel tempo della
densita di popolazione annuale di nauplii (d), metanauplii (e), e adulti (f) nel Grande Lago Salato (bacino

Sud) 1994-2006 (Belovsky et al., 2011).
La stessa stagionalita ¢ stata riscontrata nel lago Mono, molto piu piccolo rispetto al grande
lago salato, in cui si hanno cicli discontinui (Fig. 2.13) con diapausa invernale tra Dicembre e

Marzo, e successiva stagione di crescita (Lenz & Dana, 1987).

51



200

150 Popolazione totale

Abbondanza (I10® ind/m?)

» |
& e I | . l .

GFMAMGLAS OND GFM AMGLASOND GFMAMGLASOND

Fig. 2.13 Andamento nel tempo (su tre anni, 1981-84) della dinamica di popolazione di Arfemia nel lago

Mono (Lenz & Dana, 1987).

Anche in questo caso nonostante un periodo abbastanza lungo di studio (3 anni) su 10 siti, 1
campionamenti sono stati effettuati con frequenza bisettimanale e in alcuni periodi frequenza
mensile. Considerando che la dinamica di popolazione studia i cambiamenti nel tempo della
popolazione, forse in questo caso, una scala del tempo mensile ¢ troppo grande per vedere cosa
succede nella popolazione, almeno in termini di modellistica.

In altri laghi come il lago Shurabil in Iran, le fluttuazioni stagionali di salinita possono
essere notevoli, ma se 1’intervallo di salinita ricade entro i limiti di tolleranza dell’ Artemia ci si
aspetta che la stagionalita sia principalmente determinata dalla temperatura, con gli adulti che
scompaiono durante inverni freddi. In molti habitat, in particolare nei piccoli laghi le fluttuazioni di
salinita sono estreme. L’alta salinita e/o 1’essiccamento del sistema uccidono 1’Artemia quindi
possono essere 1 principali fattori che guidano la stagionalita. In laghi o vasche temperate con
profondita media minore di 1 metro il ciclo annuale della temperatura ¢ spesso accompagnato da
grandi cambiamenti nella salinita. Le vasche ipersaline tropicali e subtropicali che possono avere un
piccolo range annuale di temperatura possono anche diventare inospitali per I’ Artemia durante parte
dell’anno a causa delle fluttuazioni di salinita. Sebbene alcuni laghi tropicali tendono a seccarsi
(portando alla scomparsa dell’Artemia) diverse ricerche fatte su alcuni laghi in India e dei Caraibi
hanno mostrato che la scomparsa dell’ Artemia puo essere dovuta ad estrema diluizione (Curacao &

Bonaire, Antilles: Kristensen & Hulscher-Ermeis, 1972; Veppalodai & Tuticorin, South India:
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Ramamoorthi e Thangaraj, 1980; Didwana lake, Rajasthan, India: Bhargava et al., 1987) Non ¢
chiaro come I’Artemia ricompaia all’aumentare della salinita (Lenz, 1987).

Una situazione in cui si ha interruzione del ciclo a causa della salinita ¢ stata riscontrata
nello Yucatan (Messico) da Torrentera € Dodson 2004 analizzando per 14 mesi 4 diversi ambienti
ipersalini (semipermanenti e temporanei) con frequenza mensile(Fig. 2.14 a-e). Osservando i valori
mensili della profondita di ogni vasca (Fig. 2.14 a) si puo notare che il livello d’acqua non supera
mai 1 60 cm (in tutte le vasche) e che solamente una vasca non si secca mai; mentre una si secca
completamente e le altre due si seccano parzialmente (livello <10 ¢m). Da questa analisi si puo
capire che i valori di salinita tenderanno ad essere molto elevati (Fig. 2.14 b) nelle vasche a minore
profondita (con valori fino a 400 g//) mentre non superano mai i 200 g// nell’unica vasca che non si
secca. Per quanto riguarda i valori di temperatura (Fig.2.14 c¢) questi sono compresi tra 20° e 40°C
con notevoli differenze tra una vasca e ’altra. Confrontando i valori di temperatura di questo studio
con quello di Belovsky e colleghi (2011), 1 valori minimi di temperatura in questo caso non sono
cosi bassi da indurre una diapausa invernale. Analizzando la dinamica di popolazione dell’ Artemia
(Fig.2.14 d-e) si riscontra che la popolazione in Chuburna ¢ I’unica, a differenza delle altre, che non
va in diapausa ed ha un ciclo continuo. I valori di salinita, come detto, sono molto differenti rispetto
agli altri ecosistemi, con un range compreso tra 45 e 151 g// e temperatura comprese tra 23° e 35°C;
considerando comunque che si tratta di una vasca piccola con basse profondita, stagioni molto calde
potrebbero indurre diapausa (quindi un passaggio da ciclo continuo a discontinuo) per essiccamento
della vasca e alte salinita. Per riuscire ad analizzare meglio questi aspetti sarebbe stato opportuno
analizzare piu cicli consecutivamente. Le atre tre vasche, come gia accennato, sono caratterizzate da
cicli discontinui con periodi di diapausa di circa 4 mesi tra Marzo e Giugno (con delle differenze
tra una vasca e 1’altra). In questo periodi si ha un incremento delle cisti campionate ¢ basse densita
di popolazione dell’4rtemia (nulle se la popolazione ¢ in diapausa). Questi risultati suggeriscono
che differenze ambientali influenzano il timing e il tipo di riproduzione, e che le popolazioni, per
via delle differenze genetiche ed ecologiche tra i siti dello Yucatan, sono adattate a condizioni locali

e possono rappresentare un gruppo di specie sorelle (Torrentera & Dodson, 2004).
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Fig. 2.14 Valori mensili del livello d’acqua (a) di salinita (b), temperatura (c), densitd mensile di
popolazione (d) e densita delle cisti (e) nelle 4 vasche analizzate per il periodo di studio (Torrentera &

Dodson, 2004).

La situazione ecologica cambia marcatamente se non c’¢ interruzione nel periodo di crescita
(ciclo continuo); la popolazione non dipende piu dalla schiusa delle cisti per 1’inizio di un nuovo
ciclo. Una situazione del genere si verifica in Nuova Zelanda nel lago Grassmere ed ¢ stata
analizzata da Wear e Haslett (1987). Questo lago ha un clima temperato con temperature dell’acqua
tra 5 e 23 °C e ricopre un’area di 1782 ha con una serie di vasche collegate tra loro, per la

produzione del sale (Fig. 2.15) e come accennato sopra ¢ caratterizzato da stagionalita continua.
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Fig. 2.15 Immagine satellitare del Lago Grassmere (Nuova Zelanda); fonte: Google earth.

Durante I’inverno la densita di popolazione ¢ bassa e le femmine interrompono la
riproduzione ma gli individui vitali sopravvivono. In primavera la popolazione aumenta attraverso
riproduzione ovovivipara e la riproduzione continua attraverso la stagione riproduttiva. Questo
risulta in una sovrapposizione di generazioni durante I’anno (fino a 8 generazioni stimate da Wear
& Haslett 1986); in questo caso la riproduzione ovipara non ¢ comune. Nel grafico sottostante (Fig.
2.16) viene mostrata la concentrazione (in g/m’) di Artemia nel tempo (tra Aprile 1981 e Aprile

1982) in differenti vasche del lago Grassmere.
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Fig. 2.16 Concentrazione di Artemia (g/m’) nel tempo (Aprile 1981- Aprile 1982) in differenti vasche del
Lago Grassmere (Wear & Haslett, 1987).

Mettendo a confronto le diverse ricerche prese in considerazione (Belovsky et al., 2011;
Torrentera & Dodson, 2004; Lenz & Dana, 1987; Wear & Haslett, 1987) per quanto riguarda la
riproduzione, sembra che gli ecosistemi caratterizzati da cicli continui (quindi con basse fluttuazioni
di temperatura e salinitd) favoriscono la riproduzione ovovivipara, mentre in presenza di cicli
discontinui, si ha uno shift da riproduzione ovovivipara a ovipara a seconda del periodo dell’anno;
si inizia a intravedere marcatamente riproduzione ovipara quando ci si avvicina ai periodi di
diapausa. La strategia riproduttiva (ovipara o ovovivipara) sembra essere collegata alla lunghezza
del periodo abitabile del loro ambiente (Wrick, 1972; Lenz, 1984), e la riproduzione sembra
cambiare al variare delle caratteristiche dell’habitat (Lenz, 1987).

Condizioni favorevoli a cicli continui, come quelle del lago Grassmere, si verificano in
alcuni habitat tropicali e subtropicali. Sebbene non siano stati fatti studi completi sulla popolazione
annuale, ci si puo aspettare cicli continui nel lago Laysan Hawaii USA (Lenz & Dana, 1987) Isole
Galapagos in Ecuador (Bowne, pers. Commun.) ¢ Isole Canarie Spagna (Amat, 1982). Come
avviene anche nel lago Grassmere, le femmine di questi habitat sembrano aver perso del tutto o

quasi I’abilita a produrre cisti. Poiché le artemie vivono a lungo rispetto ai loro tempi di

56



generazione e le femmine si riproducono piu volte durante il ciclo vitale, queste popolazioni
tropicali e subtropicali probabilmente hanno un grande numero di generazioni durante I’anno con
fluttuazioni relativamente piccole della densita di popolazione.

Individui del genere Artemia possono abitare laghi che vanno da permanenti a temporanei,
da stagionali o non stagionali, da prevedibili a imprevedibili. In habitat stagionali come il Grande
Lago Salato e lago Mono, questi individui sono adattati ad una rapida ripopolazione, dopo un
periodo di diapausa, all’inizio di una stagione di crescita, seguita successivamente da una
produzione di cisti per assicurarsi la sopravvivenza durante il periodo inabitabile e 1’inizio di una
nuova stagione di crescita. Invece habitat permanenti e relativamente non stagionali, sono
caratterizzati da una molteplicita di generazioni durante tutto I’anno. L’Artemia offre un inusuale
opportunita per lo studio della relazione tra le caratteristiche dell’habitat e la biologia della
popolazione all’interno di un unico Genere. Con ’aumento dei dati ecologici la complessita
dell’ecologia dell’Artemia ¢ diventata piu evidente (Lenz, 1987).

Inoltre si puo affermare che 1 cambiamenti climatici possono condizionare la stagionalita dei
cicli d’Artemia provocando cambiamenti di lungo termine nei grandi laghi come il lago Mono e il
Grande Lago Salato (Mason, 1967; Winkler, 1977) caratterizzati da un ciclo prevedibile con una
forte stagionalita e piccole variazioni tra un anno e D’altro. I laghi permanenti sub-tropicali e
tropicali sono meno stagionali ma possono o non possono essere piu prevedibili. Viceversa i piccoli
laghi sono imprevedibili a causa del loro piccolo volume e possono rispondere molto velocemente
anche a brevi periodi ad una particolare condizione ambientale (ad esempio ad una stagione o ad un
mese molto caldo o piovoso). Quindi una serie abbastanza lunga di dati permetterebbe anche la
possibilita di analizzare (o prevedere) il passaggio da un ciclo continuo a discontinuo. Ovviamente
questo tipo di studi puo essere affrontato meglio nei piccoli laghi che come detto rispondono piu
velocemente a cambiamenti climatici. Percio la relativa prevedibilita dell’ambiente ¢ riflessa nella
riproducibilita della dinamica di popolazione di Artemia (Lenz, 1984). Oltre ai cambiamenti

climatici, anche gli interventi dell’uomo possono influire sulla stagionalita.

2.6 Utilizzo dell’ Artemia in acquacoltura

L’importanza dell’Artemia nel settore dell’acquacoltura, come accennato nel precedente
paragrafo, deriva dal fatto che, insieme ai copepodi, costituisce I’alimento fondamentale per 1’85%
delle specie ittiche commercializzate (Kinne 1985). Solamente a partire dagli anni *30 si ¢ iniziato

ad usare questi artropodi come dieta per organismi allo stadio larvale. Successivamente con lo
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sviluppo dell’acquacoltura (anni ’60-’70), 1’utilizzo dell’Artemia in questo settore comincia ad
espandersi grazie alla sua convenienza (disponibilita di cisti in natura a costo zero, velocita di
schiusa, ecc..) e al suo elevato valore nutritivo. Il fatto che cisti dormienti di Artemia possano essere
conservate per lunghi periodi e schiudere pitt 0 meno in 24 ore, li rende facilmente disponibili come
dieta per diverse specie di crostacei come aragoste, granchi, e gamberetti (Leger et al., 1986).

Sin dallo sviluppo dei primi impianti di produzione di acquacoltura verso la fine degli anni
’70, la richiesta delle cisti di Arfemia ¢ gradualmente aumentata da poche tonnellate a circa
800 tonnellate all’anno, rappresentando circa il 40% della richiesta totale in acquacoltura per
I’alimentazione dei primi stadi larvali dei pesci (Sorgeloos et al., 2001). Inizialmente la sorgente di
cisti era rappresentata da una salina costiera nella Baia di San Francisco, e successivamente venne
preso in considerazione il GSL (Sorgeloos, 1980). Negli ultimi 25 anni, il GSL negli USA, ¢ stato
il principale fornitore di cisti per il mercato mondiale dell’acquacoltura e soggetto a numerose
accuse e speculazioni riguardo la sua capacita di sostenere questa crescente industria (Lavens &
Sorgeloos, 2000). In questo lago il bacino Nord rimase separato dal bacino Sud durante gli anni
’50 a causa di un innalzamento del fondale e della costruzione di una ferrovia nel 1959; da cio
ne consegui che il bacino Nord essendo meno esposto alla diluizione (con conseguente aumento di
salinita) poteva essere utilizzato come fonte principale di cisti di Artemia. Problemi nella
produzione di Artemia del GSL in relazione al clima, si verificarono dopo un intenso E/ Nino tra il
1982 e 1984, il quale causO enormi nevicate e aumento di acqua proveniente dalle montagne
circostanti con conseguente diluizione e abbassamento della salinita del lago. Dopo il livello
massimo d’acqua raggiunto nel 1987, seguirono sei anni di declino che riportarono la salinita del
bacino Sud a livelli idonei per la produzione di cisti. Successivamente tra il 1999 ¢ 2000 un nuovo
intenso E/ Nino portd nuovamente ad una diminuzione di salinita con valori di 80 g// mentre il
range ottimale per la produzione di Artemia ¢ tra 100-150 g/I. A continue diminuzioni di salinita
corrispondeva una diminuzione delle cisti raccolte da parte delle industrie. Tra il 1999 e il 2000 fu
registrato il minimo di raccolta, e come conseguenza il totale della raccolta non riusci a soddisfare
nemmeno il 20% della domanda globale. Nonostante gli avvertimenti circa la dipendenza da una
sola risorsa naturale (e imprevedibile), erano stati messi in evidenza (Bengtson et al., 1991), solo
dopo il 1994 le compagnie di raccolta si preoccuparono per i rendimenti variabili del GSL e ed
hanno incominciato a sfruttare nuovi siti di raccolta sparsi in tutto il mondo, con un conseguente
aumento dei costi delle cisti. A parte i notevoli sforzi che devono essere compiuti nel campo della

diversificazione di sorgenti di Artemia e nell’efficienza della raccolta, ¢ ovvio che pari attenzione
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deve essere dedicata a un piu efficiente uso delle sorgenti di Arfemia disponibili e a diete alternative
dovute alla sua assenza.

A tal proposito risulta evidente 1’importanza in questo settore sia di studi di laboratorio (per
migliorare processi come efficienza e percentuale di schiusa, aumentare il valore nutritivo, ecc.) e
studi in natura, in particolare di dinamica di popolazione, per gestire in modo sostenibile siti
naturali di raccolta delle cisti. Avendo dimostrato, sia nel paragrafo precedente e sia da quanto detto
ora, come 1 cambiamenti climatici possano influenzare la dinamica di popolazione dell’Artemia,
riprendendo in considerazione le ricerche effettuate da Belovsky e colleghi (2011), essi hanno
dimostrato come tutto questo si ripercuota anche sulla biomassa annuale delle cisti. Osservando il
grafico di figura 2.17, in cui si riporta la numerosita media mensile per litro delle cisti e la sua
distribuzione nel tempo nel periodo di studio, si pud notare che le cisti sono presenti tutto 1’anno,
nonostante 1’assenza dell’ Arfemia nei mesi invernali, e che la numerosita cambia di anno in anno,

con valori minori riscontrati negli anni con bassi valori di salinita tra il 1999 e il 2000.
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Fig. 2.17 a) Numerosita media mensile delle cisti per litro b) Distribuzione della numerosita delle cisti per

litro nel tempo (Belovsky et al., 2011).

Una soluzione per far fronte alla crescente domanda di cisti sarebbe quella di aumentare le
conoscenze sulle tematiche esposte sopra, al fine di utilizzare tecniche di allevamento intensivo per
ricavare direttamente cisti o larve vive (e aumentarne il valore nutritivo), che possano in qualche

modo far fronte alla crescente domanda di Artemia e ad eventuali periodi di assenza di Artemia in
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natura. Per questo motivo molti degli studi di laboratorio, come accennato, si basano su tecniche di
induzione/inibizione in/dalla diapausa, aumento del valore nutritivo con aggiunta di prodotti (in
particolare acidi grassi polinsaturi (PUFA), ottimizzazione dei processi di schiusa. Fondamentale
risulta essere la determinazione delle caratteristiche che rendono idoneo un ceppo di Artemia per
I’acquacoltura (Sorgeloos et al, 1986).

