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1. INTRODUZIONE

1.1 Obiettivi della ricerca

L’attivita di ricerca condotta nell’ambito del corso di dottorato ha avuto 1’obiettivo di approfondire
le conoscenze su un particolare habitat costituito dalla comunita bentonica che si insedia nelle
biocostruzioni (reef) edificate dal polichete Sabellaria alveolata Linneo, 1767 (e per questo anche
denominate sabellarieti), presenti nel Canale di Sicilia del Mediterraneo centrale.

Tali formazioni costituiscono vere e proprie “scogliere” organogene anche imponenti ed estese in
aree costiere temperate e tropicali di tutto mondo. Considerati habitat preziosi essi vengono elencati
nell’allegato 1 della Direttiva Habitat (Council Directive EEC/92/43) come habitat marini da

proteggere per la designazione di aree speciali di conservazione.

| reef di S. alveolata vengono anche elencati tra le principali biocostruzioni presenti nel
Mediterraneo, all’interno del quale tuttavia appaiono ancora poco conosciuti e studiati, soprattutto
se confrontati con quelli atlantici. Lo studio di tali reef presenti in tre localita del Canale di Sicilia
rappresenta difatti 1’unico contributo alla conoscenza dei sabellarieti del Mediterraneo centrale,
unica segnalazione relativamente recente nella suddetta area, dopo il singolo record di Molinier &
Picard presso San Leone (Agrigento) nel 1953 a cui non e associato nessun approfondimento di

carattere faunistico o ecologico.

La ricerca ha contribuito a colmare le lacune esistenti in merito alle informazioni disponibili su
questo importante habitat marino nel bacino del Mediterraneo sostenendo una migliore

comprensione del biota associato a tale habitat.

Lo studio delle biocostruzioni del Canale ha inoltre aiutato a valorizzare questo habitat in una area
biogeografica di grande interesse ecologico, il Canale di Sicilia, uno dei punti a piu alta biodiversita
del Mediterraneo che grazie alle sue peculiari caratteristiche topografiche ed oceanografiche

favorisce la presenza di una notevole varieta di specie, pelagiche e bentoniche.
In dettaglio i principali obiettivi di questa tesi sono stati:

Obiettivo I: fornire un quadro di dati il pit possibile completo sulla specie costruttrice S. alveolata
e sulla coesistente S. spinulosa (Leuckart, 1849) segnalate nei reef del Canale di Sicilia. La
necessita di realizzare questa parte della ricerca e nata dalla mancanza di informazioni sulla capacita
delle due specie congeneriche di coesistere all’interno delle formazioni. Fino ad oggi infatti studi
disponibili sul Mediterraneo hanno suggerito che le due specie edificano reef rispettivamente nella
parte occidentale ed orientale del bacino. Inoltre tra le due specie si registra una differente
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disponibilita di dati morfologici, biologici e di distribuzione, con informazioni spesso meno
dettagliate per S. spinulosa rispetto che per S. alveolata considerata un modello biologico ed
ecologico nello studio del genere.

Obiettivo I1: analizzare la struttura dei reef ed identificare la fauna ad essi associata. Lo studio
degli assemblage delle specie presenti nelle formazioni e la possibilita di classificare le stesse in
“caratteristiche”, “preferenziali” o “rare”, ha permesso di valutare la peculiarita e la preziosita di tali
biocostruzioni nell’offrire benefici ecosistemici all’ambiente in cui si sviluppano, rappresentati
principalmente dal garantire riparo e dal costituire una fonte di cibo per i numerosi organismi che vi

abitano.

Al fine di raggiungere tali obiettivi, lo studio é stato condotto mediante un approccio
multidisciplinare con analisi tassonomiche integrate con osservazioni di microscopia elettronica
(SEM), microtomografia (Micro-ct) e analisi molecolari che hanno reso possibile 1’identificazione
dei principali taxa presenti. Analisi ecologiche-statistiche hanno permesso infine di testare i pattern
di distribuzioni delle principali specie identificate. Lo studio costituisce pertanto un esempio di
come la tassonomia tradizionale integrata con approcci moderni, costituisca il fondamento della
biologia utile allo studio della biodiversita su diversi livelli gerarchici (diversita intra-specifica,
inter-specifica, di comunita), alla risoluzione di ambiguita tassonomiche o alla segnalazione di
nuove specie. Infine la ricerca ha posto 1’attenzione sulla crescente consapevolezza dell’importanza
e della necessita di monitorare e proteggere la biodiversita, un tesoro per certi aspetti ancora

nascosto, mediante ogni forma di conservazione.

A tale riguardo la creazione di una collezione museale degli organismi bentonici campionati nei reef
e conservati presso il Museo di Zoologia «P. Doderlein» dell'Universita degli Studi di Palermo ha
voluto sottolineare la rilevanza della conservazione museale come archivio storico della
biodiversita, finalizzata alla catalogazione, alla valorizzazione e alla fruizione dei patrimoni
scientifici. In particolare la collezione realizzata, seppur necessita di minore entita, rappresenta un
riferimento per i futuri studi scientifici e tassonomici su alcuni gruppi di invertebrati marini del

Mediterraneo rinvenuti nei reef a Sabellaria spp.



1.2 Inquadramento geografico dell’area di studio: il Canale di Sicilia

Il presente studio e stato svolto in un settore centrale del Mar Mediterraneo: il Canale di Sicilia,

un’area compresa tra la costa meridionale della Sicilia e 1a costa settentrionale dell’ Africa (Fig. 1).
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Fig. 1 — Settori del Mar Mediterraneo - Catalogo Generale delle Carte Nautiche - Ist. Idr. della Marina

Il Canale di Sicilia é un tratto di mare dalla forma trapezoidale, che separa la Sicilia dalla Tunisia,
con una distanza minima tra le coste di circa 120 Km, registrata nella zona Nord Ovest, tra Mazara
del Vallo (Trapani, Italia) e Capo Bon (Tunisia), e una distanza massima (circa il triplo) raggiunta
nella zona Sud-Est, tra la costa libica e quella siciliana. Oggi & considerato uno dei punti a piu alta
biodiversita del Mediterraneo grazie alle sue peculiari caratteristiche topografiche ed
oceanografiche che favoriscono la presenza di una notevole varieta di specie pelagiche e bentoniche
(Bianchi & Morri, 2003; Bianchi, 2007; Garofalo et al., 2007; Bianchi et al., 2012). Dal punto di
vista topografico & una regione complessa costituita da due alti rilievi (Banco Avventura e
piattaforma Siculo-Maltese) separati da un bacino interno profondo. Il Canale costituisce una zona

di transizione, che connette il bacino occidentale del Mediterraneo con quello orientale (Astraldi et
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al., 1999; Gasparini et al., 2005). Esso e diviso da una cresta longitudinale in due canali, ciascuno
con differenti sezioni trasversali. Il canale sul lato siciliano € molto stretto e ha una profondita
massima di 430 m, mentre sul lato tunisino esso appare piu ampio e meno profondo, data la
profondita massima di circa 360 m. In generale, la batimetria della regione € molto complessa ed
esercita una forte influenza sulle masse d'acqua che scorrono attraverso il Canale (Astraldi et al.,
1999).

Nel Canale di Sicilia la circolazione pud essere schematizzata con un modello a due strati che
prevede il fluire verso Est della corrente Atlantica modificata (MAW, Modified Atlantic Water)
nello strato piu superficiale entrante nel Mediterraneo attraverso lo Stretto di Gibilterra con salinita
bassa, e il fluire verso Ovest della corrente intermedia proveniente dal Levante (LIW, Levantine
Intermediate Water) con salinita maggiore, che si muove in direzione opposta. A tali correnti si
aggiungono correnti profonde dalle differenti caratteristiche chimico-fisiche che determinano una

influenza sulla fauna locale (Napolitano et al., 2003; Béranger et al., 2005).

Il modello di circolazione prevede inoltre che in corrispondenza della parte piu occidentale del
Canale di Sicilia, seqguendo prevalentemente la costa nordafricana, la MAW si biforchi dando
origine alla “Atlantic lonian Stream” (AIS) (Robinson et al., 1999), una corrente che trasporta
acqua atlantica piu calda e meno salata verso il mar Ionio, e alla “Atlantic Tunisian Current” (ATC)

che fluisce verso la costa tunisina (Lermusiaux & Robinson, 2001; Béranger et al., 2005).

La circolazione nel Canale ¢ lo “specchio” della circolazione generale che interessa I’intero bacino
del Mediterraneo, caratterizzata dall’entrata, in corrispondenza di Gibilterra, di acque superficiali
atlantiche e dalla fuoriuscita di acque mediterranee profonde (Astraldi et al., 1999; Poulain &
Zambianchi, 2007). La salinita media ¢ di circa 38%o, in profondita si raggiungono 38,4%o0. La
temperatura della superficie varia dai 14°C in febbraio a 22-24°C in Giugno-Luglio (Robinson et
al., 1999; Gasparrini et al., 2005).

Un fenomeno tipico dell’area oggetto di studio ¢ I’'upwelling, ossia la risalita in superficie di acque
piu profonde indotta dal vento. Nel Canale di Sicilia tale caratteristica é evidenziata dalla presenza
di una striscia d’acqua relativamente fredda, che suggerisce la costante risalita di acqua sub-

superficiale (Piccioni et al., 1988; Drago & Sorgente, 2010).

L’insieme di tali caratteristiche idrografiche del Canale sembrano condizionare il ciclo riproduttivo
e la sopravvivenza di molte specie marine contribuendo, in modo diretto, alla dispersione, al
trasporto, alla ritenzione di uova e larve, all’arricchimento in nutrienti e alla concentrazione del cibo
(indotto da upwelling), e in modo indiretto inducendo il cambiamento delle caratteristiche chimico-

fisiche (temperatura, salinita, nutrienti) dell’area (Bakun, 1996, 1998; Cuttitta et al., 2003).
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Le caratteristiche oceaonografiche del Canale sembrano poter favorire il diffondersi dei reef di S.
alveolata, biocostruzioni che normalmente crescono parallelamente alla linea di costa, in direzione
delle principali correnti di marea e in presenza di acque da upwelling (Dubois et al., 2006),
nell'intertidale o nel subtidale poco profondo (De Grave & Whitaker, 1997) in condizioni
ambientali adeguate quali idrodinamismo e temperatura moderati, salinita mai troppo bassa e
disponibilita di substrati duri (Holt et al., 1998).

