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ABSTRACT

I poriferi rappresentano un importante campo di ricerca anche in
ambito applicativo in quanto potenzialmente utili come fonte di
metaboliti secondari da impiegarsi in ambito clinico (antitumorali,
antibiotici, antivirali, ecc.) e industriale (antifouling). I processi di
biosilicificazione interessano invece per aspetti legati alle
biotecnologie marine. Questo Phylum ha un importante ruolo
strutturale e funzionale nell’ecologia dei popolamenti bentonici, in
quanto puo essere dominante in numerosi habitat e svolgere un ruolo
ecologico fondamentale nelle dinamiche degli ecosistemi marini. Per
questo, la variazione spaziale e temporale della loro abbondanza puo
avere effetti considerevoli su altri membri della comunita. Lo studio
delle dinamiche di popolazione e del ciclo riproduttivo dei poriferi
potrebbe permettere di valutare come i1 cambiamenti climatici ne
influenzino la crescita e la riproduzione e potrebbe quindi fornire una
base per lo sviluppo di corrette tecniche di gestione ambientale. La
spugna Axinella polypoides ¢ inserita all’interno delle liste di
protezione della Convenzione di Berna e di Barcellona, dove sono
elencate le specie da proteggere perché minacciate o in pericolo di
estinzione. Questa specie, avendo una morfologia eretta, ¢ fortemente
minacciata soprattutto da attivita antropiche quali pesca e ancoraggi,
ma nonostante questo la letteratura relativa ad essa ¢ scarsa. La sua
importanza ¢ legata soprattutto al recente utilizzo come modello per
numerosi esperimenti. A. polypoides rappresenta, infatti, il piu basso
livello nella scala evolutiva in cui sono stati rinvenuti meccanismi
biochimici cellulari di reazione all’aumento di temperatura
(incremento dell’attivita ADP-ribosil ciclasica, sintesi di ossido
nitrico) tipici degli organismi superiori. Lo scopo di questa tesi ¢ di
aumentare le conoscenze sull’ecologia e sulla biologia di questo
porifero, al fine di consentire una migliore predisposizione di
eventuali piani di tutela. Dallo studio delle colonie effettuato presso
I’Isola Gallinara (SV), emerge una dinamica di crescita lenta, limitata
alle parti apicali dei rami, ed un ciclo riproduttivo estivo,
coerentemente con quanto osservato per altre specie mediterranee del



genere Axinella. Le analisi istologiche effettuate hanno mostrato
variabilita temporale nella densita e nella dimensione di particolari
cellule sferulose, che si ipotizza siano collegate a fenomeni di
proliferazione cellulare e rigenerazione in seguito a danni. E stata
individuata inoltre la presenza di una particolare tipologia cellulare
dendritica la cui funzione si ritiene abbia affinita con le funzioni
sensoriali di Phyla superiori. Queste osservazioni, e 1’evidente
vulnerabilita della specie agli impatti antropici, hanno evidenziato la
necessita di sviluppare adeguati piani di monitoraggio e di
conservazione.



1 SCOPO

I poriferi rappresentano ormai da molto tempo un importante campo
di ricerca anche in ambito applicativo in quanto potenzialmente utili
come fonte di metaboliti secondari da impiegarsi in ambito clinico
(antitumorali, antibiotici, antivirali, ecc.) e industriale (antifouling). 1
processi di biosilicificazione interessano invece per aspetti legati alle
biotecnologie marine, potenzialmente utili come modello biomimetico
nella produzione di fibre ottiche o nanostrutture silicee. Per questo
motivo alcune specie sono a rischio di sovrasfruttamento, € sono
quindi state inserite all’interno di liste di protezione (Convenzione di
Barcellona, Allegato II).

Axinella polypoides ¢ una specie fortemente minacciata soprattutto da
attivita antropiche quali pesca e ancoraggi, ma nonostante questo la
letteratura relativa ad essa ¢ scarsa, probabilmente a causa del suo
range batimetrico di distribuzione, che si attesta tra i -25 ed 1 -300
metri (Relini e Tunesi, 2009), profondita fino ad alcuni anni fa
difficilmente raggiungibile per studi scientifici. Lo scopo di questa
tesi ¢ di aumentare le conoscenze sull’ecologia e sulla biologia di
questa porifero, al fine di consentire una migliore predisposizione di
eventuali piani di tutela nei confronti di ambienti particolarmente
pregiati come 1l coralligeno di falesia, caratterizzato da una
elevatissima diversita, in alcuni casi paragonabile al livello di
diversita noto per gli ambienti tropicali, e inserito nella lista delle
biocenosi bentoniche da proteggere secondo il RAC/SPA di Tunisi.






2 INTRODUZIONE

Al fine di proteggere le specie e gli habitat la cui conservazione
richiede la cooperazione di vari Stati, la “Convenzione relativa alla
conservazione della vita selvatica e dell’ambiente naturale in Europa”
(Berna, 19 settembre 1979), ratificata in Italia con legge 5 agosto
1981 n. 503, presenta una lista di organismi selvatici che
costituiscono un patrimonio naturale di valore estetico, scientifico,
culturale, ricreativo, economico ed intrinseco che va preservato e
trasmesso alle generazioni future. La convenzione riconosce anche il
loro ruolo fondamentale per il mantenimento degli equilibri biologici
e sottolinea che la conservazione degli habitat naturali ¢ uno degli
elementi essenziali della protezione e della conservazione della flora e
della fauna selvatiche. All’interno dell’ Allegato II, dove sono elencate
le specie di fauna rigorosamente protette, ¢ inserito anche il porifero
Axinella polypoides (Schmidt, 1862). Successivamente, le parti
contraenti della Convenzione di Barcellona (1995) nell’ambito del
Protocollo SPA/BIO (Specially Protected Areas and Biological
Diversity in the Mediterranean) rilevarono la necessita di adottare
criteri comuni per valutare le zone che sarebbero state proposte per
entrare a far parte della lista dei siti naturali d'interesse
conservazionistico. Nel 1999 il CAR/ASP (Centro Regionale di
attivita per le aree specialmente protette del Protocollo ASP/BIO) ha
preparato le liste di riferimento di habitat e di specie meritevoli di
salvaguardia da utilizzare per 1’'individuazione dei siti da proteggere.
A. polypoides ¢ inserita all’interno dell’Allegato II, dove sono
elencate le specie da proteggere perché minacciate o in pericolo di
estinzione. Come tutte le specie erette viene facilmente danneggiata
da palamiti, reti ed altri attrezzi da pesca. Il suo habitat ¢ piuttosto
circoscritto (fondi duri o detritici circalitorali) ed essendo
particolarmente cospicua si presta alla raccolta indiscriminata ed
ingiustificata (Relini e Tunesi, 2009).

I poriferi in generale hanno un importante ruolo strutturale e
funzionale nell’ecologia dei popolamenti bentonici, come grandi



filtratori sessili, € sono notevolmente abbondanti e longevi (Wulff,
2006a). Anche se questi organismi modulari possono essere
dominanti in numerosi habitat e svolgere un ruolo ecologico
fondamentale nelle dinamiche degli ecosistemi marini, il loro studio
non ha ricevuto lo stesso livello di attenzione degli organismi clonali
(Cerrano, 2011). E molto importante perd monitorarne i popolamenti
in quanto questo taxon ha la capacita di influenzare le altre comunita
bentoniche attraverso la superiorita competitiva (Bell e Barnes, 2003),
la longevita (Ayling, 1983) e 1’alterazione del flusso idrodinamico
circostante (Hiscock, 1983). Per questo, la variazione spaziale e
temporale della loro abbondanza puo avere effetti considerevoli su
altri membri della comunita (Bell et al.,, 2006). Lo studio delle
dinamiche di popolazione e del ciclo riproduttivo di questi organismi
bentonici potrebbe permette di valutare come 1 cambiamenti climatici
ne influenzino la crescita e la riproduzione e potrebbe quindi fornire
una base per lo sviluppo di corrette tecniche di gestione ambientale.

A dispetto dell’ampia distribuzione dei poriferi, 1 dati riguardanti il
loro pattern ed il tasso di crescita sono disponibili solo per un numero
limitato di specie, aumentando per gli habitat temperati freddi
(Tanaka, 2002) e per gli habitat tropicali (Hoppe, 1988). Ancora pochi
studi riportano dati sulla crescita delle spugne Mediterranee
(Garrabou e Zabala, 2001; Teixido et al., 2009). Inoltre molti fattori
influiscono sulla distribuzione e la crescita delle specie di poriferi, e
tra questi troviamo la sedimentazione (Konnecker, 1973; Cerrano et
al., 2007), i1l substrato (Barthel e Tendal, 1993; Bavestrello et al.,
2000), la luce (Cheshire e Wilkinson, 1991), I’'idrodinamismo,
I’esposizione all’aria e D’altezza della scogliera (Barnes, 1999), i
livelli di nutrienti, la crescita algale (Storr, 1976), la durata della vita
larvale (Leys e Ereskovsky, 2006), la batimetria (Alvarez et al., 1990;
Witman e Sebens, 1990), la competizione e la cooperazione (Wulff,
2006a), le difese chimiche (Wright et al., 1997) e 1 possibili predatori
(Dunlap e Pawlik, 1996).
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In generale la perdita nelle popolazioni di poriferi ¢ difficile da
quantificare in quanto, contrariamente ai coralli, che hanno un solido
scheletro calcareo, le spugne si disgregano velocemente dopo la loro
morte, senza lasciare tracce. Wulff (2006b) ha documentato la
dinamica di popolazione di poriferi di barriera corallina su un periodo
di 14 anni. Le osservazioni hanno sottolineato la perdita
esclusivamente di specie a morfotipo incrostante o massivo, ed un
mantenimento della popolazione di spugne a morfologia eretta.
Cambiamenti drastici nei parametri ambientali, quali salinita,
temperatura e sedimentazione sono considerati come possibili cause
di questo declino, benché 1 dati ottenuti sottolineino anche I’incidenza
di fattori eziologici patogeni. Storicamente, gli agenti patogeni hanno
causato ingenti perdite nelle popolazioni di poriferi (Smith, 1941),
anche se la loro individuazione ¢ piu difficile rispetto ad altri
organismi. L’ importanza delle malattie nel determinare le comunita di
poriferi puo essere valutata solo attraverso un monitoraggio
sufficientemente frequente da individuare il progresso della malattia
prima che 1’organismo scompaia completamente. Nelle specie con
morfologia massiva spesso la patologia ¢ invisibile fino a che non
raggiunge la superficie esterna dell’organismo, mentre nelle specie a
morfologia eretta la progressione della malattia pud essere seguita
giornalmente lungo 1 rami. Sia la diffusione della malattia che il
recupero sono favoriti nelle spugne ramificate rispetto a quelle
massive, in quanto seguono un modello geometrico (Wulff, 2006¢):
infatti, nelle forme massive, gli agenti patogeni si possono diffondere
all’interno della spugna radialmente, mentre nelle forme erette solo
nella direzione dei rami. In aggiunta, la frammentazione asessuale,
molto piu attuabile nelle spugne arborescenti, pud bloccare la
diffusione delle patologie e favorire un recupero piu rapido.