Le varie caratteristiche determinanti per la qualita dell’Artemia sono:
- Efficienza di schiusa: la biomassa naupliare (mg per peso secco) prodotta per grammo di cisti;
- Tasso di schiusa: intervallo di tempo considerato tra il primo ed ultimo evento di schiusa;
- Sincronia di schiusa: intervallo di tempo durante il quale la maggior parte delle cisti sono schiuse;

- Presenza di Acidi Grassi Insaturi (HUFA).

Altro fattore fondamentale ¢ la dimensione delle cisti e della fase naupliare; D’ Agostino
(1965), e Claus e colleghi (1977, 1979) riportarono nei loro studi una differenza nel diametro delle
cisti di Artemia in funzione dell’origine geografica. Studi successivi di Sorgeloos e Vanhaecke
(1980b) effettuati su un certo numero di popolazioni con origini geografiche diverse concludono
definendo una diretta correlazione tra parametri biometrici e ceppi considerati. La dimensione
naupliare varia tra 1 430 e 1 520 um; questa viene studiata in quanto considerata parametro critico
per gli avannotti. Si calcola infatti un incremento del 20% della mortalita larvale in funzione di una
dimensione superiore ai 480 um. Per quanto riguarda le larve di crostacei non esiste criticita in

quanto sono in grado di catturare e manipolare le particelle nutritive (Bengston et al., 1991).
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Capitolo 3

La dinamica di popolazione dell’Artemia nella vasca di cristallizzazione

3.1 Conteggi settimanali di nauplii e adulti

In questa ricerca, sono stati effettuati campionamenti su base settimanale nella vasca di
cristallizzazione delle saline di Tarquinia, a partire da Marzo 2010 fino a Luglio 2013. Come punto
di riferimento per effettuare le misure ¢ stata presa in considerazione I’asta idrometrica posizionata

nella vasca di cristallizzazione (Fig. 3.1 a, b).

a) b)

Fig. 3.1 Foto della vasca di cristallizzazione in cui ¢ possibile notare 1’asta idrometrica, intorno alla quale

sono stati effettuati i campionamenti.

Le misure di dinamica di popolazione dell’Artemia in questo sito, sono state fatte
prelevando, con un becker da 1 litro, 10 campioni d’acqua vicino all’asta idrometrica a non piu di
30 cm di profondita. I 10 litri d’acqua campionati venivano successivamente portati in laboratorio
per effettuare il conteggio degli individui campionati distinguendo tra adulti e nauplii. Per facilitare
il conteggio, ¢ stata utilizzata una lampada alogena a luce fredda, sfruttando il fatto che questi
crostacei sono fotosensibili e tendono ad andare verso la luce. Di seguito si riportano i grafici (Fig.
3.2 a-c) con I’andamento della densita di popolazione totale (nauplii piu adulti), nauplii e adulti

durante il periodo di campionamento.
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Fig. 3.2 Andamento, della densita di popolazione di nauplii (a), adulti (b), e popolazione totale (¢) (nauplii
piu adulti), nel tempo (espresso in settimane sull’asse delle x), tra Marzo 2010-Luglio 2013. I cerchi gialli,
raccordati dalla linea rossa, rappresentano la densita degli individui campionati. La densita di popolazione
dei nauplii, degli adulti e della popolazione totale ¢ espressa come numero di individui per litro sull’asse y in

scala logaritmica e il valore 0,1 sull’asse delle y corrisponde a 0 individui campionati.

Osservando questi tre grafici in cui si riporta I’andamento dei nauplii (Fig. 3.2 a), degli
adulti (Fig. 3.2 b) e della popolazione totale (Fig. 3.2 ¢) nel tempo, si pud notare che la numerosita
dei nauplii mediamente tende ad essere maggiore di quella degli adulti, e che ’andamento dei
nauplii riproduce quello della popolazione totale; essendo 1 nauplii in numero maggiore degli adulti,
sono loro a caratterizzare 1’andamento della popolazione totale. Inoltre confrontando 1’andamento
dei nauplii con quello degli adulti si nota che mentre i nauplii sono caratterizzati da picchi (piu o
meno 3 per ogni stagione di crescita) con una salita lenta e una rapida diminuzione di numerosita,
gli adulti sono soggetti a maggiori fluttuazioni che danno un segnale poco chiaro sulla dinamica di

popolazione. Si puod ipotizzare che il crollo dei picchi dei nauplii sia dovuto o ad una elevata
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mortalita intrinseca nello stadio larvale o al fatto che quando la numerosita diventa troppo elevata,
scarseggia la presenza di cibo, con conseguente diminuzione della densita di Arfemia. A tal
proposito uno studio molto interessante effettuato da Montague e colleghi (1982), in cui ¢ stata
studiata contemporaneamente la dinamica di popolazione dell’alga Dunaliella viridis e della
popolazione di Artemia del GSL, mostra come alla diminuzione della densita algale faccia seguito
un successivo crollo della densita di popolazione dell’Artemia. Infatti I’ Artemia ¢ nota per essere
un’eccellente filtratore come confermano 1 dati di Gliwicz e colleghi (1995). Dagli studi effettuati
da questi ricercatori nel GSL, emerge che 1’ Artemia a densita di 4 individui adulti per litro, ¢ capace
di filtrare I’intero lago una volta al giorno.

Dai nostri dati ¢ stato possibile ricostruire la stagionalita dell’Artemia in questo ecosistema
(Fig. 3.3). Useremo d’ora in avanti il termine stagionalita per far riferimento alla stagione di crescita

che puo essere continua o discontinua.

I Ciclo annuale II Ciclo annuale III Ciclo annuale
19 settimane 51 settimane 103 settimane
I Ciclo stagionale Diapausa II Ciclo stagionale Diapausa (anno senza artemie) III Ciclo stagionale
19 settimane 13sett 38 settimane 64 settimane 39 settimane

100 4

N° individui/l

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105 112 119 126 133 140 147 154 161 168 175
Tempo (settimane)

Fig. 3.3 Rappresentazione della stagionalita dell’Artemia nella vasca di cristallizzazione tra Marzo 2010 e
Luglio 2013 ottenuta dai dati di campionamento (popolazione totale). Dai dati ¢ stata ricavata la durata dei

cicli stagionali e annuali, e della diapausa espressa in settimane.

In questo caso dall’osservazione dei dati di campionamento della vasca di cristallizzazione,
riportati nel grafico soprastante, facendo riferimento popolazione totale si pud notare che la
popolazione di Artemia di questo ecosistema ¢ caratterizata da una stagione di crescita (presenza
nell’ambiente di artemie vive) seguita da un periodo di assenza (presenza nell’ambiente sotto forma
di cisti in diapausa) a cui fa seguito un nuovo periodo di crescita; questa alternanza tra stagione di

crescita e periodi di diapausa si ripete continuamente nel tempo. Quindi possiamo affermare che in
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questo lago ipersalino la popolazione di Artemia ha una stagionalita discontinua, ossia la
popolazione ¢ caratterizzata da un periodo di diapausa, in cui ¢ presente nell’ambiente solo sotto
forma di cisti dormienti, seguito da una nuova stagione di crescita qunado si ripresentano condizioni
ambientali favorevoli alla schiusa. La durata di un periodo di diapausa, come anche di una stagione
di crescita, dipende dalle condizioni chimico-fisiche dell’ecosistema, influenzate a loro volta dalle
condizioni meteo-climatiche, e dal tipo di habitat in cui la popolazione vive (un grande lago, un
piccolo lago o un lago temporaneo).

Possiamo in questo caso definire un ciclo stagionale come I’intervallo di tempo di una
stagione di crescita, compreso tra due periodi di diapausa come ¢ possibile vedere dalla figura 3.3,
e definire un ciclo annuale come I’intervallo di tempo che passa dall’inizio di un periodo di
diapausa alla fine di un ciclo stagionale. Nel periodo di campionamento ¢ stato possibile osservare
due cicli annuali completi (il secondo e il terzo) e uno non completo; le osservazioni sono iniziate a
Marzo 2010, quando era gia iniziato il ciclo annuale, e sono terminate a Luglio 2013 quando ¢
iniziato un nuovo periodo di diapausa. Per quanto riguarda i cicli stagionali ne sono stati osservati
due completi (il secondo e il terzo) e uno incompleto (il primo); inoltre ¢ stato possibile osservare
due periodi di diapausa (nel secondo e terzo ciclo annuale). Mettendo a confronto ’intervallo di
tempo del secondo e del terzo ciclo stagionale, si pud notare che hanno piu o meno la stessa durata
(38 e 39 settimane rispettivamente), che va da Ottobre a Giugno, con differenti tempi di entrata e
uscita dalla diapausa. Invece molto differente ¢ la durata della diapausa nel secondo ciclo annuale,
13 settimane (tra luglio e Ottobre), e nel terzo ciclo annuale, 64 settimane. Un periodo di diapausa
cosi lungo puo essere spiegato da condizioni ambientali inadatte allo sviluppo, che hanno portato a
saltare completamente un ciclo stagionale. L’intervallo di tempo di un ciclo annuale ¢ dato invece
dalla somma della durata del ciclo stagionale e del periodo di diapausa. Confrontando 1 tempi del
secondo con quelli del terzo ciclo annuale (come spiegato sopra non si conoscono i tempi del primo
ciclo annuale) si pud notare che sono molto differenti tra loro e questo ¢ dovuto in particolar modo

al lungo periodo di diapausa che si verifica nel secondo ciclo annuale.

3.1 Precipitazione, temperatura e salinita settimanali

Oltre ai conteggi degli individui, sono state effettuate misure di temperatura dell’acqua (a 20
cm di profondita), salinita e livello dell’acqua. Le misure di temperatura sono state eseguite

utilizzando un termometro digitale; il termometro veniva immerso in acqua per circa un minuto,
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tempo necessario affinché il valore di temperatura si stabilizzasse, facendo attenzione a non esporlo
alla radiazione solare. La salinita invece veniva misurata in laboratorio tramite un rifrattometro,
(AQ 2003) con un accuratezza del 1% e per il livello d’acqua si faceva riferimento all’asta
idrometrica.

Considerando, come messo in evidenza nei precedenti capitoli, che il clima influenza le
caratteristiche fisico-chimiche ed ecologiche dei laghi ipersalini, con impatto maggiore nei piccoli
laghi, sono stati scaricati settimanalmente dalla rete, 1 dati di precipitazione della stazione ARSIAL
di Tarquinia che dista in linea d’aria circa 5 Km dalla vasca di cristallizzazione. In alcuni casi in cui
i dati non erano disponibili (a causa di interventi di manutenzione o mal funzionamento), ¢ stato
fatto riferimento ai dati della stazione di Tarquinia del Servizio Idrografico, distante circa 10 Km
dalla vasca di cristallizzazione. Nella figura sottostante (3.4 a-d) si riportano le misure settimanali
di temperatura, salinita e livello d’acqua della vasca di cristallizzazione e le precipitazioni cumulate

(valori settimanali) rilevate dalla stazione meteo.
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Fig. 3.4 Andamento settimanale delle temperature (a) precipitazioni (b), salinita (c) e del livello d’acqua (d)
nella vasca di cristallizzazione (riportati sull’asse delle y) nel tempo (espresso in settimane sull’asse delle x)

tra Marzo 2010-Luglio 2013.

Le temperature (Fig. 3.4 a) oscillano tra valori di 5 e 30°C in tutti e tre gli anni, e poche

volte sono stati misurati valori al di sopra o al disotto di questo intervallo; quasi tutti i valori
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ricadono tra le due linee blu tratteggiate, che delimitano I’intervallo di temperatura sopra citato.
Considerando che la temperatura dell’acqua dipende da quella dell’aria, essa presenta un andamento
periodico caratteristico della temperatura dell’aria.

Per quanto riguarda la precipitazione, tenendo conto del fatto che i campionamenti venivano
effettuati con frequenza settimanale, il valore di precipitazione del j-esimo campionamento era dato
dalla somma dei valori giornalieri tra il J;.j-esimo campionamento e il giorno precedente al j-esimo
campionamento. Analizzando le precipitazioni (Fig. 3.4 b) si pud vedere che, hanno un andamento
erratico e che c’¢ stato un periodo abbastanza lungo tra la 77-esima e la 133-esima settimana,
racchiuso tra le due linee blu verticali tratteggiate, caratterizzato da scarse precipitazioni. Facendo
riferimento ai valori di salinita (Fig. 3.4 ¢) in questo periodo (77-133-esima settimana) si puo
notare che 1 valori di salinita tendono ad avere fluttuazioni molto basse, se confrontate con quelle
degli altri anni, con valori che oscillano tra i 300 e i 350 g//; al di fuori di questo intervallo di
tempo, la salinita presenta ampie fluttuazioni con valori compresi tra 100 e 350 g//. Nel complesso
la salinita, a differenza della temperatura, ¢ caratterizzata da fluttuazioni aperiodiche influenzate in
modo particolare dalle precipitazioni, e dall’evaporazione (che dipende dalla radiazione solare,
dalla temperatura dell’aria e dall’intensita del vento). Inoltre, bisogna tener conto delle dimensioni
di questo lago ipersalino, minori sono le dimensioni e quindi il volume d’acqua presente, maggiore
sara ’impatto delle condizioni meteo sulle fluttuazioni di salinita, come dimostrato dalle misure
effettuate.

Considerando che gli unici flussi d’acqua in entrata e in uscita in questo lago ipersalino sono
dati da precipitazione ed evaporazione, la variazione del livello d’acqua nel tempo, dipende dalla
differenza tra queste due variabili. L’andamento del livello d’acqua (Fig. 3.4 d) ¢ molto simile a
quello della salinita, e caratterizzato anch’esso da fluttuazioni aperiodiche; ma si ha che quando la
salinitd aumenta (I’evaporazione prevale sulle precipitazioni) diminuisce il livello d’acqua e
viceversa. Infatti durante il periodo di scarse precipitazioni (77-133esima settimana), come si puo
vedere dai dati, anche il livello d’acqua ¢ caratterizzato da fluttuazioni molto basse, e il valore
massimo non supera mai i 50 c¢m, mentre al di fuori dell’intervallo di tempo considerato riesce a
raggiungere valori di altezza di circa 1 metro. Durante stagioni poco piovose, uno scarso apporto di
acqua tra autunno e primavera, pud portare all’essicamento di questo ecosistema, situazione
verificatasi nell’estate del 2012. Infatti 1 27 c¢m di livello d’acqua misurati tra la 125-esima e la
131-esima settimana, in realta rappresentano una crosta di sale solido e in minima parte uno strato

di sedimento, coperto dallo strato di sale. Come si puo vedere dalla figura sottostante (Fig. 3.5), la
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vasca ¢ quasi completamente secca (1’acqua ¢ presente solo in alcuni punti) e ricoperta da una crosta

di sale solido.

Fig. 3.5 Foto della vasca di cristallizzazione (01/08/2012) quasi completamente secca e ricoperta da uno

strato solido di sale.

Infine per analizzare meglio 1’effetto della salinita sulla sopravvivenza dell’ Artemia, ¢ stato

confrontato I’andamento della popolazione totale con quello della salinita (Fig. 3.6 a-b).
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Fig. 3.6 Relazione tra ’andamento della popolazione totale (a) e i valori di salinita (b) nel tempo. Nel grafico
in figura a) si riporta la numerosita (n° individui/litro) della popolazione totale (in scala logaritmica) per
ogni campionamento; il valore 0,1 sull’asse delle y corrisponde a 0 individui campionati e la linea rossa
viene utilizzata come linea di raccordo fra i punti (cerchi gialli). Sull’asse x si riporta il tempo espresso in

settimane. Nel grafico in figura b) si riporta I’andamento della salinita (asse delle y) nel tempo (asse delle x).

In questo caso sui valori della salinita (Fig. 3.6 b) ¢ stata messa una linea blu continua a
290 g/I, mentre le linee blu tratteggiate stanno a delimitare i cicli stagionali e i periodi di diapausa.
Analizzando 1 valori di salinita nei tre cicli stagionali e la presenza della popolazione di Artemia
nell’ambiente, si nota che essa ¢ sempre presente per valori non superiori a 290 g// di salinita.
Osservando invece la salinita durante la diapausa, si notano valori sempre al di sopra dei 290 g// e
la popolazione non ¢ mai presente nella vasca di cristallizzazione per poi ricomparire, dopo la
schiusa delle cisti in condizioni ambientali favorevoli, quando 1 valori iniziano a scendere al di sotto
di tale soglia. Considerando che la presenza/assenza dell’Artemia in questo ecosistema dipende
principalmente dalla salinita, la quale a sua volta dipende dalle condizioni meteo, ¢ stata fatta

un’analisi dei dati sui singoli cicli stagionali e periodi di diapausa (Tab. 3.1).
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- . Intervallo di tempo | Salinita media Precipitazioni Livello d’acqua
Cicli annuali . .
[settimane] [g/1 cumulate [mm] medio [cm]
1 Ciclo stagionale 1-19 181 281 87
Diapausa 1 19-32 313 100 55
11 Cciclo stagionale 32-70 176 600 79
Diapausa Il 70 - 134 318 407,8 42
111 Cciclo stagionale 134 -173 190 769.8 65

Tab. 3.1 Si riporta in tabella la durata dei cicli stagionali, dei periodi di diapausa, i valori di salinita media,

precipitazioni cumulate e livello d’acqua medio di ogni ciclo stagionale e periodo di diapausa.