Eventuali differenze nella struttura e nella composizione faunistica dei reef potrebbero essere dovuti
alla posizione centrale del Canale nel bacino del Mediterraneo che svolge un ruolo cruciale nel
passaggio delle masse d’acqua e nel trasporto di organismi colonizzatori, o alla morfologia del
tratto di costa in esame caratterizzato prevalentemente da fondali sabbiosi localmente intervallati da
coste rocciose o0 da praterie di Posidonia oceanica (Linnaeus) Delile, 1813 (De Falco et al., 2003;
Garafolo et al., 2007).

Tuttavia attualmente pochi sono i dati posseduti in merito alla presenza e alla diversita dei reef nel
Canale di Sicilia. All’interno di tale area I’unica segnalazione di reef di Sabellaria alveolata
riguarda un singolo record di Molinier & Picard presso le coste di San Leone (Agrigento, costa
meridionale della Sicilia) nel 1953. Cio nonostante alla segnalazione non e associato nessun
approfondimento di carattere faunistico o ecologico, ad esclusione di poche informazioni
riguardanti 1’estensione della formazione (circa 50 m), la profondita (compresa tra 1-2,5 m), la
presenza di copertura algale in parti erose del reef e I’abbondanza al suo interno del sipunculide

Phascolosoma granulatum (Leuckart, 1828).

In Europa ai reef di S. alveolata é stata riconosciuta una importanza ecologica che ha promosso
specifiche forme di tutela a livello di piani di gestione e progetti locali. In particolare a seguito del
Piano d'Azione sulla Biodiversita adottato dal Regno Unito (Maddock, 2008), gli stati aderenti alla
Convenzione Ospar (Convention for the protection of the marine environment of the north-east
Atlantic), hanno inserito le biocostruzioni nelle liste degli habitat marini da tutelare (Appendice 1).
Tuttavia come conseguenza di informazioni incomplete sulla distribuzione dei reef nel
Mediterraneo, dovute anche alla vita limitata delle formazioni (pochi anni), nel bacino si registrano

ritardi nell’applicazione di piani di tutela.

12



1.3 Le biocostruzioni di Sabellaria alveolata (Linnaeus, 1767): caratteristiche strutturali ed

ecologiche

Una biocostruzione & una struttura edificata da esseri viventi che si eleva dal fondo verso la
superficie del mare e che modifica, sia fisicamente che ecologicamente, I’ambiente locale in cui si
trova. Si tratta di un ambiente caratterizzato dalla sovrapposizione di strutture biologiche che,
generazione dopo generazione, crescono le une sulle altre portando alla formazione di forme
biogeniche permanenti (Fagerstrom, 1987; Bianchi & Morri, 1996; Bianchi, 2001; Castro & Huber,
2011). Tutte le biocostruzioni, indipendentemente dalla loro origine, possiedono alcune
caratteristiche comuni come la complessita strutturale dipendente da aspetti biotici (natura della
specie biocostruttrice, ciclo riproduttivo, natura delle interazioni che essa sviluppa con altre specie)
e da fattori abiotici (morfologia e geologia dei fondali, profondita), e la rigidita strutturale data dalla
capacita degli organismi di depositare carbonato di calcio determinando una maggiore resistenza ad
agenti disgreganti o demolitori e dunque una maggiore stabilita dello stesso habitat nel tempo
(Chemello, 2009). Le biocostruzioni piu vistose ed imponenti vengono definiti “reef” (Bianchi,
2001), termine derivato dall’antico vocabolo nautico “rif”, indicante un pericolo per la navigazione
poiché costituito da un costone di roccia, di sabbia o di materiale biogeno (Wood, 1999). Nella
lingua italiana non sembra esistere un vocabolo etimologicamente affine al nome reef, tuttavia il
termine che piu si avvicina per significato e che viene utilizzato come sinonimo ¢ “scogliera”
(Bianchi, 2001), indicante un substrato roccioso 0 una concrezione biogenica (concrezioni
corallogeniche, banchi di bivalvi) che, originata da animali vivi o morti, fornisce habitat per altre
specie (Biondi et al., 2010).

Tra le biocostruzioni particolarmente diffuse e studiate in acque atlantiche, vi sono i reef edificati
dal polichete Sabellaria alveolta, specie definita ecosystem engineer, per la capacita di modificare
direttamente I'ambiente attraverso le proprie strutture fisiche dando vita a concrezioni sabbiose la
cui rigidita e garantita dall’unione di piccoli tubi di sabbia agglutinata (e non dalla deposizione
autogena di carbonato di calcio), morfologicamente molto complesse ed articolate che rendono piu
eterogeneo I’ambiente meso-infralitorale in cui si trovano (Jones et al., 1994; Bianchi, 2001;
Delbono et al., 2003; Braeckman et al., 2014). | reef di S. alveolata sono in grado di fornire
importanti benefici all’ecosistema in cui si sviluppano, come il filtraggio di grandi volumi di acqua,
la stabilizzazione di sedimenti, ’incremento della complessita topografica, l'approvvigionamento
alimentare e il rifugio per una serie di organismi bentonici marini (Jones et al., 1994; Rebele, 1994;
Dias & Paula, 2001; Delbono et al., 2003; Dubois et al., 2006; Desroy et. al., 2011). Se presenti nel

piano intertidale e in una fase di bassa marea essi sono in grado di mantenere al loro interno un
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elevato livello di umidita relativa che favorisce la protezione degli organismi associati contro la
disidratazione e I'esposizione diretta al sole (Dias & Paula, 2001; Ataide et al., 2014). Infine i reef
tendono a diminuire 1’erosione delle coste interagendo con le onde in arrivo e riducendo cosi la
forza che esse esercitano sulla costa (Pohler, 2004). Tali benefici possono avere effetti positivi
sull’ambiente in cui i reef si sviluppano per tempi piu lunghi della vita della specie costruttrice
stessa (Ayata et al., 2009).

Per edificare le biocostruzioni la specie costruttrice si insedia su substrati solidi, siano essi
conchiglie, piccoli e grandi massi o substrati rocciosi purche circondati da sabbia utilizzata
dall’animale per costruire i tubi (Allen et al., 2002); essa occasionalmente puo inoltre essere trovata
su gusci di Molluschi viventi o su fronde di alghe. La costruzione dei tubi é legata alla capacita che
la specie possiede di raccogliere i granelli di sabbia dall’ambiente circostante mediante sottili
tentacoli presenti nell’opercolo, organo mobile presente nella testa degli individui, e di trasportarli
fino all’organo costruttore. Quest’ultimo con una tipica struttura a forma di ferro di cavallo e
presente alla base dell’opercolo, € capace di manipolare e selezionare le particelle con
granulometria precisa ma senza particolari caratteristiche mineralogiche. Dati bibliografici riportano
la capacita di S. alveolata di costruire i tubi rifiutando granelli di sabbia di forma allungata,
appiattita o spigolosa che andrebbero ad impedirne il movimento e di scegliere granelli arrotondati e
ben levigati. Inoltre studi granulometrici hanno mostrano che i granelli si presentano di taglia
riconducibile alla misura dell’organo costruttore (Gruet, 1984; Naylor & Viles, 2000; Delbono et
al., 2003), la cui dimensione e correlata a sua volta al diametro dei singoli tubi e alla dimensione
degli individui (Vovelle, 1965). Secondo quanto riportato da Gruet (1984), nei primi tre anni di vita
dell’individuo, al crescere del diametro dell’organo costruttore cresce anche il diametro dei granuli

selezionati dall’organo raggiungendo dimensioni medie di 400-600 pm.

Appena selezionate, le particelle vengono fatte prima aderire con un adesivo proteico e
successivamente disposte sul bordo esterno del tubo (Becker et al., 2012). La sostanza adesiva viene
prodotta da due tipi di cellule cementatrici collocate nell’area toracica dell’animale. Essa sembra
essere ricca di Ca, Mg e P, sebbene ad oggi non si conosce ancora la sua completa composizione
(Gruet et al., 1987; Delbono et al., 2003). Attualmente infatti per Sabellaria alveolata sono state

identificate solo quattro proteine adesive, Sa-1, Sa-2, Sa-3° e Sa-3B (Becker et al., 2012).

Una volta formati i tubi la specie costruttrice adulta & capace di vivere al loro interno. | tubi
appaiono proporzionali alle dimensioni dell’organismo e quindi alla sua eta. Secondo quanto
riassunto in Allen et al. (2002), il tubo di un adulto di S. alveolata puo raggiungere i 4-8 cm di

lunghezza e un diametro gradulmente variabile nel tempo, pari a circa 2,75 mm ad un anno
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dall’insediamento, a 3,25 mm dopo 2 anni, a 3,75 mm dopo 3 anni e intorno a 4,0-5,0 mm dopo 4/5

anni di vita dell’individuo.

La loro aggregazione porta alla formazione dei reef altamente dinamici nella forma e nei processi di
sviluppo. Per quanto concerne la forma, essi infatti possiedono 3 strutture distinte: “strutture a
cuscinetto”, scogliere ¢ piattaforme (Dubois et al., 2002) la cui morfologia é il risultato di un
equilibrio tra processi di crescita, di interazioni biotiche tra le specie concomitanti, di distruzione
fisica (erosione) e di fasi di nuova crescita (Gruet, 1970; Gruet, 1971; Gruet, 1982; Gruet & Lassus,
1983; Gruet, 1984; Gruet, 1986; Gruet et al., 1987; Caline et al., 1992; Gruet & Bodeur, 1994;
Gruet & Bodeur, 1995; Gruet & Baudet 1997; Gruet & Bodeur, 1997; Jones et al., 1994; Rebele,
1994).

Per quanto riguarda la crescita essi mostrano un ciclo di vita, comune a tutti i Sabellaridi, che puo
raggiungere i 10 anni, distinto da alcuni autori in tre fasi (insediamento, crescita e distruzione)
(Gruet, 1982; Delbono et al., 2003) e da altri descritto con un modello a cinque fasi (Gruet &

Bodeur, 1995; Pearce et al., 2011), riassunti nella Figura 2.