L’importanza di A. polypoides ¢ legata soprattutto al suo frequente
utilizzo come modello per numerosi esperimenti (Van de Vyer e
Buscema, 1985; Zocchi et al. 2001; Giovine et al., 2001). La sua
ampia distribuzione nel Mar Mediterraneo, inoltre, ne fa un
organismo facilmente reperibile. Un fattore di grande importanza
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nella scelta di questa specie come organismo base per numerosi studi
¢ i1l suo ampio range di reazioni osservabili in condizioni differenti.
Come osservato da Van de Vyer e Buscema (1985), questa specie,
messa a contatto con differenti materiali, non solo ¢ in grado di
discriminare tra self e non-self, ma anche tra differenti non-self, sia
viventi che inerti. Questa capacita discriminativa si ritiene sia dovuta
alle stesse reazioni immunologiche cellulari di organismi piu evoluti.
Tuttavia i1l fatto piu sorprendente ¢ che la reazione di questo
organismo non ¢ uniforme, ma varia in relazione all’associazione alla
quale viene sottoposta. Questa capacita ¢ impressionante in un gruppo
cosi primitivo, in quanto altri gruppi filogenetici piu evoluti, come
Nemertini o Artropodi, non mostrano nemmeno meccanismi di
riconoscimento allogenico. Un altro fattore che rende questa specie un
interessante modello di studio ¢ il collegamento, osservato da Zocchi
et al. (2001), tra stress di tipo meccanico e termico ed incremento
dell’attivita ADP-ribosil ciclasica, legata alla mobilitazione del calcio
nell’organismo, e quindi a differenti funzioni, quali: la regolazione del
ciclo cellulare (nei protisti) (Masuda et al., 1997), la fertilizzazione
degli oociti (negli invertebrati) (Lee, 1996), la secrezione di insulina e
la proliferazione cellulare (nei mammiferi) (Takasawa et al., 1993;
Zocchi et al., 1998). Hellmich e Strumwasser (1991) hanno osservato
in Aplysia californica (Mollusca, Gastropoda) 1’attivita ADP-ribosil
ciclasica relegata in grossi granuli presenti all’interno degli ovotestis.
Cellule sferulose ricche di granuli sono state osservate in A.
polypoides, associate a fenomeni rigenerativi (Van de Vyver e
Buscema, 1985) e in Chondrosia reniformis (Bonasoro et al., 2001).
In A. polypoides, I’ ADP-ribosil ciclasi, enzima responsabile per la
sintesi di cADPR dal NAD+, ¢ attivato dall’aumento di temperatura
tramite un meccanismo protein kinasi A (PKA) dipendente, indotto
dall’acido abscisico (ABA). A. polypoides rappresenta il piu basso
livello nella scala evolutiva in cui € stato rinvenuto questo
meccanismo, tipico degli organismi superiori. L’attivita ADP-ribosil
ciclasica si ritiene abbia un ruolo nella regolazione del metabolismo
basale cellulare ed il suo incremento ¢ stato considerato come un
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possibile elemento in grado di aumentare la resistenza fisiologica
della specie agli stress termici e ad eventuali danneggiamenti
meccanici, oltre ad aumentarne la plasticita (Zocchi et al., 2001,
2003). Questa grande plasticita osservata, rende complesso lo studio
della specie, giustificando almeno in parte le lacune ancora oggi
presenti sulla biologia ed ecologia della specie. Un’altra osservazione
importante su A. polypoides ¢ stata condotta da Giovine et al. (2001),
che hanno osservato, in occasione di stress termici, [l attivita
dell’enzima ossido nitrico-sintetasi (NOS) in corrispondenza di
cellule con una particolare forma fusiforme e dendritica. L’attivita di
sintesi dell’ossido nitrico (NO) ¢ legata nei molluschi, negli insetti e
nei celenterati, alla risposta cellulare a stimoli sensoriali ed ¢ legata a
specifiche cellule nervose. L’inaspettato aumento di NO in risposta
all’aumento della temperatura suggerisce che questa molecola si
possa essere evoluta nei poriferi come segnale cellulare di stress
ambientale. Lo studio ha evidenziato una corrispondenza tra la
produzione di NO e le cellule dendritiche della spugna, coordinate in
una sorta di rete all’interno del parenchima e probabilmente collegate
a funzioni sensoriali. Nuovamente questa specie presenta un
complesso percorso biochimico noto solo per Phyla superiori.

2.1 Inquadramento sistematico e distribuzione

Regno Animalia

Phylum Porifera

Classe Demospongiae

Sottoclasse Ceractinomorpha

Ordine Halichondrida

Famiglia Axinellidae

Genere Axinella

Specie Axinella polypoides (Schmidt, 1862)

La posizione sistematica della famiglia Axinellidae (Porifera,
Demospongiae) ¢ estremamente controversa. Questo gruppo
sistematico fu assegnato da Ridley e Dendy (1886) al vecchio ordine
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Monaxonida e successive revisioni lo inclusero prima nell’ordine
Halicondrida (Topsent, 1928; de Laubenfels, 1936) e successivamente
nell’ordine Axinellida (Lévi, 1955; Bergquist, 1967, 1978).
Recentemente van Soest et al. (1990) hanno ridescritto 1’ordine
Halicondrida, includendo in esso anche 1’ordine Axinellida.
Attualmente la famiglia Axinellidae comprende 16 generi e Hooper e
Bergquist (1992) arrivano ad elencare fino a 50 generi, la cui
definizione si basa su descrizioni approssimative riguardanti la
morfologia d’insieme e I’habitat. Le spugne del genere Axinella sono
normalmente considerate un chiaro esempio di specie simpatriche ad
areali sovrapposti, ma presentano un quadro di difficile
interpretazione, a causa delle poche notizie sulla biologia ed ecologia
a nostra disposizione (Cerrano et al., 2005).

La specie Axinella polypoides predilige fondali rocciosi e detritici,
spesso alla base di falesie, caratterizzati da un elevato idrodinamismo.
E comune nella fascia batimetrica dei 25-40 m ma & stata ritrovata
fino a 300 m di profondita. E diffusa nel Mediterraneo e nell'Atlantico
orientale, spingendosi a Nord sino all’Irlanda e a Sud sino a Madeira
(Relini e Tunesi, 2009) (Figura 2.1).
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Figura 2.1 Areale di distribuzione di Axinella polypoides (Da
http://www.marinespecies.org/porifera/porifera.php?p=taxdetails&id=132487, modificata sulla
base di Relini e Tunesi, 2009).
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2.2 Morfologia

I1 Phylum Porifera comprende organismi pluricellulari, caratterizzati
da una notevole semplicita strutturale e dall’assenza di tessuti
differenziati. La funzionalita delle spugne ¢ garantita dalle cellule che,
pur specializzate, sono in grado di riacquistare un’elevata motilita e
totipotenza. In questi organismi, in cui molti aspetti importanti della
fisiologia e biologia riproduttiva devono essere ancora chiariti, anche
I’approccio di tipo ecologico ¢ molto difficile in considerazione
dell’ampiezza delle risposte legate all'elevata plasticita organizzativa.
L’assenza di veri e propri organi, la mancanza di un centro di
coordinazione, la reversibilita dei processi di differenziazione
cellulare e 1’organizzazione modulare del sistema acquifero
conferiscono ai poriferi un elevato grado di plasticita morfologica;
non esiste, infatti, ad eccezione di rari casi, una morfologia esterna
ben definita per ogni specie, e i cambiamenti di forma interspecifici
che si osservano non sono necessariamente legati ai fattori ecologici
(Pansini e Pronzato, 1990; Gaino et al., 1991; Manconi e Pronzato,
1991).