Dai dati in tabella 3.1 si pud notare che i1 valori di salinita media durante i periodi di
diapausa sono molto alti e sempre al di sopra dei 290 g//, mentre durante i cicli stagionali si hanno
valori inferiori a 200 g//. I valori di precipitazione e il livello medio d’acqua durante il primo
periodo di diapausa sono, come c’era da attendersi, piu bassi rispetto ai cicli stagionali. Il secondo
periodo di diapausa nonostante sia molto piu lungo anche dei cicli stagionali, ¢ caratterizzato da

valori di precipitazione e livello medio d’acqua piu bassi.
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Capitolo 4

Costruzione ed applicazione del modello APHEMO

4.1 Stato dell’arte dei modelli di Artemia

L’Artemia viene impiegata come organismo modello per studi biochimici, fisiologici,
genetici ed ecologici e, facendo riferimento ad una bibliografia di McCourt & Lavens (1985),
appare in circa 4000 pubblicazioni scientifiche; di queste sono poche (circa 60) quelle che hanno
analizzato gli aspetti legati alla crescita (Wear & Haslett, 1986) e alle caratteristiche del ciclo vitale.

Come conseguenza del crescente sviluppo nel settore dell’acquacoltura, con il graduale
aumento della domanda di cisti, la maggior parte delle ricerche hanno concentrato la propria
attenzione su una maggiore conoscenza dei processi di schiusa (tasso di schiusa, efficienza di
schiusa, tecniche di disattivazione della diapausa, ecc.) e sull’analisi del valore energetico delle
larve nei primi giorni di vita (analisi del valore nutritivo, studi su tecniche di arricchimento per
aumentarne il valore nutritivo, effetto delle larve sulla crescita delle specie allevate in acquacoltura,
ecc.).

L’ Artemia ¢ stata utilizzata in esperimenti di laboratorio per studiare sia i singoli effetti della
temperatura e della salinita (El Bermawi et al., 2004; Barata et al., 1996; Herbst & Dana, 1980;
Browne et al., 1988) che I’effetto combinato di queste due variabili (Vanhaecke et al., 1984; Wear
& Haslett, 1986; Wear et al., 1986; Browne & Wanigasekera, 2000), su diversi parametri ecologici
(sviluppo larvale, mortalita/sopravvivenza, ecc.). Alcuni limiti di queste ricerche, per quanto
riguarda I’utilizzo di questi dati nel nostro caso, sono il periodo sperimentale solitamente breve, in
molti casi limitato solo all’analisi della fase larvale, 1 bassi valori delle salinita e 1’analisi di una sola
variabile; infatti o si analizza I’effetto della salinita tenendo costante la temperatura o viceversa.
Mentre negli esperimenti, in cui ¢ stato analizzato ’effetto di una sola variabile, ¢ stato possibile
stimare la tolleranza fisiologica delle popolazioni e I’interazione competitiva tra le specie (Browne
& Halanych, 1989; Zhang & Lefcort, 1991; Barata et al., 1996b), le ricerche in cui ¢ stato analizzato
I’effetto delle due wvariabili (temperatura, salinita), riproducono maggiormente le condizioni
incontrate dagli organismi negli habitat naturali; ma spesso questi sudi comportano vincoli logistici
e/o di tempo e I’interpretazione dei risultati ¢ piu complicata. Questo potrebbe essere un motivo per

cui si tende a studiare singolarmente gli effetti della temperatura e della salinita su questo crostaceo.
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Poche sono le pubblicazioni sull’effetto combinato di temperatura e salinita sulla sopravvivenza e
crescita in un intervallo compreso tra 80 e 180 g//, considerato essere ecologicamente il piu
importante (Davis, 2000), o a piu alte salinita fino ai livelli di saturazione del sale (Wear & Haslett,
1986).

Oltre agli esperimenti di laboratorio sono stati effettuati anche alcuni studi in natura, gia
citati nel capitolo 2.5, in cui ¢ stata analizzata la dinamica di popolazione dell’ Artemia nel tempo e
quindi in funzione della temperatura e della salinitd. Considerando che 1’obiettivo di questa tesi ¢
quello di elaborare un modello in grado simulare la stagionalita dell’ Artemia in natura e in ambiente
semi-naturale, ¢ stata fatta una ricerca bibliografica basata sugli studi di temperatura e salinita (sia
in natura che in laboratorio, in grado di fornire i dati necessari all’elaborazione del nostro modello),

ed elaborazione di modelli di Artemia da utilizzare per il nostro studio.

4.2 Primi tentativi di modellistica dell’ Artemia

Una delle ricerche a cui ¢ stato fatto riferimento in questo studio, ¢ quella di Von Henting
(1971). Questo ricercatore ¢ stato uno dei primi, insieme a Reeve, (1963), ad intuire I’importanza di
analizzare gli effetti combinati di temperatura e salinita sull’4rtemia. Mentre 1’obiettivo di Reeve
(1963) era solamente quello di analizzare 1’efficienza di crescita di questo invertebrato sotto diverse
condizioni di temperatura e salinita, Von Henting (1971), ha preso in considerazione diversi aspetti
del ciclo vitale dell’Artemia tra cui 1 tassi di schiusa, sviluppo fase larvale e maturazione, a diverse
combinazioni di temperatura (10, 15, 20, 30°C) e salinita (5, 15, 32, 70 g/l), lavorando con cisti
d’Artemia prelevate dal GSL. Tra 1 risultati di maggior interesse in questo lavoro, ¢ stato riscontrato
un incremento del tasso di schiusa al crescere della temperatura ed una diminuzione all’aumentare
della salinita, e che la lunghezza giornaliera degli individui (che puo essere considerata una misura
indiretta del tasso di sviluppo larvale) aumenta all’aumentare della temperatura. A partire dai dati
giornalieri di schiusa dell’esperimento di Von Henting sono stati ricavati 1 tassi medi di schiusa,
calcolati come reciproco del tempo medio di schiusa, alle diverse combinazioni di temperatura e
salinita mostrati in figura 4.1; successivamente in questo stesso paragrafo verra approfondita la
teoria del tasso di sviluppo. Si pud notare dal grafico in figura 4.1, come detto, che i tassi
aumentano all’aumentare della temperatura, e che i tassi a 15 ¢ 5 g//, e a 70 e 32 g/[ hanno valori
molto simili tra 10 e 20°C (i quadrati e i cerchi neri sono molto vicini tra loro, e lo stesso vale per i
quadrati e i cerchi bianchi, essendo quasi sovrapposti) e tendono a essere un po’ piu differenti a

30°C (in questo caso non ¢’¢ sovrapposizione tra 1 diversi punti).
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Fig. 4.1 Andamento del tasso di schiusa (asse delle y) in funzione della temperatura (asse delle x) a diverse

salinita.

Per quanto riguarda la lunghezza degli individui non esiste una relazione biunivoca tra la
lunghezza di un’artemia ed un suo sub-stadio larvale, infatti 1’esperienza mostra che si possono
osservare larve piu corte e larve piu lunghe nello stesso sub-stadio (Carlini, Tesi AA 1999-2000).
Tuttavia Von Henting ha osservato che le lunghezze hanno, nel tempo, un andamento sigmoidale (a
tutte le combinazioni di temperatura e salinita), il cui secondo flesso coincide (pit 0 meno) con la
comparsa dell’ovisacco nelle femmine. Si puo pensare quindi di utilizzare questa osservazione per
una stima approssimativa della durata dello stadio larvale di Artemia alle diverse temperature ed
alle diverse salinita. Nel grafico sottostante (Fig. 4.2), elaborato utilizzando i dati di Von Henting
(1971), si riporta la lunghezza delle artemie femmine alle quattro temperature sperimentali a 70 g//
di salinita, mettendo in evidenza il secondo flesso con dei segmenti verticali, per indicare i tempi
stimati per il raggiungimento dello stadio adulto (e fine fase larvale). Si vede che maggiore ¢ la
temperatura e maggiore risulta essere la lunghezza finale delle artemie, lunghezza che esse
raggiungono nello stadio adulto dopo diverse riproduzioni.

Si puo notare inoltre che, all’aumentare della temperatura diminuisce I’intervallo di tempo
necessario alle artemie per completare lo stadio larvale, e che non c¢’¢ una differenza significativa

tra gli aumenti delle lunghezze a 20 e 30°C con un tasso di sviluppo molto simile.
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Fig. 4.2 Andamento della lunghezza (in mm) di femmine di Artemia a partire dalla schiusa (asse y), a diverse
temperature (asse x) a salinita 70 g//. I segmenti verticali indicano i punti del secondo flesso, come stima dei

tempi per la durata dello stadio larvale.

Nonostante ’intuizione di studiare gli effetti combinati di temperatura e salinita, 1’obiettivo
di Von Henting non era finalizzato alla costruzione di un modello di Arfemia ma bensi ad
approfondire alcuni aspetti di questo crostaceo per un suo efficiente utilizzo in acquacoltura; questa
¢ forse la ragione per cui in questa ricerca sono stati utilizzati bassi valori di salinita rispetto a quelli
in cui I’Artemia si trova negli habitat naturali. Un aspetto molto importante, e di cui dobbiamo tener
conto, messo in evidenza da questo studio, ¢ la necessita di prendere in considerazione 1’effetto
congiunto di temperatura e salinitd quando si vogliono analizzare diversi parametri ecologici
dell’ Artemia.

Dopo quello di Von Henting (1971), sono stati effettuati nuovi studi con un protocollo
sperimentale simile al suo (Medina et al., 2007; Vanhaecke et al., 1984; Vanhaecke & Sorgeloos,
1989; Browne & Wanigasekera, 2000) per analizzare I’effetto combinato di temperatura e salinita
sul diversi aspetti del ciclo vitale. A differenza dello studio di Von Henting (1971), nelle tre
ricerche sopracitate, sono stati effettuati esperimenti di laboratorio mettendo a confronto diverse

popolazioni di Artemia a differenti combinazioni di temperatura e salinita. In tutti e tre i casi ¢ stato
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riscontrato un significativo effetto della temperatura e della salinita sulla sopravvivenza, durata del
ciclo vitale e caratteristiche riproduttive. Bisogna comunque tener conto che, durante questi
esperimenti, anche altri fattori (qualita e quantita di cibo, livelli di ossigeno) possono interagire con
le varie combinazioni di temperatura e salinitd o tra di loro. In termini di modellistica queste
ricerche presentano dei limiti, almeno per gli obiettivi prefissati in questa tesi. Infatti il piu delle
volte vengono presi in considerazioni intervalli di temperatura e salinita che non rispecchiano le
reali condizioni ambientali (in particolare dei laghi ipersalini o delle saline) in cui questi crostacei
vivono, si tiene conto solo della fase larvale, oppure si ha a che fare con pochi dati sperimentali per
elaborare un modello.

Nella maggior parte dei casi questi studi puntano ad analizzare la risposta di differenti
popolazioni di Artemia a diverse combinazioni di temperatura e salinita. L’obiettivo finale di questi
studi, non ¢ finalizzato all’elaborazione di modelli matematici, da utilizzare ad esempio per la
gestione in campo di risorse naturali o gestione di allevamenti intensivi di Artemia in condizioni
controllate, ma ad ottenere delle linee guida per selezionare le popolazioni piu adatte per specifiche
applicazioni in acquacoltura (schiusa, sopravvivenza larvale, e biomassa); oppure per la gestione di
una salina come messo in evidenza da uno studio di Triantaphyllidis e colleghi (1995).

In quest’ultimo caso ¢ stato deciso di analizzare 1’effetto della salinita su due popolazioni di
Artemia in seguito ad un progetto di inoculazione di Tackaert & Sorgeloos (1991) per migliorare le
condizioni idrobiologiche della salina di Tanggu. Considerando il ruolo ecologico svolto da questi
crostacei in una salina, come ad esempio quello di controllare I’eutrofizzazione agendo sulla densita
di popolazione delle alghe con conseguente miglioramento della qualita del sale, lo scopo di questa
ricerca era quello di verificare quale delle due popolazioni fosse meglio adattata ad alte salinita.

L’unico studio, tra tutti quelli citati finora, in cui ¢ stato possibile ricavare una funzione
tasso-temperatura per 1’Artemia (fino allo stadio adulto) a diverse salinita, ¢ quello di Von Henting
(1971), anche se, bisogna considerare che forse quattro punti sono pochi per ricavare una funzione
tasso, o qualche altra elaborazione che spieghi la relazione con la temperatura a diverse salinita. Un
articolo in cui ci sono sufficienti dati per poter ricavare una funzione tasso-temperatura ¢ quello di
Saygi & Demirkalp (2002); in questo caso 1’obiettivo era quello di analizzare I’effetto della
temperatura sulla sopravvivenza e, ricavare fabbisogno termico e zero di sviluppo di una
popolazione di Artemia del lago Tuz, tramite esperimenti di laboratorio. Questa ricerca ¢ una delle

poche in cui si affronta esplicitamente la teoria della somma termica per I’ Artemia, e quindi fornisce

75



dati sufficienti anche per poter prendere in considerazione la teoria della somma dei tassi
(Gutierrez, 1996).

I1 concetto di somma termica ¢ stato introdotto per la prima volta da Reaumur (1735) per
simulare 1 tempi di un evento fenologico: la maturazione della vite. L’algoritmo matematico

utilizzato nella somma termica di Reaumur ¢ il seguente:
J
S=2.T 0

in cui S ¢ una caratteristica della stagione considerata, e 7; ¢ la temperatura media giornaliera al
giorno j-esimo espressa in gradi Reaumur (1730). Dalla ‘Somma di Reaumur’ si sviluppo una
categoria di modelli detti modelli fenologici. Con il termine fenologia nelle scienze agrarie viene
indicata la successione temporale delle fasi (o fenofasi) del ciclo annuale delle piante o degli stadi
dei loro agenti patogeni e dei loro parassiti (Lieth, 1974). La somma di Reaumur presentava diversi
problemi:

I.  Lascala termometrica di Reaumur ¢ poca pratica;

II.  L’inizio della somma di Reaumur ¢ legata al tempo cronologico e non fenologico;

III.  Innatura ci sono temperature che non contribuiscono alla somma (quelle basse).

Successivamente Boussignault (1837) e De Gasparin (1844) perfezionarono il metodo della
somma di Reamur: il primo impiego i gradi Celsius e legd le date alle fenofasi, il secondo
introdusse lo zero di sviluppo e il concetto di grado-giorno. La nuova equazione utilizzata per la

somma termica ha la seguente forma:
R e
S= jlej -T, )

ancora oggi impiegata nella maggior parte dei modelli di simulazione fenologici con il nome di
somma termica. 1 parametri di questo modello sono lo zero di sviluppo 7y (°C) ed il fabbisogno
termico S, espresso in gradi giorno (°C*d). Lo zero di sviluppo indica un valore di temperatura al di
sotto del quale gli individui non si sviluppano, ¢ il tempo di sviluppo diventa infinitamente lungo,
mentre il fabbisogno termico indica i gradi giorno da accumulare durante uno stadio del ciclo vitale
per passare allo stadio successivo. Si pensa che il fabbisogno termico sia una misura indiretta
dell’energia (o del lavoro motore) necessaria per spingere un vivente dall’inizio alla fine di un
(qualunque) intervallo del ciclo vitale. Questi parametri (75, S) sono caratteristici della coltura (o del

patogeno) e della fenofase (o stadio) considerato mentre 7; ¢ la temperatura media giornaliera
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misurata dal giorno d’ingresso (j,), in uno stadio (o fenofase) fino al giorno d’uscita (J). La stima
dei parametri, S e 7o, puo essere fatta con esperimenti di laboratorio in camera climatica. Allevando

una coorte di individui tra due fasi o eventi successivi del ciclo vitale a temperatura costante 77, si

ha che:

J
§=>, 5T, (3)
Considerando che in questo caso la temperatura ¢ costante, la 3 puo essere riscritta in questo modo:
S=J(G,~T,) 4

Noto J, tempo necessario per passare da uno stadio al successivo (osservato dagli
esperimenti di laboratorio), e 7}, che ¢ la temperatura sperimentale (costante) bisogna determinare i
parametri 7y e S. Ripentendo I’esperimento piu volte a differenti temperature, si ottengono » valori
di J (Ji, J2, Jn.) a n temperature (71, 7>, T,). Riportando su un piano cartesiano le coppie di valori J;
Tv, J, T», J, T, 1 punti tendono ad allinearsi secondo una iperbole equilatera con un asintoto in 7j
(Fig.4.3).

Tempo di sviluppo J

S 3 N wvewes
T, Temperatura °C

Fig. 4.3 Relazione tra la temperatura (sull’asse delle x) ¢ il tempo di sviluppo (sull’asse delle y). Con la linea

tratteggiata blu viene indicato 1’asintoto di questa iperbole equilatera che corrisponde allo zero di sviluppo.