La prima fase e legata alla presenza di un substrato solido generalmente roccioso, circondato da
sabbia dalla quale la specie puo selezionare i granelli per la costruzione dei tubi. Quest’ultimi Si
formano dapprima orizzontalmente per poi spostarsi verticalmente durante la fase di crescita, mossi
dalle correnti. Disposti verticalmente, i tubi cominciano ad aggregarsi formando cuscinetti che si
allungano perpendicolarmente alla direzione della corrente principale, crescono in direzione obliqua
per portare le loro aperture verso il lato piu riparato (Gruet & Bodeur, 1995). In seguito i tubi
crescono molto velocemente nella parte inferiore del reef e piu lentamente nella parte superiore
formando barriere che crescono nella direzione perpendicolare alla corrente principale. Le barriere
infine tendono ad unirsi formando vere piattaforme a crescita lenta ricoperte da alghe (Dubois et al.,
2002; Delbono et al., 2003).

Se le condizioni ambientali (temperatura, salinita, correnti etc.) sono ottimali, i reef possono
rimanere in una fase di stasi durante la quale portano numerosi benefici all’ambiente in cui si
trovano. E inoltre possibile che in condizioni di equlibrio avvenga un nuovo insediamento larvale
della specie costruttrice che facilita la crescita dei reef (Allen et al., 2002). La fase di distruzione
puo essere indotta da cambiamenti climatici, da disturbi di origine antropica come inquinamento o
attivita di acquacoltura, dal degrado fisico della barriera dovuto a calpestio, erosione e a
colonizzazione da parte di pesci, granchi, cozze e ostriche o dallo sviluppo di alghe verdi in risposta
alla eutrofizzazione (Vorberg, 1995; Dubois et al., 2002, 2006; Allen et al., 2002; Ayata et al.,
2009).
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|

FASE DI DISTRUZIONE
(parziale e/o totale)

Fig. 2 — Rappresentazione grafica delle cinque fasi di vita di un reef a Sabellaria (Pearce et al., 2011)

Durante il ciclo di sviluppo i reef crescono parallelamente alla linea di costa e alla direzione delle
principali correnti di marea, in aree caratterizzate da correnti idrodinamiche moderate con un
continuo apporto di sedimenti e granelli di sabbia di dimensioni variabili (Kirtley & Tanner, 1968;
Holt et al., 1998; Dubois et al., 2006). Le correnti elevate sembrano possedere un ruolo vantaggioso
durante la fase di formazione ed espansione del reef, mentre esse giocano un ruolo negativo durante

le restanti fasi di sviluppo poiché possono costituire un fattore di stress (Allen et al., 2002).

In generale le correnti di marea e le correnti indotte dal vento sono coinvolti nel processo
riproduttivo della specie costruttrice favorendo le fasi di insediamento e dispersione larvale
(Lagadeuc, 1992; Caley et al., 1996; VVorberg, 2000; Largier, 2003; Ellien et al., 2004; Dubois et al.,
2007; Ayata et al., 2009). | tassi di insediamento larvale aumentano quando le correnti di marea
aumentano; per gli organismi infatti € necessario che le larve raggiungano un habitat adatto per
terminare lo sviluppo (Ayata, 2010). Tuttavia alterando la circolazione locale, tali correnti possono
modificare notevolmente i modelli di dispersione larvale, diminuendo il successo dell’insediamento.
Recentemente studi condotti nel Canale della Manica hanno sottolineato che le correnti possono
agire sia come barriere per la dispersione larvale migliorando la ritenzione locale e I’insediamento,
sia favorire la concentrazione di larve provenienti da diverse popolazioni promuovendo la
connettivita tra le popolazioni (Ayata et al., 2009).
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La sopravvivenza e lo sviluppo delle larve di S. alveolata sembrano inoltre essere influenzati da
temperature medio-elevate in accordo con quanto dimostrato per diversi invertebrati bentonici
(Reitzel et al., 2004; Dubois et al., 2007).

Studi condotti su sabellarieti presenti lungo le coste atlantiche e pacifiche affermano che i reef di S.
alveolata si accrescono in range di temperatura variabili ma generalmente moderati (Holt et al.,
1998). Temperature molto basse, inferiori ai 5°C, sembrano indurre gravi effetti sulle popolazioni
bloccandone i processi di crescita (Gruet, 1982; Allen et al., 2002) mentre temperature troppe
clevate sembrano causare la distruzione dell’intera formazione (Zale & Merrifield, 1989). In
particolare studi condotti in Florida hanno mostrato che i reef di S. alveolata tollerano temperature
comprese tra 18-27°C, anche se essi tendono ad accrescersi pil velocemente a temperature
maggiori di 20°C (Zale & Merrifield, 1989). Tali intervalli di temperatura sembrano essere
confermati anche in studi condotti nel Mediterraneo per la specie congenerica S. spinulosa
(Leuckart, 1849) segnalata nel bacino, che a temperatura di circa 20°C ha mostrato un tasso di

crescita piu alto di S. alveolata (Lezzi et al., 2015).

Secondo quanto affermato da Allen et al. (2002) S. alveolata & una specie marina stenoalina capace
di tollerare valori di salinitd compresi intorno ai 30%o.. Tale dato puo essere confermato dalla nota
capacita dei Sabellaridi di tollerare intervalli di salinita compresi tra i 28-39%o (Zale & Merrifield,
1989; Pohler, 2004).

Studi condotti lungo la Baia di Mont-Saint-Michel (Francia), hanno dimostrato come i valori di
temperatura e salinita ottimali per lo sviluppo delle formazioni possano tuttavia variare in relazione
alla collocazione spaziale dei reef. In particolare, durante uno studio condotto nel mese di Giugno,
all’interno della baia, in presenza di correnti limitate, maree moderate e acque calde con
temperature > 17,5°C e salinita < 34,8 ppt si registravano alte concentrazioni di larve. Al contrario,
all’esterno della baia, in prossimita delle Isole Canale e del Canale della Manica, in mare aperto con
correnti piu elevate, temperature piu basse < 17,5°C e salinita piu alte > 34,8 ppt, le concentrazioni

larvali erano piu basse (Dubois et al., 2007).
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1.3.1 Distribuzione dei reef di S. alveolata in Atlantico e nel Mediterraneo

Le biocostruzioni edificate da specie appartenenti al genere Sabellaria sono conosciute in tutto il
mondo e distribuite nella regione temperata (Kirtley & Tanner, 1968). Negli anni esse sono state
segnalate in India (Achary, 1969, 1974), in Sud America (Fausto-Filho & Furtado, 1970; Bremec &
Lana, 1994; Nahuelhual et al., 2012), in Brasile (Lana & Gruet, 1989) ¢ nelle coste dell’ America
occidentale (Posey et al., 1984).

In Europa i reef sono edificati soprattutto dalla specie S. alveolata e si sviluppano principalmente
lungo le coste atlantiche settentrionali, dalle coste della Scozia fino alle coste del Portogallo
(Cunningham et al., 1984; Dias & Paula, 2001; Firth et al. 2015, Schlund et al., 2016). Essi sono
ampiamente distribuiti e studiati lungo le coste irlandesi e britanniche, in quest’ultimo caso
soprattutto sul versante sud-occidentale dell’isola, dove le acque appaiono relativamente piu calde
(Mettam, 1992; Bamber & Irving, 1997; Allen et al., 2002). Tuttavia le biocostruzioni piu grandi
d’Europa vengono segnalate nella baia di Mont Saint-Michel (Francia), con i circa 100 ettari (ha) di
estensione (Dubois et al., 2009; Desroy et al., 2011). | reef francesi costituiscono la principale fonte
di informazioni per la comprensione delle dinamiche interne a questo habitat, soprattutto in termini
di macrofauna associata (Gruet 1970, 1972a,b, 1977, 1982, 1986) (Fig. 3). In acque atlantiche essi

vengono infine segnalati lungo le coste del Marocco (Rouhi et al., 2007).

Anche la specie congenerica S. spinulosa lungo le coste atlantiche & in grado di formare reef,
generalmente di piu piccola entita, concentrati soprattutto nelle coste dell'Inghilterra e del Galles e
con una distribuzione piu sparsa in Scozia, Irlanda, Mar del Nord e Mare dei Wadden (Vorberg,
2000; Hendrick & Foster-Smith, 2006; Benson et al., 2013).

Nel bacino del Mediterraneo si registrano segnalazioni puntiformi; al suo interno fino ad oggi,
vengono registrate soltanto tre specie appartenenti al genere: S. alveolata, S. spinulosa e S. alcocki
Gravier 1906 (Castelli et al., 2008). Tra esse tuttavia solo S. alveolata sembra essere capace di
edificare reef di grandi dimensioni mentre le restanti due specie vengono descritte come solitarie.
Unica eccezione per reef edificati dalla specie S. spinulosa é rappresentata da costruzioni rinvenute
lungo le coste adriatiche del Gargano (costa settentrionale della Puglia) (Lezzi et al., 2015) e per
reef edificati da S. alcocki segnalati all’interno della area marina Torre del Cerrano (Abruzzo)

(Piano di Gestione del Sito di Interesse Comunitario IT7120215 “Torre del Cerrano™).

Biocostruzioni di S. alveolata sono state segnalate in passato lungo le coste di San Leone
(Agrigento-Canale di Sicilia) da Molinier & Picard (1953), nelle coste algerine (comm. pers. Péres
in Molinier & Picard, 1953), nelle coste mediterranee tirreniche da Taramelli-Rivosecchi (1961) e

nelle coste francesi da Bellan (1964). Segnalazioni piu recenti hanno interessato il Golfo di
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Castellammare (Trapani-Sicilia occidentale) (Sparla et al., 1992), il Golfo di Valencia (Porras et al.,

1996), la coste della Spagna sud-orientale (Garcin & Vachard, 1994), le coste ligure (Delbono et al.,

2003) e le coste laziali (Gambi et al., 1996; Nicoletti et al., 2001; La Porta et al., 2006, 2009).