Axinella polypoides, come tutti gli esponenti della famiglia
Axinellidae, presenta una forma arborescente ramificata, lobata o a
ventaglio di color giallo oro tendente all’arancio (Sara, 1972;
Hartman, 1982). E sorretta da un robusto peduncolo e raggiunge uno
sviluppo dal fondo di 40 cm di media. Ha una struttura solida e
flessibile, che le consente di sopravvivere a correnti con velocita
elevata. La colonia si dispone perpendicolarmente alla corrente
predominante, avvantaggiandosi cosi delle particelle alimentari
sospese trasportate nell’acqua (Uriz et al., 2003). I rami hanno sezione
circolare od ovale, un diametro di 1-2 cm e apici piuttosto arrotondati;
questi si dicotomizzano e a volte anastomizzano. Sulla superficie
liscia, leggermente vellutata per via delle spicole, sono ben visibili
numerosi osculi (1-2 mm di diametro), dalla tipica forma stellata, dai
quali la spugna espelle 1’acqua filtrata.
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Lo scheletro ectosomale ¢ assente, mentre lo scheletro coanosomale ¢
costituito da un asse verticale di megasclere disposte
longitudinalmente ed aggregate da spongina, che, prolungandosi
anche nei rami, fornisce particolare robustezza all’organismo. E
presente anche uno scheletro extra assiale plumoreticolato, che si
dirama verso la superficie della spugna. Le spicole silicee che
costituiscono quest'organismo sono stili (lunghezza 350-450 pm,
spessore fino a 10 um) e oxee (lunghezza 150-300 um, spessore fino
a 12 um) che presentano una leggera curvatura (Figura 2.2). Le
microsclere presenti sono microrafidi molto sottili, di lunghezza 20-
25 um, raccolti in tricodragmi (Relini e Tunesi, 2009).

Figura 2.2 A) Esempio di spicola stilo; B) esempio di spicola oxea. A fianco; fotografia al
microscopio ottico di spicole di Axinella polypoides (Da Cerrano et al., 2005).

2.3 Descrizione delle tipologie cellulari

La caratterizzazione delle tipologie cellulari si basa sulla loro
ubicazione e morfologia. Generalmente si distinguono tre regioni
principali: I’ectosoma, il coanosoma e I’asse centrale. Ognuna delle
regioni ¢ caratterizzata da tipologie cellulari specifiche, la cui
presenza e distribuzione varia in relazione al periodo stagionale in cui
vengono osservate. Come descritto da Bergquist (1978) i tipi cellulari
piu rappresentativi di tutte le Demospongiae sono:

Pinacociti: cellule allungate, con funzione di rivestimento
(esopinacociti se sulla superficie esterna; endopinacociti se a
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tappezzare 1 canali del sistema acquifero). Hanno una morfologia ed
una dimensione variabile (3,5-30 um) in relazione alla funzione svolta
ed alla posizione dell’organismo.

Coanociti: cellule flagellate di piccole dimensioni, tendenzialmente
sferiche, e dotate di un collare di microvilli citoplasmatici. Con il
movimento del flagello creano la pressione che movimenta 1’acqua
all’interno delle camere flagellate.

Archeociti: Sono grosse cellule ameboidi che si trovano nel mesoilo;
svolgono un ruolo principale nei processi digestivi, sono in grado di
fagocitare particelle presso il pinacoderma e ricevere dai coanociti
materiale da digerire. Queste cellule sono definite "totipotenti" in
quanto sono in grado di differenziarsi in altri tipi cellulari piu
specializzati a seconda delle necessita.

Lofociti: si tratta di grosse cellule dotate di una spiccata motilita,
facilmente riconoscibili per la produzione di una gran quantita di
collagene fibrillare che viene rilasciato dalla parte posteriore della
cellula quando questa si muove. La banda di collagene rimane
ancorata alla membrana cellulare e sembra costituire una sorta di coda
in movimento.

Collenciti: Sono 1 principali responsabili della secrezione di fibrille di
collagene, e morfologicamente sono molto simili ai coanociti.
L’attivita secretoria di queste cellule ¢ dimostrata dalla presenza di
numerose fibre di collagene accollate alle cellule stesse o collocate
nel mesoilo adiacente a collenciti.

Oociti: nei primi stadi sono mobili nel mesoilo e hanno forma
irregolare. Raggiunto un diametro di 20 pwm, vengono circondati da
cellule follicolari e nutrici. Le nutrici vengono inglobate a mano a
mano dagli oociti, che raggiungono un diametro finale di circa 140
um dopo averne inglobate circa un migliaio. Questa massa
citoplasmatica ¢ fondamentale per il nutrimento dei primi stadi
embrionali. Finita la crescita degli oociti, avviene la divisione
meiotica con la formazione del gamete maturo; a questo punto puo
avvenire la fecondazione (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Maturazione oociti: a) Oocita mobile; b) Giovane oocita racchiuso da uno strato di
cellule follicolari (F); c¢) inizio dell’aggregazione delle cellule nutrici; d,e) incorporazione delle
cellule nutrici; f) oocita maturo (Da Bergquist, 1978)

Cellule sferulose: cellule mobili che contengono granuli sferici di
grandi dimensioni, occupanti quasi tutto lo spazio intracellulare
(Figura 2.4). Sono le cellule pitt numerose sulla superficie e sul bordo

dei canali esalanti. La natura del contenuto dei granuli varia
ampiamente nei vari gruppi sistematici e riflette la ricchezza degli
inclusi citoplasmatici. In alcune specie, all’interno dei granuli ¢ stata
osservata la presenza di batteri simbionti (Bertrand e Vacelet, 1971).
Alcune tipologie di queste cellule sono state collegate a fenomeni di
escrezione dei loro contenuti all’interno del mesoilo o nel lume dei
canali esalanti, tramite fenomeni sia di rottura dell’intera cellula, sia
di rilascio dei singoli granuli (Simpson, 1984; Harrison e De Vos,
1991). Lo studio dei granuli ha portato all’identificazione parziale dei
materiali da essi secreti, che sono stati identificati parzialmente come
lecitine (Bretting e Konigsmann, 1979). Queste cellule sembrano
risentire delle concentrazioni extracellulari di calcio: in Axinella sp. la
presenza di Ca™" ne stabilizza la struttura, mentre la sua assenza le
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porta alla rottura (Bretting e Konigsmann, 1979). L’osservazione di
filamenti e sostanze paracristalline ancora da identificare all’interno
dei granuli ha portato alcuni autori a suggerire che possano essere
responsabili anche della secrezione delle fibrille di collagene (Pavans
de Ceccatty e Thiney 1964a, 1964b), il componente specifico della
matrice organica extracellulare (Garrone, 1978), o delle fibre di
spongina (Bretting et al., 1983). In Chondrilla nucula la funzione
trofica di queste cellule sembra invece essere predominante (Gaino e
Pronzato, 1983). In Chondrosia reniformis, queste cellule sono state
individuate intorno ai canali acquiferi, dove sembrano espellere
attivamente il loro contenuto in condizioni di aumentata plasticita
della spugna (fase di colatura) (Bonasoro et al., 2001). In Axinella
polypoides ¢ stata osservata la migrazione questa tipologia cellulare
dalla zona interna del tessuto alla zona di contatto, in occasione di
esperimenti di trapianto, e si ritiene percio che abbia una funzione nel

meccanismo di rigetto dei tessuti non-self (Van de Vyer e Buscema,
1985).

Figura 2.4 Cellula sferulosa fotografata al TEM.

Cellule dendritiche: cellule peculiari fusiformi, osservate da Giovine

et al. (2001) in Axinella polypoides e legate ad attivita di sintesi di
ossido nitrico.
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2.4 Riproduzione e ciclo vitale

I poriferi si riproducono sia sessualmente, con formazione di gameti,
sia asessualmente, tramite frammentazione, con produzione di gemme
o gemmule. L’affidarsi ai due tipi di riproduzione durante 1’anno puo
essere messo in relazione con le strategie riproduttive della specie, ma
anche con le condizioni ambientali (Sara, 1992). L’ordine Axinellida
presenta generalmente una condizione gonocorica, con maturazione

sincrona di oociti relativamente piccoli e con poco materiale di riserva
(Sara, 1992).

2.4.1 Riproduzione sessuale

A differenza di tutti gli altri metazoi, 1 poriferi non hanno un’area
somatica definita per lo sviluppo delle cellule germinali, e le cellule
del mesoilo si differenziano in oociti e spermatociti quando
I’organismo entra nella fase riproduttiva (Harrison e De Vos, 1991).
Se si escludono poche specie a corpo estremamente sottile, nelle quali
1 gameti sono prodotti nella parte inferiore del soma, oociti e
spermatociti possono essere generati in qualsiasi area del mesoilo. Per
quanto riguarda 1’oogenesi, alcuni autori attribuiscono I’origine dei
gameti femminili nelle Demospongiae agli archeociti (Bergquist,
1978). Gli stimoli ambientali che inducono queste trasformazioni
cellulari sono poco conosciuti (Fell, 1974; Simpson, 1984), sebbene la
temperatura sia considerata il fattore chiave (Sara e Vacelet, 1973;
Fell, 1974; Simpson, 1984). La riproduzione si ritiene quindi che
possa avvenire solo all’interno di un certo intervallo di temperatura,
differente per le diverse specie e, probabilmente, anche per la stessa
specie in localita differenti (Simpson, 1980). Anche la disponibilita
degli alimenti, il fotoperiodo e la regressione cellulare possono
assumere diversa importanza nelle varie specie (Van de Vyver e
Willenz, 1975).
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2.5 Crescita

A dispetto dell’alta diversita e ubiquita delle spugne marine, gli studi
sulla dinamica di crescita dei poriferi sono scarsi. Questi studi
sarebbero di particolare interesse nelle aree temperate, dove 1 pattern
di crescita sono fortemente influenzati dalla stagionalita. Si ritiene che
la crescita dei poriferi sia essenzialmente indeterminata e che gli
esemplari subiscano incrementi esponenziali nelle dimensioni. In
generale la crescita viene limitata da numerosi fattori che la
inibiscono, ed una crescita esponenziale ¢ raramente raggiungibile in
condizioni naturali (Sebens, 1987). I fattori che possono causare
variabilita nella crescita delle spugne sono la taglia, I’eta, 1 danni e le
condizioni ambientali (Ayling, 1983; Handley et al., 2003). L’effetto
di questi fattori sulla crescita dei poriferi non ¢ del tutto chiaro.
Studiando il loro tasso di crescita, si potrebbe avere una visione piu
chiara. In campo sono stati descritti andamenti stagionali di crescita, €
numerosi ricercatori (Barthel, 1986; Garrabou e Zabala, 2001; Page et
al., 2005; De Caralt et al., 2008) hanno individuato una relazione
positiva tra la temperatura ed 1 tassi di crescita. Un altro fattore che
influisce sulla crescita ¢ la disponibilita di nutrienti (Duckworth e
Pomponi, 2005).