L’equazione della iperbole equilatera in figura 4.3 ¢ la seguente:
1
J\T)=——= 5
(T) A7) ()
dove J ¢ funzione della temperatura e 4 ¢ una costante che dipende dalla specie biologica e

dall’intervallo del ciclo vitale considerato. Il grafico in figura 4.3 ci dice che il tempo di sviluppo
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aumenta al diminuire della temperatura, e per valori bassi di temperatura tende ad infinito
(asintoto); infatti se nella 5 si ha che 7=T allora J=0o. Una volta ricavati i parametri del modello da
esperimenti di laboratorio, la somma termica puo essere applicata in campo.

Si ¢ visto pero, che I’applicazione su vasta scala della somma termica ha mostrato che, in
generale, funziona bene per le colture agrarie (per le quali ¢ stata sviluppata) ma non funziona
altrettanto bene per le piante spontanee e per gli artropodi. Successivamente verranno spiegate le
ragioni per cui la somma termica non funziona bene per gli artropodi e le piante spontanee. Questa
limitazione ¢ stata superata con la definizione di tasso di sviluppo. Il tasso di sviluppo ¢ il reciproco

del tempo necessario per completare una fenofase (o stadio).

k= ﬁ (6)
Poiché J, come detto, ¢ funzione della temperatura allora anche il tasso sara funzione della
temperatura. (7)
R=R(T)

La somma termica implica una dipendenza lineare del tasso di sviluppo dalla temperatura, o
come si dice un andamento lineare della funzione tasso (Curry & Feldman, 1987). Ora sostituendo
nella funzione tasso (6) AJ con 1’equazione dell’iperbole equilatera ottenuta dalla 5 si ottiene

I’equazione di una retta con la seguente forma.

R(T)=A(T-T,) (8)

In questo caso le coppie di valori 7, 1/J;, T> 1/J>, T, 1/J, tendono a disporsi secondo una retta
(Fig.4.4) in cui il valore di T, (valore di temperatura per cui il tasso ¢ uguale a zero) sara dato

dall’intersezione della retta con 1’asse delle ascisse.
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T:0 Temperatura T’
Fig. 4.4 Relazione tra la temperatura (sull’asse delle x) e il tasso di sviluppo (sull’asse delle y).

Molti ricercatori sostenendo la non linearita della funzione tasso, dichiararono inapplicabile il
metodo della somma termica. Numerose equazioni sono state proposte per il tasso di sviluppo a
partire da Coutagne (1882) seguito da Price (1909), Janisch (1944) e Stinner (1974), fino ad arrivare
a Logan (1976). L’impiego di funzioni tasso non lineari ha richiesto un metodo di simulazione dei
tempi delle fenofasi diverso dalla somma termica. Il tasso di sviluppo ad un giorno J da la frazione
di intervallo fisiologico (che pud essere espressa anche come valore percentuale) percorsa dalla
popolazione in un giorno ad una certa temperatura. Percio il giorno J in cui la somma delle frazioni
di maturazione ¢ uguale a uno lo stadio del ciclo vitale ¢ completato e si ha il passaggio ad uno

stadio successivo. Questo nuovo metodo si chiama somma dei tassi (Gutierrez, 1996):

1= R(T) ©)

j=1 N
E’ stato dimostrato che il metodo della somma dei tassi ricade in quello della somma termica
quando la funzione tasso ¢ lineare ed ora lo dimostreremo. Se consideriamo una funzione tasso

lineare come la 8 e I’andiamo a sostituire nella 9 si ha che:

1=3 Ar-T) (10)

portando la costante A fuori dalla sommatoria e a sinistra dell’uguale avremo che:

1
~ =2, (r-T)) (an

ma questa ¢ I’espressione della somma termica (3) per cui si ha che:
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Los (12)
A
con A4 che ¢ il reciproco del fabbisogno termico.

Poco dopo la pubblicazione di Logan (1976), Sharpe & De Michele (1977) hanno elaborato
un nuovo modello dei meccanismi dello sviluppo biologico. In esso, I’andamento lineare della
funzione dei tassi di sviluppo viene giustificato sulla base della cinetica enzimatica e della teoria
delle reazioni catalizzate (Eyring, 1935). Secondo questo modello al di sopra di certi valori di
temperatura si ha la denaturazione degli enzimi, che porta ad una rapida diminuzione della
sopravvivenza. Cosi il metodo empirico della somma termica ha assunto dignita scientifica.
Attualmente 1 modelli di simulazione della fenologia delle colture si basano sulla somma termica
mentre quelli della fenologia dei loro patogeni sulla somma dei tassi (Gutierrez, 1996) e utilizzano
la funzione tasso proposta da Logan (1976). Come detto sopra, ora andremo a spiegare i motivi per
cui la somma termica non funziona bene in tutti i casi. Se la somma termica non funziona bene per
gli artropodi e le piante spontanee, anche la somma dei tassi non dovrebbe funzionare ma non ¢
cosi. Esperimenti di laboratorio su artropodi a temperatura costante per la determinazione della
funzione tasso hanno mostrato che le coppie di punti J; T4, J> 1>, J, T, non formano una iperbole
equilatera perfetta (Fig. 4.5), ed il tempo di sviluppo superato un certo valore di temperatura, tende

nuovamente ad aumentare.

Tempo di sviluppo J

0% ——
o Temperatura °C

Fig. 4.5 Tempo di sviluppo (asse y) in funzione della temperatura (asse x). In questo caso si ha una iperbole

equilatera caratterizzata da una risalita nella parte finale.

I1 valore di temperatura a cui si ha il massimo di sviluppo ¢ detto temperatura massima di

sviluppo. Al di sopra di questo valore 1 tempi di sviluppo aumentano. Conseguentemente anche le
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coppie di puntil T 1,L T 2,L T, non si allineano perfettamente come una retta. Questo comporta

1 2 n
una funzione tasso non lineare per gli artropodi e la somma termica non puod funzionare in questo
caso. La Funzione tasso-temperatura ¢ stata determinata sperimentalmente per molte specie e per
molti stadi, in campo ed in laboratorio (Curry & Feldman,1987), e si puo affermare che in generale

segue lo stesso andamento per tutte le specie (Fig. 4.6).
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Fig. 4.6 Tasso di sviluppo (asse y) in funzione della temperatura (asse x). In questo caso si ha una funzione

tasso non lineare.

Questa funzione tasso (Fig. 4.6) ¢ caratterizzata da un tratto lineare, in cui il valore del tasso
aumenta all’aumentare della temperatura, e superata la temperatura massima di sviluppo il tasso
diminuisce anche se la temperatura continua ad aumentare. In realta tutte le funzioni tasso, anche
quelle delle piante coltivate per le quali vale la teoria della somma termica, hanno un andamento
non lineare, e la non linearita ¢ un fenomeno generale che dipende dalla denaturazione degli enzimi
ad alte temperature. Gli stessi esperimenti di laboratorio a temperature costanti per determinare la
funzione tasso hanno mostrato che alle temperature in cui il tasso ¢ lineare si ha il minimo di
mortalita. Poiché le piante coltivate, sono coltivate dall’uomo negli ambienti in cui si ha il minimo
di mortalita e massimo della resa, quindi negli ambienti con climi in cui la temperatura ricade nel

tratto lineare della funzione tasso, si ha che la somma termica funziona bene (Fig. 4.7).
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Fig. 4.7 a) Andamento della funzione tasso in cui si evidenzia il tratto lineare (rettangolo verde)
b) Andamento del tasso di mortalita degli esperimenti di laboratorio in funzione della temperatura, in cui si

mettono in evidenza (rettangolo verde) i valori di mortalita nel tratto lineare.

Confrontando il tasso di mortalita e la funzione tasso di sviluppo entrambe in funzione della
temperatura, si nota come detto che 1 valori minimi di mortalita ricadono nel tratto lineare della
funzione tasso. Al di fuori del tratto lineare, la mortalitda aumenta rapidamente e si ha che 1 valori
del tasso diminuiscono. Invece le colture spontanee e gli artropodi “non si coltivano” e quindi essi
non hanno subito una tale selezione ambientale percio si sviluppano in aree dove la temperatura pud
ricadere anche al di fuori del tratto lineare, e in questi casi la somma termica non funziona bene.

Saygi e Demirkalp (2002) hanno effettuato esperimenti a 8 diverse temperature, a intervalli
di 2°C, tra 18 e 32°C a salinita costante di 60 g//, per calcolare il tempo di sviluppo da nauplio ad
adulto e la sopravvivenza. Sono stati ricavati sperimentalmente lo zero di sviluppo, uguale a 6,3°C,

in accordo con le osservazioni di Basbugh & Demirkalp, (1995), secondo i quali nauplii metanauplii
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e adulti nel lago Tuz non sopravvivono al di sotto dei 6°C, ed il fabbisogno termico

(356,52+6,02°C*d) facendo riferimento alla somma termica (4).

Avendo a disposizione tutti i parametri della somma termica, partendo dalla 4 ¢ stato

possibile ricavare 1 tempi di sviluppo a tutte le temperature sperimentali:

S
J(T)=—— (13)
(7-17,)
e una volta ottenuti i tempi di sviluppo, ¢ stata analizzata la relazione tra tempi di sviluppo e

temperatura.

35
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15 -
10 . . . .
15 20 25 30 35

Temperatura (°C)

Tempo (giorni)

Fig. 4.8 Andamento del tempo di sviluppo (asse delle y) da nauplio ad adulto, in funzione della

temperatura (asse delle x).

Dal grafico di figura 4.8 si puod notare come il tempo di sviluppo tenda a diminuire
all’aumentare della temperatura e la linea che raccorda i punti sembra avere un andamento simile ad
un iperbole equilatera. I tempi di sviluppo cosi ricavati, sono stati utilizzati per ricavare i tassi medi
di sviluppo alle diverse temperature, utilizzando la 6.

Come ci si poteva aspettare il tasso ha un andamento lineare (poiché il reciproco di un
iperbole ¢ una retta) per cui all’aumentare della temperatura si hanno valori di tasso che tendono ad

aumentare (Fig. 4.9).
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Fig. 4.9 Andamento del tasso di sviluppo (asse delle y) in funzione della temperatura (asse delle x).

Osservando nuovamente il grafico in figura 4.9, si pud notare che non vengono mostrati i
valori del tasso a 32°C, questo perché a quella temperatura i nauplii sono morti tutti prima di
diventare adulti. Osservando i1 dati di mortalita di questo lavoro, ¢ stato visto che anche a 30°C la
mortalita ¢ molto alta, raggiungendo 1’80% dopo 15 giorni. Quindi la linearita della funzione tasso
potrebbe derivare dal fatto che a 30°C si ¢ ancora nel tratto lineare della funzione tasso di questa
popolazione d’Artemia, e oltre questo valore, che potrebbe essere considerato come la temperatura
massima di sviluppo, i1 valori del tasso diminuiscono e la mortalita tende velocemente al 100%
come fatto vedere in figura 4.7. Nonostante 1 dati di questo lavoro siano sufficienti ad elaborare una
funzione tasso, ancora una volta non ¢ stato costruito un modello ed inoltre nel nostro caso
sarebbero serviti dati sull’intero ciclo vitale e non solo sulla fase larvale.

Una ricerca simile ¢ stata effettuata da Qinxian Jia e colleghi (2010) 1 quali, utilizzando
praticamente lo stesso protocollo sperimentale di Saygi & Demirkalp (2002), basandosi sui dati
sperimentali ottenuti in condizioni di laboratorio, hanno elaborato un modello matematico
finalizzato alla gestione sostenibile della risorsa di Artemia di un lago ipersalino della Repubblica

Popolare Cinese.

4.3 Il modello di Jia & colleghi

Jia e colleghi (2010) hanno effettuato una serie di esperimenti di laboratorio sull’intero ciclo
vitale dell’Artemia finalizzati ad ottenere diversi parametri ecologici da utilizzare in un modello
matematico. Possiamo dire che tra tutte le ricerche prese in considerazione finora, questo ¢ 1’'unico

lavoro in cui sono messi a disposizione dati sufficienti per costruire un modello matematico, e in cui
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gli autori stessi hanno elaborato un modello con finalita gestionali di una risorsa d’Artemia presente
in natura; in questo caso ¢ stato elaborato (a priori) un protocollo sperimentale ad hoc per ricavare i
parametri da utilizzare nel modello.

In questo studio sono state analizzate le caratteristiche del ciclo vitale di una popolazione
d’Artemia partenogenetica del lago Gahai, un lago ipersalino a 2900 metri circa sopra il livello del
mare con una salinitd compresa mediamente tra 100 e 140 g// (Xin Naihong, 2002) una superficie di
40 Km* e profondita compresa tra 8 e 13 metri. Anche se per dimensioni non si tratta di un grande
lago come il GSL (ma nemmeno di un piccolo lago), per le sue caratteristiche (piccole fluttuazioni
di salinita, elevate profondita), ¢ paragonabile ad un grande lago, con una certa stabilita e non
esposto a periodi di essiccamento. Il protocollo sperimentale prevedeva otto temperature
sperimentali tra 12 e 34°C lavorando a salinita costante di 60 g/I. A partire dalla schiusa di cisti
prelevate dal lago Gahai per ogni condizione sperimentale sono stati osservati i tempi di schiusa, i
tempi per passare da nauplio ad adulto, i tempi di durata dell’intero ciclo vitale i tassi di
sopravvivenza dallo stadio di nauplio a quello di adulto e 1 tassi di riproduzione; i tempi medi di
generazione sono stati calcolati utilizzando 1’equazione di Wu e colleghi (1991) utilizzando le
osservazioni di laboratorio. Anche in questo caso si ¢ fatto ricorso alla teoria della somma termica
(4), e 1 parametri (S e Tp) sono stati calcolati per ogni stadio del ciclo vitale con esperimenti di
laboratorio a diverse temperature costanti nel tempo. L’obiettivo di questo modello era quello di
simulare il numero generazioni della stagione di crescita del lago Gahai, utilizzando la temperatura
dell’acqua del lago come funzione forzante del modello; per ottenere le temperature medie
giornaliere Jia e colleghi hanno effettuato un fit, con un equazione polinomiale di secondo grado,
sui dati misurati settimanalmente (profondita 1 metro) tra il 1993 e 1994 nel lago Gahai.

L’equazione che hanno ricavato ¢ la seguente:
Y =0,3066.X —0,001179.X° (14)
risolvendo questa equazione di 2° grado si ottiene il valore di temperatura media (Y) nel tempo (X),
su base giornaliera. Considerando che Ty alle diverse fasi del ciclo vitale variava tra 9,9°C e 10,3°C,
¢ stato fissato un valore di Ty pari a 10°C. Nei casi in cui le temperature dell’acqua superano il
valore di T si usa la seguente equazione:
Y =0,3066.X —0,001179.X> 10 (15)
rispetto alla 14 ¢ stato aggiunto il valore (costante) di Ty, percio ora Y restituira la differenza tra T

(valore di temperatura che si ottiene con la 14) e T,. Prendendo in considerazione solo le
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temperature al di sopra di Ty, si ottiene I’intervallo di tempo [0,f] con temperature favorevoli allo
sviluppo dell’Artemia. Infine utilizzando 1l valore di S, necessario per compiere una generazione,
come funzione obiettivo (A), e il tempo iniziale della prima generazione come limite inferiore, sono
stati calcolati i limiti superiori con un integrale definito (16); usando il limite superiore come limite
inferiore della generazione successiva, sono stati calcolati ripetutamente i limiti superiori entro

I’intervallo [0, 7]:

[ren=4 (16)

La 16 rappresenta il modello utilizzato per simulare il numero di generazioni su un ciclo

stagionale basato sulle temperature giornaliere dell’acqua, e la f(X) utilizzata in questo integrale ¢

la 15. I risultati ottenuti con questo modello sono mostrati nel grafico sottostante.

25 ~
? 20 -
o 15 -
2
© 26/8
o 10 -
2 | I M
E 5 25/4 10/7 Iy --------- >

10/8 23/10
0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
17/3 Tempo (giorni) 30/11

Fig. 4.10 Simulazione del ciclo stagionale di Artemia nel lago Gahai. Si riporta sull’asse delle x il tempo in
giorni ¢ sull’asse delle y i valori di temperatura giornaliera ottenuti con la 14. La linea rossa rappresenta
I’andamento della temperatura nel tempo, ¢ la linea continua nera separa le temperature maggiori di 7, da
quelle minori di 7j. Le frecce nere indicano I’intervallo di tempo di ogni generazione, le frecce tratteggiate

indicano quando sarebbe dovuta iniziare la terza generazione per poter essere completata.
Analizzando 1 risultati ottenuti con questo modello (Fig. 4.10), si puo notare che durante un

anno la stagione di crescita dell’Arfemia (temperature superiori a 7p) simulata dal modello va da

fine Aprile a fine Ottobre, compiendo due generazioni complete e iniziando un terza generazione
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che si interrompe perché i gradi giorno cumulati fino a fine Ottobre sono inferiori al valore di S
necessario a completare la generazione. A tal proposito con il modello ¢ stata simulata la data in cui
sarebbe dovuta iniziare la terza generazione (linee tratteggiate nel grafico in figura 4.10) per
raggiungere 1 458°C-d necessari per completare una generazione. Inoltre calcolando i1 gradi giorno
cumulati durante la stagione di crescita, pari a 1225°C-d, e dividendo questo valore per il
fabbisogno termico necessario per una generazione (458°C-d), si ottiene direttamente il numero di
generazioni (2,67) per anno (ma non la data di inizio e fine, per quella serve il modello). In questo
caso potrebbe anche andar bene utilizzare la somma termica. Infatti osservando il range di
temperature simulate, che ricade tra 10 (zero di sviluppo) e 20°C, sicuramente si ¢ ancora nel tratto
lineare della funzione tasso. Come dimostrato precedentemente la somma termica finzione bene nel
tratto lineare della funzione tasso.