In numerosi studi faunistici le tre specie del genere Sabellaria sono state elencate in check-list di

Policheti della fauna del Mar Ligure, del Mediterraneo orientale, dell’Adriatico e delle coste

albanesi, in cui tuttavia non viene specificata 1’esistenza di reef (Cantone et al., 1980; Morri et al.,
1992; Arvanitidis, 2000; Simboura & Zenetos, 2002; Giangrande et al., 2003; Denitto et al., 2007,
Mussat Sartor et al., 2007; Boncagni et al., 2009; Rabaoui et al., 2009; Sahin & Cmar, 2012;

Keklikoglou et al., 2013; Cinar et al., 2014, 2015; Mikac, 2015) (Fig. 4).
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Fig. 3 — Distribuzione di Sabellaria alveolata lungo le coste atlantiche europee.
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Mar Mediterraneo

W

Fig. 4 — Distribuzione di Sabellaria sp. nel Mediterraneo precedente a tale studio. Segnalazioni di reef negli ultimi 20
anni (rosso), risalenti agli anni ‘50-°60 (blu), segnalazioni delle specie come singoli esemplari (verde).
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1.4 La specie biocostruttrice: Sabellaria alveolata (Linnaeus, 1767)

1.4.1 Sistematica e caratteri diagnostici

Phylum: Annelida

Classe: Polychaeta Grube, 1850

Sottoclasse: Sedentaria Lamarck, 1818

Infraordine: Canalipalpata Rouse & Fauchald, 1997
Ordine: Terebellida sensu Rouse & Fauchald, 1997
Famiglia: Sabellariidae Johnston, 1865

Genere: Sabellaria Lamark, 1818

Specie: Sabellaria alveolata (Linnaeus, 1767) (Fig. 5)

Fig. 5 — Individui di Sabellaria alveolata all’interno di tubi
del reef

La classe Polychaeta Grube, 1850 rappresenta uno dei taxa piu significativi ed eterogenei del
macrozoobenthos costituito prevalentemente da organismi marini, parassiti, specie di acqua dolce e
da poche specie terrestri. Essi vengono considerati, insieme a Molluschi e Crostacei, uno dei piu
importanti gruppi di indicatori di qualita ambientale, determinante fondamentale nel funzionamento
degli ecosistemi marini come fonte di sostentamento per pesci ed invertebrati (Musco et al., 2004). |
Policheti costituiscono una delle tre classi del phylum degli Annelida, animali vermiformi,
celomati, con il corpo suddiviso in metameri (Baccetti et al., 1991). Il loro nome “Polychaeta” (poly
“molte” chaite “setole”), indica la presenza di appendici laterali ben sviluppate chiamati parapodi,

sui quali si inseriscono numerose setole.

| Policheti possiedono tipicamente dimensioni POLICHETI

® Prevalentemente marini
variabili dai 5 a 10 cm, tuttavia non mancano

s Corpo

individui di pochi millimetri o con lunghezza del segmentato

corpo superiore al metro (Baccetti et al., 1991; Rouse

® Coppie parapodi
per ogni

& Pleijel, 2001). Gli individui sono caratterizzati da e extse

Capo ben
differenziato con <
organi di senso

con organi di senso specializzati (Fig. 6). ben speciallzzati

un corpo segmentato e da un capo ben differenziato

Fig. 6 — Caratteri diagnostici classe Polychaeta
(Baccetti et al., 1991)
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| caratteri utili al riconoscimento dei taxa interni alla classe sono di seguito elencati (Fig. 7):

Fig. 7 — Suddivisione corpo classe

- Presenza/assenza di occhi sul Prostomio:
piuttosto rari in Policheti sedentari, presenti in

Palpi
Antenna singola o doppia coppia in Policheti erranti;
) Prostomio
© ' Peristomio - Presenza/assenza di antenne e palpi sul
Cirri Peristomiali
Segmento Prostomio, con funzione sensoria 0
Parapodio . .
Seta occasionamente alimentare;
Corpo segmentato Z - Faringe pit o meno estroflessa, dalla struttura
’ specifica per famiglia di appartenenza, con
strutture associate (mascelle, denti, strutture
chitinizzate) variabili nella forma (Fauchald,
A Pigidio 1977);
Ano
Cirri anali

- Peristomio con cirri peristomiali considerati

caratteri tassonomici per numero e posizione

Polychaeta (Fauchald, 1977) lungo i segmenti del corpo;

Parapodi presenti da entrambi i lati dei metameri del corpo, possono presentarsi biramosi
con un ramo dorsale denominato notopodio e uno ventrale chiamato neuropodio (Fig. 8) o
uniramosi con solo neuropodio (Fauchald, 1977). Ogni ramo & caratterizzato dalla presenza
di sete, occasionalmente definite chete (Capa et al., 2012; Dos Santos et al., 2014), strutture
formate da cellule ectodermiche e costituite da una banda di filamenti formati da
glicoproteine. 1l tipo, la forma e la posizione delle sete puo variare dalla larva all’adulto, ma
rimane sempre un importante carattere tassonomico discriminante a livello di famiglia. Sete

ad “uncino”, “lombate”, “a falce”, “pettinate” sono state individuate tra le specie. Le sete piu

semplici sono quelle dette “capillari”, sottili ed appuntite (Fauchald, 1977).

cirri dorsali

¥ == notopodio

<= neuropodio

Fig. 8 — Rappresentazione grafica della struttura del parapodio con ramo dorsale
(notopodio) e ventrale (neuropodio) (Baccetti et al., 1991) 22



| Policheti appartenenti alla famiglia Sabellaridae Johnston, 1865 vengono comunemente chiamati
“sandcastle worms” o “honeycomb worms” (Becker et al., 2012) per la capacita di dar vita a

biocostruzioni costituite essenzialmente da sabbia.

La famiglia inizialmente descritta sotto 1’ordine Sabellida, successivamente assegnata all’ordine
Terebellida da Savigny (1822), elencata nell’ordine Spionida da Dales (1967) e riconfermata tra i
Terebellida da Fauchald (1977) (Fauchald & Rouse, 1997), attualmente fa parte di una delle quattro
sottoclassi, Sedentaria Lamark 1809, in cui e suddivisa la classe Polychaeta.

I componenti della famiglia sono organismi tubicoli capaci di aggregare granelli di sabbia per
costruire tubi in cui essi stessi vivono o in cui molte specie di invertebrati trovano riparo e fonte di
cibo. Essi vivono in zone intertidali o a basse profondita, anche se non mancano specie capaci di

vivere ad elevate profondita.

Sulla base del loro ciclo vitale spesso sono stati classificati come individui “aggressivi”
(Sveshnikov, 1985), colonizzatori veloci, altamente competitivi, dall’alta fecondita e alta capacita di

dispersione (Giangrande, 1997).

Hutchings (2000) ha descritto il corpo dei membri della famiglia suddiviso in quattro sezioni
distinte: testa, torace, addome e pigidio. La testa o prostomio € costituita da un opercolo, organo
mobile dai numerosi tentacoli utilizzati per pulire 1’estremita del tubo in cui I’aniamle vive, capace
di garantire, proprio insieme al tubo, protezione dai predatori e dal disseccamento (nei casi in cui il
reef rimane in emersione a seguito delle escursioni di marea) (Eckelbarger, 1976; Capa et al., 2012).
Il prostomio e indistinto dal peristomio, visibile solo come labbra attorno alla bocca, al quale sono
associati palpi e organi nucali alla loro base. Alcuni Sabellaridi sono caratterizzati dalla
presenza/assenza di un’appendice prostomiale, 1’organo mediano, cospicuo in alcune specie e
piccolo in altre, descritto alla giunzione dorsale dei lobi opercolari quando questi non sono
completamente fusi o alla base dell'opercolo, nella parte anteriore, in specie con lobi fusi (Kirtley
1994; Lechapt & Kirtley, 1996; Dos Santos et al., 2014; Capa et al., 2015). All’interno del genere
Sabellaria la morfologia esterna dell’organo ¢ variabile. ESSO puo possedere forma conica, piatta o
lobata ed essere circondato da una densa fila di ciglia che con il loro movimento creano una locale
corrente utile al passaggio dell’acqua e alla nutrizione degli individui (Faroni-Perez et al., 2016). La
regione paratoracica & composta da 3-4 segmenti rudimentali con notopodi dalle chete semplici, da
brevi e cilindrici neuropodi e da branchie dorsali allungate. Il numero dei segmenti paratoracici in
passato e stato utilizzato come carattere per dividere la famiglia in due gruppi: la sottofamiglia
Sabellariinae con tre segmenti paratoracici e la sottofamiglia Lygdaminae con quattro segmenti
paratoracici (Kirtley, 1994; Rouse & Pleijel, 2006), oggi tuttavia raggruppati nell'unica famiglia
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Sabellariidae (Capa et al., 2012). L’addome € caratterizzato dalla presenza di parapodi composti da
un neuropodio corto e cilindrico, da un notopodio che si riduce e da branchie prolungate posizionate
dorsalmente. L'addome & caratterizzato da una inversione di forma delle chete (sete): ad uncino nei
notopodi e capillari nei neuropodi (Dos Santos et al., 2014). La coda o pigidio porta 1’ano (Dos
Santos et al., 2014) (Fig. 9).

La sistematica e la tassonomia della famiglia Sabellariidae sono state riesaminate da Kirtley (1994),
e negli ultimi anni da molti altri autori (Capa et al., 2012; Hutchings et al., 2012; Dos Santos et al.,
2014; Nishi et al. 2015). Attualmente, la famiglia comprende 12 generi tra cui € incluso il genere
Sabellaria distinto per i caratteri del prostomio, soprattutto in termini di strutture opercolari
(Kirtley, 1994; Nishi et al., 2010; Capa et al., 2012; Nishi et al., 2015).

Il genere Sabellaria Lamarck, 1818 & rappresentato da 41 specie cosmopolite, ampiamente
distribuiti in tutto il mondo soprattutto in aree intertidali o subtidali (Kirtley, 1994; Nishi et al.,
2010; Nishi et al., 2015; Read & Fauchald, 2015), capaci di vivere anche in range di profondita
compresi tra 0-254 m (Kirtley, 1994). Il genere si differenzia per un opercolo diviso in lobi
simmetrici con pale ben sviluppate organizzate in tre file concentriche, e per la presenza di tre
segmenti paratoracici biramosi con sete appiattite (Fauvel, 1927; Kirtley, 1994; Nishi et al., 2004;
Capa et al., 2012; Dos Santos et al., 2014).