L’organizzazione del sistema acquifero costituisce un punto di
riferimento nella definizione delle spugne come organismi modulari.
In essi ogni singolo modulo ¢ formato dal complesso di canali, cellule
e camere che originano un insieme strutturale e funzionale per
convogliare I’acqua ad un singolo osculo. Pertanto, a differenza di
altri organismi coloniali, come ad esempio Briozoi e Cnidari, in cui
ogni individuo rappresenta un modulo, nei poriferi tale definizione ¢
puramente convenzionale in quanto non ¢ possibile delimitare i
confini di ogni modulo. Tuttavia questa tipologia di crescita,
modulare e ramificata, permette alle spugne di sviluppare una
struttura ottimale per I’ambiente in cui vivono, modificando forma e
taglia in modo da ottenere sempre le migliori prestazioni possibili.
Forma e dimensione di un organismo inoltre influenzano la sua
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funzione nella comunita e permettono considerazioni sulla sua storia
vitale, in particolare se 1’organismo ¢ stato oggetto di disturbi

antropici e/o naturali, e presenta percio delle anomalie morfologiche
(Cerrano, 2012).

Axinella polypoides ¢ caratterizzata da un alto tasso di plasticita e di
crescita (Donadey et al., 1990) e pu0 raggiungere la maggiore
dimensione tra le spugne Mediterranee, con un’altezza massima
superiore ad un metro ed un complesso ed irregolare schema di
ramificazione (Basile et al., 2009) (Figura 2.5).

Figura 2.5 Esemplare di Axinella polypoides
(http://www.nikidive.com/Galeries/galleries/PlongeeBouteilles/2010/2010-07-
11_WE_PCOM/IMG_9449.jpg)

2.6 Alimentazione

Come tutti 1 poriferi, Axinella polypoides non possiede un apparato
digerente, ¢ un filtratore attivo che si nutre di materiale particellare
estremamente fine; questo avviene tramite meccanismi di fagocitosi e
pinocitosi. Le particelle alimentari sono selezionate in base alle
dimensioni e sono vagliate durante il loro passaggio attraverso le
camere flagellate; soltanto particelle con dimensioni comprese tra 2 e
10 uym possono entrare negli ostii. Le particelle grosse (5-50 um)
sono fagocitate dai pinacociti che rivestono 1 canali inalanti e da
archeociti che fuoriescono dal mesoilo; sono state anche descritte
popolazioni di archeociti che ripuliscono la superficie esterna del
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pinacoderma. Le particelle piu fini sono trattenute dai coanociti,
mediante il loro collare, e successivamente ingerite; le particelle di
dimensioni inferiori ad 1 pm, sono rimosse ed inglobate dai coanociti
direttamente sulla superficie della cellula. La digestione negli
archeociti avviene in vacuoli, detti fagosomi; nei coanociti, invece il
materiale ingerito viene rapidamente portato alla base della cellula e
trasferito a cellule ameboidi del mesoilo, principalmente archeociti,
dove la digestione puo procedere.

L’escrezione dei prodotti di scarto, principalmente ammoniaca, come
anche gli scambi gassosi, avvengono per diffusione attraverso il
coanoderma (Brusca e Brusca, 1990; Mitchell et al., 1991; Bergquist,
1978).

2.7 Ecologia dello stadio adulto

I fattori ambientali chimico-fisici che influenzano maggiormente la
distribuzione e la fisiologia dello stadio adulto di tutti 1 poriferi sono
temperatura, illuminazione, idrodinamismo, sedimentazione (Sara e
Vaclet, 1973; Storr, 1976; Walther et al., 2002; Simpson, 1980).

2.7.1 Temperatura

La temperatura ¢ il principale fattore ecologico fondamentale (Kinne,
1970) e si ritiene sia responsabile della distribuzione geografica e
batimetrica delle spugne. Variazioni repentine di temperatura ed il
superamento di determinati valori possono portare alla morte di un
gran numero di individui (Sara e Vacelet, 1973). Il rischio di essere
sottoposti a valori di temperatura letali ¢ elevato soprattutto per le
spugne di acqua dolce e per le specie delle zone intertidali, piu
soggette a forti variazioni ambientali; queste spugne sono euriterme e
sono in grado di affrontare 1 periodi di stress termico (disseccamento
o congelamento) ricorrendo a diversi sistemi quali la produzione di
corpi di resistenza (gemme o gemmule), il rallentamento del
metabolismo, la riduzione o la degenerazione del proprio corpo.
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Esistono poi specie stenoterme che generalmente vivono a maggiori
profondita dove le condizioni ambientali sono piu stabili.

Anche la crescita somatica ¢ determinata dalla temperatura, cosi come
molte altre attivita fisiologiche dei poriferi: filtrazione, produzione e
rilascio spermi, ricettivita delle uova al momento della fecondazione e
liberazione delle larve. In Hippospongia lachne, ad esempio, il
rilascio delle larve comincia ad una temperatura media dell’acqua di
circa 23° C ed aumenta fino alla temperatura di 28° C. Il numero di
individui che liberano larve diminuisce pero bruscamente (di circa il
45%) se si verifica un ulteriore incremento termico (1-2 gradi) (Storr,
1976). Recenti scoperte portano ad una visione piu realistica della
dinamica riproduttiva delle spugne, mostrando che la relazione tra la
temperatura dell’acqua e la gametogenesi non segue sempre un
pattern facilmente generalizzabile. Una chiara comprensione della
relazione tra I’attivita riproduttiva e la temperatura potrebbe essere
quindi di grande importanza se si vogliono valutare e predire gli
effetti dei cambiamenti climatici sugli invertebrati marini (Walther et
al., 2002).

2.7.2 Illuminazione

La luce ¢ un fattore importante per la crescita soprattutto nel caso di
simbiosi con organismi autotrofi (Wilkinson, 1980). L’illuminazione
influenza inoltre 1’orientamento dei poriferi sul substrato. La maggior
parte delle Demospongiae delle zone superficiali tende a prediligere
aree riparate dalla luce come le praterie di posidonia e le pareti a
strapiombo; questo probabilmente per limitare il gran numero di
epibionti che si possono sviluppare in condizioni di elevata
illuminazione e che possono rendere difficoltosa la filtrazione. A
profondita maggiori (25-30 m), dove la luce ¢ piu flebile, le spugne
colonizzano anche superfici orizzontali. Le spugne spesso presentano,
in relazione all’illuminazione, variazioni di colore; le specie sciafile
solitamente sono poco colorate, mentre quelle fotofile presentano
colori anche molto vivaci. I pigmenti possono essere sintetizzati dalla
spugna stessa, o dati dall’associazione con alghe unicellulari; per
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esempio in alcuni spongillidi la colorazione verde o bruna ¢ data
rispettivamente dalla presenza di zooclorelle o zooxantelle che non
sono digerite direttamente, ma, in risposta a segnali chimici
dell’ospite, rilasciano prodotti della fotosintesi e altri metaboliti
utilizzabili dall’animale (Sara e Vacelet, 1973). Alcune specie
modificano la loro colorazione in relazione a variazioni di intensita
luminosa. A titolo esemplificativo Petrosia ficiformis in ambiente
illuminato assume una colorazione marrone-violacea, grazie
all’associazione facoltativa con le cianoficee che si distribuiscono
nella parte piu esterna del corpo della spugna, definita simbiocortex
da Simpson (1980), mentre nelle zone scarsamente illuminate ¢
bianca in quanto i simbionti essendo fotoautotrofi, non sopravvivono.
Spongia officinalis presenta esemplari di colore biancastro nelle zone
buie, gli stessi diventano neri quando esposti alla luce. Cio avviene in
quanto la luce attiva la sintesi di pigmenti melaninici che si
accumulano nel corpo dell’animale (Sara e Vacelet, 1973).
L’illuminazione quindi influisce sul colore della spugna, sia
indirettamente favorendo al suo interno la presenza di simbionti, che
conferiscono all’ospite la loro tipica colorazione, sia direttamente
stimolando nell’animale la sintesi di pigmenti endogeni.

2.7.3 Idrodinamismo e sedimentazione

Le correnti e I’'idrodinamismo sono fattori ecologico-ambientali molto
importanti per 1 poriferi, in particolare per le spugne delle acque
superficiali, dove questi fenomeni sono piu accentuati. Una forte
turbolenza, causata da onde o correnti troppo violente, impedisce alla
larva di fissarsi al substrato e pud danneggiare individui adulti
strappandone parti o sradicandoli dal fondo. Viceversa un ristagno
eccessivo determina deposito di sedimenti sulla superficie della
spugna, rendendole la filtrazione molto difficoltosa. Solitamente i
popolamenti piu numerosi si trovano dove le correnti raggiungono
una velocita di 3 km h' (Sara e Vacelet, 1973). A parita di
esposizione, I’idrodinamismo influisce anche sulla morfologia globale
e sullo scheletro; di fatto € stato osservato che nelle zone a forte
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agitazione prevalgono spugne piatte o incrostanti con scheletro
robusto e compatto, mentre in acque piu tranquille sono frequenti
individui con forme massive e scheletro piu esile (Storr, 1976).
Queste diverse morfologie sono state riscontrate anche in individui
appartenenti alla stessa specie ma soggetti a condizioni ambientali
diverse; Hymeniacidon sanguinea in zone ad elevato idrodinamismo
ha forma incrostante, mentre nelle acque calme delle lagune o degli
stagni salmastri si presenta massiva e ramificata (Sara e Vacelet,
1973). 1 movimenti dell’acqua possono influire inoltre sulla
riproduzione sessuale controllando la dispersione degli spermatozoi e
delle larve; un elevato idrodinamismo abbassa le probabilita di
fecondazione dell’uovo, poiché diluisce velocemente gli spermatozoi
(Sara e Vacelet, 1973).