Il modello ¢ stato anche utilizzato per calcolare il numero e la data dei picchi riproduttivi
usando in questo caso come funzione obiettivo (4) il valore di S della fase larvale utilizzando la
stessa procedura spiegata precedentemente (Fig. 4.11). La data di ogni picco riproduttivo ¢ stata
associata al tempo in cui terminava la fase larvale (ossia quando le temperature cumulate erano pari
al valore di S della fase larvale che corrisponde a 262°C-d), ed indica il tempo impiegato dai nauplii

a diventare adulti.
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Fig. 4.11 Simulazione del numero di picchi riproduttivi durante un ciclo stagionale. Si riporta sull’asse delle
x il tempo in giorni e sull’asse delle y 1 valori di temperatura giornaliera ottenuti con la 14. La linea rossa
rappresenta 1’andamento della temperatura nel tempo, e la linea continua nera separa le temperature maggiori
di T da quelle minori di 7j. Le frecce nere indicano le date in cui si sono verificati picchi riproduttivi. La

freccia nera tratteggiata indica la data in cui sarebbe dovuto iniziare il quarto picco per essere completato.
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Il modello simula 4 picchi riproduttivi completi e 1’inizio di un quinto picco (frecce nere in
figura 4.11), che non si completa perché non si riesce a raggiungere il valore di S. Come fatto per il
tempo di generazione, viene simulata la data di inizio del quarto picco (freccia tratteggiata, grafico
in fig. 4.11) per raggiungere i gradi giorno necessari per ottenere il quinto picco. Anche in questo
caso utilizzando i gradi giorno cumulati durante 1’intervallo [0,7] e dividendo questo valore per S
della fase larvale, si ottiene direttamente il numero di picchi per anno (4,69).

Questo risultato pero presenta delle incongruenze. I cosi detti tempi dei picchi riproduttivi,
sono considerati come il tempo che i nauplii impiegano a diventare adulti. Una volta raggiunto S (e
quindi si ha un picco), il modello riprende a sommare temperature fino a raggiungere nuovamente il
fabbisogno della fase larvale. In questo modo ¢ come se i nauplii una volta diventati adulti si
riproducano istantaneamente nel momento in cui diventano adulti producendo nuovi nauplii, ma
non ¢ cosi. Infatti una volta che i nauplii diventano adulti passa un po’ di tempo tra il
raggiungimento della maturita sessuale e la riproduzione (Browne & Wanigasekera, 2000).

Alcuni limiti di questo modello sono i dati di temperatura utilizzati, e la definizione del
tempo medio di generazione. Tenendo conto che la temperatura oscilla durante 1’anno, risultando
cosi nella difficolta di trovare una equazione matematica adatta a riprodurre il suo andamento nel
tempo, un fit con una parabola (che non ¢ una funzione che oscilla, ma cresce e decresce) per
simulare le temperature medie giornaliere a partire da poche misure di campo (solo un anno di dati)
¢ alquanto discutibile; I’utilizzo di temperature elaborate effettuando un fit su misure di temperature
di un solo anno, significa che il risultato del modello sara strettamente legato alle temperature di
quell’anno, rendendolo inutilizzabile per simulare stagioni di crescita in diversi anni. Per poter
utilizzare questo modello al fine di simulare le generazioni di piu cicli stagionali, sarebbe
necessario avere un sistema di misura della temperatura dell’acqua di quel lago (per avere dati di
temperatura giornaliera misurati € non simulati), o per lo meno utilizzare dati di temperatura
dell’acqua basati su valori medi climatici (ricavati su almeno 10 anni di misure in natura).

Inoltre non vengono mai presi in considerazione i valori di temperatura negativa che si
ottengono dalla 14 assegnando una data, 17 Marzo (forse basata sulla misura di temperatura
effettuata in natura in quel giorno), quando viene posta la X uguale a zero.

Un’assegnazione sbagliata di questa data (che rappresenta praticamente 1’inizializzazione

del modello) andrebbe ad influire negativamente sul modello ritardando o anticipando la data in cui
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si incomincia a sommare temperature; questo errore si andrebbe a cumulare nel tempo influendo
sulle date (e durata) dei tempi di generazione.
Per quello che riguarda i tempi medi di generazione, come detto, sono stati calcolati alle

diverse temperature sperimentali con I’equazione di Wu e colleghi (1991) mostrata di seguito:

T D> lmX 17)

- lemx

dove X ¢ I’eta in giorni degli individui, / ¢ il tasso di sopravvivenza ad eta x e m, ¢ il numero di
prole di femmine rilasciate per femmina adulta all’eta X. Tenendo conto che m, assume valore
uguale a zero quando non si ha riproduzione (perché gli individui non sono maturi sessualmente o
perché sono in fase di senescenza, o perché trascorre del tempo tra una covata e 1’altra) il risultato
che si ottiene dalla 17 da un valore che racchiude il tempo per passare da nauplio ad adulto piu il
tempo medio della durata del periodo di riproduzione; quest’ultimo, considerando che si ha a che
fare con una specie multivoltina in grado di riprodursi piu volte durante il ciclo vitale, ¢ una stima
del periodo riproduttivo, dovuto a piu riproduzioni, durante il ciclo vitale. Il tempo medio di
generazione ottenuto in questo modo, non tiene conto del fatto che durante il ciclo vitale 1’ Artemia
rilascia piu coorti (a distanza di diversi giorni una dall’altra) che si sviluppano indipendentemente
sovrapponendosi nel tempo, € ogni coorte avra un suo tempo di generazione. Percio nel momento in
cui andremo a costruire il nostro modello, bisognera definire bene il tempo di generazione sulla
base degli obiettivi che si intende raggiungere con il modello. Infatti mentre Jia e colleghi
considerano il tempo di generazione, stimato come detto con le equazioni di Wu e colleghi (1991),
dalla schiusa dei nauplii fino alla durata media del periodo riproduttivo, nel lavoro di Wear &
Haslett si definisce il tempo di generazione dalla schiusa dei naulplii fino alla comparsa di nuovi
nauplii (quelli della generazione successiva). Questi due tempi risultano ovviamente diversi tra di
loro.

Tuttavia questo ¢ 1’unico caso analizzato finora in cui viene elaborato un modello con
’obiettivo di essere utilizzato come strumento per stabilire una strategia di sfruttamento e gestire in
maniera sostenibile una risorsa di Artemia in natura: ad esempio per riuscire a sapere quando ¢ piu
opportuno prelevare cisti e quando non prelevare al fine di non compromettere la stagione di
crescita successiva, oppure per sapere quando la popolazione d’Artemia ¢ in fase di crescita per

poter prelevare individui vivi da utilizzare in acquacoltura.
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Quello che manca in questo studio sono dei dati in natura per conoscere la stagionalita
dell’Artemia (per stimare i valori dei parametri che la caratterizzano e validare il modello), e lo
studio dell’effetto della salinita. Con questo modello, avendo a disposizione dei dati in natura sulla
stagionalita dell’Artemia in quell’ecosistema e 1’effetto della salinita (sia in natura che in
laboratorio), sarebbe stato possibile simulare anche la stagionalita su piu anni e i tempi di
generazione che tengano conto dell’effetto della salinita e temperatura sulla crescita e riproduzione
dell’Artemia. In questo caso considerando che i grandi laghi ipersalini delle zone temperate sono
soggetti a piccole variazioni di salinita, come nel caso del lago Gahai, gli autori hanno deciso di non
considerare 1’effetto della salinita, poiché in questi casi la stagionalita dell’ Artemia ¢ maggiormente
legata alla temperatura. Resta comunque il fatto che se la salinita pud non essere considerata fattore
determinante per la stagionalita, influisce comunque sui processi di crescita e riproduzione, e
sarebbe stato piu significativo effettuare esperimenti a valori di salinita vicini a quelli rilevati nel

lago Gahai.

4.4 11 modello di Wear & Haslett (1986)

Lo studio di Jia e colleghi (2010) si ¢ rivelato molto utile perché abbiamo capito che avendo
a disposizione sia dati in natura (presi direttamente dall’ecosistema che si intende studiare) sulla
stagionalita dell 'Artemia e sulle misure chimico-fisiche, sia dati di laboratorio sull’effetto
combinato di temperatura e salinita sul ciclo vitale di questo artropode, sarebbe stato possibile
elaborare un modello matematico per simulare continuamente la stagionalita dell’ Artemia nel tempo
e il numero di generazioni per anno nei laghi ipersalini. A tal proposito ¢ stato deciso di elaborare
un modello per simulare la stagionalita e i tempi di generazione su piu cicli annuali nella vasca di
cristallizzazione delle Saline di Tarquinia, tenendo conto anche dei periodi di diapausa.

Considerando che temperatura e salinita agiscono entrambi sui processi di crescita,
riproduzione e distribuzione dell’Arfemia in natura (Triantaphyllidis, 2003; Dana et al., 1993),
bisognava elaborare un modello che tenesse conto non solo della temperatura ma anche dell’effetto
della salinita sul ciclo vitale dell’ Artemia.

Mentre per quanto riguarda i dati in natura sono state utilizzate le misure fatte nella vasca di
cristallizzazione per 1 dati di laboratorio sull’effetto della salinita e temperatura ¢ stato preso in
considerazione un articolo di Wear e colleghi (1986). Questo lavoro fa parte di un programma di

ricerca (Haslett & Wear, 1985; Wear et al., 1986; Wear & Haslett, 1986; 1987) che aveva come
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obiettivo lo studio della biologia ed ecologia di una popolazione d’Artemia anfigonica nel lago
Grassmere, caratterizzato come precedentemente detto da una stagionalita continua, per attuare una
strategia sostenibile per lo sfruttamento di questa risorsa. Per raggiungere questo obiettivo sono stati
effettuati sia studi in natura che in laboratorio.

Nel lavoro preso in considerazione (Wear & Haslett, 1986) sono stati analizzati 1’effetto
della temperatura e della salinitd con esperimenti di laboratorio, sulla maturazione, fecondita e
tempi di generazione, mentre nella precedente pubblicazione (Wear & Haslett, 1986) sono stati
analizzati la crescita, e la mortalitd/sopravvivenza in fase larvale; in entrambi le pubblicazioni ¢
stato fatto riferimento agli stessi esperimenti, ed elaborato un modello per simulare i tempi di
generazione, sviluppo e mortalita in fase larvale. Sono stati effettuati esperimenti a 6 diverse
temperature (tra 8 e 32°C) e 4 salinita (tra 80 e 260 g//), riproducendo cosi un ampio range di
condizioni che si verificano anche in natura. Infatti queste combinazioni di temperatura e salinita
sono state verificate tramite misure in natura su un ciclo annuale nel lago Grassmere (Knight, 1974;
Haslett & Wear, 1985). Da questi esperimenti sarebbe stato possibile stimare 1 tempi con cui la
biomassa si rinnovava durante i mesi ottimali per la raccolta (Wear & Haslett, 1986). Le artemie
prelevate da questo ecosistema sono state fatte riprodurre in laboratorio, e coorti di nauplii (di 12-24
ore) sono state fatte crescere per tutto il loro ciclo vitale, fino a morire. Utilizzando questi dati, sono
state elaborate le curve di crescita per le diverse combinazioni temperatura-salinita su un periodo
massimo di 100 giorni; ma non in tutti i casi le artemie sopravvivevano fino a 100 giorni.
Considerando I’andamento non lineare della crescita 1 dati sono stati fittati con una logistica,
utilizzando una delle curve di Richards (Richards, 1959; Jorgensen 1981) e ottenendo dei valori di
R? pari a 0,99. Questo significa che 1’equazione utilizzata riproduce in maniera soddisfacente
I’andamento dei dati sperimentali. L’equazione utilizzata ¢ la seguente:

_ 4 (18)
1+ Be ™

dove 4, B, e K sono parametri determinati separatamente per ogni temperatura-salinita, stimati
facendo un fit sui dati sperimentali, t il tempo in giorni ¢ Y la lunghezza degli individui in mm.
Utilizzando 1 valori dei parametri 4, B ¢ K ¢ stato possibile riprodurre le curve di crescita stimate

per le diverse combinazioni di salinita e temperatura (Fig. 4.12).
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Fig. 4.12 Andamento delle curve di crescita (A-F) nel tempo fino a 100 giorni, (asse x), stimate con la 18,
per le diverse combinazioni di temperatura e salinita. Sull’asse delle y si riporta la lunghezza degli individui

in mm.

Come detto, si puo osservare dai grafici in figura 4.12 che in alcuni casi le artemie muoiono
prima di 100 giorni o non riescono a raggiungere la maturita sessuale. Infatti a 8°C a tutti 1 valori di
salinita (4.12 B) la lunghezza degli individui non supera mai i 5 mm, mentre a 260 g/l a 8 e 32°C
tutti 1 nauplii muoiono entro 24 ore (nei grafici 4.12 A e B le curve di crescita a 260 g// sono
assenti). Un’altra osservazione da fare ¢ che le dimensioni degli individui che diventano adulti sono
differenti nei diversi esperimenti, e le curve alle diverse salinita e temperatura costante non sono in

ordine crescente o decrescente ma tendono ad incrociarsi tra di loro: ad esempio a 20°C la curva di
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crescita a 80 g// ¢ compresa tra quella di 260 e 140 g/I. In questo caso considerando i nostri
obiettivi, ¢ stata analizzata solo la procedura per arrivare ad ottenere 1 tempi di generazione in
funzione della temperatura e della salinita. Il minimo tempo di generazione era stato definito in
questo lavoro (Wear et al., 1986), come il tempo che passa dalla nascita di nauplii alla comparsa di
nuovi nauplii di generazione successiva; e i dati sperimentali sono stati analizzati tramite un’analisi
della varianza (ANOVA) non bilanciata a due vie perché si aveva a che fare con un differente
numero di repliche ed ¢ stato preso in considerazione 1’effetto di due variabili. Il tempo di
generazione ¢ stato analizzato come superficie di risposta polinomiale dividendo le appropriate
somme dei quadrati in componenti di ordine lineare e superiore (attribuibili all’effetto della
temperatura e della salinita). La sostituzione delle sorgenti di variazione nella tabella del’ANOVA
da submodelli cubici usando le variabili scalate (19, 20) ha restituito coefficienti di regressione

lineari, quadratici e cubici significativi.
T =(T-20)/12 (19)
S, =(5-190)/70 (20)
Per selezionare il modello appropriato ¢ stato calcolato il minimo valore di Mallow’Cp
(Hocking, 1976), il quale si avvicina al numero di parametri nel modello come richiesto per la stima
dei coefficienti di regressione. I valori costanti della 19 e della 20, sono stati ricavati seguendo la
procedura analitica di Chang e colleghi (1986). Questi valori sono stati ottenuti come valore medio
tra 1 valori sperimentali estremi (8-32°C e 120-260 g//), facendo riferimento a quelli di Chang e
colleghi (1986); le costanti al denominatore corrispondono invece alla differenza tra i valori
massimi e i valori medi, e infine 7 ed S sono i valori di temperatura e salinita sperimentali. Volendo
stimare il tempo di generazione considerando 1’effetto combinato della temperatura e salinita, sara
necessario utilizzare una funzione di due variabili del tipo z(x,y)=F(x,y). Una funzione di due
variabili si puo rappresentare come una superficie dello spazio, il cui dominio ¢ un rettangolo piano.
Un punto x, y del dominio individua un punto z=F(Xx,)’) sulla superficie. Fissando un valore di y ad
esempio Y=Y il dominio diventa un segmento e la superficie una linea curva nello spazio. Fissando
allo stesso modo un valore di x si ha un altro segmento e la superficie una linea curva dello spazio.
Le due linee stanno sulla superficie e si intersecano nel punto Zy=F(Xy, Y).
Il valore dei parametri del modello di Wear & Haslett (1986) stimati con esperimenti di

laboratorio sono riportati nella seguente tabella (4.1).
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Parametri del modello| Coefficienti stimati

A 20,347
A, -56,04
Az 10,076
Ay -20,801
As 92,489
Ag 9,986

A4 17,358
Ag -33,853

Tab. 4.1 Stima dei parametri del modello di Wear & Haslett (1986).