Peristomio indistinto

Segmento 2
Branchia
Regione — ~ .

i Notopodio con
chete

Notopodio con
uncini

Fig. 9 — Distinzione parti corpo dei membri della famiglia Sabellariidae (Capa
etal., 2012)
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Le specie gregarie sono capaci di insediarsi le une accanto alle altre all’interno dei tubi da loro
stessi costruiti (Relini, 2009) formando biocostruzioni in grado a loro volta di accrescersi e di
colonizzare vaste aree lungo la costa, dove le condizioni idrodinamiche e il tipo di sedimento
supportano gli aggregati (Dos Santos et al., 2014). Le specie di Sabellaria presentano un corpo
suddiviso in 4 porzioni perfettamente identificabili alle regioni del corpo dei membri dell’intera
famiglia Sabellariidae. Tuttavia particolare rilevanza diagnostica assumono 1’opercolo
completamente suddiviso in due lobi simmetrici con tre file di pale concentriche e la regione
paratoracica costituita da tre segmenti (Kirtley, 1994; Nishi et al., 2004; Dos Santos et al., 2011;
Capa et al., 2012). Il limite tra le due porzioni e delimitato dall’organo costruttore, un organo a
forma di ferro di cavallo importante nello studio della crescita degli individui. Uno studio condotto
da Gruet (1984) su individui di S. alveolata di diverse dimensioni, ha infatti dimostrato che la
crescita in altezza dell’organo costruttore ¢ direttamente proporzionale alla crescita dell’individuo.
Secondo tale studio, lo sviluppo interno dell’organo ¢ visibile dalla crescita del diametro opercolare

dell’individuo e risulta piuttosto rapido durante i primi tre anni della vita della specie.
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1.4.2 L’opercolo in Sabellaria sp.

Tutte le specie appartenenti al genere Sabellaria condividono la presenza di un opercolo con una
lunghezza simile alla larghezza (Capa et al., 2012), situato all’estremita anteriore di due lobi
“peristomiali o opercolari” (Ebling, 1945). Ogni lobo peristomiale (Fig. 10) supporta una fila di
tentacoli (TF) su ogni faccia ventrale. Posteriormente il lobo € bordato da un segmento ridotto
seguito da tre segmenti chitinosi, ognuno dei quali supporta una branchia cirriforme dorsale (B) e
un notopodio nella forma di una lamella laterale chitinosa che diventa progressivamente piu larga
nei segmenti posteriori e che possiede circa sei chete a forma di remo (DC). Ventralmente il
parapodio forma una cresta neuropodiale che sostiene anche un gruppo di chete (VC). Ventralmente
il segmento 1 si fonde con i lobi peristomiali nella regione boccale (Peristomio). Le labbra inferiori
della bocca sono circondati dall’organo costruttore a forma di ferro di cavallo, che si osserva
lateralmente nella Fig. 10 (BO). Esso supporta un piccolo lobo chitinoso su ogni lato. Il quinto
segmento post-peristomiale e il successivo segmento hanno branchie cospicue; il notopodio &
rappresentato da una riga (U) che supporta una fila di numerosi ganci o uncini dentati. Ventralmente
ad ogni riga il neuropodio é rappresentato da un piccolo ciuffo chitinoso sospeso sul lato esterno da
un cirro (C).

L’opercolo ¢ circondato alla base da un anello di papille coniche (P). Esso consiste di due dischi

semilunari, ognuna comprendente tre file di chete a forma di mezza luna (Ebling, 1945).

TF: filamenti tentacolari

P: papille formanti un anello attorno alla base
dell’opercolo

L: lobi peristomali
BO: organo costruttore
B: branchia

® DC: chete dorsali

VC: chete ventrali

U: lobi uncinati

C: cirri ventrali
Fig. 10 — Vista laterale sinistra della regione anteriore di Sabellaria alveolata (Ebling, 1945)

Ogni disco e formato da lame o pale distinte in esterne (O), medie (M) se rivolte verso I’esterno e
interne (I) se rivolte verso I’interno dell’anello (Fig. 11). Le pale opercolari esterne (O) si
presentano numerose, disposte in semicerchio; genicolate con lame piatte, con margini distali lisci o
denticolati, spesso con piume mediane. Le pale mediane (M) generalmente genicolate mostrano

margini scavati o lisci, appuntiti all’esterno. Pale interne (I) di varia forma sono disposte come due
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anelli in una o due file concentriche (Fig. 11) (Capa et al., 2012). All’interno di ogni lobo
opercolare vi sono due paia di “sacchi” chitinosi disposti longitudinalmente dal quale si originano le
pale. Le pale esterne derivano dai sacchi esterni mentre quelle medie ed interne derivano dai sacchi
interni (Fig. 12) (Ebling, 1945).

O, fila esterna di chete

M, fila mediana di chete

I, fila interna di chete

D, margine dorsale

V, margine ventrale

LC, chete in fase di distaccamento

e IS, sacchi interni
e OS, sacchi esterni

TEXT-FIG. 3.

Fig. 12 — Sezione longitudinale del lobo opercolare; dettaglio forma e posizione sacchi opercolari (Ebling, 1945)
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1.4.3 Descrizione sistema alimentazione in S. alveolata

Le specie appartenenti al genere Sabellaria costituiscono un elemento importante della rete trofica
degli ecosistemi che riescono a colonizzare, come dimostrato da studi condotti su Sabellaria
alveolata considerata un modello nello studio del genere (Dubois et al., 2005). Si tratta di organismi
filtratori sospensivori capaci di nutrirsi delle particelle sospese in acqua, catturate attraverso il
battito delle ciglia e filtrate attraverso un canale alimentare. Tuttavia la mancanza di dati completi
riguardanti i meccanismi di alimentazione hanno impedito nel tempo di descrivere con precisione il
loro ruolo ecologico. Descrizione impedita anche dalla mancanza in letteratura, come sottolineato
da Mastrodonato et al., (2005), in generale per il taxon dei Policheti, di dati sulla struttura
dell'epidermide e sulla produzione e composizione del muco che riveste il corpo di molti Policheti e

considerato mezzo di resistenza allo stress esterno.

Inoltre pochi dati anatomici si possiedono su altre specie appartenenti al genere come S. spinulosa,
e cio impedisce un confronto morfologico utile alla comprensione degli adattamenti funzionali che
le specie possono sviluppare per aumentare la probabilita di sopravvivenza all’interno dei reef, di

difesa dai predatori e di successo riproduttivo (Culloty et al., 2010).

L’apparato alimentare ¢ composto da due parti inserite ventralmente sui due lobi presenti nel
prostomio (Fig. 13, CL). Su ogni lobo, un solco primario (PG) raccoglie le particelle e i piccoli
granelli di sabbia da condurre alla bocca. Ognuno dei due solchi primari & suddiviso in solchi
secondari (SG) che portano sul bordo i tentacoli (T). Quest’ultimi grazie al loro battito, creano
correnti d’acqua verso la parte mediana della regione anteriore dell’animale, trasportando cibo
costituito da fitoplacton (Fauchald, 1977). Studi recenti hanno dimostrato che Sabellaria alveolata
possiede tentacoli della lunghezza di 55-60 um che riescono a trattenere particelle > 4um (Dubois
et al., 2005). Ogni filamento possiede un’ampia fila di 10 um di ciglia frontali e due file di 40 um di
ciglia laterali, inserite in ogni lato dei tentacoli. Le ciglia laterali fungono da pompa capace di far
fluire le particelle di cibo verso le ciglia frontali. Tra le ciglia frontali sono visibili pori secretori di
cellule mucose che grazie alla produzione di muco, trattengono le particelle e le conducono fino ai
solchi (PG). Da qui le particelle verranno condotte fino alle labbra boccali (L) dove verranno
manipolate per I’espulsione dei granuli di sabbia che verranno invece trasportati fino all’organo

costruttore dove verranno selezionati per la costruzione del tubo.

Dalla bocca le particelle piu fine vengono poi trasportate ed ingerite lungo il tratto alimentare. In S.
alveolata 1’apparato digerente ¢ costituito da 4 porzioni (Fig. 14): I’esofago esteso lungo i segmenti
paratoracici, il ventriglio (dilatazione del tratto anteriore dell’intestino con pareti spesse rivestite da
chitina) presente nei primi quattro segmenti addominali con muscoli trituratori, I’intestino esteso
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nella restante porzione dell’addome capace di assorbire le particelle nutritive, e il retto che percorre
la regione caudale fino all’ano permettendo 1’eliminazione delle sostanze di rifiuto (Vovelle, 1965;
Michell, 1977).

Fig. 13 — Sabellaria alveolata. (a) Visione ventrale della regione anteriore, tentacoli non mostrati. CL, Lobi celefatici
centrali; CF, pavimento celefatico; PG, solco primario; SG, solco secondario; P, palpo; B, bocca; L, labbra interne ed
esterne; BO, organo costruttore; TS, primo segmento toracico. (b) Fotografia dei (T) tentacoli di un individuio vivente
(Dubois et al., 2005).

Fig. 14 — Sabellaria alveolata. (a) Visione ventrale, (b) visione laterale delle
quattro porzioni del tratto digestivo. OE, esofago; G, ventriglio; Al, intestino
anteriore; Pl, intestino posteriore; R, retto (Michell, 1977).
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1.4.4 Ciclo vitale in Sabellaria sp.

La comprensione del ciclo di vita delle specie di Sabellaria e fondamentale per la gestione e la
protezione efficace degli habitat che essa edifica. Conoscere i tempi e la frequenza delle fasi di un
ciclo riproduttivo puo infatti favorire la comprensione dello sviluppo dei reef e dei possibili impatti
che di contro potrebbero danneggiarli (Pearce et al., 2011). Tuttavia la biologia di questa specie ha

ricevuto relativamente poca attenzione nel tempo (Culloty et al., 2010).

Studi svolti in reef dell’Atlantico occidentale affermano che S. alveolata & capace di riprodursi
durante tutto I’anno anche se mostra due picchi riproduttivi principali generalmente nei mesi
Marzo-Aprile e Luglio-Settembre (Ayata et al., 2009, 2010), con la fase di rilascio delle uova
concentrata tra i mesi di Febbraio e Aprile (Eckelbarger, 1976; George & Warwick, 1985; Pearce et
al., 2007). Tuttavia e stato osservato che lungo le coste nord-occidentale della Francia S. alveolata
puo essere in grado di riprodursi anche in inverno grazie a riserve di cibo sufficienti (Gruet &
Lassus, 1983; Culloty et al., 2010).