La sedimentazione ¢ wun parametro strettamente dipendente
dall’idrodinamismo. Sedimenti grossolani trasportati da forti correnti
possono danneggiare il corpo della spugna, mentre acque calme
favoriscono la deposizione di materiale fine che puo ostruire le
aperture inalanti impedendo all’animale di respirare e nutrirsi; per
questo, se la sedimentazione ¢ elevata, le spugne si insediano
preferibilmente su superfici verticali o in anfratti riparati. Alcuni
esemplari, tuttavia, riescono a vivere anche su superfici orizzontali
grazie a particolari adattamenti quali la presenza di peduncoli o fasci
di spicole che sollevano la spugna dal substrato fangoso, la
produzione di una placca forata che chiude I’osculo sulla sommita o
ancora la specializzazione di lunghe papille a funzione inalante o
esalante, sporgenti dal sedimento che ricopre la spugna (Sara e
Vacelet, 1973).

2.8 Morie

La temperatura ¢ un parametro ecologico fondamentale che influenza
molti aspetti della vita acquatica, e un significativo cambiamento
termico nella colonna d’acqua pud danneggiare gravemente 1
popolamenti marini costieri (Schubel et al., 1978). Carballo (2008)
recentemente ha suggerito che la disponibilita di cibo e la temperatura
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giochino un ruolo sinergico sulla dinamica di popolazione dei poriferi.
Come descritto da Cerrano et al. (2001) le anomalie di temperatura e
salinita verificatesi nel 1998 nelle acque antistanti I’Isola Gallinara
hanno influito sui popolamenti di Petrosia ficiformis, presenti a
profondita comprese tra 0 e -5 m, dando origine a fenomeni di
bleaching con conseguente necrosi degli organismi considerati. Da
ci0 si puo supporre che la scarsita di eventi di moria documentati sulle
colonie di Axinella polypoides sia legata a fattori riguardanti la sua
ecologia, prima tra tutti la distribuzione batimetrica, che essendo
inferiore alla profondita del termoclino estivo, non espone
abitualmente le colonie a grandi variazioni di temperatura della
colonna d’acqua. Anche altri fattori, legati alla sua fisiologia, sono
stati osservati e relazionati con la resistenza agli stress. In A.
polypoides infatti, Zocchi et al. (2001), osservarono un collegamento
tra stress di tipo meccanico e termico ed incremento dell’attivita
ADP-ribosil ciclasi, legata alla mobilitazione del calcio negli
organismi, € quindi a differenti funzioni, quali: la regolazione del
ciclo cellulare (protisti), la fertilizzazione degli oociti (invertebrati), la
secrezione di insulina e la proliferazione cellulare (mammiferi).
Questa elevata attivita ciclasica ¢ stata considerata come un possibile
elemento in grado di aumentare la resistenza fisiologica della specie
agli stress.

2.9 Predazione

Le spugne, avendo un corpo molle ed essendo sessili, sembrano
essere fisicamente vulnerabili alla predazione. La teoria principale
riguardante la funzione dei metaboliti secondari delle spugne ¢ che
agiscano come deterrente da potenziali predatori (Pawlik, 1992, 1993).
E stato osservato da Pawlik et al. (1995) e da Wilson et al. (1999) che
tutte le specie tropicali della famiglia Axinellidae studiate producono
estratti grezzi che fungono da deterrente alla predazione da parte del
labride Thalassoma bifasciatum. In Mediterraneo Axinella cannabina
¢ predata dal nudibranco Phyllidia flava (Wigele e Klussmann-Kolb,

2005), e su Axinella polypoides vivono spesso associati,
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probabilmente come parassiti, un copepode specializzato alla vita
epibionte ed una specie di endoprocto per ora non identificati a livello
tassonomico (Cerrano com. pers.).
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3 MATERIALI E METODI

Lo studio di Axinella polypoides ¢ stato svolto per mezzo di
immersioni scientifiche subacquee in ARA, dal 19/08/2011 al
14/02/2012 presso I’Isola Gallinara.

L’analisi delle fotografie per la misurazione delle colonie ¢ avvenuta
tramite software di elaborazione grafica Imagel.

Per lo studio delle fasi riproduttive e delle tipologie cellulari sono stati
prelevati dalle colonie dei campioni apicali, per procedere
successivamente alla loro istologia. Questa metodica ci ha permesso
di analizzare bimestralmente la presenza e le dimensioni delle varie
tipologie cellulari ricercate negli apici delle colonie

3.1 Area di studio

L’isola Gallinara si affaccia nel tratto di costa tra Capo S. Croce e
punta di Vadino, tra i centri urbani di Alassio e Albenga, nella Liguria
occidentale. Pur essendo a poca distanza dalla costa, presenta
caratteristiche di limitata urbanizzazione e I'influenza del fiume Centa
e delle acque reflue urbane appare relativa (Figura 3.1). La fortunata
situazione ambientale dell’isola si deve anche al suo mancato
sviluppo edilizio ed al vigente regime di divieti legati alla proprieta
(divieto di sbarco) ed alla presenza di ordigni bellici e reperti
archeologici sui fondali (divieto di immersione in alcune zone fino
all’anno 2004).
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Figura 3.1 Posizione geografica dell’Isola Gallinara (asterisco nel riquadro di sinistra). Il riquadro
di destra indica la posizione dell’Isola e della corrente fluviale del fiume Centa (Da Cerrano et al.,
2001)

La costa dell’isola si presenta alta e scoscesa, costituita da quarziti di
colore grigio chiaro in banchi dello spessore di qualche centimetro. La
direzione degli strati ¢ la stessa dell’antistante Capo S. Croce, da cui
I’1sola si ritiene si sia separata a causa di un’ingressione marina
quaternaria e dell’erosione dovuta al trasposto di materiale sabbioso
proveniente dal vicino fiume Centa (Orsino, 1975). La forma
dell’isola ¢ approssimativamente triangolare, col vertice sud
prolungato in uno stretto promontorio piegato verso est (Punta
Falconara) (Figura 3.2).
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Isola Gallinara (SV) - Scala 1:7000

Figura 3.2 Isola Gallinara.

All’estremita settentrionale si apre un porticciolo, mentre il vertice
orientale prende il nome di Punta Sciusciau. I lati occidentale e nord-
orientale dell’isola sono caratterizzati da brevi falesie con
popolamenti algali, cui verso i 10-15 m di profondita seguono praterie
di fanerogame o fondi molli. Il lato sud-orientale presenta maggiore
varieta di situazioni ambientali e ricchezza di popolamenti biologici,
oltre ad emergenze naturalistiche tra le piu significative dell’intera
riviera di ponente. La falesia rocciosa giunge sino a 35 m di
profondita ed ospita vari popolamenti algali, cui segue un coralligeno
dominato da grandi poriferi massivi e/o eretti (Figura 3.3). I fondi
biodetritici sottostanti presentano una componente a briozoi ed uno
strato elevato a gorgoniacei. Lo studio prende in esame i popolamenti
di Axinella polypoides presenti in questa zona, nel sito d'immersione
denominato Sciusciau.
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Figura 3.3 Carta dei fondali circostanti I'Isola Gallinara (Gentile concessione di SEAMap srl).

3.1.1 Punto di immersione

Il punto di immersione si trova su punta Sciusciau (44° 01° 30" N, 8°
13> 47" E). 1l profilo sommerso ¢ caratterizzato da un ampio terrazzo
suborizzontale tra 6-8 e 12 m che separa due ripide pareti rocciose:
piu in profondita si ha un ampio tratto roccioso a minore pendenza,
cui segue un fondale sabbioso-detritico con alcuni affioramenti
rocciosi. Si tratta della parte dell’isola piu esposta al mare aperto e le
prime fasce batimetriche sono interessate da associazioni legate al
forte regime idrodinamico. Al di sotto dei 17 m di profondita si
sviluppa un popolamento algale sciafilo ad affinita circalitorale,
dominato da Cystoseira zosteroides, nel quale si osserva anche
un’importante componente animale costituita da poriferi, briozoi e
tunicati. In questa zona si trovano cavita lunghe anche diversi metri,
che ospitano facies a poriferi, madreporari e briozoi, riconducibili a
popolamenti di grotta semioscura e oscura. Al di sotto di questa fascia
(22-25 m) troviamo popolamenti di substrato duro, riconducibili al
coralligeno dell’orizzontale inferiore della roccia litorale. In questa
zona si ha particolare sviluppo di una facies caratterizzata da cnidari,
briozoi e numerosi grossi esemplari di poriferi, tra cui molte colonie
di Axinella polypoides.
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3.2 Misure di temperatura

Le misure di temperatura dell’acqua sono state acquisite da computer
subacquei utilizzati in immersioni effettuate presso Punta Sciusciau
nell’anno 2011. Tramite porta ad infrarossi sono stati trasferiti 1 profili
immersione al software SmartTRAK (UWATEK) e successivamente
sono stati esportati in Excel per analizzare 1’andamento nel tempo
della temperatura in relazione alle fasce di profondita e al ciclo
biologico della spugna.