Si pud vedere dalla tabella, che nel modello sono presenti otto parametri. Il numero dei
parametri come detto ¢ stato ottenuto dal calcolo del minimo valore di Mallow’ Cp, pari in questo
caso a 7,67. Percio ¢ stato dedotto che per stimare il tempo minimo di generazione, in questo
lavoro, ¢ stata utilizzata un’equazione di terzo grado a due variabili caratterizzata da 8 parametri

Un’equazione del genere ha la seguente forma:
AT, S)=A+A4, T+ A4S, +A4, T, S, + A, T+ A4,-S° + A4, T -S+ A4, T (21)

in cui T e S, sono le variabili scalate ricavate con la 19 e la 20, e il valore degli otto coefficienti da
A ad A4g (parametri del modello) sono mostrati in tabella 4.1. La sua risoluzione da una stima dei
tempi di generazione in funzione delle variabili scalate A(7s,Ss). La 21 quindi rappresenta un
modello matematico per simulare i tempi di generazione dipendenti da temperatura e salinita. Il
valore del coefficiente di regressione (R*=0,89) indica che il fit con i dati sperimentali & abbastanza
significativo, e quindi che la 21 restituisce una stima significativa dei tempi di generazione. Nel
lavoro di Wear e colleghi (1986) la 21 ¢ stata utilizzata per stimare le generazioni in un ciclo
stagionale annuale di una popolazione di Artemia del lago Grassmere, utilizzando i dati di
temperatura e salinita ricavati dai campionamenti (tra il 1981 e il 1982). Anche in questo caso il
modello sara rappresentativo solo per quella particolare annata in cui sono stati effettuati i
campionamenti. Il tempo trascorso tra un campionamento e 1’altro (solitamente 2 settimane) veniva
diviso per il corrispondente tempo di generazione stimato con la 21 in cui 7§ e S; questa volta erano

le variabili scalate basate non su dati di laboratorio ma su temperatura e salinita misurate in campo.
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I1 risultato cosi ottenuto fornisce la frazione, intesa come lo stato di avanzamento dello sviluppo di
una generazione, che ogni dato intervallo di campionamento rappresenta. La somma di queste
frazioni ottenute su un ciclo stagionale annuale rappresenta una stima del numero di generazioni per
anno in diverse vasche campionate. Il numero delle generazioni cosi stimate in diverse vasche del
lago Grassmere, varia da 5 a 8 a seconda delle condizioni di temperatura e salinita presenti. In
questo modo pero non si riesce a definire I’intervallo di durata di una generazione e dare una data di
inizio e fine di ogni generazione come fatto invece da Jia e colleghi (2010).

Nel modello di Wear & Haslett (1986), non ¢’¢ nessun algoritmo matematico in grado di simulare
la diapausa, poiché 1’ecosistema analizzato ¢ caratterizzato da una stagionalita continua e quindi gli
autori non avevano bisogno di introdurre questo algoritmo nel modello. Percid ¢ stato necessario
costruire un nuovo modello in grado di funzionare per un ecosistema ipersalino caratterizzato da

una stagionalita discontinua.

4.5 1l modello APHEMO

Partendo dal modello di Wear & Haslett (1986) per stimare i tempi di generazione, ¢ stato
deciso di costruire un nuovo modello utilizzando la teoria della somma dei tassi (Gutierrez, 1996)
per simulare la stagionalita dell’Artemia nella vasca di cristallizzazione. Nella seguente figura
(4.13) si riporta uno schema grafico del modello che si intende utilizzare per simulare la fenologia
dei cicli annuali della popolazione di Artemia nella vasca di cristallizzazione. Avendo a
disposizione continuamente i dati in input di cui ha bisogno il modello, ¢ possibile simulare piu cic/i

annuali senza soluzione di continuita.

ciclo annuale

ciclo stagionale

Generazione Diapausa

Diapausa —'ll 1° Generazione L—Jl 2° Generazione 1— N-esima |

Fig. 4.13 Rappresentazione grafica del modello APHEMO.
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Come detto in precedenza, a partire dalla seconda meta del XIX secolo, sono state proposte
diverse forme non lineari della funzione tasso. L’impiego di funzioni tasso non lineari ha richiesto il
passaggio dalla somma termica alla somma dei tassi per simulare le fenofasi (o stadi del ciclo
vitale). Abbiamo gia detto nel paragrafo 4.2 che questo nuovo metodo ¢ stato chiamato somma dei
tassi (Gutierrez, 1996).

Riprendendo la 21, utilizzata per simulare i tempi di generazione, ¢ possibile ricavare la

funzione tasso di generazione:
R(T,S,) = ———~ (22)

La 22 rappresenta il tasso di generazione, che ¢ funzione anch’esso di due variabili (poiché
abbiamo visto che i1 tempi di generazione sono funzione di due variabili). Mentre le funzioni tasso
citate finora, sono funzioni ad una sola variabile (la temperatura), in questo caso si ha a che fare con
una funzione tasso a due variabili (temperatura e salinita). Anche dal lavoro di Jia e colleghi (2010)
si pud ricavare una funzione tasso di generazione che ¢ funzione solo della temperatura. La
funzione tasso proposta (22) ci permette di tenere conto dell’effetto combinato di temperatura e
salinita sullo sviluppo dell’Artemia. Utilizzando la 21 per ricavare i tempi di generazione, poi ¢
stato calcolato il tasso, risolvendo la 22, in funzione della temperatura e tenendo costante la salinita;
¢ stata cosi calcolata la funzione tasso a diversi valori di salinita (100, 140, 180, 220, 260 e 300 g/).
Nel seguente grafico (4.14) viene mostrato I’andamento della funzione tasso tenendo fissa la
temperatura e facendo variare la salinita;¢ stata fatta quello che in termini modellistici viene

indicata come analisi sensibilita.

96



0.1 180
0,09 -

0,08 - 140
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Temperatura °C

Tasso di generazione d-1

/

Fig. 4.14 Andamento del tasso di sviluppo giornaliero (asse y) in funzione della temperatura (asse x) a
diverse salinita. Le diverse linee nere mostrano come variano i tassi con la temperatura tenendo costante la

salinita (g//).

Dal grafico in figura 4.14, si pud notare che i tassi aumentano all’aumentare della
temperatura con un picco intorno a 25°C a tutte le salinita, con valori maggiori a salinita di 140 e
180 g/l, e che, come notato anche per le curve di crescita, le curve che rappresentano i tassi alle
diverse salinita non sono in ordine crescente o decrescente (ad esempio da valori di salinita
maggiori a valori minori o viceversa) ma si incrociano tra di loro. Allo stesso modo ¢ stata ricavata

la funzione tasso in funzione della salinita a diverse temperature costanti (Fig. 4.15)
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0,05 -
0,04 -
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Fig. 4.15 Andamento del tasso di sviluppo giornaliero (aase y) in funzione della salinita (aase x) a diverse
temperature. Le diverse linee nere mostrano come variano i tassi con la salinita tenendo costante la

temperatura (°C).

Si puo notare che anche in questo caso le curve dei tassi non sono in ordine crescente o
decrescente e che le curve dei tassi a 10 e 15°C sono quasi costanti, poiché si hanno bassi valori di
tasso a tutte le salinita, come si puo osservare anche in figura 4.14 (le linee nere sono molto vicine
tra loro) e a 25°C si hanno sempre 1 maggiori valori di tasso.

Facendo variare entrambi le variabili, si ottiene una funzione che, come detto, descrive una
superficie dello spazio. In questo modo otterremo delle isolinee (curve di livello) caratterizzate da

uno stesso valore di tasso a diverse combinazioni di temperatura e salinita (Fig. 4.16).
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Fig. 4.16 Curve di livello del tasso di generazione in funzione della temperatura (asse x) e della salinita

(asse y).

In questo grafico vengono mostrate le curve di livello a partire da valori di 0,01 fino a 0,1
con uno step di 0,01. Si puod osservare che 1 valori maggiori di tasso si hanno piu o meno tra 190
€150 g/l di salinita e tra 22 e 26°C in cui ricadono le curve di livello con 1 massimi valore di tasso
0,09 e 0,1 mentre agli estremi sia di temperatura che salinita ricadono principalmente le curve di
livello con i piu bassi valori di tasso.

La funzione tasso espressa come nella 22 da la velocita media di sviluppo giornaliero (che
puo essere anche espressa come percentuale del grado di avanzamento giornaliero in generazioni
successive), a temperatura e salinita costanti, per completare una generazione, e facendo riferimento
alla teoria della somma dei tassi (Gutierrez, 1996), possiamo affermare che si ha il completamento

di uno stadio (o fenofase) del ciclo vitale quando la somma dei tassi ¢ uguale a 1.
J
2 RT.S5)=1 (23)

In questo caso quando la somma dei tassi ¢ uguale a 1, significa che ¢ stata completata una
generazione, in un intervallo di tempo che va da j=1 a J, e ne inizia una nuova. Questo intervallo di

tempo mi da la durata di una generazione, e la data di inizio e fine della generazione (che
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corrisponde con I’inizio di un’altra generazione). Considerando che la temperatura e la salinita
variano nel tempo, avendo a disposizione misure in natura di queste due variabili effettuate nella
vasca di cristallizzazione, & possibile stimare il tasso di generazione giornaliero nel tempo.

1

R(T.,S)=————
75-5)) AT, S )

(24)

dove Tjs e Sjs sono la salinita dell’acqua (S;, misurata) e la temperatura dell’acqua (T; misurata)
scalate in accordo con la 19 e la 20.

Facendo la somma dei tassi su un ciclo stagionale (o su piu cicli) si ottiene oltre a quanto
detto sopra, anche il numero di generazioni di un ciclo stagionale, e ogni volta che la somma dei
tassi dara un numero intero, quello corrispondera alla i-esima generazione completata al tempo ;.

Questa somma dei tassi ¢ il modello utilizzato per simulare i tempi e il numero di
generazioni nella vasca di cristallizzazione su 3 anni, nei periodi di crescita, e I’equazione utilizzata

¢ la seguente:
J
2. R@.S)=n (25)

in cui 7 rappresenta il numero di generazioni completate in un ciclo stagionale, e varia tra un
ciclo e I’altro al variare delle condizioni chimico-fisiche della vasca di cristallizzazione; mentre T; e
S; sono le misure di temperatura e salinita effettuate settimanalmente nella vasca di
cristallizzazione. Quando n assume valori interi (nell’intervallo tra j=1 e J), significa che una
generazione ¢ stata completata e ne inizia una nuova. Ma in questo modo il modello continuera a
sommare tassi anche nei periodi di diapausa quando 1’Artemia non ¢ presente nell’ambiente. Per
completare il nostro modello bisogna quindi aggiungere un algoritmo matematico che ci permetta di
simulare anche i periodi di diapausa.

I dati presi nella vasca di cristallizzazione hanno dimostrato che la popolazione di Artemia
in questo ecosistema ¢ caratterizzata da periodi di crescita alternati a periodi di diapausa (piu o
meno lunghi) in cui I’Artemia ¢ presente solo sotto forma di cisti. Mentre con la 25 come detto, si
riesce a simulare il numero di generazioni durante un ciclo stagionale, I’intervallo di durata di ogni
singola generazione e le date di inizio e fine, non si riesce a simulare piu cicli annuali, che
comprendono sia la diapausa che la stagione di crescita, consecutivamente. Utilizzando solo la 25 il
modello continua a sommare tassi anche nei periodi di diapausa, basandosi solo sulle misure di
temperatura e salinita della vasca di cristallizzazione. Considerando che in questo caso la diapausa

(induzione e inibizione) ¢ dovuta principalmente alla salinita, bisogna inserire nel modello un
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algoritmo in grado di simulare la presenza/assenza dell’Artemia nell’ecosistema, in funzione della
salinita (in particolare dei valori massimi di salinita a cui questa popolazione riesce a sopravvivere).
A tal proposito ¢ stata inserita nel modello una funzione, la funzione di Heaviside (1893), detta
anche funzione a gradino. Questa ¢ una funzione discontinua che assume valore 0 per argomenti
negativi e 1 per argomenti positivi. Una generica funzione di Heaviside ha la seguente forma:

0, <0

I, >0 (26)

H(t)= {

Considerando la salinitd come unico parametro che caratterizza la presenza/assenza
dell’ Artemia nell’ecosistema studiato, la 26 puo essere riscritta in questo modo:

0, (S-5,)<0

L, (S,-5,)20 (27)

H[SO—Sj]z{

Dove Sj ¢ il valore di salinita misurata al tempo j e Sy un valore soglia di salinita (costante)
superato il quale 1I’Artemia non ¢ presente nella vasca di cristallizzazione. Dall’analisi dei dati
sperimentali (vedi grafico in figura 3.6), ¢ stato deciso di fissare il valore soglia a 290 g//, valore
massimo a cui ¢ stata rilevata la presenza di artemie nella vasca di cristallizzazione. 1 valori assunti
da H indicano la presenza/assenza di artemie vive, e in particolare H uguale a zero (la differenza tra
S, € §; ¢ negativa) indica assenza di artemie vive (e quindi un periodo di diapausa, con presenza di
cisti dormienti nell’ambiente), mentre per /7 uguale a 1 (differenza tra S, e S; ¢ positiva o uguale a
zero) si ha presenza di artemie vive nell’ambiente. Ora aggiungendo alla somma dei tassi (25)
quest’ultimo algoritmo matematico, ¢ stato costruito un modello matematico discreto dinamico in
grado di simulare senza soluzione di continuita i cicli annuali di questo ecosistema. Il modello ¢
caratterizzato da una variabile di stato, che ¢ I’indice di sviluppo O, 1 cui valori dipendono dal
tempo j e da il grado di avanzamento giornaliero dell’Artemia attraverso generazioni successive,
due variabili forzanti, 7; e S;, € una costante (caratteristica della popolazione d’Artemia della vasca
di cristallizzazione) che ¢ il valore soglia di salinita utilizzato nella funzione di Heaviside (27); 1

valori interi di j=1,2,...J indicano ’avanzamento del tempo con passo giornaliero. L.’equazione del

modello ¢ la seguente:
J
O, =H[S,~5,1- 2 R(S,.T) (28)
Jj=1

Anche se le misure sono state effettuate con campionamenti settimanali, il modello procede su base
giornaliera, considerando che 1 valori di temperatura dell’acqua e salinitd cambiano lentamente

durante una settimana (elevata capacita termica dell’acqua, fluttuazioni di salinita settimanali non
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rilevanti ai fini della somma dei tassi), sono stati considerati costanti in questo intervallo di tempo.
Percio 7; e S; tra j; e j; (intervallo di tempo tra un campionamento e l’altro) sono costanti e

assumono i valori misurati a J;.

Ora quando la Heaviside assume valore 1, significa che ci sono le condizioni per la crescita
dell’Artemia e il modello sommera tassi su base giornaliera fino al raggiungimento del valore soglia
di salinita; in quel caso la Heaviside assumera valore zero e conseguentemente anche Q; diventera
zero. Quando 1 valori di Q; sono ripetutamente uguali a zero, perché la salinita nella vasca di
cristallizzazione rimane costantemente sopra i 290 g//, il modello simula la fine di un ciclo
stagionale e I’inizio di un periodo di diapausa. 1l valore n (della 25) raggiunto da Q; prima
dell’inizio della diapausa, rappresenta il numero di generazioni sviluppate in un ciclo stagionale, e
sara uguale a 0 nell’intervallo di tempo in cui la salinita ¢ al di sopra dei 290 g//; nel momento in
cui la salinita scendera al di sotto di tale valore, il modello riprende a sommare tassi fino all’inizio
di un nuovo periodo di diapausa (salinita maggiore di 290 g//). In questo modo ¢ possibile far girare
continuamente il modello simulando ininterrottamente piu cic/i annuali. Considerando che si fa
riferimento alla fenologia dell’Artemia, per indicare il modello ¢ stato utilizzato 1’acronimo

APHEMO che sta per Artemia salina PHEnological MOdel.

4.6 Simulazione della stagionalita dell’Artemia nella vasca di cristallizzazione

Dopo aver costruito il modello APHEMO, ¢ stata fatta la simulazione della stagionalita
dell’Artemia nella vasca di cristallizzazione, utilizzando come input del modello i1 valori di
temperatura e salinitd misurati settimanalmente in questo lago ipersalino. Di seguito si riportano i

risultati ottenuti con il modello (Fig. 4.17).

I Ciclo annuale Il Ciclo annuale Ill Ciclo annuale
{ I Ciclo stagionale Y Diapausa Il Ciclo stagionale ‘ Diapausa Il Ciclo stagionale \
6,9 Generazioni 0 Generazioni 7,6 Generazioni 0 Generazioni 7,2 Generazioni

20 settimane 11 settimane 40 settimane 63 settimane 40 settimane

Fig. 4.17 Simulazione della stagionalita dell’Artemia nella vasca di cristallizzazione con il modello

APHEMO. Siriporta la durata di ogni singola fase e il numero di generazioni di ogni ciclo stagionale.
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Con il modello ¢ stato possibile simulare il numero di generazioni e loro durata per ogni
ciclo stagionale, la durata dei periodi di diapausa e dei tre cicli annuali. Bisogna considerare che il
tempo del primo ciclo annuale corrisponde con il tempo del primo ciclo stagionale perché i
campionamenti sono iniziati quando la stagione di crescita era gia iniziata, quindi non rappresenta
una stima reale della durata di quel ciclo annuale, ma solo del numero di generazioni che si sono
succedute a partire dall’inizio dei campionamenti fino all’inizio della diapausa. Considerando
comunque che questi individui si riproducono piu volte durante il ciclo vitale, le generazioni
tendono a sovrapporsi e la validazione del modello per il numero di generazioni non puo essere fatta
con i dati a disposizione; sarebbe necessario utilizzare un’altra metodologia di campionamento, se
possibile, per distinguere le generazioni, percio in questi casi si parla di generazioni teoriche. Dai
dati simulati si puo notare che il secondo e terzo ciclo stagionale hanno la stessa durata, anche se
I’uscita dalla diapausa avviene in tempi diversi (a Ottobre nel secondo ciclo a Settembre nel terzo),
e praticamente lo stesso numero di generazioni (7,6 e 7,2 rispettivamente), ma la durata dei cicli
annuali ¢ molto diversa tra loro a causa di una diapausa molto piu lunga (63 settimane) nel terzo
ciclo annuale rispetto a quella del secondo (11 settimane). I risultati ottenuti dalla simulazione sono

riassunti nella seguente tabella (4.2).