La capacita di riprodursi durante tutto 1’anno con picchi riproduttivi registrati principalmente nel
periodo primaverile-estivo e stata confermata anche per S. spinulosa in studi condotti lungo le coste
Adriatiche del Mediterraneo (Lezzi et al., 2015). Tuttavia la fase di rilascio delle uova puo risalire
al periodo Gennaio-Marzo (Wilson, 1970) o essere riconducibile ai mesi di Marzo-Aprile e Luglio-
Settembre (Ayata et al., 2009). Per gli individui di S. spinulosa subtidali presenti nel sud-ovest
dell'Inghilterra, il rilascio delle uova dovrebbe avvenire quando il mare e ancora freddo, tra Gennaio
e Marzo (Culloty et al., 2010).

La riproduzione e esclusivamente sessuale come in tutti i membri della famiglia, a sessi separati,
con sperma e uova rilasciati in mare a meta estate (Kirtley, 1968; Culloty et al., 2010). Gli
individui, prima di liberare i gameti, si presentano con addome di colore bianco opaco se maschi e
di colore violaceo se femmine. Essi acquistano tendenzialmente un colore arancio-marrone ad
espulsione avvenuta. Cio nonostante differenziare i sessi in base alla loro colorazione sembra essere
altamente improbabile (Wilson, 1929; Wilson, 1968a; Wilson, 1971; Gruet & Lassus, 1983; Culloty
etal., 2010; Pearce et al., 2011; Lezzi et al., 2015).

Il ciclo vitale del genere Sabellaria e costituito da piu fasi che vedono il rilascio dei gameti, lo
sviluppo delle larve planctoniche, la metamorfosi della larva in individuo giovane sedentario e la

crescita dell’individuo adulto bentonico (Pearce et al., 2011) (Fig. 15).
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Fig. 15 — Rappresentazione grafica delle 5 fasi del ciclo riproduttivo S. spinulosa (Pearce et al., 2011).

Sabellaria alveolata mostra uova dalle maggiori dimensioni rispetto alla congenerica S. spinulosa
(Wilson, 1929). Quest’ultima tuttavia mostra uova piccole ma dal differente diametro: uova dal
diametro di circa 100 um sono state descritte da Lezzi et al. (2015) in studi mediterranei, mentre
uova con diametro di 50 pm o 150 pum sono stati segnalati rispettivamente da Wilson (1929) e
Pearce et al. (2011) in acque atlantiche. Gli spermatozoi hanno una forma primitiva con una punta
lunga assottigliata, forse per favorire il movimento nella colonna d’acqua. Il numero di uova
prodotte probabilmente viene influenzato da fattori ecologici quali la dimensione della popolazione
e la disponibilita di cibo (Giangrande, 1997). Tuttavia sembra che per il genere Sabellaria i tassi di
deposizione delle uova aumentino con I’aumentare della temperatura (Culloty et al., 2010) a
differenza di molti altri Policheti la cui deposizione sembra essere influenzata dalle correnti di
marea (Bentley & Pacey, 1992; Olive, 1992).

Circa 10-12 ore dopo la fecondazione, I'embrione perde il suo vischioso rivestimento e si schiude
divenendo una semplice larva trocofora con brevi ciglia nella parte superiore (Zale & Merrifield,
1989). Per specie di S. spinulosa adriatiche, sembra che la larva trocofora possa essere osservata 2

giorni dopo la fecondazione (Lezzi et al., 2015).

La metamorfosi larvale dura dalle 4 alle 36 settimane, sebbene nella maggior parte dei casi sembra
che il giovane individui si formi alla ottava (Wilson, 1970; Ayata et al., 2009) o tra la quarta e la
decima settimana (Dubois et al., 2007). Questa lunga fase planctonica sembra aumentare il
potenziale di dispersione delle specie. La dispersione pud essere vantaggiosa in quanto agisce per

ridurre la competizione per il cibo e per lo spazio e per facilitare la colonizzazione di nuove aree,
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ma svantaggiosa perché le larve rischiano di essere trasportate in ambienti meno ospitali (Pechenik,
1999).

Alcuni autori hanno descritto lo sviluppo larvale di S. alveolata distinto in quattro stadi (Cazaux,
1964; Wilson, 1968b; Dubois et al., 2007; Brinkmann & Wanninger, 2010):

* Fase 1: larva trocofora, 90-120 pum di lunghezza, priva di segmentazione;
* Fase 2: giovane larva metatrocofora, 120-350 pm, con apparizione del segmento addominale;

« Fase 3: larva metatrocofora adulta, 350-500 um, con una pigmentazione piu scura, un incremento

nella segmentazione addominale e la formazione di due gemme tentacolari;

» Fase 4: larva pronta per l'insediamento, piu di 500 pum, con grandi segmenti addominali,

allungamento dei palpi tentacolari e formazione delle future pale.

La metatrocofora e lo stadio avanzato dello sviluppo della trocofora; dopo parecchie settimane di
vita planctonica, la trocofora perde le ciglia, cade sul fondo e qui assume un definitivo aspetto
vermiforme; inoltre essa comincia a strisciare e ad esplorare il fondo, alla ricerca di sabbia per
costruire il tubo (Relini, 2009; Lezzi et al., 2015).

Per gli organismi, € necessario che le larve raggiungono un habitat adatto per terminare lo sviluppo

larvale; fase favorita in condizioni di correnti di marea elevate (Ayata, 2010).

Gli individui giovani misurano circa 700 pum in lunghezza. Essi inizialmente sviluppano una
struttura opercolare formata esclusivamente da due file di pale e da due tentacoli. Con lo sviluppo,
pale e tentacoli crescono nel numero e mutano nella forma. | tentacoli anteriori vengono utilizzati
per raccogliere granelli di sedimento, mentre le pale sono utilizzate nella manipolazione dei granelli
durante la costruzione del tubo. Dopo circa 2 mesi, ’opercolo completa il suo sviluppo e
I’individuo diviene adulto. Ogni individuo puo definirsi maturo dopo circa un anno. Esso riesce a
vivere 4-5 anni (Ayata, 2010), anche se secondo alcuni autori, la vita puo allungarsi fino a 10 anni
(Wilson, 1971).
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1.5 Cenni sui principali taxa associati ai reef di S. alveolata

Le biocostruzioni edificate da S. alveolata, morfologicamente molto complesse e articolate, sono in
grado di fornire importanti benefici all’ecosistema in cui si sviluppano. Tra essi, in particolar modo,
si registra la capacita di controllare direttamente o indirettamente la disponibilita di risorse per altri
individui e di creare habitat per altri organismi modificando 1’ambiente in cui si accrescono (Jones
et al., 1994; Dias & Paula, 2001; Delbono et al., 2003; Dubois et al., 2006; Desroy et. al., 2011).
Offrendo un habitat favorevole a molti altri invertebrati, i reef possono incrementare la biodiversita
locale. Molti degli organismi associati alle biocostruzioni non si limitano a essere semplici residenti
(dwellers) ma ricoprono ruoli importanti per la biocostruzione stessa (Bianchi, 2001). Studi hanno
dimostrato che esiste una relazione inversa tra la densita di Sabellaria ¢ I’abbondanza della fauna
associata ai suoi reef. Quando la densita della specie costruttrice € elevata, i policheti competono
con le altre specie soprattutto nella filtrazione del cibo, mentre quando la densita e piu bassa, la
competizione si riduce e la presenza di tubi vuoti favorisce la colonizzazione da parte di altri
organismi, capaci di insediarsi anche negli interstizi (Gruet, 1970; Relini, 2009; Schlund et al.,
2016). L abbondanza della fauna sembra essere influenzata anche dalla complessita strutturale del
reef, data dalla presenza di cavita, intercapedini, tubi rimasti vuoti in numero e dimensioni variabili
(Gruet, 1984). In studi condotti in acque atlantiche, una grande varieta di taxa é stata riportata in
associazione a questo habitat (Dauvin & Delhay, 2010; Dias & Paula, 2001; Dubois et al., 2002,
2006; Desroy et al., 2011; Echavarri-Erasun et al., 2007). In particolare si segnala la presenza di
Molluschi, come mitili (Mytilus edulis Linnaeus, 1758) e ostriche (Crassostrea gigas Thunberg,
1793), Sipunculidi (Golfingia vulgaris de Blainville, 1827), Poriferi, Briozoi e Cnidari. Tra i
Crostacei, Decapodi (Hemigrapsus takanoi Asakura & Watanabe, 2005), Tanaidacei
(Parasinelobus chevreuxi Dollfus 1898), Isopodi (Campecopea hirsuta Montagu, 1804) e Anfipodi
(Jassa marmorata Holmes, 1905). Tuttavia, la maggior parte della fauna associata € solitamente
rappresentata da altri Policheti costituiti principalmente dalle famiglie: Phyllodocidae Orsted, 1843,
Syllidae Grube, 1850 e Nereididae Blainville, 1818. Anche in Mediterraneo la fauna associata
sembra essere prevalentemente costituita da Molluschi, Crostacei e soprattutto da Policheti, meglio
rappresentati da specie come Nereis falsa Quatrefages, 1866 (fam. Nereididae) e Eulalia viridis
(Linnaeus, 1767) (fam. Phyllodocidae), abili predatori capaci di nutrirsi di S. alveolata (Porras et
al., 1996; La Porta et al., 2009).

Tra le specie associate ai reef di S. alveolata molte vengono descritte come preferenziali, mentre
poche vengono riportate come esclusive (sensu Pérés & Picard, 1964). Tra quest’ultime si annovera

il Fillodocide Eulalia ornata, una delle 60 specie appartenenti al genere Eulalia Savigny, 1822,
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attualmente registrato nei reef atlantici di S. alveolata come specie stabilmente presente, la cui
costante abbondanza fa di queste formazioni un habitat particolarmente favorevole al suo
insediamento (Pleijel & Dales, 1991; Pleijel, 1993; Dubois et al., 2003; Mayer, 2012). Si tratta di
una specie intertidale occasionalmente ritrovata nelle crepe di substrati duri, e, come molti
Fillodocidi, definita raptorial feeder, ossia specie carnivora capace di nutrirsi di altri
microinvertebrati grazie alla estroflessione rapida della faringe comunemente supportata da
mascelle chitinose (Samaniego & Borroy, 2012).