3.3 Analisi della popolazione

Per analizzare la popolazione di Axinella polypoides presente su una
superficie di 1000 m? circa, in una fascia batimetrica compresa tra i
25 e 1 35 m (Figura 3.4), sono state prese in considerazione 25 colonie,
suddivise in due gruppi, relativamente alla loro profondita (S: shallow,
11 colonie tra 1 25 e 1 28 m di profondita; D: deep, 14 colonie tra i 32
ed i 35 m di profondita).

ISOLA
GALLINARA scuwsciau’

9 20 40 60 w0 10 /
- P
W)
15 )
/ ///
Figura 3.4 Area di studio (modificato sulla base di Balduzzi et al, 1992).

Degli organismi studiati ¢ stata segnata la profondita e sono stati
seguiti 1 parametri:

- diametro basale,

- altezza massima,

- numero di rami,

- eventuali anastomosi.
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Nell’ambito di queste misurazioni sono stati raccolti dati relativi alla
presenza di lenze da pesca nell’area di studio e si € proceduto alla loro
rimozione dalle colonie.

3.4 Crescita

Per studiare la crescita, 6 colonietrai25ed128 me 9trai 32 ed1 35
m di profondita (Figura 3.5) sono state marcate con cartellini in PVC
inseriti nella roccia sottostante (Figura 3.6). Sulle colonie marcate
sono stati svolti studi sul tasso di crescita tramite osservazioni
fotografiche.
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Figura 3.5 Mappa delle colonie marcate (modificato sulla base di Balduzzi et al, 1992).

Figura 3.6 Alcune tra le colonie studiate.
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Durante lo studio alcuni cartellini s1 sono distaccati dalla roccia,
causando I’impossibilita di proseguire con il monitoraggio delle
colonie ad essi corrispondenti (8, 9, 10). I campionamenti fotografici
subacquei sono stati svolti ogni 50 giorni circa (le cattive condizioni
del mare durante il periodo autunnale e invernale hanno impedito un
regolare monitoraggio mensile), utilizzando macchine fotografiche
digitali compatte, con scafandro e dotate di flash esterni. Per
analizzare la crescita dei rami, ogni colonia ¢ stata fotografata
lateralmente, utilizzando un riferimento dimensionale (un quadrato
reticolato di dimensioni 50x50 cm posto il pili aderente possibile alla
colonia e parallelo alla linea di costa) inserito all’interno del campo
della foto e necessario per la successiva calibrazione del software
Imagel.

Inoltre, per verificare se la crescita della colonia avvenga solo nelle
parti apicali, come sostenuto da Kaandorp e De Kluijver (1992), o
anche nelle altre parti dell’organismo, alcune colonie sono state
marcate con spilli di plastica inseriti nel tessuto fino alla capocchia.
Due sono stati inseriti alla base della colonia, perpendicolarmente
all’asse centrale e perpendicolari tra loro. Altri sono stati inseriti su
due rami, introducendoli in numero di due per ramo, uno partendo
dall’apice e parallelamente all’asse centrale (per marcare il limite
superiore dell’apice) e 1’altro perpendicolare ad esso a una distanza di
circa 5 cm dall’apice.

3.4.1 Analisi di Horton

La grande plasticita nelle forme dei poriferi, dovuta all’esposizione ai
movimenti dell’acqua, ¢ un fenomeno ben conosciuto (Bidder, 1923;
Warburton, 1960; Barthel, 1991). Questo porta a notevoli difficolta
nell’analisi della crescita di questi organismi.

In questo studio ’analisi della crescita ¢ stata eseguita numerando 1
rami con disposizione parallela al piano della foto tramite
I’ordinamento proposto da Horton-Strahler (Horton, 1945; Strahler
1952) (Figura 3.7). Successivamente, ad ogni ramo misurabile della
colonia, ¢ stato attribuito un codice alfanumerico che ne permette il
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riconoscimento. I segmenti di rami sono stati numerati in modo
crescente a partire dagli apici. I rami senza nessuna ramificazione
vengono definiti di ordine primario (“primari”), con w=1. Due rami
primari che si intersecano danno origine ad un ramo di ordine
secondario (“secondario”), con ®=2. Due rami secondari che si
intersecano danno origine ad un ramo di ordine terziario (‘“‘terziario”),
con ®=3, etc. Se un ramo di ordine superiore al primo si interseca con
un ramo di ordine ad esso inferiore (®;* ®,), il ramo che viene
originato risulta di ordine pari a quello superiore (w=max(®;, ®;)).
Una volta definito I’ordine di appartenenza di ogni ramo secondo
I’analisi di Horton, si ¢ proseguito con I’attribuzione del nome di
ciascuno utilizzando un codice alfanumerico numero-lettera-numero,
ovvero 01 (“numero colonia”) — A (“lettera dell’alfabeto
corrispondente al numero dell’ordine” A: primario; B: secondario; C:
terziario) - 01 (“numero ramo”, progressivamente crescente in ordine
di apparizione visiva a partire dalla parte in basso a sinistra
procedendo verso 1’alto a destra della colonia).

Eventuali rami cresciuti in seguito, intersecando necessariamente rami
gia denominati, vengono considerati come facenti parte dell’ordine
del ramo da cui hanno origine, senza modificare la nomenclatura
precedentemente definita. Questo ¢ necessario per permettere
I’osservazione nel tempo degli stessi rami e quindi la loro crescita
progressiva.
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Figura 3.7 Ordinamento Horton-Strahler (Da Abraham, 2001)

3.4.2 Analisi di immagine

Per le misurazioni delle colonie ¢ stato utilizzato il software ImageJ
1.44p (National Institute of Health, USA), programma di elaborazione
di immagini basato sui pixel. Questo programma ¢ in grado di
svolgere diverse funzioni, quali misurare lunghezze e aree, effettuare
calcoli statistici (media, minimo, massimo, deviazione standard),
generare istogrammi e modificare immagini. Nel presente studio e
stato utilizzato per misurare la lunghezza dei rami delle colonie
effettivamente misurabili. Questo ¢ stato possibile utilizzando il
riferimento metrico inserito all’interno delle fotografie (Figura 3.8),
che viene confrontato dal software con la lunghezza dei rami,
permettendo cosi di estrapolare una misura la cui crescita puo essere
analizzata nel tempo. La misurazione di crescita dei rami ¢ stata
eseguita posizionando una linea spezzata lungo 1’asse centrale di ogni
ramo precedentemente codificato tramite 1’analisi di Horton e
procedendo alla successiva misurazione.

L’accrescimento ¢ stato valutato sia in termini assoluti, espresso come

mm giorno'l, sin in termini relativi, cio¢ in percentuale della
e . . . -1

lunghezza iniziale, espresso in % di crescita mese .
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Figura 3.8 Una delle immagini utilizzate per 1’analisi di crescita.

3.5 Analisi istologiche

L’analisi istologica ¢ stata svolta su 4 frammenti apicali di circa 5 cm
di lunghezza raccolti bimestralmente (settembre, novembre, gennaio)
da differenti colonie tra quelle non numerate presenti all’interno
dell’area di studio. Da ognuno di questi campioni ¢ stato prelevato un
frammento per I’analisi istologica. Per verificare eventuali differenze
nelle tipologie cellulari a seconda della posizione nell’apice si ¢
proceduto come segue:

- da due dei campioni il frammento per 1’analisi istologica ¢ stato
prelevato nella zona apicale,

- dagli altri due campioni nella zona centrale (2,5 cm circa dall’apice).
I campioni sono stati successivamente pretrattati e si ¢ proceduto al
loro congelamento per ottenere sezioni da taglio posizionabili su
vetrini ed osservabili al microscopio.

3.5.1 Procedura per istologia con microtomo criostato

La presenza all’interno di Axinella polypoides di spicole silicee
comporta alcune difficolta nell’analisi istologica, quindi prima di
procedere all’analisi, il campione ¢ stato pretrattato per eliminarle. La
procedura istologica ¢ stata effettuata seguendo il seguente protocollo:
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Tagliare 1l frammento di apice (in funzione delle dimensioni
massime dei supporti dello strumento) dalla zona desiderata.
Sciacquare abbondantemente il frammento con acqua distillata per
eliminare la soluzione di formalina al 4%.

In un becker di plastica preparare una soluzione di acido
fluoridrico al 5%.

Inserire il frammento nella soluzione per 30 minuti al fine di
sciogliere le spicole silicee.

Sciacquare attentamente 1 campioni con acqua distillata per
eliminare eventuali residui di acido fluoridrico.

Mettere 200 ml circa di esano in un becker di plastica e lasciarlo in
congelatore a -80°C per un tempo sufficiente a congelarne 1/3 (3-4
ore).

Mettere 1 supporti in alluminio (chuck) in ghiaccio in modo che
non si formi condensa.

Disporre 1 campioni gia pretrattati in gruppi sul chuck, marcandone
la posizione sul retro del supporto.

Aiutandosi con una pinza, immergere 1 chuck (con 1 campioni
rivolti verso 1’alto) nell’esano per circa 30 secondi, dopo di che
ripetere la stessa operazione girando il chuck, e facendo attenzione
a non toccare la parte gia congelata dell’esano per evitare che 1
frammenti si stacchino dal chuck. Questo procedimento porta
all’espulsione di tutta ’acqua presente all’interno del campione.
Avvolgere il chuck nella stagnola (precedentemente siglata con 1
numeri dei campioni), coprire con parafilm e riporre rapidamente a
-80°C per almeno 24 ore.

Pretrattare un numero sufficiente di vetrini per i campioni con &-
poli-L-lisina 1% al fine di favorire 1’adesione delle sezioni.
Inserire il chuck nel microtomo criostato (MICROM HM 505N di
di MICROM International GmbH) mantenuto alla temperatura di -
35°C.