Risultati modello
I ciclo stagionale Il ciclo stagionale Il ciclo stagionale
data data data
fine diapausa fine diapausa | 06/10/2010 fine diapausa 26/09/2012
n° gen tempo (sett) n° gen tempo (sett) n° gen tempo (sett)

| 20/04/2010 7 [ 01/12/2010 8,1 | 28/11/2012 9,1
I 01/05/2010 1,6 I 23/03/2011 16 I 03/04/2013 18
1l 15/05/2010 2 1l 23/04/2011 4.4 11 25/04/2013 3,1
\Y 31/05/2010 2,3 \Y 09/05/2011 2,3 \Y 08/05/2013 1,9
V 12/06/2010 1,7 V 22/05/2011 1,9 V 21/05/2013 1,9
\ 25/06/2010 1,9 VI 05/06/2011 2 \ 06/06/2013 2,3
VI 20/07/2010 3,6 VI 24/06/2011 2,7 VI 21/06/2013 2,1
VIl 12/07/2011 2,6 VIl 02/07/2013 1,6

tot n° gen 6,9 tot n° gen 7,6 tot n° gen 7,2

tempo (sett) 20 tempo (sett) 40 tempo (sett) 40

Tab. 4.2 Risultati ottenuti con il modello APHEMO. Si mostra in tabella il numero delle generazioni
simulate nei tre cicli stagionali e la durata di ogni singola generazione (in settimane), il numero totale di
generazioni per ciclo ed il totale sui tre cicli simulati, e la durata di ogni singolo ciclo stagionale (in

settimane).

Dai risultati si pud notare che questa popolazione ¢ caratterizzata da una generazione

autunnale all’uscita dalla diapausa (generazione svernante) e da una lunga generazione invernale,
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seguita da diverse generazioni primaverili di breve durata fino all’inizio della diapausa. Basandoci
su questi dati, si possono ipotizzare per il primo ciclo stagionale circa 9 generazioni (6,9 sono
quelle simulate dal modello piu la generazione autunnale e quella invernale). I dati riportati in

tabella 4.2 sono stati utilizzati per elaborare i seguenti grafici (Fig. 4.18).

vIP
I Ciclo stagionale VI —
V L]
|V |
[T —
” L]
| ]
]
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Fig. 4.18 Numero di generazioni dei tre cicli stagionali e loro durata (tempo espresso in settimane sull’asse

delle x) nella vasca di cristallizzazione.

Osservando 1 grafici in figura 4.18 in cui si riporta il numero di generazioni e loro durata,
simulate con il modello, durante i tre cicli stagionali della vasca di cristallizzazione, si pud notare
(in particolare per il secondo e terzo ciclo stagionale) ancora meglio quanto detto sopra, e cio¢ che
la popolazione di artemie ¢ caratterizzata, da lunghe generazioni autunnali e invernali, e da tempi di
generazione brevi nel periodo primaverile. In tutti e tre 1 cicli, I’'ultima generazione viene
contraddistinta con un apice (VII’ o VIII’) perché il modello simula I’inizio di questa generazione
che perd non termina a causa dell’induzione in diapausa.

Per verificare la significativita dei risultati che si ottengono con i modelli, bisogna effettuare
il confronto tra i dati reali (quelli misurati) e quelli simulati dal modello; questa operazione ¢ nota
come “validazione del modello”. In questo caso, come gia spiegato, non si puo validare il numero di
generazioni simulate dal modello, ma solamente la stagionalitd di questa popolazione d’Artemia
nella vasca di cristallizzazione. Mettendo a confronto i dati misurati con quelli simulati ¢ stato

elaborato il seguente grafico (Fig.4.19).
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Fig. 4.19 Confronto tra i dati simulati (in basso) e quelli osservati (in alto). In mezzo si riporta il grafico con
I’andamento della popolazione totale nel tempo, nella vasca di cristallizzazione. Le linee grigie tratteggiate

evidenziano le differenze tra i dati simulati e osservati.

Dal confronto tra i dati simulati (in basso) e quelli osservati (in alto), facendo riferimento
anche alla densita di popolazione totale (in mezzo) per evidenziare meglio la durata dei cicli
stagionali e diapausa delimitati dalle linee grigie tratteggiate, si pud notare che con il modello si
riesce a simulare in maniera soddisfacente i tre cicli annuali della vasca di cristallizzazione
riproducendo la stagionalita dell’Arfemia in questo ecosistema. In particolar modo si riesce a
simulare la presenza o assenza dell’ Artemia (presenza/assenza di artemie vive), la durata dei cicli
stagionali e dei periodi di diapausa nella vasca di cristallizzazione, con basso margine di errore; 1
dati ottenuti con il modello sono riportati anche in tabella 4.3 e messi a confronto con quelli

osservati.
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o . . . Differenze tra i Durata fasi Durata fasi

i . Dati simulati | Dati osservati e . . . . .

Cicli annuali o . o . tempi di inizio e Dati simulati Dati osservati
[n° settimane] | [n° settimane] . . o o e

fine di ogni fase | [n° settimane] [n° settimane]
1 Ciclo stagionale 1-20 1-19 0-1 20 19
Diapausa 1 20 -31 19-32 1-1 11 13
11 Cciclo stagionale 31-71 32-70 1-1 40 38
Diapausa II 71-134 70 - 134 1-0 63 64
111 Cciclo stagionale 134 - 174 134 -173 0-1 40 39

Tab. 4.3 Confronto tra dati simulati (APHEMO) e osservati (vasca di cristallizzzazione). Viene riportata in
tabella la durata (in settimane) di ogni singola fase dei 3 cicli annuali confrontando i dati simulati con quelli
osservati.

Confrontando la durata dei cicli stagionali osservati e simulati, si ha una differenza di una
settimana per il primo e terzo ciclo e due settimane per il secondo. Stesso discorso per i due periodi
di diapausa con una differenza di due settimane per la prima diapausa e una settimana per la
seconda. Considerando che la durata di un ciclo annuale ¢ data dalla somma tra diapausa e ciclo
stagionale, 1 tempi di ogni ciclo annuale risultano essere gli stessi sia per il modello che per i dati
osservati. Quello che cambia sono i1 tempi d’inizio o fine di una fase. Nonostante in alcuni casi
(secondo ciclo stagionale e primo periodo di diapausa) la differenza, tra dati simulati e osservati,
della durata di una singola fase ¢ pari a due settimane, si pud osservare che invece la differenza tra i
tempi di inizio e fine di ogni singola fase non ¢ mai maggiore di una settimana (vedi tabella 4).
Questo significa che il modello riesce a simulare abbastanza bene 1’inizio e la fine diogni singola

fase simulando in modo soddisfacente tre anni di dati sperimentali.

4.7 Esperimento in mesocosmo

Per studiare la stagionalita dell’Artemia in relazione alle condizioni locali in ambiente semi-
naturale confinato e controllato, e fare un ulteriore validazione del modello, € stato deciso di
realizzare un mesocosmo sperimentale in cui far crescere e riprodurre 1I’Artemia in generazioni
successive. Il modello per come ¢ strutturato sommera sempre tassi quando la salinita ¢ al di sotto di
290 g/l e quindi in questi casi simula una stagionalita continua dell’Arfemia senza periodi di
diapausa. Con questo esperimento si ¢ voluto validare il modello andando a verificare se
effettivamente si ha una stagionalita continua, e quindi presenza di Artemia senza diapausa di una

popolazione che invece abitualmente ¢ caratterizzata da diapausa.
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Questo ecosistema ¢ stato allestito nel Maggio del 2011 presso il CISMAR delle Saline di
Tarquinia, utilizzando una delle vasche esterne del centro, le cui dimensioni sono riportate nella

figura seguente (Fig. 4.20 a, b).

1m Q

3m

b)

Fig. 4.20 a) Foto della vasca utilizzata per allestire il mesocosmo sperimentale b) prospettiva del mesocosmo

sperimentale.

Sono stati prelevati circa 25 m’ d’acqua con una pompa ad immersione e circa 5 Kg di
sedimento, utilizzando una benna, dalla vasca di cristallizzazione della riserva naturale delle saline
di Tarquinia, al fine di riprodurre condizioni naturali simili alla stessa. Lo scopo era quello di creare
un ecosistema ideale per lo sviluppo di questo crostaceo come popolazione isolata cercando di
evitare condizioni ambientali che inducono periodi di diapausa. Durante il prelievo dell’acqua,
davanti alla pompa ¢ stata opportunamente messa una rete da zooplancton per evitare di prelevare
artemie vive, le quali sarebbero morte passando all’interno della pompa; queste sono state prelevate
in seguito, utilizzando dei retini a maglia fine (0,5 c¢m), e collocate nel mesocosmo.

Terminata la fase di allestimento del mesocosmo, sono stati fatti diversi interventi su questa
vasca. Controllare la temperatura di un tale volume d’acqua in ambiente aperto presenta molte
difficolta, e servirebbe un sistema molto costoso, allora sono stati adottati degli accorgimenti per
cercare di attenuare l’effetto della radiazione solare in modo particolare durante 1’estate; a tal
proposito sono state messe delle reti a maglia fine (5 mm) durante la stagione estiva (Luglio-
Settembre) per cercare di abbassare la temperatura, e sempre durante il periodo estivo ¢ stata fatta
scorrere ininterrottamente acqua di mare (piu fredda rispetto a quella del mesocosmo) utilizzando un

corridoio adiacente alla vasca (Fig.4.21 a, b).
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a) b)

Fig. 4.21 a) Reti a maglia fine (1mm) sopra la vasca b) Corridoio, comunicante con il mesocosmo, per lo

scorrimento dell’acqua di mare.

Invece durante il periodo invernale, osservando i dati di temperatura della vasca di
cristallizzazione, facendo riferimento all’inverno 2010, ¢ stata riscontrata la presenza di artemie
durante tutto 1’inverno anche a basse temperature, percio le temperature invernali non inducono
diapausa come avviene invece in altri laghi ipersalini. Per quanto riguarda la salinita ¢ stato fissato
un valore massimo di 170 g//, per tutto il periodo sperimentale, aggiungendo acqua dolce in caso di
superamento di tale valore. La salinita, a differenza della temperatura, pud essere facilmente
controllata aggiungendo acqua dolce quando si supera il valore soglia fissato.

Un altro fenomeno di cui tener conto sono le precipitazioni, che vanno ad influire sulla
salinita, e sul livello d’acqua del mesocosmo. Considerando che la vasca del mesocosmo ¢
caratterizzata da un’apertura dalla quale puo uscire acqua (Fig. 4.22 a) e quindi anche artemie,
questa ¢ stata chiusa con una griglia metallica avvolta con una rete da zooplancton; in questo modo
I’acqua continua ad uscire dalla vasca (e cosi non si riempie completamente) ma le artemie sono

trattenute dalla rete da zooplancton.
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Fig. 4.22 a) Fotografia del mesocosmo sperimentale, in cui & possibile vedere 1’apertura della vasca da dove

esce acqua b) Prospettiva del mesocosmo in cui sono mostrati i siti di campionamento (cerchi rossi).

Campionamenti settimanali sono stati effettuati a partire da Giugno 2011 allo stesso modo di
quelli effettuati nella vasca di cristallizzazione e lo stesso giorno. Sono stati scelti 4 diversi siti
(Fig. 4.22 b) del mesocosmo da cui prelevare 10 litri di acqua per effettuare i conteggi. Inizialmente
1 conteggi sono stati fatti superficialmente (20 ¢m profondita) con un becker da un litro, e a partire
da Novembre 2011 anche sulla colonna d’acqua utilizzando un campionatore ad hoc realizzato a
questo scopo. Poiché era stato notato, in particolar modo per gli adulti, che durante la giornata
questi tendono a spostarsi dalla superficie al fondo della vasca e viceversa, ¢ stato deciso di iniziare
ad effettuare anche campionamenti (sempre nei 4 siti prestabiliti) sulla colonna d’acqua. Il
campionatore utilizzato consiste in un tubo di pvc (diametro 0,05 m) lungo circa 1 m aperto ad una
estremita e dotato di una valvola meccanica di chiusura all’altra estremita (Fig.4.23 a, b). Il tubo,
inserito aperto nella vasca con la valvola rivolta in basso, veniva chiuso in fondo dopo aver
campionato la colonna d’acqua. L’acqua prelevata era poi analizzata sia per la salinita che per il

conteggio delle artemie.
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a)
Fig. 4.23 a) Fotografia del campionatore utilizzato per i campionamenti sulla colonna d’acqua. b)

Rappresentazione grafica del campionatore.

Infine si effettuavano anche qui misure di temperatura e salinita che sono state poi utilizzate
per far girare il modello. I conteggi delle artemie, le misure di temperatura e di salinita sono state
effettuate con la stessa metodologia gia descritta nel capitolo 3. I dati dei conteggi in superficie
sono stati confrontati con quelli fatti sulla colonna d’acqua. Nel seguente grafico (Fig. 4.24 a, b)
sono stati messi a confronto la numerosita della popolazione totale in superficie e sulla colonna

d’acqua.
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Fig. 4.24 Confronto tra I’andamento della popolazione totale (nauplii e adulti) in superficie (a) e sulla
colonna d’acqua (b), espresso come numero di individui per litro (asse y, in scala logaritmica), durante il
periodo di campionamento (Giugno 2011-Luglio 2013), riportando il tempo in settimane (asse x). I cerchi
gialli, raccordati dalla linea rossa, rappresentano i conteggi settimanali, e il valore 0,1 sull’asse delle y

corrisponde a 0 individui campionati.

Dal grafico soprastante si puo notare che ’andamento della densita di popolazione totale in
superficie e sulla colonna d’acqua ¢ simile ed ¢ caratterizzato da diversi picchi (che hanno maggiore
frequenza rispetto a quelli della vasca di cristallizzazione) in entrambi i casi, e la numerosita risulta
essere solitamente maggiore in superficie. Il confronto tra dati superficiali e quelli rilevati sulla
colonna d’acqua puo essere fatto a partire dalla 22-esima settimana perché da quel momento si ¢
iniziato a fare 1 campionamenti sulla colonna d’acqua. Analizzando invece la numerosita della
popolazione si nota che mentre durante il primo anno (fino alla 55-esima settimana circa) si hanno
elevati valori (caratterizzati da forti oscillazioni iniziali) nell’anno seguente la popolazione ¢ stata
caratterizzata da un notevole calo. Per quanto riguarda invece 1’andamento dei nauplii e degli adulti
sia in superficie che sulla colonna d’acqua (Fig. 4.25 a-d) si ha che anche in questo caso (come per
la vasca di cristallizzazione) la numerosita dei nauplii tende ad essere maggiore di quella degli
adulti e 1 valori maggiori (sia di adulti che di naupliii) si hanno per la maggior parte dei casi in

superficie. Percio la dinamica di popolazione dei nauplii riflette quella della popolazione totale. Per
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quanto riguarda gli adulti, si pud notare che in superficie si hanno maggiori fluttuazioni rispetto

all’andamento sulla colonna d’acqua, caratterizzato da maggiore stabilita.
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Fig. 4.25 In questi grafici si mette a confronto I’andamento settimanale dei nauplii e degli adulti (numero di
individui/litro) nel tempo, contati in superficie (a-c) e sulla colonna d’acqua (b-d). Si riporta sull’asse delle y
la numerosita degli individui (in scala logaritmica) e sull’asse x il tempo espresso in settimane. I cerchi gialli,
raccordati dalla linea rossa, rappresentano i conteggi settimanali, e il valore 0,1 sull’asse delle y corrisponde

a 0 individui campionati.
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Infine si riportano le misure settimanali di temperatura e salinita fatte nel mesocosmo (Fig. 4.26 a, b).
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Fig. 4.26 Andamento della temperatura (a) ¢ della salinita (b), riportate sull’asse y, durante il periodo di

campionamento (Giugno 2011-Luglio 2013). Il tempo ¢ espresso in settimane e viene riportato sull’asse x.

Osservando 1 valori di temperatura settimanali del mesocosmo (Fig. 4.26 a) si nota che quasi
tutti 1 valori ricadono tra le due linee blu tratteggiate che delimitano un range di temperatura tra 5 e
30°C; come avvenuto anche nella vasca di cristallizzazione. La salinita eccetto in quattro casi (punti
neri al di sopra della linea blu tratteggiata), non supera mai il valore di 170 g//, e quando cio
accadeva veniva aggiunta acqua dolce nel mesocosmo. 1 valori di salinita durante il periodo di

studio ricadono tra 80 ¢ 170 g/I.