Attualmente il range di E. ornata comprende la parte occidentale del Mare del Nord e I'Atlantico
orientale, dalle Isole Britanniche alla costa iberica. La specie appare particolarmente comune lungo
la Manica e la costa atlantica francese (Heip & Niermann 1989; Pleijel, 1993; Eibye-Jacobsen,
1989; Dauvin et al., 2003; Serrano & Preciado, 2006). Inoltre essa é stata registrata lungo la costa
atlantica del Marocco (Fauvel, 1936) e in Giappone (Imajima, 2003), anche se questo ultimo record
richiederebbe un’ulteriore conferma dopo un confronto con la specie congenerica E. gemina Kato &
Mawatari, 2001, endemica, morfologicamente simile e particolarmente diffusa nelle acque
giapponesi.

Prima del presente studio E. ornata non era stata elencata tra le otto specie del genere presenti nel
Mediterraneo (Coll et al., 2010). Di contro, in associazione con i reef di S. alveolata del
Mediterraneo centro-occidentale veniva comunemente segnalata la congenerica E. viridis (La Porta
& Nicoletti, 2009; Marzialetti et al., 2009; Porras et al., 1996), taxon definito problematico da
Bonse et al. (1996) per la somiglianza morfologica e la distribuzione a tratti sovrapposta con alcune

specie congeneriche come E. clavigera (Audouin & Milne Edwards, 1833) e la stessa E. ornata.

Eulalia viridis possiede caratteri morfologici molto simili a quelli di E. ornata che in passato hanno
creato confusione nel discriminare le due specie (Bergstrom, 1914; Eibye-Jacobsen, 1991). Eulalia
ornata venne infatti originariamente descritta da Saint-Joseph (1888) (Fig. 16) come una specie
atlantica morfologicamente simile a E. viridis, da cui si differenziava per il segmento buccale molto
pronunciato, per il cirro anale ben sviluppato e per la colorazione del corpo con due bande verdi ben
distinte lungo tutto il corpo. Successivamente, Mcintosh (1908) aveva indicato la specie come
varieta di E. viridis in quanto non aveva trovato i caratteri sopra citati sufficientemente distinguibili
tra le due specie. Nel 1915 Allen mise in dubbio la revisione proposta da McIntosh (1908), e riportd
E. ornata come specie valida. Tuttavia Fauvel (1923) tra le specie della fauna francese, ritorno ad
elencare solo E. viridis come specie valida mentre indico E. ornata come varieta di quest’ultima (E.
viridis var. ornata). Tali incongruenze tassonomiche nel discriminare le specie furono

probabilmente causate da uno sviluppo tardivo, comune nel genere Eulalia, dell'antenna mediana e
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dei cirri tentacolari del terzo segmento del corpo, caratteri tassonomici chiave per 1’identificazione
delle specie, come sostenuto da Pleijel (1991). Lo stesso autore nel 1993 descrisse E. ornata come
specie morfologicamente distinguibile da E. viridis per la presenza di cirri dorsali appuntiti dalla
lunghezza ben definita e per un distinto pattern di colorazione caratterizzato da due paia di bande

trasversali verde-oliva e macchie scure mediane lungo i segmenti del corpo (Fig. 17).

Fig. 158161, Eulalia ornala n, s.

Fig. 158. Téte et premiers segments. X 20.

Fig. 159. Segment du milieu du corps pour montrer le dessin dorsal,
Fig. 160. Cirre dorsal. X 30.

Fig. 161. Segment anal, X 33.

Fig. 16 — Iconografia di E. ornata di Saint-Joseph (1888) Fig. 17 — Iconografia di E. ornata di Pleijel (1993)

La difficolta di distinzione delle due specie congeneriche puo essere conseguenza anche di areali
non chiaramente distinti. L’areale di E. viridis € infatti apparso a tratti sovrapponibile con quello di
E. ornata (Fig. 18), con E. viridis segnalata dalle coste della Svezia fino al Marocco,
occasionalmente riportata lungo le coste della Groelnlandia, le coste orientali del Canada e della
Columbia Britannica (Bonse et al., 1996; Baldwin et al., 2014). In passato E. viridis € stata inoltre
riportata piu volte negli ambienti poco profondi del Mediterraneo e nel Mar Nero (Fauvel, 1923;
Pleijel, 1993; Ergen & Cinar, 1997; Cinar & Gonllgur-Demirci, 2005; Castelli et al., 2008).
Tuttavia, secondo alcuni autori (Bonse et al., 1996; Cinar & Gonltgur-Demirci, 2005), i record del
Mediterraneo e dell’Atlantico orientale potrebbero riferirsi alla specie congenerica Eulalia
clavigera (Audouin & Milne-Edwards, 1833), mentre E. viridis dovrebbe essere probabilmente
limitata al Mare del Nord e alla costa scandinava. Ci0d viene testimoniato e avvalorato dai piu
recenti documenti faunistici che non menzionano E. viridis tra i policheti mediterranei e che
suggeriscono una revisione delle precedenti segnalazioni della specie al di fuori dell'area
scandinava (Kurt Sahin & Cinar, 2012; Cinar et al., 2011, 2014; Cinar, 2013; Dorgham et al., 2014;
Mikac, 2015). Cosi come accaduto per E. ornata, anche I’identificazione di E. viridis ha destato

alcune difficolta rispetto alla sua vicariante atlanto-mediterranea E. clavigera mostrante caratteri
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morfologici simili. Eulalia clavigera e una specie registrata lungo le coste della Gran Bretagna,
della Spagna e del Mediterraneo orientale (Fig. 18). Vive tra alghe, mitili, balani, in crepe, su
scogliere rocciose, su scogliere di Dendropoma cristatum (Biondi, 1859), praterie di Posidonia

oceanica e formazioni coralligene. Fino ad ora non € mai stata elencata tra le specie associate ai reef
di S. alveolata (Bonse et al., 1996; Viéitez et al., 2004; Cinar et al., 2005).

FEulalia ornata
Eulalia viridis
Eulalia clavigera

Fig. 18 — Distribuzione Atlantico-Mediterranea di E. viridis conosciuta
precedentemente a tale ricerca e apparsa a tratti sovrapposta con la
distribuzione di due specie congeneriche (E. ornata ed E. clavigera).
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2. MATERIALI E METODI

2.1 Area di studio e Campionamento

La campagna di campionamento é stata condotta nel Giugno 2013 lungo il Canale di Sicilia
(Mediterraneo centrale) in un tratto della costa sud-occidentale dell’isola lungo circa 190 km, in tre
localita: Triscina-TR (37.58° N, 12.80° E), Eraclea Minoa-EM (37.39° N, 13.28° E) e Donnalucata-
DL (36.75° N, 14.64° E) (Fig. 19) distanti rispettivamente 50 km Triscina- Eraclea Minoa e 140 km
Eraclea Minoa-Donnalucata. La costa siciliana si presentava bassa, caratterizzata da fondali
sabbiosi localmente intervallati da praterie di Posidonia oceanica (Linnaeus) Delile, 1813 presente
in particolare a Triscina, e da coste rocciose. Essa era interessata dallo scorrere di diversi fiumi e da

una escursione di marea limitata a pochi centimetri.

| prelevamenti sono stati svolti durante immersioni, mediante tecniche di carotaggio; tali tecniche si
rilevano particolarmente adatte al prelievo di campioni di macrobenthos poiché non provocano
significativi disturbi ai campioni, causano un dilavamento del materiale relativamente limitato e

mantengono inalterata la stratificazione presente nei campioni.

Per ogni localita sono stati prelevati 8 porzioni di biocostruzione (10x10x10 cm) scelti in maniera
random da due siti vicini indicati con le sigle TR1/TR2 per Triscina, EM1/EM2 per Eraclea Minoa
e DL1/DL2 per Donnalucata, dai quali sono stati campionati quattro repliche spaziali (R1, R2, Rs,
R4) (Fig. 20). Per evitare effetti dovuti dal verificarsi di habitat circostanti, ogni blocco é stato
estratto dalla porzione centrale della formazione. | campioni prelevati, sono stati conservati in tubi

in plastica contenenti alcol etilico al 70% per le successive analisi da laboratorio.

TRISCINA

P
TRI1 TRIZ
WL
DONNALUCATA
¥
DL 1 DL 2
WU
Fig. 19 — Mappa di campionamento lungo la costa Fig. 20 — Piano di campionamento comprendente 4
meridionale della Sicilia (Canale di Sicilia) repliche per ognuno dei due siti di ogni localita
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Nelle localita campionate le biocostruzioni mostravano strutture macroscopiche a forma di
cuscinetto con una tipica struttura definita “brain-like structure”, con intercapedini e tubi di forma e
dimensione variabile (Fig. 21). A Triscina le scogliere mostravano diametro di circa 0,5 m e altezza
di circa 30 cm. Essi erano situati a 3 m di profondita su fondale sabbioso intervallato a ciottoli nei
pressi di una prateria di P. oceanica. A Eraclea Minoa le scogliere apparivano notevolmente piu
grandi, con diametro di circa 2 m e altezza di 1,5 m. Essi si sviluppavano a 3 m di profondita su
fondale sabbioso. A Donnalucata le scogliere con altezza di circa 0,5 m, mostravano un diametro di

1 m. Disposte a 1,5 m di profondita, si sviluppavano sul fondo sabbioso.

%4

Fig. 21 — Blocchi di S. alveolata reef dalla tipica
forma “brain-like structure” (Eraclea Minoa)

2.2 Sorting

In laboratorio, ogni blocco di biocostruzione estratto € stato posto su carta millimetrata e
fotografato. | campioni conservati in alcool etilico, sono stati successivamente smistati con attivita
di sorting e accurata setacciatura del campione. Per quest’ultima non sono stati utilizzati setacci e

I’estrazione degli individui ¢ avvenuta manualmente.

Tutti gli organismi superiori a 5 mm sono stati estratti dai blocchi di biocostruzione ad occhio nudo
(Fig. 22), mentre i rimanenti, di piu piccole dimensioni, sono stati separati allo stereomicroscopio
con I’ausilio di strumentazione da laboratorio (Fig. 23).
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Fig. 22 — Capsula Petri con individui di Sabellaria ~ Fig. 23 — Strumentazione da laboratorio utile alla
estratti ad occhio nudo estrazione degli individui di dimensioni non visibili ad
occhio nudo

Piu processi di setacciatura del materiale inorganico residuo (sabbia) sono stati eseguiti per ogni
replica al fine di verificare la presenza di individui sfuggiti ai controlli precedenti. In particolare la
sabbia sgranellata posta su veli con maglie dal diametro crescente € stata sottoposta a lavaggi con

alcool e successivamente ricontrollata (Fig. 24).