Sezionare 1 frammenti al microtomo criostato con spessore di
taglio di 10 um.



e Trasferire le sezioni su vetrini da microscopia tramite adesione a
caldo.

e (Colorare le sezioni con una soluzione satura di blu di toluidina.

e Essiccare 1 vetrini in stufa a 45°C per qualche minuto.

e Chiudere con vetrini copri-oggetto con resina FEukitt per la
conservazione a lungo periodo.

3.5.2 Lettura al microscopio

I1 Blu di Toluidina ¢ un colorante basico che forma complessi
metacromatici con gli acidi nucleici e le proteine. Osservando il
vetrino al microscopio, le cellule appaiono di colore azzurro a causa
della reazione del substrato con il colorante. Una volta colorata la
sezione ed aggiunto il vetrino copri-oggetto, 1 campioni sono stati
osservati al microscopio ed ¢ stato misurato il numero e le dimensioni
delle cellule.

L’osservazione dei vetrini ¢ stata svolta attraverso microscopio ottico
Nikon Eclipse 50i, dotato di telecamera Nikon DS-5M ed
interfacciato a PC con D'unita di controllo Nikon DS-UI. Per la
misurazione delle dimensioni cellulari ¢ stato utilizzato il software
EclipseNet calibrato tramite vetrino millimetrato.

Con un ingrandimento variabile da 40x a 400x, sono state determinate
la densita e le dimensioni delle tipologie cellulari nei campioni
raccolti, per determinare lo stadio del ciclo riproduttivo nelle date di
campionamento ed eventuali variazioni temporali nella morfologia
delle altre cellule riscontrate. La densita ¢ stata calcolata come
numero di cellule mm™ e la dimensione & stata misurata su 20 cellule
random per ogni ventrino.

3.6 Analisi statistiche

L’accrescimento medio assoluto e relativo ¢ stato valutate mediante
test T di Student per verificare la differenza da zero. La differenza tra
1 valori medi ¢ stata valutata tramite analisi della varianza
permutazionale (PERMANOVA) usando il software statistico
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PRIMER 6+. Per le singole variabili, la matrice di dissimilarita ¢ stata
creata sulla base della distanza euclidea. Per le analisi istologiche
sono stati presi in considerazione i fattori Posizione (Po: 2 livelli fissi:
apicale, centrale) e Data (Da: 3 livelli fissi: 05/09/2011, 19/11/2011,
14/01/2012). Quando meno di 999 permutazioni uniche erano
disponibili, si e ricorsi al test asintotico di Monte Carlo, il cui risultato
¢ indicato con P(MC). 11 pair-wise test ¢ stato utilizzato
successivamente nel caso di interazione Po x Da significativa, per
distinguere tra 1 livelli dei fattori risultati significativi. Il livello di
significativita adottato per tutte le analisi ¢ o = 0,05.
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4 RISULTATI

4.1 Andamento della temperatura

L’analisi dei profili di immersione raccolti ha portato
all’estrapolazione di profili di temperatura per le due fasce
batimetriche S (shallow: -25 m) e D (deep: -35). Sono state riscontrate
differenze dovute alla presenza, ad una profondita di circa 30 m, del
termoclino estivo, mentre durante il resto dell’anno la temperatura
rimane relativamente costante lungo la colonna d’acqua (Figura 4.1).
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Figura 4.1 Andamento medio (# e.s.) delle temperature nelle due fasce di profondita (S: -25m, D:-
35m) per il periodo di studio.

4.2 Analisi della popolazione

I dati morfometrici raccolti sono stati analizzati per verificare
eventuali relazioni allometriche. Dall’osservazione notiamo una
grande variabilita all’interno dell’area di studio. Le colonie, infatti,
come si pud osservare nella Tabella 4.1, hanno un ampio range di
variazione per quanto riguarda tutti e quattro i parametri analizzati. La
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variazione ¢ elevata sia all’interno dei gruppi S e D, sia su tutta la
popolazione considerata.

Tabella 4.1 Tabella riassuntiva dei dati morfometrici raccolti.

Profondita Diametro Altezza
(m) (cm) (cm) N rami N anastomosi
S min 25.7 0.5 9 6 0
S Max 28 2.6 37 15 10
D min 32.3 0.5 5 0 0
D Max 35.1 6 80 27 7
MIN 25.7 0.5 5 0
MAX 35.1 6 80 27 10

Il diametro basale delle colonie non differisce significativamente tra i
due gruppi, e si attesta sul valore di 1.628 + 0.124 cm (media + e.s.)
(Figura 4.2).

Diametro basale colonie
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Figura 4.2 Diametro basale medio (+ e.s.) delle colonie in analisi.

L’altezza delle colonie invece mostra una differenza significativa tra i
due gruppi di profondita. Le colonie piu superficiali, infatti, sono alte
22 + 3.0 cm (media * e.s.), quelle piu profonde 28.75 + 4.98 cm
(media + e.s.) (Figura 4.3).
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Figura 4.3 Altezza media (+ e.s.) delle colonie in analisi.

Il numero dei rami non presenta differenze significative tra le due
colonie, attestandosi sul valore di 10.08 + 1.28 rami (media + e.s.)
(Figura 4.4).

Numero di rami
14

D (n=147;
| 9.04

Figura 4.4 Numero di rami medio (% e.s.) per le colonie in analisi.

Sulle colonie studiate ¢ stata riscontrata la presenza di cinque lenze da
pesca, e si ¢ proceduto alla loro rimozione.

4.3 Crescita

Il campionamento fotografico ha permesso di misurare un numero
complessivo di 105 rami, suddivisi come segue: 78 primari, 21
secondari, 6 terziari.
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Si ¢ potuto osservare che nel complesso la crescita assoluta su tutti 1
rami considerati non ¢ differente da zero e quindi non appare
significativa per il periodo di studio. I rami sono cresciuti di 0,0118 +
0,0125 mm giorno'l (media + e.s.). Osservando la crescita assoluta
media per gruppi di appartenenza, si osserva, anche in questo caso,
che valori non sono significativamente diversi da zero. Non ¢ stato
possibile quindi misurare una crescita assoluta significativa per
nessuna dei tre ordini di appartenenza (Figura 4.5).

Crescita rami
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0.15 +
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0.00 ¢ I
o Primari (n=78) Seconda$ (n=21) Terziar{(n=06)
-0.05 A

Figura 4.5 Crescita media (+ e.s.) assoluta dei rami, suddivisi per ordine di appartenenza.

In termini di crescita relativa mensile dei rami per ordine di
appartenenza, ¢ stato possibile osservare, per 1 rami primari, una
crescita media significativamente diversa da zero e pari allo 1,53 +
0,47 % mese’ (media * e.s.), confermata dal test T di Student. I rami
di ordine secondario e terziario non hanno invece mostrato crescita
mensile significativa (Figura 4.6).
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Figura 4.6 Crescita media (+ e.s.) relativa mensile dei rami, suddivisi per ordine di appartenenza.

Nell’ultimo periodo ¢ stata osservata la presenza di fenomeni di
necrosi (Figura 4.7) e di regressione di alcuni degli apici (Figura 4.8).
Questi fenomeni potrebbero essere dovuti alla risposta al tentativo di
marcare con spilli il limite superiore degli apici al fine di valutare la
crescita a lungo termine di alcuni apici. La tecnica ¢ stata utilizzata
con successo in altre specie a crescita arborescente (Kaandorp et al.,
1992), ma Axinella polypoides ha reagito negativamente a questo
trattamento.
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Figura 4.7 Apici di Axinella polypoides in necrosi.

N 19/08/2011 14/01/2012

Figura 4.8 Regressione del ramo centrale (codificato 14A04).

Infatti, monitorando le colonie marcate ¢ stato osservato un fenomeno
di espulsione da parte delle stesse degli spilli in plastica inseriti al loro
interno per le analisi di crescita. La maggior parte degli spilli, infatti,
durante il terzo campionamento fotografico, a distanza di soli due
mesi dall’inserimento (19/11/2011), non ¢& stata rinvenuta sulle
colonie nelle quali erano stati inseriti. Nel caso della parte basale della
colonia 2 ¢ stato possibile osservare e fotografare chiaramente una
delle fasi del processo di espulsione (Figura 4.9), che avviene tramite
un’evidente invaginazione dell’ectosoma.
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4.4 Analisi istologiche

Dall’analisi istologica dei vetrini ottenuti dai campioni raccolti nelle
tre date, non ¢ stata riscontrata la presenza di oociti.

L’osservazione ha evidenziato per0 un gran numero di strutture
cellulari sferulose. In istogramma ¢ rappresentata la densita media
delle cellule sferulose per mm” (Figura 4.10).

49



Densita cellule sferulose
1400
a c b o c c
1200 T
1000
a@
£
800
=
)
-
= 0600 T
—
5
400
200
0
apicale centrale apicale centrale apicale centrale
05/09/2011 19/11/2011 14/01/2012

Figura 4.10 Densita media (+ e.s.) delle cellule sferulose all’interno dei campioni analizzati, le
lettere in alto indicano le differenze significative.

Le differenze di densita di queste cellule nelle tre date e nelle
posizioni apicale e centrale dei rami, sono state analizzate con analisi
della varianza permutazionale a due vie (PERMANOVA) che ha
mostrato differenze significative in relazione alla interazione tra i due
fattori (Po x Da: P<0,05), come si puo osservare nella Tabella 4.2.