Questa serie di dati appena mostrati sono stati utilizzati nel modello APHEMO per effettuare
una simulazione della stagionalita dell’Artemia nel mesocosmo. 1 risultati ottenuti con questa

simulazione sono riassunti in tabella 4.4.
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Risultati modello
I anno Ilanno
n°gen data tempo (sett) n°gen data tempo (sett)

| 11/06/2011 1.6 XVIII 13/06/2012 1.6

I 21/06/2011 1.4 XIX 27/06/2012 2
" 04/07/2011 1.9 XX 16/07/2012 2.7

v 19/07/2011 2.1 XXI 30/07/2012 2
Vv 02/08/2011 2 XXII 14/08/2012 2.1
Vi 17/08/2011 2.1 XX 29/08/2012 2.1
VI 31/08/2011 2 XXIV 11/09/2012 1.9
VIII 12/09/2011 1.7 XXV 23/09/2012 1.7
IX 24/09/2011 1.7 XXVI 05/10/2012 1.7
X 05/10/2011 1.6 XXVII 23/10/2012 2.6
Xl 22/10/2011 2.4 XXVIII 31/12/2012 9.9
Xll 17/12/2011 8 XXIX 21/04/2013 15.9
Xl 02/04/2012 15.3 XXX 18/05/2013 3.9
XV 25/04/2012 3.3 XXXI 14/06/2013 3.9

XV 10/05/2012 2.1 XXXI1I' 03/07/2013 3
XVI 23/05/2012 1.9 tempo (sett) 109
XVII 02/06/2012 1.4 tot gen 314

Tab. 4.4 Risultati ottenuti con il modello APHEMO per il mesocosmo. Si riporta il numero di generazioni

totali la loro durata (in settimane) e data di inizio e fine per i due anni di campionamento.

Con il modello sono state simulate 31,4 generazioni su due anni (17 nel primo anno 14 nel
secondo anno), senza alcun periodo di diapausa, e 1 dati dei conteggi di artemia nel mesocosmo
confermano ’assenza di diapausa (vedi figura 4.24). Come notato anche nella vasca di
cristallizzazione, si hanno generazioni autunnali e invernali piuttosto lunghe, e tempi di generazione
brevi in primavera ed estate. Anche se con differenze notevoli di densita tra un anno e 1’altro, nel
mesocosmo |’ Artemia si riproduce in generazioni successive senza soluzione di continuita, e quindi
senza lunghi periodi di assenza nell’ambiente come invece avviene nella vasca di cristallizzazione
quando si ¢ in presenza di diapausa. Anche in questo caso, non puo essere validato il numero di
generazioni ma solo la stagionalita. Per quanto riguarda la differente densita di popolazione tra un
anno e l’altro, questa puo essere dovuta a diverse cause (abbassamento graduale della salinita,
scarse risorse algali, ecc.). Una ipotesi fatta ¢ che la popolazione essendo comunque adattata alla
presenza di periodi di diapausa, ai tempi lunghi potrebbe aver bisogno di essere rinnovata, ossia di
avere la necessita di un periodo di diapausa; ma ¢ solo un ipotesi, € c’¢ bisogno di dati sperimentali

per essere confermata. Anche l’abbassamento della salinita nel secondo anno, potrebbe aver
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contribuito ad influenzare la demografia. Dai dati mostrati in tabella 4.4 sono stati elaborati i
seguenti grafici (fig. 4.27) per visualizzare la durata delle singole generazioni, simulata con il

modello, durante i due anni di campionamento.
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Fig. 4.27 Numero di generazioni (e loro durata) simulate con il modello nel mesocosmo sperimentale tra
Giugno 2011 e Luglio 2013. Si riporta sull’asse delle x il tempo in settimane dall’inizio dei campionamenti

(Giugno 2011) fino all’ultimo campionamento (Luglio 2013).

Anche in questo caso, come successo per le simulazioni sulla vasca di cristallizzazione (vedi fig.
4.18) e come appena detto, si riscontrano lunghe generazioni autunnali e invernali, che vanno via
via diminuendo andando verso la primavera e 1’estate. Si puo notare che nel secondo anno (Luglio
2012-Luglio 2013) si ha un minor numero di generazioni “simulate” e questo puo essere dovuto alle
differenti condizioni meteo-climatiche.

Nel seguente grafico vengono mostrati i risultati ottenuti con il modello a confronto con i

dati sperimentali (Fig. 4.28).
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Fig. 4.28 Confronto tra i dati sperimentali del mesocosmo (densita della popolazione totale in superficie) e i
dati simulati con APHEMO. 1 dati sperimentali sono stati fittati con media mobile periodo 4 per visualizzare
meglio il trend della popolazione e ridurre al minimo le fluttuazioni casuali a breve termine. Sull’asse delle x

viene espresso il tempo in settimane e sull’asse y il numero di individui per litro.

Dal confronto tra dati simulati e misurati, ¢ possibile affermare che il modello ha simulato
quello che avviene in natura, ossia una stagionalita continua senza periodi di diapausa nei due anni
considerati. Confrontando il numero di generazioni simulate nel mesocosmo con quelle simulate
nella vasca di cristallizzazione, si pud notare che vengono completate piu generazioni, € in meno
tempo, nel mesocosmo; ovviamente questo ¢ dovuto all’assenza di periodi di diapausa in questo
ambiente semi-naturale.

Infine i dati di questa ricerca dimostrano la capacita di questa popolazione di passare da una
stagionalita discontinua (presenza di diapausa) ad una continua (assenza di diapausa), modificando
la salinita e tenendola al di sotto di certi valori, nonostante I’abitudine a periodi di diapausa come
rilevato nella vasca di cristallizzazione. Questo risultato conferma la presenza di condizioni meteo
annuali delle saline di Tarquinia (in particolar modo durante 1’estate) adatte per una stagione di
crescita continua. In quest’ultimo grafico (Fig. 4.29) si mostra il confronto tra la densita della
popolazione totale del mesocosmo e quella della vasca di cristallizzazione a partire da Giugno 2011

fino a Luglio 2013.
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Fig. 4.29 Confronto tra la densita di popolazione totale nel mesocosmo (linea blu, cerchi gialli) e della vasca
di cristallizzazione (linea rossa, cerchi neri ) tra Giugno 2011 e Giugno 2013. La numerosita degli individui
(n° individui per litro) ¢ riportata sull’asse y con scala logaritmica e il valore 0,1 sull’asse delle y corrisponde
a 0 individui campionati. I dati sperimentali sono stati fittati con media mobile periodo 4 per visualizzare

meglio il trend della popolazione e ridurre al minimo le fluttuazioni casuali a breve termine.

Osservando i dati in figura 4.29, si puo notare che mentre nel cristallizzatore (linea rossa) si
ha I’inizio di un periodo di diapausa intorno alla settima settimana (Luglio 2011) nel mesocosmo
(linea blu) la popolazione di artemie continua a sopravvivere e riprodursi senza andare mai incontro

a periodi di diapausa, anche se mostra valori piu bassi, con un trend alla calata, nel secondo anno.
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Discussioni e conclusioni

In questa tesi ¢ stata analizzata I’ecologia di una popolazione di Artemia (anfigonica) di un
lago ipersalino (vasca di cristallizzazione, Saline di Tarquinia) e costruito un modello matematico
(APHEMO) per la simulazione della stagionalita dell’Arfemia in questo ecosistema. Il modello si
basa sulla teoria della somma dei tassi (Gutierrez, 1996), e simula la durata dei cicli stagionali
(presenza di artemie vive), numero di generazioni (e loro intervallo di tempo) per ogni ciclo, e la
durata dei periodi di diapausa (presenza di cisti dormienti) in funzione della temperatura ¢ della
salinita, su piu cicli annuali (3 anni di dati).

L’Artemia vive in ambienti ipersalini caratterizzati da bassa diversita di specie (Litvinenko
et al., 2013). Poiché questi ecosistemi sono relativamente semplici, sono favorevoli ad analisi
ecologiche di tipo quantitativo. Allo stesso tempo 1'ampia gamma di caratteristiche dell'habitat in
cui I’Artemia vive, fornisce una inusuale varieta di risposte ecologiche che puo essere studiata
all'interno di un unico Genere. Percid una miglior conoscenza dell’ecologia di questo Artropode,
risulta importante nell’ottimizzare la produzione di Artemia per il suo uso in acquacoltura (Lenz,
1987). Dai dati di campionamento nella vasca di cristallizzazione, ¢ stato possibile ricostruire la
stagionalita della popolazione di Artemia in questo ecosistema. Analizzando le misure chimico-
fisiche fatte nella vasca di cristallizzazione (cap. 3.2), possiamo affermare che per le sue
caratteristiche questa vasca puod essere considerata come un lago ipersalino piccolo in cui la specie
dominate ¢ 1’Artemia. Infatti 1 valori di salinita sono sempre molto alti e caratterizzati da ampie
fluttuazioni aperiodiche (tra 90 e 350 g//), mentre per quanto riguarda la temperatura, questa ¢
caratterizzata da fluttuazioni periodiche in un intervallo abbastanza ampio tra 5 e 30°C. 1l livello
d’acqua non supera mai il metro d’altezza (e ci0 porta ad avere un ridotto volume d’acqua
considerando che la superficie di questa vasca ¢ di circa 1 /a) e in alcuni periodi la vasca si € quasi
completamente seccata; percid considerando che possono verificarsi periodi in cui 1’acqua ¢
assente, questo ambiente rientra nella categoria dei laghi temporanei. Tenendo conto che la
variazione del livello d’acqua di questo sito dipende dalla differenza tra precipitazione ed
evaporazione, le condizioni meteo-climatiche giocano un ruolo fondamentale sul regime idrologico
di questo lago. Questo fa si che nei piccoli laghi ipersalini (piu instabili) la risposta alle condizioni
meteo-climatiche ¢ molto piu veloce rispetto ai grandi laghi (piu stabili) come osservato in alcune

ricerche (Belowsky, 2011; Torrentera & Dodson, 2004; MacDonald & Browne, 1989). Il regime
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idrologico, come affermato da Newmark (1991), condiziona la produzione e presenza dell’ Artemia
nell’ambiente. Dall’osservazione della dinamica di popolazione nella vasca di cristallizzazione
(cap. 3.1), ¢ stato possibile notare una stagionalita discontinua, in cui si ha che i cicli stagionali
sono intervallati da periodi pit o meno lunghi di diapausa. La durata dei cicli stagionali e dei
periodi di diapausa & controllata dalle condizioni chimico-fisiche di questo lago in particolare di
temperatura e salinita.

A differenza di quanto avviene nei laghi caratterizzati da una superficie grande come il GSL,
nei laghi temporanei come il nostro la stagionalita non ¢ prevedibile. Infatti nel GSL, in cui si hanno
fluttuazioni periodiche di temperatura e piccole variazioni di salinitd, come dimostrato dai dati di
Belovsky e colleghi (2011), in un ciclo annuale si ha sempre una diapausa invernale (dovuta alle
basse temperature, tra Dicembre e Febbraio) seguita da una stagione di crescita (tra Marzo e
Novembre). Nel nostro caso la durata dei due periodi di diapausa (nel secondo e terzo ciclo
annuale), dovuta ad alte salinita, ¢ molto differente, 3 mesi nel secondo ciclo annuale e piu di un
anno nel terzo ciclo. Questo perché a causa delle scarse precipitazioni tra il 2012 e il 2013 Ia salinita
¢ rimasta praticamente costante con valori sempre al di sopra dei 290 g//. Dalla ricerca bibliografica
fatta in questa tesi, non sono stati trovati lavori in cui ¢ stata riscontrato un periodo di diapausa cosi
lungo come nel nostro caso; anche perché in alcuni articoli in cui sono stati analizzati piccoli laghi
ipersalini (Torrentera & Dodson, 2004; Newmark, 1991; Lenz & Dana, 1987; Bhargava & Jakher,
1987) il periodo di studio non era cosi lungo, come nel nostro caso, da permettere di analizzare
condizioni che potevano indurre lunghi periodi diapausa.

Invece i cicli stagionali sembrano avere sempre la stessa durata (Ottobre-Luglio); non ¢
detto che i cicli stagionali non possano essere piu lunghi o piu corti. Infatti un anticipo o ritardo
dell’uscita dalla diapausa dovuto a particolari condizioni meteorologiche (ad esempio intense
precipitazioni estive o stagione estiva ed autunnale molto calde) porterebbe ad una differente durata
dei cicli stagionali rispetto a quanto osservato. Tale affermazione necessita di piu dati per essere
confermata.

Utilizzando 1 dati di temperatura e salinita (variabili forzanti del modello) misurati nella
vasca di cristallizzazione, ¢ stato utilizzato il modello per simulare la stagionalita dell’Artemia in
questo ecosistema su un periodo di 3 anni. Mettendo i risultati simulati a confronto con quelli
osservati (validazione del modello) ¢ stato visto (cap. 4.6) che con il modello si riesce a riprodurre
con basso margine d’errore la stagionalita dell’Artemia simulando sia la durata dei periodi di

diapausa che dei cicli stagionali senza soluzione di continuita su un periodo di 3 anni. Per 1 cicli
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stagionali si riesce a simulare con APHEMO anche il numero di generazioni, ma questo dato non
puo essere validato perché in natura le generazioni tendono a sovrapporsi € non possono essere
distinte.

Infine ¢ stata fatta un’ulteriore validazione del modello, confrontando i dati osservati nel
mesocosmo sperimentale (Giugno 2011, Luglio 2013) con quelli simulati (cap. 4.7). Anche in
questo caso la validazione del modello ha dato buoni risultati, simulando cid che ¢ avvenuto in
natura: stagionalita continua dell’Arfemia per due anni. Questo risultato ha messo in evidenza che il
modello ¢ applicabile a situazioni diverse restituendo allo stesso tempo risultati differenti, tra
mesocosmo € vasca di cristallizzazione, ma conformi con quanto avviene in natura. Possiamo
affermare che APHEMO riesce a simulare la stagionalita dell’Artemia sia in laghi ipersalini
caratterizzati da diapausa per salinita e stagionalita discontinua, sia in laghi ipersalini caratterizzati
da stagionalita continua (assenza di diapausa). Inoltre con I’esperimento in mesocosmo ¢ stato
dimostrato che si riesce ad evitare 1’ingresso in diapausa e che quindi le condizioni meteo-
climatiche locali delle Saline di Tarquinia, sono idonee allo sviluppo di una stagionalita continua
(assenza di diapausa). Infatti tenendo la salinita del mesocosmo al di sotto dei 170 g/l durante tutto
il periodo sperimentale, i1 valori di temperatura annuali dell’acqua (in particolare durante il periodo
estivo) non limitano la presenza dell’Artemia (non inducono diapausa). A conferma di quanto
appena detto facendo un confronto tra la dinamica di popolazione nel mesocosmo e nella vasca di
cristallizzazione (Giugno 2011, Luglio 2013), mentre nella vasca di cristallizzazione durante il
terzo ciclo annuale si ha un lungo periodo di diapausa (piu di un anno), nel mesocosmo allo stesso
tempo I’Artemia si ¢ riprodotta continuamente in generazioni successive per due anni.

In questa tesi ¢ stato proposto un modello, APHEMO, validato su due diverse situazioni
nello stesso tempo, con riscontri positivi in entrambi i casi. Questo modello puo essere utilizzato
come uno strumento per una gestione sostenibile della risorsa Artemia sia in natura che in
acquacoltura. Allo stesso modo, anche Jia e colleghi (2010) e Wear & Haslett (1986) hanno
utilizzato 1 loro modelli per stabilire una strategia di gestione sostenibile di questa risorsa, ¢ suo
utilizzo in acquacoltura. La crescente espansione nel settore dell’acquacoltura, ha portato ad una
maggiore richiesta di cisti da prelevare in natura (senza alcun criterio) portando ad un suo eccessivo
sfruttamento (Wurtsbaugh & Gliwicz, 2001). Considerando che nei grandi laghi come il GSL,
principale fornitore al livello mondiale di cisti insieme a pochi altri laghi, la ripresa di un ciclo
stagionale dipende dalla presenza di cisti, un eccessivo sfruttamento rischia di compromettere la

stagione di crescita successiva. Quindi risulta necessario avere maggiori dati sull’ecologia di questo
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crostaceo per una sua gestione sostenibile, o per studiare la possibilita, dal punto di vista meteo-
climatico ed ecologico, di inoculare questo Artropode in diversi ambienti ipersalini naturali o
artificiali.

Il modello elaborato in questa tesi, ¢ da considerarsi come un primo modello di Artemia, con
1 suoi limiti. Con APHEMO per il momento ¢ stata presa in considerazione solamente la fenologia
dell’Artemia, ma questo modello pud essere implementato prendendo in considerazione anche la
demografia. L’informazione che potrebbe dare la demografia, sarebbe quella di prevedere quanti
individui ¢ possibile togliere da un allevamento intensivo o da un ambiente naturale, senza
compromettere la dinamica di popolazione avendo una stima della densita di popolazione presente.
Una categoria di modelli che tiene in considerazione sia la fenologia che la demografia ¢
rappresentata dai modelli a ritardo distribuito. Infine si puo considerare la possibilita di utilizzare
APHEMO non solo per i laghi ipersalini caratterizzati da diapausa per salinita, ma anche per quelli
caratterizzati da diapausa per temperatura. Infatti sostituendo nella funzione di Heaviside al
parametro soglia di salinita un valore minimo di temperatura (caratteristico della popolazione
considerata e ricavato sempre da osservazioni in natura) al di sotto del quale I’Artemia non
sopravvive e va in diapausa, sarebbe possibile anche in questo caso utilizzare APHEMO.

Concludendo il modello APHEMO ¢ solo un primo modello di Artemia che pud essere

sicuramente migliorato e implementato aumentandone le sue potenzialita.
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