Fig. 24 - Fasi di setacciatura: (A) ricontrollo sabbia sgranellata al microscopio, (B) controllo sabbia fine depositata sui
tubi di plastica, (C) lavaggio con alcol etilico di maglie utilizzate come setaccio durante il sorting.

Una volta completata 1’estrazione, i campioni sono stati conservati in alcol assoluto per le
successive analisi da laboratorio. La scelta di utilizzare alcool etilico assoluto, nasce dalla capacita
che esso possiede di fissare i tessuti dei campioni da conservare. Esso infatti costituisce una fra le
sostanze chimiche maggiormente impiegate nei laboratori di zoologia anche per la conservazione
degli esemplari destinati ad indagini genetiche, per la capacita di penetrare rapidamente nella
membrana cellulare dei campioni e di disattivare enzimi che possono danneggiare il DNA.
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2.3 Ildentificazione dei taxa presenti nelle biocostruzioni

Gli individui rinvenuti integri sono stati accuratamente contati, suddivisi nei taxa di appartenenza e
identificati fino al piu basso livello tassonomico possibile. Per ogni localita, la comunita e stata
descritta attraverso alcuni parametri quali frequenza della specie costruttrice (espressa in
percentuale sul totale degli individui raccolti), abbondanza totale individui (N, numero complessivo
di individui per replica) e ricchezza specifica totale (S, numero totale di specie presenti in ogni
localita). Il riconoscimento fino a livello di specie ha interessato principalmente due gruppi:
Policheti ed Anfipodi. Nell’ambito dei Policheti, inizialmente gli individui sono stati suddivisi a
livello di famiglia. Tra esse in particolare sono state riconosciute le famiglie di Sabellaridi,
Fillodocidi e Sillidi. Con il termine di “altri Policheti” sono stati indicati i Policheti appartenenti ad
altre famiglie presenti con abbondanze minori. Con il termine “Crostacei” sono stati raggruppati gli
individui appartenenti agli ordini Anfipodi, Decapodi e Isopodi. Tra essi, solo all’interno del gruppo
degli Anfipodi ¢ stato condotto un esame morfologico per I’identificazione fino a livello di specie.
Con il termine “taxa vari” sono stati indicati taxa presenti con abbondanze minime, non identificati
fino a livello di specie. Su tutte le famiglie di Policheti presenti, uno studio multidisciplinare con
analisi morfologiche integrate, ove necessario, con studi molecolari e morfometrici, & stato eseguito
per una identificazione a livello di specie. Approfondimenti hanno riguardato il genere Sabellaria
rappresentato dalla specie costruttrice S. alveolata e la coesitente S. spinulosa, e la specie Eulalia
ornata (Famiglia Phyllodocidae) per I’abbondanza registrata nei reef.

2.4 Identificazione morfologica genere Sabellaria

Per [D’identificazione tassonomica delle specie
appartenenti al genere, la struttura opercolare e la
presenza/assenza di spine nucali sottoepidermiche sono
stati considerati caratteri chiave per il riconoscimento e

per la corretta distinzione delle specie (Fig. 25 A-B).

Seguendo la revisione di Kirtley (1994), particolare
rilievo nella caratterizzazione delle tre specie la cui
distribuzione interessa 1’area mediterranea, hanno

assunto la disposizione delle tre file di pale

dell’opercolo, il differente numero di dentelli e la Fig. 25 _ (A) Prostomio con opercolo e spine nucali,

diversa forma del margine esterno delle pale. (B) Dettaglio disposizione pale opercolo, o: esterne,
m: medle, I: Interne.
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2.5 Osservazioni al Microscopio elettronico a scansione (SEM) genere Sabellaria

L’analisi tassonomica tradizionale, in taluni casi e principalmente per individui di piccole
dimensioni e di dubbia identificazione, ¢ stata integrata da osservazioni al microscopio elettronico
(SEM). Il SEM e uno strumento elettro-ottico che permette, in seguito all’emissione di un fascio di
elettroni, di analizzare i vari segnali prodotti dall’interazione degli stessi con il campione in esame.
L’elaborazione di questi segnali consente di ottenere un’ampia gamma di informazioni

morfologiche e strutturali relative alle varie parti di cui € costituito il campione (Fig. 26).

La procedura utilizzata per la preparazione dei campioni da osservare al SEM ha previsto le
seguenti fasi: 1) pulizia del campione; 2) disidratazione in concentrazioni crescenti di etanolo; 3)
disidratazione al punto critico; 4) posizionamento del campione su un supporto; 5) metallizzazione

con oro.

| campioni costituiti da 6 individui di S. alveolata e 6 di S. spinulosa con dimensioni comprese tra
3-60 mm, sono stati abbondantemente sciacquati con acqua distillata e successivamente disidratati.
La procedura di disidratazione ha permesso di rimuovere 1’acqua dai campioni grazie al passaggio
in concentrazioni crescenti di etanolo (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, etanolo assoluto), fino al
raggiungimento del punto critico (critical point drying). I campioni sono stati mantenuti ad ogni
concentrazione di alcol per circa 1 ora mentre in etanolo assoluto per almeno un giorno. La
procedura “critical point drying” ¢ stata effettuata all’interno di una specifica strumentazione
(BAL-TEC CPD 030) (Fig. 27) nella quale il fluido intermedio (in questo caso 1’etanolo) ¢ stato
sostituito dal “fluido di transizione” ossia COg, preferita in quanto il punto critico si raggiunge a T
31°C e P 73,8 bar, condizioni che evitano il danneggiamento dei campioni. Tale fase ha permesso il

passaggio dalla fase liquida alla gassosa della CO> evitando la formazione di tensione superficiale.

| campioni disidratati e fortemente igroscopici, sono stati sottoposti ad un trattamento di
metallizzazione attraverso specifica strumentazione (BAL-TEC SCD 050) (Fig. 28). Ricoperti da un
sottilissimo strato di conduttore metallico (oro), capace di incrementare la conduttivita, sono stati
posti su appositi supporti circolari, chiamati “stubs” (disco di alluminio con diametro di 12,5 mm
sorretto da un cilindretto coassiale, utile al montaggio sul porta campioni del microscopio) e fissati
con nastro biadesivo. Una volta eseguita la metallizzazione i campioni sono apparsi pronti per le

osservazioni (Fig. 29).

41



Fig. 26 — Strumentazione computerizzata ~ Fig. 27 — Strumento per essicamento dei campioni (BAL-TEC
necessaria alla visualizzazione della ~ CPD 030)
superficie del campione esaminato

Fig. 28 — Stumento per ricopertura Fig. 29 — Supporto metallico (stub) con
metallica dei campioni (Baltec SCD 050) campioni mineralizzati di S. alveolata
pronti per 1’osservazione
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2.6 Osservazioni mediante Microtomografia computerizzata (Micro-ct) genere Sabellaria

Le osservazioni morfologiche al microscopio ottico ed elettronico a scansione (SEM), sono state
integrate da immagini anatomiche tridimensionali delle specie, ottenute mediante 1’uso della
microtomografia computerizzata (Micro-ct), un nuovo metodo di studio che puo offrire notevoli
vantaggi per la valutazione morfologica degli individui. Si tratta di una tecnica non distruttiva, che
consente di ottenere informazioni sulla struttura

' E‘i interna ed esterna dei campioni indagati,

= “v virtualmente sezionati in qualsiasi angolo, in modo

w . ~ piuttosto rapido, senza danneggiare il campione o

senza trattarlo o sezionarlo preventivamente. Tutte

le scansioni delle specie appartenenti al genere
Sabellaria sono state effettuate con un Skyscan

1172 microtomograph (Fig. 30) presso il Centro di

AL e N o e R

Fig. 30 — Scanner Micro-ct per osservazioni (HCMR) di Creta.
tridimenzionali di campioni.

Per le scansioni i campioni sono stati collocati in punte per ~
pipette Gilson in polipropilene, riempite con alcol etilico al
95%, la cui forma conica ha consentito al campione di
stabilizzarsi, scivolando nel tubo fino a toccare

delicatamente le pareti della punta della pipetta

impedendone i movimenti (Fig. 31). Rispettivamente 6
esemplari adulti di S. alveolata e di S. spinulosa sono stati N

digitalizzati in due distinte scansioni seguendo due diversi

protocolli. A &

Fig. 31 — Particolare del supporto utilizzato
per le osservazioni dei campioni

Nella prima scansione, gli individui di S. alveolata sono stati digitalizzati senza mezzo di contrasto,
ad una tensione di 49kV e 198Ma, per una rotazione completa di 360° e alla massima risoluzione
della fotocamera (4000px). Mentre individui di S. spinulosa hanno subito lo stesso processo ad una
tensione di 48Kv e 198Ma. Nella seconda scansione, invece, gli individui di entrambe le specie
sono stati trattati con un agente di contrasto, acido fosfotungstico (PTA): i campioni sono stati

colorati in una miscela di 30 ml di PTA 1% e 70 ml di etanolo assoluto (soluzione al 0,3% di acido
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PTA). L’acido fosfotungstico &€ noto per la capacita di legarsi a determinate proteine (fibrina,
collagene), colorando principalmente I’epidermide dei Policheti con una riuscita maggiore rispetto
ad altri agenti (es. iodio), I’estremita anteriore dell’animale (legame fibre di collagene), nonché le
fibre muscolari del corpo e dell’apparato mascellare e della base delle setole. I campioni sono stati
mantenuti con tale agente di contrasto per 6 giorni a temperatura ambiente e poi lavati in etanolo.
La colorazione ha richiesto diverse settimane per grandi campioni dato che il PTA penetra
lentamente nei tessuti; per favorire il legame del PTA in quantita elevate e buona norma rinnovare la
soluzione frequentemente fino a raggiungere I'effetto di colorazione desiderato. L’etanolo invece
permette di eliminare ogni traccia del colorante che potrebbe alterare la colorazione anche durante

le osservazioni.

Per I’elaborazione dei dati e la generazione di immagini
tridimensionali e stato utilizzato il software SkyScan (Nrecon,
CTVox, DataViewer) (Fig. 32).

La fotocamera digitale a raggi X integrata ha garantito un'elevata
risoluzione di immagine senza compromettere la dimensione del

campione.

Fig. 32
ricostruzione  di  immagini
trid