Tabella 4.2 Test PERMANOVA sui dati di densita delle cellule sferulose.
Source df SS MS Pseudo-F  P(perm) Unique perms

Posizione 1 3168 3168.7 16.732 0.0008 9845
Data 2 3227 1613.6 8.5209 0.0025 9953
PoxDa 2 1341 670.5 3.5407 0.0467 9948
Res 20 3787 189.4

Total 25 11400

Dai pair-wise tests emerge che esistono differenze significative
all’interno del livello “apicale” tra le varie date. Due delle
combinazioni  (05/09/2011-14/01/2012;  19/11/2011-14/01/2012)
mostrano una differenza altamente significativa (P(MC)<0,01),
mentre la combinazione 05/09/2011- 11/19/2011 mostra una
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differenza significativa (P(MC)<0,05). Relativamente al livello
“centrale” non emerge una significativa differenza tra le date
(P(MC)>0,05).

La differenza all’interno delle date di campionamento tra le varie
posizioni ¢ significativa per il campionamento del 05/09/2011
(P(MC)<0,05), ed ¢ altamente significativa (P(MC)<0,01) per il
campionamento del 19/11/2011. La differenza non appare invece

significativa per la data 14/01/2012 (P(MC)>0,05).

La dimensione media delle cellule sferulose ¢ rappresentata
nell’istogramma (Figura 4.11).

4 Dimensione cellule sferulose
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Figura 4.11 Dimensione media (+ e.s.) delle cellule sferulose misurate all’interno dei campioni
analizzati, le lettere in alto indicano le differenze significative.

Anche per le dimensioni di queste cellule ci sono differenze altamente
significative in relazione alla interazione tra i due fattori (Po x Da:
P<0.01).
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Tabella 4.3 Test PERMANOVA sui dati di dimensione delle cellule sferulose.

Source df SS MS Pseudo-F  P(perm) Unique perms
Posizione 1  0.0016 0.0016 0.0007 0.9789 9848

Data 2 230.79 11539 52.176 0.0001 9952
PoxDa 2 63.583 31.791 14.375 0.0001 9946
Res 233 515.31 2.2116

Total 238 809.51

Dai pair-wise tests emerge che esistono differenze significative tra le
varie date all’interno del livello “apicale”. La combinazione tra le due
date 05/09/2011-19/11/2011 mostra una differenza altamente
significativa (P<0,01), la combinazione 05/09/2011-14/01/2012
mostra una differenza significativa (P<0,05), mentre la combinazione
05/09/2011- 14/01/2012 non mostra differenze significative (P>0,05)
relativamente alle dimensioni delle cellule sferulose (Tabella 4.4).

Tabella 4.4 PAIR-WISE TEST per coppie di livelli del fattore “Data” all’interno del livello
“apicale” del fattore “Posizione”, sulla base dei dati di dimensione delle cellule sferulose.

Groups t P(perm)  Unique perms
05/09/2011, 19/11/2011 3.904 0.0006 1725
05/09/2011, 14/01/2012 2.3113 0.0214 1707
19/11/2011, 14/01/2012 1.3127 0.1925 1716

Relativamente al livello “centrale” due delle combinazioni
(05/09/2011-19/11/2011; 05/09/2011-14/01/2012) mostrano
differenze altamente significative (P<0,01), mentre la differenza per
la combinazione 19/11/2011-14/01/2012 non appare significativa
(P>0.05) (Tabella 4.5).

Tabella 4.5 PAIR-WISE TEST per coppie di livelli del fattore “Data” all’interno del livello
“centrale” del fattore “Posizione”, sulla base dei dati di dimensione delle cellule sferulose.

Groups t P(perm)  Unique perms
05/09/2011, 19/11/2011 9.8449 0.0001 3412
05/09/2011, 14/01/2012 10.286 0.0001 2216
19/11/2011, 14/01/2012 1.1741 0.2495 2772

La differenza all’interno delle date di campionamento tra le varie
posizioni appare altamente significativa (P<0,01) per il
campionamento del 05/09/2011 e per il campionamento del
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14/01/2012. La differenza non appare invece significativa per la data
19/11/2011 (P>0,05) (Tabella 4.6).

Tabella 4.6 PAIR-WISE TEST per coppie di livelli (apicale, intermedio) del fattore “Posizione”
all’interno dei livelli del fattore “Data”, sulla base dei dati di dimensione delle cellule sferulose.

Groups t P(perm)  Unique perms
Within level '05/09/2011" of factor 'Data’ 4.4937 0.0001 1632
Within level '19/11/2011" of factor Data’ 0.7674 0.4548 2707
Within level '14/01/2012' of factor 'Data’ 3.0186 0.0029 1797

L’osservazione al microscopio ha evidenziato anche la presenza, in
alcuni campioni, di cellule dendritiche e fusiformi (Figura 4.12), gia
osservate in A. polypoides da Giovine et al. (2001). La loro
dimensione € stata misurata, ed € risultata essere variabile tra1 6 ed 1
16 um. La distribuzione nelle sezioni ¢ risultata essere molto
irregolare con aree di accumulo individuate occasionalmente in
prossimita dell’ectososma.
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Figura 4.12 Cellule dendritiche osservate all’interno delle sezioni analizzate.
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5 DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Questo studio ¢ la fase iniziale uno studio a piu lungo termine sul
ciclo vitale e accrescimento di Axinella polypoides, nonché sulle
possibili modificazioni che potrebbero subire le popolazioni di questa
specie a seguito dei cambiamenti climatici e degli impatti antropici.
Gli ecosistemi marini, infatti, stanno affrontando un declino a livello
globale delle specie sessili in molte comunita bentoniche, questo
dovuto all’aumento del regime di disturbo dovuto ai cambiamenti
globali ed agli impatti antropici (Bellwood et al., 2004; Halpern et al.,
2008; Levin e Dayton, 2009). Per questo, le conoscenze riguardanti 1
processi demografici delle specie sessili a grande scala spaziale e
temporale stanno diventando cruciali, soprattutto per specie molto
longeve. I cambiamenti nei parametri ambientali, quali salinita,
temperatura e sedimentazione a cui si assiste sono considerati come
possibili cause di declino nelle popolazioni di poriferi, anche se i1 dati
ottenuti sottolineano la frequente incidenza di fattori eziologici
patogeni (Wulff 2006b). L’importanza delle malattie nel determinare
le comunita di poriferi pud essere valutata solo attraverso un
monitoraggio sufficientemente frequente da individuare il progresso
della malattia prima che 1’organismo scompaia completamente. Come
osservato da Wulff (2006c), i meccanismi di recupero e di
rigenerazione dalle malattie sono favoriti nelle spugne ramificate e
questo in alcuni casi potrebbe aver provocato cambiamenti nella
struttura dei popolamenti bentonici, portando ad un declino delle
specie massive in favore delle specie a morfologia eretta.

Dalle analisi condotte sulle colonie di A. polypoides emerge 1’assenza
di oociti nel periodo di studio. Questo ¢ probabilmente legato ad un
ciclo riproduttivo prevalentemente estivo, come osservato da
Magnino (1998) per Axinella verrucosa, presso il promontorio di
Portofino.

L’analisi dei tassi di crescita non mostra, nel periodo di studio, una
crescita significativa in termini assoluti. Relativamente alla crescita
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percentuale mensile, invece, emerge una significativita della crescita
per 1 rami primari. Questa osservazione ¢ in linea con le osservazioni
di Kandoorp e De Kluijver (1992) che descrissero una dinamica di
crescita limitata agli apici dei rami. Questo indica un ridotto o nullo
accrescimento nel periodo autunnale e invernale, in linea con le
osservazioni fatte da Zocchi et al. (2001) e da Basile et al. (2009) che
evidenziano una correlazione tra I’incremento della temperatura e 1
fenomeni di rigenerazione dei tessuti e I’aumento dell’attivita ADP-
ribosil ciclasica. L’enzima ADP-ribosil ciclasi ha un ruolo
fondamentale nella mobilizzazione del calcio intracellulare, e, in
specie evolutivamente superiori, ¢ legata a fenomeni di proliferazione
cellulare. Questo fenomeno potrebbe essere inoltre collegato alla
presenza e al numero di cellule sferulose nelle parti apicali della
colonia, significativamente differente nelle tre date di campionamento.
Queste osservazioni sono coerenti con 1’andamento osservato da
Magnino (1998) per A. verrucosa. Per le cellule sferulose, si potrebbe
ipotizzare un loro ruolo nell’accrescimento (duplicazione cellulare)
degli apici nel periodo estivo; I’aumento della temperatura dell’acqua,
infatti, incrementa 1’ attivita ADP-ribosil ciclasica (Zocchi et al., 2001),
permettendo una maggiore mobilitazione di calcio extracellulare, e
influendo quindi postivamente con il mantenimento della struttura di
queste cellule (Bretting e Konigsmann, 1979). Come osservato da
Van de Veyer e Buscema (1985) le cellule sferulose sembrano
possedere una funzione nei meccanismi rigenerativi dei tessuti in
seguito a trapianti non-self, e quindi si potrebbe supporre che abbiano
una funzione anche nei meccanismi di crescita.

L’osservazione dei fenomeni di espulsione degli spilli da parte di A.
polypoides sottolinea la sua elevata plasticita, come studiato da Van
de Vyer e Buscema (1985) e da Zocchi et al. (2001). Questa capacita
non ¢ riscontrabile in tutti 1 poriferi e sottende una capacita di
riconoscimento dei corpi estranei che conferma I'importanza di questa
specie come modello utile alla comprensione di processi biologici
anche complessi presenti gia alla base della scala evolutiva. Durante
lo studio alcune tra le colonie marcate sono state liberate da lenze
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abbandonate, impigliate sui fondali e avvolte alle spugne. Questo ha
rappresentato un ulteriore limite all’interpretazione dei dati ed ha
messo in evidenza I’urgente necessita di sviluppare adeguati piani di
conservazione verso questa specie che, nonostante 1’inclusione nelle
liste di protezione, raramente ¢ sottoposta a misure di tutela specifiche.
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